‘Om forholdet
mellem vartplanter og rodknoldbakterier
hos nogle grupper af bzlgplanter

Ved H. L. JENSEN

683. beretning fra Statens Forsggsvirksomhed i Plantekultur

Narvaerende beretning er et led i underspgelserne over kvalstofbindende
bakterier ved Statens Planteavls-Laboratoriums bakteriologiske afdeling og
omhandler udvekslingen af rodknoldbakterier mellem vzrtplanter af forskel-
lige bwzlgplantegrupper, iszer lupin-serradel-gruppen og keallingetand-rund-
bzlg-gruppen. Beretningen er udarbejdet af forstander, dr. agro. H, L. Jensen..

Forstanderne ved Statens Forsegsvirksomhed i Plantekultur

Indledning

Inddelingen af beaelgplanternes knoldbakterier (slegten Rhizo-
bium,) i arter har stedse medt vanskeligheder, bl.a. fordi den
bakteriologiske systematiks gsengse kriterier: cellemorfologi, far-
velighed, kulturelle karaktertrek, forgaeringsmenstre, serologiske
reaktioner osv. dels ikke giver nogen sikker differentiation og
dels ikke viser nogen tydelig korrelation med den egenskab, hvor-
efter sleegtsnavnet er dannet, nemlig evnen til at danne rodknolde
hos visse mere eller mindre veldefinerede grupper af balgplante-
arter eller -slaegter. Artsinddelingen har hidtil i det vaesentlige
veeret baseret pi disse (supponerede) skrydspodningsgruppers«
eksistens; pa dette grundlag har FrRep o.a. (1932) i deres klassi-
ske monografi opstillet de i tabel 1 angivne arter, der i alminde-
lighed betragtes som gyldige. De opstillede yderligere 10 bakterie-
grupper uden artsnavne, deriblandt en meget omfangsrig gruppe
nr. 7 omfattende bakterier fra 21 overvejende tropiske balg-
plantesleegter. Som nr. 8 figurerer »keaellingetand-gruppen« med
vertplantesleegterne Lotus og Anthyllis, for hvilken gruppe
DaNGeEARD (1926) forud havde foresliet det magelast uheldige
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navn Rhizobium loti (sml. meliloti), der dog heldigvis ikke har
vundet indpas. I det folgende anvendes betegnelsen »Rhizobium
ex Lotus-Anthyllis¢, uden at dette skal opfattes som et bakterio-
logisk artsnavn.

Tabel 1. Arter af‘rodknoldbakterier (Rhizobium) ifl. FReD o.a. (1932).

Gruppe og artsnavn: Veertplanteslaegter:

1. - Sneglebslg-gruppen, Rh. meliloti Medicago, Mélilotﬁs, Trigonella
2. - Klgver-gruppen, Rh. trifolii Trifolium

3.— Erte-gruppen, Rh. leguminosarum Pisum, Lathyrus, Vicia, Cicer, Lens
4, —- Benne-gruppen, Rh. phaseoli Phaseolus

5. Lupin-gruppen, Rh. lupini Lupinus, Ornithopus

6. — Soyabenne-gruppen, Rh. japonicum Glycine

Veerdien af denne klassifikation pa grundlag af bakteriernes evne
til infektion! af forskellige vaertplanter er dog blevet mere og
mere anfaegtet, efterhinden som man har iagitaget stedse flere
soverskridelser« af krydspodningsgruppernes granser. Foruden
tidligere citerede angivelser (JENSEN 1949) kan folgende nsevnes:
SAric (1960) fandt infektion af knoldbakterier fra Genista sp. og
Lespedeza sp. (begge Gr. 7) pa Lupinus albus (Gr. 5). LANGE
(1961, 1962) viste, at mange bakteriestammer fra vildtvoksende
australske balgplanter kunne danne knolde pa havebenne (Gr. 4)
og soyabgnne (Gr. 6) samt flere arter af lupin, medens omvendt
Rh. lupini fra Lupinus digitatus og L. angustifolius kunne danne
knolde (tildels effektive) pa tre slegter af vildtvoksende beelg-
planter. BonNiER (1962) fandt gensidig knolddannelse af Rh.
trifolii (Gr. 2) og Rh. meliloti (Gr. 1) pa henholdsvis lucerne og
hvidklover; isar syntes ineffektive bakteriestammer tilbgjelige
til sddan heterolog infektion. En enkelt ineffektiv Rh. meliloti
syntes at udvikle nogen effektivitet overfor hvidklaver efter 6
passager gennem dennes rodknolde. BJALFVE (1963) berettede om
isolation af bakteriestammer, der var ineffektive overfor deres
oprindelige vzertplante, men effektive overfor planter udenfor
den snormale«¢ krydspodningsgruppe. F.eks. viste en stamme af

1. Ved infektion forstds i det felgende alene dannelse af rodknolde, medens
effektivitet betyder evnen til at danne rodknolde med kvalstofbindende
funktion, og ineffektivitet mangelen pd kvelstofbindende evne.
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Rh. phaseoli (Gr. 4) sig ineffektiv overfor pralbenne, hvorfra den
var isoleret, og ligeledes overfor srt og hestebenne (Gr. 3), men
effektiv overfor hvidklgver. Omvendt kinne en effektiv Rh.
meliloti (Gr. 1) danne ineffektive knolde pa ert (Gr. 3), og en
effektiv Rh. lupini (Gr. 5) dannede enkelte ineffektive knolde pa
lucerne (Gr.1). Ligesom BonNiER (1962) fremhaevede BJALFE, at
infektion af heterologe vaertplanter skete langt senere end nor-
malt og maske netop derfor ofte er blevet overset. Senere isolere-
de BaiLrve (iflg. personlig meddelelse) rhizobier fra Genista og
Mimosa effektive overfor lupin (som senere omtalt).

At knoldbakterier kan tilpasse sig til fremmede vaeriplanter
blev forgvrigt opdaget allerede af NoBBE & HILTNER (1900), som
viste, at bakterier fra «rt (Gr. 3) og havebenne (Gr. 4) kunne
danne ineffektive knolde pa hinandens veertplanter, overfor hvil-
ke de efter re-isolation havde erhvervet nogen effektivitet (sml.
BonNIER (1962)). KrasiLnigov (1945) meddelte, at forskellige
knoldbakteriearter efter veekst i hinandens kulturfiltrat fik in-
fektionsevne overfor de tilsvarende veertplanter, f.eks. Rh. meliloti
overfor klever og Rh. trifolii overfor lucerne. Disse angivelser
forekommer ikke utrolige i belysning af vort nuvaerende kend-
skab til visse bakteriers transformation, d.v.s. arvelige s®ndringer
ved eksperimentel overfarelse af andre bakteriearters genetiske
materiale 1 form af deoxyribonucleinsyre (DNA). SAdanne n-
dringer er ogsi set hos knoldbakterier. For Barassa (1960) lyk-
kedes det at give en stamme af Rh. lupini infektionsevne overfor
lucerne ved behandling med DNA fra Rh. meliloti, og efter gen-
tagen transformation blev den endog effektiv. LANGE & ALEXAN-
DER (1961) viste, at Rh. meliloti, Rh. trifolii og Rhizobium fra
Astragalus sinicus kunne danne rodknolde pi hverandres vezert-
planter efter behandling med specifikt polysaccharid fra deres
slimsubstans; virkningen gik tabt efter behandling med deoxyri-
bonuclease og skyldtes sandsynligvis forurening af polysacchari-
det med DNA. Analogt viste LIUNGGREN (1961), at stammer af RhA.
trifolii, der havde mistet deres infektionsevne, kunne genvinde
denne ved behandling med polysaccharid (sandsynligvis DNA-
holdigt) fra normale stammer.

Opfattelsen af rhizobierne fra keallingetand og rundbzelg som
en szrskilt gruppe er i hovedsagen baseret pi nogle ikke meget
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omfattende podningsforseg af NoBBE o.a. (1908) og Simon (1908,
1914) samt serologiske undersegelser af KRUGER (1313). Allerede
NoBBE & HiLTNER (1896) iagttog dog en vis positiv virkning af
rhizobier fra robinia pa vakst af rundbalg, og NoBBE o.a. (1908)
ligesd af Rh. lupini pa kellingetand (som senere omtalt)., WE-
STERMANN (1918) fandt derimod ingen virkning af kellingetand-
rhizobier pa klgver og lucerne eller omvendt. I nyere tid har Mac
DonaLp (1946) angivet infektion af kaellingetand med Rh. trifolii
samt rhizobier fra Ononis vaginalis og Caragana frutescens. GRE-
GORY & ALLEN (1953) iagttog en abenbart effektiv knolddannelse
pa keellingetand podet med rhizobier fra Caragana arborescens.
ErpMaN & MEaNns (1950) fandt ingen infektion af kellingetand
med stammer af Rh. meliloti, lrifolii, leguminosarum, japonicum
eller den store Gruppe 7. Rhizobier fra L. corniculatus angives at
danne ineffektive knolde pa sumpkellingetand (L. uliginosus) og
omvendt ifl. Eroman & MEeans (1950), Lynca & Sears (1950) og
GavicaN & CURRAN (1962).

Ved  Statens Planteavls-Laboratorium undersogtes i foraret
1962 nogle nyisolerede stammer af Rh. ex Lotus-Anthyllis til
laboratoriets kultursamling. Nogle kimplanter af kellingetand i
agar-kultur podedes forsegsvis med forskellige fremmede rhizo-
bier, og en stamme af Rh. lupini viste sig at danne typisk ineffek-
tive rodknolde: talrige, sma, spredte, uden synligt redt pigment
og uden synlig forbedring af veertplanternes veekst. Til nzermere
oplysning om dette forhold anstilledes en rekke krydspodnings-
forseg med flere stammer af Rh. lupini og Rh. ex Lotus-Anthyl-
lis.

Metoder og bakteriestammer

Podningsforseg udfertes som tidligere beskrevet (JENSEN 1953) i
store reagensglas, 1 regelen med to planter i hvert, og med agar-
substrat under et lag groft sand (der udelodes i enkelte forseg).
Glassene opstilledes i et drivhus med supplerende kunstig belys-
ning i vintermanederne, og planterne undersegtes for knolddan-
nelse 2 til 3 maneder efter podningen. I nogle forseg bestemtes
planternes kveelstofindhold ved Kjeldahl-analyse af det samlede
plantetorstof fra flere parallelglas.
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Folgende bakteriestammer indgik i forsegene:

1) Rh. ex Lotus-Anthyllis: 11 stammer, hvoraf 6 (betegnede
K.1-K.6) fra keellingetand og 5 (bet. R.1.-R.5) fra rundbelg.
Stammerne K.6 og R.5 var modtaget fra Rothamsted Experimen-
tal Station, England, medens resten var lokale isolater. Alle dan-
nede effektive rodknolde pa begge vaertplanter.

2) Rh. lupini: 36 stammer, hvoraf 4 fra laboratoriets kultur-
samling, resten fra forskellige institutioner:

Institution: Betegnelse:
Statens Planteavls-Laboratorium ................. L1-L4
Dept. of Agriculture, Beltsville, USA .............. Al-A4

Directie van de Wieringermeer, Kampen, Nederland H.1-H.7
Inst. v. Bodemvruchtbaarheid, Groningen, Nederland H.8-H.18
Rothamsted Experimental Station, England ...... R.1-R.5:
Kungl. Lantbrukshégskolan, Uppsala, Sverige ...... U.1-UJb

Af disse var 13 stammer (A.3-4, H.1, H.3 (tildels), H.8, H.10-14,
R.1, -R.4-5) ineffektive overfor serradel, og for nogles vedkom-
mende var endog knolddannelse usikker.

3) Desuden undersogtes et betydeligt antal andre Rhizobium-
arter, dels fra laboratoriets kultursamling og dels fra nogle af de
ovennavnte institutioner, hvis ledere (Dr. Ura Mae Means, Belts-
ville, Dr. D. A. van Schreven, Kampen, Dr. G. W. Harmsen, Gro-
ningen, Dr. P. S. Nutman, Rothamsted, fhv. overassistent G.
Bjilfve, Uppsala, og Dr. G. V. Bhide, Poona, Indien) takkes hJer-
teligst for deres 1mﬁdekommenhed

Ihfektionsforsag

Til iagttagelse af de forskellige stammers infektionsevne anvend-
tes som regel 8 til 10 planter i 4 eller 5 glas. Efter 2 til 3 méane-
ders vaekst fjernedes planterne fra substratet, rodknoldene
taltes, og man noterede planternes almindelige tilstand, specielt
forekomst af redt pigment (leghsemoglobin) i rodknoldene samt
eventuelle tegn pa effektivitet: kraftigere vaekst og friskere gron
farve end i de upodede kontrolplanter, der stedse viste alle tegn
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Fig. 1. Rodsystem af kellingetand podet med Rhizobium lupini U, 2
(sml. tabel 2) (ca. % nat. stgrr.).

(Fot. A. Munch, Landbrugets Informationskontory.

Pa kveelstofhunger (vantrivsel, gullige og ofte visne blude. anthe

cyanholdige bladstilke og staengler).
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Kellingetand (Lotus corniculatus) og rundbalg (Anthyllis

vulneraria) podede med Rhizobium Ilupini.

Resultaterne af forsegene med kallingetand ses i tabel 2. Kun
5 af de underssgte stammer mangler ganske infektionsevne, og
2 m4 kaldes tvivlsomme, idet der opstod dels abnormt fortykkede
redder og dels ejendommelige perlesnorlignende dannelser, der
ikke med sikkerhed kunne erkendes som rodknolde. De fleste
andre stammer dannede udpreeget ineffektive knolde uden syn-
ligt pigment (fig.1 viser et typisk billede). Undertiden syntes
knoldene at indeholde lidt redligt pigment (angivet ved (?) i
tabellen), uden at planterne trivedes synligt bedre end de upodede
kontrolplanter. Enkelte stammmer forbedrede dog veaeksten noget,
og to af dem var utvivisomt effektive: A.3, der oplystes at veere
isoleret fra Lupinus densiflorus, og R.3 (»Bulduri<), der ifl.
KaLnins (1938) stammer fra gul lupin og er effektiv overfor
denne sivel som serradel.

Blandt mange andre heterologe rhizobier fandtes der 6 infek-
tionsdygtige stammer fra 5 veertplanter: krageklo (Ononis
repens), sodbladet astragel (Asfragalus glycyphyllus), srtetra
(Caragana arborescens, 2 stammer), Genista ovata og Mimosa sp.
De fire forste var lokale isolater, medens de to sidste hidrerte fra
belgplantelaboratoriet ved landbrugshejskolen i Uppsala (sml.
s. 3). Resultaterne er inkluderede i tabel 2: astragel-stammen er
fuldtud effektiv, medens de andre er typisk - ineffektive, ogsa
stammerne fra C. arborescens. (GrREcORY & ALLEN (1953) fandt
derimod tegn pa effektivitet). '

Tabel 2. Rodknolddannelse af heterologe bakterier (Rh. lupini og
andre) pad keellingetand (Lotus corniculatus).

Forsags- Antal planter Antal
Stamme periode ialt m. knolde rodknolde* P. E.
Rh. lupini

L. 1 12/9-5/11-62 10 5 60 (9-18) = -
L, 2 » » » 10 8 46 (1-12) = +
L. 3 » » » 10 8 53 (3-11) ? =
L. 4 1/6-29/7-62 8 8 (talrige) = -
A1 12/9-5/11-62 8 7 59 (3-17) = =
A 2 » » » 8 6 86 (3-40) ? ?
A 3 » » » 8 8 65 (2-18) + -+
A 4 » » o» 6 1 4 - -



Tabel 2 fortsat
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80 (4-21)
113 (12-46)
115 (5-32)

40 (4-10)

95 (1-25)

55 (2-15)

43 (6-15)
197 (6-28)

(tvivlsom)

(tvivlsom)
7(3-4)
70 (1-25)
263 (6-36)
187 (1-42)
78 (1-25)
36 (9-15)
28 (1-8)
50 (5-10)
79 (3-20)
59 (3-18)
146 (8-31)
125 (14-28)

86 (1-25)

(m. talrige)

19 (1-5)
24 (1-10)
134 (6-17)
67 (6-15)
92 (10-22)

* Tallene i parentes angiver minimum og maximum.
P: pigment (redt) i rodknolde. - E: tegn pa effektivitet.
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Tabel 3. Rodknolddannelse af heterologe bakterier (Rh. lupini og
andre) pa& rundbelg (Anthyllis vulneraria).

Forsags- Antal planter Antal
Stamme periode ialt m. knolde rodknolde* P. E.
Rh. lupini
L. 1 28/5-16/8-62 8 4 8 (1-4) ? -
L. 2 29/5-6/8-63 8 4 11 (1-4) = =
L. 3 13/11-18/2-63 8 4 31(3-12) =~ -+
L. 4 5/5—8/7-63 9 4 12 (1-14) = +
A1 9/10-21/1-63 7 3 9(2-5) = -~
A 2 » » » 8 7 13 (1-3) = -
A. 3 » » » 8 8 23 (1-5) + +
A. 4 » » » 8 8 19 (1-4) - =
H. 1 9/11-772-63 10 0 —_ —_ —
H. 2 » » » 10 7 30 (1-10) = -
H. 3 » » » 10 2 2(1-1) - =
H. 4 » » » 10 8 20 (1-5) = =
H. 5 » » » 10 3 13 (1-7) - =
H. 6 » » » 10 3 10 (2-5) = =
H. 7 » » » 8 4 7(1-2) -~ =
H. 8 30/1-4/4-63 8 4 19 (4-6) ? =
H. 9 » » o » 8 7 14 (1-3) - =
H. 10 » » o» 8 8 27 (1-8) ? ?
H. 11 » » oo» 8 0 — — —
H. 12 » » » 8 0 — —_ —_
H. 13 » » » 8 0 — — —_
H. 14 » »oo» 8 0 — — -—
H. 15 » » » 8 7 30 (3-8) = -
H. 16 30/1-4/4-63 8 8 44 (1-11) = =
H. 17 » » » 8 7 54 (2-16) ? =
H. 18 » » » 8 7 47 (4-13) - -
R. 1 9/10-22/1-63 8 5 19 (2-7) = =
R. 2 5/5-8/7-63 8 3 12 (2-8) - =
R. 3 9/10-22/1-63 8 5. 16 (1-6) - -
R. 4 28/5-6/8-63 8 2 3 (1-2) -+ -
R. 5 9/10-22/1-63 8 0 — — —_—
U1 17/12-5/3-63 10 5 23 (1-7) = =
U 2 » » » 10 6 9(1-4) -~ =
U. 3 » »oo» 8 5 19 (1-8) = -
U. 4 » » » 10 5 6 (1-2) + =
U5  » » » 10 5 18 (1-9) - -

* Tallene i parentes angiver minimum og maximum.
P: pigment (redt) i rodknoldene, — E: tegn pa effektivitet,




Tabel 3 fortsat .
Forsegs- Antal planter Antal
Stamme periode ialt m. knolde rodknolde P. E.

Rhizobium fra

Ononis repens 12/7-25/9-62 10 6 §(1-2) - =
Caragana )
arboresc. a) 17/12-19/3-63 8 7 22 (2-6) = =
» b) 5/5-8/7-63 12 6 14 (1-4) ? =
Astragalus gl. 9/11-7/2-63 8 8 24 (1-7) + + +
Gen. ovata U. 5/5-8/7-63 11 7 25 (1-6) - -
Mimosa sp. U. 17/12-5/3-63 10 8 33(1-8) - = =

De tilsvarende forseg med rundbeelg gav de i tabel 3 viste resul-
tater, der i det store og hele stemmer overens med de foregaende.
Infektionen er her gennemgéende noget svagere, hvad angar savel
antallet af inficerede parallel-planter som antallet af rodknolde,
medens derimod et par stammer mere end hos kallingetand viser
infektionsevne. Sikker effektivitet sis kun hos lupin-stammen
A.3 samt hos astragel-stammen.,

Infektionsforseg foretoges endvidere pa begge vaertplanter
med folgende heterologe rhizobier (antal stammer af hver er an-
givet i parentes) : Rh. meliloti (7), Rh. trifolii (6), Rh.. legumino-
sarum (6), Rh. phaseoli (1), Rh. japonicum (5), desuden fra
esparsette, Onobrychis sativa (3), guldregn, Cytisus laburnum
(1), gyvel, Sarothamnus scoparius (1), visse, Genista tinctoria
(1), jordned, Arachis hypogaea (1), Cajanus cajan (1), Crotala~
ria juncea (1). De fem sidste regnes af FREp o.a. (1932) til den
store heterogene gruppe 7. Kun undtagelsesvis sds der nogen dan-
nelse af rodknolde, alle meget smi og uden mindste tegn pa ef-
fektivitet.

Undtagelserne var de felgende:

Antal planter Antal
Veartplante Rhizobium ialt knold- rodknolde
barende

Kellingetand  {frifolii CF. 13 4 20 } usikre

» » 220 8 4
Rundbzelg Jjaponicum V. 5 8 1 6

» » » 10 1 1

» » 663 10 1 4

» leguminosarum T 8 1 4

» meliloti T. f-g 10 2 ?
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Fig. 2. Rodsystem af serradel podet med Rhizobium fra rundbaxlg R. 1

(sml tabel 3) (ca. % nat. sterr.).
(Fot, A, Munch, Landbrugets Informationskontor).

Serradel (Ornilhopus sativus) podet med Rh. ex Lotus- -Anthyllis.
I dissc forseg brugtes serradel som repraesentant for luplngrup-
pens variplanter. da den i modsetning til de storfrgede lupiner
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bekvemt lod sig dyrke i reagensglas. Forsegene omfattede foruden
Rh, ex Lotus-Anthyllis ogsi de 6 heterologe rhizobier, der havde
vist infektionsevne overfor kellingetand og rundbzelg (sml, Tabel
2 og 3).

Af resultaterne i tabel 4 fremgéir det, at pa een (K.3) n=r kan
alle rhizobium-stammer med infektionsevne overfor kellingetand
og rundbzalg, bide homologe og heterologe, ogsa inficere serradel.
Kun to stammer, fra Genista ovata og Mimosa sp., viste sig effek-
tive, og dette i lige s4 hej grad som normale stammer af Rh.
Iupini. Som foran bemsrket (s. 3) er disse to stammer i Uppsala
fundet normalt effektive overfor lupin. I alle andre tilfeelde var
knolddannelsen udpraeget ineffektiv; et eksempel ses i fig. 2.

Tabel 4, Rodknolddannelse af heterologe bakterier (Rh. ex Lotus-
Anthyllis og andre) pa serradel (Ornithopus salivus).

Forsegs- Antal planter Antal
Stamme periode ialt m. knolde rodknolde* P. E.
Lotus-Anth.:

K. 1 1/3-4/5-63 10 7 20 (1-10) = -

K. 2 17/9-19/11-62 8 ? (tvivlsom) = R

» 1/3-14/5-63 9 [ 27 (1-11) = -

K. 3 17/9-19/11-62 8 ? (tvivlsom) = =

» 18/5-26/7-63 10 0 — — —

K 4 3/12-17/2-63 8 5 8 (1-5) = =

» 18/5-26/7-63 10 6 26 (1-8) = =

K. 5 » » » 11 11 112 (3-24) = =

K. 6 28/11-9/2-63 10 4 24 (3-12) = =

R. 1 17/9-19/11-62 8 3 (talrige) = =

R. 2 18/5-26/7-63 12 9 48 (1-6) =+ =

R. 3 3/12-19/2-63 8 8 58 (1-16) = =

R. 4 17/9-19/11-62 8 4 (talrige) = =

R. 5 3/12-19/2-63 8 7 21 (1-6) - +

Rhizobium fra
Ononis repens  19/5-26/7-63 . 10 10 370 (5-62) = =
Caragana . o T

arboresc. a) » » » 8 8 100 (6-12) - =

» b) » »  » 8 8 80 (3-22) -+ =
Genista ovata U. » » » 10 10 107 (3-21) + +++
Mimosa sp U. » » » 10 10 100 (4-42) + 4+

Astragalus 3/12-19/2-63 8 5 22 (2-7) ~ -+

" glycyphyllus 17/5-26/7-63 12 11 39 (1-10) -+ -

* Tallene i parentes angiver minimum og maximum.
P: pigment (radt) i rodknoldene. — E: tegn pa effektivitet.
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Om forsegene med serradel boar forevrigt bemaerkes, at nogle
af de mindste rodknolde muligvis ikke er reelle, da der i et enkelt
st (6 X 2) upodede kontrol-planter sis enkelte ganske sméa
knoldlignende dannelser, der knapt var synlige uden lup; BoNNIER
(1961) har berettet om noget lignende hos aseptisk dyrkede baelg-
planter.

Infektionsforseg med Rh. ex Lotus-Anthyllis pd andre helerologe
vaeriplanter.

Sadanne forseg, der teoretisk neesten aldrig ville fi ende,
anstilledes kun med redklover og lucerne samt enkelte andre
af den sidste gruppe. Forsegene med klaver forleb helt nega-
tivt, ligeledes med humle-sneglebxlg og hvid stenklever, men
pa lucerne sas af og til nogen antydning af knolddannelse.
Rundbaelg-stammen R.4 viste i et forste forseg ingen infektion af
10 lucerneplanter. I et fvlgende forseg fandtes pa een af 8 planter
to smi knolde indeholdende stavbakterier, men ingen bakteroider.
I et tredie med 43 planter inficeredes 38 planter, to med hver een
meget lille og een med to ret store men pigmentlose rodknolde,
der indeholdt stav- og coccoidformede bakterier; reisolation af
bakterierne forspgtes, men lykkedes ikke. I en fjerde forsegs-
rekke (13/5-31/7 1963) sas der en forholdsvis hyppig infektion:

Stamme  Antal planter  Antal knoldbzerende Antal knolde

R. 2 12 3 6
R. 4 28 3 3
R. 5 18 4 12
K. 5 13 2 4
K. 6 15 1 2
K. 4 15 8 31

Rodknoldene var nzsten alle meget smé, uden pigment og aldeles
ineffektive.

Infektionsforseg med astragel og krageklo har endnu ikke
kunnet foretages pa grund af mangel pa frg med tilstrekkelig
spireevnel,

1. Nogle stammer af kellingetand- og lupinbakterier o.a. viste sig senere
(april 1964) at kunne inficere astragel.
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Kvelstofbindingsforseg

Som bemerket i det foregaende sas der i infektionsforsegene
jeevnligt tegn pa, at heterologe rhizobier dannede helt eller delvis
effektive rodknolde, oftere hos keellingetand end hos rundbelg og
sjeldnest hos serradel. Denne sheterologe effektivitet« var mest
udprzeget hos Rh. Iupini A.3 (der forevrigt var aldeles ineffektiv
overfor serradel) samt astragel-stammen. Dette fremgar dels af
planternes udseende ved forsggenes afslutning som vist i fig. 3
og 4, og dels af kvalstofbestemmelser i plantematerialet sammen-
lignet med kontrolplanter, upodede og podede med homologe
rhizobier, Nogle eksempler fra infektionsforsegene findes i tabel
5 (sml. fig. 3). Resultaterne kan ikke ubetinget sammenlignes,
da vaksttiden ikke var den samme for alle szt planter; dog er
det klart, at de to heterologe stammer ikke star veesentlig tilbage
for de homologe i effektivitet. Her som i flere andre tilfxlde er
ipvrigt udslagene adskillig tydeligere hos keallingetand end hos
rundbeelg., 1 et andet kvalstofbindingsforseg blev keellingetand
podet med astragel-stammen samt Rh. lupini R.3 og H.2, der i
infektionsforsagene (sml. tabel 2) havde vist tegn pa henholds-
vis moderat og svag effektivitet. Dette bekrmeftedes ganske af
resultaterne i tabel 6 (sml. planternes udseende i fig. 4).

Tabel 5. Keellingetand og rundbzlg podede med effektive heterologe
Rhizobium-stammer (sml. Tabel 1-2),

N, mgpr. 2 Niterstof

Vertplante og bakteriestamme planter, gns. %
K=llingetand, upodet, 6 X 2pl.(@).................. 0.17 1.21
» » 6X2pL (... ... ... 0.22 1.00
» +Rh. lupini A. 3,
4 X 2Pl . e 1.07 3.22
» ~+ Rhizobium ex Astragalus glycyphyllus,
63X 2DL e 1.16 3.54
» -+homolog Rhizobium K. 3, 8 X 2pl..... 1.35 3.68
Rundbeelg, upodet, 6 X 2pl.........cooiviinn.. 0.60 1.04
» +Rh. lupini A.3,4 X 2pL............... 1.09 1.79
» -+ Rhizobium ex Astragalus glycyphylius,
' 45 2Dt e 1.38 2.32
» -+ homolog Rhizobium K. 4,8 X 2pl....... 1.81 2.47
14




Fig. 3. Kellingetand podet med (fra venstre): Homolog Rhizobium K.3
~ Rhizobium lupini A3 - Upodet. (13/9-9/11 1962) (ca. 2/3 nat. sterr.).

(Fot. A. Munch, Landbrugets Informationskontor).
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Tabel 6. Kallingetand podet med helt eller delvis effektive heterologe
Rhizobium-stammer (1/2-22/4 1963).

N, mgpr.2 N iterstof

Bakteriestamme : planter, gns. %
Rhizobium ex Astragalus glycyphyllus, 4 X 2 pl......... 2.44 3.96
Rhjzobium lupini R.3,8 x 2pl............... ... ... 1.17 3.30
» » H.2,6 x2pl....... .ol 0.48 1.74
Upodet, 8 X 2pL.......covviiinn s, Ceeniaeeaeas 0.25 1.09

Ligesom Rh. lupini H.3 viste nogle af de fra Dr. Harmsen, Gro-
ningen, modtagne stammer tegn pa svag effektivitet: synligt redt
rodknoldpigment, friskere gren bladfarve og tildels lidt bedre
vaekst end de upodede planter. Ogsid i nogle af disse blev der
bestemt kvalstof ved forsegets afslutning. Resultaterne i tabel 7
bekrefter en ringe men paviselig effektivitet hos 4 stammer; en
femte (H. 15) synes virkelig ineffektiv, idet planternes kvaelstof-
indhold ikke er hgjere end i de ikke-knoldbzerende.

De infektionsdygtige heterologe rhizobier synes saledes overfor
keellingetand at frembyde et kontinuerligt spektrum, der varierer
fra fuldkommen ineffektivitet til normal effektivitet, f.eks. i Rh.
Iupini A.3 og astragel-stammen. Om den forste ma dog bemerkes,
at den i kulturel henseende afviger betydeligt fra andre stammer
af Rh. lupini; det synes ikke udelukket, at der kan vaere tale om
en spontan »fremmedinfektion« af den oprindelige vezertplante
(Lupinus densiflorus) med en stamme af Rhizobium ex Lotus-
Anthyllis. Med hensyn til den effektive stamme fra astragel fore-
ligger den mulighed, at keellingetand, rundbalg. og sedbladet
astragel simpelthen har rodknoldbakterier til falles.

Tabel 7. Keellingetand podet med svagt effektive eller ineffektive
stammer af Rh. lupini (sml. Tabel 1); 6X2 pl., upodet 3 X2,

N, mgpr.2 Niterstof

Stamme Planternes tilstand planter, gns. %

H.8 Tildels frisk grenne, uensartede........... 0.45 1.76
H.9 SmA men frisk gronne. . ................. 0.50 1.95
H. 16 » » » SO 0.45 1,72
H. 17 » »oo» S 0.50 1.77
H. 15 Gullige, vantrevne, mange knolde. . ....... 0.27 1.20
H. 11 » » ,ingen knolde . ......... 0.27 0.99
H. 12 » » . o» P . 0.26 1.02
Upodet » » , » P 0.32 1.14
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Oversigt

Infektionsforsegene viser ganske utvelydigt, at langt de fleste
stammer af Rh. lupini kan danne rodknolde pa sivel keallinge-
tand som rundbeelg, sdledes som det fremgar af nedenstaende
resumeé af tabellerne 2 og 3 (stvivlsomme« stammer regnet som
negative) :

Antal stammer af Knolddannelse pa
Rh. lupini Lotus Anthyllis
28 o+ +
1 + =
2 = 4+
5 - -

Omvendt dannede 10 af 11 Rh. ex Lotus-Anthyllis-stammer knol-
de pa serradel, Reciprok infektionsevne overfor hinandens »nor-
male« veertplanter (ialtfald serradel) tor siledes kaldes en karak-
teristisk egenskab hos Rh. lupini og Rh. ex Lotus-Anthyllis. Hvis
man betragter infektionsevnen som det primeere kriterium for
artsinddeling af knoldbakterierne, er det siledes ikke muligt pa
dette grundlag at adskille disse to grupper af rhizobier. Hertil
kommer, at infektionsevne overfor arter af Lotus, Anthyllis og
Ornithopus ogsa tilkommer rhizobier fra endnu andre veert-
planteslegter: Astragalus, Caragana, Genista, Mimosa og Ononis;
listen er sandsynligvis ikke udtemt hermed, og i det hele taget
ma man vente, at krydspodningsgruppernes grsnser vil blive
stedse videre jo flere bakteriestammer og vertplantearter man
undersoger; det ma nemlig vel erindres, at hidtil har man kun
studeret en lille brokdel af samtlige bzlgplantesleegter i hen-
seende til deres rodknoldsymbionter. sArter« af Rhizobium base-
rede pa krydspodningsforseg kan derfor nseppe blive andet eller
mere end en empirisk betegnelse for grupper af Rhizobium-stam-
mer, der »normalt¢ forekommer som symbionter hos bestemte
bzlgplanter, men ikke en klassifikation pa videnskabeligt grund-
lag.

Grzensen mellem Rh. lupini og Rh. ex Lotus-Anthyllis ndviskes
yderligere derigennem, at heterolog infektion ikke sjaeldent resul-
terer i dannelse af mere eller mindre effektive rodknolde. Dette
forklarer ganske utvungent resultaterne af et gammelt og som
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det synes overset eller glemt forseg af NoBBE o.a. (1908); her
medferte podning af keellingetand med lupin-bakterier i kar-
forseg en signifikant omend beskeden udbytteforegelse:

Tarstofudbytte L.S.D.
Podemateriale gram pr. kar )
Rh. ex Lotus-Anthyllis.......... P 9.75 959%: 0.94g
Rh.lupini...............co.. ... . 4.57 999%: 1.36g
5 andre Rhizobium-stammer .......... 2.15-3.43 99.9%: 2.05 g
Upodet.........oovviiiiiiniinn. 2.49 I

Den lejlighedsvise knolddannelse af forskellige andre heterologe
bakteriestammer p4a keallingetand og. rundbzlg og disses hak-
terier igen pa f.eks. lucerne lader formode, at der méaske ikke
eksisterer den balgplanteslaegt eller -art, der ikke undtagelsesvis
kan inficeres af en hvilken som helst stamme af Rhizobium {men
en fuldsteendig undersegelse heraf ville veere et sandt Sisyfos-
arbejde). Sadan exceptionel knolddannelse er dog kvantitativt
serdeles forskellig fra den regelmaessighed, hvormed f.eks. Rh.
lupini og Rh. ex Lotus-Anthyllis udveksler vartplanter, Kryds-
podningsgrupperne kan saledes nok bevare en vis realitet, men
deres grenser er hverken absolutte eller undtagne fra revision.
En szrlig hej grad af spromiskuitet« overfor mange, iser tro-
piske vaertplanter ses hos rhizobier fra Vigna sinensis (af Gruppe
7). Norris (1956) har fremsat den teori, at disse rhizobier reprae-
senterer knoldbakteriernes primitive stamform, hvorfra de mere
specialiserede grupper har udviklet sig siden de forsie belgplan-
ters optraeden i kridttiden, og denne specialisering synes at veere
giet videst hos Rh. meliloti, trifolii og legumincsarum. Ud fra
dette synspunkt kan Rh. lupini og Rh. ex Lotus-Anthyllis opfat-
tes som indtagende en mellemstilling ligesom rhizobierne fra de
vildtvoksende planter astragel, krageklo, Genista og Mimosa. Et
sddant relativt vidt spillernm i valget af vaertplanter forklarer
miske tildels, hvorfor nogle rhizobier kan bevare deres eksistens
1 jord, hvor deres snormale« vertpanter ikke vokser, medens
dette sjeeldnere geelder for de mere eksklusive, f.eks. Rh. meliloti.
For denne mulighed taler bl.a. BJALFvE’s (1963) fund af rhizobier,
der er ineffektive overfor deres oprindelige veertplante, men ef-
fektive overfor andre af »fremmede« krydspodningsgrupper.
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SUMMARY

On the relation belween hosls and rool nodule bacteria in certain
leguminous plants

Numerous strains of Rhizobium lupini proved to be infectious towards
Lotus corniculatus and Anthyllis vulneraria in aseptic agar culture.
Among 36 strains, 28 infected both host plants, while one infected
Lotus alone and two Anthyllis alone, and the remaining five failed to
infect either plant. Conversely 10 among 11 strains of rhizobia from
L. corniculatus (6) and A. vulneraria (5) formed nodules on serra-
della (Ornithopus sativus). The ability to nodule each others’ host
plants (at least serradella as representative of the lupine group) thus
seems to be a characteristic property of the two groups of rhizobia.

Among other rhizobia, six strains from Astragalus glycyphyllus,
Caragana arborescens, Genisla ovata, Mimosa sp. and Ononis repens
produced nodules in A. vulneraria, L. corniculatus and O. sativus.
Other heterologous rhizobia did only quite exceptionally nodulate
L. corniculatus and A. vulneraria. The Lotus-Anthyllis rhizobia did not
infect red clover (Trifolium pralense), but a few strains showed some
nodulation in lucerne (Medicago sativa).

The nodules formed by heterologous rhizobia were mostly ineffec-
tive, although some strains of Rh. lupini showed an effectiveness in
L. corniculatus varying from barely noticeable to normal. The last was
the case in a strain originating from L. densiflorus; this was also the
only strain of Rh. lupini that proved effective with A. vulneraria.
A strain from Astragalus glycyphyllus was highly effective with
L. corniculatus and A. vulneraria but ineffective with O. safivus; the
only heterologus rhizobia that effectively nodulated the last species
were the strains from Genista ovata and Mimosa sp.; these had been
isolated by Dr. G. Bjilfve, Uppsala, who found them effective towards
lupine.

Rh. lupini and the Lotus-Anthyllis group of rhizobia thus cannot be
distinguished from each other as »cross-inoculation groups« although
cultural differences do exist. In respect of host plant specificity they
seem to hold a position intermediate between the highly »promiscuous«
cowpea group and the more highly specialized Rh. meliloti, trifolii
and leguminosarum. The ability to nodulate others than their »nor-
mal« host plants may be an ecological factor in maintaining their sur-
vival in soils where these host plants do not grow.
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