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Lysis of Morphological Mutants of Rhizobium trifolii by Bacteriolytic Enzymes

Ksztalt bakterii oraz ich opornosé¢ na dzialanie czynnikéw zewnetrz-
nych sg uwarunkowane budowg s$ciany komorkowej (21, 22). Podstawg
struktury Sciany, wspélng dla wszystkich organizméw prokariotycznych,
jest wielkoczasteczkowy polimer, okres§lany terminem mukopeptyd (11,
16), glukopeptyd (24), glukozaminopeptyd (22), peptydoglukan (17) lub
mureina (27). Naruszenie calosci strukury s$ciany komdrkowej, glownie
jej elementu szkieletowego — mureiny przez dzialanie specyficznych en-
zymow bakteriolitycznych (25) lub antybiotykow (3, 20) prowadzi do li-
zy bakterii lub do powstania form nieoblonionych.

Bakterie gramoujemne ze wzgledu na wielowarstwowg budowe scia-
ny komoérkowej, w ktorej element szkieletowy jest osloniety od zewngtrz
warstwg lipopolisacharydowg i lipoproteinowg s bardziej oporne na
dzialanie enzymoéw bakteriolitycznych w poréwnaniu z bakteriami gramo-
dodatnimi (1, 2, 8, 14, 19). Dzialanie enzymoéw litycznych na bakterie
gramoujemne mozna jednak zwiekszyé, stosujgc jednoczesnie czynniki
naruszajace integralnosé zewnetrznych warstw Sciany komoérkowej (7,
115;5118)"

W ostatnich latach ukazaly sie liczne prace (9), wskazujgce, ze mu-
tacje typu S-R u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zwigzane sg z de-
gradacjg skladu chemicznego frakcji lipopolisacharydowej sciany ko-
morkowej.
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Celem tej pracy bylo zbadanie wrazliwosci mutantéw morfologicz-
nych Rhizobium trifolii’ na lityczne dzialanie enzymu wyosobnionego
z Acanthamoeba castellanii i lizozymu oraz wplywu kwasu etylenodwu-
aminoczterooctowego, soli sodowej siarczanu dodecylu, butanolu, chlo-
roformu, trypsyny i pH jako kofaktorow bakteriolizy.

MATERIAL I METODY

Organizmy: Do badan uzyto mutantéw morfologicznych Rhizobium tri-
folii szczepu 24 XSM (24 RF, 24 GR, 24 AR) oraz jako bakterii kontrolnych —
Escherichia coli K 12 i Micrococus lysodeikticus nr 564. Mutanty morfologiczne
R. trifolii uzyskano przez na$wietlanie szczepu 24 XSM promieniami UV (10).

Enzymy bakteriolityczne: Jako czynnikéw bakteriolitycznych uzyto
lizozymu z bialka jaja 3-krotnie krystalizowanego (Sigma chem. comp. 30 000 j/mg)
oraz muramidaze wyosobniong z Acanthamoeba castellanii (4, 5).

Hodowla bakterii oraz przygotowanie zawiesiny komo6-
r ek. R. trifolii namnazano na pozywce nr 4 o skiladzie: K,HPO, — 3,6 g, KH,PO, —
0,4 g, MgSO,—50 mg, NaCl — 0,5 g, cytrynian zelazowo-amonowy — 5 mg, kwasny
hydrolizat kazeiny — 3 g, glukoza — 10 g, H,O do 1000 ml, pH = 17,6. E. coli oraz
M. lysodeikticus hodowano na bulionie odzywczym. Po 18 godz. hodowli na wy-
trzgsarce bakterie odwirowywano i osad przemywano dwukrotnie wodg redesty-
lowana. Zawiesine bakterii w wodzie rozlewano do prob6wek po 2 ml i przecho-
wywano w stanie zamrozonym.

Pomiar lizy bakterii. Proces lizy bakterii podano w procentach, mie-
rzac zmiany gestoSci optycznej (OD) zawiesiny komoérek poddanych dzialaniu czyn-
nikéw litycznych.

OD poczatkowe — OD koricowe

Procent lizy = X 100
OD poczatkowe

Przed pomiarem wrazliwo$ci na enzymy lityczne zawiesine bakterii odmrazano
i rozcieniczano buforem fosforanowo-cytrynianowym lub buforem Tris/HCl o od-
powiednim pH do gesto$ci optycznej 0,50. Gesto$¢ optyczng mierzono w fotokolo-
rymetrze przy dtugo$ci fali §wietlnej 590 mp. Stezenie lizozymu oraz muramidazy
z A. castellanii podano w jednostkach enzymatycznych. Za jednostke przyjeto te
ilo§¢ enzymu, ktéra powoduje spadek gesto§ci optycznej zawiesiny M. lysodeikticus
0 0,01/min. w temp. 25° w 10-krotnie rozcieficzonym buforze fosforanowo-cytrynia-
nowym Mcllvaina o pH 5,0 dla enzymu i pH 6,6 dla lizozymu.

SYSTEMY LITYCZNE

1. Uwrazliwianie bakterii na lityczne dziatanie enzymoéw
metoda Nakamury (12). Zawiesine bakterii w wodzie doprowadzano 0,01 N
HCl] do pH 3,5, dodawano enzymu z A. castellanii lub lizozymu w stezeniu korico-
wym 200 j/ml i inkubowano w temp. 45° przez 1 godz. Po inkubacji zawiesine do-
prowadzano do pH 10,0, dodajgc 0,1 N NaOH. OD mierzono na poczgtku i po
60 min. inkubacji w pH kwa$nym oraz po ustaleniu pH zasadowego.

2. Uwrazliwianie bakterii na lityczne dziatanie lizozymu
metoda Repaske (18). Do zawiesiny bakterii w buforze Tris-HCl (pH=8,0,
stezenie koncowe 0,05 M) dodawano 200 pug/ml soli sodowej kwasu etylenodwuami-
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noczterooctowego (EDTA) i lizozymu w stezeniu 200 j/ml. Gesto$¢ optyczng za-
wiesiny bakterii mierzono na poczatku do§wiadczenia i po 60 min. inkubacji
w temp. 45°.

3. Modyfikacja metody Repaske. Ze wzgledu na niskie pH, w kté-
rym zachodzi optymalna liza bakterii pod wplywem enzymu z A. castellanii, za-
wiesiny poszczegblnych szczep6w preinkubowano w 0,05 M buforze Tris-HCl o pH
8,0 w obecno$ci EDTA (200 pg/ml). Preinkubacje prowadzono przez 60 min. w temp.
45°, nastepnie bakterie plukano 2-krotnie wodg redestylowang i inkubowano w
buforze o pH 5,0 z dodatkiem 200 j/ml enzymu z A. castellanii lub w buforze
o pH 6,6 z dodatkiem lizozymu 200 j/ml. OD mierzono po 15, 30 i 60 min. inkubacji.

4, Uwrazliwianie bakterii butanolem i trypsyng wg Nol-
lera i Hartsella (14). Zawiesine bakterii w 0,02 M buforze fosforanowym
o pH 17,0 inkubowano przez 1 godz. w temp. 45° w obecnoéci trypsyny (50 pg/ml),
5% butanolu i lizozymu (200 j/ml). Stosowano réwniez modyfikacje tej metody.
Bakterie preinkubowano w buforze fosforanowym o pH 17,0 z dodatkiem 5% n-bu-
tanolu lub 50 pg/ml trypsyny oraz w obecno$ci obu czynnikéw réwnocze$nie. Po
1 godz. preinkubacji w temp. 45° bakterie odwirowywano oraz inkubowano w bu-
forze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,0 zawierajacym enzym z A. castellanii
(200 j/ml) lub w buforze o pH 6,6 z dodatkiem lizozymu w stezeniu 200 j/ml.

5. Ekstrakcja chloroformem. Zawiesiny poszczegblnych szczepbw
bakterii wytrzasano przez 15 min. z chloroformem (0,5 ml chloroformu na 2,0 ml
zawiesiny bakterii o gestoSci optycznej 1,0). Po odparowaniu chloroformu badano
wrazliwo§é zabitych bakterii na lityczne dzialanie obu enzyméw bezpoSrednio
albo po uprzedniej preinkubacji z trypsyng.

6. Wplyw soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) na lize
bakterii. Zawiesine bakterii w buforze Mcllvaina (10-krotnie rozcienczonym)
inkubowano w obecnos$ci czynnika powierzchniowo aktywnego (SDS) w stezeniach
0,025, 0,05 i 0,1% oraz w obecno$ci tych samych stezefi SDS i enzyméw w iloSci
100 j/ml. Przebieg lizy mierzono przez 30 min. odczytujgc OD w odstepach 5-mi-
nutowych.

WYNIKI

Wyniki doswiadczenn wstepnych (tab. 1) wskazywaly, ze pelne, nie-
naruszone komorki E. coli K 12 i R. trifolii s malo wrazliwe na bakte-
riolityczne dzialanie lizozymu i enzymu wyosobnionego z A. castellanii.
Liza bakterii gramoujemnych poddanych dzialaniu obu enzyméw w ste-
zeniu 200 j/ml przez 1 godz. wahala sie w granicach 10—20%. W tych
samych warunkach doswiadczenia zawiesina komoérek M. lysodeikticus
ulegala calkowitej lizie pod wplywem 50-krotnie mniejszych stezen en-
zymow w czasie krotszym od 15 min.

Badajgc efekt lityczny lizozymu i muramidazy z A. castellanii na
bakterie gramoujemne technikg Nakamury, uzyskano wyrainy spadek
gestosci optycznej. Kontrolne zawiesiny bakterii, inkubowane w Srodo-
wisku kwasnym po alkalizacji do pH 10,0, ulegaly réwniez czeSciowej
lizie. Procent lizy bakterii pod wplywem enzyméw (tab. 1) obliczano
odejmujac od ogélnego procentu lizy procent zlizowanych bakterii na
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Tab. 1. Liza bakterii kontrolnych i uczulonych metodg Nakamury
Lysis of intact bacteria and of those treated according to Nakamura's technique

Kontrola Metoda Nakamury
Control Nakamura's technique

Procent lizy — Per cent of lysis

Bakterie Enzym i . Enzym X
Bacteria z A. castellanii Lizozym z A. castellanii Lizozym
A. castellanii Lysozyme A. castellanii Lysozyme
bacteriolytic 200 j/ml bacteriolytic 200 j/ml
enzyme pH 6,6 enzyme pH 6,6
200 j/ml, pH 5,0 200 j/ml, pH 5,0
R. trifolii 24 XSM . . . 8 & 44 35
REStrifolit 24 R PSS Sl 10 6 60 51
R. trifolii 24 GR . . . I 6 62 56
R. trifolii 24 AR . . . 13 7 74 66
I35 ()t e W L 19 16 8¢ 70
M. lysodeikticus . . . 96 94 -— —

Tab. 2. Wplyw preinkubacji bakterii z EDTA na lityczne dzialanie enzymoéw
Effect of preincubation of bacteria with EDTA on the lytic action of bacteriolytic

enzymes
Preinkuba- Inkubacja — Incubation Jednoczesna
cja z EDTA E inkubacja:
w pH 8,0 e Lizozym  lizozym+EDTA

z A. castellanii

Bakter.ie l:t):‘:;niﬁ?l:- A. castellanii Iz‘gg(;z/f:;e Sii;rzt:ll;::liz::s
Sl EDTA ?nzyme pH 6,6 . lysozyme+EDTA
at pH 8o 200 J/ml, PH 5,0 " 200 j/ml, pH 8,0
Procent lizy — Per cent of lysis
R. trifolii 24 XSM . . . ] 21 15 30
Ruttrifoliiy 24 *RE g o 9 28 20 38
R. trifolii 24 GR . . . 16 32 24 42
R. trifolu 24 AR . . . 13 37 29 43
E. coli 2 58 46 64
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skutek alkalizacji srodowiska. W metodzie Nakamury najbardziej wraz-
liwa na dzialanie lityczne enzyméw byla paleczka okreznicy, a z mutan-
tow morfologicznych R. trifolii — szczep 24 AR. Najbardziej oporny na
dzialanie enzyméw byl szczep dziki 24 XSM, wytwarzajacy znaczne ilos-
ci polisacharydow otoczkowych.

Bakterie brodawkowe poddane litycznemu dzialaniu enzyméw po
preinkubacji w buforze Tris-HCI (pH 8,0), zawierajacym czynnik chela-
tujacy (EDTA) jony dwuwartosciowe, ulegaly lizie w wiekszym procen-
cie anizeli bakterie kontrolne (tab. 2). Najwiekszg jednak lize bakterii
gramoujemnych zawieszonych w buforze Tris-HCl o pH 8,0 uzyskano
pod wplywem rownoczesnego dzialania EDTA i lizozymu. Wrazliwo$é
poszczegdlnych szczepow bakterii traktowanych EDTA przedstawia sie
podobnie jak w doswiadczeniach, w ktérych stosowano metode Naka-
mury.

Tab. 3. Wplyw butanolu i trypsyny na bakteriolityczne dziatanie lizozymu
Effect of butanol and trypsin on the bacteriolytic action of lysozyme

Butanol
= 1 5% Lizozym Trypsyna Butanol Trypsyna trypsyna
Butanol g % Lysozyme  Trypsin lizozym lizozym lizozym
Bakter.le uti‘;% p pH 1,0 pH 1,0 Butanol Trypsin Butanol
Bacteria P i 200 j/ml 50 pg/ml  lysozyme lysozyme trypsin
lysozyme
Procent lizy — Per cent of lysis
R. trifolii
24 XSM 0 5 5 24 24 57
R. trifolii
24 RF 0 9 8 28 25 60
R. trifolii
24 GR 0 8 9 29 28 64
R. trifolii
24 AR 0 10 10 30 29 85

E. coli 0 16 20 38 37 87

Szczepy R. trifolii inkubowane w srodowisku zawierajacym oproécz li-
zozymu (200 j/ml) 5% n-butanolu ulegaly lizie w wiekszym stopniu niz
w doswiadczeniach kontrolnych, w ktérych bakterie byly traktowane
wylgcznie lizozymem. Dzialanie enzymu proteolitycznego i lizozymu
(tab. 3) rowniez powodowalo zwiekszenie lizy bakterii. Najwiekszy spa-
dek gestosci optycznej uzyskiwano jednak przy réwnoczesnym trakto-
waniu bakterii butanolem, trypsyna i lizozymem (tab. 3).
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W drugiej czesci doswiadczenn nad wplywem butanolu i trypsyny na
uwrazliwianie bakterii na dzialanie enzyméw bakteriolitycznych (tab. 4)
wykazano, ze wstepna inkubacja bakterii w obecnosci czynnikéw naru-
szajacych zewnetrzne warstwy Sciany komérkowej ulatwia penetracje
enzyméw dzialajacych na wigzania glikozydowe mureiny, co w konsek-
wencji prowadzi do zwiekszonej lizy bakterii. Najmniejszy spadek gesto-
sci optycznej szczepu dzikiego R. trifolii byl prawdopodobnie spowodo-
wany obecnoscig duzej ilosci Sluzu zewnatrzkomoérkowego.

Tab. 4. Wplyw preinkubacji bakterii z butanolem i trypsyng na bakteriolityczne
dzialanie enzymoéw
Effect of preincubation of bacteria with butanol and trypsin on the lytic action
of bacteriolytic enzymes

Inkubacja — Incubation

Enzym
r Preinkubacja z A. castellanii 3
Srich Preincubation A. castellanii Lizozym
Bacteria enzyme Lysozyme
pH 5,0
Procent liyy — Per cent of lysis
% 1 2 1 2
R. trifolii 24 XSM  butanol 0 10 10 1 7
trypsyna 4 19 23 10 14
butanol+trypsyna 6 32 38 24 30
R. trifolii 24 RF butanol 0 17 17 10 10
trypsyna 7 22 29 12 19
butanol+trypsyna 10 42 52 31 41
R. trifolii 24 GR butanol 0 16 16 10 10
trypsyna 8 24 32 13 21
butanol+ trypsyna 10 46 56 35 45
R. trifolii 24 AR butanol 0 18 18 11 11
trypsyna 13 25 38 14 27
butanol+trypsyna 14 48 62 38 52
E. coli butanol 0 26 26 16 16
trypsyna 22 29 51 19 41
butanol+trypsyna 24 85 89 48 72

Objasnienia: 1 — procent lizy bakterii w czasie inkubacji, 2 — procent catkowitej
lizy.

Explanation: 1 —per cent of lysis of bacteria during incubation, 2 — per cent
of total lysis.
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Obserwacje w mikroskopie kontrastowo-fazowym bakterii inkubowa-
nych w ukladzie zawierajgcym butanol i trypsyne, a nastepnie podda-
nych dzialaniu lizozymu lub enzymu z A. castellanii wykazaly, ze za-
réowno komoérki mutanta 24 AR, jak tez szczepu wyjsciowego 24 XSM
byly calkowicie zlizowane. Wyniki tych doswiadczen potwierdzaja spo-
strzezenie, ze obserwowane réznice w spadku gestosci optycznej pomie-
dzy poszczegdlnymi szczepami sg przynajmniej czesciowo zwigzane
z obecnoscig lub brakiem s$luzu zewngtrzkomoérkowego.

Bakterie brodawkowe po ekstrakcji chloroformem byly w poréwna-
niu z kontrola bardziej wrazliwe na bakteriolityczne dzialanie enzymu
z A. castellanii i lizozymu. Jeszcze wiekszg wrazliwo$¢ na dzialanie en-
zymow bakteriolitycznych stwierdzono, kiedy bakterie zabite chlorofor-
mem inkubowano przez 1 godz. z trypsyng (tab. 5).

Tab. 5. Dzialanie enzyméw bakteriolitycznych na bakterie zabite chloroformem
i preinbukowane z trypsyng
Action of bacteriolytic enzymes on the bacteria killed with chloroform and pre-
incubated with trypsin

Preinkubacja w obec- Inkubacja — Incubation
no$ci trypsyny
Preincubation with  Enzym z A. castellanii Lizozym
Bakterie trypsin A. castellanii enzyme Lysozyme
Bacteria 50 pg/ml, pH 7,0 200 j/ml, pH 5,0 200 j/mil, pH 6,6
Procent lizy — Per cent of lysis
1 2 1 2
R. trifolii 24 XSM 11 17 18 9 28
R. trifolii 24 RF 23 24 36 13 47
R. trifolii 24 GR 23 26 38 ) 49
R. trifolii 24 AR 25 29 45 20 54
E. coli 29 45 66 37 74
Obja$nienia patrz tab. 4. — For explanation see Tab. 4.

Wyniki doswiadczen (tab. 3, 4 i 5) wskazuja, ze czeSciowa delipidacja
bakterii butanolem lub chloroformem ulatwia enzymom bakteriolitycz-
nym wnikanie w glebsze warstwy S$ciany komoérkowej. Kontakt enzy-
moéw litycznych z mureing byl jeszcze bardziej ulatwiony, jesli bakterie
poddane dzialaniu butanolu lub chloroformu byly nastepnie trawione
trypsyna.

Komoérki bakterii brodawkowych poddane dzialaniu czynnika powie-



106 Wincenty Drozanski, Danuta Drozanska, Bogumila Knot

rzchniowo czynnego (SDS) i enzyméw bakteriolitycznych ulegaly dezin-
tegracji (ryc. 1 i 2). W tym uktladzie litycznym proces rozpadu komorek
byl najszybszy. Nie obserwowano wyraznych rdéznic pomiedzy poszcze-
golnymi szczepami, wystepowata natomiast zalezno§é pomiedzy szybkos-
cig lizy bakterii a stezeniem SDS.

on kontrola —control 00
as

| kontrola —control

T 0,025 % SDS

0,34

0,100 % SDS 0,100 % SOS

02

a4
0,050 %% SDS+E 0,050 % SDS+E
01 0,14
o T 0 — —
5 0 15 20 25 30 H 0 15 ‘20 2 30

minuty — minutes minuly — minutes

Ryc. 1. Liza komédrek Rhizobium trifolii Ryc. 2. Liza komoérek Rhizobium trifolii
szczepu 24 XSM pod wplywem SDS i li- szczepu 24 AR pod wplywem SDS i en-

zozymu zymu z Acanthamoeba castellanii
Dissolution of Rhizobium trifolii strain  Dissolution of Rhizobium trifolii strain
24 XSM by SDS and lysozyme 24 AR by SDS and Acanthamoeba ca-

stelanit enzyme
DYSKUSJA

Bakterie brodawkowe bezposrednio po wyosobnieniu z systemu ko-
rzeniowego roslin motylkowych rosng na podlozach stalych w postaci
typowych kolonii gtadkich. Szczepy Rhizobium pasazowane przez diuz-
szy okres na pozywkach zawierajgcych glukoze lub mannitol dajg row-
niez prawie wylgcznie kolonie typu S. Charakteryzujg sie one wytwa-
rzaniem duzej ilosci Sluzow zewnatrzkomoérkowych. Mutanty morfolo-
giczne Rhizobium otrzymane przez Lorkiewicza (10) tworza na po-
dlozach stalych kolonie typu R, prawie calkowicie pozbawione S$luzu.
Wyniki przedstawione w tej pracy wskazujg na wyrazne roéznice we
wrazliwosci form S i R bakterii brodawkowych na poszczegdélne uktla-
dy lityczne. Roznice w skiadzie chemicznym frakeji lipopolisacharydo-
wej form S i R Rhizobium sg obecnie badane (Lorkiewicz i Rus-
s a — inform. ustna).

Zmiany morfologiczne komoérek Rhizobium i ich wieksza kruchosé
(fragilno$¢) mozna uzyska¢ na podlozach pozbawionych jonoéw metali
dwuwartosciowych (28). Kationy Ca** i Mg** mozna usungé ze $cian
komérkowych, dzialajgc na bakterie EDTA. W obecnosci czynnika che-
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latujacego (EDTA) zachodzi tez uwalnianie do $rodowiska lipopolisacha-
rydéw Scian komorkowych, co w konsekwencji prowadzi do naruszenia
calosci oslon okrywajacych mureine, a zatem do wiekszej podatnosci
bakterii na dzialanie enzyméw litycznych.

Uczulajace dzialanie butanolu i chloroformu na bakterie gramoujem-
ne zwigzane jest z dysocjacjg frakcji lipoproteinowej scian komérkowych
bakterii (13). Wilasciwosci lipofilne i hydrofilne butanolu powoduja,
ze dziala on na sympleksy lipoproteinowe jak detergent. Naruszenie
calosci struktury zewnetrznej warstwy lipoproteinowej $ciany komér-
kowej przez rozpuszczalniki organiczne, a nastepnie trawienie bialek
trypsyng odstania mureine lezacg w glebszych warstwach $ciany i umo-
zliwia enzymom bakteriolitycznym skuteczniejsze dzialanie. Rozpad ko-
morek bakteryjnych pod wplywem dzialania czynnikéw ulatwiajacych
enzymom bakteriolitycznym penetracje w glebsze warstwy s$ciany ko-
morkowej moze by¢ rowniez, przynamniej czesciowo, spowodowany zni-
szczeniem blony cytoplazmatycznej. Uzyskane efekty lizy bakterii pod
wplywem czynnikéw zwiekszajacych lize nie sg jednak spowodowane
wylgcznie wyciekaniem skladnikéw wewngtrzkomérkowych przez uszko-
dzong blone cytoplazmatyczng, ale glownie przez rozpuszczenie makro-
molekul wchodzacych w skiad sciany komorkowej bakterii (6).

Wyniki uzyskane w tej pracy wskazujg, ze mutanty morfologiczne
Rhizobium sa bardziej podatne na lize niz szczep wyjsciowy. Pozwala
to przypuszczaé, ze podobnie jak Eubacteriales, utracily one zdolno$é
syntezy pelnego sympleksu lipopolisacharydowego albo, ze wieksza
wrazliwos¢ form szorstkich Rhizobium na enzymy lityczne jest zwig-
zana z brakiem Sluzéw zewngtrzkomoérkowych.
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PE3OME

Mccneposanu uysctButenbHocTb Rhizobium trifolii Ha nutmueckoe pem-
CTBME NM303MMA M MYPamMMAa3bl, nonydyeHHoi ua Acanthamoeba castellanii.

Ansa uccneposanuk mcnonblosanu R. trifolii 24 XSM u tpu mopdo-
noruvecknx myrtauta: 24 FR, 24 GR, 24 AR, pactywme B ¢asze R. bakre-
pun ceHcubunu3MpoBanu Ha nNuTMHeckoe AeMcTBue 3H3umoB: 1) meTopom
Hakamypsi, 2) EATA B 6ygepe Tris-HCI ¢ pH-8,0, 3) 6ytraHonom u tpun-
cuHom, 4) xnopoopmom u TpuncuHOM, 5) HaTpueBoi conblo cynegara
Aofeuunna. YCTaHOBNMAKW, YTO Kak nonHble knetku R. trifolii rnagkoro wram-
Ma (24 XSM), tak u myTaHTel R pe3ucteHTbl Ha feicTBue OBOMX IH3IMMOB.
OpHako 6aktepuu, MHKYEUpPOBaHHbIE B COOTBETCTBYIOLLUX JIMTUHECKMX CMC-
Temax, nopaasanuck nuaucy (tabn. 1—5). O6Hapyxkunu pasHuuy B UyBCTBM-
TEeNbHOCTM LUTAMMOB HA NMTHYECKOe AercTBue 3H3umoBs: wrtamm 24 XSM
6bin 6onee pe3ucTeHTHbIM, a wrtamm 24 AR 6Gonee 4yBCTBMTENbHbIM K NK-
3ucy.

SUMMARY

Studies on the bacteriolysis of Rhizobium trifolii strains by lysozyme
and muramidase isolated from Acanthamoeba castellanii were carried
out. R. trifolii strain 24 XSM and its three morphological mutants 24 FR,
24 GR and 24 AR were used throughout these studies. The following
pre- or co-lytic treatments stimulating the action of bacteriolytic en-
zymes were applied: 1) Nakamura’s technique, 2) versene in Tris-HCI
buffer, pH 8.0, 3) butanol and trypsin, 4) chloroform and trypsin, 5)
sodium dodecyl sulphate.

It was shown that the intact cells of S form of R. trifolii as well as
its rough mutants were resistant to bacteriolysis. However, after pre- or
co-lytic treatments the bacteria underwent lysis (Tables 1—5). Differ-
ences were observed between the strains in their sensitivity to lytic
action of bacteriolytic enzymes. The strain 24 XSM was found to be most
resistant to lysis and the strain 24 AR most sensitive.
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