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In thi自inve白tigation，もbeillfluence of ten different o.lko.1oids， three non-

a.1ko.loid自o.ndyea.st wo.ter wo.s te自tedwitb specio.1 reference to the growth o.nd 

morpho1ogy of the nodu1e bo.cterio.. 

Rego.rding the formo.tion of bo.ctel'oid自bythe nodu1e bo.cteria.， BEIJERlNCK1) 

reported in 1888，乱ndma.ny otber po.per日o.refound自incethen. BEWLEY o.nd HUT-

CHIN自ON2) described七heirlifEトcyc1ein the culture medium dividing tbe cyc1e 

into five stage o.nd observed 0.自 tothe fo.ctor日whichco.use the production of eo.ch 

sta.ge. THORNTON o.nd GANGULEE3)凶udiedthe rnorpho1ogica.1 cho.nge of the nodu1e 

bo.cteria. in the自oi1a.nd 0.1日oin the host p1ant. LATEU Gm自ONのnotedsix di貸eren七

morpho1ogico.1 v日.rio.tionof the nodu1e bacterio.5-9). The o.uthors observed the 

b乱cteroid日 frequentlyin the course of previou日investigo.“on. It is very inter・

e自tingto know o.t who.t自ta.gein the 1ife-cyc1e the nitrogen i自fixedin a. 1a.rge 

quo.ntity， o.nd on this subj回 tBEIJERINOK1) reported tb叫 thefixo.tion to.ke自p1ace

on1y when t.he bo.cteroid自o.re present wbich wo.s sub日もo.ntia.tedby NOBBE o.nd 

HILTNEU10) wbo experirnented witb peo.s o.nd robinie. LATER， however， BEIJERINCK'自

hypothesis w制 refutedby PE'EIFFER o.nd LOHNISll) o.1though it is not conc1u自ive.

On the other bo.nd， the pre自enceof bacteroiu自inthe nodu1e自whicho.re rather 

ro.re in the乱rtificio.1cu1ture，日eemsto ho.ve自omeconnection with the fixo.tion of 

nitrogen. At the so.metime， it wo.自 reportedth叫もhebo.cteroius co.n be prouuced 

in the cu1ture mediurn by cha.nging the composition of medium e白pecio.llyby the 

addition of o.1ko.1oid自制 notedby BARTBEL12) who cho.imed tho.t the formo.tion of 

bo.cteroids in the nodu1e自isdue to their o.1k叫oidcontents. Ago.in VITA13) and 

HARITANTIS14) reported tho.t the 1eguminous seeds under a.septic condition fix the 

nitrogen in the presence of a1ko.1oids but it was refuted by GIRT日CHANOFF1.5). These 

repor回目timu1atedthe o.utbors's interes旬日othat an enquiry was mo.de here副知

tbe influence of o.1ka1oid日o.nd自orneother chemico.1自onthe nodu1e bo.cteria. 

• 



54 A. hANO and A. l¥IAT9VVRA : 

E玄perimental.

I，.) Cullures used .. 

The so.me目tro.insof nodule bo.cterio. were u目edo.s in the previou自 experi-

men愉1I---D)， na.mely Genge Strain A， B o.nd C， bea.n o.nd clover. The morphology 

of these cultures were examined pr自viou自 ωtheinvost.igo.tion and a.re自hownin 

Plo.te V o.nd VI. 

2.) Chemicals used: 

The chemico.l目 usedin this inve此igo.tionwere chiefly出oseof o.lko.loid白血d

0. few of others which ha.ve been known to stimulo.te the formo.tion of nodules 

o.nd 0.180 t，he emodine is included自inceit. Is found In Habl1lio (Cassia occidenlalis L.) 

o.nd Ebi自uso(C. Tora L.) which are the leguminous plo.n旬 withoutthe nodule自.

Th自 ch白mico.lso.re li目tedbelow: 

0..) Alko.loid日:

puo.nId泊。 (KHC(NB2M Pyridine [CH(CH， CH)2N] 
Co.ffeIn白 [C8HlON402・Eρ]，Strychnine (~IH22Nρ'2] 
Strychnine nitro.t白 [~IH22N202HNÛJ]. Brucine [C~26N204 ・ 4H20]
Chinoline [(CHCHh02CHCHNCH] 

Chini即日ulfo.te(C~24N2Û2H2S04 ・ 7H20]
Chinine hydrochloride [C~24Nρ2HC1 ・ 2H20]
Morphine hydrochlorirle [CI7HI9N03HCl・3H20]

b.) Non-a.lko.loid自:

Sodium su'ccino.旬 [C404H4Nail，Anthraquinone [C6凪(COhC~4]

Emodine (CI4~~(OHhCH3] 

There a.re two vo.rieもi白sof emodine， no.mely o.locemodine o.nd frangulo.emodine 
a.nd the emodin白foundin出自 Cas8Io.plo.nts belong加もhela.lter o.nd Is conliidered 

旬 beth白 derivo.tiveof o.nthr叫 uinoneor tl'ioxymetbyla.nthraquinone. 

J.) Prψaralion'ザ cullurem(:dia : 

The medium was prep乱redaf陥rA.r.USONり目lightlymodified a.nd 1出echemi-

co.l自 wereadded in different concentrations by ta.king 1 %自olutionof ea.ch chemI-

ca.l. Some chemica18 were not di目白olvedin wo.ter and u昌也d朗 emulRion. The 

y叫品 wo.もerW(¥8 made up朗Ufmo.lo.nd added as the origino.l solution. The solid 

a.gぽ mediumw帥 mo.deby a.dding 1.5 % ago.r o.s uRuo.l. 

4.) Inocula/ion and examina/ion o/Ihe cul/ures: 

The 8tock culture of 4 do.ys old， incubo.ted o.t 2SoC. wo.8 sUBpended inもhe

Bterile wo.ter o.nd the st，reak culture was made as uniformly o.B po自白ible，o.nd 

exa.mined at different interva.l自 forthe rate of growth by th白 nakedeyes， and on 
出e7th day，もhemicroscopica.l exa.mino.tion waB made for the morphology嗣 done

pseviou自lyS-9). The resul也a.l'enoted inもhefollowing table自・

• 
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Table 1. 

Infiuence ot Che凶 ω18on Genge Nodnle Bacteria， Strain A. 

Rate of growth by daY8. Cell自on7th day. 

οhemical8. Con('. 
Snm 

7 10 14 of Form. Size. (μ) 
(%) +. 

Control. 一 Short roo. 

1.∞ + + * * * 
8 

" 
0.3xO.5‘0.5x1.0 

O.回 + + * * * 
8 

" " Gnanidille. 
0.10 + * * * * 

9 
" 

0.3 x 0.5 -0.5 x 0.8 

0_05 + + + + + 5 
" 

0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

1.00 一一+ + + 3 Rod air bnbble. 0.4 x 0.8 -1.0 x 11.5 

0.50 一+ * * * 7 Short rOO. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.0 
pyridine. 

0.10 一一+ * * 
5 

" " 
0.05 一一 + * * 

5 Rod granule. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.5 

].00 一一 一一一 。 一 一
0.50 ー 一 ー 一一 。 一 一

Caffeine. 
0.10 一一 + + + 3 Irregnlar. 0.4xO.8-1.2x7.0 

0.05 一 ー + * * 
5 Rod air hnhhle. 0.5 x 1.0 -1.0 x 2.5 

ー

1.∞ ー 一 ー ー 一 。 一 一
0.50 一一 ー 一一 。 一 一

Strychnine. R剖iclnh 0.10 一 ー + * * 
5 

grannle. 
0.4 x 0.8 -1.0 x 2.0 

0.05 一+ + + ++ 5 8hort rod. 0.3xO.6 -0.7x 1.0 

1.∞ ー 一 一一一 。 一 一
Stry('hnine 0.50 一一 ー 一 。 一 一

nitra総. 0.10 ー 一 + * * 
5 Irregular. 0.4 x 0.8 -1.1 x 4.0 

0.05 一+ ffi ffi 掛 10 Rod gr阻 ule. 0.3xO.7 -0.8x2.0 

1.∞ ー 一 ー ー 一 。 一 一
O.印 一一 一 ー 一

。 一 一
Brncine. 

0.10 一一一 ー 一 。 一 一
0.05 一 + + * * 8 Rhort rα1. 0.3 x 0.4 -0.4 x 0.8 

1.∞ 一一 一一一 。 一 一
0.50 一一一一一 。 一 一

Chinoline. 
0.10 一 ー 一ー 一 。 一 一
0.(15 一 ー 一ー ー

。 一 一
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Table 1. (Conもinued.)

Rate O( growth by day日. Cells on 7th day. 

Chemical礼 Conc. 
Sum 

2 4 7 of Form. Size. (μ} 
(%) +. 
1.∞ 一一一一一 。 一
0.50 一一 ー ー 一 。 一 一

Chinine自n)(1¥もe.
0.10 一 ー 一 ー ー

。 一 一
0.05 一一+ + + 3 R吋. 0.3 x 0.6 -0.6 x 1.5 

1.∞ 一一 ー 一 ー
。 一 一

Chinine 
0.50 一一 ー 一一 。 一

hydr∞hloride. 0.10 一一 ー ー 一 。 一
0.05 一一一一一 。 一 一
1.00 + + + + ++ 6 Shorもrod. 0.3 x 0.8 -0.7 x 1.0 

Morphine 
0.50 + + + + ++ 6 Rodc∞cic. 0.3 xO.3 -0.5x 1.2 

hydrωhloride. 0.10 + + + + ++ 8 Ro<l. 0.2 x 0.5 -0.6 x 1.2 

0.05 一+ + + ++ 5 Bhorもrod. 0.3 x 0.6 -0.5 x 1.0 

1.00 一一一一一 。 一 一
Sodinm 

0.50 一一 ー 一一 。 一 一
8uccinaもe. 0.10 一一+ + ++ 4 Short r四1. 0.3xO.8.ー0.5x1.0 

0.05 + + + + ++ 8 Rod granule. 0.3 x 0.8 -0.5 x 2.0 

1.00 + + + + ++ 6 Short rod. 0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

0.50 + + + + + 5 
" 

0.3 x 0.5 -0.4 x 0.8 
Anthraqllinone. 

0.10 + ++ ++ ++ ++ 9 Rod coccic. 0.3 x 0.4 -0.5 x 1.2 

0.05 一 + ++ ++ ++ 7 ShOT色rodcoccic. 0.3 x 0.3 -0.5 x 1.0 

1.∞ 一 ー 一一 ー
。 一 一

0.50 一 ー ー 一 ー 。 一 一
Emodine. 

0.10 + + ++ ++ ++ 8 Shorもr臼j. 0.2 x 0.4 -0.4 x 0.8 

0.05 一+ + + ++ 5 Rod. 0.4 x 0.6 -0.6 x 1.5 

10.00 + +++ H刷 H刷 州4 1fl Rod gran ule. 0.3 x 0.5 -0.8 x 1.5 

1.00 + +++ 棚+ ~ ~ 16 
" 

0.3 x 0.5 -0.8 x 1.3 

Yel¥8もwater. 0.50 + ++ ~ ~ iII十 15 
" 

0.3 x 0.5 -0.8 x 1.4 

0.10 + ++ +++ +++ 州 12 
" 

0.3 x 0.5 -0.8 x 1.5 

0.05 + ++ +++ 州 +++ 12 
" 

0.3xO.6 -0.7x 1.5 

No旬: The nllmher of + in(licates the ra旬 ofgrowth. 
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AB Ta.ble 1 indica.t伺，no growth wa.s found where chinoline a.nd chinine hydro-
chloride were a.dded; in brucine a.nd chiniPe sulfa.te， the f伺，blegrowth w朗

obte.ined only in 0.05 % while no growth w朗 observedin 0.5 % ca.貸eine，stry-

chnine， strychnine nitra.te，自odiumsuccina.te， emodine; the best growth w朗

obte.ined in 10 % ye随 textract which gave good resul凶 ina.ll t.he Cl¥白es;the 

growth in gua.nidine， anthro.quinone w副 fo.irlygood bu t no better tha.n that in 

the control. . Morphologica.lly the bact.eroid自werera.t，her numerous倒pecio.lly泊

pyridine， 0.1 a.nd 0.5 % co.ffeine a.nd 0.1 %前rychnineniもro.te. They were cro倒ed，

y-shoped o.nd自omewere bro.nched a.s shown in photogra.phs， Pla.te VII. AI，MoNI8) 

report釘1tho.t the bacteroids do not， rejuveno.te but in our c朗es，they rejuveno.ted 

o.s soon BS they were tro.nspla.nted to yea.st ma.nnit o.g乱ro.nd resumed the rod 

forms. 

The r伺u1旬 obtainedwith Genge nodule bo.cterio.， stro.in B are pr朗自ntedin 

To.ble 2. 

(8ee Table 2 on page 58-59.) 

As noもedin To.ble 2， the complete prohibition of grow出 tookplace only in 

chinoline， o.ud in brucine， chinine sulfo.te I¥nd chinine bydrochloride， grew only 

in 0.05 % concentro.tion while no growth WIl.S observed in出ehigher eoncen-

tro.tions than 0.5 % in c制回 ofco.貸白ine，strychnine， strychnine nitro.te， sodium 

succin叫ea.nd emodine; 10 % ye個 textra.ct w制 verygood倒 usuo.l，o.nd the 

others were ju目to.bout the same a.fl the control. The rod forms were prevalent 

a.nd a. few of the coccic o.nd ovo.l form陪 werepresent， a.nd the ba.ct，eroids were 

found in 1 % pyridine， 0.10 % ca.ffeine o.nd 0.05 % chinine自ulfa.te.

Ta.ble 3 presen旬 ther白日ultsobta.ined with Genge nodule bo.cterio.， 日tro.inC. 

(8ee Ta.ble 3 on po.ge切-61.)

No growth wa.s observed in chinoline， chinine sulfo.te o.nd only in 0.05 % 

chinine hydrochloride， the growth took pla.ce while no growth o.bove 0.5 % con-
centra.tion of co.ffeine， brucine，吋rychninenitra.te o.nd白odiumsucc泊o.te;in c朗e

of emodine， 1.0 % concentration a.lone prevenぬdthe growth; the yea.st extrll.ct 

W帥 e貸ective倒 usua.l. Morphologically a.・ma.jorityof cells were rod a.nd tbe 

c∞cic form自werero.ther numerous， a.nd自omeintere日tingba.ct.eroids were found in 
ca.貸einea.nd chinine hydroch10i-ide. 

The r倒ul切 obta.inedwith the bea.n nodule ba.cteria. a.re noted in T乱ble4. 

(8伺 Tll.ble4 on pa.ge 62-63.) 

As noted in Table 4， no growth took place in chinoline and chinine sulfate 
while only 0.05 % brucine a.nd chinine hydr∞hloride allowed the growth; in 

. pyridine，倒貸ein白， st，rychnine nitrate， sodium自uccinateand emodine， above 0.5 % 
concentra.tion prohibite<l the growth; in gua.nidine a.nd strychnine grew in all 

the concentrlltions except 1.0 %; the ye個もほt.ractw個師 effective制 uflual.

Morphologicll.lly the rod forms were prevalent and numerous bo.cteroids were 

found in 0.05 % pyridine， 0.1 ?-6 ca.ffeille a.nd 0.1 %前rychninenitro.te. 
Further the resultRむbtainedwith the clover nodule bncterio.， Ilre pr倒en加 l

in Ta.b1e 5. (8ee Table 5 on po.ge 64-65.) 
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Table 2. 

Intlu自nceof Chemica1s F Genge Nodule Be.cteria， Str凶nB.

.Ra色eof growt_h by day日. CeJls on 7th day • 

ChemicaJs. Conc. 

41
7

1
10 2 14 I of Form. Size. (ド)

(%) +. 
ControJ. 一 +1+1++1件l件| Rod. 

1.∞ + + + ++ ++ 7 Short roo. 0.3 x 0.4 -0.6 x 1.0 

0.50 一+ ++ ++ ++ 7 Shoγt rod 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.0 
Gnanidine. COCCIC. 

0.10 + ++ ++ ++ ++ 9 Short rod. 0.2xO.5-0.5x 1.0 

0.05 + ++ ++ ++ ++ 9 Short 1'Od 0.2 x 0.4 -0.5 x 1.0 
00相010.

1.00 一一 + + ++ 4 lrregl1lar 
Bir bl1hbJe. 0.5 x 1.0 -1.0 x 5.0 

0.50 + ++ ++ ++ ++ 9 Rod grannle. 0.3 x 0.5 -0.7 x 1.2 
Pyridine. 

0.10 一 + ++ ++ ++ 7 Short rod. 0.3 x 0.6 -0.6 x 1.0 

0.05 一+ ++ ++ ++ 7 Rod coccic. 0.2 x 0.3 -0.5 x 1.2 

1.∞ ー 一一一 ー 。
0.50 一 ー 一一 ー 。 一

Calfeine. Irregnlar 0.10 ー 一+ + + 3 
I¥ir huhhle. 0.5 x 1.2 -1.2 x 4.0 

0.05 ー + 件++ ++ 7 Rod granl11e. 0.4 x 0.8 -0.8 x 2.0 

1.00 一一 ー 一 ー 。 一 一
0.50 ー ー 一一一 。 一 一

E比ryclmine.
0.10 一 + + + + 4 Rod granl11e. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.5 

0.05 ー + ++ ++ ++ 7 
" " 

1.∞ 一一一一一 。 一
Strychnine 

0.50 一一 一 ー- 一 。 一 一
nitrate. 0.10 一 ー + + + 3 R吋 grannle. 0.3 x 0.6 -0.8 x 1.8 

0.05 一+ ++ ++ ++ 7 R以1 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.2 

1.∞ ー ー 一 ー 一 。 一 一
0.50 一 ー 一一一 。 一 一

Rrncine. 
0.10 一 ー ー 一 ー 。 一 一
0.05 ー + + ++ ++ 6 Shorもr制 1. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.0 

] .∞ 一 ー 一一 。 一 一
0.50 一 一 ー 一 ー 。 一 一Chinoline. 
0.10 一 ー 一一一 。 一
0.05 一 ー 一一一 。 一 一
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Table 2. (Continued.) 

Ra旬 ofgrowもhhy days. C匂118on 7th tiay. 

Chemica1s. Conc. 
81lrn 

2 4 7 10 14 。f Form. Size. (μ) 
(%) +. 

1.∞ ー 一一 ー 一 。 一
0.50 ー ー 一一一 。 一Chinine sl1Ha旬.

0.10 一一 ー ー 一 。 一 一
0.05 一一 ー + + 。・4 Irre宮口1ar. 0.5 x 1.0 -1.0 x 4.0 

1.∞ ー ー ー ー ー 。 一
Chinine 

0.50 一一 ー ー ー 。
一

hydroch10ride. 0.10 一 一 ー ー 一 。 一 一
0.05 一一 + + + 3 Rod. 0.3 x 0.6 -0.5 x 1.2 

1.∞ 一 + + ++ 件 。Shorもr凹 1. 0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

:Uorphine 
0.50 + + + ++ ++ 7 Rod. 0.2 x 0.5 -0.6 x 1.2 

hydr∞h10ride. 0.10 一 + + ++ ++ 。
" 

0.3 x 0.6 -0.5x 1.2 

0.05 + 件 ++ ++ ++ 9 Shorもrod. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.0 

1.∞ 一 ー ー 一一 。 一 一
Sodiml1 

0.50 一 一一 ー ー 。 一 一
8uccina旬. 0.10 一 一一 + + 2 R刷 igranll1e. 0.3 x 0.5 -0.7 x 2.0 

0.05 + + + + + 5 Short r臼1. 0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

1.∞ 一 + + + + 4 
" " 

0.50 + + + + + 5 
" 

0.3 x 0.6 -0.5 x 1.0 
Anthmqninone. 

0.10 Irregll1sr 0.5 x 1.0 -0.8 x 2.5 一 + + + + 4 
air bllbble. 

0.05 ー + + + + 4 Shor色rod
0.2 x 0.3 -0.5 x 1.0 

COCCIC. 

1.00 一 一 ー 一 ー
。

一 一
0.50 一 一一一 ー 。 一 一Em臼iine.
0.10 一 + ++ ++ ++ 7 Rod. 0.2 x 0.5 -0.6 x 1.2 

0.05 一 + + + + 生 R吋 grann1e. 0.3 x 0.5 -0.7 x 1.8 

10.00 + H附 H附 H刷 H州 21 H阻 Jcoccic 
0.3 x 0.5 -0.5 x 1.5 granu1e. 

1.∞ + 州 H州 H州 H州 20 HOI1 granll1e目 0.3 x 0.5 -0.7 x 1.2 

Yeasもwater. O却 + l1li- 柵iH州 刷 20 R臼1c凹 cic
0.2 x 0.5 -0.8 x 1.5 grannle. 

0.1仏 + "* l1li- 柵 l1li- 16 R四ioval. 0.3 x 0.5 -0.5x 1.5 

0.05 + "* ffi “+ ffi 13 
" 

0.3 x 0.5 -0.6 x 1.2 

No初: The nnmber of + indica旬8the rate of gro¥¥'仙.
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Table 3. 

Intluenωof Chemicals on Genge NoduIe Bact串ria，Strain C. 

RIIte of growth by day目. Cells on 7もhday. 

Chemicals. Conc. 

21
4

1
7

1
10 

(%) 
14 I of Form. Bize. (μ) 

+. 

Control. 一 1-1朴|付|川件|8 1 Short r吋 I0.2x 0.3 -0.5x 1.0 
coccic. 

1.∞ + + ++ ++ ++ 8 
" " 

0.50 一+ ++ ++ ++ 7 Cωcic 
0.3 x 0.3 -0.5 x 0.8 short r臼1.Gl1anidine. 

Short r吋0.10 ー + + + ++ 5 
COCC1C. 

0.3 x 0.3 -0.5 x 1.0 

0.05 一++ ++ ++ ++ 8 
" 

0.3 x 0.3 -0.5 x 0.8 

1.00 一 一+ + + 3 Rod grannle. 0.2 x 0.3 -1.0 x 1.5 

0.50 一++ ++ 
Pyridine. 

++ ++ 8 民吋. 0.3xO.5喧 0.6x1.2 

0.10 一++ ++ ++ ++ 8 Ro<l C∞cic. 0.3xO.3 -0.7x 1.0 
ー

0.05 一++ ++ ++ ++ 8 
" 

0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

1.00 一 一一 ー 一 。 一 一
0.50 ー 一一 ー 一 。 一 一Catft!ine. 

Irregaul lar 0.10 ー 一+ + + 3 
sir bubble. 

0.4xO.7 -1.0x3.0 

0.05 ー + + + + 4 
" 

0.3 x 0.6 -0.7 x 3.0 

1.00 一一+ + + 3 
" 

0.3 x 0.5 -1.0 x 2.5 

0.50 一一+ + + 3 Bhort r臼t 0.3xO.5 -0.5x 1.0 
向，rychnine.

0.10 ー + + + + 4 Rαt 0.3 x 0.4 -0.7 x 2.0 

0.05 ー + + + + 4 Short r印t
0.3 x 0.3 -0.5 x 1.0 corelc. 

1.00 一 一 ー 一一 。 一 一
Strychnine 0.50 一 ー ー 一一 。 一 一

nitrate. 0.10 一+ ++ ++ ++ 7 Rodc∞cic. 0.3 x 0.3 -0.7 x 1.2 

0.05 一++ ++ ++ ++ 8 Rhort ro<l. 0.3 x 0.4 -0.5 x 1.0 

1.00 一一一 ー ー 。 一 一
0.50 ー 一一一一 。

「 一srl1cine. 
0.10 一一+ + + 3 R刷igrannle. 0.3 x 0.6 -1.0 x 1.5 

0.05 一+ + + + 4 Cω1Cic 0.2 x 0.2 -0.5 x 0.8 flhort r刷i.

1.00 一 ー 一 ー ー 。 一 一
0.50 一 ー 一一一 。 一 一Chino!ine. 
0.10 一 ー ー ー 一 。 一 一
O.05 一 ー 一一 ー

。 一 一
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Ta.ble 3. (Oon“nued.) 
Rate of growぬ byda戸・ CellFl on 7th day. 

ChemiωIs. Conc. 
8um 

2 4 7 10 14 of Form. Size. (ド)
(%) +. 
1.∞ 一 ー 一一 ー 。 一 一
0.50 一一一一一 。 一 一Chinine fOnlfate. 
0.10 一一 ー ー ー 。 一 一
0.05 一一 ー 一 ー 。 一 一
1.00 一 一 ー ー ー 。 一 一

Chinine 
0.50 ー 一一 ー 一 。 一 一

hydr∞hloride. 0.10 一 ー 一 ー ー
。 一 一

0.05 ー 一+ + + 3 lrregl1lar 
air hnhhle. 0.5 x 0.8 -1.2 x 3.0 

1.∞ 一+ + + + 4 I:!hort. r剖1
0.2 x 0.3 -0.5 x 1.0 

C刷、CIC.

l¥Iorphine 0.50 一++ ++ ++ 付 8 
" 

0.2 x 0.3 -0.5 x 0.8 

hydrα~hloride. 0.10 一++ ++ ++ ++ 8 
" 

0.3xO.4 -0.7x 1.0 

0.05 一++ ++ ++ ++ 8 R臼1. 0.3 x 0.4 -0.7x 1.2 

1.∞ ー 一一一 ー 。 一 一
Sodil1m 

0.50 一一 ー ー ー 。 一 一
su∞inate. 0.10 ー 一+ ++ ++ 5 Short rod 0.3 x 0.4 -0.5 x 0.8 ooccic. 

0.05 一+ ++ ++ ++ 7 Rαi granule. 0.3 x 0.6 -1.0 x 2.0 

1.00 一+ + + + 4 Short rod. 0.2 x 0.5 -0.5 x 0.8 

0.50 一+ ++ ++ ++ 7 Coccic 0.2xO.3 -0.6x 1.0 
Anthraquinone. sho同 r似J.

0.10 一++ ++ ++ ++ 8 Short rod. 0.3 x 0.5 -0.3 x 1.0 

0.05 一+ ++ ++ ++ 7 8horもrod 0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 。OCClC.

1.∞ ー 一 ー 一一 。 一 一
0.50 一 ー ー + + 2 Iωd cluh 0.3 x 0.5 -0.6 x 2.0 

Emo<line. granule. 

0.10 ー + + + + 4 R悦 1granule. 0.2 x 0.3 -0.8 x 2.0 

0.05 一+ + + + 4 Short r副 1 0.2xO.3 -0.5xO.8 
CO<'，cIC. 

10.∞ 一iIII 附1fllfl 附1 19 Short rαi. 0.3 x 0.6 -0.6 x 0.8 

1.∞ 一 IH十 制t 州tH州 18 
" 

0.3 x 0.5 -0.7 x 1.0 

Yea日twater. 0.50 + iIII iIII iIII iIIt 17 
" 

0.2x 0.5 -0.5xO.8 

0.10 + m 榊 m m 13 
" 

0.3 x 0.5 -0.6 x 1.0 

0.05 一++ ++ ++ +キ 8 
" 

0.3xO;4-0.5XO.8 

Noもe: The numher of + indicates the rate of grow仙.
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Ta.ble 4. 

Influence of Ch6mica.ls on Be阻 Nod叫eBac飴討a.

Raもeof growth by days. Cell日on7th day. 

Chemicals. Conc. 

21
4

1
7

1ペイ<%) 
Form. Size. (..) 

Conも官官1. 一 + ++ ++ ++ 7 Rα1. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.2 

1.∞ ー 一一一一 。 一 一
0.50 ー + + + + 4 Shorもrod. 0.3xO.5-0.6x 1.0 

Gnanidine. 
0.10 + + ++ ++ ++ 8 R制 1granllle. 0.3 x 0.8 -0.6 x 1.2 

0.05 ー + + + + 4 Short rod. 0.3 x 0.5 -0.5 x 1.0 

1.∞ ー ー 一一一 。 一 一
O.日 ー ー 一ー 一 。

一pyridine. 
0.10 ー + ++ ++ ++ 7 Rod granlllu. 0.2 x 0.4 -0.6 x 1.2 

0.05 一 + ++ ++ ++ 7 Irregnlar 0.3 x 0.8 -1.2 x 3.5 "ir huhhlc. 

1.∞ ー ー 一ー 一 。 一
0.50 ー ー ー ー 一 。 一 一

Ca1feine. Irreglllar 0.10 ー ー + + + 3 
&ir bubhle. 0.5xl.0喧 1.2x5.5

0.05 ー + ++ ++ ++ 7 Rod granule. 0.2 x 0.5 -0.8 x 1.2 

1.∞ 一 一 ー ー ー 。 一
0.50 ー ー 一+ + 2 R刷1. 0.3x 0.5-0.7x 1.5 

内もryclllline.
0，10 ++ ++ 5 Ro<<l club 0.3 x 0.5 -1.0 x 2.0 一 ー + grltn111e. 

0.05 ー + + + + 4 Shorもrα1. 0.3 x 0.4 -0.6 x 1.0 

1.00 一一一一ー 。 一 一
8もrychnine

0.50 一 ー 一ー ー 。 一 一
nitrate. 0.10 一 ー + ++ ++ 5 Irregnlar 0.5 x 1.0 -1.0 x 5.0 

air bllbble. 

0.05 一 ー + ++ ++ 5 RO<<l grannle. 0.3xO.7-0.7x1.2 

1.∞ 一一 一一一 。 一
0.50 一 一一一ー 。 一

Brl1cine. 
0.10 一 一ー 一ー 。 一 一
0.05 一 + + + + 4 H.od cO<'，cic. 0.2 x 0.3 -0.5 x 1.2 

1.∞ ー 一一一一 。 一 一
0.50 ー ー 一一一 。 一 一

Chinoline. 
0.10 一 ー ー 一一 。 一 一
0.05 一 一 ー 一一 。 一 一

三!.J
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Ta.ble 4. (Continued.) 

Rate 01伊・owも.hby day円. Cel1s on 7th day. 

ChemicaJs. Conc. 
8um 

2 4 7 10 14 。f F01'm. Size. (!.L) 
(%) +. 
1.00 一 ー 一一一 。 一 一
0.50 一一一 ー ー

。 一 一
Chinine興nlfaもι

0.10 一一一 ー 一 。 一 一
0.05 一 一一 ー 一 。 一 一
1.00 一 ー 一一一 。 一 一

Chinine 
0.50 一 ー ー 一一 。 一 一

hyd1"∞hlo1'ide. 0.10 ー 一 ー ー 一 。 一 一
0.05 ー 一+ + + 3 Rodclnb. 0.3xO.5 -0.7 x2.0 

1.00 一+ ++ ++ ++ 7 Rocl gran I1le. 0.3 x 0.5 -0.8 x 1.2 

l¥Io1'phine 0.50 一 + ++ ++ ++ 7 8hort l'α1 0.3xO.4 -0.5xO.8 
gTRnnle. 

hyd1'ochlo1'ide. 0.10 ー + ++ ++ ++ 7 Sho1't l'剖1. 0.3xO.5-0.6x1.0 

0.05 ー + ++ ++ ++ 7 Rod. 0.2 x 0.5 -0.8 x 1.5 . 
1.∞ 一 ー ー ー 一 。 一 一

Sodillm 0.50 一 ー 一一一 。 一 一
snccinate. 0.10 ー ー + + + 3 81101'も r剖1. 0.3 x 0.4 -0.5 x 0.8 

0.05 一 + + + + 4 R訓 1coccic. 0.3 x 0.4 -0.6 x 1.2 

1.00 一 + + + + 4 Sho川 町d. 0.2 x 0.5 -0.5 x 1.0 

0.50 一+ + + + 4 
" 

0.3 x 0.5 -0.5 x 0.8 
An色hraqninone. 

0.10 一 + + + +. 4 
" 

0.2xO.3唱 0.5x1.0

0.05 一 + + + + 4 
" 

0.3 x 0.5 -0.5 x 0.8 

1.∞ ー ー 一 ー ー
。 一 一

0.50 一 一一一一 。 一Emodine. 
0.10 一+ + ++ ++ 6 R明l. 0.2xO.5 -0.5x 1.2 

0.05 一+ + + + 4 
" 

0.3 x 0.5 -0.6 x 1.5 

10.∞ + fIIt H削 州t HHI 20 Rocl grannle. 0.3 x 0.6 -0.6 x 1.5 

• 1.∞ + fIIt H榊 H制 H附 20 
" 

0.3 x 0.5 -0.9 x 1.5 

YeRAもwaもe1'. 0.50 + 骨骨 H附 州1 附4 20 
" 

0.3 x 0.5 -0.7 x 1.5 

0.10 一 +It +It 榊 +It 12 R同l. 0.4xO.7 -0.7x 1.5 

0.05 ー ++ ++ ++ ++ 8 
" 

0.2 x 0.7 -0.7 x 1.2 

Noω: The number 01 + indicate何色herate 01 growもh.
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Ta.ble 5. 

Influence of Chemiω18 on Clover Nod凶eBa.cteria. 

Ra旬。fg1'owもhby da.yo. Cell自on7もhday. 

Ch自micalo. Conc. 

214_C 

Snm 

(%) 
of Fo1'm. Size. (ド)
+. 

Control. 一 + t+f 柵 13 Rod. 0.3 x 0.5 -0.6 x 1.2 

1 一 ー + t+f m 7 11'1'egnla1' 
ail' bnbh1e. 

0.5xO.8 -1.1x3.0 

0.50 一++ ++ 件 ++ 8 
" 

0.3 x 0.5 -0.8 x 3.0 
Guanidine. 

0.10 + ++ 榊 t+f 榊・ 1~ 
" 

0.5 x 1.0 -0.8 x 3.0 

0.05 + m t+f 榊 t+f 13 Rod ail' onbble. 0.3 x 0.5 -0.8 x 2.5 

1.∞ 一 ー 一一ー 。 一 一
0.50 一一+ ++ ++ 5 Rα). 0.3x 0.5 -0.7 x 1.8 

PYl'idine. 
0.3 x 0.5 -0.7 x 1.2 0.10 一 + ++ 件 ++ 7 Rod grllnn1e. 

0.05 一 件 榊 榊 榊 11 
Rα1 c111h 0.3 x 0.6 -1.0 x 2.0 

ll1'RntJ]e. 

1.∞ ー 一一 ー ー 。 一 一
0.50 一ー 一一ー 。 一 一

Caffeine. 
. 

0.10 一ー + + + 3 R訓 iai1' bnhble. 0.3 x 0.8 -1.0 x 2.5 

0.05 + + ++ t+f m 10 " 
0.3xO.7-0.7x3ρ 

1.∞ ー ー 件 制 t+f 8 R町1伊"8nule. 0.3x 0.5 -0.7 x 1.5 

0.50 一++ 榊 榊 m 11 
" 

0.3 x 0.5 -0.6 x 2.0 
St1'ychnine. 

0.3 x 0.5 -0.8 x 2.0 0.10 + ++ t+f 榊 t+f 12 
" 

0.05 + 件 ++ 件 m 10 " 
O.~x 0.7 -0.6x 1.5 

1.∞ 一一一ー 一 。 一 一

Stl'ychnine 
0.50 一 ー 一一ー

。 一 一
niも1'ate. 0.10 + t+f m 榊 m 13 Rod grann1e. 0.3x 0.5 -0.7 x 1.5 

0.05 ++ m 柵 t+f t+f 14 R吋 ai1'bubb1e. 0.3 x 0.5 -0.5 x 2.5 

1.00 一 ー 一一一 。 一 一
0.50 一一一一一 。 一 一

B1'ucine. 
0.10 一 ー 一一ー 。 一 一
0.05 + 件 榊 榊 t+f 12 Rod l1;1'ann1e. 0.3xO.5-0.8x2.0 

1.∞ 一 ー 一 ー ー 。 一 一
0.50 ー 一一一ー 。 一 一

Chinoline. 
0.10 一 ー ー 一一 。 一 一
0.05 ー ー 一 ー ー 。 一 一

一一
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Table 5. (Conもinued.)

65 

Rate of growth by c'lays. CellR on 7もhday. 

Size. (!1) 

Chemical聞. Conc. 18 日m
7 1 10 1 14 1 01 

1 +. 
2 I 4 

(%) 

::|:|:|:|:|:|: 
Chinine自ullaもe.

0.10 1 -1 -

0.叩|ー 1-

1.∞|ー|ー

0.50 I - I - I - I - IーChinine 
hydrochloride.1 0.10 

Form. 

。
h
u

一A
U

A

U

A

U

1.∞ 1 + 1 ++ 1州|州|州

0.05 1ーlー1+1+1+1 31 Rαi granllle. 1 0.3xO.7 -0.8x2.0 

'
b

，b
 

2

2

 

x

x

 

o

o

h

u

 

n
U

唱
A--

a
u
"
d
 

n

u

h

u

 

λ

x

 

q

d

a
告

A

U

A

U

 

。
品
唱

M

M

 

L
U
L
u
 

u

u

 

h
H
L
U
L
H
 

n
r
m
u
 

c
a
a
 

J

U

J

U

 

恥

恥。a
n
H
U

唱

A

O.印 1+1++1++1++1++Morphine 
hydrochloride.1 0.10 

005|:|:|:|:|:l10 
" 

9 
" 

0.3 x 0.5 -0.8 x 2.5 

0.3 x 0.9 -0.8 x 2.5 

80dillm 
;:|:|:|:|:|:|: 

R閃仙ci伽i泊inat削叫a凶t

An“Iraqllinone. 
1.∞ 1-1++1++1++1州 19 

0.50 1 + 1州|州|州|榊 113 

0.10 1ー 1++ 1榊 l榊|榊 111

0.05 1 -1州|榊 l榊|州 I12 

" 
Rod granule. 

" 

" 

0.3xO.7 -0.7x2.0 

" 
" 

1.00 Iー 1 ー

0.5 x 0.8 -0.8 x 2.0 

jJiliiilililili 

…11;iJillJilllili 

Emodine. 

:;:|:|:lulll|15 

。
Rod granllle. 

" 

" 

" 
Rod. 

" 15 I Shorもrod
COCCIC. 

Rod. 

0.3 x 0.5 -0.8 x 1.5 

0.3 x 0.5 -0.7 x 1.5 

0.3xO.7 -0.7x2.0 

0.4 x 0.8 -0.8 x 1.8 

0.3 x 0.5 -0.7 x 1.2 

0.3 x 0.5 -0.5 x 1.2 

0.3 x 0.4 -0.5 x 0.8 

0.3 x 0.8 -0.8 x 1.5 

Noもe:The. number of + indicωe自色hera旬 ofgrowth. 
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針。 i白notedin Ta.ble 5 thll.t chinoline a.nd chinin自白ulfa.teprohibited the 

growth compl骨telywhile brucine a.nd chinine bydroehloride a.11owed t.he growth 

only in 0.05 %; no growth a.bove 5 % concenfr叫ionof ca.tl'eine， st.rychnine nitrate 

a.nd sodium succina.teもookpla.ce; in pyridine a.nd emodine， no growth w帥 po鈎ト

ble only in 1.0 %. As 0. whole， the growth of clover nodule bacteria. wa.s a.bout 

the同 mea.s the foregoing orga.ni日mR，no chemica.l日a.ddedstimula.ted tbe growth 

but the y自制textra.ct. The form of ce11s w剖 rodmostly， a.nd the bscteroid日were

numerous in gua.nidine a.nd catl'eine. 

Tbe result自obt.Rinedin出eforegoing five experimen旬 B旬 m旬 indica.tetha.t 

the日efive di貸erent110dule ba.cteria.自howeu0. simila.r tendency with very自light

vsria.tion. Beside自theyea.st extrnct， gua.niuine， morphine hyurochloride a.nd 

a.nthro.quinone ha.ve stimula.ting influence to some extra.ct， while py討dinea.l1d 

!ltrychnine were none better出a.nt.he control. On the other ha.nd， chinoline 

depreR自edent.irely the growth of 0.11 fiv自由tra.iu自ofnodule ba.cteria.， a.ncl chinine aR 

we11 a.s brucine were detrimenta.l for tbe growth. 1n the previou日publico.tion7)，

it wa日reportedtha.t the alka.loid-like con日tituentsin the nodules have little to c10 

with the grow出ofnodule ba.cteria.， and now the report w郎自ubst8ntio.t.edby the 

re自ul旬 obtain白din t.hi円 inveRtigo.tionby llRing the known chemico.ls. Morphologi-

ca1ly no uniform resul旬 were obtained， and more or le同日 number of ba.cteroids 

were founcl in a11 the ca自e日a.lthoughtbere were sorne di貸erence白bythe different 

chemica.ls a.dded， for in自ta.nce，more of the la.rge ba.cteroids were formed in 

ca.ffeine a.nd Rome in pyridine，自trychnine，自trychninenitra.te a.nd chinine. 1n 0. 

ma.jority of c朗 e円， more bacteroids were produced where tbe growth wo.s feeble 

buもnot0.11 the c乱自es. Ca.ffeine a.nd pyridine seemed to stimul叫etbe forma.tion of 

ba.cteroid自ofla.rge size which o.re ra.rely found under the na.turnl conditions，朗

自hownin Plate V1. 

Tbe concen七ration自ofchemica.ls in which comp乱.ra.tivelyla.rge ba.cteroidR 

were formed. a.re given in T乱ble6. (See Ta.ble 6 on next， pa.ge.) 

Table 6 indica.ted clearly tha.t c乱tl'ein自由timulatesthe formation of la.rge 

bacteroid8 in 0.11 8tro.in円ofba.c teria.. 1もi8mor出Yt.o note出叫 gua.nidin白causeR

the formation of la.rge ba.cteroid8 wit.h bean nodule bacterio. only while morphine 

hydrochloride ha.R the so.me郎もiOI1wit.h clover nodule ba.cteria. o.lone， in 0.11 con・

centra.tion8; a180 it i自intere自tingωfindt，11a.t. emodine showed白omeinfluence. 

Summary. 

The infl.uence of th白di宜erent.alka.loid自， tht'ee non-alka.loid円a.ndyea8t wa.ter 

on the growth a.l1d morpbology of the nodule ba.cteria. 0.8 inve自tiga.t.eda.nd the 

result.s o.re summsrized品目 followR:

1.) None of the chemica.ls tested wa.s effecも.ivein stimula.ting the growth 

of ba.cもeria.in compa.ri80n with the yeaRもwa.ter. They in genera.l were ra.ther 

ha.rmful a.nd more so o.s the concentI叫ionof the chemica.ls incre踊 ed.
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To.ble 6. 
Influence of Vario四 Concentro.tioncf Chemico.ls on the Formo.tion 

of large Bo.ctcroid. 

Concenもrationo( chemicals (%)且ndstrains of bacteria. 

ChemicalR. 

Genge A. I Genge B. I Genge C. I Bean. Clover. 

1.∞ 

Guanidine. 
0.05 

0.10 

0.05 

pyridine. 1.00 1.00 0.05 

0.10 0.10 0.10 
0.10 

0.10 
Ca品 ine.

0.05 0.05 0.05 0.05 

Strychnine. 0.10 

Bt，rychnine nitraω. 0.10 0.10 0.05 

Chinine slllfaぬ. 0.05 

Chinine hydrochloride. 0.05 0.10 

1.∞ 

l'tlorphine 0.50 
hydrochloride. 0.10 

0.05 

Socliurn Rl1口cinaぬ. 0.10 0.05 

Emαline. 

No旬: The nl1merals inも，ltetable deno旬日 theconcentration of chemicals. 
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2幻.ふ) Among the ch也叩I町mi匂巴0.18U田1羽白ed，guo.nidine， morpbine hydrochloride o.nd 
o.nthro.quinone were noもho.rmfulfor the growth; pyridine o.nd Rtrycbnine were 

not 60 good o.s the former8; chinoline wo.s ho.rmful o.nd the growth of 0.11 five 

stro.ins of b加 terio.wo.自 prohibited，while chinin白compoundsand brucine were le88 

ho.rmful. 

3.) Byもbea.ddition of chemico.lR， vo.riou日 formsof bo.c飴rio.8.re producecl 

flUCh 0.自 rod，coccic， ovo.l， c1ub， bro.nching etc.， o.nd in自ome巴o.ses，the gr阻 uleso.nd 

V削 uole8are produced in th自 ce11R. But no correlation w剖 foundbetween the 

concentro.tion of chemico.ls o.nd the degree of morphologico.l vo.rio.tion. 
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4.) Ca.ffeine seemed to be the most由貿ecもiveagent in production of large 

bacteroids in a11 strains of b郎防ria;pyridine， strychnine， strychnine niも，rateand 

chiniue compounds were e貸ectiv自 ina11 cases while guanidine and morphine 

hydrochloride wer自由貿ectiveoruy against some sp自cislbacterial白train. Among 

the non-alkaloids， the large bacteroid日 werefound were sodium succinat，e and 

emodine were sdded， and none in c剖 esof brucine， anthraquinone anc1 yeasもw叫自r.

5.) As a whole， more ofもhelarge bacteroid畠 werefound where出egrowth 

wasp∞r but not a11 the c嗣 es.

6.) From出。 foregoingr自白ults，iもmaybe sもaもedthat. t.he alkaloids have no 

stimulating effect on the grow出 ofnodule bacteria but出eyare effective in 

producingもhelarge bacteroids. 

The au出OrRwish tO (L巴knowledgewith thanks the financial support 

rendered by the Japo.ne自由Soci自tyfor Promotion of Sci自ntificInvestigation 

(Nippon Gakuzyutu Sinko Kwai)加 carryouもapart of this investigaもion.
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PLATE V. 

Morphology of Genge Nodule Ba.cteria. a.t differenもAgeon Yea.st-ma.nniもAga.r.

(l，OOOx) 

34 hourf! old. 4 days old_ 

30 day目 01(1. 70 days 01<1. 

、.



PLATE' V1. 

Morphology of Genge Nodule Ba.cteria.泊 theNodules on the Pl阻色

Rooもofdifferent Age. 

( 1，0∞x ) 

On one leaf stage. One two leaves stage. 

One month o1rl. SIx months old. 



PLATE VII. 

Morphology of Genge N odule Bacteria with different Chemicals. 

( 1仰 x)

Ca品 ine0.10 %. Ca品 inc0.05%. 
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