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Rhizobaktérium torzsek szaporodasanak és vasmegkoto
képességének nehézfém-érzékenysége
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A ndvény—talaj rendszerekben é16, novénynovekedést serkenté (PGPR-—
plant growth promoting), rhizobaktériumok kedvezo hatést fejthetnek ki a ma-
gasabb rendii novények novekedésére. Az altaluk termelt szideroforok olyan
vaskelatképz6 anyagok, amelyekkel a mikrobak kompeticids elonydkhoz jut-
hatnak mas mikrobakkal szemben a tapanyagokért folytatott kiizdelemben. Az
igy kialakult elony eredményeképpen a gyokérrendszer aktivabb kolonizacioja-
val, a nagyobb tomeg miatt jelentés hormonszerii (PGR—plant growth regulat-
ing) anyagok termelésével és az Un. talajeredetli patogének tavoltartasaval fejtik
ki kedvez6 hatasukat. Ezen okok miatt mar az iranyitott biotechnologiai alkal-
mazasukhoz is vannak korabbi eredmények (BALAZSY et al., 1994; BIRO et al.,
1998). Az Un. ,,fluoreszcens-putida” tipust PGPR Pseudomonas baktériumok a
ndvényi gyokérrendszer, a rizoszféra altalanosan, legnagyobb tdmegben el6for-
dulo él6lényei. A sziderofor-termeld tulajdonsag kovetkeztében a csoport kép-
visel6i, azaz a P. fluorescens, P. putida és P. fulva fajok sargaszold szind, ultra-
ibolya fényben fluoreszkaldé pyoverdin vagy pszeudobaktin tipusu, extra-
cellularis szinanyagokat bocsatanak ki a kdrnyezetiitkbe. Néhany fluoreszkalo
Pseudomonas torzs ezek mellett pyochelint és szalicilsavat is termelhet. A P.
aeruginosa torzsek festékanyaga, annak a fluoreszcens tipusutol eltérd osszeté-
tele miatt nem sargaszold, hanem kékeszold szinii.

A kiilénb6z6 szinii és tipusu szideroforok kozos tulajdonsaga ugyanakkor a
Fe'"-ionokhoz valé erés kotédési képességiik, amellyel biostatikus hatést fejte-
nek ki, azaz megakadalyozzak, hogy a gyokérrendszer mas képvisel6i a vashoz
hozzajussanak (KLOEPPER et al., 1980).

A rizoszféraban a vas kdzponti jelentéséggel bir az obligat aerob és fakulta-
tiv aerob mikroszervezetek anyagcseréjében. Természetes koriilmények kozott
ezzel szemben a szabad vasionok hozzaférhet6sége erésen korlatozott. A vas a
legtobb talajban ugyan nagy mennyiségben jelen van, dontd tobbsége mégis
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oldhatatlan, oxidalt ferri-oxi-hidroxid polimer formaban talalhat6. A Fe(OH);
oldhatosagi egyiitthatoja semleges kémhatas mellett 10°%7, ebbdl kovetkez6en a
szabad vasion-koncentraciéo normalis esetben igen alacsony. Ez az érték joval a
mikroorganizmusok és novények sziikséglete (10™ 10°M) alatt van (GUERINOT
& Y1, 1994).

A legtobb talajlaké mikroba ezért kiilonbozo stratégiakat fejlesztett ki a vas-
hoz val6 jutasért. Az egyik ilyen mechanizmus a kelatképzés, azaz sziderofor-
termelés, amely a leginkabb elterjedt. Bizonyos hidroxamat (HS) tipusu szidero-
forok egyarant képesek savanyu és ligos talajokban is kelatot képezni a Fe''-
nal. Az ebben a folyamatban befolyasolo egyéb fémionok (Mn, Zn, Mg, Al, Cu
¢és Ca) szideroforokhoz vald kotddése és hatasa ugyanakkor kevéssé tanulma-
nyozott (KOZDROJ, 1996) annak ellenére, hogy a desferrikrom jelenlétében pél-
daul a Fe(OH);-bol felveheté vas szignifikans csokkenését lehetett kimutatni
(REID et al., 1984).

A fluoreszcens Pseudomonasoknak — sziderofor-termelésiiknek koszonhetd-
téen — igen nagy jelentdségiik lehet a talajban €16 patogénekkel szembeni
védekezésben, igy tobbek kozott felhasznalhatok a Pythium, a Rhizoctonia, az
Erwinia carotovora €s a Fusarium oxysporum okozta fert6zésekkel szemben is
(HOWELL & STIPANOVIC, 1979, 1980; KLOEPPER, 1983; SCHER & BAKER,
1980). Ebben a vonatkozasban lényeges lehet annak az ismerete, hogy a
kiilonb6z6 mikro- és toxikus elemek milyen befolyast gyakorolhatnak a
szaporodasi képesség mellett a PGPR Pseudomonasok sziderofor-termelésére is.

Anyag és modszer

Magyarorszag kiilonb6zé mezdgazdasagi miivelés alatt allo teriileteirdl ta-
lajmintakat gytjtottiink. A mintakivalasztas elsédleges szempontja az volt, hogy
azok reprezentaljak az orszagban eléforduld legfontosabb talajtipusokat és fobb
altipusokat.

A begylijtott talajokbol — hatarhigitasos eljarassal (ANGERER et al., 1998) —,
ill. tenyészedény-kisérlet beallitdsa utan kiilonb6zo pillangds viraghh novények
(borso, lencse, l6bab, lucerna) rizoszférajabol, rhizoplanjabol TEPPER (1945)
modszere szerint fluoreszkald Pseudomonas torzseket izolaltunk.

A King B taptalajon 1-2 napig 26—28 °C-on végzett inkubaciot kovetéen a
sargaszold, ultraibolya fényben fluoreszkald szinanyagot termeld telepeket izo-
laltuk, majd szélesztéssel tiszta torzseket allitottunk eld.

Az ily médon nyert Pseudomonas izolatumok faji szinti meghatarozasa
klasszikus telepmorfologiai és tenyésztési mddszerekkel, valamint a modern
technikat és szamitogépes adatbazist is alkalmazd, a torzsek szén- és nitrogén-
forras-hasznositd képességén alapulo BIOLOG gyorsteszt segitségével tortént.
Ennek eredményeit az 1. tablazat mutatja be.

A 11 kivalasztott, hat fajt képviseld6 Pseudomonas torzs sziderofor-ter-
melését a SCHWYN és NEILANDS (1987) altal kidolgozott — a Pseudomonasok
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1. tablazat
A kisérletbe vont Pseudomonas torzsek eredete, jeldlésiik és a klasszikus, valamint BIOLOG
gyorsteszttel végzett faji besorolasi eredmények

M @ ) 4)

Laborat6riumi jelzés | Faj szerinti besorolas Szarmazasi hely Izolalasi hely

A. Fluoreszcens-putida csoportba sorolt Pseudomonas torzsek

CHAO P. fluorescens Torzsgytijteménybdl™*

2-79 P. fluorescens Torzsgytijteménybol™

PFUS P. fulva Nagyhoresok Borso rizoszféra

PFU7 P. fulva Nagyigmand Borso rizoszféra

PPU3 P. putida Nyiregyhaza Talaj

PPU4 P. putida Lenti Bors6 rizoszféra
B. Egyéb Pseudomonas torzsek

PAE1 P. aeruginosa Budapest Leveg6bol

PCOl1 P. corrugata Nyiregyhaza Talaj

PCO2 P. corrugata Erd Borso rizoszféra

PTOL1 P. tolaasii Kondé Borso rizoszféra

PTO2 P. tolaasii Széaszberek Bors6 rizoszféra

* MTA Kornyezetvédelmi Mikrobiologiai Kutatocsoport térzsgytlijteménye (VOISARD et al.,
1994)

megbizhato teszteléséhez is alkalmassa tett, altalunk modositott — krémazurolos
King B taptalajon vizsgaltuk. A modositas abbdl allt, hogy a térzsek 100 pl-es
szuszpenzidit nem egyenletesen kevertiik a tapkdzegbe, hanem az agarlemezre
azonos sejtszam-titerQi telepeket képeztiink, hogy a szinvaltozasi gyiirit mérhetd
legyen (VARADY, 2002).

A felhasznalt fémvegyiileteket (AgNO;, CoSO4-7H,0, CrK(SO,),-12H,0)
10, 40, 160 és 640 uM koncentracidkban alkalmaztuk. A sejtszaporodas értéke-
1ésénél a 10 cm® King B tapoldatot tartalmazo csoveket 100—100 ul 24 oras
Pseudomonas szuszpenzioval oltottuk be és 24 dras, 28 °C-on végzett razogépes
inkubdlas utan (percenkénti fordulatszam: 140) 550 nm-en mért abszorbancia
alapjan spektrofotométerrel értékeltiik ki.

A sziderofor-termelés kimutatasahoz a folyékony King B kultaraban nevelt,
24 6rasnal nem idésebb torzsek Biirker kamraval ,,azonos” induld sejtszamra
(kb. 1-10° mlI™") kalibralt 5-5 pl-es mennyiségeit foltokban hatosaval, egymastol
egyenlo tavolsagra agarlemezekre oltottuk. A 48 6rds 27 °C-on végzett inkuba-
ci6 utan az eredetileg kék taptalajon a telepek koriil megjelend sadrgas—narancsos
szinli gylriik atmérdjének mérésével a sziderofor-termeld képességet torzsen-
ként és az alkalmazott fémsok kiilonb6z6 koncentracioi szerint értékeltiik.

A kapott adatok matematikai—statisztikai analizise utan a kezelésatlagok és a
P = 0,05 % szinten szignifikans eltérések keriilnek bemutatasra.
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Eredmények

A fluoreszcens Pseudomonasok csoportositasa

Az 1. tablazat adataibol lathato, hogy a kiilonb6z6 izolatumokat a klasszikus
¢és a korszerll taxondmiai modszerek alkalmazasaval a Pseudomonas genus hat
fajcsoportjaba tartozonak sikeriilt azonositani. Ezek koziil harom faj (a P.
fluorescens, P. putida és P. fulva) a novényndvekedést serkentd, PGPR hatasu-
nak ismert ,fluoreszcens-putida” tipusu baktériumokhoz sorolhatok. A P.
aeruginosa fajcsoport képviseldi elsdsorban klinikai mintakbdl ismertek, ezaltal
kertilt leveg6bdl vald kontaminacio utan a jelen tanulmany azonositott torzsei
kozé is. A P. corrugata és a P. tolaasii fajok fluoreszcens fajcsoportba vald so-
rolasa irodalmi adatokkal nem bizonyitott.

A sziderofor-termelés dsszehasonlito értékelése

A torzsek sziderofor termelését, azaz a kromazurolos King B taptalaj szin-
valtozasait (a gatlasi gylriik méretét) az 1. abra mutatja be.

Megallapithato, hogy a legtobb sziderofor jellegli vegyiiletet az altalunk izo-
lalt P. aeruginosa (PAEL) és P. fulva (PFUS) torzsek termelték, mig a legke-
vesebbet a két referencia torzs, azaz a CHAO és a 2-79. Azonos diffuzios viszo-
nyokat feltételezve tehat a legjobb sziderofor-termeld torzsek 6—8-szor tobb
sziderofort termeltek a leggyengébb torzsekhez képest. A klasszikus adatok sze-
rinti fluoreszcens fajcsoportba tartozo torzsek vaskelat-exudatuma a sajat izola-
tumokhoz képest nem bizonyult kiemelkedének.
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1. abra
A Pseudomonas torzsek sziderofor-termeld képességének 6sszehasonlito értékelése
kromazurolos King B taptalajon (P = 0,05 %). Fiiggbleges tengely: A sziderofor gytiriik
atlagos mérete (mm). A torzsek faj szerinti besoroldsa az 1. tdblazatban lathatod
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A toxikus elemek hatasa a sziderofor-termelé képességre

Ha az alkalmazott fémvegytiletek kiilonb6z6 koncentracioinak az atlagos ha-
tasait vessziik figyelembe, akkor az alkalmazott fémsoknak megfeleléen kii-
16nb6z6 tendenciakat fedezhetiink fel a 2. abran lathatd modon. Legtoxikusabb-
nak a Co>" bizonyult, mig az eziist-nitrat 40 pM-os koncentracioban a szidero-
for-termelés kismértékli ndvekedését, stimulalasat okozta. Az elem nitratsoja-
nak tovabbi koncentracioi (160640 uM) ugyanakkor fokozatos gatlast idéztek
eld (2. abra).
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Nehézfémek és koncentracioik (uM)

2. abra
Az alkalmazott fémvegyiiletek kiilonboz6 koncentracidinak hatasa a 11 Pseudomonas torzs
atlagos sziderofor-termeld képességére King B taptalajon 24 oras inkubacié utan

Az eziistionokra a szideroforok termelddését illetden legkevésbé érzékeny
torzs a P. putida (PPU4) és a P. corrugata (PCO1) volt, amelyek még a 640
uM-os eziisttartalmu taptalajon is termeltek szideroforokat. A legérzékenyebb
(PAE1 és PTO2) torzsek ugyanakkor mar 160 pM-os koncentracional sem ter-
meltek kelatképzo vegytileteket.

A kobalt szulfatsojanal is fokozatos gatlas kdvetkezett be a sziderofor anya-
gok termelédésében, de mar a legkisebb alkalmazott koncentracié (10 pM ml™)
is szignifikdns negativ hatast fejtett ki. Legérzékenyebbeknek a PCOI1 ¢és a
PCO2 torzsek bizonyultak, amelyek mar 160 uM-nal alig érzékelhetd modon
termelték a vaskelat anyagokat. A legtoleransabb PFU7 és PPU3 tdrzsek
ugyanakkor még 640 pM-os kobalttartalmu taptalajon is sziderofor exudalasra
voltak képesek (3. abra).

A CrK(SOy), ndvekvo koncentracidi a sziderofor-kibocsatas fokozatos no-
vekedését eredményezték. Az alkalmazott legnagyobb dézis, a 640 uM ml’,
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3. dbra
Az alkalmazott fémvegyiiletek kiilonboz6 koncentracidinak hatasa a 11 Pseudomonas torzs
atlagos szaporodasara razatott kultaraban, King B taptalajjal, 24 6ras inkubacio utan
(a fémmentes kontrolhoz viszonyitott %-os, relativ értékek)

a krémazurolos taptalaj szinvaltozasa mellett olyan mértékben valtoztatta meg a
sziderofor-gylirii méretét, hogy azok egymasba ndvése miatt a kiértékelést nem
lehetett teljes pontossaggal elvégezni (2. abra). A krém alkalmazott koncentra-
cioi tehat egyik torzsnél sem okoztak csokkenést a vaskelatképzd anyagok ter-
melésében. A két autentikus referens torzs ezt alatdmasztva a sziderofor-
termelés novekedésével reagalt a krom legnagyobb mennyiségeire.

A fémvegyiiletek hatdsa a térzsek szaporodasara

Az alkalmazott fémvegyiileteknek a torzsek szaporodasara gyakorolt atlagos
hatasat a 3. abra mutatja be. Megallapithatd, hogy a koncentracié fiiggvényében
mindegyik fémso szignifikans szaporodasgatlast okozott az alkalmazott tapko-
zegben. Legtoxikusabbnak az eziist-nitrat bizonyult, ahol a 160 pM koncentra-
ci6 megkozelitdleg 80 %-os sejtszamcsokkenést idézett el6. Ugyanennél a kon-
centraciondl a Cr** csak 18 %-kal csokkentette a telepképzé egységek szamat. A
Co-szulfat szignifikans szaporodasgatlast a 640 uM koncentracional idézett el
a King B folyékony tapkozegben.

Az atlagos hatasokon tilmenden jelentds eltérések lehetnek a kiilonb6zo
Pseudomonas torzsek érzékenységében is. Az eziistionok 160 pM-os koncent-
racioinal ily modon csak a PCO2 torzs mutatott szaporodasi képességet. A Co-
ionok ezzel szemben egyetlen esetben sem okoztak teljes szaporodasbeli gatlast,
még a két legérzékenyebb torzsre, a PAE1 és PFU7-re vonatkoztatva sem (4.
abra). A kromionok szaporodas-serkentése néhany torzsnél (PAE1 és PPU3)
még 160 uM koncentracional is megnyilvanult.
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A szaporodas és sziderofor-termelés dsszehasonlito értékelése

A 4. abra a vizsgalt torzsek szaporodasi és sziderofor-termeld képességét
mutatja be a 640 uM-os Co-szulfat hatasara. Megallapithato, hogy az els6dleges
anyagcsere eredményeképpen fellépd szaporodas és a masodlagos anyagcsere
kovetkeztében jelentkezd sziderofor-termeld képesség kdzott nem lehet pozitiv
Osszefiiggést kimutatni
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4. abra

sres

dasara és sziderofor-termeld képességére razatott kultiraban, King B taptalajon 24 6ras in-
kubacio utan

A torzsek kiilonboz6 élettani funkcioi tehat a toxikus elemekre nem azonos
modon reagalnak. Igy lehetséges az, hogy a 640 uM-os Co-szulfat sénal is in-
tenziv szaporodast produkalo torzsek a vaskelat anyagok eldallitasara nem vol-
tak képesek (pl. PCO1, PFUS, CHAO és 2-79).

Kiemelend6 a PFU7 és PPU3 torzsek toleranciaja, mivel a Co legmagasabb
dézisanal mind a szaporodas, mind a sziderofor-termelés egyarant viszonyitot-
tan magas szintlinek adodott.

Az eredmények megvitatasa

A fémvegyiiletek folyadékkultaras vizsgalataval kimutathatd volt az alkalma-
zott nehézfémek szerepe a kiilonbo6zo élettani folyamatokban. A fémek és toxikus
elemek hatasa a folyékony taptalajok alkalmazasaval kozvetlenebbiil érvényesiil,
ily médon altalaban kérosabbak is a taplemezes eljarashoz képest. Az agart tar-
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talmazo tapkozegek ugyanakkor a szerves komplex jelenléte miatt ismeretlen, il-
letve nehezen megallapithatdo mértékben a fémsok megkotésére képesek, azok ha-
tasanak az Gsszehasonlito értékelése ezért nem lehetséges.

Az eljaras nem javasolt azért sem, mivel a bakteriologiai agarkomponensek
mindsége a kereskedelemben meglehet6sen valtozo, igy a kiilonboz6 irodalmi hi-
vatkozasok adatai nehezen hasonlithatok Gssze. A korabbi eredményeknek (BIRO
et al., 1993; BAYOUMI et al., 1994) megfelelden ezért a folyékony modszert része-
sitettiik elényben azzal a moddositassal, hogy az egyéb szervetlen, precipitaciot
okoz6 adalékanyagokat a kdzegbol elhagytuk. Az igy modositott eljaras alkalmas
a torzsek laboratoriumi vizsgalatara és a fémek oldatban 1évé koncentracidinak
figgvényében a szaporodasra, vagy a sziderofor-termelésre okozott hatasok
kimutatasara.

A Co-ionoknak a sziderofor-termelésre vonatkozd erds toxikussagat a fémso
tulajdonsagaival magyarazhatjuk. A Co, a vashoz hasonlé kémiai adottsagai mi-
att ugyanis a vas mikroelemmel kompetitiv moédon viselkedhet. Ezen okok miatt
mar kis dézisban is megnyilvanultak a sziderofor-termelésre kifejtett gatlo hata-
sok a KOZDROJ (1996) altal kozoltekhez hasonldan, annak ellenére, hogy a sza-
porodasi képesség gatlasa csak a legnagyobb koncentracioknal jelentkezett.

Mindegyik vizsgalt toxikus elemre vonatkoztatva ki lehetett mutatni érzéke-
tol fliggden valtozatos mintazatot adtak. A sziderofor-termelés intenzitdsaban is
jelentkez6 1ényeges kiilonbségek megteremtik az alapot a kiilonb6z6 fémszeny-
nyezettségnél alkalmazhatd tolerans és biologiai kontrolltorzsek kivalasztasa-
hoz. Ennek megfeleléen példaul az eziistnél a PCO1, a kobaltnal a PPU3, a
kromnal pedig a CHAO torzsek lehetnek potencialisan biotechnologiai alkalma-
zasokra a legigéretesebbek.

Az irodalmi adatok altal elvartakhoz képest nemcsak a fluoreszcens tipusu,
hanem az egyéb Pseudomonas fajreprezentansok is mutattak sziderofor-termeld
képességet. A két csoport nehézfém-érzékenysége és szaporodasi képessége ko-
z6tt szignifikans kiilonbség nem jelentkezett annak ellenére sem, hogy az iro-
dalmi adatok szerint a szideroforok tipusa mindségileg eltéré. A klinikai kimu-
tatasok szerint altalaban a levegovel terjed6 korokozd Pseudomonas aeruginosa
torzs erds sziderofor-termeld képessége aldtdmasztja erds patogenitasukat.

A fluoreszcens-putida fajcsoportra jellemz6 autentikus CHAO és 2-79 jelil
torzsek nem bizonyultak sem a sziderofor-termel6 képességre, sem a szaporoda-
si érzékenységre jobbaknak az altalunk izolalt torzsekhez képest az irodalmi hi-
vatkozas szerinti sikeres alkalmazasuk ellenére sem (VOISARD et al., 1994). Az
eredmények ily modon a nehézfémek és toxikus elemek altal befolyasolt, adott
novény—talaj rendszer specifikussagat sugalljak. A torzsek érzékenységének
nagyfoku variabilitasa, diverzitasa biztositja a rendszer funkcidinak (pl. biologi-
ai kontroll) a toxikus fémek hatasara valé fenntartasat is, azok tipusatdl, hato-
idejétdl és koncentraciojatol fiiggden.
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Osszefoglalas

A ndvények oltasara is felhasznalhatd Pseudomonasok, azaz a PGPR (nové-
nyi ndvekedést serkentd) rhizobaktériumok sziderofor- (vaskelat) képzo tulaj-
donsaguk miatt, a talajeredetli korokozok tavoltartasaval, a novénytermesztés-
ben is hasznosuld tevékenységet fejthetnek ki. A szideroforok képzodésére hatod
tényezok ily modon hatdssal vannak a torzsek antagonista jellegének a kialaku-
lasara, és ezaltal az iranyitott biologiai védekezés hatasossagara is.

Laboratoriumi koriilmények kozott ezért hazai talajokban nétt kiilonb6zo
mezdgazdasagi novények rizoszférajabol szarmazo, BIOLOG gyorsteszttel azo-
nositott 11 Pseudomonas rhizobaktérium torzs nehézfém-érzékenységét tanul-
manyoztuk. A szaporodasi képesség mellett a PGPR hatasban szerepet jatszo
sziderofor-termeld képesség ellenorzése is megtortént AgNO;, CoSO47H,0 és
CrK(S0,)-12H,0 vegyiiletek 10, 40, 160 és 640 uM mennyiségeinek a hatasara
folyékony és taplemezes eljarasokkal.

Megallapitast nyert, hogy az alkalmazott nehézfémek nemcsak a tdrzsek
szaporodasi képességét, hanem a korokozok tavoltartasaban fontos sziderofor-
termeld képességet is befolyasoltak. Ezek mértéke és tendencidja ugyanakkor
kiilonbozoképpen nyilvanult meg a fémek tipusatol és az alkalmazott dozisoktol
fliggéen. A novekvO koncentraciok fokozatos toxikussaga mellett a fém-
szennyezettségnek serkentd, szinergista modon kedvezd tulajdonsagai is
elofordultak. A vizsgalt, kiilonbozd élettani funkciok, azaz a Pseudomonasok
szaporodasa és vaskelatképzé tulajdonsagai a nehézfémekkel szemben eltérd
érzékenységet mutattak. Az alkalmazott laboratoriumi technikdk a
rhizobiologiai monitoring alkalmas eszkozeinek bizonyultak a nehézfémek
karosito hatasainak megfelel szintli detektalasara is.

A kutatasokat az OTKA (T 030941 projekt), valamint az Eurdpai Unio 5. Ke-
retprogramja (OLK-00097/1999) tamogatta.

Kulcsszavak: rizoszféra, szideroforok, Pseudomonas, novénynovekedés, in
vitro technikak
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Heavy Metal Sensitivity of Growth and Siderophore Production of
Pseudomonas Rhizobacterium Strains

'GY. VARADY, B.BIRO, 'N. KUCSMA, *H. E. A. F. BAYOUMI and
13 M. KECSKES

U Ph.D. School, Szent Istvan University, G6dollo, 2Research Institute for Soil Science and
Agricultural Chemistry (RISSAC) of the Hungarian Academy of Sciences, Budapest and
? Environmental Research Group of the Hungarian Academy of Sciences, Budapest

Summary

Pseudomonas rhizobacterium strains of the fluorescens putida type have a plant
growth-promoting (PGPR) effect due to siderophore (iron chelate) production in the
rhizosphere, which can be beneficially utilized in crop production to protect crops from
soil-borne plant pathogens. Factors affecting siderophore production thus have an influ-
ence on the development of the antagonistic ability of the strains and on the success of
biological control.

The heavy metal sensitivity of 11 Pseudomonas rhizobacterium strains, originating
from the rhizospheres of various agricultural crops grown on major Hungarian soils and
identified using the BIOLOG rapid test, was thus studied by recording the growth and
siderophore production of strains grown in liquid medium and on nutrient plates con-
taining 10, 40, 160 and 640 uM AgNQO;, CoSO4x7H,0 or CrK(SO,),x12H,0.

The results showed that the heavy metals investigated had a negative effect not only
on the growth of the strains, but also on the siderophore production required for protec-
tion against pathogens. This effect was highly dependent on the type of metal and the
dose applied. In addition to the increasing toxicity of higher concentrations, metal con-
tamination was also found to have a stimulating synergistic effect. The various physio-
logical functions examined, i.e. the growth and iron chelate-forming properties of the
Pseudomonas isolates, exhibited different degrees of sensitivity to heavy metals. The
methods presented in the study could be useful tools for monitoring the damaging effect
of various heavy metals. The in vitro applicabilaity, however, of these findings needs
further investigation.

Table 1. Origin and taxonomical (BIOLOG) characterization of the fluorescens pu-
tida type Pseudomonads investigated. (1) Laboratory designation. (2) Taxonomical
classification. (3) Site of origin. (4) Site of isolation. A. Pseudomonads classified in the
Fluorescens putida group. B. Other Pseudomonad species. Note: Strain collection be-
longing to the Environmental Protection Microbiological Research Team of the Hungar-
ian Academy of Sciences.

Fig. 1. Comparative evaluation of the siderophore production of 11 Pseudomonas
strains grown on King B plates (P = 0.05%). For taxonomical classification of the
strains, see Table 1. Horizontal axis: The average size of the siderophore rings (mm).

Fig. 2. Effect of different concentrations of Ag®’, Co®" and Cr*" heavy metal salts on
the siderophore-producing ability of 11 Pseudomonas strains after 24 hours' incubation.

Fig. 3. Effect of the heavy metal salts on the growth of the investigated Pseudomo-
nas strains in liquid King B medium (incubated for 24 hours at 28°C in a rotary shaker).
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Growth was assessed as optical density at A=550 nm using a spectrophotometer and ex-
pressed as a percentage of the metal-free control.

Fig. 4. Comparison of the growth and siderophore production of 11 Pseudomonas
strains after 24 hours' incubation in a rotary shaker on King B medium containing 640
UM cobalt sulphate.
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