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Rhizobium torzsek taléloképessége kiilonb6z6 vivéanyagokban
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intézet, Budapest; *MTA Szegedi Biol6giai K&zpont, Szeged,
* Mez6gazdasagi Kutato—Fejleszté Kht., Szarvas és° Bio-Gen Kft., Tapolca

A pillangos viragl ndvényekkel szimbiozisra képes Rhizobium baktériumok
nitrogénkotd képessége mar tobb mint szaz éve — HILTNER (1895) munkéssaga
Ota — ismert. Hazankban a Rhizobium baktériumokkal valé ndévényoltédsok az
1960-as években kezdddtek el intenziven (KERPELY, 1964; SzEGI, 1967; MAN-
NINGER €t al., 1969). Az 1980-as években az 6t legfontosabb mezdgazdasagi
pillangos novény (lucerna, 16bab, borsd, here, €s szdja) intenziv mezdgazdasagi
oltasi gyakorlata is bevezetésre kerllt a ,BAKTOLEG” oltdéanyagokkal.
(VARALLYAY & NEMETH, 1996). A mbdszer részét képezte a napjainkban prio-
ritast élvezod fenntarthatdo mezdgazdasagi rendszereknek.

A mikrobialis oltasok soran a mikrobakomponens életképességének megor-
zése elengedhetetleniil sziikséges a gyakorlati alkalmazasig és a kés6bbi infek-
ci6 létrg6ttéilg (HARDARSON & ATKINS, 2003). Irodami adatokka is aaé&
masztott tény ugyanakkor, hogy a tarolas és szallitas soran az oltGanyagtorzsek
életképességét szamos kornyezeti abiotikus stressztényezd képes karositani
(BAYouMl et al., 1995; KATAI, 1998). A talgjokba keriilt oltéanyagok vagy az
ott el6fordul6 L,bennsziiltt™ rhizobium populécié aktivitasara a talgfizika té-
nyezok (kotottség, tomorodottség) mellett a kémiai tulajdonsagok, illetve elso-
sorban a toxikus elemek kérositdé hatésa is bizonyitott (BIRO et al., 2001,
KADAR et al., 2001). A taléloképesség fokozasara azonban — hianyuk esetén —
hasznos lehet mar a vivéanyagban (és kiilon6sen a tézegben) a kiilonb6z6 mik-
roelemekkel (B, Mo, Co) vad tapanyag-kiegészités (BIRO et al., 1993;
BALAZSY et al., 1994).

A rhizobiumos oltéanyagok — eléallitasi formajukat tekintve — lehetnek ned-
ves és por alaku készitmeények. Korabban kizérdlag nedves tipusl oltéanyagok
kerliltek forgalomba, mivel a baktériumokat az agaros téptalgrél mosték le
(GRAHAM & VANCE, 2000). Magoltas azonban az ilyen tipusu oltbanyagokkal
nehezen kivitelezhetd, ezért elsdsorban a szaraz, por alaki mikrobakészitmé-
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nyekkel valod egyiittes vetés terjedt el. Ehhez kapcsolodoan hazankban elsonek
vezették be a steril tdzeg vivoanyag alkalmazasat (SOOS, 1960).

A tozeg folyamatos hozzaférhetdsége napjainkra nem megoldott, a kiterme-
Iést gazdasagossagi, de elsdsorban kornyezetvédelmi szempontok egyre kisebb
mértékben tamasztjék ala. Az alternativ megoldasok keresése — a mezdgazda-
sagi termelési mddszerek technologiai fejlodését, atalakulasat is figyelembe
véve — kiildndsen indokolt (BIRO, 2002). A mikrobidlis oltdéanyagok kijuttatasé
hoz sziikséges vivbanyagként ugyanis a nagy szervesanyag- vagy kolloidtartal-
muU kdzegek felelnek meg, amelyek az oltdanyagtorzseket a tarolés kdzben tor-
ténd kiszaradastol megvédik (SOOS et a., 1976; SARY et al., 1989). A korabbi
gyakorlat szerinti tozeges vivoanyagok ezért komposztokkal kivalthatok lehet-
nek. Tovabbi és Uj tendenciaként jelentkezik az oltésra akamas hasznos tor-
zsek nemesitése, a vivoanyagokkal és a miivelési moddal valo Gsszeegyeztetése
is (KARPATI et al., 1999; SOBERON et al., 1989).

A fenntarthatd mezodgazdasagi termelés szemlélete (VARALLYAY, 1998),
valamint a vonatkozd EU-szabvéanyok (EC, 1986, 1999) a komposztalt anyagok
hasznos mikroszervezetekkel kombinalt alkalmazasat részesitik elonyben. KU-
I6ndsen igaz ez a szennyviziszap-komposztok tartamjellegi alkalmazasara
(SARY et a., 1995), amelynek eredményeképpen a feldisulé nehézfémek és/
faji sokféleségét és miikoddképességét (pl. a N-kotés mértékét, enzimaktivita
sokat is) csokkenthetik (BIRO, 1999; URI et al., 2003).

Munkank célja volt, hogy két oltdéanyag-komponens Snor hizobium-torzs
taléloképességét ellendrizziik kiillonbozd kornyezeti koriilmények kozott, az
oltas technoldgiai kivitelezhetdségének szem elétt tartasdval. Osszehasonlitd
vizsgdatokka tanulményoztuk a kordbbi ,vad tipust” térzshdz (Rm1021) ké-
pest a kiilonbozd kornyezeti koriilmények kozott is nagy No-kotd képességgel
rendelkezd, szelekcidval nemesitett (D1399) térzs (DUSHA & KONDOROSI,
1993) taléldképességét.

A kisérletek tovabbi aktualitasat adta az alkalmazott torzseknek a korabbi
hazai gyakorlattol eltérd genetikai jelolése (DUSHA et a., 1989), aminek a segit-
ségével a taléloképesség és a vivoanyagokkal vald kompatibilitas ugyancsak
nagy biztonsaggal nyomon kovetheto.

Anyag és mbdszer

Laboratoriumi modszerekkel bakteridis oltotorzsek tulélését vizsgéltuk oOt-
féle kdzegben: folyékony taptalgiban, a magvak fellletén, talgban, valamint
sterilizalt és nem sterilizalt aerob és anaerob komposztkeverékben. A tesztek
elvégzéséhez két antibiotikum rezisztenciaval rendelkezd, a lucerna oltasara
alkalmas Rhizobium (Sinorhizobium meliloti) térzset (Rm1021 és D1399), illet-
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ve két lucernafgjta (Korés-1 — Medicago sativa L., és Kékai legel6 — Medicago
varia Martyn) vetdmagjat hasznaltuk fel.

A 24 6rés Rhizobiumtenyészetek 10—10 ml élesztékivonat mannit tapleves-
sel (YMB) (VINCENT, 1970) térténd lemosasa utan 250 ml YMB tapleves keriilt
beoltasra, majd 48 Orai inkubécio kdvetkezett razé-termosztatban 28 °C-on. Az
igy nyert tenyészetek alkalmasak voltak a tulélési tesztek kivitelezésére. A fel-
szaporodott kiindulasi szuszpenzidk titerét, azaz €16 csiraszamat, az altalunk
modositott hatarhigitasos taplemezes eljarassa (ANGERER €t al., 1998) ellend-
riztilk és 10° nagyséagrendre dlitottuk be. Az olt6torzsek visszatenyésztéséhez a
taptalajt az elozetes antibiotikum-markerezésnek megfelelden ml-enként 200 pg
kanamicinnel (Rm1021), illetve 200 pg ml™ sztreptomicin + 200 pg ml™ kana-
micin keverékével (D1399) egészitettik ki.

A folyadékkultardban val6 taléés vizsgdlatahoz a beoltott tépleveseket ré&
zatas nélkiil, szobahdmérsékleten taroltuk. A visszatenyésztésre — azaz az €16
sejtek szazalékanak a megallapitasara — élesztOkivonat mannit agaron (YMA)
kerilt sor 1, 2, 4 és 6 heti inkubéci6 utan.

A talgiban val6 tulélés vizsgalatdhoz szikséges talgiminta a szarvasi Mezo-
gazdasagi Kutaté Fejleszté Kht. telephelyérol szarmazott. Mintanként 0,5 kg
autoklavban parcidisan sterilizalt talg kerdilt beoltédsra 50 ml baktérium szusz-
penzidval. A tenyészedényeket steril gézzel fedtiik le az oltds és a megfeleld
nedvességtartalom (VK: 60 %) bedllitasa utan. A talgjok igy bedllitott nedves-
segtartalmat ontozéssel dlando tdmegre egészitettik ki. Visszatenyésztéskor 1—
1 g talg alagminta keriit feldolgozasra ismételten a hatarhigitasos szelektiv
téplemezes kitenyésztéssel (ANGERER €t d., 1998).

A lucernamagvak 10-10 g-janak fellletét 3 %-0s klorogén-oldattal fert6tle-
nitettiik, majd 6tszori steril csapvizes lemosas utan 30 percig razattuk baktérium
szuszpenzidban. Ezt kovetden a magvakrdl a felesleges nedvesség kiméletesen
beszéritasra kerilt, majd az inkubacios kamraban steril kordlmények kdzott hat
hétig taroltuk. A megfeleld inkubacids id6 utan a magvak 1-1 g-jara vonatkozo
tulélési ardnyt hataroztuk meg.

A Rhizobiumok komposztban valo tuléldképességének vizsgalatahoz a bakté-
riumokat folyadékkultardban felszaporitottuk, majd a tesztelt komposzthoz
egyenletesen belekevertik, 100 ml oltéanyag/200 g komposzt ardnyban. A meg-
feleld inkubacids id6 utan a beoltott mikrobak visszatenyésztése YMA (€leszto-
kivonat mannit agar) lemezeken tortént. Elvégeztik a komposztok fizikai, ké-
mial és biolégia tulgjdonségainak vizsgdatat is, melynek eredményeit az 1.
tébldzat mutatja be.

Az eredmények értékelését , Statgraphics plus 5" programmal végeztik. Az
dbrékon az 5 %-os szignifikancia szinten nyert eredmeényeket tlntettik fel.
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1. tbl&zat
Az aerob és anaerob komposztok legfontosabb fizikai, kémiai és bioldgiai tulgdonsagai
@ @ 3 @
K omposzt- Szaraz- | Szerves pH Osszes | K,0 |POs| Ca | Mg | Cu
tipus anyag | anyag | (H0) | N
% % mg/k
a) Aerob 38,7 445 7,1 1,6 41 19 | 1,2 | 05 | 545
b) Anaerob 42,3 434 7,2 17 1,2 08 | 45| 04 | 421
Korr%)o t- Zn Pb Ni Co Cr | Cd Fe Mn Og&e
tipus mg/kg csira
a) Aerab 2948 | 0,9 | 413 29 39 | 01 956 1835 | 3510°
b) Anaerob 39,7 | 31 5,3 2,1 42 | 01 | 2148 | 99,3 2.10°

Eredmények és értékel ésiik

Rhizobiumok tuléléképessége folyadékkultiraban

Az 1. dbra az alkalmazott két Rhizobium torzs taléloképességét mutatja be
tépanyagban gazdag, C- és N-forrassal dusitott folyékony taptal gjban.

Megallapitottuk, hogy azonos kisérleti korllmények biztositésa esetén a
Snorhizobium meliloti kiindulési, — vad tipusi — (Rm1021) torzsének tulélési
tulajdonsagai meghaladjak a kedvez6 tulajdonsagokra szelektalt — mutans —
torzs (D1399) képességeit. (1. bra). A kisérletek kezdetén mutatkozo kil dnb-
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1. dbra
A vizsgalt Rhizobium térzsek (vad — Rm1021, mutans — DI1399) tulélési aranya (%)
folyadékkultaraban, 6 hetes tenyésziddszak alatt
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ség az elso heti tulélési teszt soran szignifikans eltérést eredményezett a két
torzs kozott. A 4. héten az eredeti (Rm1021) tdrzs pusztuldsi mutatéi voltak a
rosszabbak, azonban a 6. hét végére a nemesitett (D1399) torzs pusztulasi aré-
nya — nem szignifikansan ugyan — de jobb volt a mésik torzshéz képest. A
D1399 t6rzs tehat a folyadékkultaraban val6 tlélést jobban tiirte.

Meg kell jegyezni, hogy a 20 % mértékii pusztulas ellenére is viszonylag
nagyszamu sejt maradt életben a 6 hetes tarolas utan is, ami kedvez6 az olto-
anyag-preparatumok gyakorlati alkalmazasa szempontjabdl.

Rhizobiumok tuléléképessége a vizsgalt talajban

A 2. dbraavizsgdlt Rhizobiumok taléloképességét mutatja be a potencidisan
lehetséges termesztési teriiletrdl szarmazo talajmintaban. A Szarvasrol sza&rmazé
talaj néhany fizikai—kémiai tulajdonsagat a kévetkezokben adjuk meg: pH: 6,1;
Ka: 52,5; humusz %: 2,01; NO~NOs-N: 14,3 mg/kg; AL-P,Os: 112,3 mg/kg;
AL-K,0: 320,8 mg/kg; Na: 229,1 mg/kg; Mg: 719,1 mg/kg; Ca: 4260,8 mg/kg.

Megallapithatd, hogy a talajban val6 tesztelés sorédn is adodtak kilonbségek
a két oltdtorzs pusztuldsi tendencigjaban. A kialakult kezdeti kilonbségek a
vizsgalat teljes idétartama alatt megmaradtak. A 6. mintazasi hét végére a mu-
tans torzs kedvezOtlenebb tulélést ért el a vad torzshoz képest (2. abra). Amig
azonban a folyadékkultardban a térzsek maximalis pusztulasi aranya nem ha-
ladta meg a 25 %-ot, addig atalgind ez az érték a vizsgdati periddus végére a
35 %-hoz kozelitett.

Figyelembe véve ata g fizikai—kémiai tulgjdonsigait megallapithatjuk, hogy
atesztelt kozegben az alacsony pH és az erds kotottség (Ka = 52,5) gyakorol-
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A Rhizobium torzsek (vad —Rm1021, mutans— DI399) tllélési ardnya (%)
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hatott kedvez6tlen befolyast a talajba juttatott oltdanyagtorzsek taléloképessé-
gére. A tagokban a nbvénytermesztés sikerét és igy a természetes vagy az ol-
téssal bevitt talajbiota aktivitasat is nagymértékben csokkentheti a talg tép-
anyag-€llatottsdganak mértéke vagy az egyéb abiotikus stressz-korulmények,
mint pl. a kisz&radés, nehézfémek, peszticidek stb. (KADAR et al., 2001; SZEGI,
1967; KATAI, 1998).

Rhizobiumok tuléloképessége magfelszinen

Szignifikéns kilonbségek adddtak a vizsgdlt torzseknek a két lucernafajta
magfelszinén vald tlélését illetden is (3. abra). Mindkét Rhizobium térzs mag-
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3. abra
A Rhizobium torzsek tl€lési aranya (%) két lucernafajta (,,Koros-17 és ,,Kakai legel6™)
magfelszinén 6 hetes tenyészido alatt

oltasakor a Koros-1 fajta bizonyult a kedvezobb alanynak, mivel az aktiv sejtek
pusztulasi aranya a6 hetes inkubacio alatt sem haladta meg a 15 %-0s értéket.

A hatodik hétre erételjes fajta-specifikus hatast lehetett kimutatni a két al-
kalmazott lucernafgjta kdzott. A Kakai legeld fajta magfelszinén a muténs térzs
tulélése volt kedvezObb, a Koros-1 fajta ezzel szemben az eredeti ,, vad tipusd”
torzs tulélését stimuldta. A két torzs egyméshoz viszonyitott pusztulasi aranya:
a Kékai legels fajta magfelszinén meghaladta a 45 %-ot, a Kords-1-nél pedig
15 % alatt maradit.

A kétféle oltas modszert (talg) és magoltés) dsszehasonlitva, az adott id6-
szakra vetitve, a rhizobium baktériumok talélése, azaz aktivitasanak megdrzése
szempontjdbdl az egyik lucernafgjtdnd a magoltas bizonyult eredményesebb-
nek. A baktériumtdrzsek életképessége a Korés-1 lucernafgitdn biztosabban
megmaradt, mint a talajban azonos iddszak alatt (3. abra).
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Rhizobiumok tuléléképessége komposztban

A rhizobiumok tulélése nem sterilizalt komposztokban. — A N,-kétésre a-
kalmas vizsgalt torzsek tuléldképességét kétféle uton (aerob és anaerob maodon)
eloallitott komposztban ellenériztiik. A térzsekkel szembeni kompeticiés viszo-
nyok, azaz a biotikus tényezok hatasanak vizsgalatara az eredeti, nem sterilizalt
komposztokat és azok sterilizalt valtozatait is felhasznéltuk.

Mind az aerob, mind pedig az anaerob komposztban az els6 hét végére je-
lentds (4—6 %) sejtszam-gyarapodas volt megfigyelhetd a kiindulasi allapothoz
képest (4. dbra). A 2. és 3. héten mindkét komposztfél esegben gyenge pusztulas
ment végbe, de a kezdeti gyarapodasnak kdszonhetden ez a csokkenés a 3. hét
végére csak 8 %-osnak adddott (4. A abra).
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A két Rhizobium torzs sejtszaménak alakuldsa aerob (A), ill. anaerob (B) uton eldallitott,
nem sterilizalt komposztban harom hetes vizsgalati idészakban
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A kapott eredmények aapjan tehat elmondhatjuk, hogy a rhizobiumok tdl-
éléstt (perzisztenciajat) illetéen jelentds kiilonbségek alakulhatnak ki a két
komposztfajta kozott. Az elsé hetet kovetd sejtpusztulas intenzivebben jelentke-
Zett az aerob komposzthan, igy a 2. hét végére a kiindulas dlapothoz viszo-
nyitva a sgjtszam 2 %-ot csokkent (4. A dbra). Az anaerob komposztban ugyan-
akkor a sgjtszam magasabbnak adddott, mint a kiindulasi dlapot (4. B &ora). A
vizsgalati periddus végére az aerob komposztban a sejtszam 8 %-kal csdkkent,
az anaerob modon eléallitott komposztban pedig kevesebb, mint 4 %-kal.

Rhizobiumok sterilizalt komposztokban valo tuléldképessége. — Stexilizalés
hatasara az aerob és anaerob komposztokban kiilondsen a kezdeti idészakban
jelentdsen ndtt a baktériumok csiraszama a kiindulasi allapothoz képest. A nem
steriliza8lt aerob komposztban az els6 héten ez az érték 2—6 % koz6tt mozgott,

A
140

_ 135 1

130 - ——Vad

125 4 ---A---Mutans

2120 |

g 115 |

— 110 -

B105 |

© 100 |

S 95

F 90

0 I IL. In.
Id6 (hetek)
B

9

>

C

'©

[\

‘»

0

‘O

=

|_

0 I Il Il

Id6 (hetek)
5. &bra

A két Rhizobium torzs sejtszaménak alakuldsa aerob (A) , ill. anaerob (B) uton eléallitott,
sterilizalt komposztban harom hétes vizsgalati idészakban
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sterilizalas hatasara ugyanazon iddszakra 18-23 %-kal emelkedett (5. A &bra).
Az anaerob komposztnal sterilizalas hatasara ugyanezen id6szakban 22-35 %-
kal nétt a kitenyészthetd Rhizobium csiraszam (5. B &bra).

Az elsd héten nagy kiilonbség adodott az aerob (18-23 %-0s segjtgyarapodas)
és anaerob (24-35 %-os) komposztbdl kitenyészthets csiraszam kozott, a vizs-
gdlati periodus végére ugyanakkor ez a kilonbség teljes egészében elimina o-
dott, és mind az aerob, mind pedig az anaerob komposztnal 5 %-os csokkenést
lehetett kimutatni akiindulasi csiraszamhoz képest (5. &ora).

A vizsgalt Rhizobium torzsek pusztulasi dinamikajanak értékelése. — A kom-
poszt fajtajatol, azaz az eldallitasi modtol €s a sterilizalas hatasatol fiiggden
jelentds kiilonbségek adodtak a két Rhizobium torzs szaporodasi—pusztulas
itemében is. Nem sterilizalt komposztban minden esetben az elsd vizsgalati
héten az eredeti ,,vad tipusd” torzs bizonyult hatékonyabbnak. A 3. hét végére
ugyanakkor a nemesitett, nagy Nx-kotd képességgel rendelkezd mutans torzs
pusztulési Uteme lelassult és szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott a vad
torzshoz képest (4. &ora).

Sterilizalas hatéséra a fenti tendencia ellenkez6 iitemiivé valt, igy az els6
héten a muténs torzs 16 %-kal nagyobb sgitszdm-gyarapodast ét €l a,, vad tipu-
sU” torzzsel szemben (5. &bora). A 3. hét végére ugyanakkor a két torzs kdzotti
kiilonbség eltiint és a kiindulasi allapothoz képest az aerob és anaerob kom-
posztban is 5 %-0s pusztulasi arany aakult ki (5. &bra).

K ovetk eztet ések

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt vivoanyagok koziil a
tesztelt Rhizobium oltéanyagtorzsek talélése a komposzt vivoanyagban bizo-
nyult a legmegfeleldbbnek. Mig talajban a pusztulas mértéke mar a 3. hét utan
meghaladta a 20 %-ot, a ,,Kakai legeld” lucernafajta magfelszinén a 30 %-ot és
folyadékkultaraban is 15 % folé emelkedett, addig a komposztnal az adott idos-
szakra a pusztulds 10 % alatt maradt. A sterilizalason atesett talgjban a nagyobb
pusztulasi arany feltételezésiink szerint a talaj kedvezdtlen fizikai—kémiai tulaj-
donsagaival hozhat6 dsszefliggésbe. [lyen szempontbdl a nagy szervesanyag- és
kolloidtartalml komposztok alkalmasabb kdzegek lehetnek. A komposztban
valo kedvezobb tulélés alatamasztja, hogy a korabban alkalmazott sterilizalt
tozeg kivalthato ezzel a vivoanyaggal. Az anaerob komposztban a Rhizobium
torzsek pusztuldsanak Uteme lasstibbnak bizonyult az aerob komposztban ta-
pasztaltakhoz képest. Feltételezzik, hogy ennek oka az anaerob kezelés tech-
noldgiabol kovetkezik. A levegdtlen koriilmények hatdsara az aerob igényi
olt6torzsekkel szemben a kompeticids, biotikus hatdsok kevésbé nyilvanulhat-
nak meg. Ezt a feltételezést tamasztja dla az a tény is, hogy a sterilizaldsnak
alévetett aerob komposztban a mikrobidlis konkurrencia-viszonyok eliminaldsa
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éslvagy a sterilizalas miatti tdpelem-feldlsulas miatt akar 20-25 %-0s sgjtszam-
gyarapodas is megfigyelhetd. A hipotézis teljes korii bizonyitasa és a lehetséges
okok tovabbi tisztazasa Ujabb vizsgélatokat igényel.

A mikrobidlis oltasok technikai kivitedlezésénél a szerves tragya vagy a
hulladékanyagokbol, melléktermékekbdl készitett komposztok szamitasba jO-
hetnek a talajmiivelés jelenlegi szintjén. Az ilyen biotechnoldgiai eljarasokkal
az oltoanyagok tuléloképessége fokozhato, a talajok tapanyag- és szervesanyag-
Osszetétdlével kornyezetbardt moédon optimalizalhat6. A technoldgia tovébbi
pontositasa a kiilonféle eredetii és allapotu komposztok alkalmazasaval érhetd

el.

Osszefoglaléas

A lucerna magoltaséra alkalmas két Snorhizobium meliloti térzs taléloké-
pességét ellendriztiik laboratoriumi koriilmények kdzott. Az oltas szempontjait
figyelembe véve a baktériumtorzsek tuléloképességét a magfelszinen, folyé-
kony taptalajban, talajban és mez6gazdasagi hulladék felhasznalasaval készitett
komposztban ellendriztiik 1-6 hetes idétartamban. A kiindulasi sejtszamhoz
képest a torzsek tuléloképességét (pusztulasat és esetleges szaporodasat) az
altalunk modositott, szelektiv taplemezes kitenyésztéssel kovettilk nyomon an-
tibiotikum marker segitségével.

Megdllapitast nyert, hogy a kiilonféle lucernamagvak felszinén a Rhizobium
torzsek tuléloképességét a fajtatulajdonsagok erdsen befolyasoljak. A fajtak és
az oltéanyagok kozotti kompatibilitas-vizsgalatoknak tehdt a mikrobidlis olté-
anyagok alkalmazasanal nagy jelentosége van.

Taaokban a Rhizobiumok perzisztencigat a talaok kotottsége, aacsony
pH-ja és a tapanyag-szegény korilmények is gatol hatjak.

Az alkalmazott torzsek vivoéanyaganak a nagy szerves- €s tapanyagtartalmu
komposztok a legmegfeleldbbek. Az anaerob modon eldallitott komposzt a
vizsgalt torzsek tuléloképességéhez kedvezdbb koriilményeket biztosit. Ennek
oka feltételezésiink szerint a biotikus tényezOk kedvezObb alakulasa, azaz az
anaerob korilményekhez adaptélddott konkurens mikrobak kisebb foku ver-
senyképessége lehet. Feltételezéseinket a sterilizalt komposztban kimutatott
nagyobb mértékii tiléldképesség tamasztja ala.

A megfeleld komposztok ilyen iranya felhasznalasaval kivalthato a tézegek
alkalmazasa, az oltdéanyag-eloallitasi technologia gazdasagosabba tehetd.

A kutatdsok az OTKA (T 030941), az NKFP (4/015/2001) és a COST Action
8.30 , Mikrobidlis oltéanyagok a mezdgazdasdgban és a kornyezetvédelemben”
cimii projektek tamogatasaval folytak.

Kulcsszavak: komposztalasi technoldgiak, nitrogénkstok, oltdanyagok, vivo-
anyagok, tiléldképesség, fenntarthaté mezdgazdasag
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Summary

The survival of bacterial strains which could be potentia candidates for the
inoculation of alfalfa (Medicago sp.) was examined using laboratory methods over 1-6
weeksin five types of media: in liquid nutrient broth, on the surface of seeds, in the sail,
and in sterile and non-sterile aerobic and anaerobic compost mixtures.

The major physical, chemical and biological properties of the composts are given in
Table 1. The soil, which originated from Szarvas, had the following properties: pH: 6.1;
Ka: 52.5; humus %: 2.01; NO~NO3z-N: 14.3 mg/kg; AL-P,Os: 112.3 mg/kg; AL-K,0:
320.8 mg/kg; Na: 229.1 mg/kg; Mg: 719.1 mg/kg; Ca: 4260.8 mg/kg.

Two Rhizobium (Sinorhizobium méliloti) strains (Rm1021 and D1399) and seed of
two alfalfa varieties (Korés-1 — Medicago sativa L. and Kakai Legel6 — M. varia Mar-
tyn) were used in the tests. The strain of D1399 was modified genetically to have a
better nitrogen-fixing capacity in comparison with the Rm 1021 wild-type representa-
tive. Compared with the initial cell number, the survival ability of the strains (mortality
or possibly multiplication) was assessed using a modified plate counting method with
the aid of antibiotic markers (kanamycin and streptomycin).

It was found that variety characteristics had a great influence on the survival of the
Rhizobium strains on the surface of various alfalfa seeds. Compatibility tests on the
varieties and inoculants are thus of great importance when using microbial inoculants.

The persistence of Rhizobium strains in the soil was inhibited by soil compaction,
low pH and nutrient deficiency.

Composts with high contents of organic matter and nutrients are the best carriers for
the tested strains. Anaerobically produced compost provided the most satisfactory con-
ditions for strain survival. This may have been due to the more favourable biotic factors,
i.e. to the poorer competitiveness of rival microbes adapted to anaerobic conditions.
This was confirmed by the increased survival rate recorded in sterilized compost.

The use of suitable composts for this purpose could replace that of peats, making the
inoculant production technology more economical.

Table 1. Mgor physical, chemical and biological properties of aerobic and anaerobic
composts. (1) Compost type. a) aerobic; b) anaerobic. (2) Dry matter, %. (3) Organic
matter, %. (4) Total N, mg/kg. (5) Total germ number.

Fig. 1. Survival rate (%) of the tested Rhizobium strains (wild-type — Rm1021, mu-
tant — D1399) in liquid culture over a 6-week culture period. Vertical axis: survival rate
(%). Horizontal axis: Time (weeks).
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Fig. 2. Survival rate (%) of the Rhizobium strains (wild-type — Rm1021, mutant —
D1399) in the tested soil (Szarvas) over a 6-week culture period. For vertical and hori-
zontal axis: See Fig. 1.

Fig. 3. Surviva rate (%) of the Rhizobium strains on the surface of seeds of two al-
falfa varieties (K6r6s-1 and Kakai Legel6) over a 6-week culture period. For vertical
and horizontal axis: See Fig. 1.

Fig. 4. Abundance of Rhizobium strainsin aerob (A) and anaerob (B), non-sterilized
compost over a 3-week period. For vertical and horizontal axis: See Fig. 1.

Fig. 5. Abundance of Rhizobium strains in aerob (A) and anaerob (B), sterilized
compost over a 3-week period. For vertical and horizontal axis: See Fig. 1.



