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A nehézfémtartalmd szennyviziszapok mez8gazdasagi teriiletekre val6 ki-
helyezése, valamint egyéb kdrnyezetszennyezddések (pl. kizlekedés) miatt nap-
jainkban egyre inkdbb szdmolni kell a talajéletre kifejtett specidlis karos hatd-
sok dltaldnossd valasdval.

A kiilonféle ndvényvédd szerek, antibiotikumok, mitragydk, detergensek és
kémiai vivéanyagok rhizobiumok és pszeudomonaszok esetében észlelt szapo-
rodds-gatlisat illetden szdmos irodalmi hivatkozds ismert (BAYOUMI et al.,
1988a,b; BAYOUMI & KECSKES, 1991; BiRO et al., 1983; BfRO & KECSKES,
1984; BIRO, 1988). Tobb vizsgélati adat taldlhaté a nehézfémek hasznos talaj-
mikroszervezetekre gyakorolt kedvezétlen hatdsédrdl is (CHAUDRI et al., 1992;
MARTENSSON, 1992; MCGRATH et al., 1988; REDDY et al., 1983; SMITH et al.,
1990).

A N,-kotésnek, mint az egyik legfontosabb Il’llkl‘Ob]OlOglaJ kules-
folyamdtnak a nehézfémekkel szembeni érzékenységét COPPOLA és szerzdtarsai
(1988) emlitik, a szimbionta rhizobiumokra valé kedvezétlen véltozdsokrdl pe-
dig EL-AZiz és szerzétdrsai (1991) szdmolnak be. GILLER és szerzGtarsai
(1989) megemlitették ugyan, hogy a szimbiotikus kapcsolatban levé rhizobi-
umok védve vannak a gydkérgiimében a talaj fémszennyezettségétsl, de a nativ
mikroba-populécié és/vagy a gazdanvény annél inkébb érintett. A vizsgalatok
sordn azt is kimutattik, hogy a gyorsan szaporodé rhizobiumok a nehéz-
fémekkel szemben érzékenyebbeknek bizonyultak, mint a lassi szaporod4si
bradyrhizobiumok fajreprezentdnsai (COWLES et al., 1969).

Tekintve, hogy a N,-kot6 mikrobék tevékenysége nagyban hozz4jérul a ta-
lajtermékenység javulasihoz, ezért pontos és extrapoldlhaté vizsgélati médsze-
rek sziikségesek a gitlé tényezék megillapitdsidhoz (SKUINNS et al., 1986).
Mindezeket figyelembe véve Gsszehasonlité vizsgdlatokat végeztink gyoké-
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gimd$ baktériumok és néhdny fontos rizoszféra-rizopldn baktérium mikroele-
mekkel, elsGsorban a kommundlis szennyviziszapban leggyakrabban el8forduld
Cu?* és Zn?>* ionokkal, szembeni érzékenységére vonatkozéan az OTKA
2537/1991. szdmii pélyézata keretében.

Anyag és modszer

Babrdl, 16herérdl és 16babrél szarmazé Rhizobium, nyirségi fehérviragi csil-
lagfiirtrdl izol&lt Bradyrhizobium, biza, kukorica és Digitaria decumbens
rizoszférdjabol nyert hazai izoldldsd és torzsgyljteménybdl szdrmazéd N,-kotd
Azospirillum, €és néhdny biologiai N,-kotésre nem képes Pseudomonas torzs
nehézfémtiird képességét vizsgéltuk laboratériumi koriilmények kozott (1. tab-
lazat).

A mérések 25, 50, 100, 200 és 400 uM koncentriciéban CuSO, és ZnSO,
vegyiileteket tartalmazé folyékony, éleszt8kivonat-mannit (YEM) (VINCENT,
1981), illetve nitrogénmentes almasav (Nfb) (DOBEREINER & DAY, 1975), tap-
talajban - a szervetlen alkotorészek elhagydsdval - torténtek. Az emlitett diva-
lens kationok séit, valamint az enélkiili 5 cm? tapfolyadékokat 0,1 cm?, meg-
kozelitSleg 10%/cm?® baktériumot tartalmazd szuszpenziéval oltottuk és 48 dris
28 °C-os mikrofermentoros rizatdssal tenyésztettiik.

1. tabldzat
A nehézfémtiirési vizsgalatokban tesztelt bakiérium (orzsek és eredetiik

eY) @ €)]
Baktérium neve Lab. jelzés Gazdandvény
Rhizobium legumin- HB-3841 Vicia faba
osarum bv. viceae Lébab Z Vicia faba
Biikkény 75/4 Vicia faba
Bradyrhizobium sp. Br8 Lupinus albus
(Lupinus)
Br 14 Lupinus albus
Br 31 Lupinus albus

Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum sp.

Pseudomonas sp.

Sp7 (ATCC 29145)
Sp59 (ATCC 29707)
Km 5

Be 7

Km 8

Ke |l

Digitaria decumbens
Triticum aestivum
Zea mays

Triticum aestivum
Zea mays

Zea mays
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Inkubélds utin az 560 nm hullimhosszon spektrofotométerrel (DR-2000
tipusi) kapott extinkcids értékeket a kontroll %-4ban adtuk meg. Az adatokat
variancia-analizissel elemeztiik (SVAB, 1981).

Vizsgélati eredmények

A 2. tdbldzat alapjan bemutatjuk a Cu?* és Zn?*- tartalmi vegyiiletek hatdsat
a vizsgélt baktérium torzsekre.

A gyors szaporoddsi rhizobiumok koziil a "Lébab Z" jeld Rhizobium legu-
minosarum bv. viceae torzs bizonyult a legellendllébbnak, mert az alkalmazott

2. tdbldzat
A Cu?* és Zn?* ionok hatésa rizosz[érabél izolalt baktériumok szaporodasira
(a kontroll % - dban)

48] CuSO, ZnSO,
Baktérium torzsek
Rhizobium
HB-3841 40,6 42,2
Lébab Z 41,9 83,7
Biikkony 74/4 22,3 58,9
a) Atlag 33,0 60,5
Bradyrhizobium
Br 8 59,2 66,4
Br 14 70,3 722
Br 31 74,1 74,4
a) Atlag 67,8 71,2
Azospirillum
Sp 7 64,2 38,1
Sp 59 51,6 33,4
Km 5 63,7 50,8
Be 7 553.3 36,5
a) Atlag 58,7 39,7
Pseudomonas
Km 8 79,5 49.2
Ke 1l 69,5 47,3
a) Atlag 74,5 48,2

SzD;,, = 13,6



346 BIRO et al.

nehézfémek kiilonboz6 koncentricidinak Osszesitett hatdsat illetSen nem volt
szignifikdns szaporodasgatlas.

A CuSO,-tartalmu tdptalajok toxikusabbnak bizonyultak a R. leguminosa-
rum bv. viceae esetében.

A lassi szaporodasi Bradyrhizobium torzseket a fehérvirdgi csillagfiirt
(Lupinus albus L.) gytkérgiimdibdl izolaltuk, nyirségi gyengén savanyd ho-
moktalajbdl, és a glim&kotSképesség, valamint egyéb tulajdonsdgok ellendrzése
utn - mint oltdanyag készitésére alkalmas torzseket - szelektaltuk.

A bradyrhizobiumok esetében megdllapitottuk, hogy ellentétben a gyors
szaporod4sd rhizobiumokkal, nincs kiilonbség a Cu?* és Zn?* ionoknak a
szaporodasukra gyakorolt hatdsait illetGen. A biotikus és abiotikus tényezdkkel
szembeni tir6képesség alapjdn oltdanyaggydrtisra kivalasztott szimbionta N,-
kotd baktérium térzsek koziil a Bradyrhizobium torzsek egyontetiibben visel-
kedtek, mint a Rhizobium torzsek.

A fiifélék és az egyszikd mezdgazdasigi novények rizoplanjdban és gyokér-
szdveteiben (hisztoszférdjaban) €16 Azospirillum torzsekre is jelentds géatlé ha-
tast fejtettek ki a Cu®* és Zn?* ionok szulfit (SO,%) vegyliletei. A gitléhatds
mértéke hasonldképpen alakult, mint a Rhizobium baktériumokndl, de ez eset-
ben a Zn?* ionok bizonyultak szignifikdnsan toxikusabbnak. A két Azospirillum
faj, az A. lipoferum és az A. brasilense autentikus reprezentinsai (Sp 7, Sp 59),
valamint a hazai izoldtumok (Km 5, Be 7) kozott statisztikailag igazolhat6 kii-
lonbség Osszesitett hatdsban nem adédott. A koncentrdciék hatdsét kiilon-kiilon
figyelembe véve azonban a Km 5 jelll kukoricarél izoldlt hazai térzs a Zn**-
ionnal szemben szignifikdnsan er8sebb tolerancidval rendelkezett.

Az azospirillumokhoz hasonléan viselkedd és azonos médszerekkel izoldl-
hat6, de ugyanakkor biolégiai N,-kotésre nem képes, Pseudomonas fajokhoz
tartozé torzsek viszont kevésbé voltak érzékenyek a tanulminyozott nehéz-
fémekkel szemben, bar a Zn?* ionok ez esetben is ersebb gétlast okoztak.

A 3. tibldzatbél a Zn?* ionok depressziv hatdsa szintén kitlinik a kiilénbozd
vizsgélt koncentriciok fiiggvényébenis. Megdllapithatd, hogy amig a CuSO,

3. tabldzat

A Cu?* és Zn** nehézfémek koncentracidinak hatiasa Azospirillum torzsek
szaporodisara (a kontroll %-aban)

(1) (2) Koncentraciok (pM)
Nehézfém 25 50 100 200 400
Cu?+ 97.6 91,2 84,9 37,6 8,9
Zn** 73,6 61,8 30,4 17,2 9.9

SzDs, = 13,6
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100 uM hatdrértékig nem okozott szignifikdns szaporodds-csokkenést, addig a
ZnSO, miér 25 uM értéknél jelentSs sejtszdmestkkentd hatdst gyakorolt a biiza
és kukorica rizopldnjabdl izoldlt Azospirillum baktériumokra.

Az eredmények megvitatisa

A kiilonbozd talajokologiai feltételek hatdssal lehetnek a talaj- és rizoszféra-
mikrébak szaporoddsdra, igy a nehézfémtartalmd szennyviziszapok egyre erd-
teljesebb felhasznaldsdnak talajéletre kifejtett kéros hatdsdval is mindinkdbb
szamolnunk kell. CHAUDRI és szerz8tdrsai (1992), valamint SMITH és GILLER
(1992) a kommunélis szennyviziszap 4tlagos évi, nehézfémekhez tartozé
kationtartalmat illetSen a kovetkezd csdkkend sorrendet 4llapitottak meg: Zn,
Cu, Pb, Cr, Ni és Cd. Ilyen meggondoldsbél elsGsorban a Zn2* és Cu2* ionok
hatésit ellendriztiik a kiilénféle mikrob4k szaporod4sara.

MARTENSSON (1992) szerint a Cu?* és Zn?* jonok hatdsmddja erdsen fiigg
az alkalmazott vizsgdlati médszertdl is, igy példdul az agaros taptalaj ersen ad-
szorbedlhatja azokat és kiegyenliti, tompitja hatdsukat. Megillapitdsat figye-
lembe véve és kivitelezhet8sége miatt a folyékony, mikrofermentoros médszert
alkalmaztuk.

Bér a laboratériumi eredmények szabadféldi viszonyokra valé extrapol4-
lasdval Gvatosan kell eljirnunk, mégis sziikséges ismereteket gyiijteni a hatér-
koncentrdcidkat illetSen, és redlis sziikséglet a gyakorlatban oltdsra felhasz-
nilhat6é tolerdns ttrzsek felkutatdsa,"eléllitisa” is. GILLER és szerzdtarsai
(1989) megemlitették ugyanis, hogy két hénappal a tézeges talajoltds utdn nem
taldltak talélé R. leguminosarum bv. trifolii torzset a talajban, mivel az olté-
anyag-gydrtasra felhasznalt torzseket eldzetesen nem szelektaltik laboratériumi
koriilmények kozott nehézfémtird képesség alapjan. Az oltds pedig iparilag
erdsen szennyezett technogén teriileten tortént. SKULJINS és szerzdtarsai (1986)
is a rhizobiumok nagyfoki nehézfémekkel szembeni érzékenységérsl tdjékoz-
tatnak. COWLES és szerzGtarsai (1969) ugyanakkor a gyors szaporodést rhizo-
biumok erdsebb tiirdképességérdl adnak hirt, a lassd szaporod4sd bradyrhizp-
biumokhoz képest, de a vizsgdlati eredményeinkbsdl erre nem kovetkeztet-
hetiink.

Osszegzésképpen megdllapithatjuk, hogy bar kéros hatdsokat észleltiink, a
megfelel§ szelekcids technikdk alkalmazdséaval ellendllébb torzsekhez is jutha-
tunk. A biotikus és abiotikus tényezSk hatdsdnak ellendrzése és kevésbé érzé-
keny, oltéanyaggyartdsra is alkalmas térzsek keresése mind 6koldégiai mind
gazdasdgossagi szempontbdl is, rendkiviil fontos,



348 BIRO et al.

Osszefoglalas

Szerz8k néhény potencidlisan névényoltésra felhaszndlhatd, bioldgiai N,-ko6-
tésre képes baktérium nehézfémtlrd képességét tanulmanyoztik laboratériumi
koriilmények kozétt. A Cu?* és a Zn?* ionok hatdsét ellendrizték szimbiotikus,
és asszociativ N,-kotd baktériumok (Rhizobium, Bradyrhizobium és Azospiril-
lum), valamint a rizoszférabdl izoldlt, két nitrogénkdtésre nem képes, fluoresz-
cens tipusi Pseudomonas torzs szaporoddsira.

A mérések 48 6ris, mikrofermentoros, 25, 50, 100, 200 és 400 uM koncent-
racigji Cu?* és Zn?>* ionokat tartalmazd, folyékony, nitrogénmentes almasav
(Nfb), illetve élesztdkivonat-mannit (YEM) téptalajban valé tenyésztés utdn
spektrofotométerrel (DR-2000 tipusid) torténtek. A kapott extinkcids értékeket a
kontroll %-dban adtdk meg.

Megillapitotték, hogy a vizsgélatba vont Cu?* és a Zn>* ionok valamennyi
baktérium tdrzs szaporoddsét gatoltak.

A rhizobiumok szaporodisdra a Cu?*, az asszociativ baktériumok esetében
pedig a Zn?* ion volt erSsebben gitlé hatdsd a vizsgdlt koncentrici6kban. A
csillagfiirt gyokérgiimGjébdl izoldlt Bradyrhizobium torzsek szaporoddsa kozott
nem volt kimutathat$ jelentds kiilonbség a nehézfémre vonatkoztatva (32-, ill.
29 %-os sejtszdmcsokkenés). Az eredményekbdl levont kovetkeztetések ismé-
telten a torzsszelekci6 fontossdgara hivjék fel a figyelmet.
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Summary

In vitro experiments were carried out to establish the heavy metal sensitivity of
different bacteria being as potential inocula-components for certain agricultural plants.
Cu?* and Zn?* ions in the sulphate forms proved to be the most harmful for the growth
of Rhizobium leguminosarum strains. The effect of 25, 50, 100, 200 and 400 pM
CuSO, and ZnSO, salts was tested in yeast extract mannitol (YEM) liquid or nitrogen-
free maleic (Nfb). 5 cm® media was inoculated with 100 pl of bacterial suspension
(approximately 10% CFU/cm?). The growth extinction of the strains was measured after
48 hours of incubation using the microfermentor technique at 560 nm (Spectrophoto-
meter DR-2000 type). Data are shown as a percentage of the control and LSD,, is
also calculated. The growth potential of a number of nitrogen-fixing Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azospirillum and scavenger fluorescent-type Pseudomonas strains
was tested.

In Bradyrhizobium strains isolated from the root-nodules of white lupin, Cu** and
Zn2* ions had deleterious effects of the same order (the cell number decreased by 32
and 29%, respectively). On the other hand, Cu?* was more harmful to Rhizobium
leguminosarum than Zn?*, whereas the opposite was found in the case of associative
N,-fixing and scavenger bacteria. It is important that the tolerance of the strains to
harmful and polluted soil metal should be measured before using the strains for plant
inoculation.

Table 1. Names of the N -fixing bacterial strains. (1) Species name of tested
bacteria. (2) Laboratory codes. (3) Host plant.

Table 2. Effect of Cu?* and Zn®* on the growth of some rhizosphere bacteria (1)
Bacterial strains. a) Mean. LSD,,, = 13.6

Table 3. Effect of different Cu?* and Zn?* concentrations on the growth of Azo-
spirillum strains, as a percentage of the control. (1) Heavy metal, (2) Concentrations
(uM). LSD,, = 13.6



