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Kiilonb6z6 talajtényezdk hatdsa a Rhizobium leguminosarum torzsek
szaporodasara és tiilélésére
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A rhizobium oltéanyaggal szembeni f6 kévetelmények kozé tartozik az,
hogy az azt alkoté torzs vagy torzsek talajban és a névények rizoszférdjdban
gyorsan szaporodjanak, és akkor is megtaldlhatSak legyenek a talajban, amikor
a gazdaszervezetiik nincs jelen. Ma még viszonylag hidnyosak az informéciéink
a kdrnye-zeti tényezdk rhizobiumokra kifejtett hatdsérél. Kozismert, hogy a ta-
laj pH-ja igen jelentds hatéssal van a rhizobiumok tilélésére. A savanyd talajok
befolydsa a rhizobiumokra jelentdsebb a makroszimbionta szimbiézis-hatdsn4l
(VINCENT, 1965). Azonos fajhoz tartozé kiilénbsz8 Rhizobium térzsek is kii-
16nféleképpen reagilnak a talaj pH-jéra.

A rhizobiumok - mint ismert - mezofil baktériumok, nitrogénkéts funkcidju-
kat mind a trépusi, szubtrépusi, a mérsékelt és a szubarktikus éghajlaton is el-
latjak. Kiilonbdz8 torzseik eltérden viselkednek 40 °C-on (VINCENT, 1965).
ROUGHLEY & DART (1970) megfigyelte, hogy az invéziét késleltette a gydkér
hémérsékletének csdkkenése a 11-19 °C-os tartomdnyban. Jelentds hétiirg-
képességgel rendelkeznek azok a térzsek, melyek a szubtrépusi félsivatagi és az
ontozott sivatagi teriiletek pillangés ndvény kultdrdinak gyskérgiiméiben for-
dulnak el6. A h6mérsékleten kiviil més talajtényezSk is befolydsoljak a rhizo-
biumok szaporodisit. A nagy hémérsékletnek karosité hatdsa van a magvak
felszinén vagy a talajban levd rhizobium inokulumra. CLOUTIER és munkatarsai
(1992) vizsgéltdk a hdmérséklet-valtoz4s hatésat a pszichrofil & mezofil Rhizo-
bium térzsekre. Megillapitottdk, hogy az arktikus és mérsékeltovi torzsek sza-
poroddsa csokkent a h6mérséklet sokkszeri emelésével.

A h8mérsékleten kiviil a nedvesség szintén meghatérozé tényezd a rhizo-
biumok talajbeli szaporodésdban. A rhizobium sejteket egy vékony vizréteg ve-
szi koriil, melyben az oldott anyagok koncentréci6ja nem olyan nagy, hogy az
kérositsa a sejteket. Ezért a til kevés viz jobban gétolja a rhizobiumok életmi-
kdéseit, mint a nagy viztartalom. A legtébb pillangés nvényben szérazsig ha-
tdsdra el8szdr a nitrogénkotd aktivitds csokken, majd a névény ndvekedése. A
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vizhidny a giimdk silyit jobban befolydsolja, mint a szdmat (PANKHURST &
SPRENT, 1975; PATTERSON et al., 1979; SINCLAIR et al., 1987, 1988). KIRDE
és munkatérsai (1989) megemlitették, hogy a N,-kotés a szdrazsdgra a legérzé-
kenyebb, a vizhidny jobban befolyésolta a glim@silyt a glimdszdmnil. A rend-
kiviili sz4drazsg a talajoldat ozmotikus nyomasdnak novekedésével jar akkor is,
ha a szérazsiagot a nagy hdmérséklet okozza. A talaj nedvességtartalma hason-
16an fontos szerepet jatszik a rhizobiumok tiilélésében és invazidjdban. NECA-
SEK és munkatirsai (1993) vizsgéltdk a szobahdmérséklet( szédraz és steril talaj
hatdsét a R. leguminosarum és R. meliloti térzsek szuszpenzidjanak sejtszdma-
ra. Kimutattdk, hogy a R. meliloti torzs sejtszdma kisebb volt a 16 h6énapos t4-
rolds utdn. Ugyanakkor a R. leguminosarum 10x-100x nagyobb sejtszdmot pro-
dukalt a 7 hénapos tdroldsi idg alatt, mint az eredeti inokulum.

A szakirodalomban nem taldlunk kielégitd t4jékoztatdst arrdl, hogy a talajok
kiilonb6zd autokldvozdsa milyen hatdssal van a rhizobiumok szaporoddséra a
talaj tApanyagtartalma szempontjibdl. POSTMA és munkatirsai (1990) megél-
lapitottdk, hogy a rhizobiumok reguldris szaporoddsa megegyezett a sterilizélt
é€s a nem sterilizalt talajokban.

Vizsgélatunk célja az volt, hogy meghatirozzuk azokat az optimilis talaj-
tényezdket, melyek alkalmasak a 16bab (Vicia faba) oltdsdra hasznélt kiilonbo-
28 R. leguminosarum torzsek maximdlis szaporoddsédnak kivaltdsara.

Anyag és moédszer

Rhizobium tirzsek. - Négy kiilonb6zs R. leguminosarum torzset (a libiai ta-
1ajbél szdrmaz6 240 pg/ml sztreptomicin rezisztens HB-3841, a magyar eredetd
Lébab-Z és Biikkony 75/4, valamint az angliai E1012) élesztSkivonat-mannit
(YEM) agaron tenyésztettiink, mely 3 g/l CaCO;-ot tartalmazott (KLECZ-
KOWSKA et al., 1968), 28 °C-on 36 6rdig inkubéltuk, majd a friss, logaritmikus
fazisban 1év3 kultirdkat 0,85 %-os NaCl-oldatban szuszpendiituk.

Talajmintdk. - A 4,6 pH-ji godollGi barna erddtalajbél 25 cm-es mélységig
vettiink mintit, miutdn annak felsé 2 cm-es rétegét eltdvolitottuk. A talajt
szobahémérsékleten silyallandésagig széritottuk, mikdzben tobbszor dsszeke-
vertiik és 2 mm lyukatmérdja szitdn atrostdltuk. Az oltdsra 50 g talajmintat ké-
szitettiink el&, amit a pH beéllitdsa utdn 150 ml-es steril iivegcsovekbe raktunk.
A talaj és desztilldlt viz 1:1 ardny\d szuszpenzi6jabél hatdroztuk meg a pH-t, €s
1 N KOH-oldattal illitottuk be 4,6-rél 5,1, 6,4, 7,0 és 8,4 értékekre. A mdsodik
sorozatban a nedvességtartalmat oly médon viltoztattuk, hogy a talaj 1égsziraz
tomegének 0, 25, 50, 75 és 100 %-at adtuk kétszeresen desztilldlt viz
formédjdban a mintdkhoz. Az livegcsGvek harmadik sorozatdt hdrom csoportba
osztottuk: nem autokldvozott (a), révidebb ideig autokldvozott (b) és hosszabb
ideig autokldvozott (c).
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a) nem autokldvozott.

b) révidebb ideig autokldvozott: hdrom napig - az els§ és harmadik napon 2
alkalommal, az autoklévozasok kozott 4 orés sziinetet tartva (a masodik napon
kezelés nem volt) - minden egyes alkalommal 7,5 percen 4t 1 atm nyoméson
121 °C-on;

c) hosszabb ideig autokl4vozott: hdrom napig - az elsd és harmadik napon 4
alkalommal, az autokldvozasok kozott 4 6rds sziinetet tartva (a masodik napon
kezelés nem tortént) - minden alkalommal 15 percen 4t 1 atm nyoméason 121°C-
on;

Talajmintdk oltdsa és inkubdcidja. - A négy Rhizobium torzset YEM tépol-
datot tartalmazé 250 ml-es lombikokba oltottuk és 36 6rdn 4t 28 °C-on riz6-
gépen rézattuk (150 ford./perc). A rhizobium szuszpenziébél (108 sejtszam/ml)
2,5 ml-t oltottunk az iivegcsovekbe és dsszekevertiik azokat. A 7,3 pH-ju, 35%-
os nedvességtartalmi steril talajt tartalmazé iivegesoveket 5, 15, 28, 35 és 45
°C-on inkubdltuk. A pH-kisérleteket 33 % nedvességtartalmi steril talajon vé-
geztiik, az inkub4ciés h6mérséklet 28 °C volt. A nedvességtartalom hat4sit a
7,3 pH-ju steril talajban ellendriztiik, az inkubéciés hémérséklet szintén 28 °C
volt. Az autokldvozési kisérletekben a talaj pH-ja 7,3, nedvességtartalma 33 %,
inkubdcids hémérséklete 28 °C volt. Harminchat érdnként megmértiik minden
livegesS tomegét a nedvességtartalom ellendrzése céljabél. Az inkubécids id6
négy hét volt.

Telepszdmldlds. - A négy R. leguminosarum torzs szaporodisit agarlemezen
torténd €16 sejtszdm meghatdrozdssal végeztiik a kiindul4si inokulumbél (106
sejtszam/g talajnak log,, kb. 4,7) és a kiilénb5z3 kezelések utén a talajban ma-
radtakbél. Az iivegesdvek tartalmit egy-egy 450 ml steril oldatot (melynek &sz-
szetétele: 0,3 g KH,PO, és 0,7 g K,HPO,/1 desztill4lt viz) (ACEA et al., 1988)
tartalmazd livegbe tettiik. Az iivegeket 30 percig razattuk (150 ford./perc) a ta-
lajrészecskék szétoszlatdsa végett. Ezutan higitdsi sort készitettiink az oldatok-
b6l. Minden higitésb6l hdrom ismétlésben szélesztettiink kongévirds indikétort
tartalmazé YEM tdpagarra (1 ml talajszuszpenzi6/12 ml téptalaj). A telepeket
28 °C-on 48 6rén ét torténd inkubécié utdn szaml4ltuk meg.

Statisztikai analizis. - A statisztikai szdmitdsokat az adatok log, (x) Atalaki-
tdsa utin ANOVA analizissel végeztiik. A szignifikancia szintet P = 0,05 érték
mellett vizsgaltuk.

Vizsgdlati eredmények

Az 1smétléds, iddben és jellegiikben véltozé komyezeti hatdsoknak nagy
szerepiik van a rhizobiumok szaporodésdra, A kiillonbozd talajfeltételek mellett
tenyésztett négy Rhizobium torzs szaporoddsénak meghatérozésat €16 sejtszam
mérésének médszerével végeztiik az aldbbiak szerint.
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A talajok pH-vdltozdsdnak hatdsa a térzsek szaporoddsdra

Négyhetes 28 °C-os inkubdcié alatt a kiilonbozd Rhizobium térzsekkel oltott
iivegesoveknél (a talaj pH-ja kiilonb6z8) azt figyelhettiik meg, hogy 4,6-os pH-
nil minden torzs sejtszdma csokkent az inkubdiciés idd elGrehaladtdval, kivéve a
Biikkdny 75/4-es torzset. Itt a masodik héten emelkedett a sejtszdm, de keve-
sebb volt, mint az eredeti oltéanyag sejtszdma, és az inkubéciés id§ novekedé-
sével ez is lecsokkent. Az adott feltételek mellett az egyhetes inkubécid alatt a
Lébab-Z és a HB-3841 tolerédlta a 4,6-es pH-t, mig az E1012-es térzs nem. A
torzsek tilélése 5,1-es pH-nél jobb volt, a Lébab-Z és HB-3841-es torzs sejt-
tomege megkozelitette az eredeti oltéanyag mennyiséget a 3. inkubdciés hét
utdn. A Biikkony 75/4 torzs sejtszama pH 5,1-nél az elsG héten emelkedett, s az
id6 eldrehaladtdval csokkent. Az E1012-es térzs nem élte til ezt a kémhatdst.
Amikor a talaj pH-ja 6,4, 7,0 és 8,4 volt, az E1012-es térzs j6l szaporodott,
nagy sejtszdmot produkalt a négy hét alatt. Ez id6 alatt a legjobban a 7,0 pH-nél
szaporodott a Libidbdl (HB-3841) és Anglidbdl szdrmazé (E1012), mig a
magyar torzsek szdmdra a hdrom hetes inkubdciés id6 kedvezett a legjobban
ugyanilyen pH méllett. Az Gsszes torzs jobban tolerdlta a 8,4-es pH-t, mint a
4,6 vagy az 5,1 értékit (1-2. tdblazat).

A talaj nedvességtartalma

Az dltalunk vizsgilt torzsek koziil egyik sem kedvelte a 1égszéraz és az 50%
nedvességtartalmu talajt. A 43 %-os nedvességtartalomnél az E1012 torzs po-
puldciéja egy hét utin kisebb volt, a Biikkony 75/4 toleralta, mig a HB-3841
jobban szaporodott az E1012 torzsnél. Az inkubécié 2. hetében volt a legna-
gyobb a sejtszdm. Ilyen nedvességtartalom mellett a Lobab-Z torzs a 3. hétig
nagyobb szaporoddsi rdtdval novekedett, mint a kezdeti oltéanyag, de a 4. hétre
a szaporodis lecsdkkent. A 33 %-os nedvességtartalomndl minden torzs maxi-
maélis névekedést mutatott (1-2. tdblazat).

Az autokldvozds hatdsa a talajra

A két magyar torzs a nem autokldvozott talajokban jéI szaporodott a 3. hétig
€s azutdn szaporoddsuk csokkent. A libiai és angol eredetd torzsek populdcija
négy héten it novekedett, de az ut6bbi szaporodési ratdja kisebb volt a libiain4l.
A torzsek a rovidebb ideig autokldvozott talajban szaporodtak a legintenziveb-
ben, mig a hosszabb ideig autokldvozottban a térzsek szaporodédsa kevésbé in-
tenzivnek mutatkozott. A szaporodds az inkubéciés id6 elGrehaladtdval négy
héten keresztiil ndtt (1-2. tdblazat).
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A hémérséklet hatdsa a torzsek nilélésére

A maximélis populéciészdmot a 4 hetes 28 °C-on torténd inkubécié utén
mértiik. A rhizobiumok szaporodésa jelentsen visszaesett 45 °C-os inkubécids
h&mérsékleten, és az 5 °C-nél kedvezdbb volt szdmukra a 15 °C, kiilondsen az
angliai torzs esetében. Csak a Lobab-Z (magyar) torzs szaporodott a 35 °C-os
hémérsékleten, és kozel akkora biomasszat produkalt ez id$ alatt, mint a
kontroll inokulum (1-2. tdbl4zat).

Az eredmények megvitatasa

Irodalmi adatok szerint a Rhizobium torzsek tilél3 képessége a magon és a
talajban eltérd (CHATEL et al., 1968; BURTON, 1975). Az okoldgiai - koztiik a
talajra és a talajban hat6 tényez6k - markadnsan befoly4soljak a rhizobiumok
szaporoddsdt, tilélését. A kiilonb6zd rhizobiumok héérzékenysége szintén egy-
mdstdl eltér§ (BOWEN & KENNEDY, 1959; CHOWDHURY et al., 1968). Nagyobb
hétoleranciat figyeltek meg a széritészekrényben széritott talajban (WILKINS,
1967), mint deszikkatorban széritott talajban (DANSO & ALEXANDER, 1974). A
magas h6mérséklethez valé alkalmazkoddst a talaj nedvességtartalma is befo-
lydsolja. Eredményeink azt mutattdk, hogy 33 %-os nedvességtartalomnél a
legalacsonyabb és legmagasabb hémérsékleten a rhizobium inokulumok til-
élése csokkent. CHEN & ALEXANDER (1973) megillapitotta, hogy a rhizobi-
umok szaporoddsdhoz sziikség van egy minimdlis viztartalomra. Mi a legna-
gyobb telepszdmot a 20 és 33 %-os, a legkisebbet pedig a 0 %-hoz kozeli és
50 %-os nedvességtartalomndl tapasztaltuk. A nagy agyag- és humusztartalmy
talajokban nagyobb a rhizobiumok tilélése az agyag- vagy més talajrészecskék
kozotti interakcié miatt. Megfigyeltiik, hogy a révidebb ideig autokl4vozott ta-
lajmintdban a rhizobjum inokulum gyorsabban szaporodott, mig a nem steril
talajmintdkban csokkent a telepek szdma. A rhizobium telepek képzGdését a ta-
laj pH-ja is jelent&sen befolyasolja. A tr6pusi rhizobiumok kevésbé érzékenyek
a talaj savassdgdra, mint mds rhizobijumok, és megtaldlhat6ak 4,5 pH-n vagy
ennél savanyiibb talajokban is (VINCENT, 1974). Azt tapasztaltuk, hogy az Gce-
dnikus torzs az alacsony pH-ra volt a legérzékenyebb, a mérsékeltdvi torzs a
kozel semleges pH-t részesitette eldnyben. A két magyar t6rzs jobban tolerslta
a tdg pH-hatdrokat, mint a mdsik két vizsgalt torzs. A nagy szervetlen sGkon-
centréciok - pl. a sds talajokban - nehézfémek és a fokozott talajnedvesség
ugyanigy csokkentik a rhizobiumok tilélését, mint a gazdandvények giimd-
képzését és a nitrogén fixdcidjat (HOLDING & Low1, 1971; CHATEL & PARKER,
1972; BAYOUMI HAMUDA, 1992). A gyenge tilélést annak tulajdonitjak, hogy
a torzsek képtelenek elviselni a magas h6mérsékletet és az alacsony nedvesség-
tartalmat (BOWEN & KENNEDY, 1959; BUSHBY & MARSHALL, 1977; PENA-
CABRIALES & ALEXANDER, 1979; VAN RENSBURG & STRIIDOM, 1980;
SALEMA et al., 1982; WEAVER et al., 1985; WEAVER & HOLT, 1990). BAL-
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DANI & WEAVER (1992) kimutattdk, hogy a R. leguminosarum bv. trifolii tor-
zsek gyakran tartalmaznak a szimbidzis plazmidjdn kiviil méds plazmidokat is.
Ezek lehetdvé teszik azt, hogy tiléljék a magas hdmérsékletet (38-42 °C) és a
szdrazsagot.

Szignifikdns kiilonbség (P = 0,05) volt tapasztalhat6 az inokulumok kezdeti
és a végs6 populdcibja kozott (1-2. tdblazat), A vizsgdlt torzsek koziil a Bik-
kony 75/4 bizonyult a legtolerdnsabbnak az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott, majd ezt kovette a Lobab-Z, a HB-3841 és az E1012 térzs. A rhizo-
biumok talajbeli szaporoddsa és a talajtényezdk kozotti dsszefiiggés részlete-
sebb tisztdzdsa az autokldvoziskor torténd kémiai véltozdsok pontos meghatd-
rozdsa utdn lehetséges.

Osszefoglalas

A kiilonboz8 R. leguminosarum torzsek szaporoddsat és tilélését vizsgaltuk
g06dollsi barna erdétalajban kiilonb6zd pH-értékeknél (4,6, 5,1, 6,4, 7,0 és 8,4).
A tobbféle nedvességtartalmi talajban (0, 20, 33, 43 és 50 %), valamint a
hosszabb és rovidebb ideig autokldvozott, valamint a nem autokl4vozott tala-
Jokban kiilonb6z8 (5, 15, 28, 35 és 45 °C) inkubdciés hdmérsékleteken szapo-
ritottuk a térzseket. Valamennyi kezelt talajminta 50 g-jat 2,5 ml (106 sejt/ml)
rhizobium szuszpenziéval oltottuk. A térzsek telepeit kongévords indikétort
tartalmazé €lesztd-mannitol agaron szdmoltuk. Megéllapitottuk, hogy a Rhizo-
bium torzsek telepszdma 4,6 pH-értéknél a 0, 20 és 50 %-os nedvességtarta-
lomndl, valamint a nem autokl4vozott talajban 5, 15 és 45 °C-on volt a leg-
kisebb. A torzsek szaporodését leginkdbb a kdvetkezd okolégiai paraméterek
segitették: pH 6,4-8,4; 20 és 33 % nedvességtartalom, valamint a révidebb ide-
ig tartd autokldvozas. E feltételek kiilongsen az E1012 és a Biikkony 75/4 torzs
szaporoddsdnak kedveztek. A torzsek tilélési rtdja teszttényezénként véltozott
a négyhetes inkub4ci6s idd folyamdn. A vizsgélt torzsek koziil a Biikkony 75/4
bizonyult a legtolerdnsabbnak az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott,
majd ezt kovette a Lobab-Z, a HB-3841 és az E1012 torzs.
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