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Néhany aluminium-vegyiilet hatdsa kiilonboz3 Rhizobium fajokhoz
tartozé torzsek szaporodasira
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Az ipari, kommunélis és mez8gazdasigi eredetd szennyezddések felhalmo-
z6ddsa kovetkeztében a termétalajok fém-(nehézfém-)-tartalma az utébbi év-
tizedekben 4ltaldban, esetenként pedig jelentds mértékben megndvekedett. Ak-
kor, amikor egyes fémek, illetve vegyiileteik kis koncentréciékban nermn csak,
hogy kedvezéek, de sziikségesek is egyes talajban lezajlé folyamatokhoz, a né-
vénytermeléshez, ugyanakkor nagy mennyiségiik, sajitos kombinaci6k, kiros
hat4sdval is szdmolnunk kell.

KEYSER & MUNNS (1979) szerint 50 uM AI3+ jelenléte segiti tobb
Rhizobium torzs szaporod4sit. THORNTON & DAVEY (1983) szaz R. trifolii
torzset megvizsgélva kijelentette, hogy a torzsek igen JOl szaporodnak a téptalaj
35 uM AlP*-tartalma mellett is, ezzel szemben a térzsek 70 %-a 15 uM Al3+-ot
volt csak képes toleralni pH 4,2 értéknél. WooD és munkatérsai (1984) szerint
ezek a torzsek szaporoddsra képesek a folyékony kulnirdban nevelt Trifolium
repens esetén (pH 4,7) 25-50 uM Al**-tartalom mellett is. GRAHAM és munka-
tarsai (1982) 55 R. phaseoli térzs toleranci4jat tanulményoztdk savas pH-jii t4p-
talajon Al**és Mn?*+ adagol4sa mellett. TREMAINE & MILLER (1983) megélla-
pitsa szerint a R. leguminosarum bv. phaseoli és a Bradyrhizobium japonicum
torzsek rezisztencidja aluminiummal szemben kiilonbz3, A rhizobiumok sza-
porodisi képessége Al3+-tartalmu tdpoldatban hasonlé a sav-stressznek aldvetett
torzsekéhez (WooD & COOPER, 1985).

WHELAN & ALEXANDER (1986) eredményei azonban azt igazoltak, hogy a
Rhizobium trifolii torzs még akkor is jél szaporodik, amikor a téptalaj 50 uM
AlP*-ot tartalmaz (és pH-ja 4,6), de a szaporodis exponenciélis szakasza ennél
nagyobb Al**-koncentraci6 alkalmazésa esetén mér hosszira nyulik, és 100 pM
AI** mér erBsen gitlé hatisi. A WoOD & SHEPHERD (1987) éltal vizsgalt
Rhizobium térzsek 14 %-a tolerflta az AI3* 10 uM-jit pH 4,5 értéknél.
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RICHARDSON & SIMPSON (1989) vizsgdlatai szerint az Al3* 60 pM-n4l kisebb
koncentréciéban nem gétolja a R. trifolii nod-génjeinek aktivitdsat.

Ezzel szemben WooOD & COOPER (1988a,b) azt dllitottdk, hogy az 50 pM-os
AlP+-koncentrdcid gétolja a R. trifolii torzsek szaporoddsit. WOOD €s munka-
tarsai (1988) folyékony tdptalajon vizsgdlva az AI** Rhizobium és Brady-
rhizobium torzsekre gyakorolt hatdsat, kimutattdk, hogy a R. loti szaporodésa
50 uM Kkoncentricié (pH 4,5) alkalmazisakor visszaesett, mig a Bradyrhizo-
bium sp. (Lotus) tolerdlta azt. APPANA (1988, 1989) kimutatta, hogy a sejtfalat
alkot6 poliszacharidok szintézise fokozédik a giimébaktériumokndl a Fe?* és
Al**tdptalajban vald jelenléte esetén. VARGAS & GRAHAM (1988) négy nap in-
kubdcids idé elteltével 28 °C hdmérsékleten megfigyelte, hogy a telepek jobban
tolerdltdk a 200 uM Mn2+-t a 100 pM Al3+-ndl. KARANJA & WooD (1988)
vizsgdlataiban alkalmazott hirom R. phaseoli térzs pH 5,5-n tolerdlta a 20 uM
Al¥*-koncentrdcidt, de nem voltak képesek elviselni az 50 uM-t, pH 4,5 esetén;
a torzsek a 10 pM-t kdrosodds nélkiil elviselték.

JOHNSON & WooD (1990) azt dllapitotta meg, hogy az aluminium-érzékeny
torzs DNS szintézisét stimuldlja az Al3*, viszont a replikdcié hibds lesz, a javi-
tdsi mechanizmus pedig kiesik.

KINGSLEY & BOHLOOL (1992) olyan Al-mutins R. leguminosarum bv.
phaseoli térzseket izoléltak, amelyek 80-100 uM Al3*+-tartalmd téptalajon is ké-
pesek voltak szaporodni. RAMAN-RAI (1992) vizsgdlatainak eredménye szerint
az AlCI, koncentracidjdnak névekedése, illetve a pH csékkenése kiros hatdsd a
lencse mikroszimbiontdinak nitrogendz aktivitdsdra és a nitrogén fixacidjdra.
VARGAS & DENARDIN (1992) 31 talajmintdb6l 155 R. leguminosarum bv.
phaseoli torzset izoldltak, majd ezek tolerancidjat vizsgaltdk 100 pM Al3+-mal
szemben, pH 4,5 mellett, agaros téptalajon. A 155 izoldtumbél 77 nétt ki a tép-
talajon négy nap elteltével, melyeket sav-tolerdns torzseknek neveztek el
LEUSEUR és munkatdrsainak (1993) irdsa szerint, akik az Acacia mangium és a
Faidherbia albida mikroszimbiontdit szelektiltdk sav- és aluminium-toleranci-
dra nézve, a pH 4,5 tolerdns térzsek még 100 puM Al**-koncentracid jelenlétét is
elviselik a téptalajban. A szakirodalommal megegyezden arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a trépusi talajbél szirmazé bradyrhizobiumok tlirdképesebbek a
savas és nagy aluminium-tartalmi kozeggel szemben, mint a mérsékeltovi
rhizobiumok. MERBACH és munkatérsai (1990) szerint az Al3* toxicitdsa a kis
pH-értéknél fokozottabban kirositd tényezd a rhizobiumok szdméra.

Vizsgélataink célja az, hogy megdllapitsuk, hogy a kiilénb626 aluminium-
vegyiiletek koncentrici6i, és az aluminium kotottségi allapota mennyiben be-
folydsolja a kiilonbdz& Rhizobium torzsek szaporoddsdt laboratériumi koriil-
mények kozétt.
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Anyag és modszer

Laboratériumi feltételek kozott (in vitro kisérletek sorin) tanulmdnyoztuk
néhdny aluminium-vegyiilet (Al,0,, Al(OH),, AICL;, Al,(SO,);, KAI(SO,),)
otféle koncentraciéjanak (0, 25, 50, 100, 200 és 400 pM) hét gyors szaporoddsd
Rhizobium torzsre gyakorolt hatdsat:

1. Rhizobium leguminosarum: Lébab-Z (Magyarorsz4ig)
2. Rhizobium leguminosarum: Biikkény 75/4 (Magyarorszig)
3. Rhizobium leguminosarum: HB-3841 (Libia)

4. Rhizobium leguminosarum: E1012 (Anglia)

5. Rhizobium phaseoli: Bab 5/3 (Magyarorszag)
6. Rhizobium trifolii: L6 133/64 (Magyarorszag)
7. Rhizobium loti: ' Baltacim-3 (Magyarorszag)

A rhizobiumok tenyésztéséhez a vizsgélataink sordn Yeast Extract Mannitol
Agar-t (YEM) (KLECZKOWSKA et al., 1968), valamint YEM tdpoldatot, illetve
a BAYOUMI HAMUDA (1992) 4ltal médositott (kizdrélag szerves alkotékat tar-
talmazé) YEM tdpoldatot alkalmaztuk.

Azért vilasztottuk a fenti alumfnium-vegyiileteket, hogy megvizsgéalhassuk
mennyiben befolyésolja a rhizobiumok szaporoddsit maga az Al kation és
mennyiben azok anion része.

Az Al-tolerancia vizsgilatinél a csak szerves dsszetevéket (10 g mannitol és
0,4 g élesztSkivonat/liter) tartalmazé tdpoldathoz (BAyoumr HAMUDA, 1992)
adagoltuk a fentiekben megadott aluminium-vegyiilet dézisokat. Ezen tépoldat
5 cm®-ére oltottuk a vizsgélt Rhizobium tdrzsek szuszpenzidjdnak 125 pl-ét,
melynek egy cm3-e koriilbelill 107 rhizobium-sejtet tartalmazott. Vizsgalataink
sordn kontrollként a csak szerves alkot6kat tartalmaz6 tdptalajon térténG bakté-
riumszaporodéds mértékét tekintettiik.

A vizsgalatokat hdrom ismétlésben végeztiik. A térzseket razatdssal 48 6ran
at 28 °C-on mikrofermentorban (150 fordulat/perc) tenyésztettiik, a szaporod4si
ratét ezt kovetden spektrofotométerrel (DR-2000 tipusd, USA), 550 nm hulldm-
hosszon mértiik.

A statisztikai szdmitdsokat ANOVA analizissel végeztiik. A szignifikancia
szintet P = 0,05 érték mellett vizsgéltuk.

Vizsgéalati eredmények
Rhizobium leguminosarum

Az e fajhoz tartozé Lébab-Z torzset hazédnkban izoldltdk. Ez igen eltéren
viselkedett a kiilénb6z6 aluminium-vegyiiletekkel szemben. Valamennyi alumi-
nium forma szaporodésserkentd hatdssal volt a térzsre még 50 uM-os koncent-
riciéban is, kivéve az AICl;-ot, melynek mér ez a dézisa is gitolta a SZaporo-
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dasét. Az oxid, hidroxid és szulfit forma még 100 pM-on is kedvezd, mig a
kdliumos és kloridos s6k ilyen adagja mér csdkkenti a szaporodast. Lathaté,
hogy a tesztelt aluminium-vegyiiletek mindkét alkotdja szaporodést befolyésol6
tényezd, mivel a szulfat és klorid forma savas irdnyba tolja el a pH-t, ami méar
onmagéban is gétolja a torzs reprodukcidjit. A KAI(SO,),-ot kivéve vala-
mennyi aluminium-vegyiilet koncentriciéjdnak novelése a szaporodds vissza-
esését eredményezi. A rhizobiumok szaporoddsa 50 pM alkalmazdsakor a leg-
kedvez6bb, itt a szaporodisi rita a kontrollénak és az AICl;-énak is csaknem
kétszerese. 100 pM felett mdr valamennyi aluminium forma toxikus a torzsre.
A legkedvezébb hatdstinak az Al,O, mutatkozott, legtoxikusabb pedig az AlCl,

volt. Szignifikans kiilonbséget az AlCI és az Al(OH), hatdsdban nem talal—
tunk. Ezzel szemben igen eltérden v1se1ked1k a torzs az AlCl;-dal és Al,(SO,),-

al, valamint a KA1(SO,),-tal és Al(OH),-dal szemben (1A. ébra)

Mig a Lobab-Z torzsnél a szaporodist leginkdbb segit§ koncentricidk stla-
gosan 29 %-kal, addig a Biikkoény 75/4 torzsnél mindtssze 19 %-kal emelték a
sejtszdmot. Aluminium-vegyiiletekkel szembeni tolerancidja is elmarad az
el6bb ismertetett torzstdl. Ugyancsak az Al,O, volt a legkevésbé toxikus, annak
még 100 pM-ja is kedvezdbb a szaporodés tekintetében. Itt is annak 50 pM-os
Jelenléte volt a legoptimélisabb. Kiemelkedd szaporodési réta figyelhetd meg a
kloridos forma hatésdra is. Ezekt6] szignifikdnsan eltér a hidroxidos forma, va-
lamint a KAI(SO,), hatdsa 50 uM-os dézis felett. Efelett a koncentrécié nove-
kedésével intenziv szaporodds-csokkenés figyelhet§ meg (1B. 4bra).

Libiabdl szdrmazik a HB-3841 jelzéshi, gyengén alkdlikus talajbsl izolalt
sztreptomicin (240 pg/ml) rezisztens mutans térzs. Az 4ltalunk tapasztalt ne-
hézfémekkel szembeni viselkedése hasonl$ a fajhoz tartozé, eddig ismertetett
két torzséhez. Aluminium-vegyiiletekkel szembeni tolerancidja mér elmarad a
faj tobbi torzsreprezentinsatél. Azoktdl eltérden legkedvez8bb szamdra az
Al,O; 25 pM-ja, e dézisndl nagyobb értéknél a szaporoddsa visszaesik.
KAI(SO,),-tal szembeni viselkedése hasonlé az eddigiekéhez. Az Al(OH),-dal
szemben azonban nagyobb toleranciét tanisitott azokndl. Legtolerdnsabb ez a
torzs is az Al,O;-dal, majd a Bitkkdny 75/4-hez hasonléan az Al,(SO,);-tal
szemben volt ( 1 C dbra),

Ez a t6rzs a kémhatdsra nézve még kevésbé bizonyult ellendllénak, mint a
két el6z8. Mér kismértékd ligos vagy savas irdnyba torténd eltolédss is azonnal
korldtozta a torzs szaporod4sit, illetve ezen korldtozédds mértéke jéval intenzi-
vebb volt, mint bdrmely més, 4ltalunk tanulményozott térzsnél, mely részben
visszavezethet§ az aluminium-vegyiiletekkel szembeni toleranci4janak kisebb
mértékére is. Osszességében elmondhatjuk, hogy a torzs mogott csak egyetlen
mésik, az E1012-es jelzési maradt el az aluminium-vegyiiletekkel szembeni to-
lerancidban, illetve a savas kozeggel szembeni tirdképességben.
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1. dbra
A Rhizobium leguminosarum torzsek szaporodisa kiilonbéz6 aluminium-vegyiletek
hatasdra. A. L6bab-Z. B. Biikkény 75/4. C. HB-3841. D. E1012
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Az angliai eredetd E1012 jeld torzs fémekkel szembeni tirSképessége mér
korédbbi vizsgélataink alapjén a magyarorszagi eredetl torzsekénél kisebbnek,
ezzel szemben a libiai t6rzsnél nagyobbnak bizonyult. Reprodukci6s képessége
szignifikdns kiilonbséget mutatott a tébbi vizsgélt torzshoz viszonyftva. Az
E1012-es torzsre valamennyi aluminium-vegyiilet gitl6 hatést fejtett ki, mar a
vizsgilt legkisebb d6zisban is a szaporodasi rétdja a kontroll taptalajon mértnek
80 %-a volt. Ez al6] kivételt csak az Al,O, formdban adagolt A3+ képezett, ez

serkentd hatdstinak bizonyult, és csak 50 uM koncentricié felett valt toxikuss4
(1.D. dbra).
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Rhizobium phaseoli

A Bab 5/3 jelzéstl torzsrdl hasonlé kovetkeztetéseket vonhatunk le, mint az
el6z3, masik fajhoz tartozé négy torzsrdl. Szaporoddsdnak mértéke nem foko-
z6dik ugyanolyan intenziven a kevés aluminium-vegyiiletet tartalmazé tdpolda-
ton, mint ahogy azt a L6bab-Z és Biikkony 75/4-es torzseknél megfigyelhettiik,
de a toxikus hatis az Al-vegyiiletek nagyobb koncentriciéinak hozz4daddsa utan
sem volt olyan jelentds mértékd, mint az igen érzékenynek bizonyulé E1012 és
HB 3841-es torzseknél. E torzs viselkedésében a kiilonbozd vegyliletekkel
szemben nem taldlunk szignifikdns eltéréseket. A koncentricié novekedése ez
esetben is a produktivitds cs6kkenésével jér, kivételt képez ez aldl a szulfitos
forma 50 pM-ig.

Osszességében a torzs harmadik helyen 4l az aluminium-vegyiiletekkel
szembeni tolerancia csokkend sorrendjén beliil. A serkentd hatds elhanyagolha-
t6 mértékd a kis dézisok mellett is. A torzs leginkabb az AICl, és Al,(SO,), na-
gyobb adagjait tolerlta a masik hdrom Al-vegyiilettel szemben (2. 4bra).

Rhizobium trifolii -

A faj képviseldi koziil a Lo 133/64 jelzésd torzs aluminium-vegyiiletekkel
szembeni viselkedését tanulmanyoztuk. Szaporodési rdtdjanak véltozdsa legin-
kédbb az E1012 jelzés( térzséhez hasonld. A koncentricié-névekedés szignifi-
kdnsan csokkentette a szaporoddsat. Az Al,O, még 50 puM-os dézisa is serkenti

Szaporodés (%}
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3. dbra

A Rhizobium phaseoli (Bab 5/3) térzs
szaporodésa kiilénbéz6 aluminium-
vegyiiletek hatdsira

A Rhizobium trifolii (L6 133/64) térzs
szaporodésa kiilénbézé aluminium-
vegyiiletek hatdsdra
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a szaporoddsit. Nem taldlunk kiugrdst 50 pM-os dézisban egyik alkalmazott
Al-forma esetén sem. A legtoxikusabb itt is az AI(OH), és az AICl; volt mér

25 pM-os adagban is. Ez a Rhizobium torzs is az Al,O;-ot tolerdlta leginkdbb
(3. abra).

Rhizobium loti

A baltacim gydkerébdl izolalt hazai Baltacim-3 jeld torzs a tolerdnsabbak
kozé volt sorolhaté. Leginkdbb az AICl, formdban taptalajra bevitt Al3*-ot to-
leralta. A két szulfdt forma koziil a KA1(SO,), toxikusabbnak bizonyult sza-
méra az Al,(SO,);-ndl. 50 pM Al(OH), és Al,O; koncentricid felett a torzs
szaporoddsa jelent@sen visszaesett (4. dbra).
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4. dbra
A Rhizobium loti (Baltacim-3) torzs szaporodésa kiilonb6z6 aluminium-vegyiiletek
hatdsara

Az eredmények megvitatasa

Eredményeinket az 1. tdbldzatban foglaltuk Ossze, ahol az dltalunk vizsgélt
Rhizobium torzsek szaporoddsit még serkentd aluminium-vegyiiletek maxima-
lis koncentracidit tiintettiik fel. KEYSER & MUNNS (1979) szerint az Al*+ 50
UM koncentrici6ja segiti tobb Rhizobium torzs szaporodisét, viszont WOOD &
COOPER (1988a, b) cikkében foglaltak azt bizonyitjdk, hogy S0 pM Al*+ kon-
centricié géitolja a torzsek szaporodasit 4,5 pH-ndl, illetve a savérzékeny tor-
zsekét pH 5,5-es értéknél. Az 50 pM AI** toxikusabbnak bizonyult a sav-
érzékeny torzsekre a szaporodds exponencidlis szakaszdban, mint a szaporo-
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1. tdbldzat
A Rhizobium torzsek szaporodisit serkents aluminium-vegyiiletek maximalis
koncentracidi
Rhizobium Al-vegyiiletek koncentraciéi (uM)
torzsek ALO, Al(OH), [KAI(SO), [ AICI, | AL(SO,).
Lébab-Z 100 50 100 25 100
Biikkony 75/4 100 w2y 50 50 100
HB-3841 50 50 <25 25 50
EI1012 50 <25 <25 <25 25
Bab 5/3 50 50 50 50 100
L6 133/64 50 <25 25 <25 <25
Baltacim-3 50 25 25 100 50

ddsi gorbe stagnil6 fizisdndl (WooD & COOPER, 1988). Meg kell emliteniink,
hogy az dltalunk vizsgalt térzsek is tolerdltdk ezeket a dézisokat (100 pMm
Al, O, és KAI(SO,),). WHELAN & ALEXANDER (1986) megillapitotta, hogy a
R. trifolii 75 M AlP*-t tartalmaz6 téptalajban is képes szaporodni, de ezt a mi
eredményeink nem tdmasztjdk al4, mivel az Al, O, kivételével a tobbi Al-ve-
gytilet jelentSsen gitolja a térzs szaporodésat. Le kell szdgezniink, hogy kisér-
leteinkben a rhizobiumok AI?* toleranci4j4t néh4ny egyéb kornyezeti tényezd is
befolydsolhatta. Munk4nkhoz hasonlé szakirodalmi hivatkozisokat a kiilonbézd
aluminium-vegyiiletek vizsgédlatérél nem taldltunk, de az ilyen irdnyd torekvé-
sek is azt bizonyitjdk, hogy fontos a rhizobiumok szaporoddsnak és tiilélésé-
nek ilyen jelleg(i vizsgalata is.

Osszefoglalas

A szerz8k néhany névényoltéisra potencidlisan felhasznalhat6, biolégiai N,-
kotésre képes Rhizobium t6rzs aluminium-vegyiiletekkel szembeni tirdképes-
ségét tanulmdnyoztdk laboratériumi kériilmények kozott. A mérések 48 6rés,
mikrofermentoros, 25, 50, 100, 200 és 400 pM koncentraciéji Al+ ionokat tar-
talmazé folyékony, illetve médositott élesztékivonat-mannit (YEM) téptalajban
(BAYOUMI HAMUDA, 1992) val6 tenyésztés utdn spektrofotométerrel (DR-2000
tipusy) torténtek. A kapott extinkci6s értékeket a kontroll %-4ban adték meg.

Az Eredményekben lefrtak, illetve a kapott adatok alapjan, az eddigieket
Gsszegezve a kovetkezdket 4llapitottdk meg:

A Rhizobium t8rzsek szaporitdsakor alkalmazott tdptalaj, illetve a termdtalaj
kémhatésa jelentSs mértékben befolyasotdk a torzsek reprodukciés képességét.

A tanulminyozott torzsek kiilénboza feltételek kozotti eltérd viselkedése ar-
ra utal, hogy oltéanyagként valé felhasznaldsukkor az aluminium-vegyiiletek-
kel, ill. nehézfémekkel szembeni tirSképességiiket figyelembe kell venni.
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Valamennyi aluminium forma kérosnak bizonyult a rhizobiumokra 100 pM-
nél nagyobb dézisban. FeltehetSen a kiilonb6z8 vegyiiletek eltérd hatésa a tap-
talaj pH értékének megviltozatdsaval és az anion rész hatdséval magyardzhatd.
Az Al-vegyiiletek 25 és 50 uM-os ddzisa a térzsek tobbségének szaporod4sara
serkentSleg hatott, de az Al,O, forma valamennyiiikre pozitiv hatést gyakorolt
még 50 pM-os koncentricidban is, itt a sejtszdm nagyobb volt az Al-mentes
tdptalajon tapasztaltndl. A KAIl(SO,),tal szemben a Magyarorszégon izolalt
torzsek tolerdnsabbnak bizonyultak az Anglidbdl és Libidbdl szdrmazé térzsek-
nél, illetve a L6bab-Z még 100 uM Al-vegyiiletet tartalmazé kozegben is inten-
zivebb szaporodést mutatott az Al-mentes téptalajon megfigyeltnél. 100 uM Al-
tartalom felett a térzsek szaporoddsi ratdja visszaesett. A legtoxikusabbnak az
Al(OH); mutatkozott, az Al,O, viszont még 50 pM-os dézisban is kedvezd ha-
tasd volt valamennyi torzsre. A vizsgdlt aluminium-vegyiiletek ndvekvd toxi-
citsi sorrendje a kovetkezd volt: Al,0; < Al(SO,); < KAI(SO,), < AICI,
< Al(OH),.

In vitro koriilmények kozott végzett vizsgdlataink sordn a savas és ligos ko-
zegre legkevésbé a Lobab-Z torzs bizonyult szenzitivnek, azaz viszonylag ez
volt a legtolerdnsabb, mig legérzékenyebb a HB-3841 jelzésii torzs volt. Levon-
hatjuk tehdt azt a kbvetkeztetést, hogy mivel a természetben is elgfordulnak ha-
sonlé anion és kation sszetevSk, mindenképpen érdemes vizsgélni azok egyiit-
tes hatdsdt, valamint azt is, hogy az egyes fémek hatdsit egyetlen sé-forma-
tuménak vizsgilata alapjdn nem lehet 4ltaldnositani.
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