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A N-serve és a nitrium-azid hatdsa endoszimbionta
Rhizobiumok szaporodasara és légzésére
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Bevezetés

A N-serve az ammoénium oxiddciondl gatolja specidlisan a nitrifikdciét. 1
mg/l koncentricié felett a N-serve lizdlja a nitrifikdlé baktériumokat. Azt is fel-
tételezik, hogy alacsony koncentraciondl (~ 0,5 mg/l) a nitrifikdciés enzimek
kelatot képeznek (HUGHES & WELCH, 1970b; HENDRICKSON & KEENEY, 1979;
ZACHERL & AMBERGER, 1990a). Egyes szerz8k (BENMOUSSA et al., 1984;
PrRISCU et al., 1990) szerint a N-serve f8leg a kemoautotré6f mikrobédkra hat
gétldlag és gy tinik, hogy specidlis kornyezeti tényezdk jelenlétében sokkal
hatékonyabb (HENDRICKSON & KEENEY, 1979). BAYoUMI HAMUDA (1987,
1992) és BAYOUMI HAMUDA et al. (1988) megéllapitottik, hogy a N-serve
(nitrapyrin) toxikus hatdssal van néhdny gyors névekedésd Rhizobium fajra.
ZACHERI & AMBERGER (1990b) kimutatta, hogy a nitrifikdcié gatldsdnak leg-
fontosabb eldfeltétele a Nitrosomonas europaea jelenléte (GORING, 1962;
SHATTUCK & ALEXANDER, 1963; HUGHES & WELCH, 1970b), ami a nitrifik4-
cié elsd lépcsdfokat végzi. BHOLDEBARIN & OERTIL (1994) megéllapitotta,
hogy az irodalomban a fenolvegyiiletek nitrifikdciot gatlé hatdsa az NH, fixa-
cidjaban és a NO, volatiliz4cidjaban nyilvanul meg. Az ilyen kemikalidk gétol-
jak a nitrifikdlok tipanyagfelvételét.

ZACHERI & AMBERGER (1990b) arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a N-
serve jelentéktelen hatassal van a R. leguminosarumra és nem felel meg az 6ko-
6giai kovetelményeknek, mivel kiilondsen csak a Nitrosomonas fajt gétolja.

HUGHES & WELCH (1970a) kélium-azidot haszndlt nitrifikdcié gdtléként. A
nétrium-azid a 1égzési folyamatok specidlis inhibitora. Gétolja a mikrobdk sza-
poroddsat is, mivel a citokrémot haszndlja elektron transzferként.

Munkink célja volt demonstrdlni a N-serve és a nitrium-azid hatdsit a kii-
16nb6z8 Rhizobium torzsek szaporoddsira és 1égzésére.
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Anyag és médszer

Hét Rhizobium térzset hasznéltunk, melyek a Rhizobium genus négy fajat
képviselték. In vitro tesztelés utdn ezen torzsek (1. t4bldzat) biotrdgya kom-
ponensként val$ felhasznéldsét tervezziik szant6féldi koriilmények kozott. A
torzseket €lesztdkivonat-mannitol (YEM) agaron tartottuk fenn, melyhez hasz-
nélat el6tt 3 g/l CaCO;-ot adtunk (KLECZKOWSKA et al., 1968).

1. tdbldzat
A vizsgalt Rhizobium torzsek adatai
(1) 2) (3) (4)
Rhizobium fajok | Laboratériumi Gazdanovény Eredet
kéd
R. leguminosarum | HB-3841% Vicia faba a) Libia
E 1012 b) Anglia
Lébab Z c) Magyarorszig
Biikkony 75/4 c) Magyarorszig
R. phaseoli Bab 5/3 Phaseolus vulgaris c) Magyarorszig
R. trifolii L6 133/64 Trifolium pratense c) Magyarorszig
R loti Baltacim-3 Onohrychis viciaefolia | c) Magyarorszig

*sztreptomicin rezisztens muténs (240 pg/ml)

A Rhizobium torzsek szaporoddsa

A Rhizobjum tdrzsek N-serve [2-kl6r-6-(triklérmetil)-piridin] tolerancijat
vizsgéltuk 0, 0,1, 1, 10 és 100 mg/l koncentriciékban 5 ml YEM tdpoldatban.
A nétrium-azidot (NaN;) 0, 10, 20, 30, 40 és 50 mM-os koncentriciékban
vizsgéltuk médositott YEM tapoldatban, melybdl a szervetlen sszetevdk hi-
dnyoztak (BAYOUMI HAMUDA, 1992). A cstveket hdrom ismétiésben, 125 pd
baktérium szuszpenziéval (10° sejt/ml) oltottuk és rdzégépen (150 ford./perc)
28 °C-on, 48 6rén ét inkubdltuk. A szaporodds mértékét DR-2000 tipusii
spektrofotométerrel mértiik 550 nm-es hullimhossznal.

A Rhizobium torzsek légzése

A Rhizobium térzsek a YEM tdpoldatban 28 °C-on, 30 érdn 4t szaporodtak
a késéi log fazisig. A sejteket 10 percig centrifugiltuk 4000-es fordulatszdmon.
A sejttdmeget kétszer stmostuk 0,1 M-os foszfit-pufferrel (pH=7,2). Ebbdl a
szuszpenziobdl dllitottuk be a torzsek optikai sejtsiriiségét 1-re 550 nm-en. A
Rhizobium sejtek légzési aktivitdsat is mértik a Warburg-féle mérdvel az
UMBREIT et al. dltal lefrt médszerrel (1964).
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A respirométer reakciés edényébe az 1 ml szuszpenzi6n kiviil 0,5 ml 1 %-os
gliikéz oldatot (amely elSsegitette a 1égzést), kiilonb6z& koncentriciéji N-
servet vagy nitrium-azidot is tettiink. A kézponti celldba 0,2 ml 40 9%-os KOH-
ot Ontdttiink. A 30 perces egyensiilyi szakasz utdn az elfogyasztott oxigén
mennyiségét 180 percen 4t 15 percenként mértiik. A mérések 28 °C-on hirom-
szoros ismétlésben torténtek. Az oxigénfogyasztast pl/g sejtszdrazanyagra kal-
kuléltuk.

Statisztikai analizis

A kapott mérési eredményeket a kontrollhoz viszonyitott relativ névekedési
rita forméjdban tiintettiik fel. A tSrzsenkénti és kezelésenkénti hdrom ismétlés
dtlagit ANOVA analizissel elemeztiik és P = 0,05 szinten meghatéroztuk a ke-
zelések kozotti statisztikai kiilonbségeket.

Eredmények

A N-serve és a nétrium-azid hat4sa a Rhizobium t6rzsek szaporoddsira a 2.
€s 3. tabldzatban lathatS. A torzsek tolerdltdk az alacsonyabb koncentracidkat,
mig a 10 mg/l-es N-serve koncentricié kedvezdtleniil hatott a szaporoddsra. A
100 mg/l-es dézis 42 %-kal és 85 %-kal csokkentette a Lébab Z és a Biikkény
75/4 szaporodasit, ugyanakkor a tobbi térzsét 100 %-ban gitolta. A tolerancia
mértéke a kovetkezSképpen csdkkent: Lébab Z > Bab 5/3 > Baltacim-3 >
E1012 > Biikkdny 75/4 >L6 133/64 > HB-3841. A 10 mM-os NaNj; az 6sszes

2. tdbldzat
Kiilonb6z8 N-serve koncentriciék hatisa Rhizobium térzsek relativ szaporodasi
ritdjira (a kontroll szizalé¢kdban) YEM tipkozegben razégépben
(150 ford./perc) 28 °C-on 48 6ra alait

M @
Rhizobium Koncentriciék (mg1™)
1orzsek 0,1 1,0 10 100
HB-3841 82,8846,8 62,1645,1* 49,10410,1* 0,00*
Lébab Z 93,48+2,5 71,3842,1 67,3944,3* 57,9746,1*
Biikkony 75/4 90,8246,0 75,63+5,0 37,34+10* 15,19+15*
E1012 83,3316,7 78,1345,6 64,58+11,1* 0,00*
Bab 5/3 88,7917,2 79,4445,8 71,03+12 0,00*
L6 133/64 79,1746,3 71,8845,3 65,63+10,3% 0,00%*
Baltacim-3 92,1117,5 87,7216,1 50,88+12,2* 0,00*

*szignifikéns eltérés P = 0,05 szinten, SzD = 31,758
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3. tdbldzat
Kiilonbézd natrium-azid koncentriciék hatasa Rhizobium torzsek relativ
szaporodisi rdtdjira (a kontroll szizalékaban) YEM tipkizegben razégépben
(150 ford./perc) 28 °C-on 48 6ra alatt

(1) @

Rhizo- Koncentriciok (mg-l'l)
biem
torzsek 10 20 30 40 50

HB-3841 101,1346,7 | 87,5745,6 | 50,92+11,4* | 30,1548,1* | 12,73+34,1%
Lébab Z 102,461+8,4 | 149,0247,2* | 93,50+14,3 | 75,10£10,3 | 25,0045,3*

ey
g5 Y | 153,57410,3% | 12500490 | 83574174 |35,71+13,8* | 10,5046,1%
E1012 100£5,7 | 7500445 | 57,14192 | 357164% | 18,45+4,2%

Bab 5/3 158,0618,0% | 125,8146,3 | 103,23+13,3 | 80,65149,8 | 43,0544,2*
L6 133/64 | 120,4748,8 82,68+7,5 | 35,43+14,8*% | 15,10+10,1* 0,00*
Baltacim-3 | 139,3319,5 | 97,50+8,1 | 52,50+15,2* | 35,70+11,3* | 12,3045,6*

*szignifikéns eltérés P = 0,05 szinten, SzD = 45,895

torzs szaporoddsdt szignifikdnsan stimuldlta a kontrollhoz képest. 20 mM-os
koncentrdciéndl csak a Lébab Z, Biikkony 75/4 és Bab 5/3 torzseknél tapasz-
taltunk serkentést, a tobbire gatlélag hatott. Az Gsszes torzs szaporoddsa szig-
nifikdnsan gétolt volt 40 és 50 mM NaNj;-koncentriciéndl. Eredményeink
szerint a tesztelt Rhizobium torzsek légzése a gitlé anyagok alkalmazisakor
gyengiilt. A tesztelt hét Rhizobium torzs 1égzési ratdja (gliikkéz-oxidacis), a 180
perces O,-fogyaszts alapjdn 0,1 mg/l N-serve jelenlétében emelkedett (kivéve
a R. trifolii fajhoz tartoz6é L6 133/64 torzset). Ugyanezt tapasztaltuk a 10 és 20
mM Kkoncentriciéji natrium-azid alkalmazédsakor. Az 1. (A, B) 4bran lithatd,
hogy az elfogyasztott oxigénmennyiség/gramm sejtszdrazanyag értéke az alkal-
mazott szerek koncentricidjanak novekedésével cstkkent (0,1 mg/l N-serve és
20 mM NaNj felett). A Rhizobium fajokat Gsszehasonlitva megéllapithatd,
hogy a R. trifolii 1égzése érzékenyebb volt a gitlé anyagokra, ami azt jelenti,
hogy a hirom 6ran tili O,-fogyasztdst a N-serve 92 9%-kal, a NaN, 89 %-kal
csokkentette. Ez valdszind a vizsgalat kezdetén stagnélé légzésnek tulajdonit-
haté. Ez a kovetkeztetés a Lébab Z-t (R. leguminosarum torzs) kivéve vala-
mennyi torzsre fenndll. A 100 mg/l-es N-serve koncentraciénil 5 %-os szignifi-
kancia szinten a relativ O,-fogyasztds/gramm sejtszérazanyag szignifikdnsan el-
tért a nem kezelt kultdrdkban.

A 30 mM-os NaNj-adagoldsakor a Lébab Z, Biikkdny 75/4 (R. legumino-
sarum) és a Bab 5/3 (R. phaseoli) 1égzés intenzivebb volt a kezeletlen kul-
tirdkéndl. A kezdeti lag fézisai is gyorsabbak voltak. A legnagyobb NaN;-kon-
centrici6nél a légzési intenzitds %-os szignifikancia szinten mutatta a legna-
gyobb eltérést a kontrollhoz képest. Megfigyeltiik, hogy a Lébab Z torzs adap-
talédott leginkébb a g4tlé anyagokhoz.
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Eredmények megvitatisa

A N-serve és a NaN; hét Rhizobium torzs szaporoddsédra gyakorolt hatdsa
nem fedi a ZACHERL & AMBERGER (1990b) 4ltal lefrtakat. Szerintiik a 100 ppm
N-serve csak 17 %-kal csokkentette a R. leguminosarum szaporoddsait. Ered-
ményeink szerint a gitlds 42 %-os volt a Lébab Z és 85 %-os a Biikkony 75/4
torzsnél. A R. leguminosarum HB-3841 és E1012 torzseinél és a tobbi Rhizo-
bium fajnal 100 %-os volt a gitlds ugyanannil a koncentriciéndl. Tobb infor-
méci6 nem 4ll rendelkezésre a NaN; Rhizobiumra vagy més N,-fixdléra gyako-
rolt hatdsarél.

A vizsgdlt és mért adataink alapjin megalapozott dolog vitatkozni ZACHERL
& AMBERGER (1990b) megallapitdsaival. A légzést, mint a legérzékenyebb
paramétert vélasztottdk a mérésekhez, mivel a N,-fixdl6 mikroszimbionta bak-
tériumoknak igen intenziv a légzése a nagy energiabefektetést igényld N, redu-
kdlds miatt. Igy a nitrifikdciégatlok 4ltal kivéltott 1égzéscstkkenés is meg-
jelenik a N,-fixéci6 csokkenésében. Ennek a folyamatnak kellene lejatszédnia a
NaN;, mint 1égzésgitlé esetében is. Laboratériumi eredményeinkkel kimutat-
tuk, hogy 0,1 mg/l-es N-serve nem, mig a 10 és 100 mg/l-es igen toxikusan hat
a vizsgalt Rhizobium tGrzsekre. A 10 és 20 mM-os nétrium-azid fokozta a
torzsek 1égzését, az 50 mM-os dézis pedig toxikus volt a Lébab Z és Bab 5/3
torzseket kivéve. ZACHERL & AMBERGER (1990b) szerint a N-serve csak kis-
meértékben hat a Rhizobiumra. Az eredményeink alapjin a hatds lehet pozitiv
vagy negativ. Bz fiigg: 1) a torzst8l, 2) a téptalajtél, 3) a tenyészet mikro-
kornyezetétSl és 4) a vegyliletek adagjatl. A lag fazis elhdizéddsa a leg-
nagyobb koncentriciéban jelenlévd inhibitoroknél jelezheti a torzsek lehetséges
adaptécidjat vagy tolerancidjat ezekhez a gétlé anyagokhoz. Ez a R. legumino-
sarum torzsek esetében tisztdzott. Az irodalmi utaldsok nagyon szegényesek, ez
tovédbbi kutatdsokat tesz sziikségessé.

Osszefoglalas

A téptalajhoz adagolt kiilonb6z8 koncentriciéji N-serve (0, 0,1, 1, 10 és
100 mg/1) és Na-azid (0, 10, 20, 30, 40 és 50 mM) befoly4solta hét Rhizobium
torzs (R. leguminosarum, R. phaseoli, R. trifolii és R. loti) szaporoddsit, Az
inkubécid 28 °C-on, razégépen rizatva (150 ford./perc), 48 6rén it tartott. A N-
serve minden alkalmazott koncentriciéja gitlé hatdsd volt valamennyi fajra
nézve. A Warburg-féle parolgdsmérdvel tortént mérés alapjan a 0,1 mg/l N-
serve koncentricié fokozta a 1égzést. A 10 és 100 mg/l-es dézis szignifikdnsan
toxikus volt és 180 percen beliil csokkentette a Rhizobium torzsek 1égzési
ratdjat. A 10 mM-os NaN; serkentette a torzsek szaporoddsat és 1égzését. A R.
leguminosarum torzseket (L6ébab Z and Biikkony 75/4) a 20 mM-os, a R.
phaseolit (Bab 5/3 torzs) a 30 mM-os NaN; stimuldlta. A Rhizobium torzsek
szaporoddsdt és 1égzését szignifikdnsan csokkentette az NaN; 50 mM-os kon-
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centrdcidja. A Lébab Z, Biikkony 75/4 és Bab 5/3 torzsek 1égzési ratdja 30
mM-os NaN;-nél nagyobb volt, mint a nem kezelt kultirdkban. 5 %-os szig-
nifikancia szintnél az 50 mM-os NaN, szignifikdnsan gétolta a Rhizobium
torzsek 1égzését.
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Effect of N-serve and Na-azide on the Growth and Respiration of
Endosymbiotic N,-fixing Bacteria
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Summary

The addition of various concentrations of N-serve (0, 0.1, 1, 10 and 100 mg/1) and
Na-azide (0, 10, 20, 30, 40 and 50 mM) to the nutrient medium influenced the growth
of seven Rhizobium strains (R. leguminosarum, R. phaseoli, R. trifolii and R. loti).
Incubation took place at 28 °C in a rotary shaker (150 r.p.m.) for 48 hours. All the
concentrations of N-serve applied had an inhibitory effect on all the species. Measure-
ments carried out with a Warburg respirometer showed that a concentration of 0.1
mg/1 N-serve enhanced respiration. The 10 and 100 mg/l rates were significantly toxic
and reduced the respiration rate of the Rhizobjum strains within 180 min. A 10 mM
rate of NaN, stimulated the growth and respiration of the strains. The R. legumino-
sarum strains (Horsebean Z and Vetch 75/4) were stimulated by 20 mM NaN, and R.
phaseoli by 30 mM. The growth and respiration of the Rhizobium strains was sig-
nificantly reduced by the 50 mM concentration of NaN;. The respiration rates of the
Horsebean Z, Vetch 75/4 and Bean 5/3 strains were higher in the 30 mM NaN,
treatment than in untreated cultures. The 50 mM NaNj rate significantly inhibited the
respiration of the Rhizobium strains at the 5 % level of significance.

Table 1. Data on the Rhizobjum strains tested. (1) Rhizobium species. (2) Labora-
tory code. (3) Host plant. (4) Origin. a) Lybia, b) UK., ¢) Hungary. *Streptomycin-
resistant mutant (240 pg/ml).

Table 2. Effect of various concentrations of N-serve on the relative growth rate of
Rhizobium strains on YEM nutrient medium in a rotary shaker (150 r.p.m.) at 28 °C
during a 48-hour period. (1) Rhizobium strains. (2) Concentrations, mg/l. *Significant
deviation P = 0.05, LSD = 31.758.

Table 3. Effect of various Na-azide concentrations on the relative growth rate of
Rhizobium strains on YEM nutrient medium in a rotary shaker (150 r.p.m.) at 28 °C
during a 48-hour period. (1) Rhizobium strains. (2) Concentrations, mg/l. *Significant
deviation P = 0.05, LSD = 45.895.

Fig. 1. Relative oxygen consumption of Rhizobium strains as affected by N-serve
(A) and Na-azide (B) measured for three hours with a Warburg respirometer. Vertical

axis: Relative oxygen consumption/g cell dry matter. Horizontal axis: Rhizobium
strains.



