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A fém vagy fémek toxikus hatdsa a talajban 1év8 ,bennsziiltt” (nativ)
Rhizobium térzsekre eddig még nem teljesen tisztézott. A peszticidek sziiksé-
gesnél gyakoribb alkalmazdsébdl és a szennyviziszapok széntéfoldre valé kijut-
tatdsdbdl eredd nehézfém-szennyezettség gatlé hatdst gyakorol a talaj mikro-
bidlis kozosségeire (MCGRATH, 1984; MCGRATH et al., 1987; BAYOUMI
HAMUDA, 1992), a ciano, a heterotréf és az endoszimbionta N,-kotd bak-
tériumokra.

Ismeretes, hogy néhdny mikroelem esszencidlisan sziikséges bizonyos mik-
roorganizmusok szaporodédsdhoz (DIEKERT et al., 1981). Példaul a Bradyrhizo-
bium japonicum szaporodisihoz Ni** szukseges (KLucas et al.,, 1983). Leg-
el6szor STEINBERG (1938) foglalkozott a kiilonbozé rmkroclemek Rhizobium
torzsekre g?'akorolt hatdsdval. A kisérletei sordn vizsgélt R. trifolii torzsek a
Mn**-, Mo**- vagy Fe**-ionokat tartalmazé mesterséges tdptalajon kevésbé tud-
tak szaporodm nnnt az ezen mikroelemektSl mentes tdptalajon. CLARK (1936)
Fe’*, Mn** és cu®* taptalajba torténd bevitelével végzett hasonlé vizsgélatokat.
Napjainkig tdbben foglalkoztak a fémek Rhizobiumokra gyakorolt hatdsdval.

LowE & EVAN (1962) és NICHOLAS és munkatdrsai (1962) megéllapitottsk,
hogy a Co®* jelenléte a téptalajban fontos a Rhlzobmm torzsek szaporoddsai-
hoz. JHA (1966) szerint a Co’* esszencidlis, a Mo® * jelenléte pedig kivanatos az
optlméhs szaporoddsukhoz. LOWE és munkatérsai (1960) dgy talltdk, hogy 0,1
UM Co®* kedvezd hatésu COWLES et al. (1969) szerint a R. meliloti aktivitdsa a
tdptalajban levs Co’ mennylseget(ﬂ fiigg. KLIEWER et al. (1964) kisérletei sze-
rint is sziikséges a Co”* a Rhizobium térzsek szdméra. WILSON & REISENAUER
(1970) megéllapitottdk, hogy a R. meliloti, R. japonicum, R. phaseoli és Rhizo-
bium sp. szaporodéséra nézve optimélis az amikor a tiptalajban 10-60 uM Mn**
van, de 10-60 uM Zn”" miér toxikus. Ugyanakkor kimutattdk, hogy a Fe* és a
Mn"™" alapvet&en fontos a Rhizobium térzsek szdmara. Nélkiilszhetetlen ez a két
elem a baktériumok N,-k6t8 tevékenységéhez is, mivel az ezért felelds nitro-
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gendz enzim egy csak Fe-, valamint egy Fe- és egy Mo-atomot egyiittesen tar-
talmazé fehérjébdl all.

A talaj nagy Mn**-koncentrécija gatolja a bab (DOBEREINER, 1966) és fe-
hérhere gydkérgiimd képz3dését (LOWE & HOLDING, 1970). A kétértékd Mn-
ion egyebek mellett sziikséges a B. japonicum sejtfaldnak szintéziséhez (INON
& UGALDE, 1993). HOLDING & LOWE (1971) 6tven R. meliloti izoldtumot vizs-
géltak meg arra nézve, hogly az adott torzsek hogyan tudnak szaporodni nagy
nehézfém- (Zn™*, Cu™, Ni** és Cd™) koncentrdciék mellett. Megéllapitottak,
hogy a R. meliloti torzsek tolerdljak a 162 pg Cd** dézisat.

BABICH & STOCZKY (1980, 1982) és BABICH et al. (1982) szerint a Zn®",
Ni**, Cu™ és néhdny m4s nehézfémion igen kis mennyiségben 1étfontosségy a
mikroorganizmusok szdmdra, de bizonyos hatdron til mir gétld, illetve toxikus
hatdst fejtenek ki. REDDY és munkatdrsai (1983) tesztjei igazoltdk, hogy a
nehézfémek (Hg®, U, Ni**, Cu®") mér kis mennyiségben is mérgezdek a
Rhizobium torzsekre nézve.

STULTS et al. (1984, 1987) szerint a Bradyrhizobiumok felhaszndljdk a Ni**-
t, mivel az a hidrogena’tz fontos alkotérésze. BAGG & NEILANDS (1987) szerint a
Zn**, Mn** és Co™ gétolja a vasfelvételt szabdlyozé gén aktivitdsat, amit ké-
s&bb DERYLO & SKOPRUSKA (1991) megfigyelt. A N,-kotd aktivitds és a Mo**-
felvétel kozott igen erds a korreldcié (GRAHAM & MAIER, 1987).

WHELAN & ALEXANDER (1986) szerint a R. trifolii torzs szaporoddsa nagy
Fe?* (FeEDTA)-koncentricién intenziv, de 500 pM koncentracié mar ebben az
esetben is gatl6 hatdst gyakorolt rd, mig 100 pM FeSO, alkalmazdsakor a
sejtszdm négy nap alatt jelentsen megemelkedik. APPANA (1988, 1989) kimu-
tatta, hogy a sejtfalat alkoté poliszacharid szintézise fokozédik a glimdbak-
tériumoknél a Fe** és az Al’* téptalajban val6 jelenléte esetén. SAHRAWAT és
munkatdrsai (1990) is azt 4llapitottdk meg, hogy a foldimogyoré Bradyrhizo-
bium torzseinek szaporoddsdhoz és a glim&képzéséhez egyardnt sziikséges a
Fe’* jelenléte. A R. leguminosarum bv. phaseoli viszont Fe2+~hié.nyos
tapoldaton is j6l szaporodik (WOLF et al., 1991). CHATTOPADHYAY & BASU
1989-ben kozzétett eredményei alapjan az Altaluk Dalbergia sisso-bél izoldlt
Rhizobium sp. szaporodésa és IAA termelése 0,1 uM CoCl,-koncentricié mel-
lett volt a legjobb. Tanulményozték a torzs reproduktivitisit Na,MoOy,, CuSOy,,
ZnSO,, FeSO, és NiCl, dézisok mellett is, de a legidedlisabbnak a CoCl,
bizonyult. Hasonlé eredményekr8l szdmolt be VINCENT (1974) is. MCGRATH et
al. (1988) és GILLER et al. 1989-ben megjelent publikiciéja alapjdn a fémekkel
szennyezett talajbol Rhizobium torzsek nem izoldlhatok, mig késébb (SMITH &
GILLER, 1992) ennek ellenkezdjét 4llitjak, miszerint R. leguminosarum bv.
trifolii torzsmutédnsokat izoldltak Cd, Zn, Cu, Ni és Pb dltal szennyezett talaj-
bél. OBBARD et al. (1990) szerint a toxicitdsi sorrend a Rhizobiumok esetén: Zn
> Cu > Ni. Ez az eredmény a CHAUDRI et al. (1992b) cikkében taldlhatdval
megegyezik, és ellentétben 41l az 4ltalunk kapott eredményekkel. OBBARD et al.
(1990) és SMITH et al. (1990) azonos dlldspontja szerint a Zn és Cd a talajban
korldtozza a Rhizobiumok szaporod4sit, mig vizsgélataink sordn ennek éppen
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ellenkezdjét tapasztaltuk. MARTENSSON (1992) vizsgélta az agrokemikalidk és
nehézfémek hatdsit a gyors szaporoddsi Rhizobiumokra és megillapitotta,
hogy a Zn®- és Cu*-koncentréci6 novelésével novekedik a gatlasi z6na 4t-
mérGje az agar tdptalajon. A legnagyobb tolerancist a Zn**-kel szemben a R.
leguminosarum bv. trifolii, R. meliloti és R. loti mutatott, viszont Cu’*-zel
szemben ezek bizonyultak a legérzékenyebbnek. Itt legellen4llébbnak a R. meli-
lori mutatkozott. Végkovetkeztetése, hogy a Zn>* toxikusabb, mint a Cu®*.
CHAUDRI et al. (1992a) megfigyelték, hogy a Cd**-, Zn>*-, Cu®**- & Ni**-
tartalmd talajon a bennsziilott torzsek képesek voltak a szaporoddsra. XIA &
XIONG (1991) a 16bab magjét, R. leguminosarum bv. viceae torzzsel oltottak,
(NH,4);M0Oy-tal és KH,PO,-tal kombinélva. Megéllapitottdk, hogy az adott
kombinécié mellett a novényeken tobb gySkérgiimd képzddik és nagyobb a
megkotott N,-mennyisége is.

LEGOCZKY & VERMA (1980) és HENNECKE (1990), valamint DERYLO &
SKORUPSKA (1991) a R. leguminosarum bv. trifolii torzsek tanulményozdsa
utdn valamennyien azt az eredményt kaptik, hogy a Fe’*-tartalmd fehérjék,
mint a nitrogendz, leghemoglobin és ferrodoxin aktivitisghoz és termeléséhez
egyarént sziikséges a Fe’* tdptalajban valé jelenléte. HAFNER et al. (1992) meg-
emlitik, hogy a fé‘)ldimo%yoré szimbionta N,-kotdi szdmdra sziikséges a Mo™"
100-200 g/ha (0,2 ng Mo +/mag) koncentriciéban, mivel ebben az esetben a nit-
rogenaz aktivitds magasabb lesz. BHATTACHARYA & BASU (1992) vizsgélatai
sordn, a NiCl, 0,1-0,5 pg/ml koncentricidja gétolta a Bradyrhizobium sp.
(Acacia) szaporoddsit, a CuSQ, ennél is er8sebben gitolt, mig a ™ 0,1
pg/ml-en még stimulilé hatési, viszont 0,5 pg/ml feletti dézisndl mar vissza-
esett a produktivitds a kontrollhoz képest. LEUNG & MILES (1992) a R. legu-
minosarum és R. meliloti fémtolerdns torzseirél szimoltak be.

Vizsgélataink sordn tanulminyoztuk, hogy a pillangésok magoltdsdra is
haszndlt R. leguminosarum torzsek milyen mértékben képesek tolerdlni a kii-
16nb6z8 fémeket, valamint a nehézfémsok kiilonbszd koncentricidinak egyiittes
jelenlétét. Tudvalévd, hogy a talajok fontos alkotérészei az oxigén mellett a
vas, mangéin, molibdén, melyek a talajban él6 endomikroszimbionta bakté-
riumok szdmdra is nélkiil6zhetetlenek. A cink, 1éz, kobalt, kadmium és nikkel
viszont nagyobb mennyiségben toxikus elemek, de mds mikroelem talajban
val$ jelenléte ezt a tulajdonségukat részlegesen vagy teljes mértékben képes
megvéltoztatni.

Anyag és mdédszer

Az 1. tdblazatban szerepld, vizsgilatainkhoz vélasztott térzsek a Godollsi
Agrirtudoményi Egyetem Mikrobiolégiai Tanszékének Rhizobium-térzs-gyiij-
teményébSl szdrmaznak, melyek a gyors szaporoddsd Rhizobium génusz kii-
16nb6z8 biovaridnsait reprezentaljak.

A Rhizobiumok tenyésztéséhez a vizsgélataink sordn YEM (Yeast Extract
Mannitol) agart (KLECZKOWSKA et al., 1968), valamint YEM tapoldatot, illetve
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1. tabldzat
A vizsgalt Rhizobium leguminosarum torzsek
(1) @ (3)

Torzs kédja Gazdandvény Szérmazds
Lébab Z b) Magyarorszig
Biikkény 75/4 a) l6bab és borsé b) Magyarorszag
HB-3841 ¢) Libia
E 1012 d) Anglia

a BAYOUMI HAMUDA dltal (1992-ben) médositott (kizdrélag szerves alkotékat
tartalmazd) YEM tédpoldatot alkalmaztunk.

A fémek kivdlasztisdt a mezdgazdasigi teriiletek iparfejlesztésbdl, agro-
kemikalidkbol (pl. peszticidek, mitrigydk stb.) szdrmazé szennyezettségére
val6 tekintettel, tovabb4 a mikroorganizmusok élettevékenységeiben vald szere-
piik figyelembevételével végeztiik.

Vizsgélataink célja az volt, hogy rnegé]lap]tsuk mennyiben befolyésolja a
nehézfémek toxikus hats4t az enzimalkoté Co®* vagy a szintén létfontossagi
Fe® * téptalajban valé jelenléte.

Laboratérlurm feltetelek kozott tanulményoztuk néhdny nehézfém (Cd?’+
Co®™, cu™, Fe**, Mn®* , Pb** és Zn®") hatféle (0, 10, 20, 40, 80 és
160 pM) koncentrécm]énak négy Rhlzoblum torzsre (1. tdbldzat) gyakorolt
hat4sat.

A tépoldathoz adagoltuk a kiilénbdz8 nehézfémsék [CA(CH,;COO),2H,0,
C0C126H20 CuS 045 Hzo FeS 047 Hzo MnS O4~H20 N32M004 2H20

N1804 TH,0, Pb(NOs), és ZnSO47H,0] meghatirozott dézisait. Ezen tdpoldat
5 cm’-ére 1nJekté1tuk a vizsgalt Rhlzoblum torzsek szuszpenziéjanak 125 pl-ét,
melynek egy cm’-e koriilbeliil 10’ Rhizobium- -sejtet tartalmazott. Vizsgélataink
sorén kontrollkent a csak szerves alkotékat, valamint az dllandé menny1segu
Co™*-ot vagy Fe*-at tartalmazé tiptalajon torténd baktérium-szaporodds mér-
tékét tekintettiik. Az ilyen médon kapott tdpoldathoz adtuk azon fémek kiilon-
b6z8 mennyiségét, melyeknek dnmagukban kifejtett hatdsat kordbbi vizsgéla-
taink sordn, valédi YEM tdptalajon mér vizsgiltuk. A vizsgdlatokat hdrom is-
métlésben végeztiik. A tOrzseket rdzatdssal 48 6rin 4t 28 °C-on mikrofer-
mentorban (150 ford./perc) tenyésztettiik, a szaporodasi ratét ezt kovetSen spek-
trofotométerrel (DR-2000 tipust, USA) 550 nm hullimhosszon mértiik.

Eredmények

A hazau eredetu Lnbab Z torzs szaporodésira az 4ltalunk vizsgélt fémek ko—
ziil a Mn , Mo™ és a Fe** gyakorolta a legkisebb gatlé hatast, viszont a Cd**
ra és Cu”*-re volt a legérzékenyebb. A Cu legfeljebb 40 pM-os koncentrécm]at
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volt csak képes tolerdlni. 75-100 %-ban szaporodik a Zn®*, Mo>*, Fe** 160
nM-os adagjanak jelenlétében, vagyis a kisérletek sordn alkalmazott legna-
gyobb mikroelem-koncentraciét is j6l tolerdlta. Hasonlé szaporoddsi intenzitds
ﬁggelhet(ﬁ meg a Mn”*, Co®* 80 uM-os koncentréciéjénél, valamint a Cu®* és a
Cd*" esetén is. Egyediil a Cu®** 80 puM-es jelenlétével 75-40 Y%-ra szoritotta
vissza a szaporoddsi rdtdt. A tobbi fémsé csak 160 pM, illetve e koncentrécié
f6lott gyakorolt gétlé hatdst a szaporoddsra (1. 4bra).
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1. dbra
A Lébab Z torzs relativ szaporoddsa (%) kiilonb6z6 nehézfém kombindci6k hatéséra.
Fiigg6leges tengely: Nehézfém kombin4ci6k. Vizszintes tengely: Relativ szaporodis

Onmagéban, kis dézisban a Zn** is kedvezd hatdstinak bizonyult a térzsre
nézve. A produktivitds 20 pM Zn** jelenlétZben volt a legintenzivebb, és még a
80 pM is segitSleg hatott rd. Ezzel a hatdssal szemben valamennyi kombindcid
alul maradt, a szaporodds mértéke mar 20 M Zn**-nél 100 %-n4l kisebb volt.
Legnegativabban a Fe** 20 uM-os dézisdval valé kombinéci6 hatott.

A Cu™ 10 pM-os adagja még segitette a torzs szaporoddsét, a kontrollhoz
viszonyitva 120 %, de nagyobb dézisban mdr gétlé hatést fejtett ki. Ezt a gatlé
hatést az 1 uM Co** kismértékben, a 20 pM Fe®* jelentdsebben fokozta. Ki-
emelkedSen felszaporodtak a baktériumok, amikor a Cu®**-t 10 pM Fe*'-sal
kombinélva adtuk a tdpoldathoz, még 40 M Cu®*-nél is 120 % kériili volt a
szaporodisi ardny a kontrollhoz képest.
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A Ni**-16] egyértelmfien megéllapithat6, hogy negativan hat a Rhizobiumok
életjelenségeire. A vizsgdlatok sordn alkalmazott legkxsebb koncentriciéjdban
is 70 % ald szontotta vissza a sejtszdmot. Ezt a Co”* 80 pM-ig képes volt kom-
penzélni, 10 uM Ni**-lel kombin4lva a szaporodés mértéke folulmulta a kont-
rollt is, magasabb koncentrici6kon csak részben kompenzilta a Ni** hatssat.

Az el6z6hoz hasonléan a hazankban, biikkdny gyokérgiimdjébdl izolalt
Biikkony 75/4 jelzés(l torzs szintén jol tin a nehézfémek kismértékd jelenlétét a
taptalajban, de a Lébab Z torzsnél érzékenyebbnek bizonyult azokkal szemben.
Mig a L6bab Z térzsnél a szaporodist leginkdbb segitd koncentrdcidk dtlagosan
29 %-kal, addig itt minddssze 19 %-kal emelték a sejtszdmot a kontrollhoz ké-
pest. A torzs relativ szaporoddsét osszehasonhtva a Lébab Z torzsével jelentds
kiilénbséget tapasztaltunk a Zn’* és Co** eseten A Biikkény 75/4 torzs a Lobab
Z-nél érzékenyebben reagélt a Co** és a Cd** jelenlétére, mivel ezek a fémek
mar 40 illetve 80 pM-os adagban is 40 % ald csdkkentik a relativ szaporoddst
(2. dbra).

A Zn®™ az el6z8 torzshoz viszonyitva itt er§sebb gitlé hatést fejtett ki. Csak
10 pM-ja bizonyult elénydsnek a tdrzs szdmdéra, de a Co** 1 pM—]a a Zn*"
20 uM-jéig képes volt kompenzélni a géflé hatdst. 20 uM Zn**-koncentrécié
folott azonban mér valamennyi kombinécié rosszabbnak bizonyult az azonos
Zn’ —donshoz és a kontrollhoz képest.

Cu’*-zel és annak kombmécxolval szemben a Biikkdny 75/4 a Lébab Z
torzshoz hasonléan viselkedett. A Cu’* 20 uM folétti koncentraciéban mar ga-
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2. dbra
A Biikkony 75/4 torzs relativ szaporodisa kiilonbdz6 nehézfém kombinacidk hatdsira.
Fiigg6leges és vizszintes tengely: lasd 1. dbra
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tolta a sejtosztédast, de a Fe** 10 uM-ja még 40 pM-ndl is teljes mértékben
kompenzilta ezt a hatést, szemben a mésik két vizsgalt kombméaéval amelyek
még negativabbnak bizonyultak. Legoptimélisabbnak a 10 pM Fe** és 10 pM
Cu™ egyiittese mutatkozott.

Az ennél a torzsnél 1s kérosnak blzonyulé Ni** hatését nem csak a Co’*
1 pM-ja, de a 10 uM Fe** is kompenzélta még 160 uM Ni** mellett is. A Fe**
20 pM-os adagja ebben az esetben is a le ;kedvezﬁﬂenebb hatast fejtette ki
kombinéciéi forméjéban Legkevésbé aZn™* és Cu** 40 pM folstti koncentra-
ciéja 20 pM Fe’*-sal valé kombinicidjét tolerdlta a torzs, mely eredmény
megegyezik az el6bb targyalt Lobab Z torzs viselkedésével.

A Libidbdl szdrmazé HB-3841 jelzésG torzs nehézfémekkel szembeni vi-
selkedése hasonlé az eddig ismertetett két torzséhez. Szaméra a lcgkedvezébb
az egyes fémsdék 10 pM-os koncentrécm}a kivéve a Cu** és a Mo™* esetét, ami-
kor 20 uM-en, illetve a Fe**-nal 40 MM d6zis esetén tapasztaltuk a leginten-
zivebb (100 % folottl) szaporodést 75 és 100 % kozott volt a tdrzs szapo-
roddsa Zn"*, Co** és Cd** mir 20 uM-os koncentriciéjdnak jelenlétében is, mig
a Mo®™ és Fe csak 160 MM koncentréci6 folott gyakorolt ré ilyen hatdst. Leg-
toxikusabbnak a Cd** bizonyult, ami mér 20 pM dézis koriili értéknél 75 % ala
csokkcntette a torzs relativ szaporoddsat.

A Zn™ 20 pM Koncentrécié folott mér toxikus volt a torzsre. Kombindlva
mds fémekkel megfigyeltiik, hogy valamennyi vizsgilt nehézfém-pérositis ki-
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3. dbra
A HB-3841 torzs relativ szaporod4sa kiilénb6z6 nehézfém kombin4ciék hatdsdra.
Fligg6leges és vizszintes tengely: ldsd 1. dbra
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ros hatdssal volt a torzs szaporodésara. Kizirélag a 20 uM Zn”* és a Co®*

)Zrhttesét alkalmazva kaptunk nagyobb relativ szaporoddsi értékeket, mint a
Zn”* 6nmagéban valé alkalmaz4sakor, de még ez esetben sem érte el a 100 %-
ot. Legkevesbé kedvezden is a 20 uM Fe?*-sal val6 kombinéci6 hatott.

A Cu® 10 uM-os jelenléte még kismértékben kedvezs volt a HB-3841 torzs
produktivitdsa szampont]ébél de 40 p.M alkalmazésakor a szaporodds mér
50 % al4 esett vissza. A Co”* a 20 uM cu’ * jelenlétét kivéve es a 20 upM Fe**
egyértelmien fokozta annak gétlé hatdsit, ezzel szemben a Fe’* 10 uM-ja min-
dig fokozta jelenlétével a szaporodisét, 80 uM Cu®* dézisig teljes mértékben
kompenzélta a kifejtett negativ hatést (3. 4bra).

Ennél a Rhizobium torzsnél is erdsen negativ hatast gyakorolt a Ni**, mér a
legkisebb koncentricidban is, a relativ szaporodés mértéke valamennyi esetben
60 % alatt volt. Ezt a géﬂé hatést a Fe 20 pM-je erdsiti (30 % alatti szapo-
roddsi rata). A 10 uM Fe’* 40 uM Ni%* koncentraciéig 30 % koriili mertekbcn
emelte meg a sejtszdmot, majd még inkdbb kedvezdtlenné teszi a Ni** jelen-
1étét.

Osszefoglalva az eddigieket megéllapithatjuk, hogy a HB-3841 jelzésd torzs
is a faj tobbi képviseldjéhez hasonlé szaporodasi eredmenyeket mutatott a ne-
hézfémek kiildnb6z8 kombinaci6inak hatdsdra. A Fe’* 20 pM-j -ja és a Co™*
1 pM-ja 80 uM nehézfémddzis fol6tt minden esetben fokozta a toxicitdst.

Mir korédbbi vizsgilataink alapjdn is az angliai eredet E 1012 jeld torzs
fémekkel szembeni tr6képessége elmaradt a magyar | torzseke mogott, viszont
kedvezdbb volt a libiai torzsénél. Legkevésbé a Ni**-t volt képes tolerdlni,
annak legkisebb adagja is negativan hatott a szaporodésra. A tobbi fém esetén
taldltunk olyan koncentrdciét (dltaldban 20 pM-ig), amely kedvezd volt, tehit
az adott fém jelenléte a t@poldatban mindenképpen sziikséges a torzs optimdlis
életkoriilményeihez, a Fe** pedig még 160 uM-ben sem okozott gétl4st, csak
160 pM dézis folott befolydsolta negativan a szaporoddst. Kizérélag a Co™*
adagolédsakor nem taldltunk a kontrollnil fokozottabb szaporodést eredményezd
koncentriciét. A torzs szdmdra legkedvezdbb tehét a Co”™ minél kisebb mér-
tékd jelenléte volt. A relatlv szaporodas szempontjabdl a legkedvezﬁtlenebbnek
ebben az esetben is a Cd** és Co** jelenléte bizonyult. A Mn®>* mennyiségét
névelve a tdpoldatban a szaporodds mértéke egy forditott haranggdrbe alakii
fiiggvénnyel frhaté le, legkedvezdbb a torzs szdmdéra a 40 és 80 pM koncent-
ricié volt de még 160 puM-en sem gatolta a szaporoddst (4. dbra).

A Zn* * dnmagédban még 40 uM koncentricidban is serkenti a térzs szaporo-
désat, legkedvezdbb a 10 pM-os adagjdval készitett tipoldat, amelyben 160 %
volt a relatfv szaporodds. Ezt a hatést megvéltoztattdk a tdpoldathoz adott ne-
hézfémek. Leginkdbb a 20 pM Fe™*-sal kombinélva figyelhettiink meg szignifi-
kins kiilonbséget az azonos Zn”*-koncentréciék hatdséval szemben; ez nagy-
mértékben gétolta a szaporodast a sejtszdm 50 %- -4 volt az ott megfigyeltnek.
Fokozta a negativ hatést a Fe** 10 pM-ja is. A Co™* még kismértékben erdsi-
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tette a 10 uM-nél tapasztalt pozitiv hatdst, majd ennek jelenléte is kdrosnak mi-
ndsiilt.

A Cu® valamennyl vizsgélt dézisa tox;kus volt a koncentrécié novelésével
ardnyosan esett vissza a produktivitds. A Co’* ezt a kisebb koncentraciék mel-
lett teljes mértékben kompenz4lta, s6t 40 pM-ig 100 %-nél nagyobb seJtszﬁmot
kaptunk. Kiemelkedden erds kompenzélé hatdstinak bizonyult a Cu*" toxikus
hatéséval szemben a 10 uM Fe®*, melynek jelenlétében a sejtszdm kétszeresére
emelkedett.
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4. dbra
Az E 1012 t6rzs relativ szaporodésa kiilnb6z6 nehézfém kombinéciék hatésara.
Fiiggbleges és vizszintes tengely: 14sd 1. dbra

Ennél a torzsnél i Jis minden koncentricidban (a novelésével ardnyosan) leg-
toxikusabbnak a Ni** bizonyult, a szaporodaq: rita 50 % alattz volt. Megkdoze-
litéleg ezzel azonos eredményd volt a Ni** és 10 pM Fc egyiittes jelenléte, a
10 uM Fe tépoldathoz ad4sa teh4t nem befolyésolta a Ni** toxicitds4t. Nem ezt
tapasztaltuk a Fe™* 20 uM alkalmazésakor, ekkor ugyanis erdsen fokozta a Ni**
baktericid hatdsdt, a kapott eredmények kozott szxgmﬁkéns kiilonbség volt
mérhetd. Ennél a térzsnél a Co™* 1 uM-ja csak 10 },LM Ni** toxicitasat volt
képes teljes mértékben kompenzélni, de nagyobb Ni’* koncentraci6k esetén is
az ezze] valé kombindcid volt a legidedlisabb a térzs szdmdra.

A vizsgdlt nehézfém-kombinAciék koziil valamennyibdl lthaté, hogy a Fe™*
10 uM-ja igen jo credmenyeket produkélt a fémek tobbségénél 2pozlt:w hatési

volt. Legk4rosabbak a Fe’* 20 uM-ja és a toxikusabb fémek (NiZ*, Cu®*, Zn?")
kombinécioi voltak.
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Az eredmények megvitatdsa

Munkénk sordn tanulményoztuk, hogy a kiilénbozd R. leguminosarum
torzsek hogyan reagéltak az egyes mikroelemekre, illetve hogy a kulonbozé
mikroelemek hogyan hatnak egy-egy torzsre. Vizsgalataink sordn a Cu* min-
den egyes Rhizobium térzs szdméra toxikusnak bizonyult. Ezen eredményiink
megegyezik CHAUDRI et al. (1992a) R. leguminosarum bv. trifolii torzsre
vonatkozd fémtolerancia vizsgilati eredményeivel, és ellentétben 41l REDDY et
al. (1983) és GILLER et al. (1989) megéllapitasaival, akik rézzel szennyezett
talajon is azt figyelték meg, hogy a torzsek szaporodésa az elsd két hénapban
kisebb mértékd volt. CHAUDRI et al. (1992b) szerint a Zn és a Cd** jelenléte a
talajban egyarént kdros a Rhizobiumokra nézve, a Zn** legnagyobb még toler4lt
adagja 385 pg/g talaj, a kadmiumé 7,1 pg/g volt. Ezzel szemben a R. legummo-
sarum bv. viceae torzsek, igy a Biikkony 75/4 és HB-3841 jelzést torzs Zn"'
tolerancidja eredményeink szerint 20 uM, viszont az E 1012 és a Lébab Z
torzsé 20-40 és 160 uM. A R. leguminosarum bv. phaesoli képes szaporodni
80 uM Zn mellett is. A kadmium vizsgélatakor a Biikkony 75/4, HB-3841 és
E 1012 a 20 pM dézist is tolerdlta, viszont a Lébab Z még a 40 uM koncent-
raciét is képes volt e1v1seln1 CHAUDRI et al. (1992b) publikdciéjdban szerepld
adatok alapjan a Zn®* és Cd** minden koncentriciéban toxikusan hat a térzsek-
re. A fémek toxicitdsi sorrendje szerinte Cd > Zn > Cu, mely eredmény ellent-
mond az elézdleg nyilvdnossdgra hozott (1992a) cikkében szerepldnek, mely:
Cu > Cd > Zn, Ni. MCGRATH et al. (1988) megerdsitették, hogy a térzsek sza-
poroddsa mesterséges tdptalajon és a talajban kiilénb6z4, hiszen a talajban a
mikroorganizmusokra szdmos egyéb kiilsd tényezd is hat. SMITH et al. (1990)
szerint a toxicitdsi sorrend az aldbbi a rhizobiumok esetén: Zn > Cu > Ni, ez az
eredmény CHAUDRI et al. (1992b) cikkében taldlhat6val megegyezik és ellen-
tétben 4ll az éltalunk kapott eredménnyel. SMITH et al. (1990) azonos allds-
pontja szerint a Zn és Cd a talajban korldtozza a Rhizobiumok szaporoddsat,
mig vizsgélataink sordn ennek éppen ellenkezGjét tapasztaltuk. Figyelemre mél-
té az, hogy STEINBERG (1938) eredménye megfelel az 4ltalunk kapottnak. JHA
(1966) a kobaltot és a molibdént 1étfontossdgiinak tartotta a torzsek szaporoda-
sdhoz. Vizsgélataink alapjan 10-20 pM koncentracié volt a legkedvezdbb, a L6-
bab Z torzs szdméra pedig a 80 pM. A molibdént valamennyi torzs még
160 uM koncentréciéban is tolerdlta, kivéve az E 1012 jelzést torzset, melynek
tolerancidja 80-160 pM-ig terjedt. WILSON & REISENAUER (1970) szerint a Zn
és Mn legkedvezdbb koncentriciéja 10-60 uM, a mi eredményeink 10-40 pM-t
mutattak legoptimélisabbnak. A Fe szintén kedvez8en hatott a Rhizobium tér-
zsekre. Vizsgélataink eredményeképpen az aldbbi toxicitdsi sort kaptuk a
mesterséges téptalajon: Ni > Cu > Co > Cd > Zn > Pb > Mn > Mo > Fe (2.
tabldzat). Mivel ezeket az eredményeket nem termdtalajon kaptuk, nem tudjuk
redlisan Osszehasonlitani az eldbbiekkel, de alapként szolgdlnak tovabbi vizs-
galatainkhoz.
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2. tdbldzat
Kiilonbdz§ fémek eltérd koncentriciéinak hatasa Rhizobium leguminosarum
torzsek relativ szaporodisara (a kontroll %-aban)

M @ 3) Fémkoncentraciék (M)

Torzsek Fémek 10 20 40 80 160
cd 112,30 85,30 34,67° 21.33" 13,33°
Co 82,00 77,00 60,00 28.00" 22,00°

HB-3841 Fe 119,00 109,80 116,20 106,40 105,70
Mn 149,74 | 153,06° 148,47° 118,37 146,68
Mo 139,78 | 157,42° 137,54 112,04 84,31
Pb 71,70° 52,40° 43,92° 30,10° 15,20°
cd 117,30 84,10 40,00° 20,60° 6,67°
Cao 77,50° 56,80° 41,00° 17,00° 2,00°

E 1012 Fe 134,40 131,70 131,00 129,80 127,10
Mn 122,52" 120,59 82,24 126,90 122,65
Mo 133,85" | 142,02° 124,12 102,33 41,25°
Pb 63,80" 49,72° 33,43° 17,57° 9,36°
cd 112,00 101,30 53,30° 29,33 0,00°

Biikkény Co 122,00 53,00 37,00° 19,00° 9,00°

75/4 Fe 211,30 | 204,20° | 202,20° | 200,40° 191,00°
Mn 118,61 123,33 134,49 112,90 119,85
Mo 110,00 124,77 149,32° 105,91 106,82
Pb 89,60 69,10 50,50° 37,10 P
cd 141,30° 109,30 90,00 69,33 45,33°
Co 112,00 117,80 100,00 79,00 42,00°

Lébab Z Fe 101,10 101,90 118,30 100,80 94,10
Mn 103,84 123,02 117,14 120,20 125,06
Mo 104,49 116,63 106,74 102,02 96,63
Pb 91,30 75,25 61,26 40,80" 29,90°

A kiilénb6z6 konrentraciékhoz turtozé szignifikéns eltérések P = 0,05 szinten:
a=22,305; b= 37,225; ¢ = 45,592; d = 48,626; e = 54,575

Osszefoglalas

Vizsgilati eredményeink egyértelmien bebizonyitottdk, hogy a kiilénboz6
nehézfémek kombinacidja és az adott “ém 6nmagiban kifejtett hatdsa - mint a
biolégiai rendszerekben éltaldban - az egyes Rhizobium torzseknél is kiilonbéz-
het, kozottiik szignifikéns kiilénbségek voltak kimutathaték.

A tanulminyozott féms6k koziil legtoxikusabb a Ni**, Cu®*, Co®*. Ezek a fé-
mek mér 20 puM-os koncentriciéban is g4tlé hatdst gyakoroltak a tesztelt
torzsekre, a Fancentricié novekedésével pedig ez a gatlé hatés egyenes arén2y—
ban fokozdédott. Kis koncentraciéban szaporoddsserkentd hatdst volt a Zn”*

3
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Mo?* és legink4bb a Mn’*. A vas még a vizsgdlt legnagyobb dézisban is fo-
kozta els6sorban a Biikkény 75/4 jelzést torzs szaporodésit a kontrollhoz ké-
pest, gétldst csak a Lébab Z torzsnél figyelhettiink meg. Ennek ellenére meg-
allapithatjuk, hogy a fémsdk jelenlétét leginkdbb a Lébab Z torzs tolerdlta, il-
letve sok esetben megkozelitette azt a Blikkony 75/4 jelzési torzs is.

A fémeket egymdssal kombindlva szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk
az egyes kombindcidk, illetve a kombindcidk és azok alkotéinak nmagukban
kifejtett hatasa kozott.

A Zn** kis adagjénak pozitiv, szaporod4sra kifejtett hatdsit a Co’* fokozta a
leginkabb, de n ;yobb koncentriciéban ez sem volt képes kompenzalm a toxi-
kus hatdst. A Fe”” mindkét nagyobb dézisa kdrosan befolyasolta aZn"” torzsek-
re gyakorolt hatdsat, ami azt bizonyitja, hogy a Fe** elésegm annak a Rhizo-
biumok 4ltali folvételét, igy relative novekedik a Zn**-koncentrécié, ami mar
kéros a torzsek szamara

A Cu®* és Ni** toxikus hatdsit is leginkdbb a Fe’* 10 pM-os dézisa és a
Co®" 1 uM -ja tudta Iegmkébb kompenzélni, de a gitlé hatas teljes kikiiszobolé-
sére csak a Cu’* és Ni** legfeljebb 20 uM-os dézisdig képesek.

Vizsgélataink eredményeképpen az aldbbi toxicitdsi sort kaptuk a mester-
séges taptalajon: Ni > Cu > Co > Cd > Zn > Pb > Mn > Mo > Fe. Mivel ezeket
az eredményeket nem termdtalajon kaptuk, nem tudjuk redlisan Ossze-
hasonlitani az elGbbiekkel, de alapként szolgalnak tovabbi vizsgilatainkhoz.
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Effect of Heavy Metals and Their Combinations on the Growth of Various
Rhizobium leguminosarum Strains
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Summary

The experimental results proved unequivocably that the effect of combinations of
heavy metals on individual Rhizobium strains may differ, sometimes significantly,
from that of the various heavy metals alone, as is generally observed in biological
systems.

Among the metal salts tested, Ni**, Cu™ and Co™ proved to be the most toxic,
exerting an inhibitory effect on the tested strains even at a concentration of 20 uM,
while at higher concentrations this effect increased in direct proportion. At low
concentrations Zn"*, Mo™ and especially Mn®* exerted a growth-stimulating effect.
Even at the highest concentration tested, iron improved the growth, particularly of the
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Vetch 75/4 strain compared to the control, with inhibition only being observed for the
Horsebean 7 strain. Nevertheless, it was found that this strain had the greatest
tolerance of the presence of metal salts, closely followed in many cases by Vetch 75/4.

When the metals were combined significant differences were recorded between the
effects of the various combinations and between the combinations and the individual
metals.

The positive effect on growth of small rates of Zn** was enhanced to the greatest
extent by Co’*, but at higher concentrations this was unable to compensate for the
toxic effect. Both the higher rates of Fe’* had a deleterious influence on the effect of
Zn®* on the strains, indicating that Fe** Promotes the uptake of zinc by the rhizobia,
leading to a relative increase in the Zn"* concentration to a level damaging to the
strains.

The toxic effect of Cu®* and Ni** was best compensated by a 10 uM rate of Fe’* or
a | puM rate of Co’*, but the inhibitory effect could only be completely eliminated up
to Cu** and Ni** rates of 20 uM.

As a result of the experiments the following toxicity ranking was obtained on
artificial nutrient medium: Ni > Cu > Co > Cd > Zn > Pb > Mn > Mo > Fe. Although
these results cannot be realistically compared with those obtained on soil, they will
nevertheless serve as a basis for further studies.

Table 1. The Rhizobium leguminosarum strains tested. (I) Strain code. L6bab Z =
Horsebean Z. Biikkény 75/4 = Vetch 75/4. (2) Host plant. a) Horsebean and pea.
(3) Place of origin. b) Hungary, c) Lybia, d) U.K.

Table 2. Effect of different concentrations of various metals on the relative growth
of Rhizobium leguminosarum strains. (1) Strains. Lébab Z = Horsebean Z, Biikkony
75/4 = Vetch 75/4. (2) Metals. (3) Metal concentrations (nM). Note: Significant devia-
tions for the various concentrations at the P = 0.05 level: a = 22.305, b = 37.225,
¢ =45.592, d = 48.626, e = 54.575.

Fig. 1. Relative growth of the Horsebean Z strain as affected by various heavy
metal combinations. Vertical axis: Heavy metal combinations. Horizontal axis: Rela-
tive growth, %.

Fig. 2. Relative growth of the Vetch 75/4 strain as affected by various heavy metal
combinations. Vertical and horizontal axis: see Fig. 1.

Fig. 3. Relative growth of the HB-3841 strain as affected by various heavy metal
combinations. Vertical and horizontal axis: see Fig. 1.

Fig. 4. Relative growth of the E 1012 strain as affected by various heavy metal
combinations. Vertical and horizontal axis: see Fig. 1.



