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BEVEZETÉS

A napjainkban újra növekvőtendenciát mutató oltóanyaggyártás és forgalmazás mind az

alapkutatás, mind pedig az alkalmazott kutatás számára új kihívást jelent.

Korábban az ún. univerzális szemléletmód az oltóanyagtörzsek szelekciója során figyelmen

kívül hagyta a különböző talajtípusok és eltérő környezeti körülmények oltóanyagtörzsekre

gyakorolt hatását. Az emberi tevékenység és a klimatikus változások következtében azonban a

talajkörülményekben emberi léptékkel mérve is rövid időn belül drasztikus változásokon mehetnek

végbe (savanyodás, szikesedés, vegyszermaradványok és nehézfémek felhalmozódása, stb.), mely

változások a talajmikrobiótára, azon belül a szimbionta nitrogénkötőbaktériumokra is közvetlen

hatást gyakorolnak (Wilkinson et al., 2007). E hatásokra a különbözőtípusú talajok eltérően

reagálnak, ezért egy univerzális összetételű oltóanyag hatékonysága széles tartományban

ingadozhat. E probléma megoldására egyre inkább terjed az ún. területorientált szemléletmód,

amely szerint az oltóanyagok fejlesztésénél figyelembe kell venni a célterület talajökológiai

körülményeit.

Az élő szervezeteket tartalmazó termékeknél mindig komoly problémát jelent a

minőségbiztosítás, mert a hagyományos, szelektív táplemezes kitenyésztéses eljárások nem

nyújtanak megbízható információt az oltóanyagokban található mikrobák mennyiségi és minőségi

összetételéről. A molekuláris-biológiai vizsgáló eljárások fejlődésével olyan új módszerek kerültek

kifejlesztésre, melyek adaptálásával gyorsan, egyszerűen és megbízhatóan követhetjük nyomon az

oltóanyagtörzseket az előállítástól, a raktározáson keresztül, egészen a felhasználásig.

A gyakorlati alkalmazás szempontjából nélkülözhetetlen az oltóanyagtörzsek számára

megfelelővivőanyag kiválasztása, mivel azok segítségével kedvezőtlen környezeti feltételek között

is jelentősen növelhetjük a mikrobák túlélési esélyeit. Az 1950-60-as évektől hazánkban is a tőzeg

alapú vivőanyagok alkalmazása terjedt el általánosan. A környezetvédelmi előírások

szigorodásával, valamint az oltóanyaggyártás növekvővolumenéből adódóan szükségessé vált a

tőzeg, mint lassan megújuló alapanyagforrás kiváltása. Az alternatív megoldások világszerte

meginduló keresésében közös cél a helyi adottságokhoz való alkalmazkodás. Az oltóanyagok talaj-

életre gyakorolt pozitív hatását tovább fokozhatjuk, ha azokat valamely, az oltóanyag életképessé-

gét hosszú ideig biztosító, trágyaszerként is szolgáló vivőanyaggal együtt alkalmazzuk. Előnyös, ha

ezek egyben olcsóak és könnyen hozzáférhetőek. Magyarországon, ipari-agrárország lévén,

megoldást jelenthetnek a mezőgazdasági hulladékanyagokokból előállított komposztkészítmények,

amelyek a tőzeggel összehasonlítva számos előnnyel rendelkeznek: olcsón, nagy mennyiségben

hozzáférhetőek, gyorsan megújúló forrásból származnak, ezek felhalmozódása a gazdáknak sok



esetben komoly problémát okoz. A modern törzskövetési technológiákkal kiegészítve, ez az eljárás,

hosszútávon biztosíthatja az oltóanyagok új generációjának megfelelőminőségét.

CÉLKITŰZÉSEK

Rhizobium-törzsek izolálása a Westsik-féle vetésforgó tartamhatás-kísérlet parcelláiból ösz-

szehasonlító ökofiziológiai vizsgálatok végzése céljából. Adatszolgáltatás a vetésforgók

szimbionta-nitrogénkötőbaktérium populációjára vonatkozóan

a szimbiotikus nitrogénkötés hatékonyságát befolyásoló talajfizikai és -kémiai tényezők

azonosítása a Westsik-féle vetésforgó tartamhatás kísérlet területén

a Rhizobium-populációban a különbözőkörnyezeti tényezők hosszútávú hatására bekövet-

kezőfenotípusos és genetikai változások vizsgálata

PCR alapú eljárás adaptálása, amely alkalmas a szimbionta N2-kötőoltóanyagtörzsek

költséghatékony és megbízható nyomonkövetésére és genetikai jellemzésére

mezőgazdasági hulladékból előállított steril és nem steril komposzt illetve humusztrágya

mikrobiális oltóanyagok vivőanyagaként való alkalmazásának vizsgálata. Az oltás haté-

konyságának ellenőrzése tenyészedénykísérletben és szántóföldi körülmények között

ANYAG ÉS MÓDSZER

Rhizobium lupini törzseket izoláltunk a fehérvirágú csillagfürt (Lupinus albus L.) Nelli fajtá-

jának gyökérgümőiből, két területről: a nyíregyházi Westsik Vilmos által 1921-ben beállított homo-

ki vetésforgó tartamhatáskísérlet parcelláiból, valamint e homokkísérleti gazdaság 15. sz. üzemi

parcellájából, Vincent (1970) módszerével. Külön kezeltük a fő- és oldalgyökér gümőiből-, illetve

az egy-egy gümőből izolált, különbözőtelepmorfológiai tulajdonságokkal rendelkezőizolátumokat.

Tenyészedény–kísérletben vizsgáltuk a környezeti tényezőknek a csillagfürt–rhizobium

szimbiózisra gyakorolt hosszútávú hatását. A talajok fizikai–kémiai tulajdonságainak meghatározá-

sa az MSZ-08-0206/2-78 sz. szabvány előírásai szerint történt. Ez a vizsgálat a talaj pH-jára, a kö-

töttségére, valamint a makro- és mikroelem-összetételére vonatkozó elemzéseket foglalta magában.

Meghatároztuk a növények szárazsúlyát, beltartalmi mutatóit, gümőtömegét. A talajok fizikai–

kémiai tulajdonságai és a növényparaméterek közti összefüggéseket korrelációs-regressziós analí-

zissel elemeztük.

Laboratóriumi körülmények között, YM (élesztőkivonat-mannit) folyadékkultúrában vizs-

gáltuk a különbözőkörnyezeti tényezők (peszticidek, hőmérséklet, antibiotikumok) R. lupini tör-

zsek szaporodására gyakorolt hatását. A szaporodás mértékét fotometriás módszerrel (Helios βfo-



tométer) határoztuk meg, 540 nm-es hullámhosszon. A Rhizobium-törzsek élőcsíraszámát hígításos

módszerrel, YMA lemezeken határoztuk meg, Vincent (1970) módszerével.

A Rhizobium-törzsek genetikai összehasonlító vizsgálatát a repetitív PCR–módszerek közé

tartozó BOX-PCR-rel (Rademaker et al., 1998) végeztük el. A DNS izolálást fagyasztásos sejtfeltá-

rással végeztük. A baktériumtörzsek genomi hasonlóságának, illetve azonosságának értékelésére ki-

fejlesztett repetitív-PCR az ismétlődőszekvenciák közötti távolságot vizsgálja olyan primerekkel,

amelyek az ismétlődőszekvenciák konzervatív részéhez illeszkednek, és a baktériumok körében

univerzálisnak tekinthetők Az izolátumok és csoportok száma alapján a változatosság átfogó jel-

lemzésére három különböződiverzitási mutatót számoltunk (Kaschuk et al., 2005).

Sinorhizobium meliloti törzsek (Rh-1 és Rh-2) túlélőképességét vizsgáltuk hagyományos

(folyadékkultúrás, talajoltás, magoltás) és újgenerációs (komposzt, humusztrágya) oltásmódoknál.

A baktériumtörzseket YMB közegben szaporítottuk fel. A túlélősejtek számát YMA lemezen hatá-

roztuk meg hathetes vizsgálati periódusban. Az oltóanyagtörzsek szimbiotikus hatékonyságát lucer-

na tesztnövényen (Medicago sativa L.) ellenőriztük tenyészedénykísérletben és szántóföldi körül-

mények között.

AZ ÉRTEKEZÉS EREDMÉNYEI

I. A környezeti tényezőknek a szimbiotikus nitrogénkötés hatékonyságára gyakorolt ha-

tásának vizsgálata

Eredményeink szerint, a fehérvirágú csillagfürt oldalgyökereinek gümőszáma illetve az ösz-

szes gümőszám szignifikáns korrelációs összefüggést mutat a gyökér- és a hajtás száraztömegével.

A hajtás nitrogéntartalma a főgyökér gümőszámával volt szoros összefüggésben. A talaj foszfortar-

talma erőteljesen befolyásolta a csillagfürt gümőtömegét.

A foszfor mellett a talaj réz- és bórtartalma szintén pozitív korrelációs összefüggést mutatott

a fehérvirágú csillagfürt gümőtömegével. A CaCO3- és a Co- tartalom növekedésével csökkent a

főgyökér gümőszáma, ami viszont hatott a növény nitrogéntartalmára. Szintén negatív összefüggés

állt fenn a hajtás foszfortartalma, illetve a talaj humusz- és ólomtartalma között. A Westsik-féle ve-

tésforgók parcelláiban a talaj savanyodása a mikroszimbionta partneren keresztül közvetlen, a talaj

mikroelem tartalmának befolyásolásán keresztül pedig közvetett módon gyakorol hatást a termés

mennyiségére és minőségére. Az évtizedeket átölelőmérési eredmények egyértelművé teszik, hogy

a folyamatosan csökkenőpH kisebb mértékben természetes folyamatok következménye, melyek az

emberi beavatkozás hatására (főleg a műtrágya felhasználás) felerősödtek. Ez a káros folyamat is-

tálló- és zöldtrágyázással lassítható.



1. táblázat. A 12 vizsgált peszticid Rhizobium-törzsekre gyakorolt hatásának koncentráción-
kénti összegzése

Konc.
(mg/l)

Bio-
sild

Mospi
-lan

Pledg
e

Aceto
-klór

Gez-
aprim

Dani-
tol

Top-
sin Ortus Sumi-

8 Gol Klor-
tosip

Tiu-
ram

0,1 + + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0/–

1 + + + + + + 0 0 0 + +/– +/–

10 + + + + + + + 0 0 0/– +/– 0/–

100 + +/– – – – – – +/– – 0/– – –

Jelmagyarázat: 0 nincs hatás, + serkentőhatás, – gátló hatás, +/– a hatás változó, 0/– nincs, vagy
gátló hatás

A peszticidek hatásának hosszútávon kitett, üzemi parcella területéről izolált Rhizobium-

törzsek peszticid érzékenységében adaptációt nem tudtunk kimutatni. A peszticidek 0,1 és 1 mg/l

koncentrációi semleges vagy serkentőhatást gyakoroltak a vizsgált a Rhizobium-törzsek szaporodá-

sára (1. táblázat).

1. ábra. A Westsik-féle vetésforgók területéről és a 15. számú üzemi parcella területéről

izolált Rhizobium-törzsek csoportosítása antibiotikum érzékenységük alapján (SPSS program,

hierarchikus klaszteranalízis)

A csoportok közötti távolság

0 5 10 15 20 25
Törzsek +---------+---------+---------+---------+---------+

V13A 
U122 
U114 
V8B 
V3A 
V9D 
U113 
V5 
U109 
V9C 
U117 
V3B  
V9E  
U108  
V14A  
V14B 
V9A 
V9B 
V2   
V8  
V1 
V15B 
U3   
U2   
U6  
U10  
U8  
V6A  
V6B  
V15A 



A 100 mg/l koncentráció az esetek többségében gátolta a törzsek szaporodását. A különböző

peszticidcsoportok közül a fungicidek fejtették ki a legerősebb gátlóhatást a Rhizobiumok szaporo-

dására.

Antibiotikum-érzékenységük tekintetében a Westsik-féle vetésforgók területéről izolált

Rhizobium-törzsek hét csoportra különülnek el, míg az üzemi területről izolált Rhizobium-törzsek

mindössze kettőre, ami a Westsik-féle vetésforgók területéről izolált Rhizobium-törzsek nagyobb

fenotípusos diverzitására utal (1. ábra). Az intenzív mezőgazdasági művelés alatt álló területen

(üzemi), antibiotikum érzékenységüket tekintve kevésbé változatos Rhizobium-populáció van jelen,

mint a Westsik-féle vetésforgó tartamhatáskísérlet területén.

II. A mikrobiális oltóanyagtörzsek összehasonlító jellemzésére BOX-PCR módszerrel

A módszertani fejlesztés eredményeként a BOX-PCR módszer alkalmasnak bizonyult a ki-

tenyészthetőszimbionta baktériumcsoportok összehasonlító-értékelésére.

A vizsgálatok alapján megállapítottuk, hogy a csillagfürt növények fő- és oldalgyökerein el-

térőPCR-mintázatú törzsek alakítottak ki szimbiózist, azaz a Rhizobium-populáción belül a korai és

késői infekcióra képes egyedek különbözősége genetikai eszközökkel is igazolható. A Westsik-féle

vetésforgók területéről izolált törzsek összehasonlítása azt mutatta, hogy a korai (főgyökér) és késői

(oldalgyökerek) infekcióra képes törzsek közelebbi genetikai kapcsolatban állnak egymással, mint

az üzemi területen lévőcsillagfürt főgyökeréről, illetve oldalgyökeréről származó törzsek.

Megállapítottuk, hogy az egyazon gümőből izolált törzsek nemcsak telepmorfológiai tulaj-

donságaik, szaporodási stratégiájuk, de PCR-mintázatuk alapján is különböznek egymástól.

Összehasonlítottuk a Westsik-féle vetésforgók területről és az üzemi területről származó

Rhizobium-törzsek PCR-mintázata alapján szerkesztett hasonlósági dendrogramot és megállapítot-

tuk a két közösség jól elkülönülőjellegét. A Westsik-féle vetésforgók területéről származó növé-

nyek gyökérgümőiből izolált Rhizobium-törzsgarnitúra genetikai mintázata alapján homogénebbnek

bizonyult, mint az üzemi.

2. táblázat. Az üzemi és a Westsik-féle vetésforgó parcellák területéről származó Rhizobium-
törzsek diverzitási indexei

Shannon (H')
index

Margalef (R)
index

Pielou (E) in-
dex

Üzemi terület 2,75 5,29 0,99

Westsik-féle vetésforgók 2,38 3,64 0,93



A diverzitásra utaló Shannon (H') index, a fajgazdagsági mutató Margalef (R) index és az

eloszlás egyenletességét leíró Pielou (E) index nagyobb értéket adott az intenzív mezőgazdasági kö-

rülmények közül származó törzsekre vonatkozóan, mint a Westsik-féle vetésforgókból származókra

(2. táblázat).

III. Újgenerációs vivőanyagok, alternatív oltásmódok

Két S. meliloti törzs túlélését hasonlítottuk össze hathetes vizsgálati periódusban, különböző

vivőanyagokban: folyadékkultúrában, talajban, magon, komposztban és humusztrágyában. Az oltás

hatékonyságát lucerna tesztnövényen ellenőriztük tenyészedény- és kisparcellás kísérletben.

Folyadékkultúrában az Rh-1 törzs kiindulási csíraszáma 1 ml tápközegre vonatkoztatva a

vizsgálati periódus végére, 6,9x109-ről, 2,2x107-re, míg az Rh-2 törzsé 2,2x109-ről, 8,3x106-ra

csökkent. Talajban a hatodik hét végére mindkét törzs élőcsíraszáma több mint két nagyságrenddel

csökkent. A törzsek maximális pusztulási mértéke a vizsgálati periódus végére mind a folyadékkul-

túrában, mind pedig a talajban, elérte a 2,5 nagyságrendet. A lucerna magfelszínén az egy gramm

magra vonatkoztatott élőcsíraszám a vizsgálati periódus végére mindössze egy nagyságrenddel

csökkent. A két baktériumtörzs csíraszámcsökkenési ütemében szignifikáns különbségeket figyel-

tünk meg. Az Rh-2 jelzésű, nagyobb nitrogénkötőkapacitással rendelkezőtörzs túlélési mutatói

mintegy fél nagyságrenddel jobbak voltak (2. ábra). A vivőanyagok sterilizálásával javítani tudtuk

az oltóanyag-törzsek túlélőképességét. Az általunk vizsgált vivőanyagok közül a sterilezett humusz-

trágya bizonyult leginkább megfelelőnek a két S. meliloti törzs vivőanyagaként való felhasználásra.

A nem sterilezett humusztrágyával összehasonlítva a sterilezett humusztrágyában az elsőhét végére

2,5 nagyságrenddel-, a sterilezett komposzttal összehasonlítva pedig egy nagyságrenddel nagyobb

csíraszámot értünk el.

Tenyészedény-kísérletben igazoltuk a komposzt és a humusztrágya steril és nem steril válto-

zatának a lucerna gümőképzésére gyakorolt kedvezőhatását. Az abszolút kontrollhoz viszonyítva

mind a négyféle kezelés szignifikánsan növelte a növények gyökerein képződőgümők mennyiségét.

Mivel ezek a kezelések Sinorhizobium-oltóanyagtörzseket nem tartalmaztak, a gümőtöbblet a talaj-

ban található, őshonos Rhizobium-populáció aktiválásával magyarázható (3. ábra). Az Rh-1 és Rh-2

törzsekkel oltott, sterilezett és nem sterilezett humusz nagyobb gümőtömeg-arányt biztosított a lu-

cerna gazdanövény gyökerein, mint ugyanezen törzsek komposzt vivőanyagos változata.

Az Rh-1 törzzsel és az abszolút kontrollal összehasonlítva az Rh-2 törzzsel oltott

tenyészedényekben szignifikánsan nőtt a növényi szárazsúly. A Kákai legelőés Körös-1 lucernafaj-

ták gyökértömeg/gümőtömeg aránya és szárazsúlya között nem volt szignifikáns különbség, vagyis

a lucernafajták nem befolyásolták kimutatható mértékben az oltás sikerességét.



A szabadföldi kisparcellás vizsgálatok során mind az első, mind a második növedék betaka-

rításakor kimutatható volt az Rh-2 S. meliloti törzs termésnövelőhatása. Az Rh-2 törzzsel oltott

parcellákban 16-21 %-al nőtt a lucerna emészthetőnyersfehérje tartalma.
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2. ábra. Két S. meliloti törzs (Rh-1, Rh-2) 1 g humusztrágyára vonatkoztatott csíraszám válto-
zása az időfüggvényében, hathetes vizsgálati periódus alatt, sterilezett humusztrágya vivő-

anyagban

A 40 kg/ha nitrogéndózissal kezelt kontroll parcellában a második növedéknél a termés

mennyiségének csökkenését figyeltük meg.
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3. ábra. Az oltatlan komposzt és humusztrágya kezelések hatása a Kákai legelőlucernafajta
gyökértömeg/gümőtömeg arányára (Jelölések: N-nem sterilezett, S-sterilezett, k-komposzt, h-humusztrágya,

absz.-abszolút kontroll)



ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK

1. Törzsgyűjteményt állítottunk össze a Westsik-féle vetésforgó tartamhatás-kísérlet parcellái-

ból, valamint a kísérleti terület üzemi parcellájából. Ennek keretében 140 Rhizobium-törzset

izoláltunk, amelyekkel összehasonlító ökofiziológiai vizsgálatokat végeztünk. Elsőként jel-

lemeztük a vetésforgó tartamhatás-kísérlet szimbionta nitrogénkötő baktériumainak

ökofiziológiai tulajdonságait.

2. A csillagfürt-Rhizobium szimbiózis hatékonyságának feltárása érdekében a Westsik-féle ve-

tésforgók területén részletes talajtani és agrokémiai vizsgálatokat végeztünk. Kísérleti ered-

ményeink alapján azt találtuk, hogy a talaj Ca-tartalmának emelkedésekor a talaj felvehető

foszfor-, bór- és réztartalma csökkent, s ezzel összefüggésben a csillagfürt-Rhizobium szim-

biózis hatékonysága is csökkent. Az összefüggést tenyészedény-kísérletben igazoltuk.

3. Megállapítottuk, hogy a Westsik-féle vetésforgók területéről származó Rhizobium-törzsek

nagyobb fenotípusos diverzitással rendelkeztek, mint az üzemi területről izolált törzsek. Ezt

a törzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgálatai bizonyították.

4. Oltóanyagtörzsek genetikai összehasonlító vizsgálatára alkalmas molekuláris biológiai mód-

szert adaptáltunk. Az új módszer alkalmazásával bizonyítottuk, hogy a fehérvirágú csillag-

fürt (Lupinus albus L.) Rhizobium-törzsekkel való korai és késői infekciójában, valamint

egyazon gyökérgümőkevert fertőzésében eltérőPCR-mintázatú törzsek vesznek részt. Meg-

állapítottuk, hogy a Westsik-féle vetésforgók területéről izolált Rhizobium-törzsek

diverzitási mutatói nagyobbak, mint az üzemi területről izolált törzsek diverzitási mutatói.

5. Eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy a mezőgazdasági hulladékok-

ból (növényi szármaradványokból) előállított komposztok alkalmasak a tőzegalapú vivő-

anyagok helyettesítésére. A vivőanyagok előzetes sterilezésével javítani tudtuk az oltó-

anyagtörzsek túlélőképességét.

6. Kötött talajban a komposzt és humusztrágya alkalmazásával az őshonos Rhizobium-

populáció infekciós aktivitását fokozni tudtuk. Ezt tenyészedény-kísérletekben igazoltuk.

7. Kimutattuk a nagyobb nitrogénkötő-kapacitással rendelkezőoltóanyagtörzs széna- és zöld-

termésre, valamint a termés emészthetőnyersfehérje tartalmára gyakorolt pozitív hatását lu-

cernával végzett kisparcellás kísérletetekben.



AZ ÚJ EREDMÉNYEK JAVASOLT ALKALMAZÁSA

Javasoljuk az oltóanyagok minőségellenőrzésénél jelenleg is alkalmazott szelektív tápleme-

zes kitenyésztéses vizsgálatok kiegészítését az általunk is alkalmazott molekuláris módszerrel. Így

nem csak az oltóanyagok mennyiségi, de minőségi összetételére vonatkozóan is megbízható adato-

kat nyerhetünk.

Az általunk vizsgált, mezőgazdasági hulladékokból előállított, nagy humusztartalmú készít-

mények alkalmasak a hagyományos, tőzeg-alapú vivőanyagok kiváltására. Így olcsó, nagy mennyi-

ségben hozzáférhető, megújuló forrásból származó vivőanyagot biztosíthatunk az egyre növekvőol-

tóanyagpiac számára.

TOVÁBBI LEHETŐSÉGEK

Szükségesnek tartjuk a Westsik-féle vetésforgók mikrobiológiai vizsgálatainak további folyta-

tását és a szimbionta nitrogénkötőmikroorganizmusokon túlmenően az egyéb mikrobacsoportokra

való kiterjesztését. A rendelkezésre álló, részletes, több évtizede folyó talaj fizikai és kémiai mérési

eredményeket kiegészítve az eddig háttérbe szorult talajmikrobiológiai vizsgálatokkal, összetett ké-

pet kaphatunk a különbözőagrotechnikai eljárásoknak a talajmikrobiótára gyakorolt hosszútávú ha-

tásáról.

A peszticidek Rhizobiumokra gyakorolt hosszútávú hatásának vizsgálatához szükségesnek

tartjuk egy kisparcellás növénykísérlet beállítását, ahol a növényvédőszereket elkülönítve, különbö-

zőkoncentrációkban juttatjuk ki. A kísérlet rendszeres értékelésével képet kaphatunk a különböző

peszticidek hatására a mikrobapopulációban bekövetkezőváltozásokról és annak növényélettani

következményeiről.

A Rhizobium-populáció genetikai diverzitásának pontosabb értékeléséhez szükséges az általunk

alkalmazott BOX-PCR módszernek valamely közösségi analízissel történőkiegészítése. A két eljá-

rás ötvözésével mind faji, mind pedig közösségi szinten információt nyerhetünk a mikroszimbionta

populáció összetételéről.
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