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BEVEZETES

A herbicidek alkalmazisa az intenziv ndvénytermesztés sordn a mezdégazdasagi
novények termésatlaginak jelentds novekedéséhez vezetett. Ezzel egyiitt a herbicidek
alkalmazdsanak negativ hatdsa is van, hiszen ezeknek a vegyiileteknek a talajba keriilése a
talaj toxikus anyagokkal vald elszennyezddéséhez vezethet. Ezért a mezOgazdasig
kemizaldsdnak egyik aktudlis feladata olyan vegyszerek alkalmazisa, amelyek kevésbé
mérgezdek a talajban €16 mikroorganizmusokra, az adott 6koszisztémara, az emberre és az
allatokra. A gyomirt6 szerekkel szembeni f6 kovetelmény a gyomokkal szembeni hosszi
hatastartam, de az azt kovetd lebonthatésdg, a bomlastermékeik nem toxikus volta és a
minél kisebb dézisok alkalmazédsdnak a kényszere is.

Az ENSZ Kornyezetvédelmi Vilagkonferencidjdn (Stockholm 1972) a vildg 10
legveszélyesebb szennyezd dagense kozé soroltdk a peszticideket, mivel azok a
mezbdgazdasdgi termotalajok mellett intenziven szennyezik a levegdt, a felszini és a
talajvizeket is. A peszticidek ily moédon veszélyeztetik a vildg kornyezetvédelmi
egyensilyat és stabilitdsit. A mezdgazdasdg kemizdldsa megvéltoztathatja a talajok
természetes Osszetételét, miikodését, kialakitvan ezaltal a ,,mesterséges, technogén” agro-
Okoszisztémakat (Stefanovits 1977).

A talajban él6 mikroorganizmusokra szdmos koOrnyezeti tényez6 hatdssal lehet.
Ezek koziil kiemelkedd jelentdségiiek és EU stratégiai kutatasi irdnyt is jelentenek azok a
novényvédo szerek, melyek az emberi (antropogén) tevékenység soran keriilnek oda. A
mezdgazdasdgi kemikalidk kozott a gyomirtd szerek (herbicidek) alkalmazasa terjedt el a
leginkabb. Az emberi tudds fejlddésével tjabb és djabb vegyi anyagokrdl bizonyosodik be
a gyomirté szerként valé alkalmazdsi lehet6ség. A napjainkban bevezetett dn. ,,4j
generdcids herbicidek” annyira hatdsosak lehetnek, hogy mennyiségiik akar 10-szer, 100-
szor is kevesebb lehet a kordbban alkalmazottakhoz viszonyitva, ami tovdbb novelheti a
gyakorlati alkalmazas veszélyét.

Egyes gyomirté szerek konnyen, még a vegetdcidos idOszak befejezddése eldtt
lebomlanak, ezért az aktiv hatéanyaghoz un. extendereket adnak, hogy a lebontist
mérsékeljék, illetve az arra irdnyulé mikrobioldgiai aktivitdst csokkentsék a talajokban.
Az egyes mikroorganizmusok érzékenysége ugyanakkor jelentOsen kiilonbozhet a
talajokban, ami 4ltal az eredeti mikrobioldgiai dsszetétel megvaltozdsival, hosszabb tdvon
akdr a talaj funkciondlis elvaltozésaival is szdimolni kell. A fenntarthaté mezdgazdasag és
a kornyezetvédelem szempontjait is figyelembe véve ezért sziikséges tanulmdnyozni a
kiilonboz6  mikroorganizmus  csoportok  érzékenységét, tolerancia-hatdrait, a
mezOgazdasagi kemikdlidkhoz valé adaptdlédas és a mikodoképességiik kozotti
Osszefiiggéseket, illetve keresni azokat a modszereket, amelyekkel az okozott
mikrobioldgiai hatdsok kimutathatdk, detektdlhatok. A dolgozat egy tipikus, széles korben
alkalmazott ,,ij generdcids” gyomirtd szer, a klérszulfuron péld4jan tovabbi, nagyobb
dozisban alkalmazott herbicidek a tiokarbamatok bevonasaval laboratoriumi (in vitro) és
inkubéciés modellkisérletben (in vivo) is vizsgédlja azok mikroorganizmus fajokra és
fajcsoportokra kifejtett hatdsait, a mikroorganizmusok szaporoddsbeli érzékenysége és a
vizsgalati médszerek kozotti dltalanos Osszefiiggéseket, valamint a hatéidOnek a talajban a
vegetacids iddszak sordn jelentkezd esetleges befolyasold hatésait.

Célkitiizésként a kovetkezd alpontokat fogalmaztuk meg:

A gyomirt6 szerekkel, illetve azok kiilonbdzd dézisaival szembeni mikrobioldgiai
érzékenység vizsgalata laboratériumi és tenyészedényes kisérletekben, hogy megismerjiik

3



a talajokbdl és/vagy a talaj-novény rendszerekbdl szdrmazé tipikus, jellegzetes
mikroszervezetek és mikroorganizmus csoportok tiiréképességét a szaporodasukra
kifejtett hatasokon keresztiil és tanulmanyozzuk a:

e a fajokra és fajcsoportokra jellemz6 azonos és elkiiloniild érzékenységi
mintdzatokat, a szaporodds mértékében bekdvetkezd valtozdsokat, kiilonbségeket,

® a mikroorganizmusok szaporoddsira az egy fajcsoporton belill kimutathatd
érzékenységi kiilonbségeket,

e a gyomirtd szerekkel szembeni érzékenység dozisfiiggdségét, a gyakorlatban
alkalmazott és az azt meghaladé adagoknak a mikroorganizmusok szaporoddsara
kifejtett hatdsait,

e az ¢érzékenység, illetve a mikroorganizmusok szaporoddsdban jelentkezd
kiilonbségek kimutatdsanak mddszertani lehetdségeit,

e a rovid idejii és a vegetacids idészak alatt, a mikroorganizmusok szdmdban
kimutathaté azonossdgokat és kiilonbségeket,

e a klérszulfuron fenti hatdsainak az egyéb herbicidekkel, a tiokarbamdtokkal
Osszehasonlitott azonossdgait €s kiilonbségeit, valamint

* a gyomirtd szerek alkalmazdsat befolydsolé kornyezeti tényezdk koziil, egy ipari
szennyvizzel val6 kolcsonhatdsokat, hogy

mindezekrdl a gyakorlat szimdra is hasznosithat6 kdvetkeztetéseket vonhassunk le.

ANYAG ES MODSZER

I. A mikroorganizmusok herbicid-érzékenységének tanulmanyozasi médszerei in
vitro

Laboratériumi  koriilmények kozott az  aldbbi  mikroorganizmusokat  és
mikroorganizmus-csoportokat vizsgaltuk: 1) Nitrogén-kotd baktériumok: Azotobacter
spp., Rhizobium leguminosarum bv. viciae Biik-75/4, R. leguminosarum bv. trifolii L6-
73/3, Bradyrhizobium (Lupinus) sp. Cst-75/1, Sinorhizobium meliloti Lu-K; 2) Spérasok:
Bacillus cereus var. mycoides €s B. subtilis; 3) Streptomyces-ek: Streptomyces griseus, S.
griseolus; 4) Pseudomonas-ok: Pseudomonas aeruginosa, P. alcaligenes, P. fluorescens;
5) Potenciélis kérokozok: Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, Escherichia
coli, Micrococcus luteus és a Xanthomonas campestris.

A mikroorganizmusok szaporoddsbeli érzékenységét a szulfonilkarbamidok
csoportjaba tartozé klérszulfuron herbicid (1. dbra) kiilonb6z6 koncentracidival szemben
in vitro modszerekkel vizsgaltuk.

Icl) N OCHj3
SO,;NH-C-NH —<O N
N
cl CHs

1. abra: A klérszulfuron (2-klor-/N/4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il/-aminokarbonil/-
benzoszulfonamid) kémiai szerkezete

A mikroorganizmusok herbicid-érzékenységének a pontosabb megértése érdekében
az in vitro vizsgélatokat a herbicidek régebbi generacidjdhoz tartozo, de kordbban széles
korben alkalmazott tiokarbamat szarmazékok (butilat, EPTC, cikloat, molinat, vernolat)
ndvekvo koncentracidival is elvégeztiik (1. tdblazat).
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1. tablazat: A kisérletekben felhasznalt tiokarbamat herbicidek adatai

Tiokarbamat Kereskedelmi Kémiai Szerkezeti
szarmazék elnevezés elnevezés képlet
Butilat Anelda 72EC S-etil-N,N- st
diizobutil- CHr—CH—HC 0
tiokarbamét N
CHy—CH—H,C 5—CH,—CH,
L.
Cikloat Sabet 72EC S-etil-N-etil- CH—RC 0
N-ciklohexil- N
tiokarbamat <:§ S CH—CH,
EPTC Witox 72EC N,N-di-n-
propil-S-etil- | “H— A 0
tiokarbamat N—C,
CHy—CH,—H,C 5—CH,—CH,
Molinat Molin4t S-etil-N,N- <\\ e
hexametilén- N—C
tiokarbamat // \S—CHQ—CHE
Vernolat Vernolat S-n-propil-
N,N-di-n- CHS—CHQ—HQC\ J/O
propil- FAREY
tiokarbamat CHy;—CH,—H;C 3—CH,—CH;—CH,

Mikrofermentoros eljdrds

Laboratériumi  koriilmények kozott kiilonb6z6é mikroorganizmusok herbicid-
érzékenységét tanulminyoztuk rdzatisos, mikrofermentoros moddszerrel, folyékony
tdptalajokban. Ennek sordn a vizsgalt baktériumok megfeleld torzseit Nutrient (N),
éleszté-kivonat-mannit (YEM), vagy arginin-glicerin (AG) ferde agarra leoltottuk és 24
ordig inkubdltuk. A mikroorganizmusok tobbsége Nutrient agaron szaporodik, a
nitrogénkoték és az Actinomyces-ek kivételével, ahol sorrendben YEM-et vagy AG-
taptalajt alkalmaztunk. A felszaporitott torzseket steril fiziol6gids s6oldat (0,8 % NaCl) 5
ml-es mennyiségeivel mostuk le. A Nutrient vagy a YEM tdptalajokbdl 5 ml-es steril
csoveket készitettiink, majd a megfeleld gyomirté-szereket adagoltuk a tdptalajokhoz
vizlégszivattyival ¢és steril Jena G5-0s sziir6lap segitségével. Ezt kovetden a
mikroorganizmus szuszpenzidkkal oltottuk be a gyomirtd szert tartalmazé tdpoldatokat
harom-hdrom ismétlésben. A beoltds eldtt a 24 dra alatt felszaporodott €s 5 ml s6oldattal
lemosott baktérium szuszpenzidk sejtszdmdt Biirker kamrdban szamoltuk 4 %-os
szublimat (HgCl,) oldat segitségével, ami a sejtek mozgdsit a szdmolhatdsigig
lelassitotta. A beadagolt mennyiséget a szuszpenzidbdl tigy kalkuldltuk, hogy az 5 ml-es
csoévekben 1x10° kiindul6 csiraszamot kapjunk milliliterenként mindegyik torzsnél. Az
ismétléseknél és az egyes mikroorganizmus izoldtumokndl igy biztositottuk az azonos
kiindul6 csiraszam-értékeket.

Az inkubdcids id6 25 °C-on intenziv rdzatds mellett (150 rpm) éltaldban 24 6ra volt.
A kisérlet sordn a semleges kozeli 6,8-7,2-es pH értéket allitottuk be a tdptalajokban, a
gyomirt6 szerek lebomldsa ugyanis erdsen pH fiiggd. A klérszulfuron megfeleld
dézisaival a végsd koncentracié 0,001-; 0,01-; 0,1-; 1-; 10 mgL'1 lett az egyes csOvekben.
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A tiokarbamit szdrmazékokndl a szant6foldi dézisok alapjan 50-; 100-; 250-; 500- és 1000
mgL" dézisokat alkalmaztunk. Negativ kontrollként a herbicid bevitele nélkiili
tenyészetek szolgaltak. A spektrofotometrids mérés kivitelezése ,,vak” kontroll csovek
segitségével tortént. Ezek csak az adott herbicid-koncentréciot tartalmaztdk. A szaporodds
mértékét Spekol tipusu spektrofotométerrel allapitottuk meg. A méréseket harom-harom
ismétlésben végeztiik. A kiilonbdzd tdpoldatok fotometralasdnak hullimhossztartomanyat
egyedileg hatdroztuk meg az egyes taptalajokndl, igy az arginin-glicerin levesnél (AG)
A=530-, az éleszt6kivonat-mannit levesnél (YEM) A=560-, a folyékony nutrient (N)
taptalajndl pedig A=640 nm hulldmhossz-t alkalmaztunk. Ett6l plusz-minusz irdnyban
lehettek eltérések a herbicidek kiilonbdzd koncentracioi szerint.

Kitenyésztheto telepszdm-meghatdrozds

A szilard taptalajon torténd csiraszam-meghatirozasi médszernél a herbicidek
kiilonbdz6 koncentrécioi keriiltek bevitelre az el6zéekben mar ismertetett taptalajokba. Az
alkalmazott d6zisok ugyanazok voltak, mint a rdzatdsos, mikrofermentoros modszernél. A
mikroorganizmusok az adott ,szelektiv’ tdptalajokon Petri csészékben keriiltek
kitenyésztésre (N) nutrient agar a baktériumok, AG téptalaj az Actinomyces-ek, és YEM a
Rhizobium torzsek vizsgélatdra). A herbicidek megfeleld koncentracioit a lemezontés eldtt
adagoltuk a Petri-csészébe. A baktérium torzseket termosztitban inkubaltuk. A legtobb
mikroorganizmusndl az inkubdciés hémérséklet 28 °C volt. Ez aldl kivételt képezett a
potencidlis human kérokozdoként is ismert E. coli baktérium, melyet 37 °C-on inkubéltunk.
A 24-72 6rds (24 a Pseudomonas-ok, 48 a legtobb baktérium és/vagy 72 6ra az
Actinomyces-ek) tenyésztést kovetden kifejlodott telepeket megszamoltuk a herbicid
nélkiili kontrollal 6sszehasonlitottuk, és az eredményt a kontroll szazalékdban fejeztiik ki.
A kisérletet harom ismétlésben végeztiik el.

Biomassza-tomegmeérés

Az adott, herbicid-kezelt mikroorganizmus szaraz tomegét a Streptomyces griseus
torzsnél hatdroztuk meg. Ennél a torzsnél a klérszulfuron 10 mgL"' dézisdnak hatdsira
sejtaggregadtumok alakultak ki, ami 4ltal a kevésbé homogén szuszpenzidt nem lehetett
fotométerrel megbizhatéan mérni. Ennek kikiiszobolésére biomasszatomeg-mérési
modszert alkalmaztunk. A torzs leoltdsa, inkubdcidja és a herbicidek adagoldsa ugyanugy
tortént, mint a kordbbiakban ismertetett mikrofermentoros médszer sordn. A megfeleld
inkub4cié utdn a herbicideket is tartalmazd csoveket és a kontrollt kiilon-kiilon
centrifugdltuk, az igy kapott mikroorganizmus tomeget szaritoé szekrénybe helyeztiik, és
sulyéllanddsagig szaritottuk. A 1égszaraz sejttdmeget analitikai mérlegen megmértiik és
Osszevetettik a  kontroll, herbicidet nem kapott csdvekben felszaporodott
mikroorganizmusok sejttdomegével.

I1. Tenyészedényes in vivo mikrokozmosz kisérletek

A tenyészedényes kisérleti hdttér kialakitdsa

A Kkl6rszulfuron herbicid (1. dbra) és egy ipari szennyviz, mint abiotikus antropogén
kornyezeti tényez8 mikroorganizmusokra kifejtett egyedi és kombindlt hatdsat
mikrokozmosz talajinkubéciés modellkisérletben elemeztiik nagyhorcsoki mészlepedékes
csernozjom talajjal [pHuoo~7,7, pHken—7,0; szerves anyag—3,6 %, CaCO;-3,27 %;
elemanalizisek mgkg'-ban: N-1692, P-1690, K-1190 (6sszes) és a felveheté Ca—5958,
NH4N-3,6; NO;N-32,0 (Bremner), Al-P,0s—123, Mg-140, Al-K,0-194, Cu-1,87, Zn-
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0,73, Mn-71,3, Fe-1993 (EDTA)]. A tenyészedényekbe 200 g légszdraz talajmintat
mértiink be, majd a tiszta hatéanyagd klorszulfuront a kontroll mellett négy
koncentracioban alkalmaztuk. Alapként az egysziklieck gyomirtdsidra a szant6foldon
javasolt 20 gha dézis szolglt, ami a 20 cm-es d4sényomnyi talajréteggel és a 10.000 m’
feliilette] szamolva 0,001 mgkg' talaj-mennyiségnek felelt meg. Az ezt kdvetd
mennyiségek a 0,01- és az 1,0-, valamint 10 mgkg" talaj dézisok voltak, azaz az
alkalmazdsi gyakorlat 1-, 10-, 1000- és 10.000-szeres mennyiségei. A szerbdl a fenti
koncentracidkhoz steril desztillalt vizzel higitdsi sorozatot készitettiink, majd a megfeleld
dézisokat a talajba egyenletesen bekevertiik. Kontrollként olyan talajmintat hasznaltunk,
amelybe csak klorszulfuron-mentes desztilldlt vizet (vagy azonos mennyiségli
szennyvizet) juttattunk, a szdrazfoldi vizkapacitds 60 %-dig. Az egyik mintasorozatot a
klérszulfuron négyféle koncentracidjaval kezeltiik, a masikat nagy szervesanyag-tartalmu
ipari, kokszol6i szennyvizzel (pH-7,5; KOI-3690-; fenol-546,7 mgL'; PAH-10 pgL™,
BTEX: elhanyagolhat6, rodanid—346,6-; szabad cianid-3,4-; dsszcianid-9,5-; Kjeldahl N—
350-; szerves N-200-; nitrat-N—-400-; ammoénium-ion—480-; 0Osszes N-1000-;
kénhidrogén—115,6- mgL™"), a harmadik sorozatot pedig a herbicid és a szennyviz egyiittes
kombindcidival. A megfeleld herbicid ddzisokat 60 ml desztillalt vizzel (illetve a
kombindlt kezelésekben szennyvizzel) egyenletesen juttattuk be a talajba, majd az igy
kialakitott viztartalmat a kisérlet befejezéséig silyra-ontdzéssel azonos szinten tartottuk.

A kezelés utdn a tenyészedényeket lemértiikk, majd 28 °C-os termosztitba
helyeztiik. Az inkubéci6 ideje alatt az elparolgott nedvességet minden edénynél hetente
kétszer potoltuk a szabadfoldi vizkapacitds 60 %-dig. Az edényeket 3 hénapig inkubdltuk.
Mintavételezésre a harmadik hét-, illetve a harmadik hénap végén keriilt sor. A
talajmintakbdl ezt kdvetden higitasi sorozatokat készitettiink a heterotréf dsszcsiraszam,
az Actinomyces-ek €s a szabadon él0 nitrogénkotd baktériumok, valamint a Bacillus
cereus var. mycoides szdmanak meghatdrozdsdhoz. A higitdsi sorokbdl pipettdval 20-20
pl-t az altalunk bevezetett cseppmddszerrel (Angerer et al. 1998, 2006, 2007, Bir6 és
Angerer 1997) juttattunk a megfeleld szelektiv taptalajokra harom-hdrom ismétlésben. Az
eredmények igazoldsdhoz és a modszerek Osszehasonlitisa végett a hagyomdnyos
lemezontéses, szélesztéses mddszerrel is elvégeztiik a kisérletet. A heterotrof csiraszam és
a Bacillus cereus var. mycoides meghatarozdsahoz Nutrient (N) téptalajt, az Actinomyces-
ek szamldldsdhoz Arginin-glicerin (AG) agart, a szabadon ¢él6 nitrogén-kotok
meghatirozdsdhoz pedig Kongdvords indikdtort is tartalmazé Ashby agart (KA)
hasznéltunk (Szegi 1979, Vincent 1970). A Nutrient taptalajon jol kifejlodott B. cereus
var. mycoides baktérium szamat mikroszkop segitségével is ellendriztiik. A talaj kiinduldsi
pHxcy=7,0 értéke az inkubdcio eldtt és utdn is azonosnak bizonyult. A 3-hénapos iddszak
alatt bekovetkezett klérszulfuron lebomlédst az irodalomban szerepldé adatok alapjin
kalkulaltuk Thirunarayanan et al. (1985) javaslatai alapjan. Az in vivo vizsgélat sordn a
talajmintdkat 10 értékig higitottuk. Az inkubéci6 letelte utdn a kifejlédott telepeket
megszamoltuk, €s a telepképzd egységeket (,,colony-forming units”, CFU) 1 g légszaraz
talajra vonatkoztatva adtuk meg.

II1. Az eredmények értékelésének és bemutatasanak médszerei

Az in vitro kisérletek eredményeit egy- és kéttényezOs variancia-analizissel
vizsgaltuk, a kiilonbségeket p=0,05 szignifikancia szinten &llapitottuk meg (Reichart
2005). A mikrofermentoros moddszernél az egyedi mikroorganizmusok kiilonbdz6
herbicid-koncentricidkra vald érzékenységét a fotométeren kapott optikai denzitds értékeit
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a kontroll szazalékaba atszdmoltuk és oszlopdiagramokon, valamint tdblazatosan
abrazoltuk, az oszlopok felett megjelenitve az adott eredményre vonatkoz6 egyedi
szamszerQ értékeket is. Az oszlopok szinezése az alkalmazott herbicid-dézis ardnyédban a
vilagostol a sotétig halad. Az oszlopokon megjelenitettiik az 4tlagszorast is. A szignifikdns
eredményeket az oszlopok felett csillaggal (*) jeloltik. Az in vitro kisérletek sordn a
herbicidek mikroorganizmusokra kifejtett Osszesitett hatdsait kéttényezds variancia-
analizissel értékeltiik, és a kontroll szdzalékdban fejeztiik ki. A tenyészedényes in vivo
kisérletek eredményeit egytényezds varianciaanalizissel értékeltiik, majd az 4tlagadatok
log;-transzformalt adatait dbrazoltuk az SZDsg, szignifikancia értékek megjelolésével.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

I. Mikroorganizmusok érzékenysége az in vitro vizsgalatokban

Az in vitro kisérletek sordn tesztelt mikroorganizmusok véltozatos érzékenységi
mintdzatot mutattak mind az ,,4j generdcids” klérszulfuron, mind a régebbi tipusd
tiokarbamat herbicidek vizsgalt koncentricidival szemben. Ez a szaporoddsbeli kiilonbség
a gyomirtd szerek véltozatos kémiai szerkezetére, valamint a mikroorganizmus
fajok/torzsek egyéni érzékenységére vezethetd vissza. A vizsgdlt baktériumok
klérszulfuron doézisokkal szembeni koncentricio-fliggdségét elemezve daltaldban a
mez6gazdasagi gyakorlatban alkalmazott dézis (0,001 mgL™) és annak tizszerese (0,01
mgL") serkentette azok in vitro szaporoddsit. A szdzszoros (0,1 mgL™') és az azt
meghaladd herbicid-koncentracidkndl a vizsgdlt baktériumtorzsek Osszesitett hatdsban
szignifikdns gatlast szenvedtek el. Az érzékenységi mintizatok értékelésével készitett
eredményeket a kldrszulfuron altalunk vizsgalt novekvd koncentracidival szemben a 2.
szamu Osszesitd tdblazat mutatja be.

Az egyes mikroorganizmusok érzékenységét kiilon-kiilon elemezve az adott
mikroorganizmus-térzsre, vagy csoportra vonatkozd adatokhoz juthatunk. Az atlagolt
eredmények szerint a kiilonbozd tesztelt mikroorganizmus torzs koziil a klérszulfuronra a
legérzékenyebbnek a novényi patogén Xanthomonas campestris bizonyult. Emellett
nagyfoku szenzitivitdst mutattak a szimbionta nitrogénkotd Rhizobium-ok, ezek kozott is a
R. leguminosarum bv. trifolii 1.6-73/3 torzs volt a legérzékenyebb. Ennek a szaporodését a
klérszulfuron minden dézisa szignifikdnsan gatolta. A S. meliloti Lu-K torzsnél csak a
legnagyobb koncentricié okozott jelentds, mintegy 40 %-os gatldst. A szaporodds ennél a
herbicidnél, a fokozatos csokkenés ellenére, a legnagyobb dézisndl is kimutathat6 volt. A
fenti két szimbionta nitrogén-kotd baktérium kozott 1ényeges kiillonbség adddott, mivel a
S. meliloti Lu-K szaporoddsat csak a legnagyobb herbicid-dézis gétolta szemben a R.
leguminosarum bv. trifolii 1.6-73/3 torzsnél tapasztalt egyenletes csokkenéssel. A
gyomirtd szer minden alkalmazott koncentrdcidja a Bradyrhizobium (Lupinus) sp. Csf.
75/1. torzs szignifikdns szaporodds gatldsdt okozta. A R. leguminosarum bv. viciae
Biikkony 75/4. baktérium szaporoddsat a herbicid szant6foldi (0,001 mgL™) és 10-szeres
(0,01 mgL") dézisa serkentette, a tobbi koncentracié pedig szignifiknsan gitolta.
Jelentds, de nem szignifikdns szaporodds csokkenést észleltiink (82-95 %-os
szaporodassal) tovabbi 7 torzsnél.

A Kklérszulfuron 0Osszességében szignifikdnsan stimuldlta a Pseudomonas
fluorescens (151 %), a P. alcaligenes (135 %) és egy Streptomyces torzs (131 %)- és nem
szignifikdnsan tovdbbi 4 tOrzs szaporoddsit is. A vizsgalt Streptomyces-eket az
alacsonyabb klérszulfuron dézisok, azaz a szant6foldi és a 10-szeres, 100-szoros adagok
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is 4ltaldban enyhe, de szignifikdns mddon serkentették és csak az ezeknél nagyobb
mennyiségek tudtdk lecsokkenteni a szaporoddst. Igen erds, statisztikailag is igazolt
szaporodds-stimulalast figyelhettiink meg a S. griseus és a S. griseolus torzseknél. Ezek az
eredmények a Streptomyces-eknek a tobbi csoporthoz viszonyitott kisebb-foki
érzékenységére utalnak.

2. tdblazat: Mikroorganizmusok klérszulfuron-érzékenységének
0sszehasonlito értékelése in vitro

Mikroorganizmusok Klorszulfuron koncentraciok
1 | 2 | 3 [ 4 ] s
Nitrogénkotd baktériumok
Azotobacter spp. + + - 0 -
Rhizobium leguminosarum bv. viciae Bik- + + - - -
75/4
R. leguminosarum bv. trifolii 1L.6-73/3 - - - - -
Sinorhizobium meliloti Lu-K - - - - -
Bradyrhizobium (Lupinus) sp. Csf-75/1 - - - - -
Spordsok
Bacillus. cereus var. mycoides + + - + +
B. subtilis - - - - -
Streptomycesek
Streptomyces griseolus + + + + +
S. griseus + + - - ND
Pseudomonasok
Pseudomonas. alcaligenes + + + + +
P. fluorescens + + + + +
P. aeruginosa * + - - - -
Potencidlis korokozok

Agrobacterium tumefaciens + - - - -
Erwinia carotovora 0 0/- - - -
Escherichia coli - + - - -
Xanthomonas campestris - - - - -
Micrococcus luteus - + - - -

Jelmagyarazat: 0: nincs hatds, 0/-: nincs hatds/nem szignifikdns gatlds, 0/+: nincs hatds/nem
szignifikdns stimuldlds, +: szignifikdns stimuldlds, -: szignifikdns gétlds, -/0: nincs szaporodds. ND:
nincs adat. Klorszulfuron koncentraciok: 1.) 0,001-; 2.) 0,01-; 3.) 0,1-; 4.) 1,0-; 5.) 10 mgL’l.

A gyakorlatban alkalmazott dézis kivételével minden koncentricié a P.
aeruginosa szignifikdns szaporodds-csokkenését okozta. A 0,001 mgL"' mennyiség és
annak 10-szerese serkent6leg hatott a Micrococcus luteus baktériumra, az ennél
nagyobbak pedig szignifikdnsan gatoltak. Ehhez hasonléan egy kivételével minden
klérszulfuron koncentracié az Escherichia coli szignifikans szaporodds-gétlasat idézte eld,
a 0,01 mgL" dézis viszont szignifikdns stimuldciét okozott. A kiilonboz6 baktériumok
koziil a klérszulfuronra a legérzékenyebbnek a novényi patogén X. campestris (31 %)
bizonyult.

A Streptomyces griseus torzsnél a herbicid-érzékenységi vizsgélatot szdrazanyag-
tartalom meghatdrozassal és lemezontéses telepszamlalasi modszerrel is elvégeztiik. A S.
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griseus klorszulfuron érzékenysége mindkét moddszerrel tendencidjdban azonos
mértékiinek adddott. A szant6foldon alkalmazott dézis és annak 10-szerese szignifikdnsan
stimuldlta a szaporoddst, mig az ennél nagyobb mennyiségek szignifikdns gatlast
eredményeztek mindegyik alkalmazott vizsgdlati médszernél. A hatdsban tehit nem, de a
mddszer kivitelezhetdségében adddtak elsdsorban kiilonbségek. A biomassza-vizsgalathoz
a megfeleld sejttomeg eléréséhez hosszabb inkubdciés iddszakra volt sziikség, de a
nagyobb herbicid-adagok flokkuldlédadst okozé hatésait is értékelni tudtuk. Az in vitro
herbicid-érzékenységi vizsgdlatoknal tehat mindhdrom moédszer eldnyeit ki lehetett
haszndlni.

A tiokarbamdt herbicideknél a novekvd doézisok hatdsara a klérszulfuronhoz
hasonlé dézisfiiggdséget dllapithattunk meg. A gyakorlatban alkalmazott mennyiségeknél
azonban kevésbé tudtunk szaporodas-stimuldcidt kimutatni. Ennek egyik oka lehet a régi
tipusy, hagyomdanyos herbicideknek az 4ltaldban nagyobb dézisban valé alkalmazésa, de a
kémiai hatéanyagok eltéro volta is.

A tiokarbamadt szdrmazékok szignifikdns szaporodds-csokkenést okoztak az E. coli
baktériumnal. Osszesitett hatdsban az altalunk tesztelt baktériumok koziil 5 torzs bizonyult
a legérzékenyebbnek (8-80 %-os szaporoddsi képességgel). Leginkabb toleransak -
melyeknél még stimuléci6 is el6fordult - a R. leguminosarum bv. viciae Biik-75/4 (124 %)
és az Azotobacter spp. (110 %) voltak. Eredményeink szerint jol tolerdltdk még a
tiokarbamatokat a Pseudomonas baktériumok is kontrollhoz viszonyitott 86-81 %-os
szaporodasi képességgel.

Az Osszesitett eredmény szerint a tiokarbamat szarmazékokra a X. campestris és a
B. subtilis mellett a legérzékenyebbek a Streptomyces-ek voltak. Néhdny torzsnél (pl. B.
subtilis, S. griseus, S. griseolus és X. campestris) a vernoldt hatdsara nem volt mérhetd
szaporodds. A tiokarbamdtok a molinat kivételével ugyanakkor stimuldltdk a R.
leguminosarum bv. viciae Biik-75/4 jelti torzs szaporodasit. Csak a tiokarbamdtokra
bizonyultak érzékenynek a B. cereus var. mycoides és a Streptomyces sp.
fajreprezentdnsai.

A vizsgalt herbicidek koziil a klérszulfuron bizonyult a legkevésbé artalmasnak,
ezzel szemben a tiokarbamdatok koziil a legtoxikusabbnak a gylirlis vegyiiletet is
tartalmazé molindt bizonyult. Az Osszesitett hatdsban a csoport tobbi tagjdra vonatkozd
sorrend kimutathatd, de tovdbbi molekulaszerkezeti Osszefiiggések csak dvatossaggal
tehetdk a tesztelt mikroorganizmusok szaporoddsara kifejtett hatdsok alapjan.

IL. Mikroorganizmusok klorszulfuron érzékenysége talajinkubacios
modellkisérletben

A modellkisérletben rovidebb (3-heti) és a vegetécids iddszakot kovetd hosszabb
(3-hoénapi) inkubéciét valdsitottunk meg. A rovid és a hosszabb hat6idd kozott az egyes
mikroorganizmus-csoportokra kifejtett hatdsok kozott 1ényeges kiilonbségek adddtak.
Ezen tdl a vizsgélt mikroorganizmus-csoportok érzékenysége kozott is szignifikdns
eltéréseket 4allapithattunk meg, amit az adott csoport talajban betdltott szerepével,
funkciondldsaval magyardzhatunk. A szabadon él6 nitrogénkotd baktériumoknak az in
vitro tesztekben tapasztalt érzékenysége a talajinkubdciés kisérletben is megnyilvanult.
Mir a rovidebb hat6idét kovetden a klorszulfuron szignifikdns sejtszdm-csokkenést
okozott, amely értékek azonban a vegetdcids iddszak sordn médosultak.

A hosszabb hat6idé utdn a herbicid legkisebb doézisa stimuldlta (Pggss) a
nitrogénkoték szamat megkozelitéleg 50 %-al. Az 1 mgkg' koncentricié a kontrollhoz
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viszonyitva 20 %-os serkenté hatdsi volt, de a 10 mgkg' dézis ezzel szemben
szignifikdnsan csOkkentette a szaporodast (3. tdbldzat). Az Altalunk tesztelt
mikroorganizmus-csoportok  klérszulfuron  novekvé  koncentrdcidival  szembeni
érzékenységi mintdzat eredményeit a 3. szamu 0sszesitd tdbldzat mutatja be.

3. tablazat: Kitenyésztheté mikroorganizmus csoportok klérszulfuron-érzékenységének
0sszehasonlito értékelése in vivo

Mikroorganizmus csoportok Klorszulfuron koncentraciok
1 | 2 ] 3 ] 4
Szabadon éld nitrogénkotd baktériumok
3 hét - - - -
3 hénap + 0/+ 0/- -
Actinomycesek
3 hét 0/- 0/- 0/- -
3 hénap + + + -
Spordsok (Bacillus. cereus var. mycoides)
3 hét 0/- 0/+ 0/- 0/-
3 hénap 0/+ - - -
Heterotrofok
3 hét - - - -
3 hénap 0/- 0/+ - -

Jelmagyarazat: 0: nincs hatds, 0/-: nincs hatds/nem szignifikdns gatlds, 0/+: nincs hatds/nem
szignifikdns stimuldlds, +: szignifikdns stimuldlds, -: szignifikdns gatlds, -/0: nincs szaporodds.
Klérszulfuron koncentracidk: 1.) 0,001-; 2.) 0,01-; 3.) 1,0-; 4.) 10 mgkg’1

A rovid idejli alkalmazds utdn a Dunaferr kokszoldi szennyvize is csokkentette a
nitrogénkotdk csiraszamdt, mely a herbicid dézisokkal valé kolcsonhatdsban nem
médosult. A szennyvizzel kombinalt 0,01 mgkg" herbicid-dézis enyhe serkenté hatassal
volt a szabadon él6 nitrogénkotd baktériumokra. A vegeticids iddszakra vonatkozo
»tartam” hatdsban a gyomirté nélkiili szennyviz és a szant6foldon alkalmazott ddézis a
szennyvizzel kombindcidban szignifikdnsan stimuldlta a nitrogénkotdk szaporoddsat, a
nagyobb koncentraciok pedig a szennyvizzel kombindltan fokozatos szaporodds-gatlast
eredményeztek.

Az Actinomyces-eknél a rovid hatdsban alkalmazott klérszulfuron két legnagyobb
dézisa (1-; 10 mgkg™") szignifikdns sejtszam-csokkenést idézett eld, a kisebb dézisoknal
pedig csak gyenge, nem szignifikdns gatld hatds érvényesiilt. A hosszabb hat6idd
elteltével a 0,001-; 0,01- és 1 mgkg'1 koncentricié szignifikdnsan stimuldlé hatdsd volt,
mig a 10 mgkg' dézis csokkentette a csiraszamot. Utébbi dézisndl a csiraszdm gatldsa
kisebb volt, mint harom hét utdn. A mikroorganizmusok szdma a kezeletlen kontrollal
azonos értéklinek adddott a szennyviz nélkiili herbicid, valamint a herbicid-szennyviz
kombinacidknal is. A dézishatdsokat is értékelve a 10mgkg™ kl6rszulfuron kezelés az
ipari szennyvizzel valé kombindciéban a sugargombdk kitenyészthetd sejtszamdra
kedvezd hatdssal volt. A harom-hénapi hatéidé utdn a szennyviz alkalmazdsa
szignifikdnsan csokkentette az Actinomyces-ek szamat, a 0,001 mgkg " herbicid dézissal
torténd kombinacié pedig a kontrollhoz hasonlé eredménnyel jart. A nagyobb adagui
kombindcidk az Actinomyces-eknél is szignifikdns sejtszam csokkenést eredményeztek (4.
tablazat).
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A heterotr6f mikroorganizmusok szdma hdrom hét utdn a nitrogénkotokhoz
hasonléan minden egyes d6zisndl a kontroll 71-79 %-ara csokkent. A hosszabb hatéidét
kovetden a 0,01 mgkg' herbicid-adag 34,5 %-kal serkentette a szaporodast. A két
legnagyobb doézis gatlé hatdsu volt, 59-60 %-ra csokkentve a szaporodést. A kokszol6i
szennyviz a kitenyészthetd heterotr6f baktériumok szdmdt egy nagysagrenddel
megnovelte, amely érték a herbicid-kombindcidkban csak a 10 mgkg™" dézisnal csokkent
le szignifikdnsan. A herbicid-szennyviz kombindci6kndl enyhe, de nem szignifikans
stimuldlé hatast figyelhettink meg a 0,01 mgkg' dézisndl. A harom-hénapi hat6idét
kovetden a herbicid nélkiili szennyvizkezelés szignifikdnsan tovabb ndvelte a csiraszdmot.
A 0,001 mgkg"' dézissal kombindlva a kontrollhoz viszonyitva szignifikinsan nétt a
sejtszam, mig az 1- és a 10 mgkg" koncentricidkkal valé kombindci6 erés szaporodas-
gétlast idézett el6 a heterotréf baktériumoknal (4. tdblazat).

A B. cereus var. mycoides spoOrds baktériumndl a hirom-heti hat6idé egyik
dézisnal sem okozott szignifikdns eltérést. Hirom hénap utdn azonban a 0,001 mgkg
koncentracié szignifikdnsan 13 %-kal stimulalta a szaporodast, az ennél nagyobb dézisok
ugyanakkor erésen gitlo hatdstiak voltak a baktériumra (a kontroll 14-24 %-a). A B.
cereus var. mycoides kitenyészthetd telepeinek a szdmszerl értékeit a szennyvizkezelés
nem gétolta szignifikdnsan.

Hosszabb hatdsban a 0,001 mgkg' dézis a szennyvizzel kombindlva
szignifikdnsan serkentett, mig a nagyobb dézisok kombinidciéban mar jelentOsen
csokkentették a sejtszamot. A vizsgalt mikroorganizmus-csoportok klérszulfuron névekvd
koncentracidival és a kokszoléi szennyvizzel szembeni érzékenységi mintdzat
eredményeit a 4. szdmu Osszesitd tdblazat mutatja be.

4. tdblazat: Kitenyészthetd mikroorganizmus csoportok klérszulfuron- és
szennyviz-, érzékenységének” 6sszehasonlité értékelése in vivo

Mikroorganizmus csoportok | Klérszulfuron koncentraciék szennyvizadagolassal
1 | 2 | 3 | 4 | s
Szabadon éld nitrogénkitd baktériumok
3 hét - - - - -
3 hénap + + 0/+ 0/- -
Actinomycesek
3 hét 0/- 0/- 0/- 0/- 0/-
3 héonap - 0/- 0/- - -
Spordsok (Bacillus cereus var. mycoides)
3 hét 0/- 0/- 0/- - 0/-
3 hénap 0/- + - -/0 -/0
Heterotrofok
3 hét + 0/+ + 0/+ 0/+
3 hénap + + 0/+ - -

Jelmagyarazat: 0: nincs hatds, 0/-: nincs hatds/nem szignifikdns gatlds, 0/+: nincs hatds/nem
szignifikdns stimuldlds, +: szignifikdns stimuldlds, -: szignifikdns gatlds, -/0: nincs szaporodds.
Klérszulfuron koncentricidk: 1.) Szennyviz klérszulfuron nélkiil; 2.) 0,001-; 3.) 0,01-; 4.) 1,0-; 5.)
10 mgkg™ klérszulfuron+szennyviz.

A kokszol6i szennyviznek a herbicidekkel valé kombindlt alkalmazasanal rovid-
tavon elsésorban a szervesanyag-tartalma €s a sajat mikroorganizmus csiraszama jarulhat
hozz4 a herbicid-hatdsok mérsékléséhez. Hosszabb hat6idét kovetden a szennyvizek
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toxikus anyagai er6sebben érvényesiilnek, kiilondsen a nagyobb herbicid-dézisokkal vald
kombindciékndl. A vizsgdlt  mikroorganizmus-csoportok  herbicid-szennyviz
kombindcidkra adott vdlaszaiban lényeges kiilonbségek adédtak mind a rdvidebb, mind
pedig a hosszabb, a vegeticids idoszakra jellemzd vizsgélati peridédus sordn.

AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A talaj-ndvény rendszerben el6fordulé kiilonb6zd mikroorganizmus csoportokhoz
tartozd baktériumok herbicid érzékenységét (a herbicidek szaporoddsra gyakorolt hatdsét)
vizsgéltuk laboratériumi in vitro, és talajinkubaciés mikrokozmosz modell-kisérletekben
in vivo. Az ,ujgeneraciés” klorszulfuron novekvd koncentriciéi mellett tovabbi, régi
tipusi herbicideket a tiokarbamit szdrmazékokat is bevontunk vizsgdlatainkba. Az
inkubdcioés kisérletet kokszoldi szennyviz-adagokkal kombindltuk a nagy szervesanyag-
tartalmd, de toxikus vegyiileteket is tartalmazd anyaggal valé kolcsonhatdsok
tanulmanyozasa céljabol. A vizsgélatok kivitelezésénél a rovid hatdsok értékelése mellett
a vegeticids iddszakra vonatkoz6 hat6idét is figyelembe vettiik.

A) Az in vitro vizsgalatok eredményei:

1.) Az djgenericiés” klérszulfuron gyakorlati dézisa (0,001 mgL™"), de az annal 10-
szer, 100-szor nagyobb mennyiségek (de két Pseudomonas, 1 Actinomyces és 1
Bacillus torzsnél az 1000-szeres dozis 1is) szignifikdnsan stimuldljak a
mikroorganizmusok szaporodésdt. A régi tipusu tiokarbamat herbicidek nagyobb
gyakorlati dézisai €s eltérd kémiai szerkezete miatt a szaporodds stimuldcidja nem
jellemzd. A tiokarbamdtok 5-féle tipusa kozott a legkdrosabb hatdst a gytris
vegyiiletet is tartalmaz6 cikloat fejtette ki.

2.) Az 5 vizsgdlt mikroorganizmus-csoportot képviseldé 17 torzs egyedi
szaporodasbeli érzékenységet mutat a klorszulfuron és a tiokarbamatok novekvd
mennyiségeivel szemben. Osszesitett hatdsban a leginkdbb érzékenynek a
nitrogén-kotok, a legkevésbé pedig az irodalmi adatokbdl ismert herbicid-bont6
Pseudomonas fajok és a Streptomyces genus képviseldi bizonyultak.

3.) Az egyes in vitro mddszerek a herbicid-érzékenységi eredményeket nem
befolyasoljdk, de a biomassza-meghatdrozdssal a sejtaggregiaciét okozé nagyobb
herbicid-dézisok is vizsgédlhatok.

B) Az in vivo vizsgalatok eredményei:

1.) A talajinkubécids kisérletben a kitenyészthetd csiraszdmok alakuldsit a hat6idd
befolydsolja. Rovid hatdsban a klérszulfuron minden dézisa, a gyakorlati adag is
szignifikdns csiraszdm-csokkentd hatdsi. A vegetdciés idOszakot kovetden a
gyakorlati adag sejtszdm-stimuldlé hatdsa mutathat6 ki az in vitro eredményekhez
hasonléan. Az irodalmi adatokkal valé6 Osszevetést kovetéen ezt a
mikroorganizmusok szerhez torténd adaptacidja mellett a herbicidek degradécidja
is befolyésolja.

2.) A Kklérszulfuron és az ipari szennyvizzel valé kombindciék megvaltoztatjdk a
gyomirtd szer egyedi alkalmazdsdnak eredményeit. A herbicidek szaporodds-gatlé
hatdsa az ipari szennyvizzel valé kombindciékndl lényegesen kisebb kiilonosen a
rovid tavu tesztek adatai alapjan.
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3.) A kl6rszulfuron vizsgélt koncentracidira és az ipari szennyvizre is a nitrogén-koto
baktériumok bizonyultak a legérzékenyebbnek az in vitro tesztekhez hasonléan. A
spordsok csiraszdmdt a herbicid-szennyviz kombindciék csokkentették igen
erdsen, azok teljes eliminicidjat is okozva. Az Actinomyces-ek kiemelkedd
adaptacids tulajdonsdgat, illetve metabolizdlo képességét jelzi az erds csiraszdm-
serkentd hatds a szant6foldi doézis 1000-szereséig is. Az eltérd érzékenységi
mintdzatok a talajok mikroorganizmus-k6zosségeinél a mennyiségi és mindségi
Osszetétel és ezdltal a talajfunkciok médosulasahoz vezethetnek el.

AZ EREDMENYEK ALKALMAZASI LEHETOSEGEI

A fenntarthatd mezdgazdasidgi szemlélet” szerint a novénytermesztés és a
talajtermékenység szempontjdbdl is ,hasznos” mikroorganizmus csoportok vizsgélata
javasolhat6 az altalunk is alkalmazott médszerekkel. Az egyszerii médon kitenyészthetd
mikroorganizmusok mennyiségi értékelése a leginkabb kivitelezhetd. A talajokban a
biolégiai N,-kotésre képes baktériumok, a szerves anyagok lebontdsdban kozremiikodo
Actinomyces-ek/Streptomyces-ek, vagy a spéraképzésiik miatt a kornyezeti stressz-
koriilményeket tdlélni képes (tn. ,I” strategista) Bacillus genus tagjai funkcionalis
jelentéségliek. Ezeknek a csoportoknak a kitenyészthetd mddszerrel torténd mennyiségi
szambavétele alapjdn kovetkeztetéseket vonhatunk le a talajdllapotrdl illetve annak a
megvéltozdsa is elére jelezhetd. A mikroorganizmusok kozott kiilondsen a nitrogénkotd
baktériumok és az Actinomyces-ek hasznédlhatok érzékeny indikator-szervezetekként
szamos peszticid, igy a klorszulfuron mezdgazdasagi alkalmazasa sordn is. A herbicidek
lebontdsara képes mikroorganizmusok (mint pl. az Actinomyces-ek/Streptomyces-ek,
Pseudomonas-ok) a talajban végbemend viltozasok indikatoraként is haszndlhatok, de
fontos helyredllité szerepiik is lehet. A degradativ képességii izoldtumok alkalmasak
lehetnek a talajok herbicid-maradvanyoktdl valé mentesitésére is.

Sziikséges ezért tovabb folytatni a herbicidek mikroorganizmusokra gyakorolt
hatdsanak a tanulményozdsat tovabbi készitmények bevondsaval is. A vizsgélt autentikus
torzsek mellett olyan torzseket célszerli izoldlni és azonositani, amelyek képesek
lebontani, metabolizdlni az adott herbicideket, ha azok célzott hatdsara mar nincs sziikség.
A tovadbbiakban fontos még vizsgidlni a klérszulfuron és mds herbicidek, valamint a
kiilonbozd ipari szennyezO- vagy hulladék-anyagok és ipari szennyvizek-
szennyviziszapok talajokra kifejtett kombindlt hatdsait is. Sziikségesnek latszik olyan
kisérletek lefolytatdsa is, amellyel az izoldtumokat és a talaj-adalékanyagokat
1éptéknoveld6 médon a laboratériumitdl a szabadfoldi koriilményekig tesztelni tudjuk.
Szamos novénytermesztési gyakorlat vizsgalatdval a gyomirté szereknek egy sokkal
inkdbb kornyezetbarat-szemléletii alkalmazasa valésulhat meg.
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