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Resumé

Klgverbakteriernes forekomst (tzthed) i nogle udvalgte danske landbrugsjorde er i 1978-79 undersggt
i relation til ggdskning, forfrugt og brugen af 3 herbicider. Endvidere undersggtes forekomsten i nogle
prgver fra arealet ner befaerdet hovedvej (jord med stort indhold af tungmetaller). I alt underspgtes
forekomsten af Rhizobium trifolii 142 jordprgver fra31 lokaliteter. I to jorde, hvor derien lang &rraekke
(40 &r) ikke havde veret dyrket balgplanter af klpvergruppen, fandtes en lav teethed af klgverbakterier.
Der fandtes ingen effekt af gadskning, forfrugt eller herbicider. For nzrvaerende ses der naeppe at vere
grund til at pode klgverfro med rodknoldbakterier i Danmark, men langvarig monokulturpraksis kan
antagelig med tiden gere podning ngdvendig.

Nggleord: Rhizobium trifolii, klpverbakterier, kvelstofbinding.

Summary .
Approximate amounts of Rhizobium trifolii in 42 soil samples from 31 agricultural soils in Denmark
were estimated by dilution tests on seedlings in agar culture. The samples represented different kinds
and amounts of artificial and natural fertilization methods, treatments with three herbicides and soils
exposed to pollution by heavy metals (near a highway). In two plots where there had been no clover
crop for 40 years, only small amounts of Rhizobium trifolii were present. In all other samples
examined, the clover bacteria were present in reasonable amounts. It is concluded that, at the present
time, there is no need to inoculate clover seeds with rhizobia in Denmark. But the continuous use of
monocultures may, in future, render seed inoculation necessary.
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Indledning

Ved en undersggelse af klgver-rodknoldbakte-
riernes forekomst og tethed i danske landbrugs-
jorde fandt Jensen (1969), at disse bakterier nz-
sten var universelt udbredte. Kun i 9 af 214 un-
dersggte jordprever, nemlig fra 7 udyrkede og 2
ekstremt sure lokaliteter, manglede Rhizobium

trifolii. Der fandtes ogsé klgverbakterier i jorde,
hvor der havde varet en lang klgverfri dyrk-
ningsperiode.

Arsagen til den almindelige udbredelse af klg-
verbakterien i dansk landbrugsjord antoges dels
at vere brug af saedskifte, dels bakteriernes evne

153



til at overleve ilet sur jord. Endelig var anvendel-
sen af herbicider ikke s stor i undersggelsestiden
(1948-1953 og 1965-1967).

Som fglge af &ndret landbrugspraksis (ensidig
korndyrkning, hgjere niveau af kvalstofgpdsk-
ning og udstrakt brug af herbicider) i den forlgbne
tid siden 1967 besluttedes det ved Bakteriologisk
afdeling, Statens Planteavls-Laboratorium,
Lyngby, i 1978 at folge de tidligere studier op —
ved en begrenset og dermed hurtigere undersg-
gelse. Der blev i 1978 og 1979 i alt underspggt 42
jordprgver fra 31 udvalgte lokaliteter, represen-
terende den nevnte endrede landbrugspraksis. I
1978 undersggtes prover fra jorde med forskellig
godskning, hvor der, for en del af disse, ikke i en
arrekke havde varet dyrket klgver. I 1979 under-
spgtes prgver fra pesticidbehandlet og tungme-
talbelastet agerjord.

De undersggte jordprgver blev udtaget dels ved
Jyndevad og Askov forsggsstationer, dels ved
samarbejde med Landsudvalget for Planteavl,
Viby J., Statens Ukrudtsforsgg, Flakkebjerg, og
Centralanalytisk Laboratorium, Vejle. Endvide-
re blev der udtaget praver fra mark og have ved
Statens Planteavls-Laboratorium, Lyngby, samt
i en privat have ved Gl. Holte. Man medtog ogsa
prover fra landbrugsjord nar en sterkt beferdet
jydsk hovedvej for at iagttage en eventuel effekt
af forurening med tungmetaller.

Parcellernes dyrkningsmessige forhold og
forfrugt og jordprgvernes pH fremgar af tabel
1-2.

Undersggelsens gennemfgrelse

Ved undersggelsen er anvendt sterilt opformere-
de rgdklgverplanter. Disse dyrkes pa et agarsub-
strat, der er kvalstoffrit og har fplgende sammen-
seetning: K:HPO4 0,05 pct., MgS04, 7TH20 0,02
pct., NaCl 0,02 pct., FePO4 0,10 pct., Cas(POa)2
0,2 pct., FeCls 0,002 pct., agar 0,75 pct. i led-
ningsvand (efter Jensen 1969).

Planterne dyrkes i Pyrex-rgrglas (20 x 2,2 cm)
med 25 ml agarsubstrat i hvert og med vatlukke.
Over den steriliserede, til stivning afkplede, agar
heeldes 17 g udvasket, sterilt, groft sand. Ved
henstand trenger fugten op i sandet, eller der
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tilszttes en ringe maengde sterilt vand til passende
fugtighed.

Rodklgverfrgene steriliseres fgrst i 96 pct. al-
kohol (1 minut), derpé i 0,02 pct. merkurichlorid
(2 minutter) og efterskylles 10 gange med sterilt
vand. 5 frg anbringes ved kanten af glassene og
daxkkes med lidt af sandet. Nar kimbladene er vel
udviklede, og rgdderne er traengt ned i agaren,
udtyndes til 2 planter i hvert glas, sedvanlig efter
6-10 dages forlgb.

Jordprgverne er udtaget efter den for prgver til
kemisk jordbundsunderspgelse anvendte for-
skrift, i dybden 0-20 cm.

Af den frisk hjemforte jordpreve afvejes, efter
blanding og evt. knusning med ske, 3 g jord, som
derpé rystes i 300 ml sterilt ledningsvand i 10
minutter. Denne suspension (1:100) fortyndes 5
gange ved at fpre 2 ml suspension til 8 ml sterilt
vand, hvorpa der rystes i 5 minutter. Denne for-
tynding gentages s& mange gange, som man gn-
sker fortyndinger.

Planteglassene podes hvert med 1 ml jordfor-
tynding; 4 glas for hver fortynding. De henstilles ~
sammen med upodede kontrolglas—i drivhus ved
18-20°C og beskyttes mod for sterkt solskin.

I mindst 6 uger foretages ugentlig aflaesning for
knolddannelse. Aflasningen sker med lup, og de
positive og negative led noteres i skemaer.

Ved beregning af rodknoldbakteriernes taethed
er anvendt Brockwells metode (Vincent, 1970).
Ved hjelp af de angivihe MPN-tabeller (MPN:
Most Probable Number) er sandsynligste laveste
veerdi for taethed pr. g frisk jord opfert i tabel 1 og
2.

Ved undersggelsens gennemfgrelse har man i
gvrigt bestraebt sig pa, at de tekniske enkeltheder
har ligget si nzr den af Jensen (1969) udforte,
hvorved grundlaget for sammenligning med den-
nes resultater er tilvejebragt.

Resultater

Underspgelsen har omfattet to vakstperioder
(1978 og 1979). Resultaterne af forsggene i 1978
(tabel 1) viser ingen tydelig relation mellem klg-
ver-rodknoldbakteriernes tethed og ggdsknin-
gens art eller mengde, ej heller med afgrode og
forfrugt.



Tabel 1. Txthed af klpverbakterier i forskelligt ggdede jorde 1978

Taethed
Lokalitet pH Godskning Afgrade Forfrugt g frisk jord
1978 1978 1977 minimum
Jyndevad 6,1 uggdet byg 23.200
» 6,1 » » 8.600
» 6,1 P+K » 2.000
» 6,0 » » 4.100
» 6,1 N+P+K » 18.800
» 6 s 1 » » 6 300
Askov ‘ 6,8 ugedet byg 54.600
» 6,6 staldg. » 23.200
» 6,7 kunstg. » 116.100
SPL, mark 4,7 grgnsager grognsager 600
SPL, have 6,2 kunstg. gronsager grensager 900
Holte, have 6,1 gronsager gronsager 10.300
Viby J. 7.4 kunstg. klgvergras klgvergraes 193.800
» 6,5 gylle gres gres 77.600
» 7,1 kunstg. gres klgvergraes 193.800
» 7,7 » byg 77.600
» 6,0 ON klgvergres m. udleg 31.500
» 6,0 600 N » » 31.500
» i 7,0 0N » » 193.800
» 7,5 600 N » » 116.100

Derimod ses vasentligt lavere tethed af klg-
verbakterieri?2 jorde, hvor der gennem en l&nge-
re arreekke (formentlig mindst 40 4r) ikke har va-
ret dyrket baelgplanter af klpvergruppen (mark og
have ved Statens Planteavis-Laboratorium,
Lyngby).

I 1979 undersggtes rodknoldbakteriernes taet-
hed i relation til behandling med tre ukrudtsmid-
ler (tabel 2). 1 alle tilfelde havde parcellerne
hvidklgver som bestanddel af forfrugt og som
afgrgde. For de anvendte midler, dinoseb, Basa-
gran og MCPA, ses ingen tydelig effekt pa klg-
verbakteriernes tiethed.

Undersggelsen af den med tunge metaller bela-
stede jord neer befeerdet hovedvej viste, at der var
klgverbakterier til stede bade i vejrabatten og i
arealer i 5 og 40-50 meters afstand fra vejbanen.
De hgjere veerdier i 5 meters afstand skyldes for-
mentlig, at der her i sommeren 1979 var dyrket
gras med 5 pet. klpver. Tungmetalindholdet i
tilsvarende jordprever er anfort i tabel 3, (efter
Sorensen, 1978).

Effektiviteten af de ved samtlige forsgg danne-
de bakterieknolde var, visuelt bedgmt, gennem-
giende god. Dog var der tegn pé forringet kval-
stofbinding (ringere knolddannelse) fra jordprg-
verne med hgj kvalstofggdskning (120-600 kg
N/ha).

Diskussion

Dazzo og Brill (1978) fandt total h&emning af
knolddannelsen hos hvidklgver in vitro ved 16
mM nitrat og 1 mM ammonium-N. I gvrigt iagttog
man, at knolddannelsen faldt i takt med stigende
kvelstoftilfgrsel. Svenske undersggelser (THE,
1978) anferer, at ved tilstedevarelse af organisk
kvealstof og ammonium-N i jordbunden mindskes
kvelstofbindingens stgrrelse. Man navner her
muligheden af at fremstille mutanter af Rhizobi-
um trifolii, som ikke hemmes af ammonium-N.
Narvarende undersggelse har alene varet rettet
pA at konstatere klgver-rodknoldbakteriernes
taethed i jordbunden, ikke deres effektivitet eller
@ndringer i denne. I teetheden af bakterier er der
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Tabel 2. Tathed af klgverbakterier i herbicidbehandlede og tungmetalbelastede jorde 1979

Tathed™)
Lokalitet pH Behandling Afgrgde Forfrugt g frisk jord
1978 1979 1978 minimum
Flakkebjerg 6.9 ubehandlet hvidklgver hvidklgver med 59.700
15/5 engrapgres som
udleg i byg
» 6,9 dinoseb » » 77.600
» 7.2 MCPA » » 54.400
» 7,2 Basagran » » 46.600
Flakkebjerg 7,1 ubehandlet » » 155.000
27/6
» 7,1 dinoseb » » 193.800
» 7,0 MCPA » » 155.000
» 7,0 Basagran » » 193.800
Kolding landevej 7,9 i vejrabatten graes grees 31.500
28/8
» 7.9 » » » 77.600
» 6,4 5 m fra vej gres + » 77.600
5% klgver
» 6,4 » » » 193.800
» 59 40-50 m fra vej gras gras 54.600
» 5.9 » » » 116.100

*) For prgver fra Flakkebjerg er der foretaget dobbeltbestemmelser p& jordprgverne.
De nzvnte parceller har modtaget 90 N i 1978 og 0 N i 1979.

Tabel 3. Indhold af bly og cadmium i jord ved hovedvej (efter Sprensen,

1978)

mg pr. kg jord

Afstand Dybde Jordtype bly cadmium
Rabat gst 0- 2cm sand 56 0,44
Rabat gst 2- 5cm sand 22 0,28
Rabat gst 5-10 cm sand 13 0,32
Mark 10 m gst 0-20 cm ler 15 0,23
Mark 50 m gst 0-20 cm ler 13 0,21

ikke i nerverende undersggelse fundet heemning,
der direkte kan henfgres til ggdskning. Alle belg-
planter er — og isar i etableringsfasen — fglsomme
for pavirkning af kvelstof, herbicider samt for
mangel pa vand og lys (Bentholm, 1978). For na-
turlig klgverdyrkning er det séledes ikke blot
npdvendigt, at effektive rodknoldbakterier fore-
findes i tilstreekkelig mengde, men en rekke an-
dre dyrkningsbetingelser mé ogsa vere til stede,
herunder det rette samspil mellem klgversort og
bakteriestamme.
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Jensen (1977) fandt ndringer i mikrofloraen i
blyforurenet jord, i form af en forskydning i ba-
lancen mellem svampeflora og bakteriepopula-
tion til fordel for sidstnazvnte. Doelman og
Haanstra (1979) paviste forsinket respiration og
nedsat nedbrydning i blyforurenet jord og for-
skydning af bakteriefloraen til fordel for den
gramnegative del. Da rhizobier er gramnegative,
er de derfor muligt ikke s péavirkelige af blyfor-
urening. Uensartet fordeling af bly i mikrolokali-
teter kan ogsa vare medvirkende &rsag; i almin-



delighed er gram-negative bakterier mere fugtig-
hedskrevende end gram-positive. Svenske un-
dersggelser (THE, 1978) angiver hemning af
kvelstofbindingen pa grund af tungmetaller og
nevner, at sur nedbgr og sure ggdningsmidler
forpger tungmetallers oplgselighed i jordbunden.
I nzrverende undersggelse er ikke fundet péa-
virkning af tungmetaller.

Smith et al. (1978) fandt hemning af kvealstof-
binding hos rgdklgver, dyrket i jord, som fglge af
7 insekticider. Fisher et al. (1978) paviste in vitro
nedsat vakst og kvalstofbinding hos hvidklgver
ved tilfgrsel af 3 fungicider. Svenske undersggel-
ser (THE, 1978) navner, at visse herbicider skal
kunne hemme kvalstofbindingen og nevner ogsd
mulighed for synergistisk effekt (samvirke) mel-
lem pesticider og tungmetaller. I nervaerende un-
dersggelse er ikke fundet heemning som fglge af
herbicider.

Nutman og Hearne (1980) fandt en reduktion i
teetheden af knoldbakterier i intensivt dyrket mo-
nokulturjord med eksponent 1-2, i visse tilfaelde
med 3. Efter 18 ars brak var klgverbakterietathe-
den reduceret med eksponent 4-5. Det konklude-
res, at podning i sAdanne tilfzlde kan blive ngd-
vendig.

Konklusion
Der er fundet klgverbakterier i 31 udvalgte land-
brugsjorde, uanset forfrugt, ggdskning, herbici-
der og tungmetaller. Antal ar efter sidste klgver-
afgrode er den vigtigste faktor til reduktion af
tetheden af Rhizobium trifolii. For nerverende
er der nazppe grund til at anbefale podning af
klgverfrg med rodknoldbakterier i Danmark.
Men hvis nuyzrende landbrugspraksis med
bl.a. brug af monokulturer fortsztter, kan det
senere blive ngdvendigt at tage spgrgsmalet om
podning op til overvejelse. En undersggelse af
effektiviteten af klgverbakterierne og af den rette
kombination mellem Kklgversorter og bakte-
riestammer kan da ogsi blive aktuel.

Laborant Minna Schrpder og laborant Grete
Rasmussen har medvirket ved arbejdets udfgrel-
se.
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