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|. Bevezetés

A fenntarthatd mezdgazdasag a kornyezeti és természeti értékeket eldtérbe helyezd
holisztikus szemléletli gyakorlat. A meglévd erdéforrasokra épit és képes a kornyezeti,
tarsadalmi, gazdasagi érdekeket egyforma sullyal mérlegelni, mikdzben kielégiti az emberiség
egészséges taplalék- és rostigényét. Fontossaga és aktualitasa megkérddjelezhetetlen a mai
gazdasagi és tarsadalmi kornyezetben. Ezen kornyezettudatos gyakorlat részét képezik azon
mikroorganizmusok, amelyek a ndvények gyokérzetét kolonizaljak és novekedésiiket, direkt
¢és indirekt médokon, befolyasolhatjak. Egységes néven, KLOEPPER J.— SCHROTH M. (1980)
javaslata utan, e szervezeteket, novényi novekedést elésegitd rizobaktériumoknak (plant
growth- promoting rhizobacteria—PGPR) nevezziik.

A PGPR mikroorganizmusok talajoltdé baktériumkészitmény formajaban vald
alkalmazasa a kevésbé jo adottsagl, vagy leromlott mez6gazdasagi teriilteken, mar hazankban
IS bevett gyakorlat. Jelenleg, azonban még nem olyan széles korben keriilnek felhasznalasra,
mint a szintetikus moédon, ipari koriilmények kozott eldallitott, a ndvények szadmara
esszencialis makro-, illetve mikroelemeket tartalmaz6 mutragyak. A miitragyak leggyakoribb
formai tobbek kozott, a nagy nitrogén- (ammonium-szulfat, pétiso), foszfor- (kalcium-foszfat,
szuperfoszfat), vagy kalium-tartalmtak (kalium-klorid). Ezen anyagok helytelen alkalmazéasa
veszélyforrasnak szamit mind a kdrnyezetre, mind a tarsadalomra nézve. Tobbek kozott, ezen
kockézati tényez6k miatt is a fenntarthatd mezOgazdasdg, ezen belill is a PGPR
mikroorganizmusok hasznalata, a tarsadalomban egyre nagyobb jogot nyer.

Munkank alapjat képezte egy savanyl mezdgazdasagi talajon a Biofill Kft. altal
eldallitott terméshozamot néveld kiilonbozo bakterialis oltdanyagok vizsgalata.

Célunk volt a Kkijutatott PGPR baktérium torzsek a talajban jelenlevd
baktériumkozosségen beliili ardnyanak iddbeli valtozasdnak nyomon kovetése, molekularis
yjjlenyomat modszer alkalmazasdval. Ehhez Terminalis- Restrikcios Fragmenthossz
Polimorfizmus (T-RFLP) molekularis technikat alkalmaztunk, amely megfelel6 a mikrobialis

kozosségek szerkezetének és valtozasanak vizsgalatara (EGERT M.—FRIEDRICH M., 2003).



1. Magyarorszag talajainak kémhatdsa

Magyarorszag talajainak kozel a felét, a mezdgazdasagi termelés szamara is
optimalisnak tartott, semleges (pH 6,6-7,3) és gyengén savanyu (pH 5,5-6,5) kémhatasu
teriiltetek teszik ki (STEFANOVITS P., 1963). Ehhez képest, a haszonndvény termesztésre
kevésbé idedlis, savanyt (pH 4,5-5,4) és lagos (pH 8,5-9,0) teriiletek szintén hasonld
aranyban fordulnak eld. A novények szdmara esszencialis tapelemek, mint példaul -N, P, K,
Mg, Zn, Fe, Mn, Ca, Ni -immobilizalodasat illetve mobilizalédasat a talaj kémhatasa
hatarozza meg. Ebbdl kifolyolag a talaj szélsdséges pH-ja - erGsen savas, illetve erésen ligos-
nagymértékben befolyasolja a névények szamara hozzaférhetd ionok mennyiségét. Egyes
esetekben a tapelemek a novények szamara hozza férhetetlenné valnak, amely
hianybetegségek kialakulasahoz vezethet. Az erésen savanyu talajok (/. tabldzat) ndvényzete
komoly tapanyaghiannyal néz szembe, a talaj tdpanyagokban és kationokban elszegényedik
(Ca?*, Mg?, Na', K%). Tovabba akar egyes fémionok (mangdn, vas, aluminium)
koncentraciodja toxikussa valhat a talajban, amely veszélyezteti a novényeket (MUCSI L., 1993).
Hasonldan csokkent termOképesség jellemzi az erdsen lagos (1. tdbldzat) talajokat, ahol
tobbek kozott nehézzé valik a tapelemek felvétele a novényzet szamara, mint példaul a foszfat
illetve a vas esetében, melyek kicsapodnak oldhatatlan s6 formajaban (CSOMA z., 2010).

Ezen hatdsok kivédése komoly nehézségeket jelentenek a mezdgazdasagi
ndvénytermesztés soran, mely kovetkeztében az erdsen savas, illetve lugos teriiletek
termelékenysége joval elmarad az optimalisan elérhetd terméshozamhoz képest (CSOMA z.,

2010).

erOsen savanyu <4,5 pH

savanyu 4,5-5,4 pH
gyengén savanyu 5,5-6,5 pH
k6zombds 6,6-7,3 pH
gyengén lugos 7,4-8,4 pH
lugos 8,5-9,0 pH
erdsen lugos >9,0 pH

1. tdbldzat A hazankban is el6fordulé talajok, pH értékei alapjan valé besorolas, a New York-i Allami egyetem adatai
szerint (www.efs.edu)
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Hazank talajtakarojanak (/.dbra) 43%-a gyengén savas, 38%-a lugos (karbonatos),
13%-a erésen savas, mig 6%-a erdsen lugos kémhatasu teriilet (STEFANOVITS P., 1963). Az 1.
abran feltiintetett karbonatos talajok a talaj mészallapotara (Ca?* tartalmara) vonatkoznak. A
megfelelé mészallapot kedvezden hat a talajok morzsalékossagara, illetve a szerkezeti elemek
stabilitasara, serkenti azon mikroorganizmusok aktivitdsat, amelyek képesek a tapelemek
mobilizalasara. A Ca?* a ndvények szamara esszencialis tdpanyag, amely hidnyaban fejlédési
rendellenességek, klorofill hiany miatti sargulas alakul ki (klordzis). A mészhianyos allapotok
a talaj savanyodasahoz vezetnek, amelynek kovetkeztében megbomlik a talaj stabil

szerkezete, felborul a levegod- és vizhaztartasa, kimosodnak az ionok.

2. Miitragya haszndlata, és annak veszélyei

A helyes elveken nyugvo, jol megtervezett mitragyazas, a kornyezetre karos
mellékhatasok nélkiil képes a talaj tdpanyaghidnyat potolni.

A helytelen, elére nem megtervezett, miitragya felhasznalas eldsegitheti tobbek kozott
az eutrofizaciot (HOWARTH R. és MARINO R., 2006), a talajban jelenlevé kiilonb6z6 ionok
kimosodast (SIYAL A. et al., 2012) tovabba a kornyezet (1égkor, talajvizek) ammoniaval vald
szennyez6dését (MCKAGUE K., 2005), a tulzott és nem megtervezett miitragya hasznalat
szennyezi a felszini és felszin alatti vizeket nitrattal, nitrittel, nitrozaminokkal vagy akar
nitrozamidokkal (MALIK M. et al., 1981 ; DORAN W., 2002.). Ezen kiviil nagymértékii zavart

okoz a teljes agro-okoszisztéma szerkezetében, és hozza jarul a mikroorganizmusokra,



novényekre, allatokra és emberre veszélyes anyagok megjelenéséhez (pl: nitrozaminok,
mikotoxinok) (BARABASZ w. et al., 2001).

Tobbek kozott, ezen kockdzati tényezok miatt, és az agrargazdasdgok nitrogén,
foszfor, és kalium miitragya hasznalatanak koltséghatékony csokkentése végett, a fenntarthato
mezOgazdasagi termelés egyik lehetdségeként, egyre szélesebb korben hasznaljak a novényi
novekedést serkentd rizobaktériumokat (PGPR) talajerd potld készitmények formajaban. Ezen
mikoorganizmusokat nemcsak mezdgazdasagi, kertészeti célokra hasznaljak fel, hanem

esetenként erdd, illetve kornyezet restauralasra is (LUCY M. et al., 2004).

3. Novényi novekedést serkentd rizobaktériumok -PGPR

A novényi novekedést serkentd rizobaktériumok—PGPR, kifejezést eldszor KLOEPPER
J. és SCHROTH M. fogalmaztak meg az 1980-as évek elején, azokra a baktériumokra, amelyek a
novények gyokerét kolonizaljak €és anyagcesere sajatsagaik révén azok ndvekedését serkentik,
illetve fokozzak azok stressztiird képességet. Ilyenek példaul az Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium nemzetségbe tartoz6 egyes baktérium fajok.

A PGPR mikroorganizmusok ndvényekre gyakorolt hatasai kozé tartozik, hogy
novelhetik a csirdzési sebességet, a gyokeresedés mértékét, a levél klorofill, magnézium és
nitrogén mennyiségét, a novény protein tartalmat, hidraulikus aktivitasat, szarazsagtiird
képességet, a hajtas és gyokér tomeget, illetve csokkenthetik a levél 6regedés mértékét.
Tovabba képesek lehetnek a novények szamadra rezisztenciat biztositani egyes betegségekkel
szemben (LUCY M. et al., 2004).

Mindezen hatasaikat a PGPR szervezetek direkt - mint pl.: Np-én fixaci6, hormon- és
sziderofdr termelés -, illetve indirekt modon - antibiotikum és sejtfal 1izalo enzim termelés-

révén képesek kifejteni.

1. Direkt mechanizmusok
a) Szabad 1égkodri N,-én fixacio

A légkori Np-én megkotésére ugynevezett diazotrof prokariotak képesek. A No-én
redukciot nitrogendz enzimiik révén katalizaljak. A szabadon €16 Nj-én-fixdlo PGPR
mikroorganizmusok asszociativ szimbidzison keresztiil, képesek a novényt ammonidval
ellatni. Vannak olyan N»-én fixacioban jelentds mikroorganizmusok, amelyek a gyokérzet,

gyOkeérszords zondjaban kifejlodo gyokérgiimokben élnek szimbidzisban a novénnyel. Ezek a



Rhizobium fajok, melyek a Fabaceae (pillangos viraguak) csalad tagjaival élnek egyiitt, de
képesek mas csaladba tartozd novények (pl: Raphanus sativus - retek) novekedésének
serkentésére is (ANTON H. et al., 1998).

Ezen mikroorganizmusok féleg fakultativ anaerob, mikroaerofil szervezetek, amelyek
a N2-én fixaciot a normal O, szintnek csupan az egy-huszadanal (<25 uM) képesek elvégezni
(FISCHER M. 1994), és dontdrészt a kovetkezd nemzettségekbe tartoznak: Azospirillum,
Pseudomonas, Herbaspirillum, Burkholderia, Bacillus. Az aerob Azotobacter nemzettségbe
tartozd szervezetek nitrogendz enzim komplexe egy konformacios védelmet biztositd
proteinnel rendelkezik, igy képesek aerob koriilmények kozott is No-én fixaciora (SHARAN
B.S.—NEHRA V., 2011).

Nitrogén-izotopos modern () technikak segitségével OKON Y. és GONZALEZ C. (1994)
ravilagitott, hogy a szabad 1égkori Np-fixalo baktériumok magan a Na-fixdcion til més modon
is képesek eldsegiteni a ndvények ndvekedését, ugymint auxin, gibberelinsav, citokin és

vitaminok termelése.

b) Novények ellatasa bioldgiailag felvehetd foszforral

Nitrogén utdn a foszfor a legnagyobb mértékben limitald tdpanyag a ndvények
szdmara. A novények az oldott formaban 1évé mono- és dibazikus foszfatot, képesek
hasznositani. A foszfor kotott szerves (fitat), és szervetlen (apatit) formajat a
mikroorganizmusok képesek szolubilizalni, szerves savak és foszfatdz enzim kibocsajtasa

révén. Ezen szervezetek foleg a Bacillus, Rhizobium, és Pseudomonas nemzetségbe tartoznak.

c) Novények tovabbi esszencialis tapanyagokkal valo ellatasa

A novények szdmara esszencialis tdpanyag, tobbek kozott a cink (Zn*), amely szamos
novényi enzim strukturalis eleme, mint példaul a DNS replikacioban, €és génexpresszioban
résztvevo fehérjéknek. A bdséges cink ellatas segiti a ndvény triptofan szintézisét, mely a
novényi novekedésében jelentds szerepet jatszo indolecetsav (auxin) elévegyiilete. A Bacillus,
Pseudomonas nemzetségek egyes tagjai képesek a cink-szolubilizacion keresztiil, a novények
novekedését serkenteni (YAZDANI M. et al., 2009).

Szintén kiemelt fontossagi nyomelem a nikkel (Ni?*), melynek feltételezhetéen a 8
funkcidja az ureaz enzim felépitésében van, amely a karbamid tartalmu vegytiletek lebontasat
katalizalja. Igy lehetévé valik a haszonndvények urea-taplalasa, hiszen a felhalmozodé urea

nem okoz nekrozist és novekedés gatlast. llyen mikroorganizmusok pl.: a Microbacteriaceae

8



csalad tagjai, melyek segitik a novény sziikséges Ni?* utanpotlasat (GERENDAS J.—

SATTELMACHER B., 1997).

d) Sziderofér termelé PGPR organizmusok

A talaj vastartalmanak reverzibilis megkotésére képesek a PGPR baktériumok altal
termelt szideroforok. Ezen kis molekulatomegli (<lkDa) vegylileteken keresztiil a
mikroorganizmusok képesek a vashidnyos talajon, kozvetleniill a novények szadmara
felvehet6vé tenni a vas (I)-iont, és ilyenforman novekedést serkenteni. Tovabba jelentds
szerepet jatszanak a ndvénypatogén szervezetekkel szembeni védekezésben, hiszen a kotott
vas elérhetetlenné valik a fitopatogének szdmara. Ezt a jelenséget nevezziik szubsztrat
kompeticionak (KLOEPPER et al., 1980). A f6 sziderofor termelé mikroorganizmusok

nagytobbsége a Pseudomonas nemzetséghez tartozik.

e) Baktériumok altal termelt n6vényi hormonok

A PGPR mikroorganizmusok képesek a novények novekedését serkentd fitohormon,
az auxin (IAA: indol-3-ecetsav) termelésére is, amely fontos szignal molekula, mely a névény
termeld mikroorganizmusok, ezt a vegyliletet felhasznaljdk a szimbionta ndvény partner
kolonizacidjaban, illetve Qourum sensig (baktérium sejtek egymas kozotti kommunikacioja,
amely sordn Osszehangoljadk génmiikodésiiket) soran szigndlmolekulaként is. Ezen
mikroorganizmusok féleg az Azospirillum, Rhizobium, Microbacterium, Pseudomonas
nemzetségbe tartoznak (SHARAN B.S.— NEHRA V., 2011).

Egyes PGPR mikroorganizmusok képesek kiilonb6z6 novényi hormonok szintjének
csokkentésére, példaul a stressz helyzetekben (arvizek, szarazsag, patogén) termelddod
etilénének. A fokozott etilén termelés gatlasan keresztiil, a gyokér novekedése fokozodik.
Mindezt az ACC (etilén prekurzor)- deaminaz enzim segitségével végzik a Bacillus,

Rhodococcus, Variovorax, Pseudomonas nemzetség egyes tagjai (BAL et al., 2012).

2. Indirekt mechanizmusok

Az indirekt mechanizmusok kozé tartozik a patogén gomba szervezetek elleni
antibiotikum termelés. Ezen szervezetek tovabba képesek gomba sejtfalbonto (kitinaz, -1,3-

glilkandz) enzimek és hidrogén-cianid termelése révén kifejteni gatlo hatisaikat. A PGPR



mikroorganizmusok, igy nem csak novényi novekedés elOsegitésére hasznalhatok, hanem
egyben biokontrollként is (SHARAN B.S.— NEHRA V., 2011).

Leirtak tobbek kozott olyan torzseket is, amelyek képesek a Fusarium gombak okozta
tiineteket csokkenteni, a gomba toxinok lebontasa révén. Indukalni képesek a ndvényi
rezisztenciat a patogének ellen, igy biztositva a ndvények nagyobb ellenalld képességét. Ezen
PGPR mikroorganizmusok féleg a Pseudomonas és Bacillus nemzetségekbe tartoznak.

Mindezeken til, még elmondhaté, hogy képesek kompetdlni a novénypatogén

mikroorganizmusokkal, a novények gyokerén elfoglalt helyekért.

3. A PGPR torzsek megtelepedését, hatékonysdgdt befolydsolo tényezdék

A PGPR mikroorganizmusok kolonizacios képességeit csokkentheti az alacsony pH,
kevés csapadék, magas homérséklet, illetve a klimatikus variabilitds (SRURZ A.—NOWAK J.,
2000).

Nemcsak a kozvetlen kornyezeti tényezék, hanem az adott talaj szerves anyag tartalma
is hatassal van a mikroorganizmusokra. Megfigyeltek olyan eseteket, amikor bizonyos
baktérium fajok csak bizonyos novények novekedését serkentik. Tobbek kozott, ahogy
KLOEPPER J. és SCHROTH M (1980) is tapasztaltak, miszerint 4 Pseudomonas faj bizonyult
alkalmasnak arra, hogy fokozza a retek (Raphanus sativus) novekedését, mig csak 1
Pseudomonas faj volt képes a burgonya (Solanum tuberosum) ndvekedését elésegiteni.
Tovéabba sokszor mar sikeresen kolonizalé mikroorganizmusok, egy a szamukra optimalistol
eltérd, szélsdségesebb éghajlaton nem képesek tulélni (OKON Y.— GONZALEZ C., 1994)

A PGPR baktérium hatékonysagaval kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy a
kezdeti id6szakokban megjelent kutatasi eredmények szerint egyes szant6foldi ndvények
esetében (gabonafélék, burgonya) 50-70%-o0s terméshozam ndvekedés volt megfigyelhetd
alkalmazasuk eredményeként (BROWN M.E., 1974). A pontosabb adatelemzés segitett ahhoz,
hogy ma mar jobban meg tudjuk becsiilni a PGPR baktériumok hatékonysagat. OKON Y.—
GONZALEZ C. (1994) kutatasaik soran megallapitottak, hogy az altaluk vizsgalt teriiletek 60-70
%-an, 5-30 %-os termésndvekedést értek el PGPR organizmusok hasznélataval.

Tapasztalatok szerint kulcsfontossagi, hogy megfelelé baktérium csiraszammal
végezzek az inokuldciot. A kutatdsok alapjdan a tal nagy mennyiségben kijutatott
mikroorganizmusok épp gy nem képesek a novény novekedését eldsegiteni, mint a kis

csiraszammal rendelkezé bakterialis inokulumok. KLOEPPER J. és SCHROTH M., (1980)

/////
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bizonyult hatasosnak, mely 9 x 10° TKE (telepképzd egység)/ cm (1 cm gydkérre)
mennyiségben tartalmazott baktériumokat.

Tobb tanulmany is kiemeli (KLOEPPER J.— SCHROTH M., 1980, LuCY M. et al., 2004,
OKON Y.— GONZALEZ C., BAL H.B. et al., 2012)- a helyes inokulaciés technika fontossagat,

illetve az oltasra szant torzsek eldzetes mindség vizsgalatat.

II. Célkitiizés

Célunk volt kisparcellas szabadfoldi kisérletekben alkalmazott baktérium torzsek
talajban valé nyomon kdvetése a kijutasat kovetd 16 hetes iddintervallumban. Tovabba célunk
volt a kiindulasi talajok teljes baktérium kozosség szerkezetének feltarasa és idobeli

valtozasanak nyomon kovetése.

I11. Anyag és Mddszer
1. Alkalmazott PGPR torzsek

Munkank soran a Biofil Kft. altal savanyu talajra kijutatott PGPR baktérium torzsek
nyomon kovetését végeztiik, melyek direkt (Id.: 1.3.1 fejezet) és indirekt (Id.: 1.3.2 fejezet)

mechanizmusokon keresztiil képesek novelni a terméshozamot (2. tablazat).

Torzs' Anyagcsere sajatsagaik

l. l1égkdri Ny fixacid, auxin termelés

1. 1égkori N fixécio, auxin termelés

I"i. hiperakkumulator novények Ni- transzlokacio eldsegités

V. foszfat szolubilizacio

V. sziderofor termelés

VI. cink -szolubilizacio
VII. légkdri Nj fixacid, antimikrobidlis anyag termelése

2. tabldazat A talajoltas soran alkalmazott egyes baktérium torzsek anyagcsere sajatsagai, melyekkel kifejtik jotékony
hatdsukat, a novény fejlédése soran

! Mivel, a Biofill Kft.,, ezen torzseket felhasznalva, kivan talajoltd baktérium készitményt eléallitani és

forgalmazni, nem tette szamunkra lehetévé, hogy az egyes torzseket megnevezzem.
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2. In silico modellrendszer kidolgozdsa
1. Elméleti hatter

A szant6foldi kisérletek soran 3 kiilonbozo, 4- illetve 5 baktérium torzset tartalmazo,
kisérleti oltdanyag vizsgdlatat végeztik. Feladatunk volt egy olyan modellrendszer
kidolgozasa, amely képes egymastol elkiiloniteni a vizsgalatba vont egyes torzseket, igy
lehetové téve nyomon kovetésiiket a talaj baktériumkozosségében.

A modellrendszer a terminalis restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (T-RFLP)
in silico elemzésén alapszik.

A T-RFLP elterjedt és széles korben alkalmazott molekularis ujjlenyomat modszer, a
mikrobidlis kozosségek szerkezetének és annak iddbeli valtozasanak vizsgalatara. A T-RFLP
technika egy szemikvantitativ diverzitdsbecsld mddszer, amely gyors, tenyésztéstdl fliggetlen
vizsgalatat biztositja a mikrobialis kozosségeknek. Az eljards a gyakran hasito II. tipusu
restrikcids endonukledzok altal emésztett, fluoreszcensen jelolt PCR termékek méret szerinti
elvalasztasat teszi lehetové. Az emésztés soran, a hasité helyek kiilonbozd felismerd helye
miatt, eltérd nagysadgl termindlisan jelolt fragmensek keletkeznek. A termindlis restrikcios
fragment (T-RF) hosszak altal kapott csucsokhoz filogenetikai informacié rendelhetd, a gorbe
alatti teriiletekb6l pedig a relativ gyakorisagi viszonyokra kovetkeztethetiink (LIU W.T. et al.,
1997).

Célunk volt egy olyan primerpar és enzim kombinacié keresése, amely soran a T-
RFLP modszerrel a vizsgalatba vont torzsek terminalis restrikcidos fragmentjei (T-RF)
elkiilonithetdk egymastol. Ehhez elsoként meg kellett ismerniink a talajoltasra szant torzsek

teljes 16S rRNS génjének bazissorrendjét.

2. DNS izolalas a vizsgadlatba vont térzsekbol

A vizsgalatba vont 7 baktérium térzsbdl genomidlis DNS-t vontunk ki. A 24 6rés
tenyészeteket, liveggyongyot tartalmazo, 100 uL DEPC (dietil-pirokarbonat) kezelt vizbe
szuszpendaltuk. Ezt kovetden a szuszpendalt torzseket 2 percig tarté 30 Hz-en val6 razatassal
tartuk fel, amit 98°C-on 5 percig tartd denaturacié kovetett. A fizikai feltarast kovetden a
sejttormelékek iilepitése céljabol a szuszpenziot 10000 g 3 percig centrifugaltuk, ezt kdvetden

a feliiluszo tartalmazta a DNS-t.
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3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A torzsek teljes 16S riboszomalis RNS génjét (16S rDNS) polimeraz lancreakciod
segitségével (PCR) amplifikaltuk, 27F forward (LANE D.J., 1991) és 1492R reverse primer par

(POLZ M.—CAVANAUGH M., 1998) alkalmazasaval (3. tabldazat).

27F forward | 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
1492R reverz | 5-TAC GGY TAC CTT ACG ACT T-3'

3. tabldzat Az alkalmazott primerek bazissorrendje

A 16S rDNS PCR elegy Osszetétele az 4. tablazatban tekinthetok meg. A reakcié a
Biorad DNAENgine® Peltier Thermal Cycler késziilékekben zajlott, a 2. dbrdn bemutatott

hoprofil szerint.

dNTP (Fermentas) 10,00 pL

MgCl, (Fermentas) 4,00 pL
10x puffer (Fermentas) 5uL
reverz primer 0,5uL
forward primer 0,5 puL

Taq polimeraz (Fermentas) 2,00 pL

DEPC viz 26,00 pL

BSA® (Fermentas) 1,00 pL

templat 1,00 pL
Végtérfogat 50 pL

4. tablazat A 16S rDNS PCR elegy osszetétele

? BSA- bovine serum albumin (borju szérum albumin)
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98°C | 94°C I

72°C . 72°C

0:45 perc

2 s 4°C
! 32 ciklussal |

2. abra: A PCR reakci6 ciklikus héprofilja, -a B, C, D 32x-i ismétlésével

A kezdeti denaturacid, B denaturacid, C anneléacid, D extenziod, E végso extenzid

4. Agaroz gélelektroforézis

A PCR termékek detektalasa agaroz gélelektroforézis segitségével tortént. Az 1%-0s
agaroz gél (0,8g agar + 80 ml 1%-0s TBE3) forralassal készilt, amely dermedéskor térhalos
szerkezet vesz fel. A dermedés el6tt 2,5 pl interkalalo fluoreszcens festéket (GR DNA Stain;
Fermentas) adtam hozza, amely UV-fényben a DNS-t lathatova teszi. Az elektroforézis 100
V/cm-en, 20 percig tortént, a termék méretének meghatarozasa 2,5ul pUC Mix Marker 100

(Fermentas, Vilnius, Litvdnia) molekulastuly marker segitségével tortént.

5. Bazissorrend meghatarozas

Az amplifikalt 16S rDNS gén bazissorrend elemzéséhez Sanger-féle stopnukleotid
modszer modositott valtozatat alkalmaztuk. A kapott bazissorrend adatok kiértékelését
MEGAS (TAMURA K. et al., 2007) program segitségével végeztiik el. Az egyes torzsekhez
tartoz6 legkozelebbi tenyésztheté rokon fajokat (tipustorzseket) az EzTaxon-e (CHUN J. et al.,

2012) adatbazisaban azonositottuk.

¥ TBE= Tris-bazis, Borsav, EDTA megfelel aranyu keveréke
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3. Szabadfoldi kisérlet sorozat

1. Kezelések

A kisérleti kezeléseket Baranya megye mezdgazdasagi teriiletein végezték. A teriiletek
vizsgalata 2014 aprilisatol kezdédéen 16 héten keresztiil zajlott. Egy kontroll, kezeletlen
tertileten (jelolés 1) valamint, hat - kiilonb6z6 baktérium torzseket tartalmazé - oltdbanyaggal
(jelolés: 3,4; 5,6; 7,8) kezelt teriileten folytak a vizsgalatok. A hat kezelési mod esetében
elmondhat6, hogy a baktérium torzsek tekintetében a 3-as €s 4-es, 5-0s és 6-0s, 7-es és 8-as
oltéanyagok azonos Osszetételliek voltak (5. tablazat). Kiilonbségek az azonos Osszetételil
inokulumokat illetéen, a termdtalajra Kijutatott mennyiségiikben volt: lkg/ha (paratlan

szammal jelolt oltéanyagok), illetve 5 kg/ha (paros szdmmal jel6lt oltdéanyagok).

Kezelések
Savanyu talaj
3-4 kezelés 5-6 kezelés 7- 8 kezelés

l. l. l.

1. . .

. II. II.

Torzsek

v VI. V.

V. VII. V.

VI. VII.

5. tablazat Az adott kezelésekre alkalmazott baktérium torzsek

A teriilet inokulalasa vetés elott tortént. Magat a bakterialis oltokultirat rapermetezték a
talajra, majd beforgattak a foldbe. A szabadfoldi mezdgazdasagi novény, amellyel a kisérletet

végezték a kukorica (Zea mays) volt.

2. Mintavetel

A mintavételezést a Biofill Kft. munkatarsai végezték. A talajmintakat a ndvény
gyokérzete koriil gytijtotték. Kisérleti beallitdsonként 2-3 novény gyodkérzetébdl szdrmazod

mintat osszekeverték, hogy a minta reprezentdlhatosaga megfeleljen. A gylijtott mennyiség
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80-100 g volt. A mintakat 3-5 °C-on, hiitdben taroltak elszallitasig, azonban ha 2 napnal t5bb
id6t vett igénybe a tarolas, akkor a mintdkat lefagyasztottak -20 °C-ra. A mintavételezés a
kisérleti id6szakban 9 alkalommal tortént, az oltast kozvetleniil megeld6zen egészen az oltast

kovetd 16-ik hétig (1d. 6. tablazat).
3. A mintdk feldolgozadsa

A beérkezett talaymintdk csoportositasa a kezelés és a mintavételi idopont szerint
tortént, a tovabbiakban ezen jelolés keriil alkalmazasra a mintakra valo hivatkozas soran (Id.

6. tablazat).

(gggé)ng;;j Kezelési tipusok
1- 3- 4- 5- 6- 7- 8-
oltatlan | kezelés | kezelés | kezelés | kezelés | kezelés | kezelés
1 (oltds el6tt
kozvetleniil) 11 13 14 15 16 17 18
2 (oltas utan 1
nappal) 21 23 24 25 26 27 28
3 (oltas utan 1
héttel) 31 33 34 35 36 37 38
4 (oltis utin 2
. I hénel) 41 43 44 45 46 47 48
Mintavételi —
id(’ipOlltOk 5 (oltc,zs utan 3
héttel) 51 53 54 55 56 57 58
6 (oltds utin 5
héttel) 61 63 64 65 66 67 68
T (oltds utin 8
héttel) 71 73 74 75 76 77 78
8 (oltds utan 12
héttel) 81 83 84 85 86 87 88
9 (oltds utan 16
héitel) 01 03 04 95 96 97 98
Feldolgozott mintak

6. tdbldzat A Kiilonbozé idépontokbdl szairmazo mintak jelolése
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4. Terminalis Restrikcios Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP)

a) DNS-izolalas

A molekularis vizsgalatokhoz 1-1 g mennyiségii talajmintdbol DNS kivondst

végeztiink az UltraClean Soil DNA Isolation Kit (MO-BIO Laboratories, Inc., USA)

alkalmazaséval a gyart6 utasitdsa szerint. A sejtek feltardsa soran, a leirdsban szerepld

enzimatikus eljaras kiegészitésre keriilt egy fizikaival is, amely 2 percig, 25 Hz-en Retsch

MM301 tipust sejtmalomban valo razatassal tortént.

b) Polimeraz lancreakcio (PCR)

A reakciohoz a korabban, in silico kisérletek soran meghatarozott, HEX*- 27F forward

(LANE D.J., 1991) és S519R reverse primer part (LANE D.J., 1991) alkalmaztuk (3. dbra). Az

alkalmazott primerek bazissorendjét a 7. tdbldzat tartalmazza. A reakcié hasonlé modon

zajlott, a Id.: 11.2.3 fejezetben leirtakhoz.

HEX-27F (forward)

s & Drimer

¥

.Is'

DNS templat

S19R reverse primer

|¥

3. abra Az 5' végén fluoreszcens festékkel (HEX) jelolt primerrel
torténik a DNS templat szaporitiasa a PCR-reakcioban

PCR reakcid

27F forward

5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'

519R reverz

5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3

7. tabldzat: Az alkalmazott primerek bazissorrendje

c) Agardz gélelektroforézis

Ugyanazon modon tortént, mint 11.2.4 fejezet esetében

* HEX- Hexachloro-Fluoreszcein amely segitségével fluoreszcensen jeloltiik a primeriinket
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d) Restrikcios emésztés

Az amplifikalt 16S rDNS szakaszokat, harom restrikcios endonukledzzal -Bsh1236
(Fermentas), BtsCl (Fermentas), illetve BsuRI (Fermentas)- hasitottuk. Az elegy 6sszemérése
utan (8. tabldzat), 3 oran keresztiil zajlott az inkubécié a Biorad DNAENgine® Peltier Thermal

Cycler késziilékekben, az enzimekre vonatkozod optimalis h6fokon (9. tdbldzat).

Enzim 0,15 pL
Puffer 2,00 uL
DEPC viz 7,85 uL
Templat 10,00 pL
Végtérfogat 20 pL

8. tablazat Restrikcios elegy osszetétele

Neév Hasitohely HoOmérséklet
(’C)
Bsh1236 CG/CG 37
GGATGNN/
BtsCl 55
CCTAC/NN
GGICC
BsuRlI 37
CCIGG

9. tablazat A Restrikciés endonukleidz enzimek hasit6 helyei, és az inkubacié hémérséklete

e) Etanol precipitacio

A fehérje- és soO-szennyezOdésektdl az emésztmény etanol precipitacid utjan lett

megtisztitva.

e 3M Na-acetat, 95%-os etanol és DEPC kezelt viz elegyébe mértiik az emésztményt, az

alabbi koncentraciok szerint (10. tdbldzat), majd alapos Gsszekeverés utan 20 percig

szobahOmeérsékleten inkubaltuk.
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3 M Na-acetat (pH 4,6) 3,0 uL
95%-0s etanol 62,5 uL
DEPC viz 14,5 uL
Templat 20,0 uL
Végtérfogat 100,0 puL

10. tabladzat Etanol precipitalo elegy 6sszetétele

e Ezt kovetéen a mintankat 20 percig 18 000 g-n centrifugaltuk, majd a pelletr6l a
feliiluszot ledntottiik.

e A pellethez 250uL 70%-o0s etanolt mértiink, majd alaposan felszuszpendaltuk vortex
segitségével.

e A mintankat 15 percig 18 000 g-n ismét centrifugaltuk, a feliiliszot elontottik.

e Annak érdekében, hogy a mintakrol teljesen eltavolitsuk az etanolt Jouan RC 10.09
centrifuga és Edwards Mudolyo fagyasztva- szaritd berendezést ¢s vakuumpumpét
hasznaltunk.

e A szaritds utan a mintakat, az elektroforézishez 20uL DEPC kezelt vizben vettiik fel.

f) Kapillaris elektroforézis

A mintakban 1év6 fragmentumok elvalasztasa kapillaris gélelektroforézissel (4. dbra)
tortént, GeneScan'™-500 Tamra'™ Standard belsé standard alapjan. A mintik denaturalésat az

alabbi elegyben (11. tdbldazat) 5 percig 98 °C-on végeztiik, hogy igy biztositsuk a megfeleld

elvalast.
GeneScan'"-500 Tamra'™ 0,3 uL
Formamid 12,00 pL
Templat 1,00 pL
Végtérfogat 13,3 uL

11. tablazat Denatural6 elegy osszetétele
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A terminalis fragmentumok elektroforetikus elvalasztasa az ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) automata kapillaris késziiléken 8 sec
injektalas mellett 29 percen keresztiil POP-4™ polimeren (Performance Optimized Polymer
4, Applied Biosystems), 60°C-on és 15 kV-on tortént.

P
\ Restrikcids hasitohely

Multitemplat
PCR emésztése
restrikcids
endonukledzzal

T-RFLP
elektroferogram

T-RF hossz (bazis oa't
4. abra Az egyedi szekvenciat felismeré multitemplat PCR termék emésztése soran keletkezett, 5'

végén fluoreszcensen jelolt, amplikonok elvalasztasa kapillaris gélelektorforézissel. (SIPOS R., 2009)

g) Adatelemzés

T-RFLP kromatogramok elemzése a GeneMapper szoftverrel (Applied Biosystems,
version 3.7) tortént. A mintaval egyiitt futd, de eltérd fluoreszcens festékkel jeldlt
GeneScan™-500 Tamra™ belsé méret standard tette lehetévé, az elvalasztott csucsok (T-RF-

ek) pontos fragmentumhossz meghatarozasat.
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5. Statisztikai értékelés

A T-RFLP futasok statisztikai kiértékelése a T-REX (T-RFLP Analysis Expedited) on-
line programmal tortént (CULMAN S. et al., 2009). A kapott adatmatrixb6ol a hierarchikus
osztalyozast a PAST programmal (HAMMER O. et al., 2001) tavolsag optimalizalo UPGMA®
csoportatlag modszerrel végeztiik Bray-Curtis hasonlosagi indexszel. Szintén PAST program
segitségével, fokomponens analizissel (PCA®) is értékeltik az adatmatrix statisztikai

sokasagat, és becsiiltiik a talajmintak Shannon-, és Simpson diverzitas értékeit.

IV. Eredmények

1. In silico modellrendszer dltal kapott eredmények

A vizsgalatba vont 7 kiilonb6zd baktérium térzs 16S rRNS gén bazissorrendjének
ismeretében, kidolgozasra keriilt egy olyan modellrendszer, amelynek segitségével az adott
baktérium torzsekre jellemz6 T-RF-ek alapjan elkiilonithetéek egymastol az egyes torzsek a
T-RFLP modszer segitségével.

Az in silico vizsgalatok soran az oltasra hasznalt torzsek 16S riboszémalis RNS-t
kodold gén azonositasara, az irodalomban fellelheté tobb primer par koziil, a kovetkezd
harom: 27F-519R, 341F-971R, 968F-1401R keriilt kivalasztasra. Ugyanis ezek a primer parok
voltak alkalmasak ~500 bazispar hosszusagu szakaszok amplifikalasara a 16S rRNS génjében.

Az in silico vizsgalatok soran a fent emlitett 3 primer par altal kozre fogott szakaszon
teszteltiik az Thermo Scientific altal forgalmazott restrikcios endonukleazokat. Az in silico
tesztet kovetden keriilt kivalasztasra a 27F-519R primer par altal kozre zart gén szakasz, mely
a 16S rRNS génen beliill a legvariabilisabb régid. Az emlitett régioban in silico 5 enzim
(Bsh12361, BsuRI, Mspl, BtsCl, Faql) hasito helye alapjan a vizsgalatba bevont toérzsek
egymastol elkiilonithetdek. Az in silico és az empirikus értékek kozotti eltérések jelensége,
bizonyitott tény (KAPPLAN—KITTS. 2003), ezért volt sziikség arra, hogy gyakorlatban is
megvizsgaljuk az egyes torzsek terminalis restrikcios fragmenseit (T-RF). A virtualis
hasitasok valdsag alapjat a torzsekbdl készitett -restrikciés endonukledzzal emésztett- PCR
termékek T-RFLP elemzésével igazoltuk (5. dbra), mely alapjan az in silico hasitas

eredményeivel megfeleltethetok voltak a kapillaris elektroforézissel meghatarozott T-RF

® UPGMA- Unweighted Pair Group Method of Average
® PCA-Principal component analysis
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csticsok. A megfeleld restrikcios endonukleaz kivalasztasanal, figyelembe kell venni, hogy az
oltotorzsek kimutatasat, a talaj mikrobiotaja mellett kellett kivitelezni, igy olyan enzimeket,
kell hasznalni, melyek nem csak 1-2 bazisparban kiilonbozé T-RF-eket eredményeznek.

Az emlitett 6t restrikcids endonukleazt, az oltasra szant baktérium torzsek T-RF-nek

ismeretében szlkitettiik a Bsh1236, BtsCl, illetve BsuRI enzimekre.

Fragmenthossz (bazispir)
100 . 200 _ 300 ) 400 _ 500

L3 |

! :
{
;_"_#;,u*_LQJ# s

Bl S14 kontroll talaj IL. tiirzs L. tirzs IV. torzs
BV tirzs VL tirzs VIL tirzs IIIL. torzs

5. dbra A T-RFLP kromatogram, Bsh12361 enzimmel torténé hasitast kveto elvalasztas eredményeként kapott T-
RF-ek, a vizsgalatba vont torzsek, valamint a kontroll talajminta esetében. Feketével van jelolve a kontroll a talaj,
mig az egyes torzseket, az abran Kiilonb6zé szinekkel jeloltiik.

A Bsh12361 restrikcios endonukleazzal (5. abra) végzett emésztés soran, a kapott T-
RFLP kromatogramon, a N, fixaciora képes I. II. torzsek kivételével sikeresen el tudtuk
kiiloniteni az oltdsra hasznalt torzseket. Ahhoz, hogy jo eséllyel megkiilonboztethetéek

legyenek az egyes mikroorganizmusok, minimum két enzimmel valdé emésztésre van sziikség.
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Fragmenthossz (bazispar)
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_.Sll kontroll talaj BV. térzs VL. torzs IV. torzs
UL torzs IL. torzs I torzs

6. dbra A T-RFLP kromatogram, BtsCI enzimmel torténé hasitast koveté elvalasztas eredményeként kapott T-RF-ek,
a vizsgalatba vont torzsek, valamint a kontroll talajminta esetében. Feketével van jelolve a kontroll a talaj, mig az
egyes torzseket, az abran kiilonb6z6 szinekkel jeloltiik.

A BtsCI restrikcidos endonukledzzal (6. dbra) torténd emésztés soran, mdr sikeriilt
elvalasztanunk a N, fixacié mellett, auxin termelésre is képes I. Il.-es torzseket. A VII.-es
torzset - amely szintén a 1égkori N, fixaciora képes - nem tudtuk BtsCl enzim segitségével
pontosan detektalni, azonban Bsh12361 (5. dbra) és BsuRl endonukleazzal sikeresen

megvalosult, igy nyomon tudtuk kovetni a talaj baktérium kdzosségén beliil.

2. A talajmintak bakteridlis diverzitasa és az oltds hatasanak vizsgadlata
1. Az oltast megelozoen a vizsgalt talajok teljes bakterialis kozosségének szerkezete

Els6 1épésben a mintaink koziil azokat vizsgaljuk, melyek az egyes kezelések el6ttrdl
szarmaznak, igy informaciot nyerve az adott talajok mikrobialis hatterérdl, illetve az oltasra

hasznalt torzsek talajban valo el6forduldsarol.
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7. abra A kiindulasi azaz- Kontroll talajmintak UPGMA analizise, az A: a legnagyobb hasonlésagot mutaté mintak

A két (Bsh1236, BtsCl) enzimmel valdé emésztés soran kapott eredmények, egyiittes
értékelése lehetdve tesz egy kiterjedt osztalyozasi lehetdséget, melyet az egyes kezelésekhez
tartoz6 kontroll talajmintak hasonlosagat tiikrozé hasonlosagi dendrogramon abrazoltunk (7.
dbra).

A dendrogramon jelentds elkiiloniilést mutatnak a tobbi talajmintatol a 4-es, illetve 6-
os kezelés kontroll talajmintai (S14 és S16). Ezzel szemben a legnagyobb hasonldsagot (78%)
a 3-as és 5-0s kezelés kontroll talajmintai (S13 és S15) mutatjak. A tobbi mintat illetéen egy

az elébbiektdl alacsonyabb 60% koriili hasonldsagi érték volt jellemzo.
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Shannon- és Simpson diverzitas index értékek

3,5

m Simpson

® Shannon

S11 S13 S14 S15 S16 S17 S18

8. dbra A kontroll talajmintak bakterialis diverzitisanak Shannon-, és Simpson-index mérészama a BtsCl enzimmel
valé emésztés soran kapott T-RFLP mintazatok alapjan.

A 4-es kezelés kontroll talaja (S14), amely az UPGMA analizis (7. dbra) soran is
elkiiloniilt a tobbi mintatol, a Shannon-, és Simpson diverzitas indexek (8. dbra) alapjan az
egyik legkisebb diverzitas értékkel jellemezhetd e talaj bakteridlis kozossége. A 6-os kezelés
kontroll talaja (S16) az UPGMA analizis (7. dbra) soran szintén elkiiloniilt a tobbi mintatol, a
talaj bakterialis kozosségének diverzitasa (8. dbra), azonban hasonld, mint a tobbi talajminta
esetében. Az indexek két szE&ls6 értékét, mint a legkevésbé diverz 7-s kezelés kontroll mintaja
(S17) (Shannon: 2,51, Simpson: 0,83), és legnagyobb diverzitasu a 8-as kezelés kontroll
mintaja (S18) (Shannon: 3,261, Simpson: 0,95) mintak adjak (8. abra).

2. Az oltas utan vizsgalt talajok teljes bakterialis kozosségének szerkezete

A teljes mintasort vizsgaljuk kdvetkezdben, ahol benne vannak az egyes talajok oltas
elotti kontrolljai, illetve azon talaj, amely az egész kisérlet soran nem volt kezelve, igy
informalodva arrol, hogy kezdetben a talajban megtalalhatd teljes baktérium koézosségben

milyen valtozadsok mentek végbe a vizsgalati idétartam alatt.
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9. dbra A teljes mintasor UPGMA analizise. Jelolések A: oltast megelézden, illetve az oltast kivetéen az 1 héttel, B:
oltas utan 2-, és -3 héttel, C: oltas utan 5-, és -8 héttel, D: oltas utan 1- ,és -2 héttel, E: oltas utan 12-, és -16 héttel

A teljes mintasorra készitett dendrogramon (9. dbra) a kontroll talajokhoz (7. dbra)
hasonloan, a 4-es és 6-os kezelés kontroll mintai (S14 és S16) elkiiloniilnek a tobbi mintatol.
Megallapithatd, hogy az egyes mintdk a mintavétel id6pontja szerinti hasonldsdgot mutatnak.
Az oltast megel6zden kozvetleniil, illetve azt oltast kovetd elsé hétig (9. dabra) csoportosulnak
egylitt a mintdk a dendrogramon, és nagyobb, mint 70%-o0s hasonldsdgot mutatnak. Hasonlo
mértékben €s mddon csoportosulnak az oltast kovetd 1. és 2. hétrdl, illetve a 3. hétrdl
szarmaz6 mintak. A talajok oltasat kovetd mintavételi idében tovabbhaladva, az 5-t6] a-8-ig
hétig, illetve a 12. és 16. hétrél szarmazé mintak kiiloniilnek el a hasonlésagi dendrogram
alapjan. A legnagyobb foku hasonlosagot (85%) az azonos (5-6s) kezelésben részesiilt mintak
mutatjak, melyek mintavételezése kozott 1 hét telt el (S45, S55). Szintén nagyobb foku
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hasonldsagot (75%) mutatnak az oltast kovet6 6., illetve 8. hétrél szarmazo S66, S76 mintak,
melyekre ugyanazon baktérium torzseket jutattak ki, mint az 5-0s kezelés soran, csupan
nagyobb dézisban (Skg/ha). A tobbi minta esetében mar nem talalunk, a fentebb emlitetthez

hasonlo, kezelések szerinti csoportosulast.

Shannon- és Simpson diverzitas index értékek
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10. dbra A kezeletlen, a 3-, 4-, és 5—0s kezelést kapott talajmintak bakterialis diverzitasanak Shannon-, és Simpson-
index mérészama a BtsCI enzimmel valo emésztés soran kapott T-RFLP mintazatok alapjan.

Shannon- és Simpson diverzitas index értékek

B Simpson ® Shannon

11. dbra A 6-, 7-, és -8-as kezelést kapott talajmintak bakterialis diverzitisanak Shannon-, és Simpson-index
mérészama a BtsCI enzimmel valé emésztés soran kapott T-RFLP mintazatok alapjan.

A teljes mintasor diverzitas indexe alapjan (10., 11. dbra) a legkisebb diverzitast a 7-
es kezelésben részsiilt talaj oltas kovetd 1 hét mualva gy(ijtott mintaja (S37) (Shannon: 2,22,
Simpson: 0,81), mig a legnagyobb, pedig az oltatlan talaj 12. heti mintaja (S81) (Shannon:
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3,57, Simpson: 0,96). A kiilonb6zo kezelést kapott talajok esetében megfigyelhetd, hogy az
oltast kovetd 1. és 3. héten, az adott talajok bakterialis kozosségének csokkent a diverzitasa,
mig a 16. hétre, a 8-as kezelés kivételével, a legnagyobb diverzitas értékeket érte el. Az adott
mintak elkiiloniilését az egyes mintavételi iddpontokon szamos biotikus és abiotikus tényezo

is befolyasolhatja (hdmérséklet, nedvességtartalom stb.), melyek komoly hatassal lehetnek a

rrrrr

3. A talajoltasok hatdasanak nyomon kovetése.

i Hasonlésag %
0.48 0.54 0.60 0.66 0.72 0.78 0.84 0.80 0.56

12. abra A Bray- Curtis hasonlosagi index alapjan készitett hierarchikus osztilyozasa a kis dézisban alkalmazott
oltéanyaggal kezelt talajok esetében. Jelolések: A: oltds utan 12-, és-16 héttel, B: oltas utan 5-, és-8 héttel, C: oltas
utan kozvetleniil, illetve 1 héttel, D: kontroll talajok, E: oltas utan 2-, és-3 héttel

A kiilonb6z0, kis dozisu, kezelésekbdl szarmazoé mintdk a hasonlosagi dendrogramon
(12. abra) a mintavétel idGpontja alapjan csoportosulnak, hasonléan a teljes mintasorbol

szarmazé talajmintak (9. dbra) esetében. Tovabba a legnagyobb foku (84%) hasonlosagot
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PC223.81%

szintén az azonos (5-6s) kezelést kapott S45 és Sb5 talajmintak mutatjak, melyek vételezése
kozott 1 hét telt el. Jelentdsen elkiiloniilnek a tobbi mintatdl a 12. és 16. heti mintak. Hasonld
moddon csoportosul a tobbi minta is, miszerint azok mutatnak nagyobb hasonlésagot, melyek
vételezése kozott nem telt el 3 és 4 hétnél tobb id6. Ellenben azt tapasztaljuk, hogy az
oltaskori mintdk és az oltas utdn 12. és 16. hétrél szarmazd mintdk joval kisebb foku
hasonlosagot mutatnak egymassal. Az adott kezelések oltas elotti (kontroll) talajai is egyiitt
csoportosulnak, egyediil a 7-es kezelés oltas utani els6 napbdl szarmazd mintaja (S27) az,
amelyik nagyobb foku hasonlosagot mutat a kontroll talajokkal.

A pontosabb adatfeldolgozas érdekében, nem csak hasonlosagi dendrogramon, hanem

fokomponens analizissel is elemeztiik a mintakra kapott T-RFLP adatmatrixokat (13. dbra).

/553 o S57

T /
0 S37/
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PC140,8%

13. dbra: Fékomponens analizis alapjan kapott biplot 4bra a kis dozisssal kezelt talajok estében. Jelolés: A: oltas utin
8,-12-, és-16 héttel, B: kontroll talajok, C: oltas utan 1,-2-, és-3 héttel

A fékomponens elemzés soran, szintén azt tapasztaltuk, hogy a mintdk a mintavétel
idépont szerint mutatnak csoportosuldst. Akar a hasonldsdgi dendogrammmon itt is
elkiiloniilnek azok a mintak, melyek az oltast megel6z6 talajokbdl szarmaznak (S11, S13, S15,
S17), azok melyek az oltast kovetd 1-, 2- és 3- ik héten lettek gytjtve ( S33, S37, S45, S47,
S53, S555, S57), tovabba 8-, 12- és 16-ik heti mintak(S73 ,S77, S75, S83 ,593, S95).
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A savanyu talajra nagy dézisban (5 kg/ha), kijutatott kezelésekbdl szarmazod minték,

statisztikai értékelését (Bray-Curtis hasonlosagi index-el) mutatja a 14. dbra.
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14. d4bra Bray-Curtis hasonlosagi index alapjan végzett hierarchikus osztilyozasa a nagy dézisbol (4, 6, 8-as
kezelésekbdl ) szarmazé mintaknak. Jelolések: A: oltas utan 1 nappal, 1 héttel, B: oltas utan 2-, és-3 héttel, C: oltas
utan 6-, és-7 héttel, D: kontroll talajok, E: oltas utdn 12-, és-16 héttel

A kiilonboz6, nagy dozisu, kezelésekbdl szarmazé mintdk a hasonlosagi
dendrogramon, hasonléan a kis dozisndl tapasztaltakhoz, itt is a mintavétel ideje szerint
csoportosulnak. Ahogy a teljes mintasor hasonldsagi dendrogramj valamint a Shannon
diverzitas index alapjan, itt is jelentsen elkiiloniil a 4-es kezelés kontroll (S14) mintaja. A 8-
as kezelés 16. heti (S98) talajmintaja, épp gy, mint a teljes hasonlosagi dendrogramon (9.
dbra) itt is elvalast mutat, a tobbi mintatol.

A kis dozis (1 kg/ha) hasonlosagi dendrogramjahoz (12. abra) hasonldan kiilon

csoportosulnak az egyes kontroll mintak, illetve az oltas kdvetdé 12. és 16. héten gyiijtott
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mintdk. Kozel 70%-os hasonlosag jellemzi az oltas utdn kozvetleniil, illetve 1 héttel vizsgalt
talajokat, tovabba 75%-os hasonldsagot talalunk az oltast kovetd 2. és 3. hetet reprezentald
mintdk esetében is. A legnagyobb fok hasonlésidg (80%), itt is a korabban latottakhoz
hasonldan, az a két talajminta esetében van, melyek azonos kezelésben részesiiltek, ¢és az

oltast kovetd 6- és 8-ik hétrél szarmaznak (S66, S76).
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15. dbra Fokomponens analizise a nagy dézissal kezelt talajmintaknak. Jelolések: A: oltas utan 3 héttel, B: oltas utan 1
nappal, illetve 1-, és-2 héttel, C: oltas 5-, és-8 héttel, D: oltas utan 12-, és-16 héttel

A fékomponens analizis (15. dbra) soran vizsgélt nagy dozisi mintdk esetében 4
csoportra oszlik az adatsor a mintavétel ideje szerint. Kiilon csoportosulnak az oltast kovetd
kéthétben a mintak (526, S28, S36, S38, S48, S44,), az oltas utani harmadik hétekbdl szarmazo
mintak (S54, S56, S58), az oltas utani 6todik, és nyolcadik (S64, S66, S74), illetve
tizenkettedik, és tizenhatodik (S84, S86, S94, S96, S98) heti mintak. A korabbi hasonlosagi
dendogramokhoz (7., 9., 14. dbra), vagy diverzitas indexekhez (8., 10. dbra) hasonloan, itt IS

elkiiloniil a tobbi mintatdl a 4-es kezelés kontroll mintaja (S14).

31



4. A vizsgalatba vont oltotorzseként alkalmazott 7 baktériumtéorzs ardanya a teljes

bakterialis kozéssgen beliil.

A savanyu talajra, kis dozisban (1 kg/ha), kijutatott talajoltd készitményekben
alkalmazott torzsek a talaj teljes bakterialis kozosségén beliili aranyanak valtozasat mutatja a
16., 17. dbra, az adott kezelésekben részsiilt talajokban illetve kisérlet soran kezeletlen
talajokban egyarant.

Az oltas soran alkalmazott torzsek, jelen voltak a kezelés el6tti és a folyamatosan
monitorozott oltatlan talajokban egyarant, mivel a természetes talaj bakterialis kozosségének

részei.
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16. dbra Az alkalmazott torzsek a teljes bakterialis kozosségen beliili aranya az oltatlan talajban, illetve a 3-, 4-, 5-6s
kezelések hatasara BtsCI altal kapott T-RF-ek alapjan
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17. dbra Az alkalmazott torzsek a teljes bakterialis kozosségen beliili aranya a 6-, 7-, 8-as kezelések hatasara BtsCl
altal kapott T-RF-ek alapjan
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A 3-as és 4-es kezelés soran hasznalt bakterialis oltokultira nem tartalmazta a N,
fixalo, és antimikrobialis anyag termelésére képes VII. szdmu torzset.

Az 5-0s és 6-0s kezelés esetében, a foszfat szolubilizald V., és a sziderofor termeld
V., mig a 7-es és 8-as kezelés soran pedig a cink- szolubilizalo V1. térzs hianyzott.

A N fixalo, és auxin termeld torzsek (I. II.) voltak a legnagyobb aranyban jelen
elzetesen a talajban, az oltasra hasznalt baktérium torzsek koziil. A kezelések hatdsara ezen
torzsek kozosségen belilli aranyadban egészen a harmadik hétig tartd ndvekedést figyeltiink
meg, amely fokozatosan az utols6 mintavételi idépontokra (12., 16. hét) visszaallt hasonld
kozosségen beliili aranyra, mint amit a kezelés eldtt tapasztaltunk. Tobbek kozott, ahogy ezt a
7-es kezelés esetében is lattuk az 1. torzs esetében, a kezdeti 3,53%-o0s kozdsségen beliili
aranyuk (BtsCl enzim alapjan) az oltast kovetd elsé hétre 6,55%-ra emelkedett, majd a 16-ik
hétre 2,46% lett. Mind a két torzs esetén a tobb enzimmel vald emésztés soran is hasonld
jelenséggel talalkoztunk. Volt olyan eset is, hogy az I. torzs kezdeti kis aranyahoz képest
(0,75%, BtsCl enzim alapjan, 4-es kezelés soran) az oltast kovetd harmadik hétre igen jelent6s
mértékben nott az arnyuk (13,49%), majd bar ez lecsokkent a 16. hétre (6,08%), de még igy is
nagyobb volt, mint a kezelést megel6zden az oltatlan talajban.

Az oltatlan talajjal 6sszehasonlitva, hasonld mddon valtozik a két torzs aranya, viszont
az oltatlan talaj esetében a 16. hétre nagyobb mértékii a kozosségen beliili arany csokkenés,
mint az egyes kezelést kapott talajok esetében,

A novények nikkel (Ni?*) ellatasaban szerepet jatszo III. torzs, szintén jelen van a
kontroll és oltatlan talajokban egyarant. Az egyes kezelések hatasara, a talajok
nagytobbségében (kivételt képez a 6-os kezelés) az oltast kovetd 8. hétre egy kozosségen
beliili aranynovekedést tapasztalunk, 5-6s kezelést kapott talajok esetében, a kezdeti 5,79%-0S
aranyuk (Bsh1236 enzim alapjan), a 8. hétre 12,32% lett. Talaltunk arra is példat, hogy nem
csak az oltast koveté 8. hétre, hanem csak a 16. hétre éri el a III. torzs a legnagyobb
kozosségen beliili aranyat. Ezt figyeltiik meg tobbek kozott a 3-as kezelés hatasara, ahol
(BtsCl enzim alapjan) a kezdeti 0,69%-o0s aranyuk a 16. hétre 5,09% lett. TObbszor is
eléfordult, féleg az oltds utani 2. és 3. héten, hogy nagymértékben lecsokkent a torzs
kozosségen beliili aranya, vagy akar nem is sikeriilt detektalnunk, viszont 8. hétre érte el a
legnagyobb kozdsségen beliili aranyat.

Az oltatlan talaj esetében viszont az emlitett baktériumtorzs szintén a 8. hétre, mutatott
jelentdsebb valtozast az ardnyadban, viszont €z a kezelt talajokkal ellentétben egy kozdsségen

beliili csokkenés volt.
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A foszfat szolubilizald TV. torzset tobb esetben nem sikeriilt kimutatni a kontroll
talajokban, csupan az 5-, illetve 8-as kezelés kontroll talajaban, tudtuk - kis aranyban-
detektalnunk (0,57 %, és 0,72 %). A 3- és 4-es kezelés esetében a torzset a 6-, és 8-ig héten
detektaltuk, de a 16. héten nem sikertlt kimutatnunk. A 8-12. hétre a 7- és 8-as kezelésben,
kimutathat6sag hataran (0,38%, 0,51%), de jelen volt a bakterialis k6zosségben.

Az oltatlan talaj esetében, BtsCI enzimmel valdo emésztés soran, detektalni tudtuk az
oltast kovetd 1-2 héten (0,53%, 0,82%), illetve a 8-ik héten (0,94%), is. A 12-16-ik héten,
viszont nem voltak kimutathatok.

A sziderofor termeld képessége altal, a novények novekedését serkentd €s egyben a
novény patogének elleni védekezésben is szerepet jatszd V. torzs kozdsségen beliili aranya, a
16 hetes vizsgalati periodus alatt nem mutatott jelent6s valtozast a két talajoltd készitménnyel
vald kezelést kovetden. Aranya és annak valtozdsa a kozosségben megegyezik az oltatlan
talajban tapasztaltakkal.

Az oltatlan talaj esetében az oltds utan 1 nappal, illetve 1 héttel tapasztalunk egy
novekedést a térzs aranyaban, amely viszont a 16-ik hétig fokozatosan csdkken.

A VI. torzs, amely a cink (Zn?h szolubilizacidjan keresztiil, képes a novényt ezzel az
esszencialis tdpanyaggal ellatni, igy kozvetve serkenti ndvekedését, a kezeletlen talajban
tobbszor is jelentds aranyban fordult el (pl.: a 3-, 5-, 7-es kezelésben részesiilt teriileteken).
Ez a nagyobb kozdsségen beliili arany (6,49% a 3-as kezelés esetében) a 3-5-ik hétre a
legtobb esetben nagymértékben csokkent (0,45%, szintén 3-as kezelés) majd a 16-ik hétre
szintén kisebb aranyban volt jelen, mint kezdetben. Olyan esetet, amikor magasabb lett volna
a 16-ik hétre az aranya, mint az oltas eldtt nem tapasztaltunk.

Az oltatlan talajban a torzs legnagyobb ko6zosségen beliili aranya a mintavételezés

kezdetén volt, majd a 16-ik hétre, hasonldan a kezelt talajokhoz, itt is fokozatosan csokkent.

V. Osszegzés

A munkank soradn felallitott modellrendszer alkalmasnak bizonyult arra, hogy
kiilonboz6 talajokban nyomonkdvessiik az oltasra hasznalt 7 baktérium torzset. A kezelés
eldtti kontroll talajok mikrobialis diverzitidsa nem valtozott a kezelések hatisara, amit nem is
varhattunk, hiszen az egyes kezelések soran hasznalt 6t-hat oltotdrzs, nem képes egy olyan
nagy fajgazdagsagu kdzegben, mint a talaj, mérhetd valtozast eredményezni. A teljes mintasor

egyideji vizsgalata ravilagitott, hogy a talaj mikrobialis k6zossége a mintavétel idétartama
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alatt (16 hét) atalakult, ahogy azt lattuk is az oltas utani 1 nap, illetve 1-2-3 hétben vett mintak
elvaltak az oltas utan 12-16-ik heti mintaktol.

Az azonos Osszetételli, de eltéré mennyiségben (lkg/ha, és Skg/ha) kijutatott
bakterialis inokulumok esetében eddigi eredményeink alapjan nem tapasztaltuk, hogy a
kezdeti nagyobb mennyiség kovetkeztében, a kozosségen beliili aranyndvekedés is nagyobb
lett volna. Nem befolyasolta jelentdsen az oltotorzsek kozosségen beliili aranyat az, hogy
mekkora mennyiségben kertilt kijuttatasra az adott torzs.

A N fixalo torzsek (. I1.) kozosségen beliili ardnya megnoétt egészen az oltast kovetd
harmadik hétig, hasonldéan, mint az oltatlan talajban. A kezelt talajok esetében, viszont ezen
kozosségen beliili aranyndvekedés joval jelentdsebb volt, mint az oltatlan talaj esetében. A
foszfat- szolubilizalo (III.) és nikkel- transzlokald (IV.) torzsek kozdsségen beliili aranya az
5.- 8.-ik hétre n6 meg, de arra is talalunk példat, hogy a 3-as kezelés hatasara a foszfat-
szolubilizal6 IIl.-as torzs, a 16-ik héten éri el a legnagyobb kozosségen beliili aranyat. A
tovabbi harom torzs (V. VI. VIL) a kontroll talajokban alacsony aranyban voltak jelen, mely a
kezelések hatasara sem valtozott.

Megéllapithatd, hogy négy torzs esetében (melyek N fixalok, auxin termeldk, foszfat-
¢és nikkel- szolubilizalok) az oltas hatasara k6zosségen beliili aranyuk névekedett, mig harom
torzs esetében (melyek sziderofor termeldk, cink-szolubilizalok, és N, fixalok) az oltas hatasat
nem tapasztaltuk. A nagy mennyiségii mintaszam kovetkeztében a BsuRI-el enzimmel valo
emésztés adatait, még nem sikeriilt teljes mértékben feldolgozni. Ezen adatok feldolgozasaval,

egy pontosabb képet kaphatunk az alkalmazott kezelések hatékonysagarol.
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