Mezogazdasagi talajolto baktérium torzsek nyomonkovetese molekularis

Bevezetés

A novényi novekedést serkent0 talajbaktériumok hasznalata, a fenntarthato
mezOgazdasagi termelés egyik lehetdségekent, egyre nagyobb teret nyer
napjaikban. Ezen mikroorganizmusok jotékony hatassal vannak anyagcsere
sajatsagaik révén, mint példaul- N,-fixacio, szideroforok, hormonok (auxin)
termelese altal a névények novekedésere, gyokerkepzodesére es nem
elhanyagolhaté modon a terméshozam novelesere. A kornyezeti tenyezok, a
talaj szerkezete, fizikai- kémiai tulajdonsagai, illetve a talaj mikrobi(’)téf'a
egyluttesen befolyasolhatjak a kiilonb6z6 baktériumtorzsek talajban vald
tulelesét, illetve megtelepedéseét.

Az elmult tobb mint tiz évben a Biofil Kft. altal eldallitott kiilonbozd
oltéanyag-kulturakat hatékonyan alkalmaztak szabadfoldi termesztésben a
noveényi novekedes valamint terméshozam novelésére.

Munkank soran kiilonbozd baktériumtorzsek keverékébdl alld hat féle
oltokultira tesztelését vegeztiik egy szabadfoldi kiserlet sorozatban.

Célunk volt a kilonbozd baktériumtorzsek talajban valo tulélesének,
kozosségen belili aranybeli valtozadsanak monitorozdsa molekularis
biologiai ujjlenyomat modszerekkel, Ugymint Terminalis Restrikcios
Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP).

Eredmények

Mivel az egyes talajokra alkalmazott kezelések eltertek, ezert azt a tovabbiakban kiilon jeloljiik,
lugos talajon 1,3,5,7-es kezelés, mig savanyu talajon 2,4,6,8-as kezelés
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2.abra UPGMA analizis

A vizsgalt talaymintak teljes bakterialis kozosségére készitett hasonlosagi
dendogramon a savas, illetve a lugos talajmintak elvalast mutatnak.

Mindkét talajtipus esetén elmondhato, hogy a kezeletlen (kontroll) talajok
elkiiloniilnek az oltokultarakkal kezeltektol. Az eltérd kezeléseket kapott
talajok, a mintavétel idopontja szerint mutatnak hasonlosagot.

Alegnagyobb (>80 %) hasonlosag a lugos talajnal: az oltast kovetd 1 héten
vett mintak esetében (L31, 137,133, L35), illetve az oltast kovetd 1 napon
(L23, L27, L25) figyelhetd meg. A savanyu talaj mintaknal altalanosan
jellemzo, hogy a hasonlosag kisebb mertékii, viszont két minta esetében,
melyek azonos kezelést (S45, S55) kaptak, eléri a 80 % kortili érteket.

Savanyu talajra kijutatott torvzsek a talaj teljes baktérium kozosségen beliili aranydanak valtozas
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5.4bra Savas talajmintdk (BzsCI-vel emésztve)

A vizsgalatba vont baktérium torzsek a savanyl talaj esetében a kezelést megelozden a talaj teljes
baktérium kozosségében kimutathatdak volt.
A VI szammal jelzett torzs kozosségen beliili ardnya az oltast kovetd harmadik hétig novekedett
mind a kezelt, mind pedig a kontroll talajok esetében. A tovabbi torzsek esetében a kozdsségen beliili
aranyuk a harmadik hétre csokkenést mutat.
Elmondhatd, hogy az egyes torzsek kozosségen beliili aranyai hasonloan valtozast mutatnak mind a

kontroll mind pedig a kezelt talajokban egyarant.

5-0s kezelésben alkalmazott torzsek kozosségen beliili ardnyainak idobeli

alakulasa az oltast koveto harmadik hétig
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8.abra Az 5-0s kezelést kapott ¢€s a kezeletlen (kontroll) talajok oltotorzseinek aranyai.

A lugos talajon végezett 5-0s kezelésben alkalmazott két baktérium torzs kozosségbeli
aranyaban novekedés volt tapasztalhatd a kontroll talajhoz viszonyitva. A kezelést kapott
talajon a masodik hétre (L45) kimutathatd volt a IV. szdmmal jelzett torzs, amely az oltast
megeldzoen (L15) nem volt kimutathatd a kozosségen beliil. Tovabba a kezelés hataséara a
III.-as torzs aranya is novekedést mutatott a kozosségen beliil.

A kontroll talajjal ellentétben, ahol egy hét (L31) elteltével nem volt kimutathato a IL-es

torzs, a kezelést kovetdoen megjelent az adott talajmintak kozosségében.
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Avizsgalatba vont torzsek jellemzése, anyagcsere sajatsagai

Az 1. VI. X. szammal jelzett torzsek N.,-fixdciora valo képességiikkel, és a
noveényi hormontermelésen (auxin) keresztiil képesek a novény novekedeset,
tovabba gyokérképzodést fokozni. Szintén képes a gyokérképzodest, és
novekedést serkenti a I1.-es torzs.

Foszfat szolubilizaciora és szideroforok termelésére egyarant képesek a I1X., XI.
szammal jelzett torzsek, igy novelve andvény tapanyag ellatottsagat €s védelmét
az egyes noveény patogén gombakkal szemben. Szintén jelen van a sziderofor

termelési képess€égaz V. VIIL.- as torzsek esetében. )
Extracellularis enzim ]i)roteaz, pektinaz) termelése révén képesek tapan?{agolgat
mobilizalni a III., VII. szammal jelzett torzsek, illetve Zn- szolublizacion
keresztiil tapanyag ndvekedést elosegiteni a I'V. szam torzs.
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Anyag és modszer

A 15 baktérium torzs, molekuldris bioldgiai vizsgéalata soran, meghatdrozasra
keriiltek az adott torzsek Termindlis Restrikciés Fragmensei (T-RF), melyek
ismeretében az egyes torzsek teljes bakteridlis kozdsségen beliil azonosithatoak,
aranyuk meghatarozhatd. Tovabbd ezen modszer alkalmazasaval a szabadfoldi
kisérletbe vont torzsek kozosségen beliili valtozasa nyomon kdvethetd, az oltast
megelozo, illetve az oltast kovetd o6tddik hétig, savanyu, illetve lagos talajon

egyarant.
Modell rendszer felallitdsa a kiilonbozo bakteriumtorzsek elkiilonitése céljabol

1. A baktérium torzsek teljes 16S rRNS génjének bazissorrend meghatarozasa.

2. In silico a 16S rRNS gén legvariabilisabb 500 bazispar hosszisagl
szakaszanak kivéalasztéasa.

3. A kivalasztott génszakaszon, in silico nagyszamu restrikciés endonukledz
tesztelésével meghatarozasra keriiltek a torzsek Terminalis- Restrikcios

Fragmensei (T-RF).
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5 I 4. Bsh1236, BtsCI restrikcids endonunkleazok kivalasztisa, melyek a

vizsgalatba vont torzsek esetében eltérd T-RF-eket eredményeztek a 27F-
519R primer par altal kozre fogott génszakaszon.

5. A kivélasztott primer par és enzimek gyakorlati tesztelése a torzseken.

A talajolto torzsek monitorozasa

Mintavétel
Lugos (LSP), illetve savanyu (SSP) talajrol
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1.4bra. T-RFLP kromatogram. BtsCI enzimmel torténo hasitat koveto elvalasztas eredményekeént
kapott T-RF-ek a vizsgalatba vont torzsek valamint a kontroll talaj minta esetében.

A vizsgalatba vont torzsek teljes bakterium kozosségen beliili aranya a két kiilonbozo

talajtipus esetében az oltast megelozo idoponttdl az oltastol eltelt harmadik hétig
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Polimeraz lancreakcié (PCR)
(16S rDNS 27FHEX-519R primerek altal kijelolt génszakaszara)

Terminalis Restrikcids Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP)
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Lugos talajra kijutatott torzsek a talaj teljes baktérium kozosségen beliili
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3.4bra Alkalmazott torzsek teljes bakteridlis kozdsségen beliii ardnya lugos, illetve savas talajon (BzsCI
enzimmel altal adott T-RF-ek alapjan)
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Lugos talajra kijutatott torzsek a talaj teljes baktérium kozosségen beliili kontroll 3-as kezeles 0-0s kezeles 7-es kezelés
aranydnak valtozas 4.4bra Alkalmazott torzsek teljes bakterialis kozosségen beliii aranya a kiilonb6zd kezelések hatasara az
oltast kovetd harmadik hétig lugos talajon a (BtsCI enzimmel altal adott T-RF-ek alapjan)
A vizsgalt 15 baktérium torzs koziil, 5 torzset mindkét talajtipusra kijutattak. A
kezelést megeldzden, a lagos talaj teljes baktérium kozosségében nagyobb Atalajban, a Zn- szolublizaciora képes, IV-es torzs kivételével (L15), mindegyik térzs jelen
. : . e e . , , voltakezeletlen (kontroll) talajban, az oltast megel6zden valamint oltast kovetden is.
aranyban voltak jelen az egyes oltasra hasznalt torzsek, mint a savanyu esetében,
mely a vizsgalat elsd harom hetében is megfigyelhetd volt. Akontroll talajban az elsd hét utan a ndvényi névekedésre serkentden hato /1.-es torzs, nem
Az L-es szammal jelzett torzs, azonban nem egyetlen, hanem tobb, azonos volt kimutathat6. A kezelésen atesett talajmintadkban viszont jelen volt, s6t a 7-es kezelés
, ) . ) o , ) esetében az oltast kovetden két héttel aranya a kozosségben novekedett.
nemzettségbe tartozd baktérium torzset jelol. Az azonos nemzetségbe tartozd A III. szamu torzs az oltatlan (kontroll), illetve a 3-as kezelésen kozdsségbeli aranya az
torzsek a 16S rDNS szekvencidinak nagy hasonlésdga miatt, a két enzimmel oltas kovetd elso hétig novekszik, majd fokozatosan lecsokken az oltast kovetd harmadik
(Bsh1236, BisCl) torténd emésztés soran, azonos T-RF -ket eredményeztek hétre. Ugyanezen torzs ardnya viszont az 5-0s illetve 7-es kezelés soran fokozatosan
’ _ ’ ' novekszik a harmadik hétig.
Ezzel a moddszerrel, mindOssze a VI-os szammal jelolt torzset tudtuk
elkiiloniteni, a nemzetségbdl, ezt kikiiszobdlendd egy harmadik restrikcids A vizsgalatba vont szamos torzs esetén elmondhatd, hogy kozdsségbeli ardnyainak
endonukledzzal valo emésztést is bevezettink, amely adatok még feldolgozas valtozasaban hasonlosag tapasztalhatdé a kontroll és a kiilonbozd kezeléseken atesett
’ ’ talajokban egyarant. Azaz kozosségen beliili aranyuk az oltast kovetd elsé hétig novekedést
alatt allnak. mutat, majd a harmadik hétre kismértékben lecsokken.
Egyes torzsek esetében tapasztalhato, hogy az oltast kovetden kozvetleniil kdzosségen
beliili aranyukban nem tapasztalhatdé valtozas, azonban az elsé hétre aranyukban kis
mértekli novekedés figyelhetd meg, mely az adott mintavételi idopont kontroll talaja
esetében nem jelentkezik (példaul V.-6s torzs).
Kozos torzsek a két talajon
Harom torzs, az 1., V. és IV. mindkét talajtipusra alkalmazott oltékultirdban
jelen volt, igy 0Osszehasonlithatova valik az eltérd talaj tipusok ezen
baktériumtorzsekre gyakorolt hatdsa.
A IV-es torzs jelentds aranyban van jelen a savas kémhatast kezeletlen €s kezelt
talajokban egyarant, mig az V-0s torzs a lagos, kezeletlen és kezelt talajokban
volt szdmottevobb. Azonban mindkét torzs és mindkét talajtipus esetében
elmondhatd, hogy a kdzosségen beliili aranya az oltast kdvetd harmadik hétre 45
lecsokkent. 3
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7.4bra Az V. szdmmal jelzett torzs kozdsségen beliili araynanak valtozasa két restrikcios
L endonukledzzal (BtsCl, Bsh1236) kapott T-RF-ek alapjan az oltast kovetd harmadik
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6.abra Lugos (LSP), és savas (SSP) talajon az V. torzs

A sziderofor termeld V.-0s torzs, a lugos talajon a 3,5 és 7-es kezelésekben
kozvetleniil az oltds elott nagy ardnyban volt jelen az adott talaj bakterialis
kozosségében, mig az oltast kdvetd harmadik hétre ardnya csokkenést mutatott.

Ellenben a kezeletlen talajban ilyen jellegli valtozas nem volt megfigyelhetd.

A savanyu talajpan hasonld ardnybeli valtozast mutat az egyes kezelések
esetében a torzs. A legtobb esetben, az oltds hatasdra nott a torzs kozosségen
beliili aranya, egészen az oltast kovetd elsd hétig, majd fokozatosan csokkent,

hasonlé aranyra, mint amit az oltast elott tapasztaltunk.

A lugos, és savanyu talajok teljes baktérium kozossége elkiiloniil egymadstol,
tovabba az egyes kezelések is egyiitt csoportosulnak a hasonldsagi dendogramon.

A harom hetes vizsgalati periodus sordn az egyes torzsek kozosségbeli aranyai
eltérden alakultak. Szamos torzs esetében a harmadik hétre egy a kdzosségen
beliili aranya novekedés tapasztalhatd, azonban egyes torzsek esetében viszont
csokkenés volt kimutathato.

Ahhoz hogy pontosabban lassuk egyes kezelések hatédsat, jelenleg is folyik a
tovabbi mintavételi idOpontokbol szarmazo adatok feldolgozadsa, amelyek
egészen az oltast kovetd 16.-1k hetet is magukba foglaljak.

Mindez kiegészitendd azzal, hogy a két restrikcios endonukledzzal (Bsh1236,
BtsCI) nem elkiilonithetd torzsek esetében egy tovabbi enzimet is bevontunk a
vizsgalatban, amely szintén feldolgozas alatt all.

Ezen adatokkal kiegészitve, az egyes kezelések hatékonysdgarol, pontosabb
képet kaphatunk.

A nitrogén fixaciora képes torzsek esetében, amelyek16S rDNS alapon nem
voltak elkiilonithetdk, felmeriilhet a nitrogendz enzimet koédolo nif funkcié gén
alapon val¢ elkiilonités lehetdsége.

A projekt ,,Hatékony talajolto baktériumokat kivalogato rendszer (ESMS) kifejlesztése és instant
por talajolto anyag formula (ESSI) eloallitasa” (KMR 12-1-2012-0200) a Kutatasi €s Technologia

Innovacios Alap finanszirozasaban valosul meg.



