DOKTORI (PhD) ERTEKEZES TEZISEI

GAZDAG ORSOLYA
GODOLLO
2019



SZENT ISTVAN
| EGYETEM

SZENT ISTVAN EGYETEM

KULONBOZO GAZDALKODASI MODOK HATASANAK VIZSGALATA A
TALAIJMIKROBA-KOZOSSEGEK FUNKCIONALIS DIVERZITASARA

GAZDAG ORSOLYA
GODOLLO

2019



A doktori iskola
megnevezése: Szent Istvan Egyetem Kornyezettudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Kornyezettudomany
vezetdje: Csakiné Dr. Michéli Erika
egyetemi tanar
SZIE, Mezdgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar
Kornyezettudomanyi Intézet
Talajtani és Agrokémiai Tanszék
Témavezetdi: Imréné dr. Takacs Tiinde
tudomanyos fémunkatars, PhD
Agrartudomanyi Kutatokdzpont, Talajtani és Agrokémiai Intézet

Talajbiologiai Osztaly

Dr. Szili-Kovacs Tibor
tudomanyos fémunkatars, osztalyvezetd, PhD
Agrartudoményi Kutatokozpont, Talajtani és Agrokémiai Intézet

Talajbiologiai Osztaly

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



1. A MUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

A talajmikroba-k6zosség kulcsfontossagii szerepet jatszik az agrar6koszisztémak
szolgélatdban, melyek mikodoképessége meghatarozza az egészséges ¢lelmiszertermelés
mindségi- s mennyiségi paramétereit (WILLIAMSON et al. 2011, van LEEUWEN et al. 2017).
Az agrar6koszisztémak kialakitdsanal nagyon fontos tényezd a megfeleld, teriiletspecifikus
gazdalkodasi mod kivalasztasa, mely hozzéjarul a talajok egészségének és a talajtermékenységnek
a fenntartdsdhoz (PETRIC et al. 2011).

A konvencionalis gazdalkodas a produktivitdsra €és a mennyiségre, mig az organikus
mivelésmod a megtermelt élelmiszerek mindségének biztositasara torekszik. Az intenziv
talaymiivelési rendszereket a mechanizalt, specializalt talajhasznalat, a jelentds mennyiségi
tragya-, novényvédészer- és takarmanyhasznalat jellemez. Igy az agrarokoszisztémak jelentds
mértékben ezekkel terheltek.

Az irodalmi adatok bizonyitjak, hogy az organikus gazdalkodasi modok pozitiv hatassal
vannak a talaj minéségére és termékenységére (pl.: talajtapanyagok feltarodasa, endemikus-
szimbiotikus talajmikroba-populaciok diverzitasa, enzimaktivitas), ezért napjainkban egyre
nagyobb figyelmet kapnak, mint fenntarthat6 mezdgazdasagi rendszerek.

Hazankban az utobbi években egyre dinamikusabban nd az dkologiai miivelés ald vont
tertiletek szama — azonban mind termdteriilet, mind pedig termeldi arany tekintetében eltorpiil a
konvencionalis miivelés mellett —, ezért indokolt az ehhez kapcsolddd tudoményos kutatasi hattér
biztositasa, kutatasi eredményekre alapozott gyakorlat kialakitasa (REEVE et al. 2016, GAZDAG
et al. 2018).

A talajmindség és talajegészség meghatdrozdsara nincsenek standard moédszerek. A
talajmikroorganizmusok  biomasszdja,  genetikai  diverzitdsa,  aktivitdsa és  ezek
talajtermékenységre gyakorolt hatdsa, valamint a stresszfaktorokra adott valaszok fontos
tulajdonsagok a talajmindség értékelése soran.

Hazankban alapvetden hidnyoznak az eltérd talajtipusok és miivelésmodok bevonasaval
végzett 0sszehasonlitd komplex mikrobioldgiai vizsgalatok. A rendelkezésre allo szakirodalom
tobbsége csak egy-egy talajra vonatkozoan mutatja be a kiilonb6z6 kezelések hatdsat, vagy tobb
talajtipust hasonlit 6ssze, de csak egy-egy mikrobiologiai jellemzd figyelembevételével. A
talajmikrobiologiai és talajfizikai, -kémiai paraméterek monitoring rendszerben vald
alkalmazaséban az eredmények értelmezéséhez egy jol kalibralt referenciabéazisra lenne sziikség
(SZILI-KOVACS et al. 2009).

A talajbiologiai indikatorvaltozok kivalasztasa kulcsfontossagu, ugyanakkor kritikus
pontja a talajmindség értékelésének, mert a vizsgalt talaj tulajdonségai, illetve a célok nagyban
befolyéasoljak azt (NORTCLIFF 2002). Elterjedt az un. csokkentett valtozokészlet (minimum data
set (MDS)) (SZILI-KOVACS et al. 2011) alkalmazésa a talajmindség kiértékelésében (SHUKLA
et al. 2006, CHUN-JUAN et al. 2013).

Kutatasomban komplex modon, organikus €s konvencionalis gazdalkodasi modbol
szarmazo harom talajtipuson egy kibdvitett MDS (extended minimum data set) megkozelitéssel
atfogo elemzést végeztem el a talajmikroba-kézosségeken a klasszikus statusz- (fobb talajfizikai-
¢és kémiai paraméterek) €s funkcionalis vizsgalatok alapjan (genetikai- és funkcionalis diverzitas,
enzimaktivitas, respiracio).

A talajbaktérium-populaciok az egészséges ¢€lelmiszertermelésben is hosszitavi
hatdsokkal birnak, ezért kulcsfontossdgi az eltérd gazdalkodasi moddokkal 0Osszefiiggd
(SCHLOTER 2003, GARBISU et al. 2011, GAZDAG et al. 2019b) szakteriiletnek a kutatasa.



A kutatds soran az eltér6 textiraval rendelkezd talajtipusokat és gazdalkodasi modokat
(Karcag: agyagtalaj (organikus), agyagos-valyogtalaj (konvencionalis), Martonvasar: valyogtalaj
(organikus), valyogtalaj (konvenciondlis), Nyiregyhdza: homokos-valyogtalaj (organikus),
homoktalaj (konvencionalis)) vizsgaltam, hogy milyen valtozast idéznek el6 a talajbaktérium-
kozosségek diverzitdsaban, azok egymashoz viszonyitott aranyaban és a talajbaktérium-kozosség
Osszetételében.

A doktori kutatas f6 célkitizéseihez alkalmazott multikritériumos elemzés a kovetkezo
Osszetevokbdl épiil fel:

1. A Kkisérleti teriiletek talajainak jellemzése fobb talajfizikai és -kémiai
tulajdonsagok alapjan
- fizikai talajféleség
- EC, pHh.0, nitrogénformak, humusz- ¢és széntartalom
- AL-oldhat6 tdpelemtartalmak, f6bb mezo- és mikroelem tartalmak
2. A Kisérleti teriiletek talajainak funkcionalis vizsgalatai
- Fluoreszcein-diacetat hidrolitikus-aktivitas (FDA)
- Alaprespiraciéo (BRESP)
- Mikrobialis biomassza (SIR)
- Koz0sségi szintii fiziologiai mintazatelemzés (CLPP: MicroResp™)
- Kitenyésztheté mikrobaszamok (CFU)
3. A Kisérleti teriiletek talajainak molekularis genetikai vizsgalatai
- talajbdl torténd baktérium DNS-izolalas modszertani fejlesztése
- PCR, nested-PCR optimalizacidja
- DGGE optimalizacidja
- szekvenalas
4. Az elemzésbe vont fenti teljesitmény jellemzok tobb szempontot egyszerre
figyelembe vevé, multikritériumos komplex értékelése
- egytényezds varianciaanalizis (ANOVA)
- Pearson-korrelacio
- rangsor-korrelacié (SRD)

A jelen doktori értekezés gyakorlati célja, hogy a fenti multikritériumos elemzéssel a
mennyiségi és mindségi informacion til egy atfogd elemzést kivanok nytjtani a talajmikroba-
kozosségek rizoszféraban betoltott funkcidirol, teljesitménymutatoirol, az adott gazdalkodéasi mod
fenntarthatosagarol. Ezen eredmények tovabbi vizsgéalatok alapjait képezhetik. Segitséget
nyujthatnak monitoring rendszerek szamara indikatorok kivéalasztasanak tekintetében, melyek —
miiveléshatas alapjan — talajok elkiilonitésére alkalmasak.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Mintavételi helyek bemutatasa, mintavétel

A mintavételi teriiletek kijeldlésénél az egyik f6 szempont a talajok kiilonbozé fizikai
félesége, mig a masik az eltérd gazdalkodasi mod (organikus és konvencionalis) volt. A harom
jellegzetesen eltérd fizikai-féleségl talajt reprezentald mintateriiletiink Martonvasar, Karcag ¢és
Nyiregyhaza teriiletein talalhato. A vizsgalatokba bevont talajmintak a rizoszférabdl szarmaztak.
A talajmintavétel 2011-ben 6sszel, 2012-ben tavasszal tortént. A harom teriileten egy organikus
mivelésii és egy konvenciondlis tdblat mintaztam. A teriilet atloja mentén 10 méterenként, 0-20
cm-es talajmélységbdl vettem a talajmintakat, egy mintavételi teriiletrdl 12 ismétlésben. A harom
teriiletrél Gsszesen 144 talajmintat gylijtdttem be a két év alatt. A talajmintdkat a nagyobb ndvényi
részek eltavolitasa utan 2 mm-es szitan atszitadltam, majd a fizikai és kémiai talajvizsgélatokig
1égszaraz allapotban taroltam. A mikrobioldgiai vizsgéalatokhoz a talajokat +4 °C-on, molekularis
elemzésekhez pedig -20 °C-on taroltam a mihamarabbi felhasznalasig.

A  mintdk talajfizikai vizsgalata alapjdn azok szemcseméret besorolasa a

textaraharomszog alapjan:

e  Karcag, organikus teriilete agyag talaj=AO
Karcag, konvencionalis teriilete agyagos valyogtalaj=AVK,
Martonvasar, organikus teriilete valyogtalaj=VO,
Martonvasar, konvencionalis teriilete valyogtalaj=VK,
Nyiregyhéza, organikus teriilet valyogos homoktalaj=VHO,
Nyiregyhaza, konvencionalis teriilet homoktalaj=HK.

2.1.1. Karcagi kisérleti teriilet

A talajmintavétel az OMTK Debreceni Egyetem Agrartudoméanyi Koézpont Karcagi
Kutatointézet telephelyén tortént. A mintdzott konvencionalis teriilet az OMTK 17, Al 16.
parcellaja (5,67 ha) volt. A mintavétel évében cirok és dszibtiza (2011) majd ismét 6szibuiza (2012)
volt vetve a parcellakon. Az organikus miivelésii teriiletek esetében a mintak az M1 tablarol (5,67
ha) szarmaztak, ahol a mintavételkor somkord (2011; Melilotus; Fabaceae) és koles (2012;
Panicum miliaceum, Poaceae) volt a teriileten. A tablak GPS koordinatai: é. sz. 47° 16* 47°’, k. h.
20° 53 12’. A karcagi talaj nehézagyag, agyagos valyog texturaju, réti csernozjom
(STEFANOVITS 1972), (WRB) (FAO 2015).

2.1.2. Martonvasari kisérleti terilet

Az MTA Agrartudoméanyi Kutatokdzpont martonvasari tanuGsitott organikus
tenyészkertjében 20 éve sem tragyazas, sem ndvényvéddszer alkalmazasa nem tortént (MIKO et
al. 2014). A teriileten a talajmintavétel éveiben zoldborsot (2011; Pisum sativum; Fabaceae) és
gabonat (2012), majd &sszel kalaszosokat vetettek. Az organikus teriilet mellett helyezkednek el
az lizemi miivelési parcellak. Itt a mintavétel évében a teriileten tavaszi buzat (2011; Triticum
aestivum; Poaceae) és kukoricat (2012; Zea mays; Poaceae) vetettek. A martonvasari talaj agyagos
valyog texturaju, mészlepedékes csernozjom (STEFANOVITS 1972), (WRB) (FAO 2015).
Mindkét tertilet 0,5-0,5 hektaron teriil el, melynek GPS koordinatai a kdvetkezdk: €. sz. 47° 18’
38”7, k. h. 18°46° 45",



2.1.3. Nyiregyhazi kisérleti teriilet

A Debreceni Egyetem Agrartudoméanyi Kozpont Nyiregyhazi Kutatdintézet ilizemi
teriiletén helyezkedik el a Westsik-féle vetésforgd tartamkisérlet. A mintavételkor a 15.
parcellabol (é. sz. 47° 58 42”°, k. h. 21° 40” 52°’) vettiink talajmintakat a domb aljatél a domb
tetejéig (6,70 ha). A mintavétel éveiben a teriileten rozst (Secale cereale, Poaceae) (2011) valamint
rozst és sz0sz0s biikkonyt (Vicia villosa, Fabaceae) (2012) vetettek. A Nyiregyhazi Kutatointézet
Okologiai gazdalkodasu teriiletérdl a mintavétel a 16-os parcellabol tortént (14,9 ha) €. sz. 47° 58’
48, k. h. 21° 40' 33”’, ahol 2011-ben tonkolybuzat (Triticum spelta, Poaceae) és lucernat
(Medicago sativa, Fabaceae), mig 2012-ben pohankat (Fagopyrum esculentum, Polygonaceae) és
borsot (Pisum sativum, Fabaceae) termesztettek. A nyiregyhazi talaj humuszos homok
(STEFANOVITS 1972), (WRB) (FAO 2015).

2.2. Statuszvizsgalatok
2.2.1. A talajok fobb fizikai és kémiai vizsgalata

A talajok fizikai-kémiai tulajdonsagainak vizsgalata a Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudomanyi Kutatokdzpont Talajtani €s Agrokémiai Intézet Kdzponti Laboratdriuméaban
valosult meg. A talajnedvességet szaritdszekrényes modszerrel (105 “C-on, stlyallandosagig)
hataroztuk meg. A talaj fizikai vizsgdlatai sordn meghataroztuk azok szemcseméret eloszlasat, ahol
az agyag ¢és a valyog frakciok meghatarozasa pipettdzadssal, a homoktalajé pedig szitalassal tortént
(MSZ 08-0205:1978) (BUZAS et al. 1993). Az elektromos vezetéképesség (EC 2,5), 1:2,5 talaj:viz
aranyu szuszpenzidjaban (mS/cm), a pHm.0y az MSZ 08-0206-2:0178 szabvany szerint lett mérve.
A talaj KCl-oldhato NH4+"-N (mg/kg)- és NO3'N (mg/kg)-tartalmak meghatarozasat, az 6sszes N
(%) mennyiségét az MSZ 08-0458-80 szabvany szerint mértiik meg (TYURIN 1937, BARANYAI
et al. 1987). A humusztartalmat (%) TYURIN (1937) alapjan mértiik. Az AL (ammonium-laktat)-
oldhato Ca (m/m%), K20 (mg/kg), Na (mg/kg), P20s (mg/kg) tartalmakat az MSZ 20135:1999
szabvany szerint hataroztuk meg (EGNER et al. 1960). A talajmintdk mezo- és
mikroelemtartalom-atlagainak mérése (Mg, B, Cu, Fe, Mn, S, Zn) Lakanen Ervié kioldassal
(LAKANEN és ERVIO 1971), induktivan kapcsolt plazma atomemisszids spektrométerrel
(ULTIMA 2 ICP Optical Emission Spectrometer, Jobin Yvon Technology, HORIBA France SAS,
Montpellier, Franciaorszag) az MSZ 21470-50:2006 szabvany szerint tortént.

2.3. Funkcionalis vizsgalatok
2.3.1. Tenyésztésen alapulé talaj-mikrobiolégiai vizsgilatok, csiraszambecslés

Valamennyi talajminta esetében tizedeld higitasi sorozatot készitettem (SZEGI 1979,
BORSODI 2018). Az egyes talajmikrobdk kitenyésztéséhez az egyes higitasi tagokbol végeztem
el a kitenyésztést 3 ismétléssel (KODOBOCZ et al. 2013). A talajban é16 Bacillus sp. és sporas
baktériumot Nutrient agar (Merck Millipore, Németorszag) segitségével, a mikro-gombakat
Bengal rozsa agaron (Merck Millipore, Németorszag), mig az aktinomyceteseket Actinomycetes
agar segitségével (HiMedia Laboratories, India) tenyésztettem ki. A kinétt telepek leszamolasa
utan a csiraszam (telepképzo egységek, colony forming unit - CFU-k) becslését 1 g szaraz talajra
vonatkoztatva adtam meg.



2.3.2. Talaj enzimaktivitas vizsgalat (FDA)

A rizoszféra talajmintakban talalhaté mikroorganizmusok dsszes aktivitasat fluoreszcein-
diacetat (FDA) hidrolizissel SCHNURER és ROSSWALL (1982), valamint az ADAM és
DUNCAN (2001) moddszerei szerint végeztem el kisebb mddositassal (VILLANYT et al. 2006).

2.3.3. Talajrespiracios vizsgalatok
2.3.3.1. Alap és szubsztrat-indukalt respiracio

A talajmintakban 1év6 talaj mikrobiota aktivitasanak vizsgalatara alap (basal respiration-
BRESP) ¢és szubsztrat-indukalt respiracidé (substrate-induced respiration-SIR) elemzéseket
hajtottam végre. Az egyes mintakbdl 3-3 parhuzamossal dolgoztam (n=4/kezelés). Elokészités
utdn a talajmintdkban 4 és 24 ora elteltével megmértem a termelddott CO2 mennyiségét, majd
kiszdmoltam a CO2-képzddés sebességét és az alaprespiraciot (ug CO2-C/g talaj/ora). Ugyanabbol
a talajmintabol mértem meg a szubsztrat-indukalt respiraciot is 200-200 pl D-gliikozoldat (Reanal
Labor, Budapest) (8 mg gliikoz g talaj) hozzdadasaval. A BRESP és a SIR soran képzédott CO»-
ot gazkromatograf késziilékkel mértem (GC 8000, Fisons, Rodano, Olaszorszag) (SZILI-
KOVACS és TOROK, 2005) és a Clarity 4.0 szoftver (DataApex Ltd., Praga, Csehorszag)
segitségével hatdroztam meg.

2.3.3.2. Mikrorespiracios mérés

A mikrorespiracios kisérlet soran 23 szénforrast és kontrollként desztillalt vizet
hasznaltam, az egyes mintakbol 4-4 parhuzamossal (n=4/kezelés) (ANANYEVA et al. 2008).
Egy-egy szubsztrat plétenként 4 ismétlésben talalhatdo meg. A szubsztrat oldatok pH-jat 5,00—7,34
kozé allitottam be 1n NaOH vagy 1n HCI oldat hozzaadéasaval.

2.4. Tenyésztéstol fiiggetlen, mikrobidlis ko6zosség molekularis vizsgalatok
2.4.1. Talajbaktérium nukleinsav-izolalas

A tavaszi talajmintadkbol mikroba DNS-t izoladltam a ,,Soil Microbe DNA MiniPrep Kit”-
tel (Zymo Research, Irvine, USA). A kivont DNS koncentraciojat ND 1000 NanoDrop™
spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) segitségével mértem. A
nukleinsav koncentraciéo meghatarozasan til (A=260 nm-en vizsgalva) a kapott abszorbancidkbol
lemértem a huminsavakat (A=230 nm) és a fehérje (\=280 nm) szennyezdédéseket (KODOBOCZ
és MURANYT, 2012).

2.4.1.1. Talajbaktérium nukleinsav-izolalas modszertani fejlesztése

Az Bszi és a tavaszi talajmintakbol DNS-izolalast végeztem el a fenti kittel. A mennyiségi
(koncentracio ng/pl) és mindségi (huminsav 260/230 nm, fehérje 260/280 nm) vizsgalatokat a ND
1000 NanoDrop™ spektrofotométerrel mértem. Ezzel célom volt megallapitani, hogy van-e
szignifikans kiilonbség az egyes évszakok kozott a vizsgalt paraméterek tekintetében. Azt
feltételeztem, hogy a,,Soil Microbe DNA MiniPrep Kit”-es (Zymo Research) talajbol térténé DNS
feltaras hatékonysagat javitani lehet, melyhez négyféle razatasi modszert teszteltem. Célom volt a
talajaggregatumok eredményesebb szétvalasa, a kivont DNS mennyiségi- és mindségi mutatdinak
javitasa. Az eldkisérletem eredményeit alapul véve a leghatékonyabb évszakkal (tavaszi) és
talajtipusokkal (VO) a DNS mennyiségi- és mindségi mutatodinak javitasat kiilonbozd fizikai
talajkezelési eljarasokkal fejlesztettem. Ehhez maximalis fokozaton teszteltem a kovetkezo
késziilékeket, haromféle idotartalommal:



A) homogenizald, FastPrep-24™, (mpbio™, Kuvait, Kozel-Kelet, 90-250 V, 50-60 Hz, 1200 W,
1-60 mésodperc, sebesség 4,0-6,5 fordulat/masodperc, 1, 3, 5 perc razatasi id6.

B) horizontalis vortex, (Pulsing Vortex Mixers, VWR® International, Radnor, Pennsylvania, 120
V, 50-60 Hz, 3200 fordulat/perc), 1, 5, 10 perc razatasi ido.

C) sejtmalom, (Mini-Bead Beater-16 (MIDSCI), St. Louis, Amerika, 115 V, 60 Hz, 3450
fordulat/perc), 1, 3, 5 perc razatasi ido.

D) vortex, (ZX3 Vortex Mixer, VELP Scientifica, Inc., Bohemia, Egyesiilt Allamok, 100-240 V,
50-60 Hz, 3000 fordulat/perc), 1, 5, 10 perc razatasi ido.

Majd a kisérletet megismételtem a leghatékonyabb razatidsi idOkkel az egyes
razatogépekre a masik két talajtipusra is (AO, VHO). A mérések soran 5 parhuzamossal
dolgoztam. A razatast kovetden az egyes mintakkal a gyarto utasitasait kovetve folytattam a DNS
kivonast a fenti kittel. Majd a kapott DNS mindségi- €s mennyiségi paramétereit a ND-1000
NanoDrop™ spektrofotométerrel és szaloptikds mikrokiivettaval ellatott (Hellma TrayCell®,
Dialab Kft., Budapest) spektrofotométer (Helios Beta, Thermo Spectronic, Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, USA) késziilékkel mértem.

2.4.2. A talajmikroba DNS felszaporitasa fészek (nested) - polimeraz lancreakcioval (PCR)

A tavaszi talajmintak 16S rDNS génszakasz analizisére PCR-mddszert végeztem. Az elso
PCR-reakcioban ,kiils¢” primerparként (F203a; R1494) a-proteobaktériumokra specifikusat
(nitrogénkotd-baktériumok kimutatdsa) alkalmaztam. A masodik PCR-reakcioban a ,,belsd”,
baktériumokra univerzalis primerparral (F984GC; R1378) tortént a felszaporitds (GOMES et al.
2001). A fészek-PCR els6 amplifikacioja ICYCLER Thermal Cycler késziilékben (Bio-Rad
Laboratories, Applied Biosystems, Foster, Kalifornia, USA) 25 ul végtérfogatban tortént. A kezdo
denaturaciot (95 °C, 4 perc) 30 ciklusban ismétlddé denaturacio (95 °C 30 masodperc), annelacios
hémérséklet (56 °C, 30 mésodperc) és extenzid kovetett (72 °C, 1 perc), 72 °C-os, 10 perces végsd
extenzioval. A fészek-PCR mésodik amplifikacidja hasonld koriillmények kozott tortént, mint az
els6, F984GC; R1378 primerparral (Biocenter Laboratoriumi szolgaltatd Kft, Szeged), 53 °C-0s
annelacios homérséklettel, templatként az el6z6 korben felszaporitott PCR-terméket alkalmaztam.
A DNS-ek elektroforézises elvalasztasakor a kapott fragmentumok méretét DNS molekulatomeg
markerrel (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific) hataroztam meg. A vizsgalt
DNS-eket 1,5 %-os agar6z TAE gélben, 1XTAE (50x TAE Buffer (Tris-acetate-EDTA, Lonza,
Belgium) futtatopuffer jelenlétében (GR Safe Nucleic Acid Gel Stain, 10000x) fluoreszcens
festékkel tettem lathatova.

2.4.3. Atalajmikroba nifH gén felszaporitasa polimeraz lancreakciéval (PCR)

A tavaszi talajmintdk (kezelésenként n=4) mikrobdinak nifH génjét PCR-modszerrel
mutattam ki. A PCR-reakcioban a nifH FOR és a nifH REV primerparokat alkalmaztam, a
nitrogénkdté-baktériumok detektalasa céljabol. A PCR-es amplifikéacio 12,5 pl végtérfogatban
tortént. A PCR-reakcio hoprofilja megegyezett a korabban alkalmazott univerzalis bakterialis
primerekével. A nifH gén PCR-termékelvalasztas (457 bp) agaroz gélelektroforézissel tortént.

2.4.4. Denaturalo gradiens gélelektroforézis (DGGE)

A DGGE (Denaturate Gradiens Gel Electrophoresis - Denaturalé Gradiens
Gélelektroforézis)-hez a nested-PCR-rel felszaporitott 16S rRNS génszakaszt hasznaltam fel, a
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PCR-termékeket 7 %-0s poliakrilamid gélben futtattam meg az INGENYphorU késziilékben
(Ingeny International, Hollandia), HYBAID PS 250 futtatéegységgel (Thermo Hybaid, USA).

A gél mintazatanak kiértékeléséhez a TotalLab TL120 (TotalLab, Anglia) szoftvert
alkalmaztam. UV-transzilluminator folott steril szikével kivagtam a gélbdl azokat a kiilonallo
elektroforetikus csikokat, amik a mintazat alapjan feltehetéen egy-egy taxonnak feleltethetoek
meg. Majd a 984GC forward és 1378 reverse primerek felhasznalasaval, PCR-modszerrel
felszaporitottam ¢€s 1,5 %-os agardz gélelektroforézissel ellendriztem a PCR-termékek jelenlétét,
mindségét.

2.4.5. Szekvenalas kapillaris elektroforézissel

A PCR-termékek szekvenciajanak meghatarozasahoz a Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Biologiai Kutatokozpont Sanger-féle szekvenald laboratorium szolgéltatasait vettiik

cre

Technologies) késziilékkel végezték el.
2.5. Az adatok statisztikai értékelése

Az alap adatokat a Microsoft Office Excel 2016-os program segitségével értékeltem. A
kiugro értékeket szelektaltam, majd a statisztikai elemzéshez az SPSS 25.0. (IBM Corp., Armonk,
NY, USA) programot alkalmaztam. Az adatok kiértékelésénél a 95 %-os (p<0,05) megbizhatosagi
szintet vettem alapul. Az adatok normalitasat és szérdshomogenitasat vizsgaltam a feltételvizsgalat
soran. A szérashomogenitas elemzéséhez a Levenne-tesztet, a normalitas vizsgalathoz a Shapiro-
Wilk-tesztet alkalmaztam, majd egytényezds varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltam a kapott
eredmények Osszevetésére. Szorashomogenitds esetén az eltérd kezelések paronkénti
Osszehasonlitasanal (eltérd évszakok és gazdilkoddsi modok) Tukey HSD post hoc-tesztet,
szorasinhomogenitds esetén pedig Games-Howell-tesztet végeztem el. A talajbaktérium
nukleinsav-izolalas modszertani fejlesztéséhez a teljesitménymutatok tobb paramétert egyszerre
figyelembe vevd komplex statisztikai értékeléshez az SRD szoftvert hasznéaltam.

A fobb talaj fizikai-, kémiai- és mikrobiologiai tulajdonsdgok kozotti Osszefliggés
jellemzését a Pearson-féle korrelacios egyiitthatod értékkel szamitottam ki. A fenti paraméterekere
a két évszak tekintetében multikritériumos Osszehasonlitist végeztem az un. RV koefficiens
segitségével.
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3. EREDMENYEK

3.1. Statusz vizsgalatok eredményei

3.1.1. Elektromos vezetéképesség

Az EC értéken beliil szignifikéns kiilonbséget mutattam ki az évszakok kozt (évszak:
F(1;125)=63,3; p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi médok kozt (talaj: F(1;125)=112; p<0,001)
¢s a talajtipusok/gazdalkodasi moddok és az ¢€vszak interakcidja kozott (talaj*évszak
F(1;125)=22,8; p<0,001). 2011 8szén a legnagyobb EC értékekkel az AVK talaj (0,418+0,128
mS/cm), a legkisebbel a HK (0,057+0,014 mS/cm) rendelkezett. 2012 tavaszan a legnagyobb EC
értéket a VK szolgaltatta (0,258+0,038 mS/cm), mig a legkisebb megegyezett az 6szi HK esetével
(0,027+0,006 mS/cm).

3.1.2. pHH20-értékek

A 0Osszesitett pHn.0-€rtékek esetében az évszakok kozt (évszak: F(1;129)=1,16; p=0,284)
valamint a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozott nem talaltam
szignifikans  eltérést  (talaj*évszak: F(1;129)=1,57; p=0,170), ezzel szemben a
talajtipusok/gazdalkodasi modokndl igen (talaj: F(1;129)=282; p<0,001). 2011 &szén a
legmagasabb pH n.0-értéket az VK talajtipus adta (7,85+0,12), a legalacsonyabbat pedig a HK
(5,45+0,24). 2012 tavaszan a legmagasabb pHp.0-értéket az VO talajtipusnal (7,93+0,14), a
legalacsonyabbat az 6szihez hasonloan a HK-nal detektaltam (5,40+0,11).

3.1.3. N-formak, humusz- és széntartalom

Az Osszesitett NHa™-N értékeknél szignifikans eltérést mutattam ki az évszakok kozt
(évszak: F(1;123)=31,7; p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi moédoknal (talaj: F(1;123)=22,6;
p<0,001) és a talajtipusok/gazdalkodasi mdédok az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak:
F(1;123)=10,3; p<0,001). 2011 8szén a legnagyobb NH4"-N értéket az AVK talaj (5,33+2,23
mg/kg), mig a legalacsonyabbat a HK adta (2,06+1,25 mg/kg). Tavasszal a legmagasabbat az 6szi
évszakkal megegyezden az AVK esetében detektaltam, amely a tobbihez képest kiugréan magas
értéket mutatott (15,9+8,9 mg/kg, a legalacsonyabb értéket a VHO-nal mértem (2,54+0,91 mg/kg).

A NOgs-N adatokndl is szignifikans eltérést mutattam ki az évszakok kozt (évszak:
F(1;129)=70,9; p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi modoknal (talaj: F(1;129)=17,9; p<0,001)
¢s a talajtipusok/gazdalkodéasi modok az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak: F(1;129)=22,0;
p<0,001). Osszel a legmagasabb értéket a VO talajtipusnal mutattam ki (34,4+19,2 mg/kg), ehhez
képest a legalacsonyabbat az AO esetében (7,05+1,87 mg/kg). Tavasszal a legnagyobbat az VK
(40,2+17,9 mg/kg), a legkisebbet a HK-nal mértem (1,19+0,44 mg/kg).

Az Osszes nitrogént tekintve a két évszak kozott szignifikans eltérést tapasztaltam
(évszak: F(1;131)=16,5; p<0,001) és a talajtipusok/gazdalkodasi médoknal (talaj: F(1;131)=961;
p<0,001), ellenben a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kdzott nem volt
eltérés (talaj*évszak: F(1;131)=2,20; p=0,058). A 2011-es 6szi legnagyobb Osszes nitrogén-ertéket
az AO talajnal mértem (0,219+0,009 %), a legkisebbet pedig a HK-nal (0,059+0,005 %). A 2012-
es tavaszi értékek is hasonld trendet mutattak, mivel a legmagasabb érték szintén az AO-nal
(0,207£0,006 %), mig a legalacsonyabb ugyancsak a HK esetében (0,045+0,016 %) volt.
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Az Osszesitett humusztartalmak esetében az évszakok (évszak: F(1;132)=0,615; p=0,434)
kozt nem, ellenben az eltérd talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;132)=915; p<0,001) és
a talajtipusok/gazdalkodéasi médok és az évszak interakcioja kozott (talaj*évszak: F(1;132)=2,32;
p<0,001) szignifikéns eltérés mutatkozott. Az 6szi humusz értékeknél az AO talaj szolgéltatta a
legmagasabb értéket (4,07+0,30 %), a VHO a legalacsonyabbat (0,905+0,240 %). A tavaszi
tendencia szinte ezzel megegyezett, az AO (4,04+0,17 %) és a HK (0,717+£0,130 %) volt a két
sz&lsoérték.

A széntartalmaknal az évszakok (évszak: F(1;131)=0,247; p=0,620) kdzt nem, viszont az
eltér6  talajtipusok/gazdalkoddsi modok  (talaj:  F(1;131)=1003; p<0,001) ¢és a
talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak: F(1;131)=2,79;
p<0,001) szignifikans eltérést detektaltam. Osszel a legmagasabb széntartalmat az AO (2,32+0,11
%), a legalacsonyabbat a VHO (0,525+0,137 %) produkalta. Ehhez képest hasonld tendenciat
¢észleltem tavasszal is, az AO (2,34+0,10 %) és a HK (0,415+0,076 %) esetében.

Az Osszes nitrogén-, humusz- és a széntartalmak az agyagos talajtol a homokig csékkend
tendenciat mutatnak.

3.1.4. AL-oldhato6 elemtartalmak (Ca, Na, P20s, K20)

Az AL-Ca értékek szerint a kiilonboz6 évszakok (évszak: F=(1;101)=0,015; p=0,903) és
a talajtipusok/gazdalkodasi modok ¢és az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak:
F=(1;101)=0,094; p=0,993) szignifikans eltérés nem, ellenben a talajtipusok/gazdalkodasi
modoknal (talaj: F=(1;101)=122; p<0,001) megfigyelhetd volt. Osszel a legmagasabb érték a VO
esetében mutatkozott meg (16790+5521 mg/kg), a legalacsonyabb pedig a HK-nal (317+49),
ehhez hasonldan alakult tavasszal is a két érték: VO (1629545219 mg/kg), HK (317+49 mg/kg).

Az AL-Na értékeket tekintve az eltéré évszakok (évszak: F(1;115)=39,8; p<0,001) és a
talajtipusok/gazdalkodasi  modoknal  (talaj:  F(1;115)=193; p<0,001), valamint a
talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak: F(1;115)=2,44;
p<0,001) szignifikans eltéréseket mutattam ki. A 2011-es 6szi minték koziil az AO-nél mértem a
legnagyobb AL-Na értéket (52,5£14,6 mg/kg), a legalacsonyabbat a HK szolgaltatta (8,16+1,83
mg/kg). Tavasszal ugyanaz a tendencia volt megfigyelhetd az AO (53,2+13,0 mg/kg) és a HK
(2,28+1,03 mg/kg) atlagok tekintetében. Mind a két évszakban az AO esetében jelentdsen
magasabb értékeket mértem a tobbi érték atlagdhoz képest.

Az AL-P;0Os értékek esetében a talajtipusoknal/gazdalkodasi modoknal (talaj:
F(5;112)=543; p<0,001) szignifikans eltérést tapasztaltam, viszont az évszakok
(évszak:F(1;112)=1,17; p=0,280), és a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcioja
kozott (talaj*évszak: F(5;112)=1,96; p=0,089) nem detektaltam ilyen kiilonbséget. Mind a két
évszak legmagasabb értékeit a VO talaj adta, dsszel (594+49 mg/kg) is és tavasszal (610+51
mg/kg) is. A legalacsonyabb értékeket egységesen az AO talajokhoz tartoztak, (0sz: 75,9+18,9
mg/kg), (tavasz: (68,6+15,7 mg/kg).

Az  Osszesitett =~ AL-KoO-nal  szignifikans  kiilonbéget  mutattam ki a
talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(5;122)=211; p<0,001) ¢€s a talajtipusok/gazdalkodasi
modok ¢€s az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak: F(5;122)=16,7; p<0,001), az évszakok
esetében szignifikans eltérést nem tapasztaltam (F(1;122)=3,93; p=0,051). Az 0szi tendencia
alapjan a legmagasabb értéket a VO talajnal (540+£74 mg/kg), ezzel szemben a legalacsonyabbat
pedig a VHO talajnal detektaltam (167+62 mg/kg). Az 0Oszi értékek szinte megegyeztek a
tavaszival (tavasz: VK 655+64 mg/kg; VHO 163+29 mg/kg).
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3.2. Funkcionalis vizsgalatok eredményei

3.2.1. Tenyésztésen alapuld talajmikrobiolégiai csiraszamok

Az Actinomycetes csiraszamokat tekintve szignifikans eltéréseket talaltam az évszakok
(évszak: F(1;128)=252; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;128)=91,7;
p<0,001), valamint a talajtipusok/gazdalkodasi moddok ¢és az évszak interakcidja kozott
(talaj*évszak: F(1;128)=15,2; p<0,001). Osszel a legmagasabb csiraszam értékeket az AVK
talajmintaban (7,91+0,23 logCFU/g szaraz talaj), mig a legalacsonyabbat a HK esetében mértem
(6,39+0,20 logCFU/g szaraz talaj). Tavasszal viszont a maximalis értéket a VO (8,39+0,16
logCFU/g szaraz talaj), a minimumot a VHO prezentalta (7,33+0,26 logCFU/g széraz talaj).

A Bacillus sp. csiraszamok tekintetében szignifikans kiilonbséget talaltam az évszakok
(évszak: F(1;99)=15,2; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;99)=48,6;
p<0,001), valamint a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozott
(talaj*évszak: F(1;99)=19,7; p<0,001). A HK talaj esetében 1 g talajra vonatkoztatva Gsszel és
tavasszal is 10* csiraszamot detektaltam. A tavaszi esetében a mért n=2 adat, nem alkalmas
statisztikai elemzésre, igy a két év statisztikailag nem Osszevethetd. Az alacsony csiraszdm
valoszintisithetd oka a savanyt, tapanyagszegény homoktalaj. Az 6szi adatok (n=7) tekintetében
megallapitast nyert, hogy az egyes talaj*gazdalkodéasi méd kozt nem, viszont az eltérd talajok kozt
szignifikans eltérés volt tapasztalhato (p<0,001). Az 6szi periddusban a legmagasabb értéket a VO
talaj szolgaltatta (4,41+0,18 logCFU/g szaraz talaj), a legalacsonyabbat pedig az AO (4,08+0,18
logCFU/g szaraz talaj), mig tavasszal a maximalis érték a VHO-hoz (4,80+0,40 logCFU/g szaraz
talaj), a minimum pedig — az 6szivel megegyez6 — az AO-hoz tartozott (3,41+0,32 logCFU/g
szaraz talaj).

A Bengal Rose taptalajon detektalt mikrogomba CFU-k esetében az elézdekhez
hasonléan szintén szignifikans eltéréseket tapasztaltam az évszakok (évszak: F(1;132)=143;
p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi moddok (talaj: F(1;132)=106; p<0,001), valamint a
talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcioja kozt (talaj*évszak: F(1;132)=24,0;
p<0,001). Az 6szi évszakban a legmagasabb csiraszam értékeket az AO és az AVK egyiittesen
prezentalta (5,64+0,15/0,36 logCFU/g széraz talaj), ehhez képest a legalacsonyabbat a VHO adta
(4,27+0,24 10gCFU/g szaraz talaj). Tavasszal a VO talaj esetén mértem a maximalis értéket
(5,70+0,13 1logCFU/g széaraz talaj), a minimumot pedig az dszivel megegyez6 VHO mutatta
(4,85+0,27 logCFU/g szaraz talaj).

A fentiekhez hasonldéan a spordsokndl is szignifikdns kiilonbséget detektaltam az
évszakok (évszak: F(1;120)=10,0; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi moédok (talaj:
F(1;120)=141; p<0,001), valamint a talajtipusok/gazdalkodéasi modok és az évszak interakcidja
kozt (talaj*évszak: F(1;120)=78,9; p<0,001). 2011 8szén a legjelentdsebb csiraszam értékeket az
AO szolgaltatta (6,51+0,12 logCFU/g szaraz talaj), mig a legalacsonyabbakat a VHO (4,30+0,27
logCFU/g szaraz talaj). Ehhez képest a tavaszi évszakban a tendencia kdvetkezéképpen alakult:
max.: VO 5,52+0,10 logCFU/g szaraz talaj, min.: HK 4,45+0,30 logCFU/g széraz talaj).

A tavaszi mintavétel eredményei tendencidjukat tekintve megegyeznek az 6szi mintavétel
eredményeivel, de értékiikben minden esetben szignifikans eltérés tapasztalhato.
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3.2.2. Talaj enzimaktivitas vizsgalat (FDA)

Az FDA ¢értékek tekintetében szignifikans eltérést az évszakokndl — (évszak:
F(1;127)=0,013; p=0,908) nem mutattam Ki, viszont a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj:
F(1;127)=77,2; p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az €évszak interakcidja kozott
(talaj*évszak: F(1;127)=13,3; p<0,001) igen. A két évszakban ugyanaz a talajtipus és gazdalkodasi
mod (AO) adta a legnagyobb (max.: 0sz: 96,3+28,5 ngFl/g talaj/ora; tavasz: 59,2+23,4 pgFl/g
talaj/ora) €s a legkisebb (VHO) értékeket (min.: 6sz:11,1£5,4 pugFl/g talaj/ora; tavasz: 13,8+6,5
ngFl/g talaj/ora).

3.2.3. Talajrespiracios vizsgalatok

3.2.3.1. Alap- és szubsztrat-indukalt respiracio

Az Osszesitett BRESP értékek tekintetében szignifikans eltérést tapasztaltam az évszakok
(évszak: F(1;34)=135; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;34)=4,05;
p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi mdédok és az évszak interakcidja kozott (talaj*évszak:
F(1;34)=3,41; p<0,001). Osszel a legmagasabb BRESP értéket az AVK (0,330+0,163 pg CO2-Clg
talaj/ora) €s a legalacsonyabbat a VK talaj adta (0,044+0,007 pg CO.-C/g talaj/ora). Tavasszal az
értékek szignifikdnsan nagyobbak voltak (max.: VO 0,814+0,202 ng CO2-C/g talaj/6ra; min.: VK
0,448+0,133 ng CO2-C/g talaj/ora).

A SIR értékek esetében a BRESP-pel megegyezden szignifikans eltérést tapasztaltam az
évszakok (évszak: F(1;36)=134; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;36)=147;
p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi mdédok és az évszak interakcioja kozott (talaj*évszak:
F(1;36)=21,3; p<0,001). Az 6szi legmagasabb SIR értéket az AO talaj adta (6,46+0,39 pg CO»-
C/g talaj/ora), ehhez képest pedig a legalacsonyabbat a VHO mutatta (0,45+0,14 pg CO.-Clg
talaj/ora) értékkel. Tavasszal a legnagyobb SIR aktivitast a VO talaj adta (7,74+1,05 pg CO2-Clg
talaj/ora), a legalacsonyabb értéket pedig az Gszivel megegyez6 VHO talaj (1,81+0,40 pg CO2-
C/g talaj/ora).

3.2.3.2. Mikrorespiracios eredmények

A vizsgalt 23 szubsztrat Osszesitett katabolikus aktivitasa koziil a citrat szolgaltatta mind
a két évszaknal a legmagasabb értékeket, mig a lizin a legalacsonyabbat. A citrat eredmények
tikrében szignifikdns eltérést tapasztaltam a talajtipusok/gazdalkodasi modoknal (talaj:
F(1;36)=4,51; p<0,001), ellenben az évszakok (évszak: F(1;36)=0,957; p=0,334) és a
talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcioja kozott (talaj*évszak: F(1;36)=1,11;
p=0,369) kozott nem detektaltam ilyen eltérést. Osszel a legnagyobb citratra adott katabolikus
aktivitas valaszt az AVK talaj adta (1,84+0,21 ug CO.-C/g talaj/6ra), mig a legalacsonyabbat a
VO nyujtotta (0,985+0,550 ng CO2-C/g talaj/ora). Tavasszal nagyobb aktivitas detektaltam, ami
nem volt szignifikans. A legnagyobb értéket az AO-nal mértem (2,01+0,31 pg CO.-C/g talaj/ora),
ezzel ellentétben a legalacsonyabbat az dszivel megegyezd modon a VO szolgaltatta (1,13+0,32
ng CO2-C/g talaj/6ra).
A lizinre adott katabolikus valasz esetében szignifikans eltérést tapasztaltam az évszakok
(évszak: F(1;36)=50,5; p<0,001) a talajtipusok/gazdalkod4si modok (talaj: F(1;36)=11,5;
p<0,001), és a talajtipusok/gazdalkodasi médok és az évszak interakcidja kozt (talaj*évszak:
F(1;36)=3,37; p<0,001). Az 8sz folyaman a HK talaj mutatta a legnagyobb katabolikus aktivitést
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(0,708+0,035 pg CO2-C/g talaj/éra), ezzel szemben a legalacsonyabb értéket pedig az AO
nyujtotta (0,345+0,137 pg CO2-C/g talaj/ora). Ehhez képest a tavaszi idészakban a legnagyobb
aktivitassal a VHO rendelkezett (0,501+£0,033 ug CO2-C/g talaj/ora) és a legalacsonyabbal az AO,
az 6szivel egyezd mddon (0,309+0,032 pg CO2-C/g talaj/ora).

3.3. A fobb talajfizikai, -kémiai és -mikrobiolégiai paraméterek kozti osszefiiggések

A fObb talajfizikai, -kémiai €s -mikrobiologiai paraméterek kozti 0sszefiiggés-jellemzes
a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd értékkel tortént. Osszel a legerdsebb szignifikans
Osszefliggést (r=0,937) (ref.: nagyon erds korrelacid tartomany r=0,80-1,00) a szerves szén (%) €s
a SIR (ng CO2-C/g talaj/6ra), valamint a humusztartalom (%) és a SIR (ug CO2-C/g talaj/6ra) kozt
volt. Ez a tendencia annak koszonhetd, hogy a humusztartalom a szerves szén értékbol lett
kalkulalva, ezt mutatja a koztiikk 1évo korrelacio is (r=0,999). Mig a sorban a leggyengébb
korrelaciot (r=-0,514) (ref.: kozepes korrelaciéo tartomany r=0,40-0,59) a pHh.0 és a citrat
szubsztrat-katabolikus aktivitasa (ug CO2-C/g talaj/ora) kozt tapasztaltam.

Tavasszal a leger6sebb korrelacid6 a pHh.o és az AL-Na (mg/kg) kozt mutatkozott
(r=0,871) (ref.: nagyon erds korrelacio tartomany r=0,80-1,00). Ehhez szemben a legalacsonyabb
szignifikans Osszefliggést a BRESP (ug CO.-C/g talaj/éra) és a citrat szubsztrat-katabolikus
aktivitasa (ug CO2-C/g talaj/ora) kozott detektaltam (r=-0,462) (ref.: kozepes korrelacio tartomany
r=0,40-0,59).

A fenti paraméterekre az Un. RV koefficiens segitségével multikritériumos
Osszehasonlitast végeztem el az 6szi (A matrix) és a tavaszi (B matrix) évszakokra. Eredményiil
azt kaptam, hogy a két évszak (matrix) valtozok kozti korrelacios hasonldsaga szignifikans
(p<0,001).

3.4. Tenyésztéstol fiiggetlen talajmikrobialis-kozosség diverzitasa

3.4.1. Talajbaktérium nukleinsav-izolalas mennyiségi- és minéségi paraméterei

A DNS koncentracié tekintetében elmondhatd, hogy az évszakok (évszak:
F(1;130)=9,84; p<0,001), a talajtipusok/gazdalkodasi modok (talaj: F(1;130)=3,44; p<0,001) kozt
szignifikans eltérést mértem, mig a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozt
nem (talaj*évszak: F(1;130)=2,24; p=0,054). Az Oszi idoszakban a legmagasabb nukleinsav
koncentraci6 a HK talajhoz tarsult (28,4+8,4 ng/ul), ehhez képest a legalacsonyabb értéket a VK
szolgaltatta (20,7+3,6 ng/ul) értékkel. Tavasszal viszont a legjobb eredmény a VO-nal volt
detektalhat6 (34,3+11,1 ng/ul), a minimum pedig az AO esetében volt mérhetd (24,5+3,8 ng/ul).

A fehérjetartalom esetében megallapithato, hogy az évszakok (évszak: F(1;132)=25,7;
p<0,001) ¢és a talajtipusok/gazdalkodasi médok (talaj: F(1;132)=3,58; p<0,001) kozt szignifikans
eltérést mutattam ki, ezzel szemben a talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja
kozott nem (talaj*évszak: F(1;132)=1,15; p=0,336). Osszel a legtisztabb fehérjetartalmi minta a
VO-nal mutatkozott (1,23+0,09 260/280 nm, ref.: >1,8; 260/280 nm), a legszennyezettebbet az
AOQ esetében detektaltam (1,08+0,10 260/280 nm). A tavaszi periddus soran az 0szihez hasonléan
a VO adta a legtisztabb értéket (1,11+0,14 260/280 nm), mig a legszennyezettebbet a VK
(0,992+0,101 260/280 nm) nytjtotta.

A huminsavnal l4that6, hogy az évszakok (évszak: F(1;132)=0,646; p=0,423) kozt nem,
viszont a talajtipusok/gazdalkodasi moddok (talaj:  F(1;132)=10,3; p<0,001) ¢és a
talajtipusok/gazdalkodasi modok és az évszak interakcidja kozott szignifikdns eltérést mértem
(talaj*évszak: F(1;132)=2,73; p<0,001). A két ¢évszakban detektalt legtisztabb ¢és
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legszennyezettebb talajok megegyeztek (6sz: max.: VO 0,793+0,330 260/230 nm (ref.: >2 260/230
nm)); min.: VK 0,49340,088 260/230 nm; tavasz: max.: VO 0,663%0,096 260/230 nm, min.: VK
0,549+0,057 260/230 nm).

Osszességében a tavaszi VO talaj rendelkezett a legnagyobb DNS koncentracidval,
melyhez a mindkét évszakban mért legjobb fehérje- és huminsav-mutatok tartoztak. Illetve a
legalacsonyabb nukleinsav koncentraciohoz (0sszel a VK 20,7+3,6 ng/ul) a legszennyezettebb
fehérje- (6szi AO 1,08 260/280 nm) és huminsav-értekek (6sz VK 0,493+0,088 260/230 nm)
kothetok.

3.4.1.1. Két évszakos DNS-izolalas mennyiségi- és mindségi paramétereinek tobb szempontot
egyszerre figyelembe vevé komplex kiértékelése

A vizsgalt két évszak DNS-mutatoi alapjan 1étrehoztam az elméletileg legjobban teljesitd
talajtipust és miivelésmodot az SRD statisztikai modszer segitségével. A kapott DNS-izolalési
modszer hatékonysagi rangsor alapjan az egyes évszakok és talajmintdk nukleinsav-mutatdi
csoportokba sorolhatok. A legjobb DNS-kihozatalta VO és az AO adta, a masodik leghatékonyabb
csoportot a VK, AVK ¢és a VHO alkotta, mig a legkevésbé hatékony a HK volt.

3.4.1.2. Talajbaktérium nukleinsav-izolalas médszertani fejlesztése

Az SRD-elemzés tiikrében a VO talajtipus teljesitett a legjobban a nukleinsav
mennyiségi- és mindségi paraméterek esetében, ezért erre a talajmintara alapozva végeztem el egy
modszertani fejlesztést, mely a mennyiségi- €s mindségi mutatok javitdsara iranyult a DNS-
izolalas soran. A DNS mennyiségi- és mindségi mutatdi a VO talajtipuson heterogén tendenciat
mutat, attol fiiggden, hogy melyik a leghatékonyabb és a legkevésbé hatékony a 3-féle razatasi
idotartam, a 4-féle razatoberendezés €s a 2-féle spektrofotométer szerint.

A legsikeresebb razatast a sejtmalom késziilék szolgaltatta, 3 perces razatasi idével, ennél
mind a nukleinsav koncentracié (TrayCell® mikrokiivettaval mért 51,5+23,0 ng/ul), mind a
mindségi paraméterek (NanoDrop™-el detektalt huminsav-érték 0,638+0,021 260/230 nm;
(NanoDrop™) fehérjetartalom 1,20+0,04 260/280 nm) is a legjobbnak bizonyultak.

Ezzel szemben a legalacsonyabb értékeket a Pulsing Vortex rdzatd berendezés
eredményezte az 5 perces id6tartalommal (TrayCell® mikrokiivettaval mért: DNS koncentraci6
10,8+3,5 ng/ul; huminsavtartalom 0,140+0,035 260/230 nm; detektalt fehérje-érték 0,586+0,080
260/280 nm).

Kibdvitettem a kisérletet 3-féle talajtipusra (AO, VHO, VO). A 4-féle razatoberendezés
ugyanaz volt (BB, FP, PV, ZX), ahol TrayCell® mikrokiivetta és NanoDrop™ spektrofotométerrel
teszteltem a paramétereket, hogy melyik talajtipus a leghatékonyabb. Razatasi id6tartalomnak a
korabban mért leghatékonyabb perceket/razatogépet tekintettem.

Az Osszesitett legmagasabb DNS koncentraciot a 10 perces razatassal végzett vortex adta
VHO talajon (64,5+14,2 ng/ul) TrayCell® spektrofotométerrel mérve, mig a legalacsonyabbat a
Pulsing Vortex 1 perces razatisa mutatta az AO talajon (7,58+2,03 ng/ul) NanoDrop™
késziilékkel mérve.

Az Osszesitett huminsavtartalom a kovetkezOképpen alakult, a FastPrep razatokésziilék 5
perces homogenizalassal NanoDrop™ késziilékkel mérve eredményezte a VHO talaj esetében a
legtisztabb értéket (1,77+0,34 260/230 nm), ehhez képest a legalacsonyabbat pedig a Pulsing
Vortex adta VO talajon 1 perccel (TrayCell® mikrokiivettaval mérve) 0,164+0,011 260/230 nm.

A legtisztabb fehérjetartalmat az Osszesitd értékelés alapjan az 5 perces AO talaj adta
NanoDrop™ késziilékkel mérve (1,64+0,52 260/280 nm), mig a legalacsonyabb értéket a Pulsing
Vortex eredményezte 1 perces razatds soran TrayCell® mikrokiivettaval mérve (0,652+0,127
260/280 nm).
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Szignifikéns eltérés mutatkozott az egyes talajtipusok izolalt nukleinsav paraméterei
kozott az egyes spektrofotométereket alkalmazva. Ez aldl teljes kivételt a NanoDrop™
késziilékkel mért fehérjetartalmak jelentettek, ahol szignifikans eltérés nem mutatkozott.

3.4.1.3. A talaj DNS-izolalasi médszertan nukleinsav mennyiségi- és minéségi mutatéinak
tobb szempontot egyszerre figyelembe vevé komplex kiértékelése

A talajbaktérium nukleinsav-izoldlas modszertani fejlesztés adataira korrelacids elemzést
hajtottam végre. A vizsgalt kiilonféle razaté berendezések, a razatasi idétartamok, a talajtipusok
teljesitményei és DNS-mutat6i alapjan 1étrehoztam az elméletileg legjobban teljesité modszert, az
SRD statisztikai modszerrel. A legjobb razatasi modszerek: a 10 perces vortexes razatas AO és
VHO talajjal. A mésodik leghatékonyabb csoportot a 10 perces vortexes razatas nyujtotta VO
talajon, a 3 perces sejtmalom AO talajon €s az 1 perces Pulsing Vortex AO ¢s VHO talajokon, a
legkevésbé hatékony pedig az 5 perces vortex razatas volt VO talajon.

3.4.2. Talajmikrobialis-kozosség kimutatasa PCR- és nested-PCR reakciéval

A talajbaktériumokat nested-PCR-rel (univerzalis és a-proteobaktérium) mutattam ki, a
vart 500 bp-os PCR-termékeket kaptam a tavaszi mintakra. A nifH gének esetében a keresett 457
bp-os terméket kaptam a fenti mintakra.

3.4.3. Denaturalo gradiens gélelektroforézis (DGGE)

A DGGE gélmintézat alapjan az a-proteobaktérium-kozosségek elkiiloniilést mutatnak
az eltérd talajtipus és a kétféle gazdalkodéasi mod alapjan (1. abra). Az els6 csoportot (40 %
hasonldésag) a valyogtalajok, mig a masodikat (47 %) az agyag és a homoktalajok szolgaltatjak. A
legkisebb heterogenitassal a valyog talaj rendelkezett, mig a legnagyobbal a VHO talaj. Az
organikus és a konvenciondlis talajok kozdsségalkotoi eltérd csoportokba kiiloniilnek 60-65 %-0s
hasonlosagi szinten. A DGGE savmintazatot tekintve a bakteridlis diverzitasi indexek egymastol
szignifikansan nem kiilonboztek (H* p=0,252, E’ p=0,498). De ennek ellenére a konvenciondlis
gazdalkodast talajok rendelkeztek a legnagyobb bakteridlis diverzitassal, szemben az
organikussal. A legdiverzebb talajtipussal a HK talaj rendelkezett (H’=2,82; E=0,89; R=23). A
legkisebb diverzitast az AO adta (H’=2,46; E=0,87; R=17), azonban az AVK ennél magasabb
értéket mutatott (H’=2,65; E=0,87; R=20). A valyog talaj kozepes diverzitas indexekkel
rendelkezett a VK-ra (H’=2,68; E=0,89; R=19) és a VO-ra (H’=2,59; E=0,87; R=19).
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Megj.: O=organikus gazdalkodasi mod, K=konvencionalis gazdalkodasi mod, A=agyagtalaj
(Karcag), AV=agyagos valyogtalaj (Karcag), V=valyogtalaj (Martonvasar), VH=valyogos
homoktalaj (Nyiregyhdza), H=homoktalaj (Nyiregyhdza).

1. abra. Talajbaktérium-k6zosség dendrogram abraja DGGE elvalasztast kovetoen
3.4.4. Szekvenalasi eredmények

A DGGE savmintdzat koziil 0sszesen tizennégy jol elkiiloniild erds sav lett szekvenaltatva és
kiértékelve. Megerdsitést nyert, hogy a 16S rRNS génszakaszénak szekvenciaclemzése alapjan az
azonositott legkozelebbi rokon baktériumok mindegyike az a-proteobaktérium osztaly képviseloi
kozé tartozik. A kapott 16S rRNS szekvenciak az adatbazisban 1év6 ismert baktériumokkal >95,78
%-o0s hasonlosagi szinten egyezést mutattak. Ezek koziil hat DGGE savot faj szinten azonositottam
CHUN et al. (2018) altal meghatarozott 98,7 %-os hatarérték alapjan (1. tablazat) (Pseudovibrio
denitrificans (VO); Devosia sp., Ancylobacter rudongensis (VK); Deviosa insulae (AVK);
Rhizobium sp. (HK) az NCBI adatbazissal. 98,7 % alatt pedig a kovetkez6 baktériumokat
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azonositottam be az NCBI adatbazisban szerepl6 legkdzelebbi rokon baktériumokkal: Azosprillum
sp. (AO), Devosia lucknowensis, Azospirillum sp., Devosia sp. (AVK), Mesorhizobium sp.,
Rhizobium leguminosarum (VHO). A VHO talajbdl két izolatumot rend szinten detektaltam:
Rhizobiales és Rhodospirillales.

1. tablazat: A DGGE savmintazatbol izolalt 16S rRNS génszakasz szekvencidjanak
alapjan azonositott legkdzelebbi rokon baktériumok

Minta  sdv Legkozelebbi rokon baktérium  Hasonlésdg (%)  Eldhely Azonosito
VO 1 Pseudovibrio denitrificans 99 Tengeri szivacs JF281743
VK 2 Devosia sp. 99 Erdétalaj rizoszféra KC464823
3 Ancylobacter rudongensis 99,51 Spartina anglica gyokere AY056830
AO 4 Azospirillum sp. 95,78 Talaj KT619165.1
AVK 5 Devosia lucknowensis 96 Talaj NR132697.1
6 Devosia insulae 99,52 Talaj EF012357
8 Azospirillum sp. 97,41 Talaj JF340293.1
VHO 9 Mesorhizobium sp. 96 Gyokérgiimé' KJ000995
10 Rhizobium leguminosarum 96 Talgj GU201843.1
11 Rhizobiales 96,07 Talgj AB257851.1
HK 13 Rhizobium sp. 99 Gyokérgiimd'" KX097067
AVK 7 Devosia sp. 98 Talaj FN600566,2
VHO 12 Rhodospirillales 98 Talaj MG722008.1
HK 14 Rhizobium sp. 99 Gyokérgiimé" KX097067.1

Megj.: O=organikus gazdalkoddsi mod, K=konvenciondlis gazdalkodasi mod, A=agyagtalaj (Karcag), AV=agyagos valyogtalaj
(Karcag), V=valyogtalaj (Martonvasar), VH=valyogos homoktalaj (Nyiregyhdaza), H=homoktalaj (Nyiregyhdza). Hasonlosdg
(%)=megegyezd bazisok szama/a teljes dtfedd szekvencia hossza. '=Rhynchosia aurea, "=Trifolium sp.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Ertekezésemben komplex médon elséként vizsgaltam harom hazai talajtipus (Karcag — agyag-,
agyagos valyogtalaj; Martonvasar — valyogtalaj; Nyiregyhdaza — homoktalaj) organikus és
konvenciondlis gazdalkoddsu tartamkisérletein a talajmikroba-k6zosség Osszetételét ¢és
mikodoképességét klasszikus statusz- és funkciondlis vizsgalatokkal, figyelembe véve a
szezonalis hatasokat is, melynek keretében multikritériumos referenciabézist hoztam létre.

2. Kisérleteimben szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) értékeket detektdltam az organikus talaj-
gazdalkodasnal a konvenciondlishoz képest az eltérd talajtipusok és miivelési modok tekintetében
a fobb talajkémiai és mikrobiologiai paramétereknél: Gsszes nitrogén (%), humusztartalom (%),
ammonium-laktat-oldhato Ca-tartalom (mg/kg), fluoreszcens diacetat hidrolizis (ugFl/g talaj/éra),
a kitenyészthet6 Bacillus sp., mikrogomba, sporas baktérium csiraszamok (logCFU/g szaraz talaj),
szubsztrat-indukalt respiracio-érték (ug CO2-C/g talaj/ora), mikrorespiracié (MicroResp™) (ug
CO.-C/g talaj/ora) és a fobb mezo- és mikroelemek esetében (Mg, B, Cu, Zn (mg/kg). Ezaltal
bebizonyitottam, hogy az organikus miivelésmod pozitiv hatdssal bir a talajmindségre és a
termékenységre, igy kdzvetett modon a talajmikroba aktivitasra és a kozdsségalkotok szamara.

(GAZDAG et al. Microbes and Environments, 34 (3) 234-243. p., IF=2,47, Q1)

3. Modszertani fejlesztést végeztem a talajspecifikus DNS-izolalas soran a kivont DNS
mennyiségi ¢s mindségi paramétercinek javitasara. ElsOként elemeztem a fent nevezett DNS-
kivonasra vonatkozodan teljesitménymutatokat, tobb szempontot egyszerre figyelembe vevo
komplex értékeléssel (SRD —rangszam kiilonbségek 0sszege). A talajtipus/razatokésziilék/razatasi
1d6 kombinacidjaban a 10 perces vortexes razatas bizonyult a leghatékonyabbnak az organikus
agyag- és homokos valyogtalaj esetében.

4. A fenti talajok jellemzésére az altalam alkalmazott indikatorok érzékenységének tekintetében
jelentés kiilonbségek adodtak. A talajok mikrobakozosségeinek funkcionalis vizsgalatai jol
detektaljdk a gazdalkodasi mod okozta valtozasokat, — kiilonds tekintettel a mikrorespiracios
(MicroResp™) eljarasra — az organikus és konvencionalis gazdilkodasu talajok kozétt, a
mikrobakdzosségek lebonto aktivitdsdnak mintdzat-elemzése alapjan.

(GAZDAG et al. Microbes and Environments, 34 (3) 234-243. p., IF=2,47, Q1)

5. A vizsgalt talajokban jelenlévé a-proteobaktérium-kozosségek molekularis ujjlenyomat
modszerrel (DGGE) torténd vizsgalatai alapjan igazoltam, hogy az organikus és a konvencionalis
talajok kozosségalkotoi eltérd csoportokba kiiloniilnek (60-65 % hasonldosagi szinten). A 16S
rRNS génszakaszok szekvenciaelemzése alapjan, az azonositott legkdzelebbi rokon baktériumok
mindegyike az a-proteobaktérium osztaly képviseléi kozé tartozott. A kimutatott baktériumok
koziil hatot sikertilt faj szinten is azonositanom a CHUN et al. (2018) altal meghatarozott 98,7 %-
0S 16S rDNS hasonlosagi hatarérték alapjan (Pseudovibrio denitrificans (VO); Devosia sp.,
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Ancylobacter rudongensis (VK); Deviosa insulae (AVK); Rhizobium sp. (HK). Megallapitottam,
hogy az eltérd talajtipus és a ndvényzet jelentdsebb hatassal birt az a-proteobaktérium kozosségek
Osszetételére/struktarajara, mint az eltéré gazdalkodasi modok.

(GAZDAG et al. Acta Agriculturae Scandinavica, 69 (2), 147-154. p., IF=0,81, Q2)
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kiilonbozo talajtipusok ¢és gazdalkodasi modok fobb talajkémiai paramétereit a
talajokra vonatkoztatott ellatottsagi kategoridkhoz viszonyitva azt lathatjuk, hogy a talajok
sOtartalom szerint a nem sos kategoriaba (max.: 0,418+0,128 mS/cm, min.: 0,027+0,006 mS/cm)
(<2 mS/cm; <0,1 %) tartoznak. Ez a haszonnévények fejlodeset nem gatolja, az 6nt6z6viz nem
okoz karos séfelhalmozddast a vizsgalt talajokban (KATAI 2011).

A pHh.o-értekek intervallumat tekintve a savanyutél (HK), a gyengén savanyan (VHO),
a semlegesen at (AVK) a gyengén lugos tartomanyig (AO, VK) mozogtak (KATAI, 2011) az
alabbi intervallumon beliil (max.: tavaszi VO talaj 7,93+0,14; min.: tavasz HK 5,40+0,11). A
vizsgalt pH-értékek tobbsége szignifikansan nagyobb volt az organikus talajok javara, azonban az
értékek még a talajbaktériumok szamara az optimalis hatarértékeken beliil voltak (JEFFERY et al.
2010). Az egyes kezelések pH- értéke valtozatlan volt a két évszakban. Az évszakok ¢€s a
talajtipusok/kezelésmodok €s az évszak interakcidja kdzott nem detektéltam szignifikans eltérést,
ezzel szemben az egyes évszakokon beliil a talajtipusok/kezelésmddoknal igen. A konvencionalis
teriileteken kimutatott alacsonyabb pH-értékek a miitragyak savanyitdo hatdsanak tudhatok be
(GAZDAG et al. 2019a).

A kapott nitrogén eredmények a megfelelden kialakitott vetésforgoknak kdszonhetdek,
mivel az AO ¢és a VK kivételével mindegyik kisérleti teriileten pillangds ndvényt termesztettek, a
beldliik szarmazd nitrogénformak lassabban tarodtak fel, ezzel folyamatos nitrogénellatast
biztositottak a termesztett novények szamara, ami kielégitette a vetésforgd ndvényeinek
nitrogénsziikségletét. A konvencionalis teriileteken mért alacsonyabb humusz-értékek valoszinti
oka a limitalt szervesanyagtartalom, mert ezeken a parcelldkon nem volt zoldtragyazas. Ebbol
kifoly6lag kevesebb szervesanyag-dekompozicid ment végbe, ami csokkent mennyiségi
nitrogén/humusz ellatast eredményezett a mikrobak szdmara (BIRKHOFER et al. 2008).

Szakirodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy a pH, a szerves széntartalom, az
Ossznitrogén ¢és a nitrogénformak tekintetében mas kutatdcsoport is szignifikdnsan nagyobb
értékeket detektalt a dolgozatomban vizsgalt nyiregyhdzi VHO talajon a HK-hoz képest
(DEMETER et al. 2018). Megerdsitést nyert, hogy az organikus gazdalkodasi méd pozitiv hatassal
bir a talaymindségre €s a termékenységre, ezaltal kozvetett modon a talajmikroba aktivitasra €s a
kozosségalkotok szamara. Mind a két évszakban az Gssznitrogén-, humusz- és a szén-értékek az
agyagos talajtol a valyogon at a homokig csokkend tendenciat mutatnak.

A talajok NPK ellatottsagi hatartekeit a MEM NAK (1979) alapjan hataroztam meg, mely
alapjan jo nitrogén-ellatottsag besorolast kapott az AO, AVK, VO és a VK. Ehhez képest gyenge
nitrogén-ellatottsaggal jellemezheté a VHO, kozepessel pedig a HK teriilet. A foszfor-ellatottsag
tekintetében igen jo ellatottsaggal rendelkezik az AVK, VO, VK és a HK tertilet, jo besorolassal
jellemezhetd a VHO talaj, mig kozepessel az AO bir. A vizsgalt talajok kalium-ellatottsagat
tekintve megallapitottam, hogy mindkét évszakban tulzott ellatottsag jellemzi a VO és a VK (csak
a tavaszi), igen jO besorolast kapott a VK (csak az 0szi) és a HK, jo ellatottsaggal rendelkezik az
AVK és a VHO, mig kozepessel az AO jellemezhetd.

A mikrobiologiai eredmények az organikus gazdalkodas talajmikrobakra gyakorolt
kedvezd hatasardl tantiskodnak. A szervesanyaglebontd, sporaképzO0 mikrobdk képesek a
kedvezdtlen kornyezeti koriilményekhez alkalmazkodni, sporaszamuk mindkét teriileten alacsony
értéket mutatott. A fonalas gombak viszont mar az dsszetett szervesanyagok lebontasaban toltenek
be fontos szerepet. Ezek €16 csiraszama szignifikdnsan nagyobb volt az organikus teriileteken a
konvencionalishoz viszonyitva, mig az aktinomicétak (kordbban sugargombdk) a humifikacios
folyamatokban toltenek be kulcsfontossagu szerepet. A legtobb alacsony csiraszdm a savas
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homoktalajnal jelentkezett, mely valdsziniileg az alacsony pH-érték gatlo hatasanak kdszonhetd,
mivel csokkent a mikrobialis aktivitas (SAHOO et al. 2010). Ertékiiket tekintve azonban a tavaszi
mintavételbdl kitenyésztett csiraszamok nagysagrendileg nagyobbak az dszieknél (mivel az 6szi
mintavételbdl szarmazdé mikrobak egy nyugvo allapottal, mig a tavasziak aktivabb szakasszal
jellemezhetdk).

A valyogtalajon az organikus gazdalkodasi mod hatasara szignifikdnsan (p<0,05)
novekszik a talajmikrobdk szdma (CFU) és aktivitasa (FDA, respiracid), a nagyobb szdmu és
aktivabb mikrobialis kozdsség a talajok meghatarozo elemeként jarulhatnak hozza az 6koldgiai
egyensuly fenntartasahoz.

A respiracids értékekrol elmondhatd, hogy a BRESP a vizsgalt talajok mindegyikénél
nagysagrendileg alacsonyabb értékeket adott, mint a SIR. A vizsgalt rizoszféra mintdkban 1évd
talajbaktérium-kozosség metabolikus potencidlja hozzaadott gliikdzzal jelentdsen aktivizalhatod
volt. Altalanossagban elmondhaté, hogy a tavaszi értékek mind a BRESP, mind pedig a SIR
tekintetében szignifikansan nagyobbak voltak, kivéve az AO talajt, ahol az 6szi SIR-érték
szignifikdnsan nagyobb volt a tavaszinadl. A BRESP- ¢és a SIR-értékek egymashoz viszonyitott
értékei 4-12-szeres nagysagrendi eltérést mutatnak a SIR javara.

A mikrorespirdcios vizsgalat soran kapott Osszesitett katabolikus-aktivitas arrol ad
informaciot, hogy a vizsgalt 23 szubsztrat koziil a citrat szolgaltatta mindkét évszaknal a
legmagasabb értékeket, ahol csak a talajtipusok esetében volt szignifikans eltérés. A tobbi
szubsztrat tekintetében a kovetkezoknél detektaltam szignifikans eltérést: az egyes évszakok
esetében (arginin, 3,4-dihidroxi-benzoesav, mio-inozitol, mannoz), a talajtipusok/kezelésmodok,
az évszakok interakcidja  kozott  (glikoz, manndz, Na-szukcinat), valamint a
talajtipus/kezelésmodoknal (alanin, arginin, aszparagin-monohidrat, 3,4-dihidroxi-benzoesav,
fruktoz).

K&vetkezésképpen a SIR-technika hatékonyabbnak bizonyult, ellenben a Mikroresp™-
technika esetén a 23 szubsztrat-indukalt aktivitads alapjan atfogdbb képet kapunk a mikrobialis
kozosség aktivitasarol és mintdzatarol. A szubsztratok sokfélesége a mikrobakozosség tagjainak
szdmara nagyobb lehetdséggel szolgal potencialis tdpanyagok tekintetében.

Kisérleteimmel igazoltam, hogy szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) értékeket mutat az
organikus gazdalkodasi méd a konvencionalishoz képest az eltérd évszakok, talajtipusok és
gazdalkodasi modok tekintetében a fobb talajkémiai- és mikrobioldgiai paramétereknél: 6sszN
(%), humusztartalom (%), AL-Ca-tartalom (mg/kg), FDA (ugFl/g talaj/6ra), a kitenyészthetd
baktérium, mikrogomba, sporas baktérium csiraszamok (logCFU/g szaraz talaj), SIR-érték (ug
CO-C/g talaj/éra), MicroResp ™ (ug CO2-C/g talaj/éra) és a fobb mezo- és mikroelemek esetében
(Mg, B, Cu, Zn (mg/kg)).

Ezaltal az irodalmi adatokat megerdsitve eredményeimmel bebizonyitottam, hogy az
organikus gazdalkodas pozitiv hatassal bir a talajmindségre és a termékenységre, ezaltal a
talajmikroba-aktivitasra és a kozosségalkotok szamara. Tendenciajat tekintve mindkét évszakban
a karcagi agyagos (organikus), agyagos-valyog (konvencionalis) és a martonvasari valyog talajnal
(organikus és konvencionalis) detektaltam magasabb értékeket, szemben a nyiregyhazi homokos
valyog (organikus) és homoktalajjal (konvencionalis).

Eredményeim szakirodalmi adatokkal alatimasztva igazoltak azt a tényt, hogy az altalam
vizsgalt kezelések koziil az organikus gazdalkodas (tavasz) fenntarthatobb, szemben a
konvencionalis kezeléssel. Hiszen az itt detektalt nagyobb mikrobidlis aktivitas jobb
talajmindséget, hatékonyabb tapanyagkorforgast és a haszonndvények megfelelébb ndvekedését
biztositja (GE et al. 2013, CREAMER et al. 2016). KATAI (2011) szerint az 6kologiai teriiletekre
jellemzd a nagyobb mikrobialis biomassza (MARTINEZ-GARCIA et al. 2018) és az intenzivebb
talajlégzés. A megndvekedett enzimaktivitas és ATP-tartalom magyarazhatja azt a tényt, hogy az
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Okologiai gazdalkodasi modnal az alacsony felvehetd foszfortartalom ellenére nincs foszforhiany,
mivel ezen talajok nagyobb mikrobioldgiailag kotott foszforkészlettel birnak, ezaltal nagyobb a
szerves foszfor mineralizacios potencialjuk.

Osszességében a funkcionalis mérésen alapuld mikrobiologiai vizsgalatok jol detektaljak
a gazdalkodasi mod okozta valtozasokat a talajmikrobiota mitkoddképességére. A funkcionalis
vizsgalatok eredményei nagyobb érzékenységet mutatnak a gazdalkodasi modd hatasanak
tekintetében, mint a mikrobiota-k6zosség Osszetételét jellemzd paraméterek. A funkcionalis
elemzések koziil nagyobb indikacids érzékenységiik van azoknak a vizsgéalatoknak, amelyek a
mikrobak6zosség miikodoképességét atfogoan jellemzik, Ugy mint az FDA — 0Osszes
enzimaktivitas (baktériumok, gombak, algak), MicroResp™ — 23 szubsztrat (cukrok, aminosavak
¢s fehérjék) katabolikus aktivitisa — lehetdséget adva nagyobb szadmt mikrobidlis taxon
miikodésének indukélasara.

A kitenyésztéses eljarasokkal nem lehet kimutatni a mikrobialis kézosségen beliil
esetlegesen lejatszodo kozosségi szintli atalakuldsokat. Ez is alatamasztja korabban ismertetett
molekularis vizsgalati modszerek bevezetésének ¢és fejlesztésének sziikségességét.

A talaj DNS-kivonas és a raépiilé mikrobialis-k6z0sségi analizis modszertananak az adott
okologiai koriilményekhez vald adaptéladsa elengedhetetlen az 0kologiai gazdalkodas kutatasi
hatterének megalapozasdhoz. Multikritériumos modszertani fejlesztéssel a talajbol torténd DNS-
izolalast, a kapott nukleinsav mennyiségi- és mindségi paramétereit javitottam. Eredményeim
szerint a valyogtalajbodl (organikus gazdalkodasi méd, tavaszi mintavétel) izolalt minta adta a
legerdsebb nukleinsav kihozatalt (DNS koncentracio: 34,3+11,1 ng/ul; fehérjetartalom: 1,11+0,14
260/280 nm, (ref.: >1,8; 260/280 nm); huminsavtartalom: 0,663+0,096 260/230 nm (ref.: >2;
260/230 nm)) a tobbi talajtipushoz képest (p<0,05).

Elsoként elemeztem a nukleinsav teljesitménymutatokat tobb szempontot egyszerre
figyelembe vevé komplex értékeléssel (SRD-rangszam  kiilonbségek Osszege) a
talajtipus/razatokésziilék/razatasi id6é kombinacidjaban. A 10 perces vortexes razatas bizonyult a
leghatékonyabbnak az organikus agyag- ¢s homokos valyogtalaj esetében.

A fenti teriileten els6ként mutattam ki, hogy a genetikai kozosségi ujjlenyomat a talajtipus
¢és a gazdalkodasi mod szerint elkiiloniild csoportokra oszlik. A talajbol torténd DNS-kivondast
kovetd szekvendlds eredményeként a fenti teriileteken elsOként detektdltam az a-
proteobaktériumok kimutatasara alkalmazott specifikus primerpar segitségével a kovetkezd
baktériumokat:  Pseudovibrio denitrificans (valyogtalajon, organikus gazdalkodas mellett,
Martonvasar), Devosia sp., Ancylobacter rudongensis (valyogtalajon konvencionalis gazdalkodas
mellett, Martonvasar), Mesorhizobium sp. (homokos valyogtalajon organikus gazdalkodas mellett,
Nyiregyhaza), Rhizobium sp. (homoktalajon konvencionalis gazdalkodas mellett, Nyiregyhaza),
ezek mindegyike a nitrogénkorforgalom kulcsindikatorai. Ezek a baktériumfajok fontos szerepet
toltenek be a szervesanyag-dekompozicidban €s a nitrogén- mineralizdcioban. A nitrogénkoto-
baktériumok jelenlétét a nifH gén kimutatasaval is igazoltam. Habar a diverzitasi indexek kozt
nem volt szignifikans kiilonbség, ennek ellenére a legnagyobb diverzitasi indexet (H’=Shannon-
Wiener-diverzitas index; E=eveness egyenletesség; R=richness index) a konvencionalis miivelésii
homoktalajnal (Nyiregyhaza) (H’=2,82; E=0,89; R=23) és az organikus eredetli homokos
valyogtalajnal (Nyiregyhaza) (H’=2,78; E=0,86; R=25) detektaltam. Ezzel szemben a legkisebb
diverzitast az organikus valyogtalaj (Karcag) adta (H’=2,46; E=0,87; R=17), melyek azonban
szignifikans modon nem mutatott eltérést a masik kettd talajtipustol.

Osszességében a jelen doktori értekezés felhivja a figyelmet arra, hogy a fenti
multikritériumos elemzés nélkiilozhetetlen a talajmikroba-k6zosségek rizoszféraban betoltott
szerepének  (funkciok, teljesitménymutatok), illetve az adott gazdalkodasi mod
fenntarthatosaganak mélyrehatd megismerésében. A fentiek fontos referencia adatokat
szolgaltathatnak a talajmindség, talajtermékenység értékelésében, valamint a degradacios
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folyamatok indikalasaban. Tovabba a sokszempontos elemzés ravilagit arra is, hogy a talajok
mikrobidlis kozosségének jellemzésére hasznalt mutatok érzékenységében jelentds eltérések
lehetnek és a valtozasok detektalasara elengedhetetlen a megfeleléen érzékeny indikéatorok
kivalasztasa, egyiittes alkalmazasa. A doktori munkdm soran alkalmazott funkcionalis vizsgalatok
tekintetében - tudomasom szerint hazankban egyediil az Agrartudomanyi Kutatokdzpont Talajtani
és Agrokémiai Intézetben alkalmazott — a mikrorespiracios (MicroResp™) modszer alkalmas a
mikrobakdzosségek lebontod aktivitdsdnak mintazata alapjan az organikus és konvencionalis
gazdalkodasu teriiletek elkiilonitésére.

Jelen doktori értekezéssel szeretném a Magyarorszagi Talajvédelmi Informacios és
Monitoring Rendszer (TIM) figyelmét felhivni arra, hogy fontolja meg a mikrobialis vizsgalatok
korét kulesindikatorokra specifikus mutatokkal és funkcionalis diverzitasvizsgalattal is kibOviteni.
Javasolom a TIM 4ltal is alkalmazott CO2-produkcidé mérés kibovitését MicroResp™ modszerrel
az alabbi paraméterek mellett:

e mintavétel: tavaszi évszakban (a talajbaktériumok aktivitasa miatt)

e 0-25 cm talajmélység (rizoszféra vizsgalata)

e organikus és konvencionalis gazdalkodasi mdédok monitorozasa esetében 3 évente
is elegendd lenne az analizis, annak érdekében, hogy a gazdalkodasi mod
mikroba-kozosségre kifejtett hatasa kimutathato legyen
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