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BEVEZETES

Az elmult évtizedek sordn az intenziv mezdgazdasagi termelés (fokozott mitragya bevitel,
peszticid alkalmazas és genetikai mddositas) kovetkeztében nemcsak az egységnyi teriiletre és
id6tartamra jutd termésmennyiség ndétt meg, hanem az 6koszisztémara, az egészséges kdrnyezetre
¢s az éghajlatvaltozasra gyakorolt negativ kovetkezményei is (Nkebiwe és mtsai, 2016). A
mezdgazdasagi teriiletek degradacidja, a talaj tdpanyagtartalmanak csokkenésével és a talajer6zid
fokozddasaval egyiitt, kiemelt gondot jelent a gazdasagok szamara. Az a cél vezetetett a
fenntarthatd mezOgazdasagi gyakorlathoz, hogy a kornyezeti, tarsadalmi, gazdasagi érdekeket
egyforma stllyal mérlegelve legyen az emberiség egészséges taplalék- és rostigénye kiszolgéalva
(Benbrook 1999).

Ezen kornyezettudatos gyakorlat részét képezi a bioszénnel torténd mezdgazdasagi
talajjavitds. A pordzus, finomszemcsés €és nagy széntartalmu bioszén megujuld eréforrasokon
alapszik, hiszen a szerves mezdgazdasagi (allati, novényi) biomassza oxigénmentes hébontasa
(pirolizise) soran allitjdk eld (Lehmann és mitsai, 2011). Szamos koézlemény szamol be a
bioszénnek a talaj termékenységére, szerkezetére, bioldgiai aktivitasara gyakorolt jotékony
hatasarol, tovabba az liveghazhatasu gazok megkotésében jatszott szerepérdl (Liu és mtsai, 2012).
A szénraktarozasi célok mellett, egyre nagyobb érdeklddés Ovezi a leromlott szerkezetli €s kis
tapanyagtartalmu talajok bioszén kezelés révén megvalosulé mezdgazdasagi termelésbe vonasat
is. A bioszén egyedi tulajdonsdgai, mint a nagy fajlagos feliilet sok funkcionalis csoporttal, a
porozitas €s az asvanyi anyag tartalom nem csak a talajerdpotloként vald hasznélatat hatarozzak
meg, hanem a talajbidtara gyakorolt hatasat is. A mikrobialis kozosségek és azok dinamikajat
feltard tanulmanyok bemutattdk, hogy a bioszén indukalt mikrobidlis koz0sség és aktivitasbeli
valtozasok éppugy kiemelt szerepet jatszanak a talajok tdpanyag és szerves anyag ciklusaban, mint

a novény novekedésében (Ding és mtsai, 2016).

A ndvényi novekedést serkentd rizobakteridlis (PGPR) oltokultirdk hasznélata, szintén a
fenntarthatd mezOgazdasidg egy alternativ eszkoze, hiszen a ndvények gyodkerét kolonizalva
anyagcsere sajatsagaik révén képesek a novényi novekedés serkentésére, illetve stressztiird
képességeik fokozasara (Kloepper és mtsai, 1980). A direkt moédon megvalosuld novényi
novekedés serkentés részét képezi a ndvényi tdpanyag utanpotlas eldsegitése (pl. N2 fixacio), a
tapanyag hozzaférhetéségének novelése (pl. foszfor szolubilizacio), illetve olyan fitohormonok
termelése, mint az auxin vagy gibberelinsav. A PGPR organizmusok indirekt mechanizmusai k6zé

tartozik a szubsztrat kompeticio, a sziderofor termelés, illetve az indukalt szisztémas rezisztencia,



melyek segitségével képesek a ndvény patogén szervezetekkel szembeni bioldgiai kontrol

folyamatokban szerepet jatszani (Aeron és mtsai, 2011).

A PGPR organizmusokkal torténd hatékony talajoltas egyik legnagyobb kihivasa a kijutatott
torzsek valtozo, illetve csekély tulélése a talajban (Hale és mtsai, 2014). Ezért a nagy porozitassal
rendelkezd bioszén jelentds adszorpcids kapacitdsdnak koszonhetéen a mikrobdk szaméra
hatékony (védelem és tapanyag) €letteret biztosithat. Ugyanakkor kevés tudomanyos ismeret all
rendelkezésiinkre a bioszén oltdoanyag hordozoként wvald felhasznaldsaval kapcsolatban
szabadfoldi kortilmények kozott, illetve a két szerves talajerdpotld (bioszén és PGPR) kozos
hasznélatanak a rizoszféra mikrobidlis kdzosségére gyakorolt hatasarél. Ennek értelmében fontos,
hogy egyre tobb ismeretiink legyen a bioszén és PGPR szerves talajerd potlok egylittes
hasznélatar6l, nemcsak a talaj fizikai-kémiai €s a termésmennyiség vonatkozasaban, hanem a

rizoszféra mikrobialis kozosségére és talajoltd6 PGPR organizmusokra gyakorolt hatasairol.

CELKITUZESEK

A megujuld erdforrason alapuld bioszén, amellett, hogy a leromlott szerkezetii és kis
tapanyagtartalmu talajok mezdgazdasagi termelésbe vonasat segiti, fizikai-kémiai tulajdonsagai
predesztinaljak sikeres oltdéanyaghordozoként valod felhasznalasat is. Ennek megfeleléen céljaink

a szabadfoldi kisérletsorozat soran az alabbiak voltak:

e Célunk volt egy olyan molekularis modellrendszer feldllitisa, amely lehetdvé teszi a
Kijutatott PGPR szervezetek in situ szabadfoldi nyomon kovetését és kozosségen beliili
relativ gyakorisdganak meghatarozasat.

e (élunk volt, hogy a bioszén bakteridlis oltdbanyag hordozdként valdé hasznalatat
megvizsgaljuk, a bioszénre vitt PGPR fajok k6zdsségen beliili aranyanak nyomonkovetése
altal, az oltast kovetd egy tenyé€szidon beliil a kukorica rizoszférajaban.

e Célunk volt, hogy felderitsiik a savanyl és meszes homoktalajokon a bioszén és a PGPR
oltbanyag kozOs hasznalatdnak hatasat a kukorica rizoszférajanak mikrobidlis
kozosségszerkezetére, a ndvény teljes fenofazisa soran.

e A bioszén altali tartds szerves anyag potlas hatdsanak vizsgélata 2 év tavlatabol savanyu
homok, illetve meszes homoktalajokon egyarant, a két kiilonb6zo szerkezetii €s kémhatasu

talaj baktérium kozosségszerkezetében 1évo kiilonbségek feltarasa altal.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A kutatasunk soran a gabonahéj és papirgyartasi szennyviziszap alapanyagt bioszén és PGPR
oltdbanyagokat hasznéltunk harom kiilonb6z6 dézisban, savanyt (pH 4,4) és lugos (pH 7,9)
homokos talajokon. A szabadf6ldi kisérletsorozat soran a mintavételi iitemterv igazodott a
kukorica fenofazisahoz, ennek megfeleléen a vetést kovetden, a kukorica vegetativ 4 — 6 leveles
allapotaban, a reproduktiv R1— bibekitolas és az R6 —fizioldgiai érettség allapotaban egyarant
tortént mintavétel. Annak érdekében, hogy az alkalmazott kezelések hosszutava hatasait is

vizsgalni tudjuk a talaj bakteridlis szerkezetére 30 honappal a kezelés utan is tortént mintavétel.

A szabadfoldi kisérletsorozatot megel6zden a talajoltasra hasznalt PGP torzsek kozel teljes
16S rRNS gén szekvencidja meghatarozasra keriilt Sanger szekvenalas altal az LGC Ltd. (Berlin,
Germany) vallalatnal. Annak érdekében, hogy egymastdl elkiilonithetdek legyenek a talajoltasra
hasznalt PGP torzsek, a 16S rRNS gén szekvenciakat in silico vizsgalatnak vetettiik ala, a 27F-
519R (Lane, 1991), 341F-907R (Teske és mtsai, 1996) és 968F- 1401R (Heuer és mtsai, 1997)
primer parok altal meghatarozott régiokban. Harmincnégy, kivaltképpen Il-es tipusi Fermentas
(Thermo Fisher, USA) restrikcidos endonukleazok keriiltek tesztelésre. Az in silico analizis a
MEGA6 program ¢és a Microbial Community Analysis (MiICA) programcsomag
(http://mica.ibest.uidaho.edu/) ISPaR (In Silico PCR and Restriction) szoftverének segitségével
kertilt kivitelezésre (Shyu és mtsai, 2007).

Az in silico analizis eredményeképpen Bsh12361¢és BsuRI (Thermo Fisher, USA) restrikcios
endonukledzok lettek felhasznalva a torzsek 16S rRNS gén 27F-519R primer parja éaltal
meghatarozott génszakaszanak a T-RFLP (terminalis restrikcios fragmens hossz polimorfizmus)
molekularis ujjlenyomat modszerrel torténé vizsgalatara. A Kukorica rizoszféra bakterialis
kozosségszerkezetének vizsgalata soran a ,,szekvenciaval-tamogatott T-RFLP” (sequence-aided
T-RFLP) modszer soran meghatarozasra keriiltek a bakterialis kozosségek dominans
kozosségalkotoi, a parcidlis 16S rDNS klontarak segitségével. A genotipusos (,,szekvenciaval-
tamogatott T-RFLP”’) modszer mellett a fenotipusos foszfolipid zsirsav (PLFA) modszer egyarant
felhasznalasra keriilt a mikrobidlis k6zosségszerkezet vizsgalata soran. Az eredmények statisztikai
értékelését a PAST szoftver 3.13 verzio segitségével (Hammer és mtsai, 2001) végeztiik, mig a
kornyezeti valtozok és a bakterialis kozosségszerkezetben bekdvetkezd valtozasok kapcsolatanak
feltarasa érdekében a fokomponens analizis (PCA) f6bb komponenseire vektorként vetitettiik a
kornyezeti paramétereket. A kornyezeti paramétereket az R program (R Core Team, 2016;

http://lwww.r-project. org/) ,,envfit” parancsanak segitségével illesztettiik a PCA ordinaciora (T-



RFLP, PLFA ¢és OTU aranyok), majd ezen illeszkedés szignifikancia szintjét hatdroztuk meg

random permutéciok segitségével (Oksanen és mtsai, 2018).

A bioszén és PGPR oltdanyag kezelést kovetd masodik évi kukorica rizoszféra talajmintaibol
extrahalt DNS segitségével a baktérium kozosségszerkezet feltarasa, a 16S riboszémalis RNS gén
hipervaridbilis V3 és V4 amplikonjainak 01j generacios szekvenalasaval valosult meg. A kozdsségi
DNS mintdkbol a 16S rRNS gén V3-V4 régigjanak B341F és B8OSR primerekkel vald
felszaporitasaval hoztuk létre az amplikon konyvtarakat. A szekvenalast a Michigan State
University (USA) Research Technology Support Facility, Genomics Core Laboratériuméaban
végezték Illumina MiSeq platformon. A kijutatott bioszén felszinének mikrobialis

kolonizacidjanak vizsgalata pasztazé elektronmikroszkdp (SEM) segitségével tortént.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az oltébanyagokban jelenlévd torzsek elvalasztasat, valamint azok nyomon kovetését a
szabadfoldi kisérlet sorozat soran a T-RFLP mddszer segitségével sikeresen megvalositottuk. Az
altalunk megalkotott modellrendszer lehetové tette a kijutatott torzsek jelenlétének és relativ
mennyiségi valtozasainak meghatarozasat a jelenlevo talajbaktériumok mellett. Hasonl6an a mi
kutatasainkhoz, korabban sikeresen alkalmaztik a T-RFLP modszert az oltasra hasznalt endofita
aktinobaktériumok szétvalasztasara és talajban torténd nyomon kovetesére (Conn és Franco,
2004), illetve phID+ Pseudomonas fajok elkiilonitésére és detektalasara (von Felten és mitsai,
2011).

Eredményeink ramutattak, hogy a két kiilonboz6 talajon eltérd dozisban alkalmazott PGPR és
bioszén kezelések a savanyu ¢€s karbonatos homokos talaj esetében is szignifikans hatasokat
valtottak ki. Mindkét eseteben a N> fixalo és auxin termeld Azospirillum nemzettség tagjainak a
kozosségen beliili aranya emelkedett meg szignifikansan. A savanyu homokos talaj esetében az
Azospirillum brasilense kozdsségen beliili aranyat a 30 t ha™* bioszén (A4, +1-3%-¢ék) ésa 15 t ha
1 (C3 +0,5-3,2%) bioszén mint oltdanyaghordozé kezelés szignifikansan, pozitivan, befolyésolta.
Az Azospirillum irakense esetében is a nagy dozisu (30 t hal) bioszén mint oltéanyaghordozé
kezelés hatdsdra nétt meg a +1,5%-kal szervezet szdzalékos relativ gyakorisdga, a kezelést
megel6z6 kontroll talajhoz képest. A tovabbi PGPR szervezetek koziil az Arthrobacter
crystallopoietes és a Kocuria rosea esetében is detektalhato volt a kiillonb6z6 bioszén kezelések
hatasara kialakul6 kozosségen beliili relativ abundancia gyarapodasok, azonban ezek a valtozasok

nem voltak szignifikdnsak. A nyomkdvetésre hasznalt T-RFLP moédszer korlatait jelzi, hogy a



talajoltasba vont Bacillus aryabhattai és Paenibacillus peoriae szervezetek, melyek kozosségen
beliili aranya 1%-¢k koriil volt, nem voltak detektalhatok nagy biztonsaggal. Tovabba a jelenség
utal a talaj biotikus és abiotikus tényezdinek kiemelt fontossagara is, melyek a rizoszféra

mikrobainak tulélésére és gyakorisagara egyarant nagy hatassal vannak.

A molekularis eredmények a savanyt homokos (Lamellic Arenosol) és karbonatos homokos
(Mollic Umbrisol) talajok kukorica rizoszféra bakterialis kozosségszerkezetében levo
nagymértékii kiilonbségeket jelezték. Amig a ,,szekvenciaval-tdamogatott T-RFLP” elemzés
értelmében a két talaj kozotti kiilonbség a savanyu talaj magas Acidobacteriaceae és a karbonatos
talaj esetében a Solibacteres osztalyba tartozé EU445199 csalad tagjainak magas aranyanak volt
kdszonhetd, addig az ujgeneracios szekvenalas soran, 30 honnappal a kezelést kovetden, a
savanyu talaj magas Acidobacteriaceae ardnya mellett, a karbonatos homokos talajban az
Acidobacteria torzsbe tartoz6 Pyrinomonadaceae csalad magas kozdsségen beliili ardnyanak volt
koszonhetd. Ezek a tapasztalatok, nemcsak a kiilonb6z6 molekularis technologidk
felbontoképessége kozott meglévd kiillonbségekre utalnak (Gong és mtsai, 2013), de a korabbi
tapasztalatoknak megfeleléen reprezentalja, hogy hosszitdvon a tdpanyagprofilban kialakuld
valtozds miatt, a kozosségszerkezetben jelentds atalakuldsok mennek végbe. A valtozatos
el6fordulasu és kiillonboz6 kornyezetekhez adaptalodott szervezeteket tartalmazd Acidobacteria
torzs jO indikatora tud lenni a talaj fizikai és kémiai paramétereink megvaltozasara (Bartram ¢€s

mtsai, 2014).

Az egyes talajok esetében a rizoszféra bakterialis kdzosségszerkezetének megvaltozasaban a
kukorica egyedfejlddése volt legjelentdsebb tényezd. A 2015-6s ,,szekvenciaval-tamogatott T-
RFLP” és PLFA eredmények egyarant igazoltdk a kukorica fenofdzisdnak a talaj bakterialis
kozosségszerkezetére gyakorolt szignifikans hatdsat. A savanyu talajon végzett 2015-0s
genotipusos kisérleti eredmények ravilagitottak, hogy a 15 t ha mennyiséget elérd, vagy azt
meghalad6 gabonamaghéj €s papirgyartasu szennyviziszap alapanyagu bioszén kezelés nemcsak
a talaj fizikai és kémiai paramétereit valtoztatja meg szignifikdnsan— amely korabban mar ismert
volt (Rékasi és mtsai, 2018) — hanem ezzel 0sszefliggésben a bakteridlis kozosségszerkezetet is

szignifikansan befolyasolja.

Az eredményeink ramutattak, hogy a nagy bioszén kezelés hatasara a talajba jutd labilis,
konnyen hasznosithatd szénformak hatdsara, a kordbban az oligotrof kornyezethez adaptalddott
lassan noveked6 K-stratégista (Acidobacteriaceae, Ktedonobacteraceae, Solibacteraceae)
szervezeteket, az r-stratégista gyorsan novekedd kopiotréf baktérium szervezetek altal
(Sphingomonadaceae és Chitinophagaceae) hatranyba keriiltek. A jelenség hasonld a mar
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korabban megfigyelt , kopiotrof baktérium kozosségi valtozassal”, amelyet a bioszén hasznalat
valt ki (Jenkins és mtsai, 2017). A fenotipusos PLFA vizsgalatok eredményi a nagy dozisu bioszén
kezelés hatasara megvaltozott Gram-negativ/ Gram-pozitiv arannyal is a talaj szerves anyag
tartalmanak minéségi és mennyiségi valtozasara utalnak (Kourtev és mtsai, 2003; Zhong és mtsai,

2010).

Eredményeink ramutattak, hogy nagy dozisu bioszén kezelés hatasara (15 és 30 t ha™)
megvaldsult szerves anyag potlds nemcsak a szén korforgalomban résztvevd szervezetek
kozosségen beliili ardnyara volt hatdssal, hanem a 1égkdri N2 fixacidban szerepet jatszo csaladok
(Rhodospirillaceae, Bradyrhizobiaceae) kozosségen beliili aranyaik novekedését is eldsegitette. A
jelenség feltehetden a bioszén altal szolgaltatott labilis szénformaknak tulajdonithato, amelyek jol
hasznosithatd tapanyagot biztositanak ezen szervezetek szdmara. A bioszén ilyen forman
Hhitrogén szigetként” is felfoghato, hiszen nemcsak serkenti a 1égkori N» fixald szervezetek

aktivitast, de megakadalyozza a nitrogén kimoso6dasat is (Anderson és mtsai, 2011).

A kutatasaink soran kapott eredmények ravilagitottak, hogy a bioszén hasznalata altal
bekovetkezo fizikai és kémiai valtozasok mellett, a bioszén mint oltdéanyaghordozo6 is szignifikans
hatassal van a novény novekedésére. A bioszén mint oltdéanyag hordozo kezelés (C), nemcsak
szignifikdnsan emelte meg a Kijuttatott Azospirillum brasilense kozosségen beliili aranyat, az
extrém savanyu talajban (4,4 pH), de sikeresen elGsegitette a kukorica biomasszajanak
novekedését. A ndvényi novekedés serkentésének alapfeltétele a kijutatott PGPR szervezetek
tulélése és sikeres gyokérkolonizalas (Buddrus-Schiemann és mtsai, 2010). Ennek értelmében az
altalunk meért kozosségen beliili aranyok mellett, a Rékasi és mtsai (2018) altal leirt kukorica

biomassza novekedés a bioszén felszinén immobilizalt PGPR torzsek tulélését jelzi.

Eredményeink felhivjak a figyelmet, hogy a bioszén nagymértékii porozitasa altal, a kijuttatott
PGPR szervezetek szamara életteret és védelmet biztosit, igy azok a szérazsagstressz esetén is
kifejthetik a novényi novekedés serkentd hatasukat. A bioszén PGPR hordozdanyagként valod
hasznalata az eredményeink tiikrében jo potenciallal bir, mig a két szerves talajer6potlod egyilittes
hasznalatdnak jotékony hatasai a savanyu talaj esetében szamottevoek. Az ellentmondasos
tapasztalatok a bioszén alapanyagaval, az alkalmazott dozissal és a pirolizis koriilményeivel
kapcsolatban, ravilagitanak a tovabbi hosszatdva szabadfoldi kutatdsok fontossagara, melyek
elengedhetetlenek a bioszén oltdéanyaghordozd ¢és talajjavitoként valé felhasznaldsanak

optimalizalasa érdekében.
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