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BEVEZETES

Az elmult évtizedek sordn az intenziv mezdgazdasagi termelés (fokozott miitragya bevitel,
peszticid alkalmazas és genetikai modositas) kovetkeztében nemcsak az egységnyi teriiletre €és
iddtartamra jutd termésmennyiség ndtt meg, hanem az Okoszisztémara, az egészséges
kornyezetre €s az éghajlatvaltozasra gyakorolt negativ hatasok is. A mezdgazdasagi teriiletek
degradacioja, a talaj tapanyagtartalmanak csokkenésével a talajer6zid fokozddasaval egyiitt,
kiemelt gondot jelent a gazdasdgok szdmara. Ezen problémaék felismerése vezetett a holisztikus
szemléletli fenntarthatd mezégazdasagi gyakorlathoz. A meglévd eréforrasokra épit és képes a
kornyezeti, tarsadalmi, gazdasagi érdekeket egyforma sullyal mérlegelve az emberiség

egészséges taplalék- és rostigényét kiszolgalni (Benbrook, 1999).

Kiemelt jelent6ségli a leromlott élohelyek, mezOgazdasagi teriiletek egyszerti és
fenntarthatdé modszerekkel torténd javitdsa. Ennek a kornyezettudatos gyakorlatnak a részét
képezi a bioszénnel torténé mezégazdasagi talajjavitas (Lehman és mtsai, 2003). A porézus,
finomszemcsés €s nagy széntartalmi bioszén a szerves mezdgazdasagi (allati, ndvényi)
biomassza oxigénmentes hdbontasa (pirolizise) soran allitjak eld (Lehmann és mtsai, 2011). A
szénraktarozasi célok mellett, egyre nagyobb érdeklddés dvezi a leromlott szerkezetli és kis
tdpanyagtartalmi talajok bioszén kezelés révén megvalosuldé mezdgazdasigi termelésbe
vonasat is. A bioszén alkalmazdsa a talaj tipanyagainak (mint a nitrogén, foszfor stb.)
megkotésén, a talajszerkezet ¢s hohdztartds javitasdn keresztiill képes a novények

tapanyagfelvételét és ez altal a termésmennyiséget novelni (Glaser és mtsai., 2002).

A novényl novekedés serkentd rizobaktériumok (PGPR) biostimulatorként vald
alkalmazasa a fenntarthatdo mezdgazdasag leggyakrabban hasznalt modszere, hiszen kdrnyezeti
szennyezés nélkiil képes a novények egészségét és ndvekedését eldsegiteni (Singh és mitsai,
2017). A PGPR szervezetek a novények gyokerét kolonizalva anyagcesere sajatsagaik révén
képesek direkt (fitohormon termelés, N> fixacid, foszfor szolubilizacid, sziderofor termelés) €s
indirekt mechanizmusok segitségével (szubsztrat kompeticio, indukalt szisztémas rezisztencia)

a novényi novekedés serkentésére, illetve stressztlird képességeik fokozéasara (Kloepper és
mtsai, 1980).

A PGPR organizmusokkal torténé hatékony talajoltas egyik legnagyobb kihivadsa a
kijutatott torzsek valtozo, illetve csekély tilélése a talajban (Hale és mtsai, 2014). Ezért a nagy
porozitassal rendelkezd bioszén jelentds adszorpcios kapacitasanak kdszonhetéen a mikrobak

szamara hatékony (védelem és tapanyag) életteret biztosithat. Ugyanakkor kevés tudomanyos



ismeret all rendelkezésiinkre a bioszén oltéanyag hordozoként vald felhasznélasaval
kapcsolatban szabadfoldi koriilmények kozott, illetve a két szerves talajer6potld (bioszén és
PGPR) k6z0s hasznalatanak a rizoszféra mikrobialis k6zosségére gyakorolt hatasar6l. Ennek
értelmében fontos, hogy egyre tobb ismeretiink legyen a bioszén és PGPR szerves talajerd
potlok egyiittes hasznalatarol, nemcsak a talaj fizikai-kémiai ¢és a termésmennyiség

vonatkozasaban, hanem a rizoszféra mikrobialis k6zosségére gyakorolt hatasairol.



IRODALMI ATTEKINTES

I11.1 A talaj és alkoto elemei

A talaj egy rendkiviil komplex kornyezeti rendszer, 6nallo természeti képzédmény, amely
a foldi é¢let alapja. Meghatarozd szerepet jatszik az elemek biogeokémiai ciklusaiban, a
tapanyagforgalomban, illetve kapcsolatot teremt a tobbi kornyezeti elemmel (pl. viz, levego).
Komplexitasat és funkcionalitaisanak mértéket jelzi, hogy tudomanyteriiletenként kiilonb6zo
modon értelmezik a talaj fogalmat. A mez6gazdasagi szemponti meghatarozas szerint a talaj a
Fold szilard burkénak legkiilsé rétege, amely a ndvények termohelyéiil szolgal, mig alapvetd
tulajdonsaga a termékenység, tehat hogy megfelelé idoben és a sziikséges mennyiségben képes
ellatni a rajta €16 ndvényzetet vizzel és tapanyagokkal, lehetové téve az elsddleges biomassza
megtermelését. A foldtani megkozelités értelmében, pedig a regolit azon része, amely képes a
gyokeres novények fenntartasara. A talaj sokoldalti funkciéi 1étfontossaguak a bioszféra
szempontjabol. A talaj legjelentdsebb funkcid kozé tartozik a tapanyag forgalom, ho-, viz-,
novényi tapanyagok és energia raktdrozdsa, tovabba élettér biztositdsa, biotikus szabalyozas.
Ezek mellett a talaj a potencialisan veszélyes anyagok sziir6 és detoxikald rendszere, amely
pufferkapacitasa altal képes a talajt érd kiilonb6zd stresszhatdsokat bizonyos mértékig

tompitani (Varallyay, 1997; Balestrini és mtsai, 2015).

A talaj egy polidiszperz rendszer, melynek 1ényeges alkoto elemei kozé tartozik a szilard
— szervetlen és szerves— (50%), folyadék (30-45%) és gazfazis (5-20%) is. Optimalis esetben a
talaj 45%-a szervetlen fazisbol (féként asvanyok), 5%-a szerves anyagbol és 50%-a talaj
porustérbdl all. A porustér egyenld aranyban van vizzel és levegdvel elfoglalva. Az asvanyi
fazis alkotoelemei lehetnek els6dleges—alogén, vagy masodlagos—autigén dsvanyok, amig az
elsddleges asvanyok az alapkdzet fizikai mallasanak eredményeként keletkeznek (ko, kavics,
homok), addig a masodlagos asvanyok a talajban atalakult és ujraképz6dott asvanyokat

(kristalyos és amorf anyagok) foglalja magaba (Stefanovits és mtsai, 2010).

A talajok élettelen szervesanyagai elhalt novényekbdl és allati maradvanyokbdl, illetve
excretumokbdl szarmazik. A holtszervesanyag estében megkiilonboztetjiik a malld szerves
anyag atalakuldsanak kezdeti szakaszaiban képz6d6 nem humusz anyagokat (fehérjék és egyéb
aminovegyliletek, lignin, szénhidratok, flavonok viaszok stb.), illetve a lebontott ndvényi
eredetli szerves anyagok ¢€s 1j szerves képzOdmények, illetve szervetlen eredetii autigén

anyagok (féleg agyagéasvanyok) keverékébdl kialakuld humusz szerves anyagot.



A humusz Iényeges alkoto eleme a bomlasra rezisztens novényi maradvanyok, fulvosavak,
huminsavak. A humusz mennyisége, illetve mindsége hatarozza meg a talaj termékenység
mértékét. A humuszforméakat képzddésiik helye szerint megkiilonboztetjiik a viz alatt
képzodott, félig szarazfoldi és szarazfoldi humuszformakat. A félig szarazfoldi humuszformak
esetében a kotu szervesanyag tartalma kisebb, mint 30%-¢k, mig a t6zeg szervesanyag-tartalma
magasabb mint 30%-¢ék. A szarazfoldi humuszformakat a szerves maradvanyok bontottsagi
foka és az igy kialakulé morfoldgiai jegyek hatarozzak meg az egyes humuszfajtakat: a) mor —
kevésbé lebontott, nincs kolloid forma a novényi szovetek jol felismerhetk; b) moder —
fokozottabban bontott, van kolloid forma; ¢) mull — erés lebontasi humusz és fokozottan
kolloidalis (Stefanovits és mtsai, 2010; Stolt és mtsai, 2018).

A globalis foldi szénkészletnek egy jelentés hanyadat a talaj szervesanyaga tartalmazza,
hiszen ahogy Kalev és Toor (2018) is ravilagitott a talaj kozel kétszer annyi szenet tartamaz,
minta fold 1égkore és vegetacidja egylittesen. Ennek kdszonhetben egyre nagyobb figyelem
iranyul a talaj szénraktarozasi tulajdonsagara, hiszen képes ellenstlyozni a folyamatosan

novekedd 1égkori CO; szintet (Kucerik és mtsai, 2018).

A talaj levego tartalma az egyik leginkabb valtozékony talajalkotd komponens. A legfobb
¢és mennyiségileg legkevésbé valtozékony alkotorésze a molekularis nitrogén (78,2 %), amely
kissé magasabb koncentracioban fordul el6, mint a 1égkorben, mig altalanossagban elmondhato,
hogy a talajlevegd O> tartalma kevesebb (15,0-20,0%), mig CO- tartalma pedig t6bb (0,36—
5,0%) mint az atmoszféraé. Jol atszelldzott talaj esetében a metan nem szamottevo, azonban ha
a talajban oxigén hidnyos kornyezet alakul ki az az anaerob metanogén baktériumok
¢lettevékenysége altal a talaj szerves anyaganak lebontasakor a végtermék nem COz, hanem
CHa lesz (Serrano és mtsai, 2014). A talajra hato pillanatnyi kiilsé feltételeknek megfeleléen a

talajoldat a gazfazissal egyiitt a talaj porusait kitoltve dinamikus egyenstlyba van.

A talajoldat funkcioja, hogy a szilard fazis 6Gnmagaban inaktiv elemeit reakcioképes alakba
tudja hozni (pl. oldja vagy hidrolizalja), tovabba az elszallitasukat is biztositja. Ennek
értelmében a talaj vizhaztartasatol fligg a novények vizigényének kiszolgélasa, a biologiai
aktivitdas mértéke és tapanyagforgalom kialakitasa egyarant. A talaj vizhaztartasat leird
tulajdonsagok egyike a talaj viztartdé képessége, melynek mérése segitségével
meghatarozhatjuk, hogy a talajba szivarg6, novények szamara elérheté vizet mennyi ideig
képes raktarozni. A talaj viztartd képességét elsOsorban a talajszerkezet (szemcseméret) a
talajkolloidok mennyisége hatarozza meg. A kis méretli szemcsékbdl 4llo talajok esetében

(iszap és agyag) a nagyobb feliileti felszin miatt a viz erdsebben kotddik, mint a nagyobb
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szemcseméretl talajok esetében (homok). A talaj szervesanyag taralma szintén befolyasolja a
viztartd képességet, igy a talaj szervesanyag utanpotlasa altalaban a viztartd képesség

novelésével jar egyiitt (Murphy, 2014).

Bar a talajbidta szazalékos ardnya kevesebb mint 1%-¢k a teljes talajtomeghez képest,
mégis ¢letfolyamataik nemcsak, hogy hozzéjarulnak a talaj kialakulasdhoz, de hatassal vannak
a talajfejlodésre is. Egy gytisziinyi mennyiség a talaj felso rétegébdl, tobb mint 20 000 éldlényt
tartalmaz. A mikrométer nagysagi mikrobidta (baktériumok, gombak, archeak és algak) és
mikrofauna (protozoak és nematodak) felelds az elsédleges szerves anyag atalakitasaért és
lebontéasaért. A talaj-taplalékhald (soil food web) kozepén elhelyezkedd mezofauna (0,2-2,0
mm-es testméret) csoportjat a mikroarthropodék, elsésorban az ugrévillasok (Collembola) és
az atkdk (Acari) alkotjak. Amellett, hogy a tdpanyag lebontas sebességét szabalyozzak, és
visszajelzést adnak novényeknek, a talaj strukturajanak kialakitasaban is szerepet jatszanak,
kivaltképpen a fél-szaraz teriileteken (Florian és mtsai, 2019). A talaj makrofauna (cm-es méret)
tagjai - a nagyobb izeltlabuak (aszkak, ikerszelvényesek), a gilisztak és a kiseml6sok, akik
elsdleges szerepet jatszanak a talaj szerkezet kialakitasaban, heterogén élettereket és kedvezd
mikroklimat alakitanak ki a szerves anyag 4talakitdsdban, lebontasdban (humifikacio,
mineralizacio), illetve a tdpelemek korforgasaban (pl: nitrogén, szén korforgalom) szerepet

jatszd mikroszervezetek szamara (Sofo és mtsai, 2020).

111.2 A talaj degradacidja

A folyamatos tarsadalmi fejlédés kovetkeztében egyre tobb és egyre valtozatosabb
formaban keriilnek az egyes talajfunkcidok igénybevételre. A talajeréforrdsok szdmara az
emberiség fokozodo tapanyag igénye jelenti az egyik legjelentdsebb terhet. Tilman és mtsai
(2011) eldrejelzései alapjan a 2050-re annak érdekében, hogy az emberiség a megndvekedett
tapanyag igényét kitudja szolgalni tovabbi 1 millidard hektar teriiletet kell intenziv
mezOgazdasagi termelés ald vonni. Az intenziv mezdgazdasagi termelés (fokozott miitragya
bevitel, peszticid alkalmazas és genetikai modositas) kovetkeztében nemcsak az egységnyi
teriiletre és id6tartamra jutd termésmennyiség novekszik meg, hanem az okoszisztémara, az
egészséges kornyezetre és az éghajlatvaltozasra gyakorolt negativ kovetkezmények is

(Nkebiwe ¢és mtsai, 2016).

A talaj degradacidja — az emlitett antropogén hatasok kovetkeztében is — egy olyan globalis
jelenség, amely az 6kologiai szolgaltatasok €s a biodiverzitas egyiittes csokkenésével jar. A

teriiletek savanyodasa, szikesedése, szerkezet romlasa és tomorddése, a talajok csokkend
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viztarto képessége, kationcseréld kapacitasa (CEC), illetve szervesanyag tartalma mind a talaj
degradacio6 kovetkezményei. Hazadnkban a talajer6zié az egyik legjelentdsebb talaj degradacios
folyamat, amely hozzavetleg 2 milli6 hektdr termdteriiletet érint (Magyarorszag
osszteriiletének 15,6%-a) (Mezdsi, 2017). A kémiai talajdegradacios folyamatok koziil a
savanyodas Magyarorszag Osszteriiletének 12,8%-at, mig a szikesedés 10,7%-at teszi ki (1.
abra). A tovabbi talaj termékenységét gatld tényezOkkel (nagy homoktartalom, nagy
agyagtartalom, laposodas, felszin kozeli tomor kdzet) egyiitt a talajer6zid €s savanyodas

Magyarorszag Osszeteriiletének 53,5%-at érinti (mahanty, 2015; Mezdsi, 2017).

l.abra. A talajok termékenységét gatlo tényezék Magyarorszagon: A erozio, B vékony terméréteg;, C
nagy agyagtartalom; D nagy homoktartalom,; E laposodas,; F savanyoddas; G szikesedés, H szikesedés
a mélyebb talajrétegekben; I a teriilet hatarok jelolése (Mezdsi, 2017)

111.2.1 Hagyomdanyos mitrdgyazas hatasa a talajra

A mezbdgazdasagi termelés hatékonysaganak novelése, illetve a magasabb mindségii
végtermék elérése érdekében alkalmazzak a tragyazast. A szerveztlen mutragyak leginkabb
foszfat, nitrat, ammonium és kaliumsokat tartalmaz. Az elmult években az intenziv
mezdgazdasagi tevekénységek hatasara robbandsszeriién megndvekedett a miitragyahasznalat,
amely szamos nagyon sulyos kdrnyezeti problémat idézett eld, amely egyarant kiterjed a talaj,
levegd ¢és viz szennyezésekre. A nagymennyiségben, feleslegben kijutatott szervetlen kémiai

komponensek felhalmozddnak talajvizben, igy veszélyeztetve a vizbazisokat, illetve

crer
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A talaj mindségromlasaban is kozrejatszanak ezen vegyiiletek, hiszen lerontjak a
talajszerkezetet ezaltal csokkentve a talaj viztartd képességét és termékenységét (kivaltképpen
a NaNOs, NH4NO3, KCI, K2SO4, NH4Cl miitragyak). Fokozzék talaj sotartalmat, tovabba
zavart okoznak a talaj tdpanyagforgalmaban, hozzéjarulva a talajbiotara, allatokra és emberekre
egyarant veszélyes anyagok (pl: nitrozaminok, nitrozamidok) megjelenéséhez. A felsorolt
kornyezeti problémak, mellet szintén sulyos kdvetkezményekkel jar, hogy szamos miitragya
nehézfémet (pl. kadmium és krom) és természetes radioizotopokat (28U, #'°Po) tartalmaz
(Savci, 2012). A mitragya hasznalat kovetkeztében csokken a talaj pH, amely szintén
hozz4jarul a nehézfémek kioldodasahoz (leginkabb Cd, Pb, Cr és As) és taplalék lanc magasabb

szintjein torténé megjelenéséhez, felhalmozodasahoz (Atafar és mtsai, 2010).

Bishopp és Lynch (2015) ravilagitott, hogy bar a 20-ik szazad soran megndvekedett
termésmennyiség a miitragya hasznalat a novények foldfelszini hajtasainak sikeres kezelésének
koszonhetd, amennyiben a 21-ik szazad élelmiszer igényét is hatékonyan kiakarjuk szolgalni,

elengedhetetlen a felszinalatti n6vényi részekre (gyokér) forditott nagyobb hangsuly.

111.2.2 A fenntarthatd mezdgazdasag fogalma, lehetdségek

Figyelembe véve az intenziv miitragya hasznalat altal képviselt kockazatokat,
megnovekedett az igény egy olyan mezOogazdasagi gyakorlatra, amely a kornyezeti, tdrsadalmi,
gazdasagi érdekeket egyforma sullyal mérlegelve képes az emberiség egészséges taplalék- és
rostigényét kiszolgalni (Benbrook, 1999). Ez vezetett a fenntarthaté mezdgazdasagi termelés
gyakorlatahoz, melynek hatékonysaga a talaj mikrobiotatol nagyban fiigg (Patil és mtsai, 2014).
A novényi novekedés serkentd rizobaktériumok (PGPR) biostimulatorként valo alkalmazasa a
fenntarthatd mezdgazdasag leggyakrabban hasznalt modszere, hiszen kdrnyezeti szennyezés
nélkiil képes a novények egészségét és novekedését eldsegiteni (Singh és mtsai, 2017). A
talajoltd készitmények altali talaj szerkezet €s egészség visszadllitdsanak egy masik hatékony
modszere a bioszén alkalmazédsa. A megijuld eréforrdsokon alapuld pordzus, finomszemcsés
€s nagy széntartalmu bioszén a talaj szerkezetét, biologiai aktivitasat €s termékenyseégét
egyarant képes jotékonyan befolyasolni amellett, hogy szerepet jatszik az iiveghazhatast gdzok

altali terhelés csokkentésében is (Wang és mtsai, 2013; Lu és mtsai, 2015).
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111.3 Novényi novekedést serkenté rizobaktériumok (PGPR)

I11.3.1 A rizoszféra novény baktérium kapcsolatai és PGPR szervezetek

Hiltner 1904-es definicidja alapjan a rizoszféra egy jol kiirdlhatarolhatd 6koldgiai niche,
amely a ndvényi gyokérzet kozvetlen kornyezetében 1évo talajréteget foglalja magaba, a
legjelentésebb bakterialis diverzitassal és abundanciaval, melyet a ndvényi gyokérzet altal
kibocsajtott exudatumok szabalyozzak (Hartmann ¢s mtsai, 2008). A rizoszféra bakterialis
annak koszonhetd, hogy ezen szervezetek valtozatos anyagcsere Utvonalak segitségével
képesek alkalmazkodni és hatékonyan felhaszndlni a gyokérexuddtumokat. A ndvényi
fotoszintézis termékeinek 5-21%-a gyokérzet altal kiilonb6z6 szénhidratok, karbonsavak és
aminosavak formajaban keriil kivalasztasra, melyet mikrobialis kozosség hasznosit. Ebbol
kifoly6lag a gyokérexuddtumok hatdsdra a gyokérfelszinen és a gyokér kornyezetében a
mikrobdk felszaporodnak, aktivitdsuk novekszik. A novények a gyokérexudatumok altal
nemcsak a mikrobapopulaciok abundancidjat, aktivitasat, de 0sszetételét is befolyasoljak. A
gyokérexudatumok szignalizicios ¢és kemoattraktdns molekuldkat egyardnt tartalmazhat,
amelyek hatdsara azon jotékony mikrobak keriilnek a ndvényzet kornyezetében, amelyek
szerepet jatszanak a patogének elleni rezisztencia, és a novényi novekedés serkentésében. Az
igy kialakul6 szimbiotikus kdlcsonhatas, mindkét fél szamara kdlesonos elényokkel jar (Lu és

mtsai, 2018).

A novényi novekedést serkentd rizobaktériumok (PGPR) k6z¢é tartoznak azon szervezetek,
amelyek a novény gyokérzetét kolonizaljak és fokozzak a novények stressztlird képességeét,
illetve serkentik a novekedésiiket (Kloepper és Schroth, 1980). Goswami és mtsai (2016)
értelmezése szerint egy bizonyos rizobaktérium, akkor tekinthetd PGPR szervezetnek,
amennyiben a kijuttatasat kovetéen valamilyen pozitiv hatassal van az adott névényre, és jo
kompeticios képességgel rendelkezik a helyszini rizoszféra baktériumokkal szembe. Atlagosan
a rizoszféra baktériumainak 2-5%-at tartjadk PGPR szervezetnek (Jha és mtsai, 2010). Az elsd
kereskedelmi forgalomba hozott PGPR oltokultara (Rhizobium baktériumok) 1895-ben jelent
meg Nagy-Brittanidban (GB 189511460), mig az azota eltelt id6szakban tobb tucat baktérium
nemzettség keriilt talajoltokészitmény formajaban a kereskedelmi forgalomba és gyakorlati
alkalmazasba, s6t azota napjainkra akar tobb fajt tartalmazé PGPR talajolt6 készitmények is

mindennapossa valtak (Bakker és mtsai., 2010).
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Hagyomanyosan a PGPR szervezetek novényekre gyakorolt hatdsait direkt, illetve indirekt
mechanizmusokként csoportositjak (2. abra). A két csoport kozotti kiilonbség, nem minden
esetben teljesen egyértelmii. Alapvetéen indirekt mechanizmus alatt azokat a PGPR
folyamatokat értik, amelyek a névényen kiviil jatszédnak le, ezzel szemben azok, amelyek a
novényen beliil zajlanak és kozvetlen modon befolyédsoljak a ndvényi metabolizmust direkt
mechanizmusoknak tartjadk. Ennek megfeleléen a direkt mechanizmusok koz¢é tartoznak azok,
amelyek novényi ndvekedés befolyasolo vegyiiletek aranyat valtoztatjadk meg, vagy ugy, hogy
maga a mikroorganizmus termel ilyen szabalyozo vegyiiletet, vagy a novények altal kibocsajtott
hormonokat bontja le, vagy a névények metabolizmusanak serkentése altal erdsiti meg az
alkalmazkodo képeséget (Govindasamy és mtsai, 2011). Az indirekt mechanizmusok soran
viszont sziikség van a novény immunrendszerrének kozremiikodésére, amely a baktériumok
altal kiildott jelekre reagal. Két nagyon fontos folyamat tartozik ezen mechanizmusok k6zé, az
egyik a novényi indukalt szisztémas rezisztencia (ISR) serkentése, illetve az abiotikus stressz

elleni védelem biztositasa (Aeron és mtsai, 2011; Ahemad és Kibret, 2014).

Direkt mechanizmusok

PGR(nbvényi novekedési regulatorok) Indirekt mechanizmusok
Nz-ﬁxécié
ACC-deaminaz aktivitas
Foszfor szolubilizacié
Sziderofor termelés

Indukalt szisztémas rezisztencia (ISR)
Abiotikus stresszhatasokkal szembeni védelem

A— | Sziderofér termelés |
Gén transzkripcié H

f— i Kompeticié
i Antibiotikum,
DRI = (= 3
Metabolit bioszintézis — 3 \ i Litikus enzim,
- \ ‘ i Toxin termelés
Patogén 11 1

2. abra. A PGPR baktériumok a névények névekedését befolyasolo direkt és indirekt mechanizmusainak
az osszefoglaldsa. A PGPR szervezetek a novények gyokérzetének fiziologiai dllapotdt direkt gén
transzkripcios szabdlyozdson keresztiili metabolit bioszintézis segitségével befolyasoljak (Vacheron és
mtsai, 2013).
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111.3.1.1 Direkt mechanizmusok
I11.3.1.1.1 Nitrogén fixalas

A N2 bar 78%-at alkotja a légkérnek a ndovények szaméra nem felvehetd. A biologiai
nitrogénkdtés (BNF) soran a légkori N2 ammoniava keriil atalakitdsra a nitrogén fixalo
baktériumok segitségével, akik a szerves vegyiiletek lebontdsabol nyert energia segitségével
biztositjak a folyamatot. A nitrogénfixald szervezetek a folyamatot a nitrogenaz enzim
komplexiik segitségével katalizaljak. A jelentds energiabefektetéssel (1 mol N» fixaldsara
minimum 16 ATP keriil felhasznalasra) jaré folyamat akkor jatszodik le (3. dbra), ha a nitrogén
mas hasznosithaté formaban nincs jelen a kornyezetben, tovabba altanos tapasztalat, hogy

miitkodését a sejtek szamara elérhetd NHs gatolja (Aasfar as mtsai, 2021).

N, + 8H* + 8¢~ + 16 ATP + 16 H,0

2NH; +H, +16 ADP + 16 Pi (AG'=-63,6 kI mol™ 1)
3. abra. A légkori N> fixacionak az egyenlete

A nitrogén fixalas folyamtat szabalyozo funkcid gének a nif gének. A diazotrof szervezetek
nif génjei altaldban 20-24 kb nagysagu klaszterekben taldlhatok, 7 operonnal melyek 20
kiilonb6z6 fehérjét kodolnak (Glick, 2012). A nif gének kozé tartoznak olyan strukturalis
gének, melyek szerepet jatszanak a Fe-fehérje aktivacidjaban, a Fe-Mo kofaktor
bioszintézisében, az elektron transzport folyamatokban, vagy olyan szabalyozd gének is,
amelyek az enzim komplex szintéziséért és funkcionalitasaért felelnek. A molibdén nitrogendz
ezim komplexnek két strukturalis fehérjéjét a nifDK és nifH gének kodoljak. A nifH gén kodolja
a nitrogenaz enzim dinitrogenaz-reduktaz vas—fehérje egységét (4. dbra). A nifDK altal kodolt
két kiilonboz6 alegységbdl felépiild heterotetramer (o2P2) fehérje két alegységégének (nifD)
aktiv régiojahoz csatlakozik a MoFe-kofaktor (nifK) (Rubio and Ludden, 2008).

A nitrogén fixalo szervezetek kozott megkiilonboztetiink szimbiotikus és szabadon ¢él16,
vagy endofita nem szimbiotikus szervezeteket. A szimbiotikus nitrogén fixaciot, a legfontosabb
bioldgiai nitrogén fixacids folyamatoknak tartjak, melynek évi atlagos mértéke eléri a 227 kg
N hal, a nem szimbiétikus nitrogén fixacié mértéke viszont atlagosan 15,5 kg N ha (Aasfar
és mtsai, 2021). A szimbiotikus N2 fix4cio helye a gyokérgiimd (nodulusz). A gyokérgiimdben,
a baktérium—ndvény interakcio hatasara képzodo, leghomoglobin nagyobb affinitassal koti az
Ozt mint a nitrogenaz enzim, igy biztositja az enzim aktivitasat. Mivel az Oz irreverzibilisen
gatolja a nitrogendz enzim komplex miikddését, a diazotréf szervezetek, kiilonbozo stratégiakat
alakitottak annak érdekében, hogy megvédjek a nitrogenaz enzimkomplexiiket (Cooper és

Scherer, 2011). A szimbiotikus N> fixald rizobaktériumok a Rhizobiaceae (a-proteobacteria)
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csalad tagjai (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium)

melyek a pillangosviragi novényekkel (Fabaceae) élnek egyiitt.

A diazotrof szabadonélé talajmikrobak kozott megtaldlunk olyan fakultativ aerob
szervezetek, melyek csak anaerob viszonyok kozott fixalnak 1€gkori nitrogént (pl: Kelbsiella
nemzetség tagjai). Az aerob nitrogénfixadlo szervezetek mikroaerofil kornyezetben, a normal O
szintnek csupan az egy-huszadanal (<25 uM) fixalnak Nz-ént ¢€s dontorészt a kovetkezo
nemzettségekbe tartoznak: Alcaligenes, Azoarcus, Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia,
Paenibacillus, Pantoe, Pseudomonas, Rhodobacter és Stenotrophomonas (Ahemad és mtsai,
2014).

—
& Amm vak
Szabadon é16 H
nitrogénfixalé baktériumok

pl: Azotobacter /_\—/ M“‘
~— NH3 &_’ NH4'——» NOa
- FCEER, 2 Nitrifikélé baktériumok A F
2NH; + H, + 16MgADP + 16P; /

e %
' “ E

4. abra. A nem szimbiotikus legkori nitrogén fixdcio folyamata az Azotobacter nemzetség példajan
keresztiil (Aasfar és mtsai, 2021)

—

./‘

Az Azotobacter nemzetség tagjai, melyek nagyméreti 2-4 um atmérdjii palcak vagy
kokkuszok, a légkori nitrogén felhasznédldsa soran kiilsé nyalkasburkot vagy kapszulat
formalnak, amely segiti nitrogendz enzim Oz—el szembeni védelmét. Tovabba nitrogenaz enzim
komplexe egy konformacids védelmet biztositd Shethna (FeSIl) fehérje segitségével képes
magas O: elleni védelmet biztositani, igy amikor Gjra a kedvezd redox koriilmények alakulnak
ki nitrogénfixacio tekintetében, az enzim Gjra aktivva valhat, igy képesek aerob koriilmények

kozott is No-én fixaciora (Sharan és Nehra, 2011) (4. dbra).

111.3.1.1.2 1 Foszfor szolubilizacid

A Nitrogén utan a foszfor a legnagyobb mértékben limitald tdpanyag a novények szadmara.
A mitragyazas soran kijutatott foszfort leginkabb a foszfor kdzetek banyaszasa sordn allitjak

eld. Az eldrejelzések alapjan viszont, a termelés titemétdl fiiggden, 50-100 év mulva a foszfor
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kozet leldhelyek kimeriilnek (Cordell és mtsai, 2009). Szamos talaj jelentés P készlettel
rendelkezik (30-70% szervetlen formaban) azonban atlagosan kevesebb mint 10 %-a a teljes P
mennyiségének hozzaférheté a ndvények szamara (HPOs*, HoPOs) (Nannipieri 4s mtsai,
2011). Foszfor mutragyak alkalmazasa soran, a kijutatott mennyiség csupan kis része hasznosul
a novények altal, nagyobb része a talaj-alkotoelemeivel reakcioba lépve kevésbé oldhato
formaba keriil (Sundara és mtsai, 2002). A legjellemzébb foszforformak savanyu talaj esetében

Fe és Al komplexek, mig lugos talajon a kalciummal (Ca) alkotott komplexek.

A mikroorganizmusok fontos szerepet toltenek be a novények szdmara hasznosithato
foszfor mennyiségének novelésében. A foszfor kotott szerves és szervetlen formajat a
mikroorganizmusok egyarant képesek szolubilizalni, illetve mineralizalni. A szervetlen foszfor
mikrobidlis szolubilizacionak az elsddleges folyamatai kozé tartozik kiilonbdzd szerves savak
(citromsav, oxalsav, ecetsav, tejsav, fumarsav stb.), szervetlen savak (szénsav, kénsav,
salétromsav), sziderofor, hirdogén ion, illetve CO2 termelés (Alori és mtsai, 2017). A talaj
szerves anyaga a szerves foszfor formaknak a forrasa. Ebben az esetben a foszfor mineralizacid
szerves foszfor szolubilizacidjara és képzddé molekula lebontésara vonatkozik. Az elsddleges
enzimek melyek szerepet jatszanak a szervesanyagok foszfat-észter és foszfoanhidrid
kotéseinek defoszforilalojaban, azok a savas és alkalikus foszfatazok (Jorquera és mtsai, 2011).
A szerves fitat bontasaban, amely a talajban mineralizalodott foszforvegytiletek akar 80%-at is
kiteheti, pedig kulcsszerepet jatszik a mikrobialis fitdz enzim termelés (Turner és mtsai, 2002).
Azon baktérium torzsek, melyek jelentds szerepet jatszanak a ndvények szdmara nehezen
elérhetd foszfor hozzaférhet6ségének novelésében a Pseudomonas, Agrobacterium,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Kushneria, Paenibacillus,

Ralstonia, Rhizobium (Alori és mtsai, 2017).

111.3.1.1.3 Novényi ndvekedési hormon termelés

A PGPR organizmusok a ndvényi hormonok termelése és rizoszféraba valo kivalasztasa
altal képesek a novények fejlodését befolydsolni. Ilyen fitohormonok tobbek kdzott az auxin,
citokinin és gibberelin sav (dos Santos ¢s mtsai, 2020). Az indol-3-ecetsav (IAA), amely a
leglényegesebb (és a leginkdbb ismert) mikroorganizmusok altal termelt fitohormon, kdzponti
oregedésében. Az IAA amellett fontos szignal molekula, a ndvény minden részére (gyokér,
levelek, virag) hatassal van (Phillips és mtsai, 2011). A korabbi tapasztalatok alapjan a
rizoszférabol izolalt baktériumok 80%-a képes IAA termelésre (Patten és Glick, 1996). Ez

felhivja a figyelmet az auxin szigndl molekulaként betdltott szerepére, amely kozponti
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fontossagu a novény rizobaktérium kozotti kommunikacidban is, hiszen ezt a vegyiiletet
hasznaljak fel a baktériumok a szimbionta novény partner kolonizacidja soran. Tovabba szignal

molekulaként szolgdl a qourum sensig a baktériumok k6zotti kommunikacid soran is.
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5. abra. A bakteridlis IAA termelés utvonalainak osszefoglalo abrdja. A legjelentdsebb az indol-3-
piruvdt (IPA) utvonal, amely az indol-3-piruvdt dekarboxilaz (IPDC) enzimet is magdba foglalja.
Tovabbi jelolések: TAM: indole-3-acetamid; TRP: triptofan; indol-3-acetaldehid (1AAld) (Spaepen és
mtsai, 2007).

Az mikrébak TAA bioszintézise a triptofanbol kiindulva, legkevesebb 6t kiilonb6zd modon
mehet végbe (5. dbra). A legtobb utvonal nagy hasonlosdgot mutat a névényekben leirt
utvonalakhoz annak ellenére, hogy néhany kozti termék kiilonbozhet. A korabbi tanulmanyok
értelmében, az IAA bioszintézis utvonalainak nagyfoku redundancidja jellemzd, ennek
értelmében egyszerre tobb bioszintetikus utvonal van jelen és mutat aktivitast egyetlen
baktériumon beliil. Az indole-3-acetamid (IAM) utvonal szamos novénypatogén baktériumban
van jelen, amely az egyes torzsek virulencigjat segiti el, a nagymértékii [AA termelés altal.
Ezzel szemben a novényekben és a legtobb PGPR baktériumban (Azospirillum, Bacillus,
Bradyrhizobium, Paenibacillus, Pseudomonas, és Rhizobium) tovabba a cianobaktériumokban

is, az indol-3-piruvat (IPA) Gtvonal az auxin termelés legyakoribb folyamata. A folyamat els6
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Iépéseként a triptofan prekurzor transzaminalasa valosul meg IPA-va az aminotranszferaz
enzim segitségével. A jelen doktori értekezés soran is a PGPR oltokultara jelentds részét képezd
Azospirillum brasilense és Azospirillum lipoferum a korabbi szakirodalmi adatok alapjan is
jelentds aminotranszferaz aktivitassal rendelkeztek (Ruckdéschel és mtsai. 1988; Baca és mtsai.
1994). A folyamat sebességkorlatozo 1épése az IPA indol-3-acetaldehiddé (IAAld), torténd
dekarboxilezése, amelyet az indol-3-piruvat dekarboxilaz enzim katalizal, amelyet az ipdC gén
kodol. Végso 1épésként a IAAld dehidrogenaz enzim segitségével IAA-va alakul (Spaepen ¢€s
Vanderleyden, 2011).

111.3.1.1.4 ACC deaminaz aktivitas

A PGPR szervezetek a novények novekedését a ndvekedési hormonok termelése mellett, a
novekedést gatlo hormonok szintjének csokkentése altal is képesek serkenteni. Az etilén, egy
olyan gazhalmazallapoti n6vényi hormon, amely a ndvény novekedését és fejlodését egyarant
befolyasolja. Mig az etilén kezdeti alacsony koncentraciéja a novényi szdvetekben
1étfontossdgu a gyokér és hajtds megnyulasos novekedéséhez, a viragzashoz, illetve a termés
képzéshez, addig a megemelkedett etilén szint kdvetkeztében a gyokér novekedés gatlodik,
hipertréfids folyamatok indulnak meg, fokozdédnak az oregedési és abszcisszios folyamatok,
gatlodik az auxin transzport és az auxin valasz faktorok (ARF) szintézise is (Glick és mtsai,

2007; Dugardeyn és Van Der Straeten, 2008).

Az etilén bioszintézise magasabb rendii ndvényekben a SAM szintetaz altal katalizalt
metionin S-adenozil-metioninna (SAM) valé atalakulasaval kezddédik (6. dbra). A SAM
hidrolizise altal 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC), mely folyamatot az ACC szintaz
(ACS) altal katalizal. A reakcio mellékterméke az 5’-metiltioadenozin (MTA), mely a Yang-
ciklusba belépve végsd soron Gjra metioninna alakul. Végiil az ACC-t az ACC oxidaz enzim
etilénné alakitja, COz és cianid mellett. A baktériumok névekedésiikh6z az ACC-t mint nitrogén
forrds feltudjak hasznéalni az ACC-deamindz enzimiik segitségével. ACC-bdl keletkezd
ammonia és o-ketobutirat konnyen metabolzalhaté a baktériumok altal. Az ACC-deaminaz
enzim, viszont joval kisebb kotési affinitassal rendelkezik (Km 1,5 17,5 mM), mint az ACC
oxidaz (Km 8- 120 uM), ebbdl kifolyolag a 100-1000-szer nagyobb mennyiségben kell
jelenlegyen a deaminaz enzim annak érdekében, hogy csokkentse az etilén koncentraciot (Glick

¢és Penrose, 1997).
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6. abra. A novényi etilén bioszintézisének utvonala a bakterialis ACC deamindz aktivitas fiiggvényében.
Jelolések: SAM: S-adenozil-metionin, ACC: 1-aminociklopropan-1-karbonsav

Az ACC deaminaz enzim termelés szabalyozasa az acdS strukturalis génen keresztiil
valosul meg. A legtobb mikroba esetében ismeretlen a szabélyozéas folyamata, azonban a
Pseudomonas putida UW4 (korabban Enterobacter clocae UW4) jol ismert (Li és mtsai, 2001).
A bonyolult szabalyozasi rendszer aktivalasa ACC-kotés altal, mig gatlasa az acdS géntdl
upstream elhelyezked6 acdR génszakaszrol atirodo ACC deaminaz szabalyozé fehérje altal
torténik. A Mesorhizobium loti, amely a Lotus (kerep) nemzetség tagjaival ¢l szimbidzisban,
acdsS génjének szabalyozasa fligg a nif gén expressziojat aktivald nifA géntdl, azonban a pontos
folyamata még nem tisztdzott. Az ACC deaminaz aktivitassal rendelkezd baktériumok
leginkabb a Bacillus, Variovorax, Pseudomonas Sinorhizobium, Variovorax nemzetségbe

tartoznak (Singh és mtsai, 2015).

111.3.1.1.5 Sziderofor termelés

Aerob koriilmények kozott a talajban a vas elsddlegesen a harom vegyértéki ferri-ion
(Fe®") alakban fordul eld, és nagy valészintiséggel formal oldhatatlan hidroxid és oxi-hidroxid
formakat, melyek nem hozzaférhetéek a novények szamara (Rajkumar és mtsai, 2010).
Rendszerint a baktériumok a kis-molekulastlyu vas-kelalo szideroforok termelése altal jutnak
hozza a vashoz. A kis molekulatomegii (<1kDa) szideroforok, melyek lehetnek extra-, illetve
intracellularisak, nagy hédnyada vizoldékony vegyiilet. A rizobaktériumok a sziderofor
hasznositési tulajdonsagai alapjan csoportosithatdak, olyan szervezetekre melyek ugyanazon
nemzettségen beliil termelt szideroférokat (homolog szideroforok) képesek hasznositani, vagy
mas nemzettség szervezeti altal termelt szideroforokat (heteroldg szideroforokat) hasznositanak

(Khan és mtsai, 2018).
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A Gram-pozitiv és Gram-negativ rizobaktériumokban egyarant a vas (Fe®") a Fe®'-
szideroféor komplexben a bakteridlis membridnban redukalodik Fe?*-vé, amely utina a
membrantranszport segitségével a citoplazméba keriil. A bakteridlis szideroforban megkotott
vasat a ndvények kiilonb6z6 mechanizmusok segitségével képesek hasznositani, mint példaul
ligand csere reakcio vagy direkt felvétele a sziderofor-Fe komplexnek (Schmidt, 1999). Szamos
tanulmany jelentds novényi novekedést jelentett a sziderofér termeld rizobaktériumok —
leginkabb a Pseudomonas nemzettség— altali talajoltas kovetkeztében kialakuld sziderofor-

iranyitott vas felvétel kovetkeztében (Rajkumar és mtsai, 2010).

[11.3.1.2 Indirekt mechanizmusok
I11. 3.1.2.1 Indukalt szisztémas rezisztencia (ISR) és sziderofor termelés

Szamos PGPR organizmusok képes a gyokérparazita szervezetek gatlasara olyan kiilonféle
mechanizmusokon keresztiil, mint a volatilis és nem volatilis antibiotikumok, szideroférok,
enzimek, és tovabbi masodlagos anyagcseretermékek (HCN) termelése. A ndvényekhez
kapcsolodott organizmusok nem csak antagonizmus révén tudjak csokkenteni a kéros
szervezetek aktvitdsat, hanem képesek indukalni az ellendllo—képességet, igynevezett indukalt
szisztematikus rezisztenciat (ISR) valtanak ki. Az egész novényre kiterjedd rezisztencia
kozvetitésében elsédleges szerep a jazmonatoknak és az etilénnek van (Conrath és mtsai, 2002).
A PGPR szervezetek koziil Pseudomonas simiae (syn. Pseudomonas fluorescens),
Paenibacillus polymyxa, és a Trichoderma fajok esetében mutattak mar ki ISR aktivalast

novényekben (Romera €s mtsai, 2019).

A novénypatogén gombak szamat a PGPR szervezetek hidrolizal6 aktivitasu, sejtfalbontd
enzimek (kitinaz, glukondz) termelése altal szabalyozzak. Ezek mellett leirtak olyan torzseket
is, amelyek képesek a Fusarium gombak okozta tiineteket csokkenteni, a gomba toxinok
lebontésa révén. Indukalni képesek a ndvényi rezisztenciat a patogének ellen, igy biztositva a
novények nagyobb ellenallo képességét. Ezen PGPR mikroorganizmusok féleg a Pseudomonas

és Bacillus nemzetségekbe tartoznak (Romera és mtsai, 2019).

A sziderofor termelésén keresztiil a PGPR organizmusok nemcsak direkt, hanem indirekt
modon is képesek a ndvény novekedését eldsegiteni. A jelentds szerep jut a sziderofor termeld
organizmusoknak a névénypatogén szervezetekkel szembeni védekezésben, hiszen a k6tott vas
elérhetetlenné valik a fitopatogének szdmara, igy vashidnyos kornyezet alakul ki a
rizoszféraban. A szakirodalmi adatok szerint a sziderofor termelés a Pseudomonas nemzetségre

jellemzd a leginkabb (pl: Pseudomonas aeruginosa és putida). Ezt a jelenséget nevezziik
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szubsztrat kompeticionak (Kloepper és mtsai, 1980). Buysens és mtsai. 1994-ben
megfigyelték, hogy a mutans Pseudomonas aeruginosa, amely elvesztette sziderofor termeld
képésségét, biokontrollként vald alkalmazésa sikertelen volt, alatdmasztva a sziderofor termelés

jelentésegét.

A PGPR organizmusok kompetalnak a ndvénypatogén mikroorganizmusokkal az alapvetd
tapanyagokért, a ndvények gyokerén elfoglalt helyekért, és képesek hosszatavon a patogén
szervezeteket talndni. Az antagonista baktériumok altal leggyakrabban termelt antibiotikumok
koz¢é tartozik az ammonia, butyrolakton, 2.4-diacetyl floroglucynol (DAPG), kanozamin,
ologomycin A, oomicyn A, fenazin-1 karboxilsav, pyoluterin, pyrrolnitrin, xantobacin (Whipps
¢s mtsai, 2001). Baker és Schippers (1987) megfigyelték, hogy az aerob organzimusok 4%-a
tovabba a burgonya rizoszféra Pseudomonas nemzettségének 40%-a képes HCN masodlagos
anyagcseretermékek termelésére. Amig a termeld szervezetek cianid-rezisztens citokrom—
oxidazzal rendelkeznek, addig szamos organizmus, koztikk a patogének, citokrom—oxidazat

gatolja a termelt és a kornyezetbe kijutatott HCN.

111.3.2 A PGPR talajoltéanyagok alkalmazdsaink a korlatai

Az egyes jotékony, szimbionta vagy nem szimbionta (rizoszféralis) baktériumokat (PGPB)
tartalmazod oltdéanyagok hatékonysagat szamos faktor befolydsolja. Ezek kozil a
legfontosabbak a gazdandvény— PGPR baktérium viszonya, a kijutatott- és az autochton
baktérium kozosség kozotti kapcesolat, a talaj tipusa, az oltdsra szant baktérium torzs
gyokérkolonizald képessége, az életképes baktériumok szama az oltdanyagban, az oltokultura
hordozd, ¢és a kijuttatas modja. Ismert jelenség az is, hogy a sikeresen kolonizalo
mikroorganizmusok szamara az éghajlat is kiemelt jelentéségii, hiszen gyakran szélsdségesebb
éghajlaton nem képesek tulélni (Okon és Labandera-Gonzalez, 1994). Annak az eljarasnak az
optimalizalasa, amely soran egy adott baktérium torzs talajoltokészitményként hasznalhato,
elengedhetetlen a sikeres oltas elérése érdekében, épp gy, mint a tobb baktérium torzset
tartalmazo oltdkultirdk soran az egyes torzsek egymasra gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

A kereskedelmi forgalomba hozott bakterialis oltokulturak egyik legjelentdsebb limitald
tényezdje a kijutatott oltotdrzsek talajban valé gyenge tlélési rataja (Okon és Labandera-
Gonzalez, 1994). Mar 1988-ban hatékonyan demonstraltik Acea és mtsai (1988), hogy az
inokulum formajaban kijuttatott Pseudomonas, Rhizobium és Bacillus fajok csokkend
populécidja a Protozodk, vagy gombak altali predacionak a kovetkezménye. A folyékony

formaban torténd talajoltds, a talajoltd baktériumok a talajszemcsékhez valéo nagyfoku
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adhézidja miatt kevésbé hatékony, hiszen az adhézio kovetkeztében nagyban csokken a PGPR

fajok gyokérkolonizald képessége (Huysman és Verstraete, 1993).

111.3.2.1 Oltoanyag hordozok

A bakterialis talajoltas soran kijutatott torzsek tulélését, kivaltképpen valtozatos fizikai-
kémiai tulajdonsédgokkal rendelkez6 talajban, nagyon sok komponens hatarozza meg. Tobbek
kozott az  Azospirillum brasilense esetében jol ismert, hogy az olyan abiotikus
talajtulajdonsdgok, mint a viztarté képesség, a talaj strukturaja, a talaj nitrogén vagy szerves
anyag tartalma, nagyban befolyasolja ezen PGPR szervezetek talajoltast kovetd talélését
(Bashan és mtsai, 1995). Ennek megfeleléen azért, hogy a PGPR fajok altali talajoltas sikeres
legyen, kiemelt fontossagu a hatékony hordozdanyag kivalasztdsa. A hordozoanyaggal
szemben alapvet6 kdvetelmény, hogy biztositania kell az oltasra szant baktériumok talélését a
tarolas soran, és a talajoltast kovetéen lehetdvé kell tegye, hogy a PGPR szervezetek
hatékonyan gyarapodhassanak, kolonizaljak a novényi gyokérzetet és kifejtsék jotékony
hatasaikat a novény szamara.  Egy hatékony hordozdanyagnak védelmet kell nyujtania a
hordozott baktériumok szdmara a kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszhatasokkal szemben,
a folyamatos tapanyagutanpotlas és menedék biztositasa altal (van Veen és mtsai, 1997). Abd
El-Fattah és mtsai (2013) értelmezésében egy jo hordozoéanyagnak konnyen hasznalhatonak,

csomagolhatonak, elérhetonek és koltséghatékonynak kell lennie.

A talajoltéanyagok leggyakrabban por, granuldtum, vagy folyékony formaban keriilnek
kiszerelésre (Hale €s mtsai, 2015). A legyakoribb oltéanyaghordozok alapanyaga vermikulit,
lignit és natrium-alginat. A t6zegmoha szintén gyakori és hatékony hordozdanyag kivaltképpen
a Rhizobium fajok esetében, azonban az alapanyag mindsége nem konstans és a lapokbol valo
banyaszata hosszitaivon nem fenntarthatdé megoldas (Herrmann és Lesueur, 2013). A
tdzegmohahoz hasonldan a vermikulit hasznélata is a véges alapanyagforrasok kiaknazasan
mulik, ezért a széles korben elérhetd, fenntarthato médon felhasznalhatdé hordozdéanyag az
iparag szamara fokozottan keresett. Az alginaton alapuld oltéanyag kapszulak igéretes
alternativat kindlnak, azonban eldallitasuk koltségesebb a tobbi alapanyaghoz képest, illetve
kapszuldk nagy szdmu tomegtermelésben valo eldallitaisa, még tovabbra sem elterjedt.

(Schoebitz és mtsai, 2015).

111.3.2.2 PGPR szervezetek nyomon kovetése
A PGPR oltéanyagok leromlott termdképességii talajokon valé hasznélataval, a talajban

torténd hosszatdvi nyomon kovetesével, és kukorica rizoszféra mikrobidlis kozosségére
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gyakorolt hatasokkal kapcsolatban kevés a rendelkezésre 4all6 informacio. A tenyésztés
vizsgalatok, amelyek egy specifikus fenotipusos bélyeg alapjan a kijutatott torzsek direkt
nyomon kovetesét teszik lehetévé, a molekularis technikak mellett, szintén hasznalatosak
(Ahmad ¢és mtsai, 2011). A tenyésztéses eljaras soran antibiotikum rezisztens PGPR
organizmusokat hasznalnak, annak érdekében, hogy megtudjak kiilonboztetni az inokulomot a
talaj természetes baktérium kozosségétdl (Lottmann et al., 2000). Attdl fiiggetleniil, hogy ezek
az eljarasok a koltséghatékonyak, a horizontdlis géntranszfer altal megjelend antibiotikum
rezisztencia az autochton baktériumkozosségben, nagyban visszaveti a modszer pontossagat.
Direkt nyomon kovetési modszer a genetikailag modositott PGPR organizmus hasznalata. A
leggyakrabban olyan riporter géneket (GFP az Aequorea victoria-bol vagy LUX gén Vibiro
fischeri-bdl) juttatnak az oltasra hasznalt baktériumba, amely biolumineszcens fehérjét kodol

(Stuurman és mtsai, 2000; Darwent és mtsai, 2003; Hao és Chen, 2017).

Az oltébanyagok természetes kornyezetben valé molekularis nyomkovetésének lehetdsége
kiszélesedett az olyan tenyésztéstdl fliggetlen molekularis technikdkkal, mint a repetitiv
elemeken alapuld polimeraz lancreakcid (rep PCR), vagy a véletlenszeriien felszaporitott
polimorfikus DNS (RAPD) moddszer (Ahmad és mtsai, 2011). Szintén jol alkalmazhat6
technika a termindlis fragmens hossz polimorfizmus (T-RFLP) molekuléris ujjlenyomat
modszer. A mikrobidlis diverzitas és kozosség szerkezet vizsgalatara megalkotott modszer, egy
nagy érzékenységili €s jol ismételhetd szemikvanitativ eljaras (Liu és mtsai, 1997; Moeseneder
¢s mtsai, 2001; Bharti és mtsai, 2016). Korabban sikeresen alkalmaztak az oltasra hasznalt
endofita aktinobaktériumok szétvalasztasara és talajban torténd nyomon kovetesére (Conn €s
Franco, 2004), illetve phlD+ Pseudomonas fajok elkiilonitésére és detektalasara (von Felten €s
mtsai, 2011). T-RFLP egy jol automatizalhaté modszer, amely lehetové teszi a nagy mintaszam
melletti adatfeldolgozast, és biztositja a hatékony ismételhetdséget, igy téve lehetdve a relevans

mikrobioldgiai 6kologiai kérdések vizsgalatat (Karczewski és mtsai, 2017).
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111.4 Bioszén

111.4.1 Torténete, attekintés

A bioszén eredete visszavezethetd az 6si (Kr.e. 500) Amazonas menti civilizacidkra. A
tropusi éghajlat alatt az un. fekete foldek (,,Terra preta”) a mély foldiiregekben oxigénszegény
kornyezetben hevitéssel torténd szerves hulladék ,kezelés” hatasara, a biomassza termikus
bomlasanak kovetkeztében jottek 1étre. A kozel egy méter vastagsagl, mai napig fellelhetd,
fekete szinii terliletek szénben, magnéziumban, kalciumban foszforban és mikroelemekben
egyarant gazdagok. Az Amazonas- medencére jellemzd ,ferralsol” tipusi savanyu,
tapanyagszegény, mezdgazdasagi miivelésre alkalmatlan talajjal szemben erds kontrasztot
mutatnak ezen teriiletek. A fekete foldeken termesztett névények jobb tapanyagellatottsaga
egyarant visszavezethetd a talaj kedvezdbb tdpanyag- és vizmegtartd képességére, jobb

levegdzottségére, illetve a megndvekedett mikrobidlis aktivitasra (Glaser és Birk, 2012).

A pirolizis soran napjainkban eléallitott bioszén elemdsszetétele Osszefligg az alapanyagok
kezdeti Osszetételével, tovabba nagyban fligg a pirolizis hdmérsékletétdl (<400 °C; 450-500 °C;
550-650 °C; >800 °C). Altaldnos tapasztalat, hogy a homérséklet emelésével né a stabil
szénformdk aranya, a pH, és a hamutartalom, mig parhuzamosan csokken a bioszén
mennyisége, illdanyag tartalma, oxigén, hidrogén, nitrogén ¢és kén tartalma (Zhang és mtsai
2015; Suman és Gautam, 2017). Megoszlanak a pirolizis hosszdnak (1-4 h) szignifikéns
hatasaval kapcsolatos tapasztalatok. Mig Zhang és mtsai (2015) nem mutattak ki 6sszefliggést,
addig Suman és Gautam (2017) szerint a pirolizis id6tartama hasonld moédon és mértékben

hatarozza meg a termék tulajdonsagait, mint a hdmeérséklet.

111.4.2 Fizikai és kémiai tulajdonsagai

A szerves anyagbol a pirolizis sordan harom kiilonb6z6 frakcid alakul ki a folyamat
eredményeként, amelyek ardnya meghatarozza a bioszén-tdpanyagszolgaltatd képeségét. A
grafitszeri kristalyos strukturdkat tartalmazd amorf anyag a tovabbi biologiai és kémiai
bomlasnak ellenelallo, perzisztens frakcio, amely altaldban a legnagyobb aranyban van jelen
(Chen és mtsai, 2019). Mivel a bioszén nagy szén tartalmu szerves anyagbol épiil fel, amely
leginkabb hat szénatombol 4ll6 aromds gytlirlikbdl tevédik Ossze oxigén vagy hidrogén
molekula nélkiil. Abban az esetben, ha ezek az aromas gyiriik tokéletesen rendezett lemezek
formajaba tomoriilnek akkor alakul ki a grafit forma. Azokon a hdmérséklet tartomanyokon

(300-700 °C), amelyen a bioszén pirolizise zajlik, nem jellemz6 a grafit forma kialakulasa. A
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magas hémérsékleten torténd pirolizis (600-700 °C) kovetkeztében a képz6do bioszén magas
hidrofobitassal rendelkezd, jol strukturalt C réteg kialakulasahoz vezet. Az alacsony
homérsékletii pirolizis (300400 °C) kovetkeztében, erésebben diverzifikalt szerkezetii bioszén
struktara alakul ki, a kiilonb6zé szerves jellegli alifas ¢és celluloz tipust struktarak
kovetkeztében (Glaser és mtsai, 2002; Novak és mtsai 2009). A pirolizis hdmérsékletének
emelkedése altal folyamatosan novekedik a szén rétegek strukturalis rendezettsége, és ezzel

aranyosan csokken a feliileti funkcios csoportok aranya (Ahmad és mtsai, 2014) (7.abra).
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1. abra. A bioszén szerkezetében a pirolizis homersékletenek novelése kovetkeztében bekovetkezo
valtozasok. (a) Az aromds C formdk magasabb aranya, erdsen rendezetlen amorf alakban. (b) a
konjugalt aromas szénformdak fokozatosan névekvo lapjai, turbosztratikus elrendezés (c) kialakul grafit
hosszu tavu rendezettséget mutato szabalyos kristalyszerkezete (Downie és mtsai, 2009).

A masodik jellemzd anyagcsoport a labilis frakcid, amely a talajba keriilve, akar néhany
hét alatt is mineralizalodhat, ellentétben a perziztens frakciokkal, amelyek akar tobb szazévig
is valtozatlan formaban maradhatnak a talajban. Ez a frakcio féleg a pirolizis soran at nem
alakulo cellulozbol és hemicelluldézbol all, kivaltképpen a ndvényi alapanyag esetében.
Nemcsak a bioszén alapanyaga, hanem a pirolizis idétartama is befolyasolja a labilis frakciok
aranyat, hiszen minél gyorsabb a pirolizis folyamata a labilis frakcio aranya ezzel

parhuzamosan novekszik (Uzinger és Rékasi, 2015).

A pirolizis hdmérsékletével és a folyamatban résztvevd oxigén mennyiségével nd a bioszén

harmadik hamu frakcidjanak az ardnya. A hamu frakcido gazdag a konnyen hasznosithato,
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mineralizalt formaban jelen 1év6 elemekben. A nagyobb hamutartalom a bioszén pH-értékét is

noveli (Singh és mtsai, 2010).

A bioszén porusainak mérete szerint harom porozitasi csoportot kiilonboztetiink meg. A
talajtani szakemberek, habar a 200 nm-nél kisebb belsdatméréjii porusokat Osszeségében
tekintik mikroporusnak, a bioszén esetében a <2 nm-nél kisebb belsé atmérdjii porusokat
mikroporusoknak nevezik, mig a 2-50 nm belsé atmér6jii porusokat mezoporusnak, és a 200
nm-nél nagyobb porusokat pedig makropérusoknak nevezik. A mikropérusok alkotjak a
bioszén fajlagos feliiletét és felelések a molekuldk és vegyiiletek adszorpcids kapacitasanak
kialakitasaért. A nagyobb mezo—, illetve makroporusoknak a bioszén talajba juttatasa soran
kiemelt szerepiik van a talaj vizhaztartdsdban és a mikrobiologidjaban. A nagyobb poérusok
¢letteret biztositanak, ahova a viz, a ndvényi gyokerek és a gombasejtek is egyarant behatolnak
a mikroorganizmusokkal egyiitt. Ugyanakkor a porusok védelmet nyujtanak a
mikroorganizmusoknak a nagyobb ragadozo organizmusokkal szemben (Lehmann és mitsai,
2011; Ding és mtsai, 2016).

A porozitas gyakorlatilag meghatarozza a bioszén fajlagos feliiletét, amely alapanyagtol és
a pirolizis hdmérsékletétdl fiiggden 1,5-500 m?/g kdzott valtozik (Laghari és mtsai, 2016; Chen
¢és mtsai, 2019). A bioszén porozitasa a pirolizis hdmérsékletének novelésével szignifikansan
emelkedik, ezzel parhuzamosan pedig a bioszén fajlagos feliilete is ndvekszik, igy pedig tobb
kémiai kolcsonhatasban vehet részt a bioszén, grammonként. Lua és mtsai (2004) sikeresen
demonstraltak, hogy a pirolizis hdmérsékletének 250°C-r6l 500°C-ra torténd emelése altal a
bioszén BET (Brunauer, Emmett és Teller adszorpcios izotermaegyenlet) fajlagos feliilete
megemelkedett. Mivel a bioszén kation, illetve anion tipanyag megkdtd kapacitasa nagyban
fligg a kationcsere (CEC) és az anioncsere (AEC) Kkapacitasatol, a pirolizis hémérsékletének

novelése altal fokozatosan emelkedik a bioszén CEC tulajdonséga.

A bioszén feliiletén nagyszamu funkcionalis csoportokat tartalmaz, amelyek legtobbszor
oxigén tartalmi, karboxil-, karbonil- vagy hirdoxilcsoportok. A funckionalis csoportok
denzitiasa és szama csokken a pirolizis hémérséklet ndvekedésével, amely soran az C-O
kotések, C—H kotések és O—H kotések felszakadnak, melynek eredményeként az O-tartalmt
funkcionalis csoportok aranya csdkken, mig a bazikus funkcios csoportok aranya megné (Chen

és mtsai, 2019).

A bioszén pH tartoménya az alapanyagtol és pirolizis koriilményeitdl fiiggben a 6,2-td1 9,6-

ig terjed (atlag pH 8,1). A zdld ndvényi és fahulladék alapanyagbdl késziilt bioszén pH-ja
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alacsonyabb, mig az allati tragyan alapuldé bioszén pH-ja a legmagasabb szokott lenni
(Lehmann, 2007; Chen és mtsai., 2019). A bioszén pH-jat leginkabb a pirolizis hdmérséklete
befolyasolja. A pirolizalas homérsékletének novelésével, né a végtermék pH-ja, hiszen a
szerves anyag volatilizacioja soran felbomlanak a savas funkcios csoportok (karboxil-, és

hirdoxilcsoportok) (Laghari és mtsai, 2016; Chen és mtsai, 2019).

A bioszén elem Osszetételét tekintve leginkabb C, H, O, N, S, P, K, Ca, Mg, Na, Si a f6
alkotokomponensek, amelyek koziil, tobb mint 60%-al a C van jelen a legnagyobb aranyban,
amit a H és O kovet. A szervetlen elemek legtobb esetben a hamufrakcidoban talalhatok (Chen
¢s mtsai, 2019). A nitrogén, azonban a hamu frakcidban nincs, vagy csak minimalis aranyban
van jelen, hiszen a szerves anyag oxidacidja a nitrogén géaz halmazallapotii vegyiiletekben
tavozik. Bagreev ¢és mtsai 2001-ben bemutattak, hogy a szerves nitrogén, amely
nagyvaloszinliséggel, amin vegyiiletek formajaban van jelen alacsony hdmérsékleten, a bioszén
feliiletének bazikussaganak novekedése sordn a magas pirolizis hodmérséklet tartomanyban
(>600°C) piridin vegyiiletek kialakulasahoz vezetett. Ennek koszonhetéen a N

hozzaférhetdsége csdkken a bioszénben.

A foszfor mivel mindharom bioszén-frakcioban megtalalhatdo — a perzisztens frakcioban
megkdotve, tovabba a mineralizalhatd és asvanyi formaban egyarant — Koncentracioja sokkal
szélesebb skalan valtozik, mint a nitrogéné. Atlagosan egy tonna bioszénben 0,2—25 kg kozott
foszfor talalhaté (Uzinger és Rékasi, 2015). A szennyviziszap alapanyagl bioszén esetében
Bridel és Pritchard (2004) a pirolizis homérsékletének novekedésével a végtermékben
aranyosan megemelkedett foszfor koncentraciot tapasztaltak. 100%-a az alapanyag foszfor
tartalmanak megtalalhat6 volt a bioszénben (mig a N esetében ez az ardny csupan 45% volt),
azonban a laboratoriumi inkubacios vizsgalatok ravilagitottak, hogy csupan 13%-a volt

hozzaférheto a teljes foszfor tartalomnak.

A korébbi irodalmi tapasztalatok alapjan a bioszén a talaj K-ellatottsagat, kozvetleniil a
magas K-tartalmanak kdszonhetden (atlagosan 1-22 kg kalium van egy tonna bioszénben)
serkenti. Tobb tanulmany is bemutatta a bioszén hatasara szignifikansan megemelkedett talaj
K-tartalmat, leginkdbb 10 és 25 t-ha™ dézis kozotti mennyiség esetében (Jones és mtsai, 2012;
Liu és mtsai, 2012). A tapasztalatok alapjan a nodvények szamara hasznosithato K
koncentracidja a 600°C fok feletti hdmérsékleten torténd pirolizalads soran folyamatosan

csokken.
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111.4.3 Bioszén a talajban

A szénraktarozasi célok mellett, egyre nagyobb érdeklddés 6vezi a leromlott szerkezetii és
kis tdpanyagtartalmu talajok bioszén kezelés révén megvalosuld mezdgazdasagi termelésbe
vonasat is (Ding és mtsai, 2016). Tobbféle folyamat van a ndvények altal hasznosithatd
tapanyag mennyiségének novekedése mogott a bioszén kezelést kovetden. A bioszén kezdeti
oldhato tapanyagtartalma €s a mineralizalhatd szerves kotésben tarolt tapelemek hasznositasa
mellett, a savanyu talajok esetében a pH optimalizalasaval is Osszefliggésbe hozhato a

megnovekedett tdpanyag szint (Lehman és mtsai, 2009; Van Zwieten és mtsai, 2010).

A bioszén fizikai-kémiai tulajdonsagainak koszonthetden (nagy kation-adszorpcids
képességével) csokkenti a talaj tdpanyag kimosodasat (Liang és mtsai, 2006), mérsékeli az
ammonifikacio soran képz6dé NHs volatilizacios és a denitrifikacios folyamatok (N2, N2O)
altal bekovetkezd nitrogén veszteséget (Cauyela és mtsai, 2013), valamint a talajbidta
aktivitasanak és kozosségszerkezetének befolyasolasa altal eldsegiti a talaj tdpanyag (N, P, S)
megtartasat (Pietikdinen és mtsai, 2000; Liang és mtsai, 2006; Liang ¢és mtsai, 2010).
Szabadfoldi kisérletek soran tobb kutatocsoport is a talajszerkezet javulasaval parhuzamosan
megnodvekedett terméshozamot tapasztalt (Uzoma és mtsai, 2011; Liu és mtsai 2014). Jeffrey
¢s mtsai (2017) arra a kovetkeztetésre jutottak a bioszén talajerdpotloként vald hasznalatat
vizsgald tudomanyos publikaciok (111) metaanalizise soran, hogy az a tapanyagszegény
savanyu talajok esetén hasznalhato nagy hatékonysaggal. Asai és mtsai (2009), tovabba Crane-
Droesch és mtsai (2013) kutatasai ugyanakkor felhivtak a figyelmet, hogy a bioszén kezelés
hatadsara egyarant csokkenhet a termésmennyiség és a novény novekedése. A csokkent
termésmennyiség ¢€s gatolt ndvényndvekedés a bioszén nagy mennyiségli illo- €s

mérgezdanyag- tartalmara vezethetd vissza (Ding és mtsai, 2016).

A bioszén talajerdpotloként torténd hasznositdsat indokolja: 1) a novények szamara
hozzaférhetd N, P, K elem tartalma, ii) tovabba a pirolizis alapanyagat6l fliggden kiilonb6zo
mennyiségben el6forduld szerves anyag, humin- és fulvosavszerii anyag tartalma (8. dbra). Lin
¢s mtsai (2012) bemutattak, hogy a 380 °C-on akaciabol (Acacia saligna) és 450 °C-on
eukaliptusz fiirészporbol (Eucalyptus pilularis) készitett bioszén humin— és fulvosavszerii
anyag tartalma 17,7% ¢és 16,2% volt. A 300 °C-on pirolizalt sétanyrozsa (Lantana camara)
alapanyagu bioszén felvehetd P (0,64 mg kg 1), K (711 mg kg™?), Na (1145 mg kg ), Ca (5880
mg kg1), Mg (1010 mg kg 1) tartalommal rendelkezett (Masto és mtsai, 2013). Mikrokozmosz
kisérletek soran a papirgyartasi szennyviziszap hulladék és gabonahéj alapanyagl bioszén a
savanyui homoktalajok felveheté K tartalmat 60,4 mg kg *-r6l (kontrol) 122 mg kg t-ra (1%
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w/w bioszén kezelés), mig a felvehetd P tartalmat 89,2 mg kg *-rol (kontrol) 152 mg kg *-ra

(1% wi/w) emelte (Molnar és mtsai, 2016).

A talaj fizikai-kémiai tulajdonsagainak javitasa A talaj mikrobialis kozosségének serkentése

Algak

Actinomyces Gombak

Protozoa

. > 3 A talaj tapanyagtartalmanak
O NH;-N NO,-N ONO @ Bioszén megkotése és kiolddsa

. PO~ ONO,
Kioldodas 0CO,

8. dbra. A szakirodalmi adatok alapjan a bioszén lehetséges mechanizmusai, melyek a talaj
termékenységéet novelik (Ding és mtsai, 2016)

A bioszén tapanyagainak felvehetdségét a talaj pH-ja szintén befolyasolhatjia. A PO4s* és
NH4* elérhetésége (pH 27 kozott) a talaj pH értékének novelésével parhuzamosan csokkent,
mig a bioszén K* elérhetésége nem valtozott (Zheng és mtsai, 2013). Ugyanitt felhivtak tovabba
a figyelmet arra, hogy a bioszén talajerépotloként vald hasznélata soran figyelembe kell
venniink a bioszén tapanyag kibocsajtasanak idGtartamat is. Az olasznadbol (Arundo donax)
készitett bioszén esetében az NH4" kibocséjtas 120 6ran beliil, mig a PO4> és K* kibocsajtas 24

oOra alatt megtortént. A mikrobidlis C mineralizacié és N immobilizacié szintén befolyésolja

(csokkentheti) a bioszén tapanyag kibocsajtasat (Zimmerman, 2010).

A bioszén tapelem megkotésének egyik leginkabb kutatott szegmense a talajok dinitrogén-
oxid (N20) emisszidjanak csokkenésével kapcsolatos folyamatok felderitése. Jelenleg azon
abiotikus folyamatok, amelyek a bioszénnel kezelt talajok N.O megtartasaért felelnek,
Osszefliggésbe hozhatok a pH-beli valtozasokkal, a talajok jobb tapanyag, strukturalis és
adszorpcids kapacitasaval. Korabbi kutatdsok soran megfigyelték, hogy a flizfa, kukorica és
fenydfa alapanyagu, bioszénnel kezelt talajok N2O emisszidja 60—90%-kal, mig NO emisszidja

30-90%-kal csokkent (Nelissen és mtsai, 2014). A szerzOk feltételezései szerint, a N2O
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megtartasaval kapcsolatos folyamatok leginkdbb (i) a nagyobb mértékii NH3 volatilizacioval
(ii) biotikus nitrogén immobilizacidval és (iii) az NH4" nem elektrosztatikus adszorpcidjaval

hozhatdk Gsszefiiggésbe.

A Dbioszén fizikai-kémiai tulajdonsdgainak koszonhetden képes a talaj tulajdonsagait
kedvezden befolyasolni és a termésmennyiséget ndvelni. A bioszénnek a talaj tulajdonsagaira
gyakorolt kozvetlen hatasai koz¢ tartozik a talaj megnovekedett vizmegtarto képessége (WHC),
kationcsere kapacitasa (CEC), porozitasa és a talaj pH-janak befolyasolasa (Jien és Wang, 2013;
Wang ¢és mtsai, 2014). Tobbek kozott Peake és mtsai. (2014) kimutattdk, hogy a bioszén
alkalmazasanak koszonhetden 22%-kal néhet meg a talaj vizmegtartd képessége, mig Jien €s
Wang (2013), hogy a talaj kationcsere kapacitasa pedig 7,4-r61 10,8 mgeé/100g értékre
emelkedhet. Lu és mtsai (2014) a rizshéj alapanyagli bioszén hasznalata soran a talaj
porozitasanak és nyirdszilardsaganak 20%-os emelkedést tapasztaltdk. Molnér és mtsai (2016)
7 hetes mikrokozmosz kisérlet soran a savanyt homoktalajok (pH 4,0) pH-janak 0,9 egységnyi

emelkedését tapasztaltadk 1% w/w bioszén kezelés hatasara.

A kozvetett bioszén hatasok kozé tartozik a talajaggregatumok stabilitasanak erdsitése, a
gyoOkeresedés elOsegitése, a vizelvezetés és jobb levegdzottségi tulajdonsagok biztositasa.
Tovabba a jobb tdpanyagmegkotd kapacités jellemezi a bioszénnel kezelt talajokat, ahogy azt
Wang és mtsai, (2014) a K, Ca, Na és Mg esetében is tapasztaltak. Mindezek ellenére, nem
minden esetben volt megfigyelhetd a talaj fizikai-kémiai tulajdonsagainak szignifikans javulasa
a bioszén kezelés hatasara. Nelissen és mtsai (2015) akik a bioszén kezelést kdvetd elsé évben
atalaj jobb fizikai-kémiai tulajdonsagait mérték, a masodik évre a talaj vizvezetd képességében,
a talaj kémiai paramétereiben (a szerves széntartalom és C : N ardny kivételével) és a novények
szamara felvehetd viz mennyiségében sem taldltak kiilonbséget a kontrol talajhoz képest. A
tapasztalatok ravilagitanak, hogy a bioszénnek a talaj fizikai-kémiai tulajdonsagaira gyakorolt
hatdsa nagymértékben fiigg az alkalmazéasi koriilményektdl €s dozistol. Hosszi tava
szabadfoldi kisérletek sorozatara van sziikség ahhoz, hogy biztosabb informécionk legyen,
hogy hogyan és milyen mértékben lehet a talaj szerkezetét és szerkezetével kapcsolatos

tulajdonsagait a bioszén hasznalataval befolyasolni.

111.4.4 A bioszén mezbgazdasidgi alkalmazasa

Szabadfoldi és liveghazi bioszén kisérleteket leirdé tudomanyos publikaciok metaanalizise
soran a bioszén talajoltast kovetden 13%-os termésnoveléstdl (Jeffery és mtsai, 2017) egészen

a 30%-os eredményig (Biederman ¢és Harpole, 2013) talalunk megfigyeléseket. Ezen
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publikéciok altal nyilvanvaldva valt, hogy a bioszén eltérd hatassal van az egyes novények
novekedésére és termésmennyiségére, amelyet a talaj és bioszén egyedi tulajdonsagai, az
alkalmazott dézis ¢€és a ndvény genotipusa egyarant meghataroz. A legnagyobb
termésmennyiségbeli ndvekedést olyan savanyd, agyagos vagy homokos talajok esetében
tudtak elérni az eddigi szabadfoldi kisérleti sorozatokban, melyek alacsony szerves anyag
tartalommal és a gyenge vizmegtarto kapacitassal rendelkeztek. A jobb termdképességii talajok
esetében Jeffery és mtsai (2017) eldrevetitették, hogy a bioszén alkalmazéasaval csokkenthetd a
miutragya és meszezés hasznalata és ennek kovetkeztében a termesztési koltségek feltéve, ha az

alkalmazott dézisban és kezelési gyakorisag csokken.

111.4.5 Bioszén hatésa a talajbiotara

A talajbiotara gyakorolt bioszén hatds felderitése alapvetd fontossagii a nagymeértékii
hasznalatba vonas el6tt. A bioszén talajjavito szerként valo alkalmazasa — mint lattuk —nagyban
befolyasolja a talaj fizikai-kémiai paramétereit és szerkezetét, amely tulajdonsagok
megvaltozasa szintén hatdssal van a talaj biologiai kdzosségeire, a mikrobidlis névekedésre.
T6bb korabbi tanulmény is bemutatja a gombak, baktériumok és enzimek bioszén felszinéhez
vald kotddését. Az 9. dbra pasztazd elektronmikroszkdppal készitett felvételén jol latszik,
ahogy a gomba hifak behatolnak a bioszén porusaiba, és a baktérium sejtek pedig megtapadnak
a felszinén (Lehmann és mtsai, 2011). Mikroszkopos, kromatografias és spektroszkopos
vizsgalatok szintén ravilagitottak, hogy a ndvényi hajszalgyokerek a bioszén vizzel telt
makroporusaiba hatolnak, vagy megtapadnak a felszinen (Joseph és mtsai, 2010). A gyokér
altal kibocsajtott szerves anyagok egy része megkotddik a bioszénen, igy biztositva idealis
mikrokdrnyezetet tovabbi biologiai folyamatok szdmara. A mikrobiom valtozasait
Osszességében visszavezethetjiik az alabbi folyamatokra: (1) a tapanyag elérhetdség; (2) a
ndvény-mikroba szignalizacid megvaltoztatasa, tovabba; (3) él6hely és védelem biztositasa a

mikrobialis patogénekkel szemben (Ding és mtsai, 2016).

A bioszén felszinén elérhetd nagyobb tapanyag- €s azon beliil hasznosithatd szervesanyag-
tartalom, tovabba a jobb levegdzottségi és vizgazdalkodasi tulajdonsagainak koszonhetden
szamos kutatas a ,,mikrobialis abundancia” ndvekedésérdl szamol be bioszén kezelést kovetden
(9. dabra). Domene és mtsai (2014) a kontrol talaj mikrobialis biomasszajanak C-tartalmanak
(MBC) 366,1 pg C g-1-r6l 730,5 pg C g-1-ra emelkedését tapasztaltak, a bioszén kezelést
kovetden. A talaj pH befolydsolasa altal is hatdssal van a bioszén a ,,mikrobidlis abundanciara”,

ahogy azt Demisie és Zhang (2015) is megfigyelték, miszerint a talaj pH értékének
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emelkedésével parhuzamosan nétt a mikrobidlis biomassza mennyisége. Tovabba Rousk és
mtsai (2010) bemutattak, hogy a bioszén kezelés hatasara a pH 7-re emelkedett talajban a
bakteridlis biomassza gyarapodott, ugyanakkor a gomba biomassza értékekben nem volt

valtozéas megfigyelhetd.

O.dbra Kiilonbozd koru és eredetii bioszenek mikrobialis kolonizacidja. Jelélések: a) a talajba
frissen kijuttatott bioszén gomba hifaval térténd kolonizdcioja;, b) frissen a talajba juttatott
kukorica alapanyagu bioszén felszinén megtapadt baktériumok (nyilak); c) 100 éves erditiizbe
keletkezett elszenesedett struktiura Haplorthod talajbol izolalva; d) 350 éves erdétiizben kepzddott
szén a borealis régioban (Lehmann és mtsai, 2011)

A bioszén kezelés hatdsara a mikrobidlis kozdsségen beliili szignifikans valtozasokat
figyeltek meg. A mikrobialis diverzitds novekedése és csokkenése egyarant altalanos
tapasztalat a bioszén hasznalatat kovetden (Prayogo és mtsai, 2014). Tobbek kozott a
bioszénnel kezelt és a fekete foldek — Terra preta — esetében is 25%-kal nagyobb bakterialis
diverzitast tapasztaltak a kontrol talajokhoz képest, mind tenyésztéstél fiiggetlen (0. dbra, Kim
¢és mtsai, 2007), mind a tenyésztéses eljarasok segitségével (O’Neill és mtsai, 2009). Mindezek
mellett a kontrol talajhoz képest kisebb dsbaktérium és gomba diverzitast figyeltek meg a Terra

preta és a bioszénnel kezelt talajok esetében. Nelissen és mtsai, (2014) hasonldéan t6bb korabbi
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tanulmanyhoz, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a bioszén kezelés 6sszefiiggésbe hozhato

az egyes bakterialis taxon csoportokban bekdvetkezd valtozasokkal.

Terra Preta Preserved Forest
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10. dbra. A terra preta és egy szomszédos érintettelen teriilet taxonomiai klaszterelemzése 16S rRNS
gén szekvencian alapulé taxonomiai klaszterelemzése (Kim és mtsai, 2007).

A bioszén alkalmazasa a mikrobialis aktivitassal Osszefliggésbe hozhato talaj enzim
aktivitast is befolyasolja. Park és mtsai (2011) a csirke tragya alapanyagu bioszénnel kezelt
talajok dehidrogenaz aktivitisanak 6,21 mg TPF (trifenil-formazan) kg 24h™ értékkel vald
emelkedését tapasztaltak, mig Paz-Ferreiro és mtsai (2012) a szennyviziszap alapanyagu
bioszén hatasara a kontrol talajhoz képest 70,8%-kal megnétt foszfomonoészteraz aktivitast
detektaltak. Harter és mtsai 2014-ben a nitrogén ciklusban szerepet jatszo gének aranyat és
expressziojat vizsgaltak 10 % (w/w) bioszén kezelés hatdsara, és arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a megvaltozott mikrobialis aktivitas a N2O esetében igen nagy jelentdséggel bir, hiszen a

dinitrogén-oxid reduktdz transzkript szam szignifikansan megemelkedett.

A bioszén hasznalata serkentheti és gatolhatja is egy-egy talaj tapanyagciklus-elemeit, mint
példaul a denitrifikéaciot és a metan oxidaciot (Van Zwieten €s mtsai, 2009), vagy a tdpanyagok
mikrobialis kozosség kiilonbozé funkciokat betdltdé csoportok aranyanak megvaltozasaval

hozhaté Osszefliggésbe. Tobbek kozott a bioszén kezelés serkentheti a mikrobidlis
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tapanyagciklust, mint ahogy Ball és mtsai (2010) is megnovekedett nitrifikacids aktivitast
tapasztaltak az erdétalajok esetében. Bailey és mtsai (2011) a bioszén hasznalataval
parhuzamosan megemelkedett alkalikus foszfatdz, aminopeptidaz és N-acetilgliikdzaminidaz
aktivitast tapasztaltak. Anderson és mtsai (2011) tapasztalat szerint, azon baktérium csaladok
(Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae) amelyek a N2-t, és NOz-ot fel tudjak hasznalni
nitrogén fixacios és denitrifikacids folyamataikban a bioszén kezelés hatasara megemelkedik a

kozosségen beliili aranya.

111.4.6 A bioszén oltdoanyag hordozdoként vald hasznalata

A nagy porozitassal rendelkezd bioszén, ahogy azt mar kordbban is megismertik a
mikrobak szamara hatékony életteret biztosit, hiszen a bioszén feliileti porusaiban ¢él6
baktériumok nagyobb védettséggel rendelkeznek a kiszaraddssal, a széls6séges pH
viszonyokkal, a predacioval és a megemelkedett toxikus elem koncentraciéval szemben
(Saranya és mtsai, 2011; Chen és mtsai, 2013; Glodowska és mtsai, 2017). Ennek megfeleléen

mar tobb esetben is felhasznaltak, mint oltéanyaghordoz6 (1. tabldzat).

1. tablazat. Bioszén mint PGPR oltoanyag hordoként valo korabbi hasznalata

PGPR Novény Bioszén Referencia
Pseudomonas putida Kukorica (Zea mays) Feny6fabol Sun és mtsai, 2016
Enterobacter Uborka (Cucumis sativus) Feny6fabol Hale és mtsai, 2015
cloaceae

!3rady_rh|zob|um Szo6jabab (Glycine max) Kemény fabol  Glodowska és mtsai, 2017
japonicum

P.8eUd0m.0nas Kukorica (Zea mays) Kemény fabol  Glodowska és mtsai, 2016
libanensis.

Azospirillum sp. Kukorica (Zea mays) Kokuszhéj Saranya ¢és mtsai, 2011
Rhizobium sp. Bab (Phaseolus vulgaris) Rizsszalma Gazi, 2017

A kezdeti tapasztalatok mar utaltak a bioszén hatékony talajoltdanyagként valod
hasznalatara, tobbek k6zott a csicseriborsdval szimbidzisban €16 Rhizobium nemzettség talajon
beliili ardnya joval magasabb volt a bioszénnel kezelt talajon beliil, mint a kontrol talajban
(Beck,1991). Glodowska és mtsai 2017-ban szignifikans dsszefiiggést talaltak a bioszén fizikai
tulajdonsagai (porozitas, adszorpcios kapacitas) és a Bradyrhizobium japonicum tulélése
kozott. Hale és mtsai (2015) korabban Enterobacter cloacae UWS5 tulélését vizsgaltak tobb

fajta bioszén és hagyomanyos oltéanyag hordozokon egyarant (pl: vermikulit). Eredményeik
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értelmében a legmagasabb 600 °C-on eléallitott bioszénen volt a legmagasabb torzs talélése. A
doktori munkam soran kisérletbe vont Azospirillum nemzettséggel kapcsolatban Saranya és
mtsai 2011-ben a bioszén kezelés hatasara szignifikansan megnovekedett aranyat figyelték meg
a nemzetségnek, mig az Azospirillum lipoferum esetében kokuszhéj alapananyagu bioszénen
tapasztaltadk a legmagasabb tal¢lési ratajat. Az eddigi eredmények alapjan, altalanos
tapasztalatként elmondhato, hogy a bioszén oltdéanyaghordozoként valo alkalmazéasa igéretes,
amelynek hatékonysdga az alapanyagtol, a pirolizis hdmérsékletétdl, ¢és bioszén

szemcseméretétdl fiigg nagymértékben (Egamberdieva és mtsai 2018).

37



IV. CELKITUZESEK

Az Irodalmi attekintésben Osszefoglaltak alapjan vilagossa valt, hogy a PGPR talajolto
készitmények a szezonalitastdl fiiggetlen termésbiztonsag elérésének hatékony és fenntarthato
eszkozei. Ahhoz azonban, hogy a PGPR fajok aranya a talajban tartdsan megemelkedjen,
tobbszori talajoltasra van sziikség. Annak érdekében, hogy a PGPR fajok altali talajoltds minél
hatékonyabb legyen, kiemelt fontossagu a legmegfelelébb hordozdanyag kivalasztasa, amely
képes garantdlni a tarolas soran a tulélést, a hatékony gyokérkolonizaciot és a baktériumok
folyamatos védelmét. A meghjuld eréforrason alapuld bioszén, amellett, hogy a leromlott
szerkezetli és kis tapanyagtartalmu talajok mezdgazdasagi termelésbe vonasat segiti, fizikai-

kémiai tulajdonsagai predesztinaljak sikeres oltdanyaghordozoként valo felhasznalasat is.

Ennek megfelelden céljaink a szabadfoldi kisérletsorozat soran az alabbiak voltak:

e Célunk volt egy olyan molekularis modellrendszer felallitasa, amely lehetdvé teszi a
kijutatott PGPR szervezetek in situ szabadf6ldi nyomon kovetését és kozosségen beliili
relativ gyakorisdganak meghatarozasat.

e Ccélunk volt, hogy a bioszén bakteridlis oltéanyag hordozoként vald hasznélatat
megvizsgaljuk, a bioszénre vitt PGPR fajok kozosségen beliili ardnyanak valtozasa az
oltast kdvetd egy tenyészidon beliil a kukorica rizoszférajaban.

e A savanyu ¢€s meszes homoktalajokon a bioszén és a PGPR oltéanyag kozos
hasznalatanak hatasat felderitsiik a kukorica rizoszférajanak  mikrobialis
kozosségszerkezetére, a novény teljes fenofazisa soran.

e A bioszén altali tartds szerves anyag poétlas hatdsdnak vizsgélata 2 év tavlatabol
savanyu homok, illetve meszes homoktalajokon egyarant. A két kiilonb6z6 szerkezetii

¢és kémbhatasu talaj baktérium kozosségszerkezetében 1évo kiilonbségek feltarasa élat.
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V. ANYAG ES MODSZER

V.1 A Kkisérletbe vont teriiletek jellemzése

A szabadfoldi kisérletsorozat az Agrartudomanyi Kutatokozpont Talajtani Intézetének
6rbottyani és nyirlugosi kisérleti telepehelyein valosult meg. Az érbottyani (é. sz. 47° 40°, k. h.
19° 14°) karbonatos homoktalaj, amely a World Reference Base of Soil Resources (WRB)
(IUSS Working Group WRB, 2014) szerint Mollic Umbrisol (Arenic) talajként van
osztalyozva, az 5-10 méteres talajvizszint mélység mellett mérsékelt heterogenitast mutat a
szervesanyag- (0,6 és 1,3% kozott) és CaCOs-tartalom tekintetében (0,1 és 9,0% kozott). A
nyirlugosi (é. sz. 470 43’, k. h. 220 00’) savanyt homoktalaj (WRB alapjan Lamellic Arenosol)
3-6 méteres talajvizszint mélységgel és 20-25 cm-es humuszos réteggel rendelkezik. Mindkét
kisérleti teriilet, mérsékelt éghajlati Gvezetbe tartozik és hajlamos az aszalyra. Az egyes talajok

fizikai és kémiai tulajdonsagait a 2. tabldazat tartalmazza, a felhasznalt bioszén fiiggvényében.

2. tablazat. A kisérletbe vont talajok és bioszén fizikai és kémiai tulajdonsdgai.

Karbonatos homokos

talaj Savanyt homokos talaj ~ Gabonahéj és papirgyartasi
Orbottyan Nyirlugos szennyviziszap alapanyagu
Mollic Umbrisol (Lamellic Arenosol) bioszén
(Arenic)
A talajok
szemcseosszetétele- Homok: 81:13:6 85:10:5 -
Valyog: Agyag (%)
pH (H20) 7,9 4.4 10,4
CEC meq/100g 9,05 1,48 9,64
Szervesanyag % 1,0 0,6 27,5
CaCO 3% 2 0 10,7
0sszes N (m/m%) 0,06 0,04 0,848
osszes P (mg kg?) 545 260 5976
osszes K (mg kg™t) 2152 1193 10547
NH.-N (mg kg?) 8,36 22,1 2,30
NOs-N (mg kg?) 8,32 22,4 36,8
AL-oldhat6 P,Os (mg kgt) 158 68,9 2852
AL-oldhat6 K20 (mg kg™) 43,2 36,1 8598

A 2015-6s évben a szabadfoldi kisérlet idtartama alatt (aprilis—szeptember) a csapadék

mennyiség 275 mm volt Nyirlugoson és 215 mm Orbottyanban, amely igy jelentésen elmaradt
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az elmult 50 év azonos idészakanak atlagatél (Nyirlugos 362 mm és Orbottyan 317 mm) és a
kukorica optimalis (400 mm) vizellatottsagatol valyogtalajon. Annak érdekében, hogy a
nyirlugosi teriileten a kukorica talélhesse az aszalyt 2015 juliusaban 50 mm kiegészitd 6ntozést

kapott.

V.2 A felhasznalt bioszén kivalasztasa és jellemzése

A szabadfoldi kisérletsorozatban felhasznalt bioszén, 14 kiilonboz6 alapanyagu és eredetii
bioszén koziil keriilt kivalasztasra. A szelektalas el6szor egy multikritériumos pontrendszeren
alapulé technolédgiai és kornyezeti hatékonysag vizsgalatot (European Biochar Certificate,
International Biochar Initiative és 36/2006. (V.18.) FVM rendelet szerint), illetve egy 2 hetes
¢s 1 éves id6tartamot atfedd mikrokozmosz kisérletet foglalt magaba. A mikrokozmosz
kisérletsorozat kiterjedt a kiilonb6z6 bioszén alapanyagok a talaj fizikai-kémiai tulajdonsagiara,
a bioldgiai aktivitasra €és az esetleges toxikus hatdsoknak a felderitésére is. A Budapesti
Miiszaki Egyetem Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméanyi Tanszékének kutatoi
altal végzett kisérletsorozat eredményeként a karbonatos (Orbottyan) és savanya (Nyirlugos)
homokos talajokra egyarant a gabonahéj és papirgyartasi szennyviziszap alapanyagu bioszenet
talaltak legalkalmasabbnak (Molnar és mtsai, 2016). A gabonahéj és papirgyartasi

szennyviziszap alapanyagu bioszén fizikai és kémiai paramétereit a 2. tabldazat tartalmazza.

Az ausztriai Sonnenerde GmbH vallalat altal forgalmazott bioszén gyartasa az alapanyag
optimalizalasaval kezdddik, amely sordn a gabonahéj €s papirgyartasi szennyviziszap
szarazanyagtartalmat a kezdeti atlagos 20%-r6l 70%-ra novelik, tovabba biztositjak a homogén
<15 mm szemcseméretét (Shackley és mtsai, 2016). A pirolizalas soran az alapanyag
szerveseanyagainak termokémiai 450-500 °C kozott 20 percig tartd bontasa a PYREG® 500-
as tipust késziilékben valdsult meg. A folyamat eredményeként az elszenesitett végtermék
tulajdonsagait az 1. tablazat foglalja Ossze. A bioszénben potencidlisan fellelhetd toxikus
elemek koncentracioi a magyar hatarértékek alatt maradtak (36/2006. (V. 18.) FVM rendelet).
A bioszén PAH (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon — policiklusos aromds szénhidrogén)
tartalma 1,68 mg kg-1, TPH (Total Petroleum Hydrocarbon — k6olajszarmazék) tartalma 28 mg
kg-1 volt (CEN/TS 16181:2013) és 60%-anak részecske mérete kisebb volt, mint 2 mm. A
felhasznalt bioszén az alapanyag, a gyartdsi technoldgia és végtermék fizikai kémiai
tulajdonsagait figyelembe véve megkapta a EBF (European Biochar Foundation) ,,prémium”

mindsitését (European Biochar Foundation, 2019).
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V.3 Az oltasra hasznalt PGPR torzsek kivalasztasa és jellemzése

A savanyu és a karbonatos homoktalajokra adaptalt kereskedelmi forgalomban nem
kaphato PGPR oltoanyagokat a Biofil Kft. allitotta el6 a WO 2015118516 szabadalmi szabvany
szerint (Kutasi és mtsai, 2015). Magyarorszag természetes homoktalajaibol izolalt baktérium
torzsek a novényi (kukorica) novekedés serkentd, illetve esetleges szinergesztikus [példaul a
fosztat szolubilizalo Arthrobacter crystallopoietes aktivitasa altal a megndvekedett biologiailag
hozzaférhet6 foszfor mennyisége kedvezd hatassal van az Azospirillum brasilense 1égkori
nitrogén fixaciora (Kovacs és mtsai., 2015)] tulajdonsagaik szerint keriiltek szelektalasra
bioszén (gabonahéj és papirgyartasi szennyviziszap) jelenlététében. A kisérletbe von baktérium

torzsek novényi novekedést serkent6 tulajdonsagait 3. tablazat tartalmazza.

Az oltasra hasznalt baktérium torzsek hordozo6 anyaga a hagyomanyos oltéanyag-hordozo
(alappor) esetében perlit, zeolit és diatomafold 1:0,6:0,9 aranyt keveréke volt Vivapur® 101
mikrokristalyos celluléz adalékanyaggal (B kezelés). A bioszén felszinén immobilizalt
baktérium torzsek esetében (C kezelés) az 500 ml baktériumtenyészettel és 225 ml 50% szorbit,
laktoz és trehaldz 4:4:1 ardnyu keverékét tartalmazo elegyet nedvesen 1:1 aranyban keverték
Ossze a korabban sterilizalt (121°C-on 2 6réan 4t) bioszénnel, igy a PGPR torzseket tartalmazo
elegy bevonta a bioszén szemcséket (Kutasi és mtsai, 2015). A savanyu, és karbonatos talajra
hasznalt bakterialis oltdanyagok Osszetételét, a WO 2015/118516 szabadalmi leirat szerint a 4-

es és 5-0s tabldzat tartalmazza.
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3. tablazat. A talajoltasra hasznadlt PGPR torzsek stressztiird képességes és detektalt novény névekedést
serkenté hatasa a WO 2015118516 szabadalmi szabvany szerint (Kutasi és mtsai, 2015).

PGPR torzsek

Torzsek stressztiiro képessége

Novényi novekedést serkenté

hatas

Azospirillum brasilense NF7 NCAIM (P)
B 001433

Azospirillum brasilense NF 11 NCAIM (P)

B 001428

Azospirillum brasilense 242/9 NCAIM
(P) B 001403

Azospirillum irakense NF6 NCAIM (P) B
001425

Arthrobacter crystallopoietes S 153
NCAIM (P) B 001424

Bacillus aryabhattai LU44 NCAIM (P) B
001423

Bacillus megaterium ES232 NCAIM (P) B

001291

Kocuria rosea S 225 NCAIM (P) B
001426

Paenibacillus peoriae S 284 NCAIM (P) B

001430

Pseudomonas chlororaphis 13/4 B NCAIM

(P) B 001370

savanyu pH (3-6,9) és normal (pH 7,0-
7,5) koriilmények kozotti novekedés

s6 stressztiird (5-8% NaCl)

lagos pH (7,6-8) koriilmények kozotti
novekedés

s0 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

normal pH (7,0-7,5) koriilmények kozotti
novekedés

s6 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

normal pH (7,0-7,5) koriilmények kozotti
novekedés

s6 stressztiirg (5-8% NaCl)

lagos pH (7,6-8) koriilmények kozotti
novekedés

s6 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

savanyu pH (3-6,9), normal (pH 7,0-7,5)
és lagos (pH 7,6-8,0) koriilmények
kozotti novekedés

s6 stressztiir6 (5-8% NaCl)

lagos (pH 7,6-8,0) koriilmények kozotti
névekedés

s6 stressztiir6 (5-8% NaCl)

savanyu pH (3-6,9), normal (pH 7,0-7,5)
¢és lugos (pH 7,6-8,0) koriilmények
kozotti novekedés

s6 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

savanyu pH (3-6,9)
s6 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

lagos (pH 7,6-8,0) koriilmények kozotti
novekedés

s6 stressz érzékeny (1-2% NaCl)

nitrogén fixalas

TAA termelés

nitrogén fixalas

indol-3-ecetsav termelés

nitrogén fixalas

IAA termelés

nitrogén fixalas

TAA termelés
foszfat-szolubilizald
sziderofor termelés
szinergesztikus hatas Azospirillum

torzsek 1égkori nitrogén fixacidja soran

IAA termelés

foszfat-szolubilizald

IAA termelés

foszfat-szolubilizald

IAA termelés
exopoliszacharid (EPS) termelés

foszfat-szolubilizacio

sziderofor termelés

EPS termelés

TIAA termelés
sziderofor termelés

exopoliszacharid (EPS) termelés
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4. tablazat. A savanyu talajra kijuttatott bakteridlis oltoanyag osszetétele. Jelolés: TKE: telepképzo
egység

Savanyu talajra adaptalt bakterialis oltéanyag Oltéanyag-hordoz6

Hagyomanyos por* Bioszén

TKE gt TKE g

Azospirillum brasilense NF7 NCAIM (P) B 001433 4,2x108 3,6x108

Azospirillum brasilense 242/9 NCAIM (P) B 001403 1,32x108 6,6x107
Arthrobacter crystallopoietes S 153 NCAIM (P) B 001424 2x108 108

Paenibacillus peoriae S 284 NCAIM (P) B 001430 2,4x10° 2,2x10°

Bacillus aryabhattai LU44 NCAIM (P) B 001423 3,4x107 1,7x107

5. tablazat. A lugos talajra kijuttatott bakteridlis oltoanyag osszetétele. Jellés: TKE: telepképzo
egység

Karbonatos (Itigos) talajra adaptalt bakterialis Oltéanyag-hordozé
oltéanyag Hagyomdnyos por* Bioszén
TKE g TKE g
Azospirillum brasilense NF 11 NCAIM (P) B 001428 4,8x107 2,4x107
Azospirillum irakense NF6 NCAIM (P) B 001425 1,4x108 7x107
Kocuria rosea S 225 NCAIM (P) B 001426 4x107 2x107
Bacillus megaterium ES232 NCAIM (P) B 001291 5,4x107 2,7x107
Pseudomonas chlororaphis 13/4 B NCAIM (P) B 001370 5,8x107 2,9x107

A kisérlet beallitasa mindkét teriilet esetében megegyezett. A véletlenszeri blokk
elrendezésben kialakitasra keriilo elrendezés az aldbbi kezeléseket tartalmazta: csak bioszén
(A), bioszén + hagyomanyos por oltéoanyaghordoz6 (B), bioszén mint oltéanyag hordozo (C,
por oltdbanyaghordozé nélkiil). A harom kezelés harom kiilonb6zd ddzisban kertilt alkalmazasra
(3, 15 és 30 t hat), a nem kezelt kontrol talajok mellett. Ennek megfelelden a mintak jeldlési
rendszere aszerint épiil fel, hogy a kiilonboz6 kezelések betiivel (A, B, C a savanyu talaj és D,
E, F lugos talaj esetében) az eltérd kezelési dozisok pedig szdmmal keriilnek jeldlésre (1, 2, 3,

4) (6. tablazat).

A kisérleti teriilet mérete 4m x 5Sm (1 parcella 1 m széles és 5 m hosszl) volt, a parcellak
szélén korben 1 m-es szegéllyel, igy a bruttd parcella 6 m? (2x3 m) teriiletii volt. A 4 ismétlés,
3 kezeléssel 4 dozissal 48 parcellat eredményezett mindkét helyen. 11 parcella miitragyazasa a
Pro Planta szaktanacsadasi rendszer altal javasolt NPK asvanyi miitragya dozisanak felével

tortént (savany homokon: NHsNO3 + CaMg(COs)2: 225 kg hat, Ca(H2PO4), + CaSOa: 120 kg
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hal, KCI: 75 kg ha!; karbonatos meszes homokon: NHsNO3 + CaMg(COs)2: 200 kg ha*, KCI:
80 kg ha™). Abszolut kontrol talajként maradt meg az Al jelzésii parcella, amely esetében
semmilyen kezelés nem keriilt alkalmazéasra (NPK miitragya, bioszén és bakterialis oltdanyag)
(6. tablazat).

6. tablazat. A savanyu és karbonatos homokos talajon alkalmazott PGPR, bioszén (BC) és NPK

dasvanyi miitragya kezelések. A bioszén (BC t 1 ha™) a bakteridlis inokulum (TKE ha™) és az NPK
kezelések jelolve vannak.

Kezelési szint

Kezelés
1 2 3 4
Savanyu homok (Nyirlugos)
Abszolut
3 BC + NPK 15 BC + NPK 30 BC + NPK
Bioszén (A) kontrol
(A2) (A3) (A4)
(A1)
Bioszén + Kontrol +
3BC+4x 100+ 15 BC +2 x 10 + NPK 30 BC+4 x 101+
hagyomanyos por NPK
NPK (B2) (B3) NPK (B4)
oltéanyag (B) (B1)
Bioszén mint Kontrol +

3BC+1x102+ 15BC+5x102+NPK  30BC+1x10%+
oltéanyaghordozo NPK

NPK (C2) (C3) NPK (C4)
© (C1)
Karbondtos homok (Orbottydn)
Abszolut
3 BC + NPK 15 BC + NPK 30 BC + NPK
Bioszén (D) kontrol
(D2) (D3) (D4)
(D1)
Bioszén + Kontrol +
3BC+1,7x 101+ 15 BC + 8,5 x 1011 + 30 BC + 1,7 x 10%2 +
hagyomanyos por NPK
NPK (E2) NPK (E3) NPK (E4)
oltéanyag (E) (E1)
Bioszén mint Kontrol +
3BC+1x102+NPK  15BC+5x10%+ 30 BC+1x 108+
oltéanyaghordozo NPK
(F2) NPK (F3) NPK (F4)

(F) (F1)

A szabadfoldi kisérlet sorozatban, mindkét talaj esetében az Mv 277 fajtaja (Marton
Genetics, Magyaroroszag) kukorica (Zea mays) keriilt felhasznalasra. Az FAO 200-as (130-
140 nap) tenyészid6 szerinti csoportba tartozo kukorica fajta viragzasi ideje 2 nappal elmarad
a csoport standardjatol. A kukorica vetése 2015 aprilis 28-an tortént, amelyet kdzvetleniil

el6zott meg az alkalmazott talajer6potlok (bioszén, oltdanyag, miitragya) 0-25 cm-es
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talajrétegbe forgatasa. Majus végén (30 nap tavlatbol) Jumbo Turbo (BASF, Németorszag,
amely szulfonil-urea, benzotiadiazinonok, benzoesav-szarmazék hatdéanyagcsoporti)
novényvédészer keriilt felhasznaldsra 4 L ha' mennyiségben, az egy- és kétszikii

gyomnovények ellen.

Az egyes kezelések hatdsanak értékelését Rékasi és mtsai (2018) végezték a kukorica
novény foldfeltetti vegetativ biomasszajanak (szar és levél), illetve a szemtermés mennyiségére
vonatkoztatva. A vizsgalat soran minden egyes parcella esetében 10 darab véletlenszeriien
kivalasztott novény csészama, csovekénti szemtermése, szar és levél tomege lett lemérve

betakaritaskor (a vetéstdl szamitott 149-ik napon).

A 2016 és 2017-es évben az egyes teriileteken nem tortént tovabbi talajoltas sem bioszénnel
sem pedig PGPR oltdéanyaggal. A kisérleti teriileten ugyanazt az Mv 277 fajtaji kukoricat
vetették, ugyanazon novényvéddszer (Jumbo Turbo) hasznalata mellett. Ezekben az

idészakokban a novények vegetativ biomasszdjanak értékelése nem tortént meg.

V.3.1 Mintavételezés

A mintavételi titemterv igazodott a kukorica fenofazisahoz, ennek megfeleléen a vetést (0)
kovetden tortént mintavétel, a kukorica vegetativ 4 — 6 leveles allapotaban (I; 29-ik nap vetést
kovetden), a reproduktiv R1- bibekitolas (II; 98-ik nap) és az R6 —fiziologiai érettség
allapotaban egyarant megvalosult. Annak érdekében, hogy az alkalmazott kezelések hossziitava
hatasait is vizsgalni tudjuk a talaj bakterialis szerkezetére 30 honappal a kezelés utan is tortént

mintavétel (IV).

A rizoszféra talajmintdk az MSZ-08-0202:1977 (Helyszini mintavétel mezdgazdasagi célu
talajvizsgalatokhoz) szabvanynak megfeleléen minden egyes parcella 0—25 cm-es rétegébdl
lettek gylijtve. A szurobotos Piirckhauer-féle talajmintavevd segitségével minden egyes
teriiletrél véletlenszerlien 9 talajmintat gyiijtottiink atlosan 0,75 m szélesség és 1 m hossz
tavolsag betartasaval az egyes mintavételi pontok kozott. A kukorica kés6bbi fenologiai fazisai
(R1- bibekitolas és az R6 —fiziologiai érettség) soran gylijtott talajmintak a novény 5 cm-es
korzetébdl lettek véve. A parcellankként gyijtott 9 talajmintat egyesitettiik. Ezt kovetoen a 4
ismétlésbdl szarmazd egyesitett talajmintakat szintén Osszekevertiik létrehozva egyetlen
kompozit talajmintat. A novényi maradvanyok (levelek, gydkerek) és az esetleges kavics
darabok eltavolitasa utan, az egyenként hozzavetéleg 100g kompozit talajminta 4 °C-on lett a
laboratériumba szallitva. A laboratoriumban a mintak feldolgozasaig a mélyhiito taroloban —20

°C-on kertiltek raktarozasra.
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A 6. tdbldzathoz igazodva az 2015-6s mintak jel6lései a késébbiekben az alabbiak szerint
torténik: romai szammal kezdddik a mintavétel idopontja (0, I, 11, III, 1V), melyet a kezelés
tipusa (A, B, C, D, E, F) és alkalmazott dozis (1, 2, 3, 4) jelolése kovet. Ennek megfeleléen
példaul az 1A4 jelolés a kukorica vegetativ 4 — 6 leveles allapotaban () bioszénnel (A) a
legnagyobb 30 t ha! (4) dozisban kezelt talajmintara vonatkozik.

V.4 Fizikai és kémiai vizsgalatok

A talajok, illetve a bioszén fizikai-kémia vizsgalatait az Agrartudomanyi Kutatokézpont
Talajtani Intézetének a Talajkémiai és Anyagforgalmi Osztadlydnak munkatarsai végezték. A
bioszén és talajmintak esetében ugyanazon modszerek keriiltek felhasznalasra. A talaj pH az
MSZ-08-0206/2:1978 szabvany szerint 1:2.5 talaj:1 M KCI és 1:2.5 talaj:viz szuszpenziok 12
oran at torténd razatdsa utan keriilt meghatarozasa. Modositott Walkey-Black modszer (MSZ-
08-0452:1980) altal keriilt meghatarozasra a talaj szervesanyag tartalma. A talajok
kationcserélé kapacitasa a modositott Mehlich-eljarassal keriilt meghatarozasra (MSZ-08-
0215:1978). A talajok konnyen oldhatd (novények altal felvehetd) kalium, illetve foszfor
koncentracidja  hagyoményos  ammonium-laktat-ecetsav  (AL)  kivonatban  keriilt
meghatarozasra (AL-oldhaté P20s és AL-oldhaté K-O mg kg?) (Egnér és mtsai, 1960). A
talajok Osszes nitrogén tartalma a Kjeldahl modszer segitségével keriilt meghatarozasra (ISO
MSZ 20135:1999 szabvanyos moédszer altal hataroztak meg. A talajok CaCOs tartalmanak
meghatarozasa a Scheibler-féle gazvolumetrias modszerrel (MSZ-08-0206/2:1978) tortént.

V.5 A PGPR torzsek nyomon kovetesére szolgalo in silico modellrendszer
felallitasa

V.5.1 Termindlis Restrikcios Fragmens hossz Polimorfizmus (T-RFLP)

A talajoltasra hasznalt PGPR torzsek elkiilonitésére, illetve a talajoltast kdvetden az olto
kultarak fajszintli nyomon kovetésére a terminalis restrikcios fragmens hossz polimorfizmus
molekularis ujjlenyomat modszert (T-RFLP) valasztottuk. A T-RFLP eljaras széles korben
elterjedt a mikrobialis kozoségek diverzitasanak és szerkezetének vizsgalata soran (Liu és
mtsai, 1997). A moddszert korabban sikeresen alkalmaztdk a talajoltoként hasznalt
Actinobacteria endofita elkiilonitésére és nyomon kovetesére (Conn és Franco, 2004), illetve
biokontrol phlD+ Pseudomonas szervezetek detektalasara és elkiilonitésére (von Felten és

mtsai, 2011). A nagy érzékenységli szemikvanitativ diverzitasbecsl6 modszer, gyors
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tenyésztéstol fliggetlen vizsgalatat biztositja a mikrobialis kozosségeknek (Dickie és Fitzjohn,
2007). Ennek értelmében a rendelkezésiinkre 4116 molekuldris modszerek koziil a szabadfoldi
kisérleti beallitds nagy mintaszamanak tiikrében, a T-RFLP moddszer volt az amelyik
biztositotta a talajolt6 PGPR szervezetek elvalasztasat, fajszintli nyomon kovetesét, €s a

mikrobialis kozosség szerkezet egylittes vizsgalatanak lehetoségét.

A T-RFLP modszer soran a fluoreszcens jeldléssel ellatott forward primerrel felszaporitott
DNS terméket restrikcidés endonukleazzal hasitottuk. Az egyes PGPR szervezetekhez tartozo
eltéro bazissorendii PCR termékek enzimes hasitasa kovetkeztében eltéro, fluoreszcencesen
jelolt terminalis restrikcios fragmensek keletkeznek (T-RF-ek). Nagy felbontast kapillaris
gélelektroforézissel és 1ézer altali gerjesztéssel az egyes T-RF-ek egymastol elvalaszthatoak és
detektalhatoak, mig méretiik belsé hossz sztenderd alkalmazasaval hatarozhatok meg. A
vizsgalat eredményeképpen kapott elekroferogram csticsok az T-RF-ek mérete szerint (bazis
par) novekvo sorrendben jellenek meg, mig a csucs alatti teriilet pedig aranyos a szervezet

kozosségen beliili relativ abundancidjaval (gyakorisagaval) (11.4bra).
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11. abra. A T-RFLP vizsgalatok sematikus abrdja
V.5.2 DNS kivonds

Az egyes baktérium torzsek genomidlis DNS kinyerése céljabol a 24 6ras tenyészetekbol
egy oltokacsnyi mennyiség 25 pL 0.5M NaOH oldatban keriilt feliiloldasra. 15 perc
szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetéen 25 pul 1M TRIS-puffer (pH 8) és 300 uL
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DEPC (dietil-pirokarbonat) viz keriilt hozzaadasra az oldathoz, amely 10,000g-én 3 percen

keresztiili centrifugalason esett at.

A talajmintdk esetebén a DNS-kivonds 0,25-gram talajmintabol a PowerSoil® DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc. Carlsbad, USA) segitségével tortént a gyartd
utasitdsainak megfelelden, kiegészitve az enzimatikus eljarast fizikai feltarassal. A talajmintdk
‘Bead Solution tubes’ (MoBio Laboratories Inc., USA) keriiltek raztatasra 25 Hz-en 2 percen
keresztiil az MM301sejtmalomban (Retsch, Haan, Germany) a minél hatékonyabb sejtfeltaras

érdekében.

V.5.3 Polimeraz lancreakcidé (PCR)

A polimeréz lancreakcio (PCR) sordn a PGPR torzsek majdnem teljes 16S riboszomalis
RNS génjeit specifikus kezddszekvencia (primer) parok segitségével amplifikdltuk. Az
univerzalis 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") és 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") primer parokat (Lane, 1991) tartalmazdé PCR reakcio

Osszetételét a XI. Fiiggelék 1. tablazataban.

A talajmintdk T-RFLP analizise soran a bakteridlis 16S rRNS gén fragmensek
amplifikalasa érdekében a fluoreszcens festékkel-hexaklor-fluoreszceinnel (HEX) jelolt 27F
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ¢és 519R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3')
primerparok keriiltek felhasznaldsra (Lane, 1991). A 16S rRNS gén felszaporitdsara
alkalmazott PCR reakcié hdprofilja 98 °C-on 5 percig tartd kezdeti denaturdcioval indult,
melyet 32 amplifikacios ciklus kovetett 30 masodpercig tartd 94 °C-os denaturacioval, 52 °C-
on 30 masodpercig tartd annelacioval, és 60 masodperc 72 °C-on torténd extenzidval, a végsd
extenzio iddtartama 10 perc volt 72 °C-on. A rizoszféra mintdk esetében azonban a PCR
reakciokban az alabbi valtoztatdsokat alkalmaztunk: a kezdeti denaturacié homérséklete 98 °C,
az annelécio hossza 45 masodperc, hasonloan az elongacidohoz 45 masodperc. A PCR reakciok
a GeneAmp PCR System (Model 2400, Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékben

kertiltek végrehajtasra.

A PCR termékek detektdlasa agardz gélelektroforézissel tortént. A keletkezett PCR
termékeket toltd pufferrel (30 v/v % glicerin, 0,25 mM brémfenolkék) torténd dsszekeverését
kovetden 1%-os agaroz gélben (1g agardz, 100 ml 1x TBE puffer [XI. Fiiggelék 1. protokoll]
fesziiltségen 20 percig tartott, mig a termékek méretének meghatarozasat 2,5 uL. pUC Mix

Marker 100 (Fermentas, Vilnius, Litvania) molekulastly marker segitségével valosult meg.

48



V.5.4 Insilico jellemzése a PGPR torzseknek

A torzsek kozel teljes 16S rRNS gén szekvencidja meghatdrozasra keriilt Sanger
szekvenalas altal az LGC Ltd. (Berlin, Germany) vallalatndl. A nyers szekvencia mindség-
ellendrzése MEGAG6 programmal (Tamura és mtsai, 2013) tortént, mig az EZTaxon (Kim és
mtsai, 2012) adatbazisban a legk6zelebbi tenyésztésbe vont torsz keriilt meghatarozasra. Annak
érdekében, hogy egymastol elkiilonithetéek legyenek az egyes stressz-adaptalt PGPR torzsek,
in silico vizsgalatnak vetettiik ala a 16s rRNS gén szekvenciakat. A leginkabb alkalmas
restrikcids endonukledz és primer par kombindcidt kerestiik annak érdekében, hogy egyedi T-
RF-et tudjunk rendelni minden egyes torzshoz. A 16s rRNS gén legvaridbilisabb régioi keriiltek
tanulmanyozasra, melyeket a 27F-519R (Lane, 1991), 341F-907R (Teske és mtsai, 1996) és
968F- 1401R (Heuer és mtsai, 1997) primer parok hataroztak meg. Harmincnégy, kivaltképpen
Il-es tipust Fermentas (Thermo Fisher, USA) restrikcios endonukleazok keriiltek tesztelésre.
Az in silico analizis a MEGA6 program ¢s a Microbial Community Analysis (MiCA)
programcsomag (http://mica.ibest.uidaho.edu/) ISPaR (In Silico PCR and Restriction)

szoftverének segitségével keriilt kivitelezésre (Shyu és mtsai, 2007).

Az oltéanyagtorzsek szekvenciai a Genbank nukleotid szekvencia adatbazisban érhetdk el

az MH421836—-MH421846 azonosité szamok alatt.

V.6 A rizoszféra bakterialis kozosségének és a PGPR oltokultarak
jellemzése

V.6.1 Termindlis Restrikcios Fragmens hossz Polimorfizmus (T-RFLP) vizsgilat

Az in silico analizisnek eredményeképpen a Bsh12361¢és BsuRI (Thermo Fisher, USA)
restrikcids endonukledzok lettek kivalasztva a torzsek 16s rRNS gén 27F-519R primer parja
altal meghatarozott génszakaszanak a T-RFLP vizsgalatba vondsara. A T-RFLP analizis
érdekében 1 pL and 10 pL (hozzéavetdleg 20 €s 200 ng DNS-ek felel meg) a torzs €s a rizoszféra
(16S rRNS gén) PCR termék keriilt emésztésre 3 U restrikcidés endonuklaz segitségével 20 uL.
végterfogatban. A PCR amplikonok Bsh12361¢s BsuRI enzimek segitségével 37 °C-on 3 6ran
at emésztddtek. Az enzimatikus emésztmények so, illetve fehérjesszenyezddéstél valo
megtisztitasat etanolos precipitacid segitségével valdsitottuk meg. A modszer alapja, hogy
alkoholos kozegben a DNS kationos anyagokkal reagéalva csapadékot képez, igy lehetdvé téve
az elektroforézist zavar6 szennyezdanyagoktol valo eltavolitast (XI. Fiiggelék 2. protokoll és 2.

tablazat).
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A T-RF-ek elvalasztasa kapillaris gélelektroforézissel tortén, méretilket pedig
GeneScanTM-500 Tamra™ Standard (Applied Biosystems, Foster City, USA) bels6 sztenderd
hasznalataval hatdroztuk meg. Azok T-RF csucsok keriiltek vizsgalatra melyek fragmens
mérete nagyobb volt mint 50 bazis par, mig fluoreszcens intenzitdsa meghaladta az 50-en
egységet (csucs magassag). A gélelektroforézis soran a denaturalodott egyszali DNS-termékek
detektalhatéak. Ennek érdekében fluoreszcensen jelolt T-RF-ek formamid (elegy Osszetételét
Fiiggelék 3. tdblazat) denaturaloszerrel, illetve a 98°C-on 5 percig torténd denaturaciot
kovetden keriiltek elemzésre. A gélelektroforézist ABI Prism™ 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, Foster City, USA) berendezéssel végeztik POP-4™ polimer (Performance
Optimized Polymer 4, Applied Biosystems) alkalmazasaval. Az elektroforézis 8 masodperc
injekcios és 29 perces futasi idovel, 60 oC-on €s 15 kV fesziiltségen tortént. GeneScan (Applied
Biosystems Version 3.7, Foster City, USA) szoftverrel végeztik az egy T-RFLP
kromatogramok elemzését. A T-RF csucsok koziil, azokat vettiik figyelembe, melyek
meghaladtdk az 50 bazispar hosszat, illetve flruoreszcencia intenzitdsa meghaladta az 50

fluoreszcencia egységet csiicsonként.

T-REX program (T-RFLP Analysis EXpedited; Culman és mtsai, 2009) segitségével az
egyes mintdk parhuzamos futasai alapjan egy konszenzus profilt hoztunk Iétre, annak
érdekében, hogy kikiiszoboljiik a futasbeli hibakat. Az illesztés soran létrehozott adatméatrixban
objektumokként az egyes mintavételi pontok, mig valtozokként a terminalis fragmensek (T-
RF) szerepeltek, a matrix értékeit a T-RF-ekhez tartozo gorbe alatti teriiletek szazalék értékei
adtak. Az adatmatrixbdl kizartuk az 1% alatti relativ abundancidval rendelkezd T-RF-eket,
tovabba a robusztusabb eredmények elérése céljabol a két kiilonbozd restrikcids
endonukleazzal kapott eredményeket egyiittesen kezeltiik. Az adatmatrix 1étrahozasa soran
azok az >1% relativ abundancidval (az egyedi T-RF-ek csticsok nagyasiga osztva az 6ssz csucs

nagysagaval) rendelkezé T-RF-ek keriiltek felhasznalasra (Fredriksson és mtsai, 2014).

V.6.2 16S rDNS kldntarak létrehozasa és filogenetikai elemzések

A bakterialis kozosségek dominans kozdsségalkotdoinak meghatdrozasadnak céljabol
klontarakat készitettiink. Az egyes kezelések kivéalasztott mintdibol bakterialis parcialis 16S
rDNS klontarakat hoztunk 1étre, majd a klonokat T-RFLP-vel csoportositottuk. Célunk nem a
klontarak altalanos elemzése, hanem a fobb T-RFLP csticsok nemzetség szintii azonositasa volt.
A kivalasztott mintak koz¢é tartozott mindkét talaj esetében az abszolut kontrol talaj kezelés

elétti mintdja (0A1, és OD1), a 30 t ha! bioszénnel kezelt talajok mintéja eltérd idépontokban
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(1A4, 11A4, 111A4 és ID4, 11D4, 111D4), illetve a savanyu talaj esetében a bioszén felszinen
immobilizalt bakteridlis oltdanyaggal kezelt mintdk R1 és R6 novekedési fazist (11C4, 11IC4)
reprezentald mintdi. Azon kezelések keriiltek kivalasztasra, az abszolut kontrol mellett,
melyeket kordbban a legnagyobb hatast gyakoroltak a talaj fizikai kémiai tulajdonsédgiara

(Rékasi és mtsai, 2018), illetve a talaj mikrobialis kozosség szerkezetére.

A klonkonyvtarak készitéséhez a T-RFLP-hez felhasznalt kozosségi PCR termékeket
hasznaltuk fel. A kék-fehér szelekcion alapuld InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Fischer
Scientific, USA) felhasznalasaval, a gyartd utasitisai szerint monoklonalis PCR termékeket
allitottunk eld. A PCR reakciok Osszetételiikben, illetve hdéprofiljukban megegyezettek a
korabban kozoltekkel, a végso extenzids id6 kivételével, melyet 30 percre modositottunk. A 3’
végein tilnyald timin nukleotidot tartalmaz6 linearizalt pTZ57R/T vektorba vald bekotddését
a PCR termékeknek, a reakcioban hasznalt polimerdz enzim (LCTaq DNS Polimerdz)
terminalis transzferaz aktivitasa révén kiépilé talnylo lancvégi adenin nukleotidok teszik
lehetové. A  keletkezett termékeket a tovabbi zavard szennyezOdésektél (s6- ¢és
fehérjeszennyezddések, klonozni nem kivant primerek) EZ-10 Spin Column PCR Products
Purification Kit (Bio Basic, Amherst, USA) alkalmazéasaval tisztitottuk meg a gyarto utasitasa
szerint. A Bacteria 16S rRNS géneket Mix & Go! Competent Cells-JIM109 (Zymo Research,
USA) kompetense sejtekbe transzformaltuk. Annak érdekében, hogy elkeriiljik a
szuperkompetens sejtek DNS-nek zavard hatasat, a DNS termékek reamplifikacioja elészor a
vektorspecifikus ~ M13 (M13f: 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3"; M13r: 5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3") primerekkel tortént. Az M13 PCR reakciot kovetden a
klonozott 16S rRNS gén felszaporitasara ugyanazt a PCR reakciok elegy 6sszetételt €s hoprofilt

hasznaltunk, mint a rizoszféra bakterialis kozosségének T-RFLP analizise soran.

Az amplifikalt inzerteket a T-RFLP modszer esetében hasznalt, gyakran hasito restrikcios
endonukledzokkal (Bsh12361és BsuRI) emészttettiik. Az igy 1étrehozott ARDRA (Amplifikalt
Riboszomalis DNS Restrikcids Analizis) mintdzataik alapjan csoportositottuk a mintékat, mig
a kloncsoportok egy-egy reprezentativ tagja esetében meghataroztuk a T-RF-t, illetve
elvégeztiik azok bazissorrend elemzését. A bazissorrend elemzéshez az M13-as PCR
termékekre a 27F-519R primer parral (jabb PCR terméket készitettiink. A termékek tisztitasat
kovetden (EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit (Bio Basic, Amherst, USA) a
bazissorend meghatarozast az LGC Ltd. (Berlin, Németorszag) munkatarsai végezték Sanger-

féle lancterminacios szekevanalas altal.
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A kapott bazissorrend adatok kiértékelését MEGAG6 (Tamura és mtsai, 2013) program
segitségével végeztiik. Az egyes reprezentansok legkozelebbi rokon szervezeteit a GenBank
adatbazisban, mig a legkozelebbi tipustorzseket az EzTaxon-e (Kim és mtsai, 2012)
adatbazisaban  azonositottuk BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) algoritmus alkalmazasaval. A megkdzelitéleg S00 bazispar
hosszusaga OTU-k (Operational Taxonomic Unit — operativ taxonomiai egység)
meghatarozasa soran a Tindall és mtsai (2010) altal javasoltak alapjan 95% feletti hasonldsag

nemzetség szintii, 97% feletti hasonldsag alapjan fajszintii besoroléast végeztiink.

A klonszekvencidkat a Genbank nukleotid szekvencia adatbazisban érhetdk az

MNO081907.1 - MN082019.1 azonositok alatt.

V.6.3 Foszfolipid-zsirsav (PLFA) elemzés

A foszfolipidek a baktériumok és eukariotdk korében is univerzalisak, viszont a
foszfolipideket alkotd zsirsavak (PLFA) valtozatosak, el6forduldsukat az adott taxon zsirsav-
anyagcserében aktiv enzimatikus miikodése szabja meg. Egy sejt membranjanak 6 zsirsavai
altalaban univerzalisak és csak kis részét alkotjak az 6ssz PLFA-mennyiségnek, aranyuk
valtozékony, erdsen fligg példaul a kiilsé kornyezeti tényezoktol (hdmérséklet, pH stb.). Adott
faj PLFA-Gsszetételét azonban csak tiszta tenyészetbdl tudjuk meghatarozni. A talajbol kivont
foszfolipidek a foszfolipid-foszfatban, illetve -zsirsavban kifejezett 6sszmennyiségiik alapjan
lehetdséget adnak a talaj mikrobiota kozdsség biomasszdjanak jellemzésére. Foszfolipid
zsirsav-spektrum alapjan a tdgabb taxoncsoportok jelenlétének, tér-, és idébeli dinamikajanak
megallapitasara, ezéltal az ¢€letkdzosség €rzékeny bioindikacidjara kapunk valaszt (Zelles,
1999).

A nagyfokt molekulaszerkezeti valtozékonysaggal rendelkezd foszfolipidek és az ezeket
alkotd  foszfolipid-zsirsavak  spektruma alkalmas mikroorganizmusok taxondmiai
meghatarozasdhoz. Az egyszeresen telitetlen zsirsavak az eukaridta mikrobak, a Gram-negativ
illetve Gram-pozitiv baktériumok kdrében fordulnak el6, de az utobbi csoportban rendkiviil kis
mennyiségben. A kétszeresen telitetlen linolsav (18:2w6,9) egyes vizsgalati eredmények szerint
a gombdk j6 biomarkere. A zsirsavakban a lanchosszndl altaldban jelentdsebb taxondmiai
informacio a szubsztituens vagy a telitetlen kotés lancvégtdl szamitott helyzete, ami azt tiikrozi,
hogy milyen anyagcsere-uton johetett 1étre az adott zsirsav. Ezen informaciok fliggvényében a
Gram negativ baktériumokra a ciklikus szerkezettel rendelkez6 (cy17:0; cy19:0) zsirsavakat,

valamint az egyszeresen telitett zsirsavak koziil a 18:1w7-t alkalmazzak. Gram pozitiv
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baktériumok esetén a leginkabb elfogadott marker a 15-17 C atombol 4llo telitettlen zsirsavak
iso, ¢és anteiso formdja (i15:0; al5:0; 116:0; 117:0; al7:0), az Actinobacteria torzsekre a
metilezett zsirsavakat (10Mel6:0; 10Mel7:0; 10Mel8:0), mig Protozodk esetén az 20:4
arachidonsavat alkalmazzak markerként (Frostegard, és Baath, 1996)

A foszfolipid-zsirsav analizis soran a biokémiai markerek meghatarozasa a kivonas
(extrakcio), elkiilonités (izolacid) és elvalasztas (szeparacid) fobb 1épései segitségével
valosultak meg. A talaj homogenizacidjat kovetden 2 g talajmintabol tortént a lipidek kivonasa
modositott egyfazisiu Bligh-Dyer modszerrel. Az extrakci6 alapja, hogy a natrium-citrat-puffer,
kloroform és metanol alkalmazasa soran a citrat-puffer—kloroform-metanol 0,8:1:2 (v/v/v)
aranyt elegye egy fazist alkot. Az eljaras soran a 2 g talajhoz annyi citrat-puffert (0,15 M,
pH=4,0) adtunk, hogy a talaj viztartalmaval egyiitt (10% viztartalom) 2,0 mL legyen az
Ossztérfogat (1,8 mL citrat puffer + 0,2 mL talaj viztartalma), majd 2,5 mL kloroformot és 5,0
mL metanolt adtunk hozza.

Az extrakcids elegyet vortexxel torténd homogenizalasat kovetden, 2 6ran keresztiil
szobahémérsékleten hagytuk. Ezt kovetéen Beckman Coulter J2-MC (USA) centrifuga
segitségével 5 percig, 2500 fordulat/perc sebeséggel, 4 °C-on centrifugaltuk. A felilliszéhoz
3,2 mL klorform ¢és 3,2 mL citrat puffer elegyet adtunk, és éjszakéra sotétben taroltuk, hogy a
fazis szeparacio lejatszédhasson. A fazis szeparacio kovetkeztében az alsé elegy kloroformos
fazisaban koncentralodtak a neutrélis, gliko- és foszfolipidek, mig a fels szerves fazisban a
metanol, viz és a vizben oldott anyagok.

A kovetkezd 1épésben a lipid-extraktumot vakuum beparlo segitségével koncentraltuk,
illetve szilardfazist extrakcid (SPE) sordn szilikagél toltetli oszlopon kondiciondlds utan a
foszfolipideket metanollal elkiilonitettiik a tobbi lipidfrakciotol. Az oszloprol eldszor a neutralis
lipideket 1,5 mL kloroformmal, majd a glikolipideket 6,0 mL acetonnal, végiil pedig a
foszfolipideket 1,5 mL metanollal eludltuk. A légmentesen zarhat6 livegcsében dsszegylijtott
foszfolipid frakciot nitrogénaramban 40 °C-on keriilt kiszaritasra kiszaritott. A lagos
mentanolizis soran a kiszaritott mintahoz 1 mL 1:1 (v/v) aranyd metanol-toluol oldat adtunk,
majd 1mL 37 °C-ra elémelegitett 0,2 M KOH-oldatunk hozza. Ezt kovetéen vizfiirddben 15
percen keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk, majd hagytuk lehiilni. A reakciéo eredményeként a
foszfolipidek felszabaduld zsirsavaibol metilészterek képzddtek, igy lehetdvé téve a
gazkromatografias eljarassal vald vizsgalatukat (Frostegard, és mtsai., 1993). Ezt kdvetoen 2
mL hexan:klorofom 4:1 (v/v) aranyu keverékét adtuk hozza, 0.3 mL 1 M ecetsav (pH 6), 2 mL
desztillalt viz mellett, és 1 percig vortexeltik. 5 perc (3000 fordulat/perc) centrifugdlédst

kdvetden a feliiluszo szerves fazist levalasztottunk, amit nitrogénadramban beparoltunk.
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A gazkromatografias elemzéshez 50 pl IS16 (injektalasi standard) oldatot (19:0) adtunk
hozza, melyet vortexelést kovetden -4 0C-on tatoltunk. Perkin Elmer Autosystem XL GC-
késziilékben HP-5 (50 m hosszl, 0,32 mm atmérdji és 0,17 pl filmvastagsagu) tipusu
kolonnaval végeztiik az elemzést, 99,99%-os tisztasagh hélium vivégaz segitségével.

Az egyes bakterialis csoportokra specifikus foszfolipideket alkotd zsirsavak segitségével
(PLFA) a Gram-pozitiv baktériumok (i15:0, al5:0, i16:0, i17:0, al7:0), a Gram-negativ
baktériumok (16:109, cy17:0, 18:1w7c, cy19:0) és Actinomycetesek (10Mel6:0, 10Mel7:0
and 10Me18:0) koncentracidja, tovabba az ,,univerzalis” (14:00; 15:00; 16:00; 17:00; 18:00)
foszfolipid-zsirsavak koncentracidja keriilt meghatarozosra a Gram-negativ/Gram-pozitiv

szervezetek aranya mellett (Frostegérd and Baéth, 1996).

V.6.4 Illumina MiSeq szekvenalas

A 2017-es talajmintdk (30 honappal az oltast kdvetden) kozdsségi DNS izolatumaibdl a
amplikon  szekvenaldas az 5’  végikoén  univerzdlis  Fluidigm  CS1  (5'-
ACACTGACGACATGGTTCTACA-3) és CS2 (5'-TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT-3")
szekvenciakat tartalmazo specifikus B341F 5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ (Herlemann
¢és mtsai, 2011) és B80SR 5’-GACTACNVGGGTATCTAATCC-3’ (Herlemann és mitsai,
2011) primer parok segitségével tortént. A PCR reakcio soran a Xl. Fiiggelék 4. tablazataban
bemutatott premix héprofilja 98 °C-on 5 percig tartd kezdeti denaturacioval indult, melyet 25
amplifikacios ciklus kovetett 40 masodpercig tartd 95 °C-os denaturdcioval, 55 °C-on 30
masodpercig tartd anneldcioval, és 60 masodperc 72 °C-on torténd extenzidval, a végsd
extenzio id6tartama 10 perc volt 72 °C-on. A Michigan State University (USA) Research
Technology Support Facility, Genomics Core laboratoriumban tortént az amplikon konyvtarak
tisztitds, mindség-ellendrzést és koncentracid6  meghatarozasat. A szekvenalds 2 x 250 bp
»paired end” eljarasban tortént az Illumina altal gyartott v2, 500 cycle MiSeq
platformon.

A szekvenciak bioinformatikai elemzése a mothur v1.38.1 (Schloss és mtsai, 2009)
szoftverrel a MiSeq SOP (http://www.mothur.org/wiki/MiSeq SOP, Kozich és mtsai, 2013)
alapjan tortént. Kozich és mtsai (2013) leirt elemzéssel ellentétben a  ’make.contigs’
parancsban a ‘deltaq’ paraméter 10-re lett allitva, valamint a kimérak detektalasara a
UCHIME (Edgar és mtsai, 2011) szoftvert altal tortént, tovabba Kunin és mtsai (2010) javaslata

alapjan az az adathalmazbdl a szingleton szekvencidk kiszlirésre keriiltek. A taxonomiai
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besorolast 1000 iteraci6 alapjdn szamolt legalabb 80%-o0os  bootstrap konfidencia érték
alkalmazaséaval az ARB-SILVA SSU Ref NR 132 adatbazisa (Quast és mtsai, 2012) alapjan
végeztik. Az OTU-k elkiilonitéséhez 0,15-0s cutoff értéket lett beallitva a mothur
»dist.seqs’ parancsanal. A prokaridtdk faji elkiilonitésénél figyelembe vett 97%-0s 16S

rRNS gén szekvencia hasonlosagot alkalmaztuk (Tindall és mtsai, 2010).

V.6.5 A mintak mikroszkopos vizsgalata

A 2017-es talajmintavétel (30 honappal az oltdst kovetden) soran a pasztazd
elektronmikroszkoppal (SEM) végzett vizsgalatokhoz a kiilonb6z6 kezelésekbdl szdrmazo
mintakat 3 oran keresztiil 5%-os glutaraldehidben (0,1 M Na-K foszfat puffer; pH=7) fixaltuk.
Az inkubalasi id6 letelte utan a fixalt mintakat kétszeri fosztat pufferrel (0,1 M; pH=7) torténd
mosasat kovetéen sokkold fagyasztason (-85 °C) majd fagyasztva szarito (Edwards)
késziilékben 5-10 oran keresztiil szaritottuk (2 x 10-2 mbar, -60°C), amig a fagyasztott mintabol
a jég elszublimalt. A vizsgalat elott kozvetlenill a kiszaritott mintdkat vékony aranyfilmmel
vontuk be, majd az MTA Okoldgiai Kutatokdzpontjanak Duna-kutato Intézetében EVO MA 10
Zeiss mikroszkopban figyeltiik meg.

V.6.6 Eredménvek statisztikai értékelés

Az egyéves szabadfoldi kisérlet soran annak érdekében, hogy 6sszehasonlitsuk a kezelések
hatasat a kijutatott PGPR fajok k6zosségen beliili aranyat tekintve az ANOVA (Analysis of
variance) varianciaanalizist hasznaltunk Tukey paronkénti post hoc tesztel, a normalis eloszlast
csoport atlaganak Osszevetésére, a PAST szoftver 3.13 verzio segitségével (Hammer és mtsai,
2001). Pearson féle korrelacios egyiitthatd tesztet végeztiink, annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk PGPR szervezetek kozdsségen beliili aranyanak ¢€s kukorica biomassza
eredmények kozotti Osszefiiggést. Az ANOSIM (analysis of similarities, 999 permutacio)
hasonlasgok elemzése altal vizsgaltuk meg (a PAST szoftver segitségével), hogy a bakterialis
kozosségszerkezeti atalakuldsokban a mintavétel idépontja (kukorica fenofazisa), vagy az
alkalmazott kezelések szerepet jatszottak-e. Annak érdekében, hogy az egyes csoportok kozotti
elvalast leginkabb befolyasold csucsokat és igy a dominans szervezeteket azonositani tudjuk,

SIMPER (similarity of percentage) hasonlosagi szazalék elemzést végeztiink (Clarke, 1993).

Fékomponens elemzés (PCA: principal component analysis) segitségével abrazoltuk a talaj
bakterialis kozosségszerkezetében végbemend valtozasokat, a PAST szoftver 3.13 verzio

segitségével (Hammer és mtsai, 2001). Tovabba annak érdekében, hogy a kornyezeti valtozok
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¢s a bakterialis kozosségszerkezetben bekovetkezd valtozasok kapcsolatat feltarjuk a PCA fobb
komponenseire vektorként vetitettiik a kdrnyezeti paramétereket. A kdrnyezeti paramétereket
az R program (R Core Team, 2016; http://www.r-project. org/) ,.envfit” parancsanak
segitségével illesztettiik a PCA ordinaciora (T-RFLP, PLFA és OTU aranyok), majd ezen
illeszkedés és szignifikancia szintjét hataroztuk meg random permuticiok segitségével

(Oksanen és mtsai, 2018).
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VI. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

V1.13. A talajoltasra hasznalt PGPR torzsek molekularis jellemzése és
monitorozasa

VI1.1.1 PGPR organizmusok azonositdsa és a molekularis nyomon kdvetési rendszer
felallitasa

A szabadfoldi kisérletsorozatot megel6zden a talajoltasra szant 10 baktérium torzs teljes
16S rRNS gén bazissorrend meghatarozasat elvégeztiik. A torzsekhez tartozé legkozelebbi

rokon fajokat és azok illesztési adatait az 7. tabldzat tartalmazza.

7. tabldazat A PGPR oltoanyagként felhasznalt PGPR torzsek 16S rRNS gén bazissorrend szerinti
azonositasa a legkozelebbi tenyésztéesbe vont rokon fajjal

Torzskod Legkozelebbi tipustorzs Hasonlésag Génbanki szam
% llesztési
adat (bp)
242 9 Azospirillum brasilense 98,16 26/1415 AY150046
NF_11 Azospirillum brasilense 98,89 30/1420 AY150046
NF_7 Azospirillum brasilense 97,991 20/955 AY150046
NF_6 Azospirillum irakense 99,42 8/1381 729583
S 153 Arthrobacter crystallopoietes 98,83 17/1454 X80738
S_225 Kocuria rosea 99,73 4/1456 X87756
S 284 Paenibacillus peoriae 99,73 4/1476 AJ320494
LU 44 Bacillus aryabhattai 99,93 1/1491 EF114313
13 4 Pseudomonas chlororaphis subsp. piscium 99,76 3/1239 FJ168539
ES 232 Bacillus megaterium 99,93 1/1373 JJIMHO01000057

A szakirodalmi adatok alapjan 3 kiilonb6z6 primerpar kombinécio altal fedheto le a
16S rRNS génje ~500 bazispar hosszusagu variabilis régidi (Sipos és mtsai, 2009). A
vizsgalatba bevont harom primerpar a 27F-519R, 341F-971R és 968F-1401R (Lane, 1991) volt,
melyek szekvenciai a X|. Fiiggelék 5. tabldzataban talalhatok. A kivalasztott harom
primerparral kdzre fogott 16S rDNS régiokon in silico emésztést végeztiink, gyakran hasito I1.
tipusu restrikcios endonukledzokkal, az azokra jellemzd felismerd helyeik alapjan. Az altalunk
vizsgalt enzimek négy, illetve 6t bazispar hossziisagli (27F-519R primer altal kdzrefogott régid
esetén) specifikus szekvencidkon beliil hasitjdk a kétszala DNS molekulat. A régidkat
egyenként végig vizsgaltuk az enzimekre jellemzd hasitohelyek alapjan, a torzsekre jellemzd

terminalis fragmensek (T-RF) utan kutatva. Az in silico vizsgalatok eredményeit a XI. Fiiggelék

57



6.a, 6.b, 7 és 8-as tablazataiban mutatjuk be, az egyes régidkon beliil az enzim-térzs parokra

jellemzo fragmenshosszak (T-RF-ek) feltiintetésével.

A 27F-519R primer par altal kozre zart 16S rRNS V1-V3 régioja bizonyult a
legvariabilisabbnak a vizsgalatba vont harom primerpar altal kozre zart régiok koziil. (XI.
Fiiggelék 6.a és 6.b tabldzat). A vizsgalatokba bevont torzsek koziil, négy az Azospirillum
nemzetségbe tartozott, mig kett6 pedig a Bacillus nemzetségbe. A felsorolt nemzetségek tagjai
jelentés homoldgidt mutatnak egymashoz 16S rDNS alapon, igy elvalasztasuk nem, vagy
egynél tobb enzim alkalmazasaval valosithatd meg. A négy Azospirillum nemzetségbe tartozo
torzs az NF_6, mely az Azospirillum irakense tipustorzzsel azonosithatd, tovabba az NF 7,
NF11 illetve 242 9 jelzéstiek az Azospirillum brasilense tipustorzsnek felelnek meg. Ez a 3
talajolto torzs jelenlegi ismereteink alapjan 16S rDNS alapon nem kiilonboztethetd meg
egymastol. Vizsgalataink kiterjedtek az Azospirillum brasilense esetében a nitrogén-fixacidban
résztvevod génekre is (NifA és nifH). Az adatbazisban fellelheté nifA és nifH gének alapjan
azonban Azospirillum brasilense faj alatti besorolasa nem lehetséges. A Bacillus nemzetséghez
tartozo két LU 44 és ES 232 jelzésii torzs, mint emlitettiik szintén jelentds szekvencia egyezést
mutatott, mivel eltérd talajokra szant (ligos, savanyu) oltdanyagban szerepelnek, igy a tobbi
torzstél vald elvalasztasuk megvalosithatd. Tovabba, figyelembe kell venni, hogy az
oltotorzsek kimutatasat a talajra jellemzé mikrobiota mellett kell megvalositani, igy nem
célszeri 1-1,5 bazis hosszban kiilonbozé T-RF-ket alkalmazni a kiilonb6z6é oltotorzsek
azonositasa céljabol.

A fenti észrevételek alapjan az in silico elemzések alapjan a 16S rRNS gén 27F-519R
(hasitohelyei a szamu fiiggelékben). A virtualis hasitdsok valosag alapjat a torzsekbol
egyenként készitett PCR termékek T-RFLP elemzésével igazoltuk (8. tdbldzar). A kapott
eredmények tiikrében az emlitett 6t enzim koziil a Bsh12361, BsuRI enzimek segitségével a
vizsgalatba vont torzsek a 27F-519R primer par altal kdzre zart a 16S rRNS V1-V3 région beliil
nagy biztonsaggal elvalaszthatoak egymastol (az Azospirillum brasiliense kivételével a savanyu

talajolto keverék esetében).
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8. tabldazat. A PGPR torzsek in silico becsiilt és a T-RFLP dltal meghatdrozott 16S rRNS fragmens hosszai
(bdzis parok) a Bsh12361 and BtsCl restrikcios endonukledz dltali emésztéssel

Restrikcios endonukleaz

Torzsek

Becsiilt fragmens hossz Aktualis fragmens hossz

Bsh12361 BsuRI Bsh12361 BsuRlI
NCAM ()8 00103 185 o 0 ®
R e e
fkpz)oBngcl)'llllg;n brasilense NF7 NCAIM 185 61 195 66
,(Al\jz)olgpz)igilulzjgn irakense NF6 NCAIM 185 215 1925 222
(APr)tr,L@gﬁ\cjlteBr Oc(l)fi/jgillopoietes S153 215 218 221 225
E<Oolczluzzia rosea S 225 NCAIM (P) B 383 220 387 227
I(T)z;\egioboalii:i:)us peoriae S 284 NCAIM 306 226 232 230
ﬁ)?célg%slfzrgabhattai LU44 NCAIM 227 223 234 232
Ei:eAu:jl\;)n(wF(J))ngsogﬂc;goraphis 13/4 B 379 190 383 198
Bacillus megaterium ES232 NCAIM 228 226 235 231

(P) B 001291

A kapott eredmények tiikrében az emlitett 6t enzim koziil a Bsh12361, BsuRI enzimek
segitségével a vizsgalatba vont torzsek a 27F-519R primer par altal kozre zart a 16S rRNS V1-
V3 région belill nagy biztonsaggal elvalaszthatoak egymastol (az Azospirillum brasiliense
kivételével a savanyu talajoltd keverék esetében). Az egyes PGPR szervezetek relativ
abundancia értékeit a két enzimmel torténd emésztés atlag értékeibdl szamoltuk. A modszer
lehetévé tette a talajoltasra hasznalt PGPR szervezetek relativ abundancia valtozasainak

monitorozasat szabadfoli koriilmények kozott.
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VI1.1.2 A kijutatott baktériumok relativ abundancidjanak a nyomon kovetése

VI.1.2.1 Savanyu Lamellic Arenosol (Nyirlugos) talajra adaptalt PGPR oltoanyagok

A 12-es 13-as abra az oltasra hasznalt baktériumok szazalékos relativ abundancia
valtozasat mutatja a kezdeti oltast megel6z6 idéponthoz képest, a kukorica 4-6 leveles (V4-
V6), bibekitolas (R1) és fiziologiai érettség (R6) fazisaban. A savanyu talajra adaptalt
baktériumok koziil a Bacillus aryabhattai és Paenibacillus peoriae baktériumok kozosségen
beliili relativ gyakorisaga 1%-¢k alatt maradt a kezelt talajokban. A Paenibacillus peoriae
esetében a kezeletlen (B1 és C1) talajokban bar meghaladta a 2%-¢ék koriili kozosségen beliili
aranyt az R6 idOpontra, azonban 0sszeségében a kimutatasi kiiszob alatt volt a baktérium relativ
abundancidja. Ezért a szervezetek kozosségen beliili arany valtozasat nem abrazoltuk, viszont
az egyes idopontokban mért relativ abundancia értékeiket tablazatosan a Xl. Fiiggelék 9.
tablazataban mutatjuk be. Ez a jelenség felhivja a figyelmet az alkalmazott modszer korlataira,
hiszen szamitasba kell venniink azt is, hogy az endospoérat képzo baktériumok DNS izolalasa
gatolt (Bueche és mtsai, 2013). A szamos abiotikus (talaj tipus, szerkezet, pH, homérséklet,
tapanyag, viztartalom stb.) és biotikus (protozoak és nematodak altali predacio, bakteriofag
aktivitas, az eréforrasokért valo kompeticio stb.) tényezdk nagyban befolyasoljak a rizoszféra
mikrobainak tulélését és gyakorisagat (beleértve a PGPR szervezetekét is) (Wakelin és mtsai,
2016), és csokkenthetik aranyukat.

Oltas el6tt az Azospirillum brasilense 1-3%-at képviselte a savanyt Lamellic Arenosol
talaj bakterialis kozosségének. Az abszolut kontrol talajhoz viszonyitva (A1) a 30 t ha ! bioszén
kezelés hatasara szignifikansan emelkedett az A. brasilense talajon beliili aranya. A bioszén
oltdanyaghordozoként valé alkalmazasa soran a 15 t ha ! (A3) mennyiség alkalmazasa, szintén
szignifikdnsan emelte meg a baktérium kozdségen beliili ardnyat, a kis dozisti kezeléshez
viszonyitva (C2) (/2. dbra). A kukorica 4—6leveles vegetativ fazisaban a 15 t ha™* bioszén
(A3), a 3 és 15 t ha! bioszén + hagyomanyos por oltdanyag kezelés (B2, B3), illetve a
legnagyobb dézisban alkalmazott bioszén mint oltéanyaghordozo (C4) kezelések, nem
szignifikansan bar, de megemelték az A. brasilense k6zosségen beliili aranyat a kontrol talajhoz
viszonyitva. Abujabhah és mtsai (2018) szintén erds pozitiv korrelaciot talaltak az Azospirillum
fajok kozosségen beliili aranya és a fa alapanyagl bioszén alkalmazott dozisa kozott fekete
agyagos talajban. Saranya és mtsai (2011) is az Azospirillum nemzettség szignifikans
emelkedését tapasztaltak tenyésztéses vizsgalataik soran, mind az akacfa alapanyagl bioszén
25 t ha! hasznalta, illtetve a bioszén és az Azospirillum (AZ 204) egyiittes alkalmazasa mellett.

Abujabhah és mtsai (2018) szintén erés pozitiv korrelaciot talaltak az Azospirillum fajok
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kozbsségen beliili aranya és a fa alapanyagl bioszén alkalmazott dézisa kozott fekete agyagos
talajban. Az A. brasilense kozosségen beliili aranyanak csokkend tendencidjat a novény
egyedfejlodés soran, hasonloan az altalunk tapasztaltakhoz, Ceccherini és mtsai (2001) is
megfigyelték. A kukorica novénnyel végzett szabadfoldi kisérletben majustdél novemberig az
azonositott A. brasilense torzs aranya 1/6-ra csokkent. Az A. brasilense esetében ismert az
organizmus azon képessége, hogy a gyokér kolonizacid soran, a baktérium képes behatolni a
novény belsejébe és endofita kapcsolatot kialakitani (Bashan, 1999; Chamam ¢és mtsai, 2013.
A PGPR faj ezen képessége magyardzatot adhat a késoi reproduktiv ndovekedési fazisban

alacsonyabb kozosségen beliili aranyara.
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12. abra. Az Azospirillum brasilense kozdsségen beliili aranyvaltozasa a 0-ik napi kontrol talajmintdhoz képest. A relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRI restrikcios
endonukledzzal torténd emésztések altal kapott T-RF-ek atlagat tartalmazza. Abszolut kontrol talaj, amely nem kapott NPK szerves miitragya kezelést “Absz. kontrolként”
van jelélve. Az egyes szamok 2,3,4 jelolik az alkalmazott bioszén dézist (3 tha™t; 3 =15tha™t; 4 = 30 t ha™Y). 4 kukorica novekedési fazisainak jelélés VA-V6 (négy-hat
leveles dallapot), R1 (bibekitolas), R6 (érettség). A kiilonbozé betiik (a, b) idézdjelben az egyes kezelések kézotti szignifikans kiilonbségeket jeloli P < 0,05 szinten.
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13. dbra. Az Arthrobacter crystallopoietes kézosségen beliili aranyvdltozasa a 0-ik napi kontrol talajmintahoz képest. A relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRI
restrikcios endonukledzzal torténé emésztések altal kapott T-RF-ek atlagat tartalmazza. Abszolut kontrol talaj, amely nem kapott NPK szerves miitragya kezelést “Absz.
kontrolként” van jelolve. Az egyes szamok 2,3,4 jelolik az alkalmazott bioszén dézist (3 t ha™*; 3=15that; 4 =30 t ha Y). 4 kukorica novekedési fazisainak jelélés 14—
V6 (négy-hat leveles dllapot), R1 (bibekitolds), R6 (érettség). A megegyezd betiik (a) idézdjelben az egyes kezelések kozott nem tapasztalt szignifikans kiilonbségeket
jelolik P < 0,05 szinten.
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Arthrobacter crystallopoietes oltas el6tt a savanya homokos talaj bakterialis
kozosségének 1-2.9%-at képviselte. A kisérleti periddus alatt az Art. crystallopoietes
kozosségen beliili ardnyvaltozdsa nem mutatott szignifikans eltéréseket a kezelt és a kontrol
talajok kozott. Mégis a kukorica reproduktiv fazisaiban (R1, R6) — 6sszevetve a vegetativ 4-6
leveles fazishoz —az Art. crystallopoietes relativ gyakorisaga egyarant megemelkedett a kontrol
és a kezelt talajokban is. A kontrol talajhoz viszonyitva a nagy dozisu 30 t ha™* bioszén (A4)
kezelés, és a bioszén mint oltdbanyaghordozdként vald hasznalata (minden egyes dozisban)
pozitivan befolyasolta az Art. crystallopoietes kozosségen beliili aranyat mindharom
novekedési fazisban. Zheng ¢és mtsai 2019-ben a rizs és szojabab alapanyagli bioszén
hatékonysagat igazoltak, mint az Arthrobacter fajok oltdbanyaghordozdja. A szervetlen foszfat
szolubilizaldé Arthrobacter nemzetség tagjait leginkabb a bioszén foszfor és nitrogén tartalma
volt a legnagyobb hatassal, a porozitas és a fajlagos feliilete mellett. Fox és mtsai 2014-ban az
orias viragosnad (Miscanthus giganteus) alapanyagu bioszén hatasara szignifikans novekedést
tapasztaltak az Arthrobacter nemzettség tagjain beliil. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
mind a nativ és mind az inokuldlt baktériumok tulélése a bioszén a tdpanyagmegkotd

képességétol nagyban fligg (Zheng et al., 2019).

V1.1.2.2 Liigos Mollic Umbrisol (Orbottydn) talajra adaptalt PGPR oltéanyagok
Az Orbottyani karbonatos homokos talajon az oltast megelézéen az Azospirillum
brasilense kozosségen beliili aranya 3,6-5,0 % volt, mig az Azospirillum irakense 0,5-2,5%
kozosségen beliili relativ gyakorisaggal rendelkezett (/4. dbra). A kezeléseknek koszonhetden
szignifikans valtozasokat az A. brasilense relativ abundancia valtozasaiban bar nem
tapasztaltunk, a bioszén + hagyomanyos oltéanyaghordozo6 alkalmazasa soran a kis dozis (E2:
3 thal+ 1,7 x 10 PGPR) kezelés hatasara kukorica teljes egyedfejlodése soran megndtt a

kozosségen beliili aranya.

Az Azospirillum irakense esetében viszont szignifikansan novelte a faj kozosségen
beliili aranyat a nagy dézisa (30 t ha) bioszén mint oltéanyaghordozo6 kezelés a kontrol és a
kozepes dozist kezeléssel szemben (15. abra). Addig amig bioszén oltdanyaghordozoként vald
hasznalata, minden ddzisban, a kontroll talajban tapasztaltakhoz hasonldan segitette el az A.
brasilense arany valtozasat, addig a kis dozisu 3 t hal bioszén (D2) kezelés hasznalata
negativan befolyasolta a faj kzosségen beliili aranyat. Tovabba, a csak bioszén kezelést kapott
talajok nagyobb dozisai esetén is faj kozosségen beliili ardnya elmaradt a kontrol talajban

tapasztaltakhoz képest, hasonldéan az Azospirillum irakense bioszén + hagyomanyos por
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14. dabra. Az Azospirillum brasilense kozdsségen beliili aranyvaltozasa a 0-ik napi kontrol talajmintdhoz képest. A relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRI
restrikcios endonukledzzal torténd emésztések altal kapott T-RF-ek atlagat tartalmazza. Abszolut kontrol talaj, amely nem kapott NPK szerves miitragya kezelést “Absz.
kontrolként” van jelélve. Az egyes szamok 2,3,4 jelélik az alkalmazott bioszén dézist (3 that; 3 =15tha™t; 4 = 30 t ha™Y). 4 kukorica névekedési fazisainak jelélés
VA4-V6 (négy-hat leveles dllapot), RI (bibekitolds), R6 (érettség). A megegyezd betiik (a) idézdjelben az egyes kezelések kozott nem tapasztalt szignifikdns kiilonbségeket
Jjelolik P < 0,05 szinten.
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15. abra. Az Azospirillum irakense kézésségen beliili aranyvaltozasa a 0-ik napi kontrol talajmintahoz képest. A relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRI restrikcios
endonukledazzal torténd emésztések altal kapott T-RF-ek atlagat tartalmazza. Abszolut kontrol talaj, amely nem kapott NPK szerves miitragya kezelést “Absz. kontrolként” van
Jjelolve. Az egyes szamok 2,3,4 jelolik az alkalmazott bioszén dézist (3 t ha™; 3 =15tha™t; 4 =30t ha™). 4 kukorica novekedési fazisainak jelolés V4—V6 (négy-hat leveles
dllapot), R1 (bibekitolas), R6 (érettség). A kiilonbozd betiik (a, b) idézdjelben az egyes kezelések kozotti szignifikdns kiilonbségeket jeloli P < 0,05 szinten.
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Bioszén (D) Bioszén + hagyomanyos por oltéanyag (E) Bioszén mint oltéanyaghordozo (F)
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16. dbra. A Kocuria rosea kozosségen beliili aranyvaltozdsa a 0-ik napi kontrol talajmintahoz képest. A relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRI restrikcios
endonukledzzal torténd emésztések altal kapott T-RF-ek atlagat tartalmazza. Abszolut kontrol talaj, amely nem kapott NPK szerves miitragya kezelést “Absz. kontrolként”
van jelélve. Az egyes szamok 2,3,4 jelélik az alkalmazott bioszén dozist (3 t ha™t; 3=15tha™t; 4 =30 tha™?). 4 kukorica névekedési fazisainak jelélés VA-V6 (négy-hat

leveles dallapot), R1 (bibekitolds), R6 (érettség). A megegyezo betiik (a) idézdjelben az egyes kezelések kozott nem tapasztalt szignifikans kiilonbségeket jelolik P < 0,05
szinten.
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oltdéanyag kezeléshez. Ez felhivja a figyelmet a bioszén altali szerves anyagpotlas sordn az

alkalmazott dozis és a talaj mindségének egyiittes befolyasold hatasara (Ding és mtsai, 2016).

Ahogy azt Prendergast és Miller 2014-ben bemutatta, a bioszén hasznalata visszavetheti a
novényi gyokérszorok novekedését a kontrol talajhoz képest, a bioszén magas foszfor
tartalmanak koszonhetéen. EbbOl kifolydlag a rizoszféra mikrobdk egy része a bioszén

felszinéhez kotédve fordul el6 (Lehmann, 2007).

Az TAA és EPS termelé Kocuria rosea kezdeti kozosségen beliili aranyat (1,5-4,2 %)
az egyes kezelések nem valtoztattak meg szignifikansan (16. dbra). A kis dézisu bioszén +
hagyomanyos por oltéanyag kezelés hatasara kukorica teljes egyedfejlodése soran nétt a faj
kozosségen beliili aranya a kezdeti iddponthoz képest. Fox és mtsai 2014-ben tenyészedényes
tanulmanyukban az orias viragosnad (Miscanthus giganteus) alapanyagti bioszén kezelés
hatasara szignifikans mértékben megnovekedett kozdsségen beliili aranyat tapasztaltdk a

foszfat-szolubilizalé Kocuria rizophila fajnak angolperje (Lolium perenne) esetében.

A Bacillus aryabhattai és Paenibacillus peoriae baktériumok kdzosségen beliili relativ
gyakorisaga 1%-¢k alatt maradt a kezelt és kezeletlen talajokban egyarant. Ezért a szervezetek
kozosségen beliili arany valtozasat nem abrazoltuk, viszont az egyes idopontokban mért relativ

abundancia értékeket tablazatosan a Xl. Fiiggelék 10. tablazatiaban mutatjuk be.
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V1.1.3 A kukorica rizoszféra bakterialis kozoss€gében végbemend valtozasok a genotipusos
¢és fenotipusos vizsgalatok segitségével

VI.1.3.1 ,, Szekvenciaval-tamogatott T-RFLP ” analizis

A ,szekvenciaval-tamogatott T-RFLP” (sequence-aided T-RFLP) analizis lehetové
teszi, hogy nyomon kd&vessiik a kukorica rizoszféra mikroba koézosségeiben bekodvetkezo
valtozasokat a kiilonbségeket okozd dominans T-RF azonositasa mellett. A PCA biplot analizis
elsé két fokomponense (17. dbra) a teljes variancia 60,8% reprezentalta. Szignifikans
(R2=0,9776; P=0,0001) kiilonbséget mutatott a savanya és karbonatos homokos talaj
rizoszférajanak bakterialis kozosség szerkezete. Az els6 fOkomponens (a teljes variancia
49,1%-a) szerint valik el a két kiilonbozo talaj bakteridlis kozosség szerkezete. Az elvalast
okozd dominans T-RF-ek a savanyl talaj esetében az Acidobacteriaceae csalad, mig a
karbonatos talaj esetében a Solibacteres osztalyba tartozd EU445199 csalad tagjainak

koszonhetd, mindkét szervezet az Acidobacteria torzsbe tartozik.

A karbonatos homokos talaj €¢s savanyi homokos talaj bakterialis kozosség szerkezetei
kozotti  szignifikdns kiilonbség a talaj fizikai kémiai kiilonbségének koszonhetd.
Mezb6gazdasagi talajokon Bartram és mtsai (2014) a talaj pH gradiense (4,5-t61 7,5-ig) menti
valtozéasokat figyeltek meg az egyes baktérium taxon csoportok kozott. Hasonléan hozzénk az
Acidobacteria valtozatos eléfordulasat mutattdk be kiillonb6zé pH tartomanyu talajokban,
amely értelmében specifikus Acidobacteria alcsoportok kiilonb6zo pH tartomanyu

kornyezetekhez adaptalodtak.

A  masodik fokomponens (teljes variancia 11,7%) szerinti elvalast a
Sphingomonadaceae csalad tagjainak kdszonhetd. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a
masodik fékomponens szerinti elvalas hatterét (kezelés, ndvény fenofazisa stb.) az egyes

talajok bakterialis kozosségszerkezetét kiilon-kiilon is megvizsgaltuk.
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17. dbra. A két kiilonbozo talajbol szarmazo kukorica rizoszféra bakteridalis kozosségszerkezetét abrazolo fé6komponens analizis (PCA), Bsh12361 and BtsCl restrikcios
endonukledzok felhaszndlasdaval. A Bsh12361 dltali emésztés dltal kapott T-RF-ek ‘B, mig a BsuRI enzim dltali emésztést ‘BR’ jeloléssel abrdzoltuk. A domindns T-RF-hez
tartozo baktérium csaladok a restrikcios endonukledzzal egyiitt keriiltek dbrazolasra. A klonkonyvtar elkészitéséhez az alabbi mintak lettek feldolgozva: 0AL; 1A4; 11A4,

I11A4; 11C4; 11IC4; 0D1; 0D2; 0D3; 0D4
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V1.1.3.1.1 Savanyt Lamellic Arenosol (Nyirlugos) talaj esetében

A fékomponens analizis (PCA) az els6 két komponens bakteridlis kozosség teljes
varianciajanak 46,5%-at reprezentalja (18. dbra). A Lamellic Arenosol (Nyirlugos) kukorica
rizoszférajanak bakterialis kozosségszerkezetét a nagy dozisu bioszén kezelés (R? = 0.295; p =
0.0001) szignifikansan befolyasolta, a kukorica fenofazisa mellett (R? = 0.607; p = 0.0001). A
3t ha! bioszén kezelés, a kontrol talajhoz hasonldan, nem volt szignifikans hatdssal a talaj
bakterialis kozosségszerkezetére. A kukorica egyedfejlodési szakaszaival Gsszefliggd
kozosségszerkezeti valtozasok az elsé fékomponens szerint rendezédtek (a teljes variancia
25,41%), a nagy dozisi bioszén kezeléssel kapcsolatos valtozasok pedig a masodik
fokomponens szerint (a teljes variancia 17,92%) (/8. dbra). A ndévény fenofazisa altal
befolyasolt bakterialis kdzdsségen beliili valtozdsok mar tobb korabbi tanulmany is bemutatta
(L1 és mtsai, 2014; Yang és mtsai, 2017;). A nagyddzisu bioszén kezelés hatdsara bekdvetkezd
a bakterialis kozosségen beliili szignifikdns valtozasokat tapasztalt korabban Cheng ¢és mtsai

(2017), illetve Han és mtsai (2017) is.
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18. dbra. A savanyu homokos (Lamellic Arenosol) talaj kukorica rizoszférdjanak bakteridalis
kozosségszerkezetét abrazolo fékomponens analizis (PCA), Bsh12361 and BtsClI restrikcios endonukledzok
felhaszndlasdaval. A kukorica névekedési fazisainak jelolés VA-V6 (négy-hat leveles dllapot), Rl
(bibekitolas), R6 (érettség). Az egyre inkdabb feketedd minta jeldlés az alkalmazott bioszén dozissal fiigg
ossze. Ennek értelmében a fehér = 0 t ha-1 bioszén, vilagos sziirke = 3 t ha bioszén , sotét sziirke = 15t ha
L és fekete 30 t ha * bioszén). A Bsh12361 dltali emésztés altal kapott T-RF-ek ‘B', mig a BsuRI enzim dltali
emésztést ‘BR’ jeloléssel dabrazoltuk A domindans T-RF-hez tartozo baktérium csalddok a restrikcios
endonukledzzal egyiitt keriiltek dbrazolasra. A kionkonyvtar elkészitéséhez az alabbi mintak lettek
feldolgozva: 0AL; 1A4; 11A4; 111A4; 11C4; 11IC4
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Kezelés elott (0-ik nap)

15 és 30 t ha! bioszén kezelés 15 és 30 t ha! bioszén kezelés
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19. 4 0 és 3 t ha-1 és nagy dozisu 15, illetve 30 t ha-1 bioszén kezelést kapott talajok baktérium csalddjainak
a kozosségen beliili szdazalékos aranya, a kukorvica kiilonbozo egyedfejlodési szakaszaiban. A relativ
abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRlI restrikcios endonukledzzal torténd emésztések altal kapott T-RF-
ek atlagat tartalmazza. Csak azok a baktérium csaldadok keriiltek kimutatdsra, amelyekhez T-RF-ek
elsddlegesen tehetdk felelGssé a két csoport kozotti elvaldsért a kukorica fenofdzisa sordan (az egyes csoportok
elvdlasdhoz egyiittesen 50%-ban jarulnak hozzd, és kozdsségen beliili relativ gyakorisdaguk >2 %).

SIMPER modszer segitségével meghataroztuk az elvalést leginkabb befolyasold csucsokat
a kukorica fenofazisa, illetve a nagydézisu bioszén kezelés fliggvényében. A nagy dézist (15
és 30 t ha ) bioszén kezelés hatasara szignifikinsan megemelkedett a Sphingomonadaceae
csalad (pl: S. palustris, S. jaspsi, S. glacialis, S. pruni, JQ426858, AM697355; V4-V6 +4.8%;
R1 +12%; R6 +8.7%) kozosségen beliili aranya, hasonloan a Rhodospirillaceae csalad tagjaihoz
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(pl. Azospirillum brasilense, EF516955, AM936715; V4-V6 +3.3%; R1 +4.5%; R6 +5.2%) a
kukorica fenofazisa soran, a 0 vagy 3 t ha bioszén kezeléssel szemben. A Bradyrhizobiaceae
(pl: B. mercantei, B. jicamae, B. japonicum, B. lablabi, B. rifense) csalad tagjainak kdzosségen
beliili aranya szintén magasabb volt a nagy bioszén kezelés hatasara (V4-V6 +2%; R1 +3%);
R6 +3.5%). A Thermosporotrichaceae (R1 +3.6%; R6 +3.7%), Sterolibacteriaceae (R1 +3.5%);
R6 +2.1%), és Streptosporangiaceae (R1 +1.5%; R6 +0.4%) csalad tagjainak kozosségen beliili
arinya szintén magasabb volt a kukorica fenofAzisa soran, mint a 0 vagy 3 t ha™! bioszén kezelést
kapott talajok esetében. Az Acidobacteriaceae csalad tagjainak kozosségen beliili aranya
viszont a nagy dozisu bioszén kezelés (15 és 30 t ha™ bioszén) szignifikansan csokkent (V4—
V6 —3.4%; R1-2.7%; R6 —2.9%), hasonloan a JF737898 (Cyanobacteria rend) csaladhoz (V4—
V6 —3.7%; R1 —4.1%; R6 —4.9%). A Micrococcaceae (V4-V6 —2.3%; R1 —0.7%; R6 —2.5%),
Oxalobacteraceae (R1 —2.5%; R6 —3.3%) és Acidimicrobiaceae (V4-V6 —0.9%; R6 —2.8%)

csalad tagjainak kozosségen beliili aranya szintén csokkent (/9. abra).

A Sphingomonadaceae csalad tagjaninak bioszén kezelés hatasara megnovekedett
aranyat tapasztalta korabban Anderson és mtsai (2011), Xu és mtsai (2014), illetve Kolton és
mtsai (2017) is. A Sphingomonadaceae organizmusai fontos szerepet jatszanak a szén
korforgalomban, szamos szénforrds hasznositasi képessége altal (Shintani és mtsai, 2007;
Boersma ¢és mtsai, 2009). A szignifikansan megemelkedett kozosségen beiili aranyuk, a bioszén
kezelés kovetkeztében a talajba juttatott pirogén szén formdknak kdszonhetd (Thu és mtsai,

2018).

A légkoéri Nz fixdcioban szerepet jatszo csalddok  (Rhodospirillaceae,
Bradyrhizobiaceae) kozdsségen beliili ardnya megndtt a nagy dozisu bioszén kezelés hatasara
(15 és 30 t hal). Anderson és mtsai (2011), illetve Thu és mtsai (2018) szintén a
Rhodospirillaceae csalad megemelkedett kozosségen beliili aranyat tapasztaltak faalapa (Pinus
radiata, és Eucalyptus saligna) bioszén kezelést kovetden savanyu talajon (Ferralsol és
Templeton) Ezzel szemben Xu és mtsai (2014) a Rhodospirillaceae szignifikansan lecsokkent
aranyat tapasztalta rizsszalma alapanyagi bioszén esetében Acrisol talajon (pH 4,48). Ezek az
ellentétes tapasztalatok ravilagitanak a bioszén alapanyaganak kiemelt fontossagara, a
mikrobialis kozosség szerkezet szempontjabol (Zhu és mtsai, 2017). A N2 fixalo és denitrifikald
Bradyrhizobiaceae csalad tagjainak kozosségen beliili aranya a nagy dozist bioszén kezelés
hatasara szintén megndtt, hasonldéan tobb korabbi tanulmanyhoz (Anderson és mtsai, 2011;

Khan és mtsai, 2014; Kolton és mtsai, 2017).
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Az Acidobacteriaceae csokkend aranyat tapasztalta Cheng és mtsai (2017), illetve Li és
mtsai (2018) a bioszén hasznalatat kovetden. Az Acidobacteriaceae csalad tagjai oligotrof és
alacsony pH- tartomanya talajokban gyakoriak. A bioszén kovetkeztében csokkend
kozosségen beliili aranya 0sszefiiggésbe hozhatd a bioszén kovetkeztében kialakulod kopiotrof
¢s semleges pH tartomanyu talaj kornyezetnek (Li és mtsai, 2018). A kutatasunk soran a
kopiotrof baktérium csaladoknak a megemelkedett kozosségen beliili aranya melyek az
Alphaproteobacteria  (Sphingomonadaceae, Rhodospirillaceae, Bradyrhizobiaceae) ¢és
Actinobacteria (Streptosporangiaceae) osztalyba tartoznak, igazoljak a bioszén hasznalat

kovetkeztében kialakuld ,,kopiotrof baktérium kézosségi valtozast” (Jenkins és mtsai, 2017).

PC2 (20.5%)

PC1 (37.4%)

20. abra PCA ordindcioja a savanyu homokos talaj kukorica R6 (fiziologiai érés) rizoszférdjanak és a kezelés
elotti talajnak (041) a bakterialis kézosseg szerkezetérdl, a Bsh12361 and BtsClI restrikcios endonukledzok
felhaszndldasaval. Az egyre inkabb feketedé minta jelolés az alkalmazott bioszén dozissal fiigg dssze. Ennek
értelmében a fehér = 0 t ha-1 bioszén, vilagos sziirke = 3 t ha-1 bioszén, sotét sziirke = 15 t ha-1 és fekete 30 t
ha—1 bioszén). A kezelés hatdsa a névény biomasszdjara (t ha) a mintdkat adbrdzolé buborékok méretével ardnyos
(OAL minta nem reprezentdl biomassza mennyiséget). Azok a baktérium csaladok keriiltek dbrazolasra, melyek a
SIMPER modszer segitségével legalabb 8%-ban hozzdjarultak az elvaldashoz. A kornyezeti paraméterek vektorként
keriiltek abrazoldsra.

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik és dsszefoglaljuk a bioszén altal befolyasolt
talaj paraméterek, a bakteridlis kozosség dinamikédja és kukorica biomassza kozotti kapcsolatot
a szignifikans talaj paramétereket a T-RFLP adatok fékomponens elemzése altal kapott
ordinaciora illesztettiilk, tovabba buborékdiagram ,,buble plot” segitségével abrazoltuk a
kukorica biomassza adatait az egyes kezelések soran (20. dbra). Rékasi és mtsai (2018) a
szabadfoldi kisérletsorozatunk fizikai-kémiai elemzése soran vildgossa valt, hogy a savanyl

talaj pH, P és K tartalma erés, mig NHs"-N tartalma mérsékelt korrelaciot mutat a bioszén
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kezeléssel. Jelen kutatas eredményei viszont tisztaztak, hogy 30 t ha* bioszén kezelés PGPR
oltéanyag nélkiil volt a legnagyobb hatdssal a talaj bakteridlis kozosség szerkezetére, a
kemoorganotr6f Sphingomonadaceae csalad tagjai voltak a legnagyobb aranyban. Az
eredmények ramutattak, hogy a bioszén altal a talajba juttatott szénformak szelektiv nyomast
gyakoroltak a gyors novekedési titemmel rendelkez6 Sphingomonadaceae csalad tagjaira (r-
stratégistak). 149 nappal a kezelést kovetden (R6 fazis) tobb nagy dozisu bioszén kezelést
kapott talaj (IIIC3, IIIA3; I1IB4) oligotréf alacsony pH kornyezetet mutatott, hasonldan a
kezdeti abszolut kontroll talajhoz (0A1), illetve a 0 vagy 3 t ha! bioszén kezelést kapott
tertiletekhez. Ezekben az oligotrof kornyezetekben a lassan novekedd K-stratégista szervezetek,

az Acidobacteriaceae csalad tagjai voltak a leggyakoribbak.

Rékasi és mtsai (2018) mérései alapjan arra kovetkeztetésre jutottak, hogy a legnagyobb
kukorica biomassza ndvekedést a bioszénnel kezelt talajokban tapasztaltdk. A mi kutatasi
eredményeink viszont ravilagitottak, hogy a bioszén hasznalata amellett, hogy a talaj fizikai-
kémiai paramétereit, és mikrobidlis kozosségszerkezetét egyarant befolyasolja, a bioszénnek
mint oltéanyag hordozonak szignifikans hatdsa van a szabadfoldi terméseredményekre. A
bioszén mint oltéanyaghordoz6 kezelés (C3-as) nem csak szignifikdnsan megemelte az A.
brasilense kozosségen beliili relativ gyakorisagat, hanem a kukorica biomasszajat is novelte. A
tobbi kezelés esetében az elmaradt szignifikdns névény hatas kdszonhetd a nagyon alacsony
¢ves csapadékszintnek, a nem elegendd kiegészitd Ontdzéssel egyiitt. A bioszén kezelés
hatasara kifejtett pozitiv valtozasok a talaj fizikai kémiai paramétereiben és az ezzel Gsszefliggd
termésmennyiségre a szarazsag stressz kovetkeztében gatlodhatnak. Az eredmények tisztaztak,
hogy a bioszén mint hagyomanyos oltéanyaghordoz6 (C) képes a kukorica biomassza
novekedését elésegiteni extrém savanyu (4,4 pH) homokos talajban, szarazsag stressz idején is.
Mivel a sikeres novényi novekedés serkenetés alapfeltétele a hatékony gyokré kolonizaciod
(Buddrus-Schiemann ¢és mtsai, 2010), a kukorica biomasszajanak novekedése a PGPR
szervezetek talélésre utal a bioszén felszinén. Mindez utal a bioszén jol kiterjedt és
maghatarozott porozitasanak mikrobialis éllettér teremtd funkcidjara, amelyben megtapadva az
egyes PGPR szervezetek kifejthetik jotékony hatasukat (Ding és mtsai, 2016; Vurukonda és
mtsai, 2016). Ezek az eredmények a bioszén, mint hatékony oltéanyaghordoz6 tulajdonsagara

utalnak.
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PC113,9%

VI1.1.3.1.2 Karbonatos Mollic Umbrisol (Orbottyan) talaj esetében

A karbonatos homokos talaj fédkomponens analizisének (PCA) az elsé két komponense
a bakterialis kozosség teljes varianciajanak 53,7%-at reprezentalja (21. dabra). A Mollic
Umbrisol (Orbottyan) kukorica rizoszférajanak bakterialis kozosségszerkezetét a kukorica
fenofazisa szignifikdnsan befolyasolta (R? = 0,42892; p = 0,0001). A bioszén kezelés, dozistol
fliggetleniil, a bakterialis kozosség szerkezet idébeli valtozasait nem modositotta szignifikdnsan
(R2 = -0,03442; p = 0,6518). A kukorica egyedfejlédési szakaszaival Osszefliggd
kozosségszerkezeti valtozasok az els6é fékomponens szerint rendezédtek (a teljes variancia
25,41%), a nagy dozisi bioszén kezeléssel kapcsolatos valtozasok pedig a masodik

fokomponens szerint (a teljes variancia 39,8%) (21. abra).
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21. dbra A karbondtos homokos (Mollic Umbrisol) talaj kukorica rizoszférajanak bakterialis
kozosségszerkezetét abrazolo fokomponens analizis (PCA), Bsh12361 and BtsClI restrikcios endonukledzok
felhasznadlasaval. A kukorica novekedési fazisainak jelolés V4-V6 (négy-hat leveles dllapot), RI
(bibekitolas), R6 (érettség). Az egyre inkdabb feketedd minta jelolés az alkalmazott bioszén dozissal fiigg
ossze. Ennek értelmében a fehér = 0 t ha-1 bioszén, vilagos sziirke = 3 t ha-1 bioszén , sotét sziirke = 15 t
ha-1 és fekete 30 t ha—1 bioszén). A Bsh12361 dltali emésztés dltal kapott T-RF-ek ‘B’, mig a BsuRI enzim
altali emésztést ‘BR’ jeloléssel abrazoltuk A domindns T-RF-hez tartozo baktérium csaladok a restrikcios
endonukledzzal egyiitt keriiltek dbrazolasra. A kionkonyvtar elkészitéséhez az alabbi mintak lettek
feldolgozva: OD1; ID4; 11D4; 111D4.
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A nagy dozisa (15 és 30 t ha™) bioszén kezelés hatasara szignifikdnsan csdkkent a
Pseudonocardiaceae csalad (pl: PAC000300_s; V4-V6 -1,7%; R1 -1,0%; R6 -2,2%)
kozosségen beliili aranya. A Solibacteres osztalyba tartozo EU445199 csalad tagjai, hasonléan
a Polyangiaceae csalad (Labilithrix sp.) tagjaihoz a kukorica egyedfejlodésének reproduktiv
R1-bibekitolas szakaszdban bar kisebb volt a kozdségen beliili ardnya, a tobbi mintavételi
idépontban nagyobb a volt a nagy dozissal kezelt talajokban (V4-V6 +1,6%; R1 -4,6%; R6

+4.4%), mint a 0 és 3 t ha™! bioszén kezelés esetében.
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22. abra. A 0 és 3 t ha-1 és nagy dozisu 15, illetve 30 t ha-1 bioszén kezelést kapott talajok baktérium
csalddjainak a kézosségen beliili szazalékos aranya, a kukorica kiilonbozé egyedfejlédési szakaszaiban. A
relativ abundancia értékek a Bsh12361 és BsuRl restrikcios endonukledzzal torténd emésztések daltal kapott
T-RF-ek dtlagadt tartalmazza. Csak azok a baktérium csaladok keriiltek kimutatasra, amelyekhez T-RF-ek
elsddlegesen tehetok feleGssé a két csoport kozétti elvalasért a kukorica fenofazisa soran (az egyes csoportok
elvalasahoz egyiittesen 50%-ban jarulnak hozza, és kozosségen beliili relativ gyakorisaguk >2 %,).
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A Sphingomonadaceae csalad tagjainak kozosségen beliili aranya a novény reproduktiv
egyedfejlodési szakaszaiban (R1: +2,9%; R: +0,2%) magasabb volt a nagy dézisu bioszénnel
kezelt talajban. A Rhodospirillaceae (pl: Azospirillum brasilense, EF516955, AM936715),
Bradyrhizobiaceae (pl: B. mercantei, B. jicamae, B. japonicum, B. lablabi, B. rifense)
Oxalobacteraceae (pl: Noviherbaspirillum denitrificans, Noviherbaspirillum sp.) csalad
tagjainak kozosségen beliili aranyvaltozdsa nem mutatott dsszefiiggést az alkalmazott bioszén
kezeléssel, hasonloan a tovabbi SIMPER modszer segitségével meghatarozott, az elvalast

leginkabb befolyasold, baktérium csalddokhoz.

A szignifikansan csokkend Pseudonocardiaceae csaldd tagjainak kozosségen beliili
aranya, Osszefliggésbe 4llhat a bioszén kezelés kovetkeztében kialakulé kopiotrof
talajviszonyoknak (Jenkins és mtsai, 2017). A csalad tagjai a stabil, perzisztens szénformak,
illetve szennyezOanyag bontd képességérdl ismertek (Jiang és mtsai, 2021). A bioszén
kijuttatasa altal a talajba kertil6 labilis szénformak magasabb aranya miatt, a tipanyag profilban
kialakul6 valtozas miatt, a gyorsabban szaporodé kopiotrof szervezetek tilnéhetik az oligotrof

tapanyagforrasokra specializalt szervezeteket (Jenkins és mtsai, 2017).

A Zhang és mtsai (2019) 4 talajtipuson végzett tenyészedényes kisérletsorozatuk soran
a foldimogyorohéj alapanyagt bioszén kezelés hatdsat vizsgaltak a talaj bakteridlis k6zosség
szerkezetére. A savanyu talajon taldlt szignifikdns hatdsok, melyek leginkabb a bioszén
kovetkeztében megvaltozott pH és szervesanyagtartalommal hozhato 6sszefliggésbe, a lugos
pH talajokban nem okozott szignifikans valtozasokat. Ahogy azt Jeffery és mtsai (2011) altal
veégzett metaanalizis is bemutatta, a bioszén hasznélata kovetkeztében kialakul6 talaj valtozasok
a savanyu és semleges pH tartomanyu teriileteken hatékony, mivel a lagos talajon nem

érvényesiil a talaj meszezd hatésa.

A karbonatos Mollic Umbrisol talajon végzett szabadfoldi kisérlet esetében, annak
érdekében, hogy Osszefoglaljuk a bioszén altal befolyasolt talaj fizikai-kémiai paraméterek, a
bakteridlis kozosség dinamikdja ¢és kukorica biomassza kozotti kapcsolatot, szintén a
szignifikans talaj paramétereket a T-RFLP adatok fokomponens elemzése 4altal kapott
ordinaciora illesztettiik, a buborékdiagram segitségével abrazoltuk a kukorica biomassza adatai
mellett (23. abra). Rékasi és mtsai (2018) a karbonatos homokos talaj esetében a
megemelkedett P és K elem koncentraciot tapasztalt, a ndvények altal felvehetd AL-P20s és
AL-K>0-hoz hasonléan. Szignifikans hatds viszont csak a foszfor elem esetében a bioszén +
hagyomanyos oltdanyaghordoz6 kezelés (B) soran volt tapasztalhato. Jelen kutatas eredményei
viszont tisztaztak, hogy 15 t ha ™t bioszén kezelés PGPR oltéanyag nélkiil volt a legnagyobb
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PC2(15.7 %)

hatassal a talaj bakterialis kozosség szerkezetére, ahol a Rhodospirillaceae csalad tagjai voltak
a legnagyobb ardnyban. Az eredmények ramutattak, hogy a bioszén altal a talajba juttatott
szénformak hasonldan a savanyu talajhoz tovabbra is szelektiv nyomast gyakoroltak a gyors
novekedési litemmel rendelkez6é Rhodospirillaceae csalad tagjaira (elsé fokomponens, 38,1%-
a teljes variancidnak). A masodik fokomponens szerint is talaj bakterialis kozosség valtozasa
azon szervezetek mentén tortént, akik a labilis szénformakat gyorsan hasznosijtdk, mint a
Sphingomonadaceae csalad tagjai, illetve azok a szervezetek, akik a perzisztens szénformak

hasznositasara specializaltak.
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23. abra PCA ordinacicja a karbondtos homokos talaj kukorica R6 (fiziologiai érés) rizoszférdjanak és a
kezelés elotti talajnak (041) a bakteridlis kozosség szerkezetérdl, a Bshi12361 and BtsCI restrikcios
endonukledzok felhasznaldasaval. Az egyre inkdabb feketedd minta jelolés az alkalmazott bioszén dozissal fiigg
ossze. Ennek értelmében a fehér = 0t ha-1 bioszén, vilagos sziirke = 3 t ha-1 bioszén, sotét sziirke = 15 t ha-
1 és fekete 30 t ha—1 bioszén). A kezelés hatasa a novény biomasszajdra (t ha-1) a mintdkat abrdzolo
buborékok méretével aranyos (0A1 minta nem reprezentdl biomassza mennyiséget). Azok a baktérium
csaladok keriiltek abrazolasra, melyek a SIMPER modszer segitségével legalabb 4%-ban hozzdjarultak az
elvalashoz. A kérnyezeti paraméterek vektorként keriiltek abrazoldsra.

A bioszén mint oltdanyaghordoz6 kezelés legnagyobb dodzisa esetében ndtt meg
leginkabb a talajok NH4™-N tartalma, bar a valtozas nem volt szignifikans, mégis a kontrol
talajhoz képest 22%-al n6tt az NH4-N koncentracidja, amely a kijuttatott PGPR szervezetek N»
fixacios tevékenységére utalhat (Singh ¢és mtsai, 2011; Rékasi és mitsai, 2018). Az
eredményeink ezen kovetkeztetéseket igazoljak, hiszen ez a kezelés volt, amely hatasara N2
fixald Azospirillum irakense kozosségen beliili aranya szignifikansan megemelkedett, mig a
kukorica biomassza mennyisége is 15%-ot emelkedett a kontrol talajhoz képest. A legnagyobb
biomassza ndvekedés (+30%) a nagy dozisu bioszén + hagyomanyos oltéanyaghordozo (E4)
kezelés esetében volt. Ezen eredmények hasonléan a savanyt homokos talajban

tapasztaltakhoz, utal a PGPR szervezetek talajban vald tulélésiikre és sikeres
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gyokérkolonizéacidjara, ezaltal utalva a hatékony oltéanyaghordozoként vald késébbi

felhasznalasra.

VI1.1.3.2 Fenotipusos PLFA analizis

A foszfolipid-zsirsav analizis moédszer elénye a mennyiségi meghatirozas és a
specifikus mikrobacsoportok kimutatdsanak kombinacigjabdl fakad, valamint abbdl, hogy a
zsirsavak a talajban gyorsan lebomlanak, igy a zsirsav-analizis mindig az aktudlis
mikrobakdzosségrol ad informaciot. A foszfolipid-zsirsav analizis hatranya eszkozigényén tul
egyes membranlipid-zsirsavak €s a biomassza nem egyértelmii 6sszefliggésében keresendo,
ugyanis az egyes zsirsavak mennyisége kornyezeti tényezOk hatasara fajon beliil is eltérhet.
Jelentds hatrany tovabba, hogy nagy az atfedés a kiilonbozo zsirsavak eléfordulasa kozott, és
viszonylag kevés a kelld mértékben specifikus zsirsav (Zelles, 1999). Ennek kdszonhetden a
PLFA analizis a T-RFLP elemzés érzé¢kenységétdl és reprodukalhatosagatol elmaradt, igy a
foszfolipid-zsirsav elemzés eredményeit az aktualis mikrobak6zdsség biomassza becslésére

tudtuk a leginkabb felhasznalni.

VI1.1.3.2.1 Savanyl Lamellic Arenosol (Nyirlugos) talaj esetében

A foszfolipid-zsirsav soran a kukorica fenofazisaval 0Osszefliggd mikrobialis
kozosségszerkezet szignifikans valtozasat tapasztaltuk a savanyt homokos Lamellic Arenosol
(Nyirlugos) talaj esetében (R? = 0,169; p = 0,0061). A bioszén kezelés hatasara azonban nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a talaj bakterialis k6zosségszerkezetében (R2 = 0.008;
p = 0.4202). A nagy (15 és 30 t ha'l) dozist bioszén kezelés hatasara a bakterialis foszfolipid
zsirsav aranyokban nem volt valtozas, bar az “univerzalis” foszfolipid zsirsavak aranya

konstansan magasabb volt a 15 and 30 t ha™* bioszén kezelést kapott talajokban (9. tabldzat).
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9. tablazat Foszfolipid zsirsavak mennyisége (nmol PLFA g ™talaj) savanyii homokos talajban, csoportositva specifikus (Gram-negativ, Gram-pozitiv és
Aktinobaktériumok), ,,univerzalis” és Gram-negativ/Gram-pozitiv aranyra, a 0 és 3 t ha', illetve a 15 és 30 t ha™* bioszén kezelést kapott talajokban, a kukorica

fenofazisa soran.

Koz6sségi PLFA

A bakterialis foszfolipid-zsirsavak atlagos koncentracioja

Vetés elott V4-V6 fazis R1-Bibekitolas R6-Erés
. , 0és3that 15 és 30 that 0és3that 15 és 30 that 0és3that 15¢és 30 that
nincs kezelés ., ., ., ., ., L,
bioszén bioszén bioszén bioszén bioszén bioszén

nmol PLFA g talaj

nmol PLFA g talaj

nmol PLFA g talaj

nmol PLFA g talaj

Gram-pozitiv specifikus PLFA

0sszege

(i15:0; a15:0; i16:0; i17:0; a17:0)

Gram-negativ specifikus PLFA

0sszege

(16:1w9; cy17:0; 18:1w7; cy19:0)

Aktinobaktériumok specifikus

PLFA 0sszege

(10Me16:0; 10Mel7:0; 10Me18:0)
Az “univerzalis” PLFA sszege
(14:00; 15:00; 16:00; 17:00; 18:00)

Gram-negativ/Gram-pozitiv arany

410,02+188,62

681,50+£545,77

161,65+109,71

640,89+362,60

1,66

547,92+383,5
4

603,71£298,1
9

162,38+103,7
4

342,61+383,1
3

1,10

461,77+270,60

486,55+260,30

205,32483,10

769,34+299,39

1,05

483,09+116,16

364,11+£54,75

278,82+32,51

844,60+52,83

0,75

409,16+56,95

325,03+39,29

267,05+18,60

911,98+76,52

0,79

399,62428,78

340,39+42,04

311,29+29,86

811,74+85,47

0,85

397,69+24,39

320,58+24,92

276,55+25,62

930,95+59,84

0,81
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A foszfolipid-zsirsav elemzésnek (PLFA) kisebb a felbontoképessége, mint a terminalis
restrikcios fragmens hossz polimorfizmus (T-RFLP) analizisnek, hiszen a bioszén kezeléssel
Osszefiiggd mikrobidlis kozosségszerkezeti valtozasokat nem detektalta. A PLFA moédszer
limitalt felbontoképessége a T-RFLP modszerhez viszonyitva jol ismert jelenség (Wang és
mtsai, 2011). A PLFA elemzés megmutatta viszont, hogy a savanyu homokos talaj esetében a
Gram-negativ/ Gram-pozitiv arany kismértékben csokkent a kukorica fenofazisa soran. A
Gram-negativ/ Gram-pozitiv ardnyban bekdvetkez0 valtozdsok a talaj szerves anyag
tartalmanak mindségi és mennyiségi valtozasara utal (Kourtev és mtsai, 2003; Zhong és mtsai,
2010). Felvetheti a Gram-pozitiv szervezetek altali stabil bioszén frakcid hasznositasi
lehetéségeit, hiszen ezen organizmusok az oligotrof kornyezetekhez asszocialtak és a
bioszén hasznalata szignifikinsan megemelte a talaj szerves anyag tartalmat (0,30 + 0,09%) a

kontrol talajhoz viszonyitva, habar 50%-a kijuttatott bioszénnek szervetlen volt (Rékasi és

mtsai, 2018).

V1.1.3.2.2 Karbonatos Mollic Umbrisol (Orbottyan) talaj esetében

A karbonatos homokos talaj esetében is a kukorica egyedfejlodésével Osszefiiggod
bakteridlis kozdsségen beliili szignifikans valtozasokat (R? = 0,21001; p = 0,0019) tapasztatunk.
Ezt az id6beli valtozast az alkalmazott kezelések nem befolyasoltak (R2 =0,048942; p =0,261).
Az egyes baktérium csoportok reprezentdld zsirsavak iddbeli valtozasaban a nagyddzisu
bioszén kezelés, nem szignifikansan, de hatassal volt. Az aktinobaktériumok, az ,,univerzalis”
foszfolipid zsirsavak aranya, hasonléan a Gram-negativ/ Gram-pozitiv aranyhoz, a kukorica
reproduktiv R1-bibekitolds fazisat kivéve, a kezelést kdvetdn minden egyes mintavételi
idépontban magasabb volt. A legnagyobb kiilonbségek az R6 érettségi fazisban jelentkeztek,
amikor is a Gram-negativ/ Gram-pozitiv arany a nagy bioszén (15 és 30 t hal) kezelést kapott
talajokban joval meghaladta, mint a 0 és 3 t ha™ bioszén kezelést kapott talajok esetében (10.

tablazat).
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10. tablazat Foszfolipid zsirsavak mennyisége (nmol PLFA g -1 talaj) karbonatos homokos talajban, csoportositva specifikus (Gram-negativ, Gram-pozitiv és
Aktinobaktériumok), ,,univerzalis” és Gram-negativ/Gram-pozitiv aranyra, a 0 és 3 ¢ ha't, illetve a 15 és 30 t ha™* bioszén kezelést kapott talajokban, a

kukorica fenofazisa soran.

Ko6zosségi PLFA

A bakterialis foszfolipid-zsirsavak atlagos koncentracidja

Vetés elott V4-V6 fazis R1-Bibekitolas R6-Erés
) , 0és3that 15 és 30t hat 0és3thal 15 és 30t hat 0és3that 15¢és 30 that
nincs kezelés . ., ., . . .,
bioszén bioszén bioszén bioszén bioszén bioszén

nmol PLFA g talaj

nmol PLFA g talaj

nmol PLFA g' talgj

nmol PLFA g talaj

Gram-pozitiv specifikus PLFA
0sszege

(i15:0; a15:0; i16:0; i17:0;
al7:0)

Gram-negativ

specifikus PLFA

0sszege

(16:1w9; cy17:0; 18:1w7;
cy19:0)

Aktinobaktériumok
specifikus PLFA
0sszege

(10Me16:0; 10Mel7:0;
10Me18:0)

Az “univerzalis” PLFA sszege
(14:00; 15:00; 16:00; 17:00;
18:00)

Gram-negativ/Gram-pozitiv
arany

567,5+60,7

461,19+56,39

543,16+118,19

628,14+£168,01

0,81

519,99+£137,21

371,76+55,71

435,44+108,23

799,35+215,29

0,71

529,78+94,57

450,42+28,87

556,98+59,15

643,90+146,28

0,85

483,09+£116,16  409,16+56,95

475,50+155,03  325,03+39,29

617,924272,54  267,05+18,60

377,81+128,05 911,98+76,52

1,29 0,79

483,18+105,66 347,31+119,93

1200£199,22

21,66+5,63

137,41+£17,11

2,48

1423,07+568,7

382,47+£126,27

419,58+247,23

4,09
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A savanyu talaj esetében is felhivtuk a figyelmet a Gram-negativ/ Gram-pozitiv
aranyban bekovetkezd valtozasok és a talaj szerves anyag tartalmanak mindségi €s mennyiségi
valtozasanak Osszefliggésével. Watzinger és mtsai (2014) savanyu, illetve karbonatos talajon
végzett tenyészedényes kisérlet sorozatukban btiza héj és fiizfa alapanyagti C*3-jelslt bioszén
hatasat PLFA modszerrel vizsgaltak az arpaval (Hordeum vulgare) asszocialt mikrobialis
kozosség esetében. Hasonldan a mi eredményeinkhez nemcsak a savanyu, de a karbonatos talaj
esetében is a Gram-negativ, illetve az aktinobaktériumok foszfolipid-zsirsavainak
megemelkedett aranyat tapasztaltdk. Az érés fazisaban tovabba a nagymértékben lecsokkent
Gram-pozitiv szervezetek aranya jarult hozza a magas Gram-negativ/ Gram-pozitiv aranyhoz.
A bioszén kezelés hatdsara, a rovid idejii stressz faktorként jelentkezd megvaltozott talaj
kornyezet, hozzajarulhat a gyors noOvekedési rataval rendelkez6 Gram-negativ
mikroorganizmusok megemelkedett kozosségen beliili ardnydhoz, illetve hozzésegiti az olyan
uj élethelyek sikeres kolonizalast, mint a bioszén. Ezzel szemben a Gram-pozitiv, illetve
aktinobaktériumok szervezetek, lassabban szaporodnak és tapanyag szegény kornyezetekhez
jobban asszocialtak, tovabba perzisztens komplex szubsztratumokat jol hasznositanak (Kolton
¢s mtsai, 2011). Megemelkedett ardnyuk a bioszén labilis szénformai mellett a perzisztens
szervesanyag mikrobialis hasznositasara is utal, hasonléan Watzinger és mtsai (2014)

tapasztalataihoz.
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V1.2 A bioszén kezelés hatasa a talajok mikroba kozosségeire 30 honap
tavlatabol

VI1.2.1 Kétsugaras pasztazoé elektronmikroszkopos vizsgalatok

A kétsugaras pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével arra kerestiik a
valaszt, hogy van-e a kiilonbség a bioszén felszinét kolonizaloé szervezetek kozott a két
talajtipusban. Kijuttatas eldtt a talajoltasra szant gabonamaghéj €s papirgyartasu szennyviziszap
alapanyagi bioszén SEM analizise (1. kép) soran a szerves talajerépotld makropodrus
szerkezetét vizsgalva, longitudindlis elrendezettségli porusszerkezetet figyeltink meg. A
bioszén makroporus szerkezete nagyban fiigg az alapanyagtdl, ahogy azt Viglasova és mtsai
(2018), vagy Tammeorg és mtsai (2012) altal készitett SEM felvételeken is jol latszik a
bambusz és feny6 alapanyagui bioszén esetében sima feliiletli szabalyos formaju feliilet alakult
Ki (1. kép). A bioszén makroporus szerkezete és aranya amellett, hogy szerepet jatszik a bioszén
vizmegtartd kapacitdsaban, a talaj mikrobidta szamara kinal életteret és menedéket. A bioszén

makroporus szerkezete nagyban fligg az alapanyagtol.

L L hg
Signel A=SET  Date:10 May 2018 20 m

SE1 ate:10May2018 20um s
™ Photo No. = 13524 Mag= 104X WO=85mm  PhotoNo, = 13615 Meg= 190X [

o 2
SEM HV. 10.0 KV WD: 10.07 mm
View field: 78.5 ym Det: SE

1. kép. A savanyu és karbonatos homokos talajoltasira szant gabonamaghéj és
papirgyartasu szennyviziszap alapanyagu bioszénrél késziilt SEM felvételek (A; B).
Osszehasonlitva a bambusz alapanyagii (C; Viglasova és mitsai, 2018) és fenyd
alapanyagu (D; Tammeorg és mtsai, 2012) bioszénrdl késziilt SEM felvételekkel. Mérték:
20 um mindegyik felvétel esetében
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A bioszén felszinére vitt PGPR organizmusok szintén azonosithatéak voltak a
talajoltasra szant bioszén mint oltéanyaghordoz6 (C és F) inokulum esetében, a kétsugaras

pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok soran (2. kép). Az azonositott 2-3 um nagysagu

gombolyded palcika alaku sejtek az Azospirillum nemzettségre jellemzé alakot mutatnak
(Pinheiro és mtsai, 2002).

-\i\. e 1 \’\ =

=\ EHT=1000kY Signal A=SE1  Date 17 Oct2018 3pm ] . EHT=1000kV SignalA=SE1  Date 17 Oct2018 2pm
"ONT  WD=85MM  PhotoNo. 13828 Mag= 407KX F—] 4rONT  WD= 85MM  PhotoNo. = 13832 Mag= 5.23KX

2. kép. A bioszén mint oltoanyaghordozo (C és F) talajoltokrol késziilt SEM felvételek. A C esetében
merték: 3 um, mig az F esetében a mérték: 2 um

A savanyu ¢és karbonatos homokos talajban a nagydoézisu bioszén kezelés (1VB4, IVC4,
IV3, IVF) hatasara a bioszén felszinét az egyes mikroba csoportok sikeresen kolonizaltak. A
savanyl homokos talajban az egyes mikrobdk a bioszén feliiletét beboritd felszini
aggregatumban voltak jelen és leginkabb szol6fiirt szertién elrendezddve (3. kép). A karbonatos
homokos talajmintak esetében az egyes organizmusok kész lancolatokat alkottak a bioszén
mellett vagy a bioszén makroporusaiban elhelyezkedve. Ouyang és mtsai (2013) is a bioszén
kezelés hatasara bekovetkezd nagyfoku mikrobidlis kolonizdciot figyelték meg féléves
mikrokozmosz kisérletsorozatukban. Nagymértékli talaj aggregdtum felhalmozodast és
stabilizalodast figyelhetiink meg az egyes bioszenek felszinén (3. kép). Az aggregat formalas
¢s stabilizalas a bioszén felszinén, amelyben beagyazva szintén megtalalhatok a mikrobak,
nagymértékben fligg a szerves anyag tipusatdl és mennyiségétdl. Eltéré molekula méretli és
kémiai szerkezetli valtozatos anyagok (pl. asvanyok, szerves anyag) tapadhatnak a bioszén
felszinére, melyek bar csokkenthetik a bioszén fajlagos feliiletét a molekularis tartoméanyban,
de kotési kolcsonhatasokba léphetnek a talaj aggregatumokkal (Liang és mtsai, 2006). Az
altalunk készitett SEM analizis sordn is a 30 honappal a talajba juttatas kovetden a bioszén
felszinek nagy heterogenitast mutattak, relativ nagy belsd terekkel és makroporozitassal.
Eredményeink 0sszhangban vannak Ouyang és mtsai (2013) eredményeivel, akik a tejipari

szennyviziszap alapanyagl bioszén felszinét vizsgaltak homokos valyog talajon.
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A savanyu homokos talajban az egyes mikrobdk a bioszén feliiletét beborito
szervesanyaghaloban voltak jelen, leginkabb szOlofiirt szerién elrendezddve. A karbonatos
homokos talajmintak esetében az egyes organizmusok kész lancolatokat alkotnak a bioszén

mellett vagy a bioszén makroporusaiban.

EHT = 1000kV  Signal A = SE1 Date 10 May 2018 2 pm

Photo No = 13461 Mag= 302KX
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L WDE110mm  phatoo. = 13855 Mag= 405K X ———i AL PNt WDE SOMM  photoNo = 13794 Mag= 801kX
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3 kép. A nagy dézisi (30 tha) bioszén kezelést kapott (B4, C4, E4, F4) savanyii és karbondtos
homokos talajoltokrol késziilt SEM felvételek. Az elsé és harmadik sor felvételeinek mértéke:
2 um, mig a masodik sor B4 mértéke: 10 um és C4 mértéke pedig 1 um.
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VI1.2.2 A talajok fizikai és kémiai paraméterei

Az Orbottyani karbonatos homokos talajokat és a Nyirlugosi savanyGi homokos
talajokat 30 honappal az egyes kezeléseket kovetdéen ismét megvizsgaltuk, annak érdekében,
hogy felderitsiik a baktériumkozosség szerkezetében esetlegesen végbement valtozasokat az
alkalmazott bioszén hatasara. Az egyes PGPR fajok kozosségen beliili aranyat ezen mintavétel
soran nem kivantuk vizsgalni, hiszen azt mér korabban is megismertiik ahhoz, hogy a PGPR
fajok aranya a talajban tartosan megemelkedjen, tobbszori talajoltasra van sziikség (Backer és

mtsai, 2018).

Az egyes talajok fizikai-kémiai vizsgalatai melyet az Agrartudomanyi Kutatokozpont
Talajtani Intézetének a Talajkémiai és Anyagforgalmi Osztalyanak munkatarsai végezték a
ramutatott, hogy 30 hoénap tavlatdbol is mindkét talaj esetében vannak a bioszén kezelés
hatasaval Osszefiigésbe hozhat6 fizikai kémiai valtozasok (/1. és 12. tabldizat). A savanyl
homokos talaj esetében a nagy dozist (30 t ha™) bioszén kezelés az A4 és C4-es talajok pH-ja
szignifikansan magasabb volt. Ennek koszontéen a kezeletlen talaj 4,6 pH-hoz képest a nagy
dozisu kezelés hatdsara a talaj pH 6,49-re nétt. Ezek a tapasztalatok 6sszhangban vannak a
korabban mar megfigyelt tapasztalatokkal, amely a bioszén jol ismert ,,meszezd” képességével

hozhat6 6sszefiiggésbe (Ding és mtsai, 2016).

A nagy dozisi bioszén kezelés hatasara mindkét talaj esetében, szignifikans
valtozasokat figyeltink meg a talaj Kkationcseréld kapacitasaban (CEC) ¢és
szervesanyagtartalmaban. A bioszén nagy fajlagos feliiletének és a feliileti funkcids csoportok
magas aranyaval hozhato Osszefiiggésbe a megnovekedett CEC (Lehmann és mtsai, 2003). A
pH-fliggo talajtoltés megemelkedése is szerepet jatszathat CEC novekedésében, ahogy azt Gul
¢s mtsai is bemutattak (2015). A talajok szervesanyagtartalma bar karbonatos homokos talaj
esetében magasabb volt korabban, mint a savanyl homokos talajban, mindkét teriileten
szignifikdnsan emelkedett a nagy dozisi (B4) bioszén kezelés hatdsara a talajok
szervesanyagtartalma. Hasonloan Demeyer és mtsai (2001) eredményeihez a bioszén dozissal

Osszefliggd szervesanyagtartalom novekedést tapasztaltunk.
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11. tabldzat. A savanyii homokos (Lamellic Arenosol) talaj fizikai kémiai paraméterei a kiilonbozé dozisi bioszén kezelések (IVA2 = 3 t hal; IVA3, VB3,
IVC3 = 15 t ha'; IVA4, IVB4, IVC4 = 30 t ha') hatdsdara a kezeletlen talajhoz (IVAI) viszonyitva. A kiilonbézé betiik (a, b, C) az egyes kezelések kozotti
szignifikans kiilonbségeket jeloli P < 0,05 szinten.

pH (H,0) Szervesanyag %  osszes N (m/m%) AL-oldhat6 K,0 (mg kg'™*) AL-oldhaté P,0O5 (mg kg™) NH.-N (mgkg™)  NOs-N (mgkg?) ~ CEC meq/100g osszes K(mgkg')  osszes P (mg kg)
4,61 0,57 0,05 71,73 62,29 2,03 16,11 3,62 1076,36 212,24
IVAL + + + + + + + + + +
0,30 0,09 0,00 19,38 7,48 0,26 2,58 0,33 67,44 13,70
a a a a a a a abc a a
4,91 0,66 0,05 120,07 93,71 2,05 16,52 3,94 1268,80 230,93
VA2 + + + + + + + + + +
0,30 0,09 0,01 10,37 15,23 0,24 4,44 0,27 159,89 17,40
. ab ab a a a a a abc a a
E 571 0,88 0,05 138,68 129,14 1,93 21,25 4,29 1297,50 277,73
*E ’—O\ VA3 + + + + + + + + + +
§ 8 0,82 0,13 0,00 39,87 40,96 0,03 2,46 0,10 78,87 36,46
e 25 ab ab a a a a a ab a a
§ %‘) E 6,27 0,89 0,05 137,82 144,43 2,13 18,72 4,32 1263,78 295,18
=T o VA + + + + + + + + + +
i 2 = 0,52 0,03 0,00 21,31 26,99 0,29 3,05 0,19 114,56 27,00
5 S b ab a a a a a ab a a
§ S 5,88 0,78 0,05 167,71 95,43 2,50 24,29 3,30 1289,16 244,34
2 ~ VB3 + + + + + + + + + +
0,58 0,26 0,01 28,51 35,43 0,26 15,95 0,48 209,24 40,24
ab ab a a a a a ac a a
573 0,88 0,05 158,11 101,11 2,64 16,02 3,26 1205,93 244,15
VB4 + + + + + + + + + +
0,52 0,07 0,00 29,83 5,68 0,27 6,33 0,26 115,03 20,72
ab ab a a a a a ac a a
5,68 0,85 0,05 171,08 134,58 3,28 24,80 3,69 1269,76 294,40
ves + + + + + + + + + +
0,86 0,07 0,01 67,63 70,05 0,47 7,28 0,65 168,38 99,41
ab ab a a a a a abc a a
6,49 1,02 0,05 165,52 149,52 2,66 22,93 3,44 1172,76 295,00
ved + + + + + + + + + +
03 0,2 0,0 52,7 30,8 05 7,0 0,3 166,2 49,0
b b a a a a a abc a a
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12. tabldzat. A karbonatos homokos (Mollic Umbrisol) talaj fizikai kémiai paraméterei a kiilonbozd dozisu bioszén kezelések (IVD2 = 3 t ha-1; IVD3, IVES,
IVF3 = 15t ha-1; IVD4, IVE4, IVD4 = 30 t ha-1) hatdsdara a kezeletlen talajhoz (IVD1) viszonyitva. A kiilonbozd betiik (a, b, ¢) az egyes kezelések kozotti
szignifikans kiilonbségeket jeloli P < 0,05 szinten.

pH (H,0) Szervesanyag% CaCO3% dsszes N (m/m%)  AL-oldhaté K,O (mgkg?)  AL-oldhaté P,0s (mgkg™) NH,-N (mgkg?®) NO;-N (mgkg') CECmeq/100g &sszes K (mgkg” osszes P (mg kg™)

7,61 0,88 0,62 0,07 50,56 77,16 2,07 3,65 8,52 1641,46 380,99
VD1 + + + + + + + + + + +
0,19 0,04 0,73 0,00 7,29 13,85 0,72 0,91 0,60 266,03 69,83
a a a a a a a a abc a a
7,61 0,88 0,62 0,07 50,56 77,16 2,07 3,65 8,52 1641,46 380,99
+ + + + + + + + + + +
VD2
0,19 0,04 0,73 0,00 7,29 13,85 0,72 0,91 0,60 266,03 69,83
a ab a a ab a a a abc a a
-y = 7,36 0,96 0,42 0,07 61,44 94,99 2,06 4,17 8,45 1643,92 391,16
E = VD3 + + + + + + + + + + +
2 o 0,32 0,02 0,25 0,01 5,84 34,07 0,51 1,31 0,43 316,86 68,20
% = s:/ a ab a a ab a a a a a a
ES9 7,44 112 0,24 0,08 61,58 100,68 2,55 4,94 9,23 1911,59 426,98
= =~ D4 + + + + + + + + + + +
8 ﬁ g 0,32 0,13 0,15 0,00 12,36 45,17 0,73 1,93 0,33 66,67 39,99
20O D a ab a a ab a a a b a a
£ =& 7,58 1,14 0,57 0,07 87,07 109,72 2,52 3,46 7,37 1742,59 423,04
2 > IVE3 + + + + + + + + + + +
s > 0,37 0,16 0,60 0,01 20,97 22,42 0,73 1,62 0,58 269,10 30,54
M 1 il il il il i) il il ¥y ] ¥y
a ab a a abc a a a bc a a
7,62 1,21 0,50 0,07 105,58 143,18 2,60 5,67 7,26 1928,76 431,12
IVE4 + + + + + + + + + + +
0,15 0,03 0,20 0,00 6,67 3,51 0,29 2,47 0,38 145,99 10,99
a b a a bc a a a bc a a
7,69 1,09 0,61 0,06 62,46 95,25 2,35 2,65 7,29 1769,20 415,08
IVF3 + + + + + + + + + + +
0,28 0,11 0,31 0,01 8,81 30,63 0,52 0,21 0,89 199,12 33,50
a ab a a ab a a a bc a a
7,67 0,99 0,32 0,06 138,18 139,10 2,11 2,82 6,95 1708,49 459,64
IVE4 + + + + + + + + + + +
0,0 0,1 0,1 0,0 48,2 53,3 0,4 0,0 0,1 382,5 22,7
a ab a a c a a a c a a
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A novények altal felvehetdé AL-K;O szignifikdnsan megemelkedett a karbonatos
homokos talaj esetében (63%-kal), mig a savanyl hamokos talajban bar nem szignifikansan, de
a legnagyobb dozisu bioszén kezelés hatasara is 50%-kal emelkedett az AL-K0O koncentracio.
Korabban mar tobb tanulmany is bemutatta, hogy mérsékelt égovon a bioszenet 10-25 t-ha™
dézisban alkalmazva szignifikans K-tartalom novekedés érhetd el a talajokban (Novak és mtsai,
2009; Liu és mtsai, 2012). Igazodva az altalunk tapasztaltakhoz Oram és munkatarsai (2014)
tenyészedényes kisérletiikben savanyi homoktalajra kijutatott 10 t-ha™ bioszén hatasara
szignifikansan novelte a novények altal felvehetd K-tartalmat és a névényi biomassza mellett.
Liang és munkatarsai (2014) 90 t-ha™ bioszén kezelést alkalmazva karbonatos talajon, harom
évvel a talajkezelést kovetden a felvehetd K-tartalom tobb mint négyszeresét tapasztaltak a
kontroll talajhoz képest. Bar nem szignifikansan, de mindkét talaj esetében a novények altal

hasznosithatd AL-P.O> koncentracidja is megemelkedett (/1. és 12. tabldzat).

A savanyu homokos talaj esetében 52%-kal, a karbonatos homokos talaj esetében, pedig
39%-kal emelkedett meg az AL-P202 mennyisége a legnagyobb d6zisu bioszén kezelést kapott
talajokban kontrolhoz képest. Altalanossagban elmondhatd, hogy a foszfor jobban
hozzaférhet6vé valik a bioszénnel kezelt talajokban. Hasonloan az altalunk tapasztaltakhoz Xu
¢s munkatarsai (2013) bioszén hatasara a KCl-oldhat6 P-koncentracio szignifikans ndvekedését
tapasztaltak, melyet egyrészt a bioszén nagy foszfor tartalmanak, illetve a pH emelkedésnek
koszonhetd talaj P-készleteinek mobilizalasanak tulajdonitottak. Liang és munkatarsai (2014)
karbonatos talajon végzett szabadfoldi kisérletiikben nem tapasztaltak valtozast a talaj felvehetd
AL-P>0, mennyiségében, mindezt a lagos kémhatéasu talajokban a pH novekedés hatasara a
bioszénben talalhatd felvehetd foszfor kevésbé felvehetd kalcium-foszfat forméba valod
kicsapasanak tulajdonitjadk. Mivel esettiinkben a bioszén kezelés hatdsara a karbonatos
homokos talajban nem emelkedett a nagy dozisu bioszén kezelést kapott talajok pH-ja a

kontrollhoz képest, magyarazatot adhat a magasabb AL-P>0, mennyiségre.
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V1.2.3 Ujgeneracids DNS szekvenéldsi eredmények

A savanyu homokos (Lamellic Arenosol) és a karbonatos homokos (Mollic Umbrisol)
talajok bakterialis kozosségszerkezeti vizsgalata soran 8-8 talajminta  Gjgeneraciés DNS
szekvenalasat végeztiik el. Osszesen 221 564 szekvenciat kaptunk a 2 tipust talaj 16 mintajabol,
amely mintankként 9 776-22 836 szekvenciat jelentett (13 tdbldzat). A szekvencidk szama

elegendd volt a vizsgalt baktériumkozosségek dsszetételének megfeleld leirdsara.

Az egyes talajok diverzitas elemzése (a Shannon index és az inverz Simpson diverzitas
alapjan) alapjan megallapithat6, hogy a karbonatos homokos talaj baktériumkozossége
nagyobb diverzitassal rendelkezik, mint a savany homokos talaj. Azonban a savanyu homokos
talajon alkalmazott nagy dézisu bioszén kezelés (15 és 30 t hal) hatdsara a kezelt talajok
diverzitasa joval meghaladta a kontrol talajban tapasztalt diverzitast, elérve a karbonatos
homokos talajban tapasztalt diverzitas értékeket (/3. tablazat). A talajok gazdag diverzitasat jol
jelzi, hogy Kim és mtsai (2007) altal a terra preta teriiletek Shannon index diverzitas (5,4)
értekét minden egyes kezelt és kezeletlen talaj meghaladta.

13. tablazat. A savanyu (Lamellic Arenosol) és karbondtos (Mollic Umbrisol) homokos talajok 30
honappal a kiilonbozd dozisu bioszén kezelések (IVA2, IVD2 = 3 t ha-1; IVA3, IV3, IVC3, IVD3, IVES,
IVF3 = 15t ha-1; IVA4, IVAB4, IVC4, IVDA4, IVE4, IVD4 = 30 t ha-1) alkalmazasat kéveté mintdikbol

szdrmazo ujgenerdcios szekvenalds fobb adatai és diverzitas indexe a kezeletlen talajhoz képest (IVAI).
Szaggatott keretezéssel jeloltiik a kezeletlen és kis dozisu bioszén kezelést kopott talajok eredményeit

Minta Torzsek Nemzettségek Szekvencia Shannon Inverz Simpson
szama sZama szZam index diverzitas

IVE3 26 91 14080 6,7 2774
IVA4 25 93 18 964 6,7 336,9
IVE4 23 93 12654 6,6 303,2

_IvD4 25 ' 79 ' 10074 ' 6,4 ' 2547

L IvD2 | 24 75 11126 6,4 228.4
IVD3 25 85 13 604 6,3 205,8
IVF3 28 82 13179 6,3 2234

IvB3 25 ' 85 ' 22 836 ' 6.3 ' 208,2

L IvD1 | 27 78 9776 6,3 216,7
IVB4 25 86 16 484 6,2 207,6
IVC3 25 78 14 747 6,2 221,3
IVA3 23 70 9559 6,2 216,4
IVC4 25 76 12888 6,1 194,9
IVF4 25 68 9823 6,0 174,6
IVA2 19 64 15962 5,6 121,2
IVA1 18 64 15 808 5,5 106,3
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Az azonositott OTU-k szerinti megoszlast a két talaj, illetve a talajokon beliil az

alkalmazott bioszén fiiggvényében a 24. abra mutatja be.

139 w1 209

Savanyii homokos talaj | Karbondtos homokos talaj

Nyirlugos Orbottyd
g rbertydn 0653 tha! bioszén

32

22 26
7

74 % 63

15t ha'! bioszén

0 és 3 tha! bioszén

20

60 w 83

301t ha! bioszén

301 ha'* bioszén
151 ha'! bioszén

24. abra. Az lllumina Miseq szekvenalas soran kimutatott OTU-k megoszldasa savany és homokos
talajokban, illetve az egyes talajokon beliil a kiilonbozd bioszén dozist kapott mintakban. A fekete
nyil a bioszén dozis ndvekedésének irdanyat hivatott reprezentdlni az egyes csoportokban.

Jol lathato, hogy egyarant voltak kizardlag az adott talajban (Lamellic Arenosol és
Mollic Umbrisol), valamint mindkét kornyezetben el6fordulo OTU-K. A savanyu homokos talaj
esetében (Lamellic Arenosol) amig a kimutatott OTU-k 17%-a volt kizar6lag az adott él6helyen
jelen, addig a karbonatos homokos talaj esetében (Mollic Umbrisol) ez arany elérte a 26%-ot.
Az 6sszes detektalt OTU 56%-a volt jelen mindkét talajban. Mindkét talaj esetében a kontrol
és kis (0 és 3 t ha') a kdzepes (15 t ha) és a nagy dozist (30 t ha-1) bioszén kezelést kapott
talajok OTU megoszlasat is vizsgaltuk. Ennek értelmében a karbonatos homokos talaj esetében
a kontrol és kis (0 és 3 t ha-1) bioszén dozist kapott talajok egyedi OTU aranya 4%-¢k volt,
addig a kozepes (15 t hal) esetében 11%-¢k, és a nagy dozist (30 t hal) bioszén kezelés
esetében 9%-¢k volt. A kdzepes és nagy dozisu bioszén kezelés kozos OTU aranya meghaladta
68%-0t, mig a kontrol és kis (0 és 3 t ha) bioszén kezelést kapott talajok esetében 63%-¢ék volt.
A savanyl homokos talaj esetében a kontrol és kis (0 és 3 t ha™l) bioszén dozist kapott talajok
egyedi OTU aranya 3%-¢k volt. A kdzepes (15 t hat) esetében 10%-ék, mig a nagy dézisu (30
t hal) bioszén kezelés esetében 14%-¢ék volt. A két nagyobb dézisu kezelést kapott talajok
bakterialis kozosségének hasonlosagara utal, hogy kozos OTU aranya meghaladta 68%-0t, mig

a kontrol és kis (0 és 3 t ha™l) bioszén kezelést kapott talajok esetében 41%-ék volt.
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Annak érdekében, hogy Osszefoglaljuk a bioszén altal befolyasolt talaj fizikai-kémiai
paraméterek, a rizoszféra bakterialis kozosség dinamikaja kozotti kapcsolatot, az 0j generacios
szekvenalasi adatok fékomponens elemzése altal kapott ordinacidra illesztettiik, az egyes
talajok fizikai kémiai paramétereit. A PCA elemzés soran, amelynek els6 két fokomponense a
teljes variancia 72,2%-at reprezentalja, jol elkiiloniilt egymastol a savas és karbonatos homokos
talajok bakterialis k6z0sség szerkezete. A talajtipus szerinti elvalas az elsé fékomponens (teljes
variancia 60,2%-a) szerint csoportosult. A PCA elemzés masodik fékomponense (teljes
variancia 12%-a) szerinti csoportosulas, viszont a kozepes (15 t ha™l) és nagy (30 t ha') dozist

bioszén kezelés szerint tortént (25. dbra).
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25. dbra PCA ordindcidja a homokos és karbondatos homokos talaj kiilonbozé bioszén dozist (IVA2,
IVD2 =3tha?; IVA3, IV3, IVC3, IVD3, IVE3, IVF3 = 15t ha™; IVA4, IVAB4, IVC4, IVD4, IVE4, IVD4
= 30 t ha?) és kezeletlen talajainak (IVA1) az vijgenerdciés szevendldssal feltart bakteridlis kozosség
szerkezetérdl. Az egyre inkabb feketedd minta jelolés az alkalmazott bioszén dozissal fiigg Ossze. Ennek
értelmében a fehér = 0t ha™ bioszén, vildgos sziirke = 3 t ha'™ bioszén, sétét sziirke = 15 t ha™ és fekete
30 t ha * bioszén). A savanyi talajok zold, mig a karbondtos talajok piros szegéllyel vannak jelélve. A
kérnyezeti paraméterek vektorkent keriiltek abrazolasra, melyek szignifikancia szintjei a kévetkezok: : 0

EEE0.001 *F*0.01 *0.05

Kivaltképpen szembetiind ez a savanyu homokos talaj esetében, ahol a 0 (IVA1), illetve
3tha? (IVA2) bioszén kezelést kapott talajokhoz képest elkiiloniilnek a kozepes és nagy dozisu

bioszén kezelést kapott talajok. Az fékomponens analizisre illesztett kornyezeti paraméterek,
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minden esetben szignifikans kiilonbségeket mutattak. Ennek értelmében a kezdeti oligotrof
savanyu homokos talaj, bakterialis k6zosség szerkezetének valtozasa a bioszén kezelés (15 és
30 t hal) hatasara megemelkedett NO3-N, AL-P,0s, AL-K,O tipanyag koncentracioval
szignifikans Osszefliggésbe hozhatd. A karbonatos homokos talaj esetében a kezdeti magasabb
pH, K, P, N ¢és szervesanyag tartalomnak koszonhetden jol elkiiloniilt a savanyu homokos
talajtol. A bioszén kezelés hatdsa viszont a talaj bakteridlis kozdsségszerkezetére nem volt

hatassal.

Az Illumina MiSeq DNS szekvenalds soran a vizsgalt talajmintakban Osszesen 16
legalabb 1%-os relativ abundanciaval rendelkezd torzs képviseldit azonositottuk. Ezek az
Acidobacteria, Actinobacteria, Armatimonadetes, Bacteria_unclassified, Bacteroidetes,
Chlamydiae, Chloroflexi, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Patescibacteria,
Planctomycetes, Proteobacteria, Rokubacteria, Verrucomicrobia és WPS-2 torzsek voltak. A
vizsgalatba vont talajok esetén egyediil a karbonatos homokos talaj esetében azonositottunk
olyan baktérium torzset, amely nem volt jelen a savanyi homokos talajban az pedig a
Rokubacteria toérzs organizmusai voltak. A mixotr6f metabolizmursa képes torzsbe, jelentds
szamu tenyésztésbe nem vont baktériumot sorolnak. A diverzifikalt talaj kornyezetben
el6forduld torzs altalaban magas genomi heterogenitast mutat, amely visszavezethetd a torzs
képviseldinek alulreprezentaltsagara a tenyésztéses és metagenom tanulmanyokban (Beckraft
¢s mtsai 2017). A savanyl homokos talaj esetében a legnagyobb ardnyban az Acidobacteria,
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes torzsek voltak jelen. A karbonatos homokos
talajban 1s ezek a torzsek voltak a legjelentdsebbek, azonban a legnagyobb ardnyban a
Proteobacteria torzsek képviseldéi voltak, megelézve az Acidobacteria, Bacteroidetes,

Chloroflexi és Actinobacteria.

14. tablazat. A savanyu és karbonatos homokos talaj bakteridlis kézosségeiben tapasztalt
kiilonbségekért leginkabb feleldos baktérium térzsek, a hozzdajuk tartozo kozdsségen beliili
arannyal. Azok a baktérium torvzsek lettek figyelembe véve, melyek a SIMPER modszer
segitségével legalabb az Ossz kiilonbségek 8%-hoz hozzdjarulnak.

Savanyd homokos Karbonatos homokos Hozzajarulas

Torzs talaj talaj %
Acidobacteria 28,2 18,1 21
Proteobacteria 22,2 32,2 21
Bacteroidetes 5,2 13,3 17
Chloroflexi 11,4 5,7 12
Planctomycetes 9,0 5,3 8
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A SIMPER analizis segitségével az egyes talajmintak vizsgalata soran kerestiik azokat
torzseket, amelyek az egyes talajok bakterialis kozosségen beliili kiillonbségéért felelnek.
Azokat vettiik figyelembe melyek az 6ssz kiilonbségek legalabb 8%-ért felelnek (/4. tabldzat).
Ennek értelmében a savanyt homokos talaj és a karbonatos homokos talaj baktérium
kozosségszerkezetében felart eltérések a savanya talaj Acidobacteria, Chloroflexi és
Planctomycetes torzsek aranyaval, mig az karbonatos homokos talajban a Proteobacteria és
Bacteroidetes torzsek magasabb aranyaval fiigg 6ssze. Az eredmények 6sszhangban vannak a
korabban tapasztaltakkal, miszerint az oligotr6f kornyezethez adaptalt Acidobacteria torzs
gyakoribb az alacsony pH-ja tapanyag szegény talajokban, mig a Proteobacteria torzs
organizmusai a tapanyaggazdagabb neutralis pH tartomdnyhoz kozelebb 4llo talajokban a

gyakoribb (Bartram és mtsai, 2014).

A savanyu homokos talaj esetében az alkalmazott bioszén dozis fiiggvényében valtozott
a fobb taxonok abundanciaja (/5. tablazat). Amint az alabbi tablazatbol is latszik a bioszén
dozis novelése mellett nétt a Proteobacteria és Bacteroidetes torzs aranya, mig ezzel
parhuzamosan csdkkent az Acidobacteria és Chloroflexi torzsek ardanya. A Proteobacteria és a
Bacteroidetes novekvd ardnya Osszhangban van Kolton és mtsai altal 2011-ben kozolt
eredményekkel, akik 454 piroszekvenaldssal tartdk fel a paprika rizoszféra bakterialis
kozosségében bekovetkezd valtozasokat a bioszén kezelés hatasara. Az Acidobacteria torzs
képviseldinek arany csokkenés mar altalunk is kordbban tobbszor ismertetett bioszén kezelés
hataséra bekovetkezd valtozas.

15. tablazat. A savanyu homokos talaj torzseinek kozdssegen beliili aranyanak valtozasa, a
kiilonbozo bioszén kezelést kapott talajokban, 30 honappal a kezelést kovetden.

Torzs 0 és 3 t ha bioszén 15 t ha! bioszén 30t ha! bioszén

Proteobacteria 222 +1,2 31,7 +£35 32,7 +21
Acidobacteria 282 +13 185 +0,6 17,7 +13
Bacteroidetes 52 +0,6 120 +2,6 146 +0,9
Chloroflexi 114 +£20 70 +£272 43 +17

A bioszén kovetkeztében csokkend kozdsségen beliili aranya az Acidobacteria torzsnek
(Cheng ¢és mtsai, 2017; Li és mtsai, 2018) Osszefiiggésbe hozhatd a bioszén kovetkeztében
kialakulo kopiotrof €s semleges pH tartomanyu talaj kornyezettel (Li és mtsai, 2018). A terra
preta teriileteken is az Acidobacteria torzs képviselteti magat a legnagyobb mennyiségben

specifikus alcsoportok altal, melyek adaptalodtak a szenesités hatasara megvaltozott pH
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tartomanyt kornyezetekhez (Kim ¢és mtsai, 2007). A Chloroflexi torzs csokkend aranyat
tapasztalta bioszén kezelés hatasara korabban Li és mtsai (2018) Entisol talajon lllumina MiSeq
ujgeneracids szekvenalas segitségével. A karbonatos homokos talaj esetében nem talaltunk a

nagy dozisu bioszén kezelés hatasara a baktérium torzsek aranyaban bekovetkezo valtozasokat.

A karbonatos ¢és savanyu homokos talaj baktérium kozdsségeinek csaldd szintii
Osszehasonlitasa soran, csupan két olyan csaladot azonositottunk, amely nem volt jelen mindkét
talajban. Az Acidothermaceae és az Acidobacateriales rendbe tartozo azonositatlan csalad
(Acidobacteriales_unclassified) csak a savanyu karbonatos talajban volt jelen, amely
eredmények igazodnak a kordbban tapasztaltakhoz, hiszen ezeket a csalddokat korabban
oligotrof, alacsony pH-ju kornyezethez asszocialtan irtdk le (Anderson és mtsai, 2011). A
legnagyobb kozOsségi ardnnyal rendelkezd baktérium csaladok a savanyu talajban a
Chitinophagaceae, Ktedonobacteraceae, Solibacteraceae (Subgroup_3), Acidobacteriaceae és
Planctomycetes rendbe tartoz6 WD2101 csoport. A karbonatos homokos talaj esetében a
legnagyobb aranyban el6forduld csaladok a Pyrinomonadaceae, Chitinophagaceae,
Sphingomonadaceae, illetve az Acidobacteria torzsbe tartozo azonositatlan csalad

(Subgroup_6_fa) képviseldi.

A savanyu homokos talaj esetében a bioszén kezelés hatdsara az alkalmazott bioszén
dozis fliggvényében valtozott a fobb taxonok abundancidja. A Chloroflexi torzsbe tartozo,
korabban homokos talajokban gyakran kimutatott, Ktedonobacteraceae csalad kozosségen
beliili aranya csokkent a bioszén dozis hasznélatdval parhuzamosan. Osszefiiggésben van az
eredmény a korabbi tapasztalatokkal, amikor a csalad kozosségen beliili aranya a talaj szerves
anyag tartalmaval parhuzamosan csokkent (Zhelezova és mtsai, 2018). Szintén az alkalmazott
bioszén kezelés hatasara csokkent a talajpan A Solibacteraceae (Subgroup_3) és
Acidobacteriaceae csalad kozosségen beliili aranya. A bioszén hatasara csokkend aranya az
oligotrof kornyezethez adaptalodott Acidobacteriaceae €s Solibacteraceae szervezeteknek mar

jol ismert (Cheng és mtsai, 2017).

A savanylt homokos talajban a bioszén kezelés hatasara a Chitinophagaceae csalad
képviseldinek kozosségen beliili aranya megemelkedett. Zhang és mtsai (2019), szintén a
bioszén kezelés hatdsara nagymértékben megnovekedett ardnyat tapasztaltak bioszén kezelés
hatasara. A Chitinophagaceae csalad képvisel6i fontos szerepet jatszanak a talaj tapanyag
ciklusaban, hiszen korabban a celluléz bontasban szerepet jatszo p-glukozidaz enzim
aktivitasanak fokozodasat a Chitinophagaceae csalad megemelkedett kozosségen beliili
aranyanak tulajdonitottdk (Smith és mtsai, 2016). A jelenség utal a bioszén hasznalat

95



kovetkeztében kialakulo ,.kopiotrof baktérium kdzosségi valtozasra” (Jenkins és mtsai, 2017),
amelynek eredményeként a nagyobb reprodukcids rataval rendelkezd kopiotrof szervezetek az

oligotrof alacsony reprodukcios rataval rendelkezd szervezeteket til ndvik.
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Az egyes taxonok relativ abundancia aranyai
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26. A savanyu (Lamellic Arenosol) és karbonatos (Mollic Umbrisol) homokos talajok bakterialis csaladjainak (>1%) az uj generdcios szevendlassal feltart
aranya a kiilonbozé dozisu bioszén kezelések (IVA2, IVD2 = 3 t ha-1; IVA3, IV3, IVC3, IVD3, IVE3, IVF3 = 15 t ha-1; IVA4, IVAB4, IVC4, IVD4, IVE4, IVD4
= 30t ha-1) alkalmazdsat kévetéen, 30 honap taviatabol.
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A karbonatos homokos talajban a legnagyobb kozosségen beliilli arannyal a
Pyrinomonadaceae csalad képviseldi voltak. A csalad reprezentansait korabban félszaraz
szavannai teriiletekrdl izolaltak, melyek a talaj pH tartomanytol fliggd kozdsségen beliili eloszlasat
kordbban Sun és mtsai (2021) is bemutattak. Az Orbottyani (Mollic Umbrisol) teriilet f6bb
csaladjainak eloszlasat, kozdsségen beliili ardnyat nem befolyasolta (+ 1%) az alkalmazott bioszén

kezelés.
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VII.

KOVETKEZTETESEK

Az oltdéanyagokban jelenlévd torzsek elvalasztasat, valamint azok nyomon kovetését a
szabadfoldi kisérlet sorozat soran a T-RFLP moddszer segitségével sikeresen megvalositottuk. Az
altalunk megalkotott modellrendszer lehetové tette a kijutatott torzsek jelenlétének és relativ
mennyiségi valtozasainak meghatarozasat a jelenlevé talajbaktériumok mellett. A T-RFLP
modszer ~500 bazispar hosszisagu fragmensek elkiilonitésére kivaloan alkalmas volt. Hozzank
hasonléan kordbban sikeresen alkalmaztdk az oltasra hasznalt endofita aktinobaktériumok
szétvalasztasara és talajban torténd nyomon kdvetesére (Conn és Franco, 2004), illetve phlD+

Pseudomonas fajok elkiilonitésére és detektalasara (von Felten és mtsai, 2011).

A két kiilonbdzo talajon eltérd dozisban alkalmazott PGPR ¢és bioszén kezelések a savanyt €s
karbonatos homokos talaj esetében is szignifikans hatasokat valtottak ki. Mindkét eseteben a N>
fixalo és auxin termel6 Azospirillum nemzettség tagjainak a kozosségen beliili aranya emelkedett
meg szignifikansan. A savanyu homokos talaj esetében az Azospirillum brasilense k6zosségen
beliili aranyat a 30 t ha™! bioszén (A4, +1-3%-¢k) és a 15 t ha® (C3 +0,5-3,2%) bioszén mint
oltéanyaghordozo kezelés szignifikansan, pozitivan, befolyasolta. Az Azospirillum irakense
esetében is a nagy dézist (30 t hal) bioszén mint oltéanyaghordozo kezelés hatdsara nott meg a
+1,5%-kal szervezet szazalékos relativ gyakorisaga, a kezelést megel6z6 kontroll talajhoz képest.
A tovabbi PGPR szervezetek koziil az Arthrobacter crystallopoietes és a Kocuria rosea esetében
is detektalhato volt a kiilonb6z6 bioszén kezelések hatasara kialakuld kozosseégen beliili relativ
abundancia gyarapodasok. A foszfat szolubilizald és sziderofor termelé Arthrobacter
crystallopoietes esetében bar nagy dozisti bioszén kezelés hatasara (A4) megduplazodott a
kozosségen beliili aranya, a pozitiv hatds nem volt szignifikans. Hasonl6an a karbonatos homokos
talajon az auxin és exopoliszacharid termeld Kocuria rosea esetében is detektaltunk 1,9 szeres
nem szignifikans, novekedést. A nyomkovetésre hasznalt T-RFLP modszer korlatait jelzi, hogy a
talajoltasba vont Bacillus aryabhattai és Paenibacillus peoriae szervezetek, melyek kozosségen
beliili ardnya 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 talélésére és gyakorisagara egyarant nagy hatassal vannak

A ,szekvenciaval-tamogatott T-RFLP” elemzés és az Gjgeneracios szekvenalasi eredmények
is a savanyl homokos (Lamellic Arenosol) és karbonatos homokos (Mollic Umbrisol) talajok
kukorica rizoszféra bakteridlis kozosségszerkezetében levd nagymértéki kiilonbségeket jelezték.

A ,,szekvenciaval-tamogatott T-RFLP” elemzés soran sikeresen azonositott dominans T-RF-ek
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képviseloi altal, a savanyu talaj esetében az Acidobacteriaceae csalad, mig a karbondatos talaj
esetében a Solibacteres osztalyba tartozo EU445199 csalad tagjainak volt koszonhetd leginkabb a
két talaj bakterialis kozosség szerkezetén beliili kiilonbség. A savany talaj esetében megegyeznek
,»a szekvenciaval-tamogatott T-RFLP” analizis soran kapott és az 0j generacios szekvenalasi
eredmények, mig a karbonatos homokos talaj esetében nem teljes az egyezés. Hiszen a molekularis
klénozason alapuld modszer segitségével azonositott T-RF-ek esetében a Solibacteres osztalyba
tartoz6 EU445199 csalddot azonositottuk a két talaj elvalasaért leginkabb felelds taxonjaként a
karbonatos homokos talajban, addig az Gijgeneracios szekvenalas altal a szintén az Acidobacteria
torzsbe tartozo Pyrinomonadaceae csalad képvisel6it azonositottuk. Ezek a tapasztalatok, nemcsak
a kiilonboz6 molekularis technologiak felbontoképessége kozott meglévo kiilonbségekere utalnak
(Gong és mtsai, 2013), de a korabbi tapasztalatoknak megfeleléen reprezentalja, hogy hosszatavon
a tapanyag profilban kialakuld valtozas miatt, a kozosségszerkezetben jelentds atalakuldsok
mennek végbe (Bartram és mtsai, 2014; Jenkins és mtsai, 2017). A valtozatos el6fordulasu és
kiilonboz6 kornyezetekhez adaptalodott szervezeteket tartalmazo Acidobacteria torzs jo indikatora

tud lenni a talaj fizikai és kémiai paramétereink megvaltozasara (Bartram és mtsai, 2014).

Az egyes talajok esetében a rizoszféra bakterialis kozosségszerkezetének megvaltozasadban a
kukorica egyedfejlédése volt legjelentésebb tényezd. A 2015-6s ,,szekvenciaval-timogatott T-
RFLP” és PLFA eredmények egyarant igazoltdk a kukorica fenofdzisdnak a talaj bakterialis
kozosségszerkezetére gyakorolt szignifikans hatdsat. Ezt a tudomany szdmara mar ismert hatast
(Li és mtsai, 2014; Yang és mtsai, 2017), egészitette ki a savanyi homokos talaj esetében az
alkalmazott bioszén kezelés. A 2015-6s genotipusos kisérleti eredmények a talaj bakterialis
kozosségszerkezetében végbemend szignifikans valtozasokat azonositotta. Az eredményeink azt
jelezték, hogy a 15 t hal mennyiséget elérd, vagy azt meghaladd gabonamaghéj és papirgyartasu
szennyviziszap alapanyagu bioszén kezelés nemcsak a talaj fizikai és kémiai paramétereit
valtoztatja meg szignifikansan— amely korabban mar ismert volt (Rékasi és mtsai, 2018) — hanem

ezzel Osszefliggésben a bakterialis kozosségszerkezetet is szignifikdnsan befolyésolja.

A nagy bioszén kezelés hatasara a talajba jutd labilis, konnyen hasznosithatd szénformak
hatasara, a kordbban az oligotr6f kornyezethez adaptalodott lassan novekedd K-stratégista
Acidobacteriaceae szervezeteket, az r-stratégista gyorsan novekedd kopiotrof baktérium
szervezetek kivaltképpen, a Sphingomonadaceae csalad képviseldi altal hatranyba keriiltek. A
jelenséget korabban a bioszén hasznalat kovetkeztében kialakuld ,,kopiotrof baktérium kozdsségi
valtozasként” definialtak (Jenkins és mtsai, 2017). A fenotipusos PLFA vizsgalatok eredményi a

nagy dozisu bioszén kezelés hatasara megvaltozott Gram-negativ/ Gram-pozitiv arannyal is a talaj
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szerves anyag tartalmanak mindségi és mennyiségi valtozasara utalnak (Kourtev és mtsai, 2003;

Zhong és mtsai, 2010).

Ezt a jelenséget tamasztjak ald az az ujgeneracids szekvenalasi eredmények is a kezelést
kovetden 30 honappal. A valtozas nyomon kovethetd volt a baktériumok torzs (phylum) és csalad
szintjein is. A kopiotr6f Proteobacteria torzsbe tartozo Chitinophagaceae csalad kozosségen beliili
aranya a 0 és 3 t ha™! bioszén kezelést kapott talajokhoz képest a kozepes dozis (15 t ha™) esetében
2,2x-es, mig a nagy dozis esetében 2,7x-es ardnyban volt jelen. Ezzel parhuzamosan az oligotr6f
kornyezethez adaptalodott Ktedonobacteraceae (Chloroflexi phylum), és Solibacteraceae
(Acidobacteriaceae phylum) kozosségen beliili aranya az alkalmazott dozis fliggvényében
csokkent. A Ktedonobacteraceae esetében a kdzepes dozisnél (15 t hat) 2,0x-es, mig a nagy dozis
(30 t ha'l) esetében 4x-es aranyban, addig az Solibacteraceae esetében 1,9x-es és 3,0x-0s aranyban

csOkkent a csaladok képviseldinek kdzosségen beliili aranya.

A légkori N2 fixdcidban szerepet jatszo csalddok (Rhodospirillaceae, Bradyrhizobiaceae)
kozdsségen beliili ardnya is megndtt a nagy dozisu bioszén kezelés hatasara (15 és 30 t hal) a
savanyu talajokban, a 2015-6s ,,szekvencidval-tamogatott” T-RFLP vizsgalatok soran. Ez a
jelenség visszautal Anderson ¢és mtsai (2011) tapasztalataira, akik szintén a kozosségen beliili
arany novekedését figyelték meg a szervezeteknek a bioszén kezelést kovetden. Ezt a jelenséget a
bioszén altal szolgaltatott labilis szénformdknak tulajdonitjdk, amelyek jol hasznosithatd
tapanyagot biztositanak ezen szervezetek szamara. A bioszén ilyen forman ,,nitrogén szigetként”
is felfoghat6, hiszen nemcsak serkenti a légkori Nz fixald szervezetek aktivitast, de

megakadalyozza a N kimosodasat is (Anderson és mtsai, 2011).

A bioszén hasznalat kovetkeztében kialakuld kopiotrof baktérium kozosségi valtozas az
oligotrof alacsony pH-ju talajokban jol detektdlhatdo. A tdpanyag gazdagabb semleges pH
tartomanyu talajokban viszont ezen hatasok a bakterialis kozosségszerkezetben nem, vagy csak
kis mértékben kovethetéek nyomon. A 2015-6s kukorica teljes fenofazisat lefedé genotipusos
vizsgalati eredmények nem mutattak a bioszén hasznalataval osszefiiggésbe hozhato valtozasokat
a bakterialis kozosségszerkezetben. 30 honappal a kezelést kovetden sem talaltunk bioszén fiiggd
bakterialis kozosségszerkezeti atalakuldst az ujgeneracios szekvenalasi modszer segitségével.
Mégis a fenotipusos PLFA modszer a Gram-negativ/Gram-pozitiv aranyban bekovetkezd
jelentdsebb valtozasok a bioszén hasznalataval 6sszefiiggd szerves anyag mindségi és mennyiségi
véltozasat jelzi. Az R6-fiziologiai érettség fazisaban a 15 és 30 t ha™ bioszén kezelést kapott
talajokban 1,6x-0s volt a Gram-negativ/ Gram-pozitiv arany a 0 és 3 t ha™! bioszén kezelést kapott
talajokhoz képest.
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Rékasi ¢és mtsai (2018) a 2015-6s 5 honapos szabadfoldi kisérlet sorozat soran tapasztalt
ndvényi biomassza ndvekedést a bioszén kezeléssel hoztak Osszefiiggésbe. A kutatdsaink soran
végzett eredmények viszont ravilagitottak, hogy a bioszén haszndlata altal bekovetkezd fizikai és
kémiai valtozasok mellett, a bioszén mint oltéanyaghordoz¢ is szignifikans hatassal van a névény
novekedésére. Az a tény, hogy tobb kezelés esetében sem tapasztaltunk szignifikans névényi
biomasszaban bekovetkezd valtozast, az extrém alacsony szintli csapadék mennyiségnek, és a nem

megfeleld mennyiségii kiegészitd ontdzésnek tudhatd be.

A bioszén pozitiv hatasait a talaj fizikai és kémiai paramétereire a szarazsag stressz negativan
befolyasolja (Rogovska és mtsai 2016). Az a tény, hogy a bioszén mint oltdbanyag hordozo kezelés
(C) az extrém savanyu talajban (4,4 pH) is sikeresen eldsegitette a kukorica biomasszajanak
novekedését, a potencidlis oltdbanyaghordozdként vald hasznalatat igazolja. Kivaltképpen, ha
figyelembe vessziik, hogy ez a kezelés az A. brasilense kozosségi aranyara szignifikans mértéki
pozitiv hatassal volt. A savanyi homokos talaj esetében a legnagyobb mértékben a C3 és C4-es
(30t ha! bioszén + 1 x 1013 PGPR TKE ha ) kezelések hatdsara nétt meg a kukorica biomasszaja,
mégpedig a kezeltlen talajban mért 1,76 t sza. ha' mennyiségrél 3,34 és 3,36 t sza. hal-re
mennyiségre nott. A homokos talaj esetében a B4 (30 t ha-1 bioszén + 4 x 101 PGPR TKE ha™?)
kezelés hatasara emelkedett leginkabb a kukorica biomassza mennyisége (5,99 t sza. hal) a
kezeletlen talajhoz képest (4,15 t sza. ha'). A novényi ndvekedés serkentésének alapfeltétele a
kijutatott PGPR szervezetek tulélése és sikeres gyokérkolonizalasa (Buddrus-Schiemann és mtsai,
2010). Ennek értelmében az altalunk mért kozosségen beliili aranyok mellett, a Rékasi és mtsai
(2018) altal leirt kukorica biomassza novekedés a bioszén felszinén immobilizalt PGPR torzsek

tulélését jelzi.

Ezek az adatok felhivjak a figyelmet, hogy a bioszén nagymértékii porozitsa éltal a kijuttatott
PGPR szervezetek szamara €letteret és védelmet biztosit, igy azok a szarazsagstressz esetén is
kifejthetik a ndvényi novekedés serkentd hatasukat (Ding €s mtsai, 2016). A kétsugaras pasztazod
elektronmikroszkopos vizsgalatok soran is lathattuk, hogy a talajoltasra szdnt PGPR szervezetek
sikeresen megtapadtak a bioszén felszinén. A bioszén mint mikrobidlis életteret biztositd
funkciojat is megfigyelhettiik a SEM analizis altal. Tovabba nemcsak a nagyfoku mikrobialis
kolonizaciot tapasztaltuk, de a nagymértékii talaj aggregatum felhalmozddast €s stabilizalodast is
az egyes bioszenek felszinén, igy ,,vizualizdlva” bioszén talajaggregatum és tapanyag megkotd

képességét.
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VIII.

OSSZEFOGLALO

A bioszenet a szénmegkot6 képessége altal kezdték el hasznalni a talaj tapanyagtartalmanak
javitasara ¢és a klimavaltozas folyamatanak mérséklésére. Figyelembe véve az emberiség
folyamatosan novekve tapanyag igényét, a bioszén €s a leromlott termdéképességii talajokhoz
adaptalt novényi novekedés serkentd rizobaktériumok (PGPR) egyiittes hasznalatanak lehetdsége,

mint szerves talajerdpotld, a fenntarthaté mezdgazdasag egy lehetséges eszkdzét kinalja.

Jelen kutatdsban a bioszén + savanyu, illetve lugos (karbondtos) leromlott talajra adaptalt
PGPR oltéanyagokat hasznaltunk harom kiilonb6z6 dozisban, savanyu (pH 4,4) és lugos (pH 7,9)
homokos talajokon, annak érdekében, hogy a talaj termdképességét, illetve a kukorica novekedését
¢és termésmennyiségét noveljiik. A kutatas célja, hogy a bioszén és PGPR oltéanyagok egyiittes
hasznalatanak hatasat detektaljuk a talajbiotara, az oltasra hasznalt PGP baktériumokra és kukorica
egyedfejlodésére. A talaj bakteridlis kozosségszerkezete a genotipusos ,,szekvenciaval-
tdmogatott” termindlis restrikciés fragmens hossz polimorfizmus (T-RFLP) és fenotipusos
foszfolipid zsirsav (PLFA) elemzés altal egyarant feltarasra keriilt. Az Oltasra hasznalt PGP
baktériumok elkiilonitése és relativ abundancidjanak meghatarozéasa érdekében a T-RFLP moddszer
lett hasznalva, amely soran két kiilonb6z6 restrikcios endonukledz kertilt kivalasztasra in silico, és
lett in vitro tesztelve. A bakterialis kozosség szerkezetén beliil a bioszén kezelés hosszatava (30
honapos) hatasainak a felderitésére Illumina MiSeq (j generacios szekvenalasi (NGS) technika lett
felhasznalva, mig a bioszén feliileti karakterisztikdjanak vizualizaciojanak érdekében pasztazo

elektronmikroszkop.

A kukorica egyedfejlodését lefed6 tanulmany soran a megalkotott T-RFLP modell rendszer a
savanyl homokos talajra kijuttatott Azospirillum brasilense (1-6 szoros k6zosségen beliili aranya
a kontrol talajhoz képest) és a karbonatos homokos talajra kijutatott Azospirillum irakense (1-4
szeres kozosségen beliili aranya a kontrol talajhoz képest) esetében a kezelés szignifikans pozitiv
hatasat mutatott. A bioszén mint oltéanyaghordoz6 (felszinre immobilizalt) és a nagy dézisu
bioszén kezelés egyarant pozitivan befolyasolta a PGPR baktériumokat. A ndvény egyedfejlédése
és a nagy dozisu (15 and 30 t ha™) bioszén kezelés szignifikans hatasa egyarant detektalhato volt
a savanyu homokos talajon, mig a karbonatos homokos talajon csak a kukorica fenofazisanak a
szignifikans hatdsa volt mérhetd. A nagy dézisu bioszén mint oltéanyaghordozo kezelés a novényi
biomasszat szignifikansan novelte (2,6-3,2 szeres ndvekedés a kontrolhoz képest). A nagy dozisu
bioszén kezelés szignifikans hatdsat mutatta az NGS elemzés is a savanytl homokos talaj esetében.

Az eredmények ravilagitottak, hogy a bioszén hasznéalat kovetkeztében azok a baktérium
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csoportok kozdsségen beliili ardnya keriilt befolyasolasra, melyek fontos szerepet jatszanak a talaj

tapanyag ciklusaiban.
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IX.

SUMMARY

Biochar is used to improve soil fertility and mitigate climate change by carbon sequestration.
Considering the growing nutritional needs of the human population, the potential of using biochar
together with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), adapted to deteriorated soils, as a soil

fertilization technique, offers an alternative way for sustainable agriculture.

In the present study biochar + acid and alkaline (calcareous) stress adapted PGPR inoculants
were applied in three different quantities in order to improve soil fertility to enhance maize growth
and crop yield in an acidic (pH 4.4) and calcareous (pH 7.9) sandy soils. The objective of the study
was to monitor the effect of biochar on soil biota and on the inoculated PGP bacteria in both soils
during the maize (Zea mays) development stages. Soil bacterial community structure was
characterized with the genotyping sequence-aided terminal restriction fragment length
polymorphism (T-RFLP) technique and the phenotyping phospholipid fatty acid analysis (PLFA).
T-RFLP method was applied also for detecting and estimating the relative abundance of the
inoculated PGP bacteria, for that purpose two different restriction endonucleases were selected in
silico and tested in vitro for specific detection of the inoculated PGPR. Long-term (30 month)
effects of biochar application were also measured by new generation sequencing (NGS) Illumina
Miseq technology, besides visualizing the surface characteristics of the biochar by scanning

electron microscopy (SEM).

In the study covering the maize development phases T-RFLP model system indicated
significant positive effect of inoculants on the relative abundance of Azospirillum brasilense (1-6
times higher relative abundances compared to the control) and Azospirillum irakense (1-4 times
higher relative abundances compared to the control) in the acidic and calcareous sandy soils,
respectively. Inocula immobilized on the biochar surface, as well as high doses of biochar
treatments positively influenced the inoculated bacteria. The bacterial community structure in the
rhizosphere was significantly influenced both by maize growth stage and by high doses (15 and
30 t ha™) of biochar treatment in the acidic sandy soil, while in calcareous sandy soil only maize
growth related significant influence were detected. In the case of the immobilized PGP bacteria
on the biochar surface treatment the maize above-ground biomass was significantly enhanced
(2.6-3.2 times of the control). Significant high doses of biochar effects were detected by NGS
method as well in acidic sandy soil. The results revealed that high doses of biochar treatment
influenced the abundance of those bacterial groups that might play important roles in soil nutrient
cycles.

105



X.

IRODALOMJEGYZEK

Aasfar, A., Bargaz, A., Yaakoubi, K., Hilali, A., Bennis, 1., Zeroual, Y., & Meftah Kadmiri, I.
(2021). Nitrogen Fixing Azotobacter Species as Potential Soil Biological Enhancers for Crop
Nutrition and Yield Stability. Frontiers in Microbiology, 12(February), 1-19.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.628379

Abd El-Fattah, D. A., Eweda, W. E., Zayed, M. S., & Hassanein, M. K. (2013). Effect of carrier
materials, sterilization method, and storage temperature on survival and biological activities
of Azotobacter chroococcum inoculant. Annals of Agricultural Sciences, 58(2), 111-118.
https://doi.org/10.1016/j.a0as.2013.07.001

Abujabhah, I.S., Doyle, R.B., Bound, S.A., Bowman, J.P., 2018. Assessment of bacterial
community composition, methanotrophic and nitrogen-cycling bacteria in three soils with
different  biochar  application rates. J. Soils Sediments 18, 148-158.
https://doi.org/10.1007/s11368-017-1733-1

Acea, M. J., & Alexander, M. (1988). Growth and survival of bacteria introduced into carbon-
amended soil. Soil Biology and Biochemistry, 20(5), 703-7009.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(88)90155-1

Aeron, A., Kumar, S., Pandey, P., & Maheshwari, D. K. (2011). Bacteria in Agrobiology: Crop
Ecosystems. In Bacteria in Agrobiology: Crop Ecosystems. https://doi.org/10.1007/978-3-
642-18357-7

Ahemad, M., & Kibret, M. (2014). Mechanisms and applications of plant growth promoting
rhizobacteria: Current perspective. Journal of King Saud University - Science, 26(1), 1-20.
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2013.05.001

Ahmad, 1., Ahmad, F., Pichtel, J., 2011. Microbes and Microbial Technology: Agricultural and
Environmental Applications. Microbes and Microbial Technology: Agricultural and
Environmental Applications. pp. 1-516. https://doi.org/10.1007/978-1-4419- 7931-5.

Ahmad, M., Rajapaksha, A.U., Lim, J.E., Zhang, M., Bolan, N., Mohan, D., Vithanage, M., Lee,
S.S., Ok, Y.S. (2014) Biochar as a sorbent for contaminant management in soil and water:
A review. Chemosphere. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2013.10.071

106



Alori, E. T., Glick, B. R., & Babalola, O. O. (2017). Microbial phosphorus solubilization and its
potential for use in sustainable agriculture. Frontiers in Microbiology, 8(JUN), 1-8.
https://doi.org/10.3389/fmich.2017.00971

Anderson, C.R., Condron, L.M., Clough, T.J., Fiers, M., Stewart, A., Hill, R.A., Sherlock, R.R.,
2011. Biochar induced soil microbial community change: Implications for biogeochemical
cycling of carbon, nitrogen and phosphorus. Pedobiologia (Jena) 54, 309-320.
https://doi.org/10.1016/j.pedobi.2011.07.005

Asai, H., Samson, B. K., Stephan, H. M., Songyikhangsuthor, K., Homma, K., Kiyono, Y., Inoue,
Y., Shiraiwa, T., & Horie, T. (2009). Biochar amendment techniques for upland rice
production in Northern Laos. 1. Soil physical properties, leaf SPAD and grain yield. Field
Crops Research, 111(1-2), 81-84. https://doi.org/10.1016/j.fcr.2008.10.008

Atafar, Z., Mesdaghinia, A., Nouri, J., Homaee, M., Yunesian, M., Ahmadimoghaddam, M., &
Mahvi, A. H. (2010). Effect of fertilizer application on soil heavy metal concentration.
Environmental Monitoring and Assessment, 160(1-4), 83-89.
https://doi.org/10.1007/s10661-008-0659-x

Baca, B. E., Soto-Urzua, L., Xochihua-Corona, Y. G., & Cuervo-Garcia, A. (1994).
Characterization of two aromatic amino acid aminotransferases and production of
indoleacetic acid in Azospirillum strains. Soil Biology and Biochemistry, 26(1), 57—63.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(94)90195-3

Backer, R., Rokem, J. S., llangumaran, G., Lamont, J., Praslickova, D., Ricci, E., Subramanian,
S., & Smith, D. L. (2018). Plant Growth-Promoting Rhizobacteria: Context, Mechanisms of
Action, and Roadmap to Commercialization of Biostimulants for Sustainable Agriculture.
Frontiers in Plant Science, 9(October), 1-17. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01473

Bagreev, A., T. Bandosz, and D. Locke. 2001. Pore structure and surface chemistry of adsorbents
obtained by pyrolysis of sewage-derived fertilizer. Carbon 39:1971-79. doi:10.1016/S0008-
6223(01)00026-4

Baiamonte, G., De Pasquale, C., Marsala, V., Cimo, G., Alonzo, G., Crescimanno, G., & Conte,
P. (2015). Structure alteration of a sandy-clay soil by biochar amendments. Journal of Soils
and Sediments, 15(4), 816-824. https://doi.org/10.1007/s11368-014-0960-y

107



Bailey, V. L., Fansler, S. J., Smith, J. L., & Bolton, H. (2011). Reconciling apparent variability in
effects of biochar amendment on soil enzyme activities by assay optimization. Soil Biology
and Biochemistry, 43(2), 296-301. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2010.10.014

Bakker, P.A.H., Lemanceau, P., Raaijmakers, J., Bloemberg, G., 2010. New perspectives and

approaches in plant growth-promoting rhizobacteria research. Springer.

Balestrini, R E. Borriello R. L, Bianciotto V., (2015). Chapter 11 - Plant-Soil Biota Interactions.
Soil Microbiology, Ecology and Biochemistry (Fourth Edition), Pages 311-338,
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-415955-6.00011-6

Balestrini, R., Lumini, E., Borriello, R., & Bianciotto, V. (2015). Plant-Soil Biota Interactions. In
Soil  Microbiology, Ecology and Biochemistry (4th ed.). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-415955-6.00011-6

Ball, P. N., MacKenzie, M. D., DeLuca, T. H., & Montana, W. E. H. (2010). Wildfire and Charcoal
Enhance Nitrification and Ammonium-Oxidizing Bacterial Abundance in Dry Montane
Forest ~ Soils. Journal of  Environmental  Quality, 39(4), 1243-1253.
https://doi.org/10.2134/jeq2009.0082

Bartram, A.K., Jiang, X., Lynch, M.D.J., Masella, A.P., Nicol, G.W., Dushoff, J., Neufeld, J.D.,
2014. Exploring links between pH and bacterial community composition in soils from the
Craibstone Experimental Farm. FEMS Microbiol. Ecol. 87, 403-415. https:/
doi.org/10.1111/1574-6941.12231.

Bashan, Y., 1999. Interactions of Azospirillum spp. in soils: a review. Biol. Fertil. Soils 29, 246—
256. https://doi.org/10.1007/s003740050549.

Bashan, Y., 1999. Interactions of Azospirillum spp. in soils: a review. Biol. Fertil. Soils 29, 246—
256. https://doi.org/10.1007/s003740050549.

Becraft, E. D., Woyke, T., Jarett, J., Ivanova, N., Godoy-Vitorino, F., Poulton, N., Brown, J. M.,
Brown, J., Lau, M. C. Y., Onstott, T., Eisen, J. A., Moser, D., & Stepanauskas, R. (2017).
Rokubacteria: Genomic giants among the uncultured bacterial phyla. Frontiers in
Microbiology, 8(NOV), 1-12. https://doi.org/10.3389/fmich.2017.02264

Benbrook, C. M. (1999). World food system challenges and opportunities: GMOs, biodiversity,
and lessons from America’s Heartland. In Paper presented as part of the University of Illinois

World Food and Sustainable Agriculture Program, January (Vol. 27).

108



Bharti, N., Barnawal, D., Wasnik, K., Krishna, S., Kalra, A., 2016. Co-inoculation of Dietzia
natronolimnaea and Glomus intraradices with vermicompost positively influences Ocimum
basilicum growth and resident microbial community structure in salt affected low fertility
soils. Appl. Soil Ecol. 100, 211-225. https://doi.org/10.1016/j.apsoil. 2016.01.003

Biederman, L. A., & Stanley Harpole, W. (2013). Biochar and its effects on plant productivity and
nutrient  cycling: A meta-analysis. GCB  Bioenergy, 5(2), 202-214.
https://doi.org/10.1111/gcbb.12037

Bishopp, A., and Lynch, J. P. (2015). The hidden half of crop yields. Nat. Plants 1, 10-38. doi:
10.1038/nplants.2015.117

Boersma, F.G.H., Warmink, J.A., Andreote, F.A., Elsas, J.D. Van, 2009. Selection of
Sphingomonadaceae at the base of Laccaria proxima and Russula exalbicans fruiting bodies.
Appl. Environ. Microbiol. 75, 1979-1989. https://doi.org/10.1128/ AEM.02489-08.

Bridle, T. R. & Pritchard, D., 2004. Energy and nutrient recovery from sewage sludge via
pyrolysis. Water Sci. Technol. 50. 169-175.

Buddrus-Schiemann, K., Schmid, M., Schreiner, K., Welzl, G., Hartmann, A., 2010. Root
colonization by Pseudomonas sp. DSMZ 13134 and impact on the indigenous rhizosphere
bacterial community of barley. Microb. Ecol. 60, 381-393. https://doi. org/10.1007/s00248-
010-9720-8.

Bueche, M., Wunderlin, T., Roussel-Delif, L., Junier, T., Sauvain, L., Jeanneret, N., Junier, P.,
2013. Quantification of endospore-forming Firmicutes by quantitative PCR with the
functional gene spoOA. Appl. Environ. Microbiol. 79, 5302-5312. https://doi.
0rg/10.1128/AEM.01376-13.

Cayuela ML, Sanchez-Monedero MA, Roig A, Hanley K, Enders A, Lehmann J (2013) Biochar
and denitrification in soils: when, how much and why does biochar reduce N20 emissions?
Sci Report 3: 17-32. doi:10.1038/srep01732

Ceccherini, M.T., Castaldini, M., Azzini, A., Fancelli, S., Bazzicalupo, M., Miclaus, N., 2001.
Occurrence of Azospirillum brasilense in soils amended with swine manure. Ann. Microbiol.
51, 29-38.

Chamam, A., Sanguin, H., Bellvert, F., Meiffren, G., Comte, G., Wisniewski-Dy¢, F., Bertrand,

C., Prigent-Combaret, C., 2013. Plant secondary metabolite profiling evi- dences strain-

109



dependent effect in the Azospirillum—Oryza sativa association. Phytochemistry 87, 65-77.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2012.11.009.

Chen, W., Meng, J., Han, X,, Lan, Y., Zhang, W. (2019) Past, present, and future of biochar.
Biochar 1, 75-87. https://doi.org/10.1007/s42773-019-00008-3

Cheng, J., Lee, X., Gao, W., Chen, Y., Pan, W., Tang, Y., 2017. Effect of biochar on the
bioavailability of difenoconazole and microbial community composition in a pesticide-
contaminated soil. Appl. Soil Ecol. 121, 185-192.
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2017.10.009

Clarke, K.R., 1993. Non-parametric multivariate analyses of changes in community structure.
Aust. J. Ecol.. 18: 117-143

Conn, V.M., Franco, C.M.M., 2004. Effect of microbial inoculants on the indigenous ac-
tinobacterial endophyte population in the roots of wheat as determined by terminal
restriction fragment length polymorphism. Appl. Environ. Microbiol. 70, 6407-6413.
https://doi.org/10.1128/AEM.70.11.6407-6413.2004.

Conrath, U., Pieterse, C. M. J., Mauch-mani, B., & Mauch-mani, B. (2002). TiPS-Conrath-
2012ReviewPeterseMauchMani. 7(5), 210-216.

Cooper, J. E., & Scherer, H. W. (2011). Nitrogen Fixation. In Marschner’s Mineral Nutrition of
Higher Plants: Third Edition. Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384905-
2.00016-9

Cordell, D., Drangert, J. O., & White, S. (2009). The story of phosphorus: Global food security
and food for thought. Global Environmental Change, 19(2), 292-305.
https://doi.org/10.1016/j.gloenvcha.2008.10.009

Crane-Droesch, A., Abiven, S., Jeffery, S., & Torn, M. S. (2013). Heterogeneous global crop yield
response to biochar: A meta-regression analysis. Environmental Research Letters, 8(4).
https://doi.org/10.1088/1748-9326/8/4/044049

Culman, S.W., Bukowski, R., Gauch, H.G., Cadillo-Quiroz, H., Buckley, D.H., 2009. T- REX:
software for the processing and analysis of T-RFLP data. BMC Bioinformatics 10, 1-10.
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-171.

Darwent, M.J., Paterson, E., McDonald, A.J.S., Tomos, A.D., 2003. Biosensor reporting of root
exudation from Hordeum vulgare in relation to shoot nitrate concentration. Exp. Bot. 54,
325-334.

110



DeLuca TH,MacKenzie MD, Gundale MJ, HolbenWE (2006) Wildfire- produced charcoal
directly influences nitrogen cycling in ponderosa pine forests. Soil Sci Soc Am J 70:448—
453. doi:10.2136/sss3j2005. 0096

Demeyer, A., Voundi Nkana, J.., Verloo, M.. (2001) Characteristics of wood ash and influence on
soil properties and nutrient uptake: an overview. Bioresour. Technol. 77, 287-295.
https://doi.org/10.1016/S0960-8524(00)00043-2

Demisie, W., Zhang M. 2015. Effect of biochar application on microbial biomass and enzymatic

activities in degraded red soil. African Journal of Agricultural Research, 10(8), 755-766.

Ding, Y., Liu, Y., Liu, S., Li, Z., Tan, X., Huang, X., Zeng, G., Zhou, L., & Zheng, B. (2016).
Biochar to improve soil fertility. A review. Agronomy for Sustainable Development, 36(2).
https://doi.org/10.1007/s13593-016-0372-z

Domene, X., Mattana, S., Hanley, K., Enders, A., & Lehmann, J. (2014). Medium-term effects of
corn biochar addition on soil biota activities and functions in a temperate soil cropped to
corn. Soil Biology and Biochemistry, 72, 152-162.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2014.01.035

dos Santos, R. M., Diaz, P. A. E., Lobo, L. L. B., & Rigobelo, E. C. (2020). Use of Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria in Maize and Sugarcane: Characteristics and Applications.
Frontiers in Sustainable Food Systems, 4(September), 1-15.
https://doi.org/10.3389/fsufs.2020.00136

Dugardeyn, J., & Van Der Straeten, D. (2008). Ethylene: Fine-tuning plant growth and
development by stimulation and inhibition of elongation. Plant Science, 175(1-2), 59-70.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2008.02.003

EBC (2012) European Biochar Certificate - Guidelines for a Sustainable Production of Biochar.

European Biochar Foundation (EBC), Arbaz, Switzerland

Egamberdieva, D., Hua, M., Reckling, M., Wirth, S., & Bellingrath-Kimura, S. D. (2018).
Potential effects of biochar-based microbial inoculants in agriculture. Environmental
Sustainability, 1(1), 19-24. https://doi.org/10.1007/s42398-018-0010-6

Florian, N., Ladanyi, M., Ittzés, A., Kroel-Dulay, G., Onodi, G., Mucsi, M., Szili-Kovacs, T.,
Gergocs, V., Danyi, L., & Dombos, M. (2019). Effects of single and repeated drought on
soil microarthropods in a semi-arid ecosystem depend more on timing and duration than
drought severity. PLoS ONE, 14(7), 1-16. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219975

111



Fox, A., Gahan, J., Ikoyi, 1., Kwapinski, W., O’Sullivan, O., Cotter, P.D., Schmalenberger, A.,
2016. Miscanthus biochar promotes growth of spring barley and shifts bacterial community
structures including phosphorus and sulfur mobilizing bacteria. Pedobiologia (Jena) 59,
195-202. https://doi.org/10.1016/j.pedobi.2016.07.003

Fox, A., Kwapinski, W., Griffiths, B. S., & Schmalenberger, A. (2014). The role of sulfur- and
phosphorus-mobilizing bacteria in biochar-induced growth promotion of Lolium perenne.
FEMS Microbiology Ecology, 90(1), 78-91. https://doi.org/10.1111/1574-6941.12374

Fredriksson, N.J., Hermansson, M., Wilén, B.-M., 2014. Tools for T-RFLP data analysis using
Excel. BMC Bioinformatics 15, 361. https://doi.org/10.1186/s12859-014- 0361-7.

Frostegérd, A., Baath, E., 1996. The use of phospholipid fatty acid analysis to estimate bacterial
and fungal biomass in soil. Biol. Fertil. Soils 22, 59-65. https://doi.org/
10.1007/s003740050076.

Frostegard, A., Baath, E., Tunlid, A., Frostegird, A., Baath, E., Tunlio, A., 1993. Shifts in the
structure of soil microbial communities in limed forests as revealed by phospholipid fatty
acid analysis. Soil Biol. Biochem. 25, 723-730. https://doi.org/ 10.1016/0038-
0717(93)90113-P"u.

Ghazi AA (2017) Potential for biochar as an alternate carrier to peat moss for the preparation of

Rhizobia bio inoculum. Microbiol Residual Journal Intern 18(4):1-9

Glaser, B., & Birk, J. J. (2012). State of the scientific knowledge on properties and genesis of

Anthropogenic Dark Earths in Central Amazonia (terra preta de indio). Geochimica et

Cosmochimica Acta, 82, 39-51. https://doi.org/10.1016/j.gca.2010.11.029

Glaser, B., Lehmann, J., Zech, W. (2002) Ameliorating physical and chemical properties of highly
weathered soils in the tropics with charcoal - a review. Biol. Fertil. Soils 35, 219-230.
https://doi.org/10.1007/s00374-002-0466-4

Glick, B. R., Todorovic, B., Czarny, J., Cheng, Z., Duan, J., & McConkey, B. (2007). Promotion
of plant growth by bacterial ACC deaminase. Critical Reviews in Plant Sciences, 26(5-6),
227-242. https://doi.org/10.1080/07352680701572966

Glick, B., R., (2012). Plant Growth-Promoting Bacteria: Mechanisms and Applications Hindawi

Publishing Corporation, Scientifica

112



Glodowska, M., Husk, B., Schwinghamer, T. et al. Biochar is a growth-promoting alternative to
peat moss for the inoculation of corn with a pseudomonad. Agron. Sustain. Dev. 36, 21
(2016). https://doi.org/10.1007/s13593-016-0356-z

Gtodowska, M., Schwinghamer, T., Husk, B., Smith, D., 2017. Biochar based inoculants improve
soybean growth and nodulation. J. Agric. Sci. 8, 1048-1064.

Gong, L., Han, Y., Chen, L., Liu, F., Hao, P., Sheng, J., Li, X. H., Yu, D. M., Gong, Q. M., Tian,
F., Guo, X. K., & Zhang, X. X. (2013). Comparison of next-generation sequencing and
clone-based sequencing in analysis of hepatitis b virus reverse transcriptase Quasispecies
heterogeneity.  Journal  of  Clinical Microbiology,  51(12),  4087-4094.
https://doi.org/10.1128/JCM.01723-13

Goswami, D., Thakker, J. N., & Dhandhukia, P. C. (2016). Portraying mechanics of plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR): A review. Cogent Food & Agriculture, 2(1), 1-19.
https://doi.org/10.1080/23311932.2015.1127500

Gul, S., Whalen, J.K., Thomas, B.W., Sachdeva, V., Deng, H. (2015) Physico-chemical properties
and microbial responses in biochar-amended soils: Mechanisms and future directions. Agric.
Ecosyst. Environ. 206, 46-59. https://doi.org/10.1016/j.agee.2015.03.015

Hale, L., Luth, M., Crowley, D., 2015. Biochar characteristics relate to its utility as an alternative
soil inoculum carrier to peat and vermiculite. Soil Biol. Biochem. 81, 228-235.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbi0.2014.11.023

Hammer, @., Harper, D.A.T.a.T., Ryan, P.D., 2001. PAST: Paleontological statistics software
package for education and data analysis. Palaeontol. Electron. 4(1), 1-9.
doi:10.1016/j.bcp.2008.05.025

Han, G., Lan, J., Chen, Q., Yu, C., Bie, S., 2017. Response of soil microbial community to
application of biochar in cotton soils with different continuous cropping years. Sci. Rep. 7,
1-11. https://doi.org/10.1038/s41598-017-10427-6

Hao, T., Chen, S., 2017. Colonization of wheat, maize and cucumber by Paenibacillus polymyxa
WLY78. PL0oS One 12, 1-10. https://doi.org/10.1371/journal.pone. 0169980.

Harter, J., Krause, H. M., Schuettler, S., Ruser, R., Fromme, M., Scholten, T., Kappler, A., &
Behrens, S. (2014). Linking N20 emissions from biochar-amended soil to the structure and
function of the N-cycling microbial community. ISME Journal, 8(3), 660-674.
https://doi.org/10.1038/ismej.2013.160

113



Hartmann, A., Rothballer, M., & Schmid, M. (2008). Lorenz Hiltner, a pioneer in rhizosphere
microbial ecology and soil bacteriology research. Plant and Soil, 312(1-2), 7-14.
https://doi.org/10.1007/s11104-007-9514-z

Herrmann, L., & Lesueur, D. (2013). Challenges of formulation and quality of biofertilizers for
successful inoculation. Applied Microbiology and Biotechnology, 97(20), 8859-8873.
https://doi.org/10.1007/s00253-013-5228-8

Heuer, H., Krsek, M., Baker, P., Smalla, K., Wellington, E.M.H., 1997. Analysis of acti- nomycete
communities by specific amplification of genes encoding 16S rRNA and gel-electrophoretic
separation in denaturing gradients. Appl. Environ. Microbiol. 63, 3233-3241.
https://doi.org/10.1023/A:1000669317571.

Hussain, A., Ahmad, M., Mumtaz, M. Z., Ali, S., Sarfraz, R., Naveed, M., Jamil, M., & Damalas,
C. A. (2020). Integrated Application of Organic Amendments with Alcaligenes sp. AZ9
Improves Nutrient Uptake and Yield of Maize (Zea mays). Journal of Plant Growth
Regulation, 39(3), 1277-1292. https://doi.org/10.1007/s00344-020-10067-7

Huysman, F., & Verstraete, W. (1993). Water-facilitated transport of bacteria in unsaturated soil
columns: Influence of cell surface hydrophobicity and soil properties. Soil Biology and
Biochemistry, 25(1), 83-90. https://doi.org/10.1016/0038-0717(93)90245-7

Jeffery, S., Abalos, D., Prodana, M., Bastos, A. C., Van Groenigen, J. W., Hungate, B. A., &
Verheijen, F. (2017). Biochar boosts tropical but not temperate crop yields. Environmental
Research Letters, 12(5). https://doi.org/10.1088/1748-9326/aa67hd

Jeffery, S., Verheijen, F. G. A., van der Velde, M., & Bastos, A. C. (2011). A guantitative review
of the effects of biochar application to soils on crop productivity using meta-analysis.
Agriculture, Ecosystems and Environment, 144(1), 175-187.
https://doi.org/10.1016/j.agee.2011.08.015

Jenkins, J.R., Viger, M., Elizabeth C. A., Harris, M.Z, Ventura, M., (2017). Biochar alters the soil
microbiome and soil function: results of next-generation amplicon sequencing across
Europe. Global Change Biology - Bioenergy, 9 (3), pp.591-612. ff10.1111/gcbb.12371ff.
ffhal01541800

Jha, C. K., Patel, D., Rajendran, N., & Saraf, M. (2010). Combinatorial assessment on dominance
and informative diversity of PGPR from rhizosphere of jatropha curcas L. Journal of Basic
Microbiology, 50(3), 211-217. https://doi.org/10.1002/jobm.200900272

114



Jiang, H., Chen, Y., Hu, Y., Wang, Z., & Lu, X. (2021). Soil Bacterial Communities and Diversity
in Alpine Grasslands on the Tibetan Plateau Based on 16S rRNA Gene Sequencing.
Frontiers in Ecology and Evolution, 9(February), 1-14.
https://doi.org/10.3389/fev0.2021.630722

Jien, S. H., & Wang, C. S. (2013). Effects of biochar on soil properties and erosion potential in a
highly weathered soil. Catena, 110, 225-233. https://doi.org/10.1016/j.catena.2013.06.021

Jones, D.L., Rousk, J., Edwards-Jones, G., DeLuca, T.H., Murphy, D.V. (2012) Biochar-mediated
changes in soil quality and plant growth in a three year field trial. Soil Biol. Biochem. 45,
113-124.

Jorquera, M. A., Crowley, D. E., Marschner, P., Greiner, R., Fernandez, M. T., Romero, D.,
Menezes-Blackburn, D., & De La Luz Mora, M. (2011). Identification of B-propeller
phytase-encoding genes in culturable Paenibacillus and Bacillus spp. from the rhizosphere
of pasture plants on volcanic soils. FEMS Microbiology Ecology, 75(1), 163-172.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2010.00995.x

Joseph, S. D., Camps-Arbestain, M., Lin, Y., Munroe, P., Chia, C. H., Hook, J., Van Zwieten, L.,
Kimber, S., Cowie, A., Singh, B. P., Lehmann, J., Foidl, N., Smernik, R. J., & Amonette, J.
E. (2010). An investigation into the reactions of biochar in soil. Australian Journal of Soil
Research, 48(6-7), 501-515. https://doi.org/10.1071/SR10009

Kalev, S. D., & Toor, G. S. (2018). The Composition of Soils and Sediments. Green Chemistry:
An Inclusive Approach, 339-357. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-809270-5.00014-5

Karczewski, K., Riss, H.W., Meyer, E.I., 2017. Limnological comparison of DNA-finger- printing
(T-RFLP) and high-throughput sequencing (HTS) to assess the diversity and composition of
microbial communities in groundwater ecosystems. Limnologica 67, 45-53.
https://doi.org/10.1016/j.1imno.2017.10.001.

Khan, A., Singh, P., & Srivastava, A. (2018). Synthesis, nature and utility of universal iron chelator
— Siderophore: A review. Microbiological Research, 212-213(August), 103-111.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.10.012

Kim, J. S., Sparovek, G., Longo, R. M., De Melo, W. J., & Crowley, D. (2007). Bacterial diversity
of terra preta and pristine forest soil from the Western Amazon. Soil Biology and
Biochemistry, 39(2), 684-690. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2006.08.010

115



Kloepper, J. W., Leong, J., Teintze, M., & Schroth, M. N. (1980). Enhanced plant growth by
siderophores produced by plant growth-promoting rhizobacteria. In Nature (\Vol. 286, Issue
5776, pp. 885-886). https://doi.org/10.1038/286885a0

Kloepper, J., Leong, J., Teintze, M. et al. Enhanced plant growth by siderophores produced by
plant  growth-promoting rhizobacteria. Nature 286, 885-886 (1980).
https://doi.org/10.1038/286885a0

Kolton, M., Graber, E.R., Tsehansky, L., Elad, Y., Cytryn, E., 2017. Biochar-stimulated plant
performance is strongly linked to microbial diversity and metabolic potential in the
rhizosphere. New Phytol. 213, 1393-1404. https://doi.org/10.1111/nph.14253

Kolton, M., Harel, Y. M., Pasternak, Z., Graber, E. R., Elad, Y., & Cytryn, E. (2011). Impact of
biochar application to soil on the root-associated bacterial community structure of fully
developed greenhouse pepper plants. Applied and Environmental Microbiology, 77(14),
4924-4930. https://doi.org/10.1128/AEM.00148-11

Kovécs, R., Puspan, 1., Rizo, B., Imre, C.S., Pék, N., Imri, A., Karpati, 'E., Kutasi, J., 2015. The
effects of biochar on rhizobacteria. In: 17th International Congress of the Hungarian Society
for Microbiology. Acta Microbiol. IMM. H., 62. July 8-10. Supplement. (170 p)

Kucerik, J., Tokarski, D., Demyan, M. S., Merbach, 1., & Siewert, C. (2018). Linking soil organic
matter thermal stability with contents of clay, bound water, organic carbon and nitrogen.
Geoderma, 316(November 2017), 38-46. https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2017.12.001

Kutasi, J., Kérpati, E., Kovacs, R., Szkladanyi, S., Imre, Cs., P&k, N., Erdélyi, B., 2015. Soil
bacteria for inoculating stress soils. Patent number W02015118516.

Laghari, M., Naidu, R., Xiao, B., Hu, Z., Mirjat, M.S., Hu, M., Kandhro, M.N., Chen, Z., Guo, D.,
Jogi, Q., Abudi, Z.N., Fazal, S. (2016) Recent developments in biochar as an effective tool

for agricultural soil management: a review. J. Sci. Food Agric. 96, 4840-4849.
https://doi.org/10.1002/jsfa.7753

Lane, D.J., 1991. 16S/23S rRNA sequencing. Nucleic acid techniques in bacterial systematics Pp.
115-175 in Stackebrandt E. and Goodfellow M., editors

Lehmann J, Czimczik C, Laird C, Sohi S (2009) Stability of biochar in soil. In: Lehmann J, Josep
S (eds) Biochar for environmental man- agement: science and technology. Earthscan,

London
Lehmann, J., 2007. Bio-Energy in the Black. Frontiers in Ecology Environments 5, 381-387.

116



Lehmann, J., Da Silva, J.P., Steiner, C., Nehls, T., Zech, W., Glaser, B. (2003) Nutrient availability
and leaching in an archaeological Anthrosol and a Ferralsol of the Central Amazon basin:
Fertilizer, manure and charcoal amendments. Plant Soil 249, 343-357.
https://doi.org/10.1023/A:1022833116184

Lehmann, J., Rillig, M.C., Thies, J., Masiello, C.A., Hockaday, W.C., Crowley, D., 2011. Biochar
effects on soil biota — A review. Soil Biology and Biochemistry 43, 1812-1836.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2011.04.022

Li, J.,, Glick, B.R., 2001. Transcriptional regulation of the Enterobacter cloacae UW4 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase gene (acdS). Can. J. Microbiol. 47,
359-367

Li, M., Liu, M., Li, Z. pei, Jiang, C. yu, & Wu, M. (2016). Soil N transformation and microbial
community structure as affected by adding biochar to a paddy soil of subtropical China.
Journal of Integrative Agriculture, 15(1), 209-219. https://doi.org/10.1016/S2095-
3119(15)61136-4

Li, Q., Lei, Z., Song, X., Zhang, Z., Ying, Y., Peng, C., 2018. Biochar amendment decreases soil
microbial biomass and increases bacterial diversity in Moso bamboo (Phyllostachys edulis)
plantations under simulated nitrogen deposition. Environ. Res. Lett. 13.
https://doi.org/10.1088/1748-9326/aab53a

Li, X., Rui, J., Mao, Y., Yannarell, A., Mackie, R., 2014. Dynamics of the bacterial community
structure in the rhizosphere of a maize cultivar. Soil Biol. Biochem. 68, 392-401.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2013.10.017

Li, X., Rui, J., Mao, Y., Yannarell, A., Mackie, R., 2014. Dynamics of the bacterial community
structure in the rhizosphere of a maize cultivar. Soil Biol. Biochem. 68, 392-401.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2013.10.017

Liang, B., Lehmann, J., Solomon, D., Kinyangi, J., Grossman, J., O’Neill, B., Skjemstad, J.O.,
Thies, J., Luizdo, F.J., Petersen, J., Neves, E.G., 2006. Black carbon increases cation
exchange capacity in soils. Soil Science Society of America Journal 70, 1719-1730. Loon,
V. (2007). Plant responses to plant growth-promoting bacteria. Eur. J. Plant Pathol., 119,
243.

117



Liang, F., Li, G., Lin, Q., Zhao, X. (2014) Crop yield and soil properties in the first 3 years after
biochar application to a calcareous soil. J. Integr. Agric. 13, 525-532.
https://doi.org/10.1016/S2095-3119(13)60708-X

Liu, J., Schulz, H., Brandl, S., Miehtke, H., Huwe, B. & Glaser, B., 2012. Short- term effectof
biochar and compost on soil fertility and water status of a Dystric Cambisolin NE Germany
under field conditions. J. Plant Nutr. Soil Sci. 175. 698— 707.

Liu, W., Marsh, T., Cheng, H., Forney, L., 1997. Characterization of microbial diversity by
determining terminal restriction fragment length polymorphisms of genes encoding 16S
rRNA. Applied and Environmental Microbiology 63, 4516-4522. doi:0099-2240/
97/$04.0070.

Lottmann, J., Heuer, H., Vries, J.D., Mahn, A., During, K., Wackernagel, W., Smalla, K., Berg,
G., 2000. Establishment of introduced antagonistic bacteria in the rhizosphere of transgenic
potatoes and their effect on the bacterial community. FEMS Microbiol. Ecol. 33, 41-49.
https://doi.org/10.1016/S0168-6496(00)00042-8.

Lu, H., Siddique, M., Liu, X., Ji, H., Li, L., Zheng, J., Wanjiru, G., Joseph, S., & Pan, G. (2015).
European Journal of Soil Biology Changes in soil microbial community structure and
enzyme activity with amendment of biochar-manure compost and pyroligneous solution in
a saline soil from Central China. European Journal of Soil Biology, 70, 67-76.
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2015.07.005

Lu, S. G., Sun, F. F., & Zong, Y. T. (2014). Effect of rice husk biochar and coal fly ash on some
physical properties of expansive clayey soil (Vertisol). Catena, 114, 37-44.
https://doi.org/10.1016/j.catena.2013.10.014

Ly, T., Ke, M., Lavoie, M., Jin, Y., Fan, X., Zhang, Z., Fu, Z., Sun, L., Gillings, M., Pefiuelas, J.,
Qian, H., & Zhu, Y. G. (2018). Rhizosphere microorganisms can influence the timing of
plant flowering. Microbiome, 6(1), 1-12. https://doi.org/10.1186/s40168-018-0615-0

Lua, A.C., Yang, T., Guo, J. (2004) Effects of pyrolysis conditions on the properties of activated
carbons prepared from pistachio-nut shells. J. Anal. Appl. Pyrolysis 72, 279-287.
https://doi.org/10.1016/j.jaap.2004.08.001

Mahanty, T., Bhattacharjee, S., Goswami, M., Bhattacharyya, P., Das, B., Ghosh, A., & Tribedi,

P. (2017). Biofertilizers: a potential approach for sustainable agriculture development.

118



Environmental Science and Pollution Research, 24(4), 3315-3335.
https://doi.org/10.1007/s11356-016-8104-0

Masto RE, Ansari MA, George J, Selvi V, Ram L (2013) Co-application ofbiochar and lignite fly
ash on soil nutrients and biological param- eters at different crop growth stages ofZea mays.
Ecol Eng 58:314— 322. doi:10.1016/j.ecoleng.2013.07.011

Mezési, G. (2017). Soils of Hungary. 165-174. https://doi.org/10.1007/978-3-319-45183-1_4

Moeseneder, M.M., Winter, C., Arrieta, J.M., Herndl, G.J., 2001. Terminal-restriction fragment
length polymorphism (T-RFLP) screening of a marine archaeal clone library to determine
the different phylotypes. J. Microbiol. Methods 44, 159-172. https:/
doi.org/10.1016/S0167-7012(00)00247-5

Molnar, M., Vaszita, E., Farkas, E., Ujaczki, E., Fekete-Kertész, L., Tolner, M., Klebercz, O.,
Kirchkeszner, C., Gruiz, K., Uzinger, N., Feigl, V., 2016. Acidic sandy soil improvement
with biochar — A microcosm study. Sci. Total Environ. 563-564, 855-865.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.01.091

Murphy, B. W. (2014). Soil organic matter and soil function - Review of the literature and

underlying data. Commonwealth of Australiaeport, May, 1-155.

Nannipieri, P., Giagnoni, L., Landi, L., & Renella, G. (2011). Phosphorus in Action. 26, 215-243.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-15271-9

Nelissen V, Ruysschaert G, Manka’Abusi D, D’Hose T, De BeufK, Al-Barri B, Cornelis W,
Boeckx P (2015) Impact of a woody biochar on prop- erties of a sandy loam soil and spring
barley during a two-year field experiment. Eur J Agron 62:65-78.
d0i:10.1016/j.eja.2014.09.006

Nelissen V, Saha BK, Ruysschaert G, Boeckx P (2014) Effect ofdifferent biochar and fertilizer
types on N20O and NO emissions. Soil Biol Biochem  70:244-255.
d0i:10.1016/j.50ilbi0.2013.12.026

New Perspectives and Approaches in Plant Growth-Promoting Rhizobacteria Research. (2010).
http://books.google.com/books?id=KULpLE3EzcY C&pgis=1

Nkebiwe, P. M., Weinmann, M., & Miiller, T. (2016). Improving fertilizer-depot exploitation and
maize growth by inoculation with plant growth-promoting bacteria: From lab to field.
Chemical and  Biological  Technologies in  Agriculture,  3(1), 1-16.
https://doi.org/10.1186/s40538-016-0065-5

119



Novak, J.M., Busscher, W.J., Laird, D.L., Ahmedna, M., Watts, D.W., Niandou, M.A.S. (2009)
Impact of biochar amendment on fertility of a southeastern coastal plain soil. Soil Sci. 174,
105-112. https://doi.org/10.1097/SS.0b013e3181981d9%a

Novak, J.M., Lima, I., Xing, B., Gaskin, J.W., Steiner, C., Das, K.C., Ahmedna, M., Rehrah, D.,
Wattsl, D.W., Busscherl, W.J., Schomberg, H. (2009) Characterization of designer biochar
produced at different temperatures and their effects on a loamy sandURES AND THEIR
EFFECTS ON A LOAMY SAND. Ann. Environ. Sci. 3, 195-206.

O’Neill B, Grossman J, Tsai MT, Gomes JE, Lehmann J, Peterson J, Neves E, Thies JE (2009)
Bacterial community composition in BrazilianAnthrosols and adjacent soils characterized

using culturing and molecular identification. Microb Ecol 58:23-35. d0i:10.1007/ s00248-
009-9515-y

Okon, Y., Labandera-Gonzalez, C. A. (1994). Review Agronomic Applications of Azospirillum:
an Evaluation of 20 Years Worldwide Field Inoculation. 26(12), 1591-1601.

Oksanen, A.J., Blanchet, F.G., Friendly, M., Kindt, R., Legendre, P., McGlinn, D., Minchin, P.R.,
Hara, R.B.O., Simpson, G.L., Solymos, P., Stevens, M.H.H., Szoecs, E., Wagner, H., 2018.
Vegan: Community Ecology Package. R package version 2.5-2. https://CRAN.R-

project.org/package=vegan

Oram, N. J., Van de Voorde, T. F. J., Ouwehand, G. J., Bezemer, T. M., Mommer, L., Jeffery, S.,
& Groenigen, J. W. Van. (2014). Soil amendment with biochar increases the competitive
ability of legumes via increased potassium availability. Agriculture, Ecosystems and
Environment, 191, 92-98. https://doi.org/10.1016/j.agee.2014.03.031

Ouyang, L., Wang, F., Tang, J., Yu, L., & Zhang, R. (2013). Effects of biochar amendment on soil
aggregates and hydraulic properties. Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 13(4), 991—
1002. https://doi.org/10.4067/S0718-95162013005000078

Park JH, Choppala GK, Bolan NS, Chung JW, Chuasavathi T (2011) Biochar reduces the
bioavailability and phytotoxicity of heavy metals. Plant Soil 348:439-451.
d0i:10.1007/s11104-011-0948-y

Patil, S. S., Adetutu, E. M., Rochow, J., Mitchell, J. G., & Ball, A. S. (2014). Sustainable
remediation: Electrochemically assisted microbial dechlorination of tetrachloroethene-
contaminated groundwater. Microbial Biotechnology, 7(1), 54-63.
https://doi.org/10.1111/1751-7915.12089

120



Patten, C. L., & Glick, B. R. (1996). Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid. Canadian
Journal of Microbiology, 42(3), 207—220. https://doi.org/10.1139/m96-032

Paz-Ferreiro J, Gasco G, Gutiérrez B, Méndez A (2012) Soil biochemical activities and the
geometric mean ofenzyme activities after applica- tion ofsewage sludge and sewage sludge
biochar to soil. Biol Fertil Soils 48:511-517. doi:10.1007/s00374-011-0644-3

Peake LR, Reid BJ, Tang X (2014) Quantifying the influence of biochar on the physical and
hydrological properties of dissimilar soils. Geoderma 235:182-190. doi:
10.1016/j.geoderma.2014.07.002

Phillips, K. A., Skirpan, A. L., Liu, X., Christensen, A., Slewinski, T. L., Hudson, C., Barazesh,
S., Cohen, J. D., Malcomber, S., & McSteen, P. (2011). vanishing tassel2 Encodes a Grass-
Specific tryptophan aminotransferase required for vegetative and reproductive development
in maize. Plant Cell, 23(2), 550-566. https://doi.org/10.1105/tpc.110.075267

Pietikdinen J, Kiikkild O, Fritze H (2000) Charcoal as a habitat for microbes and its effect on the
microbial community of the underlying humus. Oikos 89:231-242. doi:10.1034/j.1600-
0706.2000.890203.x

Prayogo C, Jones JE, Baeyens J, Bending GD (2014) Impact of biochar on mineralisation of C and
N from soil and willow litter and its relationship with microbial community biomass and
structure. Biol Fertil Soils 50:695-702. doi:10.1007/s00374-013-0884-5

Prendergast-Miller, M. T., Duvall, M., & Sohi, S. P. (2014). Biochar-root interactions are mediated
by biochar nutrient content and impacts on soil nutrient availability. European Journal of
Soil Science, 65(1), 173-185. https://doi.org/10.1111/ejss.12079

Rajkumar, M., Ae, N., Prasad, M. N. V., & Freitas, H. (2010). Potential of siderophore-producing
bacteria for improving heavy metal phytoextraction. Trends in Biotechnology, 28(3), 142—
149. https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2009.12.002

Rékasi, M., Szili-Kovacs, T., Takacs, T., Bernhardt, B., Puspan, 1., Kovécs, R., Kutasi, J.,
Draskovits, E., Molnar, S., Molnar, M., Uzinger, N., 2018. Improving the fertility of sandy
soils in the temperate region by combined biochar and microbial inoculant treatments.
Archives of Agronomy and Arch. Agron. Soil Sci. Soil Science 0, 1-14.
https://doi.org/10.1080/03650340.2018.1482536

Rogovska, N., Laird, D.A., Karlen, D.L., 2016. Corn and soil response to biochar application and
stover harvest. Field Crops Res. 187, 96-106. https://doi.org/ 10.1016/j.fcr.2015.12.013.

121



Romera, F. J., Garcia, M. J., Lucena, C., Martinez-Medina, A., Aparicio, M. A., Ramos, J.,
Alcantara, E., Angulo, M., & Pérez-Vicente, R. (2019). Induced systemic resistance (ISR)
and fe deficiency responses in dicot plants. Frontiers in Plant Science, 10(March), 1-17.
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00287

Rousk J, Baath E, Brookes PC, Lauber CL, Lozupone C, Caporaso JG, Knight R, Fierer N (2010)
Soil bacterial and fungal communities across a pH gradient in an arable soil. ISME J 4:134—
151. doi:10. 1038/ismej.2010.58

Rubio, L., M. & Ludden, P., W., (2008). Biosynthesis of the iron-molybdenum cofactor of
nitrogenase Annual Reviews of Microbiology, 62 (2008), pp. 93-111

Ruckdischel, E., Kittell, B. L., Helinski, D. R., & Klingmiiller, U. (1988). Aromatic Amino Acid
Aminotransferases of Azospirillum Lipoferum and Their Possible Involvement in 1AA
Biosynthesis. Azospirillum 1V, 49-53. https://doi.org/10.1007/978-3-642-73072-6_7

Saranya, K., Kumutha, K., Krishnan, P.S., 2011. Influence of biochar and Azospirillum application
on the growth of maize. Madras Agric. J. 98, 158-164.

Savci, S. (2012). An Agricultural Pollutant: Chemical Fertilizer. International Journal of
Environmental Science and Development, 3(1), 73-80.
https://doi.org/10.7763/ijesd.2012.v3.191

Schoebitz, M., Lopez, M. D., & Roldan, A. (2013). Bioencapsulation of microbial inoculants for
better soil-plant fertilization. A review. Agronomy for Sustainable Development, 33(4),
751-765. https://doi.org/10.1007/s13593-013-0142-0

Serrano-Silva, N., Sarria-Guzman, Y., Dendooven, L., & Luna-Guido, M. (2014). Methanogenesis
and Methanotrophy in  Soil: A Review. Pedosphere, 24(3), 291-307.
https://doi.org/10.1016/S1002-0160(14)60016-3

Sharan BS, Nehra V, 2011. Plant Growth Promoting Rhizobacteria: A Critical Review. Life
Sciences and Medicine Research, 2011, 1-30.

Shintani, M., Urata, M., Inoue, K., Eto, K., Habe, H., Omori, T., Yamane, H., Nojiri, H., 2007.
The Sphingomonas plasmid pCAR3 is involved in complete mineralization of carbazole. J.
Bacteriol. 189, 2007-2020. https://doi.org/10.1128/JB.01486-06.

Shyu, C., Soule, T., Bent, S.J., Foster, J.A., Forney, L.J., 2007. MiCA: a web-based tool for the

analysis of microbial communities based on terminal-restriction fragment length

122



polymorphisms of 16S and 18S rRNA genes. Microb. Ecol. 53, 562-570. https://doi.
0rg/10.1007/s00248-006-9106-0.

Singh BP, Hatton BJ, Balwant S, Cowie AL, Kathuria A (2010) Influence of biochars on nitrous
oxide emission and nitrogen leaching from two contrasting soils. J Environ Qual 39:1224-
1235. doi:10.2134/ jeq2009.0138

Singh, M. P., & Baruah, J. B. (2017). Modulation of dual fluorescence modes and emissions of 2-
(1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2-yl-amino)benzoic acid. Journal of Molecular
Structure, 1149, 315-322. https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2017.08.004

Singh, R. P., Shelke, G. M., Kumar, A., & Jha, P. N. (2015). Biochemistry and genetics of ACC
deaminase: A weapon to “stress ethylene” produced in plants. Frontiers in Microbiology,

6(SEP), 1-14. https://doi.org/10.3389/fmich.2015.00937

Smith, C. R., Blair, P. L., Boyd, C., Cody, B., Hazel, A., Hedrick, A., Kathuria, H., Khurana, P.,
Kramer, B., Muterspaw, K., Peck, C., Sells, E., Skinner, J., Tegeler, C., & Wolfe, Z. (2016).
Microbial community responses to soil tillage and crop rotation in a corn/soybean
agroecosystem. Ecology and Evolution, 6(22), 8075-8084.
https://doi.org/10.1002/ece3.2553

Sofo, A., Mininni, A. N., & Ricciuti, P. (2020). Soil macrofauna: A key factor for increasing soil
fertility and promoting sustainable soil use in fruit orchard agrosystems. Agronomy, 10(4).
https://doi.org/10.3390/agronomy10040456

Spaepen, S., & Vanderleyden, J. (2011). Auxin and Plant-Microbe Interactions. 1-13.

Spaepen, S., Vanderleyden, J., & Remans, R. (2007). Indole-3-acetic acid in microbial and
microorganism-plant  signaling. FEMS Microbiology Reviews, 31(4), 425-448.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2007.00072.x

Stefanovits P., Fiileky Gy. Filep Gy., (2010) Talajtan. Mezdégazda Kiad6, Budapest

Stolt, M. H., & Lindbo, D. L. (2010). Soil Organic Matter. In Interpretation of Micromorphological
Features of Soils and Regoliths. Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-53156-
8.00017-9

Stuurman, N., Bras, C.P., Schlaman, H.R.M., Wijfjes, A.H.M., Bloemberg, G., Spaink, H.P., 2000.
Use of green fluorescent protein color variants expressed on stable broad-host- range vectors
to visualize rhizobia interacting with plants. Mol. Plant-Microbe Interact. 13, 1163-1169.
https://doi.org/10.1094/MPMI.2000.13.11.1163.

123



Suman, S., & Gautam, S. (2017). Effect of pyrolysis time and temperature on the characterization
of biochars derived from biomass. Energy Sources, Part A: Recovery, Utilization and
Environmental Effects, 39(9), 933-940. https://doi.org/10.1080/15567036.2016.1276650

Sun D, Hale L, Crowley D (2016) Nutrient supplementation of pinewood biochar for use as a

bacterial inoculum carrier. Biology of Fertile Soils 52(4):515-522

Sun, M., Chen, B., Wang, H., Wang, N., Ma, T., Cui, Y., Luan, T., Chun, S., Liu, C., & Wang, L.
(2021). Microbial Interactions and Roles in Soil Fertility in Seasonal Freeze-Thaw Periods

under Different Straw Returning Strategies.

Sundara, B., Natarajan, V., & Hari, K. (2002). Influence of phosphorus solubilizing bacteria on
the changes in soil available phosphorus and sugarcane and sugar yields. Field Crops
Research, 77(1), 43-49. https://doi.org/10.1016/S0378-4290(02)00048-5

Tammeorg, P., Brandstaka, T., Simojoki, A., & Helenius, J. (2013). Nitrogen mineralisation
dynamics of meat bone meal and cattle manure as affected by the application of softwood
chip biochar in soil. Earth and Environmental Science Transactions of the Royal Society of
Edinburgh, 103(1), 19-30. https://doi.org/10.1017/S1755691012000047

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., Kumar, S., 2013. MEGAG6: molecular
evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol. Biol. Evol. 30, 2725-2729. https://
doi.org/10.1093/molbev/mst197

Teske, A., Wawer, C., Muyzer, G., Ramsing, N.B., 1996. Distribution of sulfate-reducing bacteria
in a stratified fjord (Mariager, Denmark) as evaluated by most-probable- number counts and
denaturing gradient gel electrophoresis of PCR-amplified ribo- somal DNA fragments. Appl.
Environ. Microbiol. 62, 1405-1415.

Thu, T., Nguyen, N., Wallace, H.M., Xu, C., Zwieten, L. Van, Han, Z., Xu, Z., Che, R,
Tahmasbian, 1., Hu, H., Hosseini, S., 2018. The effects of short term, long term and
reapplication of biochar on soil bacteria. Sci. Total Environ. 636, 142-151. https://
doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.04.278.

Tilman, D., Balzer, C., Hill, J., & Befort, B. L. (2011). Global food demand and the sustainable
intensification of agriculture. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 108(50), 20260-20264. https://doi.org/10.1073/pnas.1116437108

124



Tindall BJ, Rossello-Mora R, Busse HJ, Ludwig W, Kéampfer P, (2010) Notes on the
characterization of prokaryote strains for taxonomic purposes. Int J Syst Evol Micr, 60, 249-
266.

Turner, B. L., Paphazy, M. J., Haygarth, P. M., & McKelvie, 1. D. (2002). Inositol phosphates in
the environment. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences,
357(1420), 449-469. https://doi.org/10.1098/rstb.2001.0837

Uzinger, N., & Rékasi M., M. T. A. (2015). A bioszén felhasznalasdnak lehetdségei a talaj
tapanyag - utanpotlasaban — Szemle —. 64, 239-256.

Uzoma KC, Inoue M, Andry H, Fujimaki H, Zahoor A, Nishihara E (2011) Effect of cow manure
biochar on maize productivity under sandy soil condition. Soil Use Manag 27:205-212.
doi:10.1111/j. 1475-2743.2011.00340.x

Vacheron, J., Desbrosses, G., Bouffaud, M.-L., Touraine, B., Moénne-Loccoz, Y., Muller, D.,
Legendre, L., Wisniewski-Dy¢, F., & Prigent-Combaret, C. (2013). Plant growth-promoting
rhizobacteria and root system functioning. Frontiers in Plant Science, 4(September), 1-19.
https://doi.org/10.3389/fpls.2013.00356

van Veen, J. A., van Overbeek, L. S., & van Elsas, J. D. (1997). Fate and activity of
microorganisms introduced into soil. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 61(2),
121-135. https://doi.org/10.1128/mmbr.61.2.121-135.1997

Van Zwieten L, Singh BP, Joseph S, Kimber S, Cowie A, Chan KY (2009) Biochar and emissions
of non-CO2 greenhouse gases from soil. In: Lehmann J, Joseph S (eds) Biochar for

environmental man- agement: science and technology. Earthscan, London, pp 227-249
Viarallyay Gy. (1997): A talaj funkcioi. Magyar Tudomany. XLII. 12. 1414-1430.

Varallyay, G., 2015. Soils, as the most important natural resources in Hungary (potenti- alities and
constraints) — a review. Agrokém. Talajt. 64, 321-338. https://doi.org/10.
1556/0088.2015.64.2.2.

Viglasova, E., Galambos, M., Dankova, Z., Krivosudsky, L., Lengauer, C. L., Hood-Nowotny, R.,
Soja, G., Rompel, A., Matik, M., & Brian¢in, J. (2018). Production, characterization and
adsorption studies of bamboo-based biochar/montmorillonite composite for nitrate removal.
Waste Management, 79 (September), 385-394.
https://doi.org/10.1016/j.wasman.2018.08.005

125



von Felten, A., Meyer, J.B., Défago, G., Maurhofer, M., 2011. Novel T-RFLP method to
investigate six main groups of 2,4-diacetylphloroglucinol-producing pseudomonads in
environmental samples. J. Microbiol. Methods 84, 379-387. https://doi.org/10.
1016/j.mimet.2010.11.012.

Vurukonda, S.S.K.P., Vardharajula, S., Shrivastava, M., SkZ, A., 2016. Enhancement of drought
stress tolerance in crops by plant growth promoting rhizobacteria. Microbiol. Res. 184, 13—
24. https://doi.org/10.1016/j.micres.2015.12.003.

Wakelin, S.A., Gerard, E., van Koten, C., Banabas, M., O'Callaghan, M., Nelson, P.N., 2016. Soil
physicochemical properties impact more strongly on bacteria and fungi than conversion of
grassland  to  oil palm. Pedobiologia 59,  83-91. https://doi.org/10.
1016/j.pedobi.2016.03.001.

Wang Y, Yin R, Liu R (2014) Characterization of biochar from fast py- rolysis and its effect on
chemical properties ofthe tea garden soil. J Anal Appl Pyrol 110:375-381.
doi:10.1016/j.jaap.2014.10.006

Wang, W., Niu, J., Zhou, X., Wang, Y., 2011. Long-term change in land management from
subtropical wetland to paddy field shifts soil microbial community structure as determined
by PLFA and T-RFLP. Pol. J. Ecol. 59, 37-44. https://doi.org/10.1007/s11664-009-0947-4

Wang, Z., Zheng, H., Luo, Y., Deng, X., Herbert, S., & Xing, B. (2013). Characterization and
influence of biochars on nitrous oxide emission from agricultural soil. Environmental
Pollution, 174, 289-296. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2012.12.003

Watzinger, A., Feichtmair, S., Kitzler, B., Zehetner, F., Kloss, S., Wimmer, B., Zechmeister-
Boltenstern, S., & Soja, G. (2014). Soil microbial communities responded to biochar
application in temperate soils and slowly metabolized 13C-labelled biochar as revealed by
13C PLFA analyses: Results from a short-term incubation and pot experiment. European
Journal of Soil Science, 65(1), 40-51. https://doi.org/10.1111/ejss.12100

Whipps, J. M. (2001). Microbial interactions and biocontrol in the rhizosphere. Journal of
Experimental Botany, 52(SPEC. ISS. MAR.), 487-511.
https://doi.org/10.1093/jxb/52.suppl_1.487

Xu, H.J., Wang, X.H., Li, H., Yao, H.Y., Su, J.Q., Zhu, Y.G., 2014. Biochar impacts soil microbial
community composition and nitrogen cycling in an acidic soil planted with rape.
Environ.Sci. Technol. 48, 9391-9399. https://doi.org/10.1021/es5021058

126



Yang, Y., Wang, N., Guo, X., Zhang, Y., Ye, B., 2017. Comparative analysis of bacterial
community structure in the rhizosphere of maize by highthroughput pyrosequencing. PLoS
One 12, 1-11. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178425

Zelles, L. Fatty acid patterns of phospholipids and lipopolysaccharides in the characterisation of
microbial communities in soil: a review. Biol Fertil Soils 29, 111-129 (1999).
https://doi.org/10.1007/s003740050533

Zhang, J., Liu, J., & Liu, R. (2015). Effects of pyrolysis temperature and heating time on biochar
obtained from the pyrolysis of straw and lignosulfonate. Bioresource Technology, 176, 288—
291. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.011

Zhang, M., Riaz, M., Zhang, L., El-Desouki, Z., & Jiang, C. (2019). Biochar induces changes to
basic soil properties and bacterial communities of different soils to varying degrees at 25
mm rainfall: More effective on acidic soils. Frontiers in Microbiology, 10(JUN).
https://doi.org/10.3389/fmich.2019.01321

Zhelezova, A., Chernov, T., Tkhakakhova, A., Xenofontova, N., Semenov, M., & Kutovaya, O.
(2018). Prokaryotic community shifts during soil formation on sands in the tundra zone.
BioRxiv, 449926. https://doi.org/10.1101/449926

Zheng H, Wang Z, Deng X, Zhao J, Luo Y, Novak J, Herbert S, Xing B (2013) Characteristics
and nutrient values of biochars produced from giant reed at different temperatures. Bioresour
Technol 130: 463-471. doi:10.1016/j.biortech.2012.12.044

Zheng, B.X., Ding, K., Yang, X.R., Wadaan, M.A .M., Hozzein, W.N., Pefiuelas, J., Zhu, Y.G.,
2019. Straw biochar increases the abundance of inorganic phosphate solubilizing bacterial
community for better rape (Brassica napus) growth and phosphate uptake. Sci. Total
Environ. 647, 1113-1120. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.07.454

Zhong, W., Gu, T., Wang, W., Zhang, B., Lin, X., Huang, Q., Shen, W., 2010. The effects of
mineral fertilizer and organic manure on soil microbial community and diversity. Plant Soil
326, 511-522. https://doi.org/10.1007/s11104-009-9988-y.

Zimmerman AR (2010) Abiotic and microbial oxidation of laboratory- produced black carbon
(biochar). Environ Sci Technol 44:1295— 1301. doi:10.1021/es903140c

127



Xl. FUGGELEK

1. tablazat. A bakterialis 16S rRNS gén felszaporitasara alkalmazott PCR elegy dsszetétele

Komponens Koncentracio Mennyiség mintankként (50 pl
végtérfogat)

dNTP keverék (Fermentas Vilnius, 1mM dATP, ImM dTTP 1mM 10,0 pl

Litvania) dGTP, ImM dCTP,

MgCI2 (Fermentas) 2mM 4,0 ul

10x-es Taq PCR puffer 750 mM Tris-HCI, 200 mM 5,0 ul

(Fermentas) (NH4)2S04 0,1% Tween20

Reverz primer (IDT, Coralville 0,3 uM 0,5 ul

1A,USA)

Forward primer (IDT, Coralville 0,3 uM 0,5 ul

1A,USA)

BSA (borjt szérum albumin) 20 pg/ul 1,0 ul

(Fermentas)

Steril desztillalt viz 26,0 pl

Taq polimeraz (Fermentas) 1U/ pl 2,0 ul

DNS templat hozzavet6leg 20 ng 1,0 ul

1. protokoll. A Trisz-Borsav-EDTA (TBE) osszetétele

TBE puffer: tris-bazis 10,78 g +borsav 5,50 g + EDTA 7,40 g keveréke. A kevercket
desztillalt vizzel 1,0 literre kiegészitve, pH 8,3-ra bedéllitva 15 percen keresztiil 121°C-on és

1 atm nyomas alatt autoklavozzuk

2. protokoll. Az etanolos tisztitds lépései

Etanolos tisztitas Iépései

e 3M Na-acetat, 95%-0s etanol ¢s DEPC kezelt viz elegyébe mértiik az emésztményt a
tablazat szerint, majd alapos Osszekeverés utan 20 percig szobahdmérsékleten hagytuk.

e Az inkubalasi id6 letelte utdn a mintakat 20 percen keresztiili 18 000 g-n centrifugaltuk,
majd a pelletrdl a feliiluszot ledntottiik.

e A pellethez 250 pl 70%-os etanolt mértiink, majd vortex segitségével alaposan
homogenizaltuk.

o Ujabb centrifugalas kovetkezett 15 percig 18 000 g-n, a feliilaszot ismét ledntottiik.

128



e A mintdkrél az etanol teljes eltavolitasdhoz Jouan RC 10.09 centrifuga és Mudolyo

fagyasztva-szarit6 berendezést és Edwards vakuumpumpat hasznaltunk.

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

2. tablazat. Etanol precipitalo elegy dsszetétele

Osszetevé Mennyiség 100 pl-re
vonatkoztatva

3 M Na-acetat (pH 4,6) 3,0 ul

95%-0s etanol 62,5 ul

Steril desztillalt viz 14,5 ul

Templat 20,0 ul

3. tablazat A kapillaris elektroforézis elegy dsszetétele.

Osszetevé Mennyiség mintankként
GeneScan™-500 Tamra™ 0,3 ul

Standard

Formamid 12,0 pl

Templat 1,0 pl

crer

osszetétele az lllumina MiSeq szekvendlds sordan

Komponens Koncentracio Mennyiség mintankként (20 pl
végtérfogat)

dNTP keverék (Fermentas Vilnius, ImM dATP, ImM dTTP 1mM 4,0 pl

Litvania) dGTP, ImM dCTP,

Phusion 1l HF puffer (Fermentas) 1.5 mM MgCI2 4,0 pl

Reverz primer 0,6 uM 0,5 ul

Forward primer 0,6 uM 0,5 ul

BSA (borju szérum albumin) 20 pg/ul 0,4 ul

(Fermentas)

Steril desztillalt viz 9,4 ul

Phusion High-Fidelity polimeraz 2U/ ul 0,2 pl

(Fermentas)

DNS templat hozzavetdleg 20 ng 1,0 ul
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5. tabldazat. A PGPR organizmusok 16S rRNS génjének in silico vizsgdlatdira
kivalasztott primer parok szekvencidi

Primer Nukleotid szekvencia
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
519R 5- ATTACCGCGGCTGCTGG -3'
341F 5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’
971R 5'-CCCTYGTTCATGTARCGGC-3'
968F 5'-AACGCGGAAGAACCTTAC-3’
1401R 5'-CGGTGTGTACAAGAAGACCC--3’

6. a. tablazat. A 10 térzs 16S rRNS gén szekvenciajanak és a restrikcios enzimek hasitohelyének ismeretében
végzett virtualis hasitasok eredménye 27F-519R génrégio alapjan.

Enzim neve

(Hasitéhely) Tlf(,fgs 2429 NF 11 NF.7 NF6 S 153 S 225 S 284 LU 44 ES_232
=

?A%,CT) = 238 238 238 238 226 62 65 64 64
S
R

?égllésé)' S 185 185 185 185 215 383 396 227 228
[}
=)

(B,ép}\fg) 2 229 229 229 229 53  na 298 164 165
LL

BsuRI 4

(GGICC) £ 61 61 61 215 218 220 226 223 226
4
Q

?é?ﬁlo\c) 2 n.a. n.a. na. na 444 446 479 447 448
4

FspBl g

(CITAG) & 64 n.a. n.a. 469 n.a. n.a. 82 239 240

Hhal Z

(GCG/C) s 72 72 7270 359 463 235  na n.a.
n un

Hinll ° 8

(CATG)) < 174 174 174 348 176 176 183 180 181
o

Hin6l 20

(GICGC) S 70 70 70 68 357 461 233  na na.
N

?,”éjl'm) = 229 229 229 229 53 na 298 164 165
<

Mspl =

(CICGG) = 140 140 140 138 57 271 133 133 134

Rsal g

(GT/IAC) = n.a. n.a. na. na 445 447 480 448 448

. o

(T,ZgGT,) & 90 90 90 88 102 102 108 80 80
Yol

(T,?fIATT) S 482 482 482 482 517 519 552 549 551
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6.b. tabldazat. A 10 torzs 168 rRNS gén szekvencidjanak és a restrikcios enzimek hasitohelyének ismeretében végzett
virtualis hasitasok eredménye 27F-519R génrégio alapjan.

Enzimneve Torzs 242 9 NF 11 NF 7 NF6 S 153 S 225 S284 LU 44 ES 232
(Hasitohely) kod

Ben | 428 428 428 428 70 n.a. 497 n.a. n.a.
(CCISGG)
Bme13901 427 427 427 427 70 133 497 437 439
(CCINGG) g
Cfr131 a 61 180 n.a. 281 311 313 225 222 224
(GGINCC) 2
Hinfl ~§ 286 286 286 286 118 118 331 328 331
(G/IANTC) -\é
HpyF31 e 271 63 63 271 274 276 289 286 288
(C/TNAG) 3
Mval 8, 548 548 548 548 132 132 437 n.a. n.a.
(CC/WGG) L
NmuCl = n.a. n.a. n.a. 393 281 283 210 n.a. n.a.
(/GTSAC) =4
Pfel % n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 356 353 355
(G/IAWTC =
Satl 2 301 301 301 179 216 333 86 84 84
(GC/INGC) Z
Taal (}JQ- 408 408 408 408 443 445 478 475 477
(ACN/GT) o
Taul £ 351 351 351 351 218 383 88 86 86
(GCSG/C) o
BtaCl g 146 146 146 144 209 211 224 n.a. n.a.
(GGATG/) S
BseNl = 268 268 268 268 298 144 313 129 129
(ACTGG/ ;
BseXI g 304 304 304 182 334 336 349 346 348
(GCAGC)) £
Bs LI & 94 94 94 n.a 445 447 480 223 225
(GGN/NCC) &
Bvel E 100 100 100 n.a 113 113 119 117 117
(ACCTGC/) &
Cfr13l o 60 179 179 280 310 312 224 221 223
(G/IGNCC)
Faql 271 271 271 271 301 303 316 313 315
(GGGAC/)
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7. tablazat. A 10 torzs 16S rRNS gén szekvencidajanak és a restrikcios enzimek hasitohelyének ismeretében végzett
virtualis hasitasok eredménye 341F-907R génrégio alapjan.

Enzimneve Torzs 242 9 NF_11 NF 7 NF6 S 153 S 225 S 284 LU44 ES 232
(Hasitohely) kod

Alul (AG/CT) 96 96 96 96 220 220 96 525 525
x
S c
Bsh12361 = 65 65 65 65 65 65 65 65 65
(CGICG) 2,
Bsp143I g 50 50 50 50 n.a n.a 86 n.a n.a
(IGATC) =
BsuRlI < 80 80 80 80 80 80 n.a n.a n.a
(GG/CC) >
Csp6l % 527 527 527 527 128 128 148 119 119
(GITAC) >
sp n.a. n.a.
FspBI % 464 464 464 183 469 294 488
(CITAG) Qs
a o 3
Hhal f : 217 217 217 217 145 145 240 240 240
(GCG/C) C 2
in 508 n.a n.a n.a n.a
Hinll HE 62 482 62 416 416
(CATG/) S 2
Hinél g 25 215 215 215 143 143 238 238 238
(GIcGC)  F
Mbol £ 50 50 50 50 n.a n.a 86 n.a n.a
(/GATC) 4
Mspl é 141 141 141 141 146 146 166 218 218
(CICGG) £
Rsal = 528 528 528 528 129 129 149 120 120
[~
(GT/IAC) =~
Tail 3 n.a. n.a. n.a. 109 160 160 119 180 180
L
(ACGT/) =
Tasl & 196 196 196 196 201 201 221 221 221
(/AATT)

8. tablazat. A 10 térzs 16S rRNS gén szekvencidajanak és a restrikcios enzimek hasitohelyének ismeretében végzett
virtualis hasitasok eredménye 968F-1401R génrégio alapjan.

Enzim neve Torzs 2429 NF_11 NF 7 NF6 S 153 S 225 S 284 LU 44 ES 232
(Hasitohely) kod

Alul » 103 103 103 101 100 100 101 103 103
(AG/CT) A
Bsh1236l % § 293 293 293 298 165 n.a 300 300 300
(CGICG) - 2
Bsp143I g = 389 389 389 386 388 388 390 151 151
(IGATC)  2'&
BSuRlI &N 242 242 242 239 68 275 276 421 421
(GG/CC) g-°
Cspél 58 426 426 426 423 279 279 265 280 280
(GITAC) EIQ
FspBlI ou 378 378 378 181 377 377 317 378 378
(CITAG) g
Hhal Ex 144 144 144 141 140 140 141 143 143
(GCGIC) o~ N
HindIl =p 94 94 94 91 90 90 91 93 93
(CATG/) L
Hinél o 142 142 142 139 138 138 139 141 141
(GICGC) >
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9. tablazat. A Paenibacillus peoriae és a Bacillus aryabhattai relativ abundancia értékei a savanyii homokos a Bsh12361 és BsuRl restrikcios endonukledzzal tértéend
emésztesek altal kapott T-RF-ek atlaga alapjan

PGPR szervezetek Kezelések

Id6pont Al A2 A3 A4l B1 B2 B3 B4 C1l C2 C3 C4

Vetés 0 0 0 1,75 1,515 0 1,13 0 1,085 1,01 0 0

Paenibacillus peoriae V4-V6 0 1,465 1,04 0 2,555 0 1,62 0 1,28 1,56 0 0

R1 0 0 0 0 2,055 0 0 0 1,67 0 0 0

R6 1,035 1,36 0 0 0 2,055 1,255 0 2,155 0 0 0
Vetés 0 0 0 1,44 1,725 0 0 0 1,725 0 0 1,66

Bacillus aryabhattai V4-V6 0 1,185 0 0 0 1,36 1,305 0 1,185 1,08 0 0

R1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10. tablazat. A Paenibacillus peoriae és a Bacillus aryabhattai relativ abundancia értékei a karbondtos homokos talajban a Bsh12361 és BsuRI restrikcios endonukledzzal

torténd emésztések altal kapott T-RF-ek dtlaga alapjan

PGPR szervezetek Kezelések
Idépont Al A2 A3 A4l B1 B2 B3 B4 C1 C2 C3 C4
Vetés 0 0,105 1,105 1,165 | 0,395 0,89 0 0,225 0 0,77 0,585 0,15
Paenibacillus V4-V6 0,535 0,33 1,32 0,44 0 0 0,39 1,27 1,52 0,6 0,66 0,245
peoriae R1 0,105 0 0,17 0,34 0 0 0 0,3 0,115 0 0,22 0,8
R6 0 0,285 1,26 0 0 0 0 0 0,13 0 0,215 0,495
Vetés 0,26 0,235 0,155 0,645 | 0,185 0,23 0,145 0,21 0,28 0 0,66 0
Bacillus V4-V6 0,225 1,205 0,39 0,595 0,63 0,54 082 0,32 0 0,69 0,81 0,22
aryabhattai R1 0 0 0 0 0,485 0 0,45 0,165 | 0,145 0 0 0,24
R6 0 0,21 0,645 0 0,275 0 0 0 0 0 0 0
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