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Bevezetés

Taldn tdlzds nélkiil dallithatjuk, hogy a talajpan és a vizekben a
mikroorganizmusok sokasdga, tetemes biomasszdjdnak €és anyagcsere utjaik
sokféleségének koszonhetden meghatirozd jelentdségli az emberiség szamdra. A
talaj biomasszdjat JENKINSON (1977) egy tli fokdhoz hasonlitotta, melyen a talajba
keriil Osszes szerves anyagnak 4t kell jutnia. A talajt benépesitdé mikrobdknak
alapvetd szerepiik van a talajszerkezet alakitdsdban, a kiilonb6z6 szerves anyagok
atalakitdsdban és lebontdsdban, a toxinok eliminéci6jdban, tovdbbd az elemek
biogeokémiai korforgalmdnak fenntartdsdban. A mikrobakozosségek ily médon
"kollektiv katalizatorai" a talajban végbemend biokémiai folyamatok 6sszességének
(GARBEVA et al., 2004; HAYAT et al., 2010).

A mezégazdasdgi miivelés (talajmunkdk, ©Ontozés, a talaj termékenységét
fokozé eljardsok, peszticidek, vetésforgék és monokultirdk alkalmazédsa) okozta
kornyezeti véltozasok befolydsoljak a talaj mikrobak6zosségek aktivitasat és
diverzitdsdt (GARBEVA et al., 2004), ugyanakkor a mikrobakozosségek egyes tagjai,
illetve az egész kozosség sokszinlisége is hatdssal van a novénytermesztés
hatékonysagara (ISHAQ et al., 2017). A fenntarthatd mezdgazdasig a XXI.
szdzadban az agrarkutatdsok kiemelt jelentdségii kutatdsi teriilete a novekvd emberi
populdcié élelmiszerigénye, a klimavéltozds és a miitrdgydzds okozta vizszennyezés
miatt.

A témadval foglalkoz6 legtobb kutatds arra mutatott rd, hogy a monokultirdk és
vetésforgok talajdban mérhetd mikrobidlis diverzitds alacsonyabb volt a természetes
tarsulasokénal (VAN ELSAS et al., 2002; GARBEVA et al., 2003; GARBEVA et al.,
2004). Ennek egyik oka az lehet, hogy a természetes tarsulasokban a novények és a
hozzéjuk kapcsol6dé mikroorganizmusok koevoliicidjaval ellentétben a termesztett
fajtdk szelekcidja daltal okozott genetikai diverzitdscsokkenés hatdssal van a
mikrobak6zosségek diverzitds mintdzatara is (PEREZ-JARAMILLO et al., 2015).

A mezdgazdasdgi miivelés a talaj mikrobak6zosségek metabolikus aktivitdsara
is erds befolydst gyakorol; egyes kutatdsi eredmények alapjdn a felhagyott
mezdgazdasagi teriiletek mikrobidlis aktivitisa még 20 év szukcesszié utdn sem
kozelitett a természetes talajokban mérhetd értékekhez (PASCUAL et al., 2000).
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Fontos azonban szem el6tt tartani, hogy a rizoszférdban mérhetd enzimaktivitds és a
bakteridlis diverzitds nem korreldl egymassal (LING et al., 2014).

A rizoszférdban, mint specidlis kornyezetben, a novényi gyokerek
anyagleaddsa; az exuddtumok mennyisége, mindsége, hozzaférhetdsége fontos
alakitdja a gyokeret koriilvevo talaj mikrobak6zosségeinek (BAUDOIN et al., 2003).
Durva becsléssel a fotoszintetikus dton megkotott C-molekuldk 10-44%-a a
gyokérzeten keresztiil tdvozik a novénybdl, ami noveli a talajban 1évé mikrobidlis
biomassza mennyiségét és aktivitdsat (BERG és SMALLA, 2009). Az exudatumok
révén a mikrobakdzosségek (Biolog® GN2 lemezen mért) metabolikus ujjlenyomata
jelentdsen megvéltozhat, és a sejtek denzitidsdnak novekedése miatt a quorum
sensing folyamatok is médosulhatnak (BAUDOIN et al., 2003).

A kukorica altal leadott rizoexudatumok megkdozelitéleg 65%-ban cukrokbol,
33%-ban szerves savakbdl és 2%-ban aminosavakbdl allnak (AIRA et al., 2010). A
pontos Osszetétel fajtdnként, fenotipusonként véltozhat. A ma ismert, termesztett
kukorica (Zea mays ssp. mays) rizoszférajanak metabolikus aktivitdsit KANDELER
€s  munkatdrsai (2002) tanulmanyoztdk. A  kukorica  rizoszféra-talaj
baktériumkozosségeinek genetikai diverzitdsardl, a jellemzd csoportok feltdrdsarol
mar rendelkezésre dllnak tanulméanyok (PEIFFER et al., 2013; GARCIA-SALAMANCA
et al., 2013; LI et al., 2014/I; LI et al., 2014/II; JOHNSTON-MONIE €s RAIZADA,
2011), de ezek igen véltozatos eredményekre vezettek a fentebb mdr emlitett
kornyezeti €s miivelési sokféleség miatt.

Mikrobidlis 1€gzési aktivitdsméréssel megallapitottdk, hogy bar a kiilonb6z6
miivelésti  talajokbdl  szdrmazé  kozosségek  hasonléan  reagdltak  a
kiszdradds-nedvesedés stressz hatdsdra, az organikus miivelésii talajokban mérhetd
respirdciés aktivitds (egységnyi biomasszara vetitve) tobbszorose volt a szervetlen
tragyazasi talajénak. Ujranedvesedés utdn a talaj felszinkozeli rétegében joval
gyorsabb és nagyobb 1éptékil viltozdsok kovetkeztek be a mélyebb talajrétegekhez
képest, vagyis az itt taldlhaté mikroorganizmusok jobban adaptdlédtak a hasonld
ciklusokhoz (LUNDQUIST et al., 1999).

A bakteridlis diverzitds vizsgdlata sordn ISHAQ és munkatdrsai (2017) steril
mikrokozmoszokat oltottak be kiilonb6z6 helyszinekrdl, kiilonb6zé miivelési
mdbdokbdl szarmazo talajmintdkkal. Illumina MiSeq platformon végzett 16S rRNS
gén szekvendldsuk eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
miivelési mod hatdssal volt a bakteridlis diverzitdsra: az organikus tragydzasu
inokulummal oltott talajok fajgazdagabbak, diverzebbek voltak (Shannon-Weaver
index).

A svdjci DOK tartamkisérletben a Biolog™ EcoPlates szubsztrat-hasznositasi
mintdzat alapjan a termékenységet fokozé eljardsok alkalmazdsa nélkiil miivelt
talajok egyértelmiien elkiilonitheték voltak a tobbitdl (WIDMER et al., 2006).
Ugyanezen tartamkisérletben a funkciondlis diverzitds és a metabolikus aktivitds
variancidjat 27,9%-ban a gazdilkodds mddja, 8,6%-ban pedig a termesztett novény
tipusa (Oszi biiza / 16herés kaszdld) magyardzta, mig a T-RFLP alapi genetikai
diverzitasméréssel ezek az értékek 35,6% és 7,4% voltak (HARTMANN et al., 2015).

Jelen munka a "Talajbiom kutaté transzdiszciplindris kivalésagi kozpont
létrehozasa a fenntarthaté talajer6forrds biztositdsa érdekében" cimili projekt
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részeként végzett eldkisérlet volt, melynek sordn egy hosszi tdvii mezdgazdasagi
miivelésbe vont (tragyazas nélkiili kukorica monokultira) rizoszféra-talaj és egy
természetkozeli allapoti 16szpusztagyep talajiaban el6fordulé mikrobak6zosségek
taxondmiai sokféleségét és anyagcsere aktivitdsit elemeztiik és hasonlitottuk 6ssze
egymdssal kiillonb6z6 moédszerekkel.

Anyagok és médszertan

A Martonvasar hatardban feldllitott tartamkisérlet az MTA Agrartudomanyi
Kutatékozpontjdhoz (ATK) tartozik. A teriileten 16sz0s alapkdzeten kialakult, erdds
sztyeppbdl eredd, igen heterogén tulajdonsdgokkal rendelkezd talaj taldlhatd.
Foszfor ellatdsa gyér, mig kdlium utinpétldsa bdséges (BERZSENYI, 2010). Az
aktivitds- €s diverzitdsmérésekbe bevont, tradgydzatlan kukorica monokultira
parcella az 1961 6ta azonos rend szerint miivelt szabadfoldi kisérlet teriiletén
taldlhat6. A parcella permetezése Lumax® 1 ha'l), Monsoon® Active 21 ha'l) és
Mospilan® (0,15 kg ha™) novényvéds szerekkel tortént.

Vizsgélatainkhoz kontroll teriiletként a Bicske hatdrdban taldlhaté Natura2000
védett teriiletet jeloltiik ki, mivel itt taldltunk legkozelebb természetkozeli dllapoti,
16sz0s talajjal rendelkezd gyepet a Szent Laszlo-patak vizgy(ijté teriiletén. A teriilet
a '90-es évekig extenziv marhalegel6ként volt nyilvdntartva. 7 m * 7 m nagysagu
kvadriatban az dprilis végén késziilt felvételezés alapjan 45 novényfajt
azonositottunk. A gyep boritdsa 100%; a gyep magassdga 40 cm volt, de egyes
kiemelkedd kétszikiiek 80 cm-es magassdgot is elértek. A teriilet uralkodo fiive a
bardzdalt csenkesz (Festuca rupicola) és a tollas szélkaperje (Brachypodium
pinnatum), mindkettd 35%-os boritottsdggal (KALAPOS T. szébeli kozlése alapjan).

Mindkét teriilet talaja feozjomként klasszifikdlhatd, 4m a 16szos C réteg folott
5-10 cm vastagsdgban homok volt (SZALAI Z. szébeli kozlése alapjdn).

1. tdbldzat
A vizsgélatba vont talajmintdk jelolése, szdrmazdsa.
(Helyszin: M — Martonvésér, B — Bicske)

(}zlli\;{;l;;a (Z)mM(,)gJY:lés (3) Helyszin (4) Mélység [cm] 5) Mintz(l;fgie;)i idépont
A_A4 Term. (a) B 0-10 Aprilis (a)
A_C4 Term. (a) B 50-60 Aprilis (a)
K_A4 Kukorica (b) M 0-10 Aprilis (a)
K_A6 Kukorica (b) M 0-10 Janius (b)
K_C6 Kukorica (b) M 60-70 Janius (b)
K_A7 Kukorica (b) M 0-10 Jilius (c)

A talajmintdkat 2017-ben gyujtottik (/. tdbldzat). A mintavételekhez 95%-os
etanollal sterilizalt Piirckhauer-firét hasznaltunk. A talajmintdkat négy 6ran beliil a
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laboratériumba szallitottuk, ahol a DNS-kivonds elétt a nagyobb talajrogok
belsejébodl kiilonitettiink el steril Eppendorf csovekbe 1-1 g-nyi vizsgalati
mennyiségeket.

Az NGS (1j generdciés szekvendlds) technikdval vizsgdlt és az
aktivitismérésbe vont talajmintdkat a mintavételtl a 3 napon beliil elvégzett DNS-
kivondsig, illetve a MicroResp mérésig 4 °C-os hiitében taroltuk.

A kozosségi DNS-izoldldst MO BIO PowerSoil DNA Isolation Kittel (MO
BIO Laboratories Inc., Carlsbad, USA) végeztiik 0,25 g minta felhasznédldsaval, a
gyarté altal ajanlott protokollt kovetve.

A diverzitds elemzésbe vont mintdkat a szekvendldst végzd szervezet
(Genomics Core, Research Technology Support Facility, Michigan State
University, Trowbridge, USA) protokollja alapjan dolgoztuk fel. Egy 1épésben PCR
(polimerdz lancreakcid) amplifik4ciét végeztiink a 16S rRNS géne egy részletén a
CS1-TS-B341F (B341F: CCT ACG GGA GGC AGC AG) és a CS2-TS-805NR
(805NR: GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT) primerekkel 25 pl végtérfogatban.
A PCR premix mintanként 5 ul HF puffert, 5 pl ANTP-t, 11,75 pl vizet, 0,625 pl
forward (0,66 pM) és 0,625 pl reverse (0,66 pM) primert, 0,5 pul BSA-t
(szarvasmarha szérum albumin), 0,25 pl Phusion® HF polimerazt (0,5 U) és 1,25 pl
templatot tartalmazott. Az amplifikdcié sordn 5 perces denaturdciét végeztiink 98
°C-on, majd 25 cikluson keresztiil 95 °C-on 40 mp denaturicids, 55 °C-on 30 mp
anneldciés és 72 °C-on 1 perc elongiciés idot alkalmaztunk, végiil 10 perc
elongdcioval zartuk a folyamatot 72 °C-on, a kész termékeket pedig 4 °C-ra
hiitottiik le.

A PCR termékek meglétét és mindségét minden esetben 1 %-os agaréz gélben
torténd futtatdssal (100 V; 500 mA; 20 perc) ellendriztik. Az ellen6rz6
elektroforézishez minden csébdl 5 pl terméket haszndltunk fel. A szekvendldshoz
Ilumina MiSeq platformot (Illumina Inc., San Diego, USA) vettiink igénybe.

A metabolikus aktivitds-mintdzatot szubsztrat-indukdlt respirdcié alapjan
mértiik a MicroResp™ rendszerrel (Macaulay Scientific Consulting Ltd., Aberdeen,
UK). A szubsztritok vizben j6l old6d6 cukrok, aminosavak vagy szerves savak
voltak, amelyek a gyokér exuddtumokban gyakran el6fordulnak (MucSI et al.,
2017; SziLI-KOVACS et al., 2017). E médszerrel a talajhoz hozzdadott szubsztrat
hatdsédra a mikrobidlis 1égzés sordn felszabadulé CO,-t mértiik fotometridsan. A két,
egymdassal szemben elhelyezkedd, 96-iiregli mikrotiter lemez koziil az alsé
mélyiiregiiben volt a talaj a hozzdadott szubsztratokkal (23 kiillonb6z6 szubsztrat +
desztilldlt viz; 4 ismétlésben). A felsd detektor lemez 1%-os, nagy tisztasagu
Oxoid™ Purified Agart (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), KCI-t,
Na(COs),-ot és krezolvoros indikatort tartalmazott. A detektor lemezek
abszorbancidjat a szubsztrdtok hozzdaddsa el6tt fotometridsan lemértiik 570 nm
hulldmhosszon, majd a szubsztratok hozzdaddsa utdn a lemezeket lezartuk, 25 °C-os
inkubdtorba helyeztilkk, és 5 6ra mulva ismét mértiik a detektorlemezek
abszorbancidjat (CAMPBELL et al., 2003; SZILI-KOVACS, 2004).

A mérés sordn a gydrtoi utasitdsoknak megfelelen jartunk el. Az alkalmazott
szubsztrit oldatok: D-galaktéz (80 g 1), trehaléz (80 g I'"), L-arabinéz (80 g I'),
D-gliikéz (80 g 1), D-fruktéz (80 g 1), citrdt (40 g 1), DL-malat (40 g 1),
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szukcindt (40 g 1), L-alanin (40 g I'"), L-lizin (40 g 1), L-glutamin (20 g 1),
L-arginin (12 g 1), 3,4-dihidroxi-benzodt (12 g 1), L-glutamat (12 g 1),
myo-inozitol (80 g 1), D-xiléz (80 g I""), D-mannitol (80 g 1), D-mannéz
(80 g 1), D-szorbitol (80 g I'"), L-ramnéz (80 g 1), L-aszparagin (20 g 1),
kalium-gliikonat (40 g l'l), L-szerin (20 g 1'1), valamint desztillalt viz kontrollként.
Munkank sordn az NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) reldcidkat,
a SIMPER-tesztet és az UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) moédszerrel lefrhaté hasonldsdgot Past3 3.20 (HAMMER et al.,, 2001)
szoftverrel elemeztik. Az NGS adatok feldolgozdsa sordn a SILVA 4.20
adatbdzisra tdmaszkodtunk. Az NGS adataib6l az OTU-abundancidt (Operational
Taxonomic Unit) szemléltetd hédlézatot Cytoscape 3.6.0 (The Cytoscape
Consortium, New York, USA) (SHANNON et al., 2003) programmal rajzoltuk.

Eredmények és megvitatasuk

Az NGS szekvenilds adatai alapjan a mélyebb és a felszinkozeli talajrétegek,
illetve a természetes és a milvelésbe vont talajok elvéldsat, tovdbba a szakirodalmi
forrasok altal mezdégazdasagi talajokra, kukorica rizoszférara jellemzonek taldlt
baktérium taxonok megjelenését valdszinisitettiik.

Az NGS vizsgélatba vont 6 talajmintdban dsszesen 9059 OTU-t (Operational
Taxonomic Unit), ezeken beliill 1711 taxont sikeriilt azonositanunk. Mintanként
29117-56488 szekvenciat olvastunk le; a mintanként 29117 szekvencidra szikitett
adatbdzis alapjdn szdmitott Chaol OTU-szdm becsléseket és inverz Simpson
indexeket a 2. tdbldzat tartalmazza. Ez alapjan a kukorica monokultira talaj szdntott
rétegében tavasszal (K_A4) mérhetd inverz Simpson diverzitds a fiatal novények
alatt (K_A6) megndtt, majd késébb (K_A7) jelentdsen csokkent. A kukorica alatti
talaj C rétegében (K_C6) a bakteridlis diverzitds nem érte el a felszinen mérhetd
véltozatossagot. Az inverz Simpson diverzitds ért€k a bicskei kontroll talaj A
rétegében (A_A4) elmaradt a miivelt talajtdl, ugyanakkor a C rétegben (A_C4) nem
tért el jelentdsen.

2. tabldzat
Az NGS alapjdn szdmitott Chaol OTU-szdm becslés és inverz Simpson diverzitds-index

értékei
(1) Minta i (2) Chaol — (’3) Inverz Simpson —
(4) Atlag (5) Szords (4) Atlag (5) Szords
K_A4 3015,71 20,73 255,78 2,31
K_A6 2803,01 0,00 360,25 0,00
K_C6 222421 20,61 172,32 1,82
K_A7 3335,29 37,77 188,89 2,54
A_Ad 3069,74 19,10 183,99 2,09
A_C4 2828,12 35,76 198,00 2,03
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Az OTU-k koziil 3242 csak a kukorica felszini talajmintakban (K_Ax), 2155
csak az abszolit kontroll talajmintdkban (A_x4), 916 csak a kukorica mélységi
talajmintdban (K_C6), 770 csak a mélységi kontroll talajmintidban (A_C4), 1812
csak a C szintb6l szdrmazé talajmintdkban (xC_y), mig 4823 csak az A szintbol
szdrmazd talajmintdkban (x_Ay) volt jelen.

" t ..30
’ te »1\)
13 5
2 :
L ]
4
5
®° ;
12
o g @
e el 1
a b ¢

10

1. dbra
A vizsgélatba vont talajmintdk teljes halmazdban azonositott OTU-k abundancidja alapjan
rajzolt halézat. A végpontokon a rendek lathaték. A korok mérete az adott taxon
abundancidjdnak négyzetgyokével ardnyos.

0: Bacteria. A szinezéssel kiemelt torzsek: 1: Patescibacteria; 2: Armatimonadetes; 3:
Actinobacteria; 4: Cyanobacteria; 5: Bacteroidetes; 6: Chloroflexi; 7: Proteobacteria
[a: 3-Proteobacteria; b: a-Proteobacteria; ¢: y-Proteobacteria]; 8: Firmicutes; 9:
Gemmatimonadetes; 10: Planctomyces; 11: Elusimicrobia; 12: Verrucomicrobia; 13:
Acidobacteria

A szekvendlds sordn a mintdk teljes halmazdban azonositott OTU-k alapjan
rajzolt Cytoscape hdlézaton (/. dbra) a torzsek, osztilyok, rendek szdma és
abundancidja lathat6. A korok mérete az adott taxon abundancidjanak
négyzetgyokével ardnyos; a 34 torzs koziil a legnagyobb diverzitdst €s abundancit
(A) mutaté 13 torzset (Patescibacteria [A = 2,29%], Armatimonadetes [A = 0,32%],
Actinobacteria [A = 7,55%], Cyanobacteria [A = 0,12%], Bacteroidetes
[A = 13,69%], Chloroflexi [A = 2,69%], Proteobacteria [A = 23,56%], Firmicutes
[A = 0,39%], Gemmatimonadetes [A = 3,50%], Planctomyces [A = 7,19%],
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Elusimicrobia [A = 0,29%], Verrucomicrobia [A = 12,58%], Acidobacteria
[A =20,36%)]) kiilonb6z0 szinekkel kiemeltiik.

Az adatok részben aldtdmasztjdk a szakirodalomban emlitett taxonok
jelentdségét (PEIFFER et al., 2013; GARCIA-SALAMANCA et al., 2013; LI et al.,
2014/1; L1 et al., 2014/I1; JOHNSTON-MONIE és RAIZADA, 2011), hiszen az altalunk
vizsgdlt talajmintdkban a Bacteroidetes €s Actinobacteria torzsek, valamint a
y-Proteobacteria osztdly képviseldi egyardnt nagy abundancidval voltak jelen. A
Proteobacteria és az Actinobacteria kukorica rizoszféra talajpan mérhet6
taxonémiai sokfélesége (az adatok nem szerepelnek a cikkben) szintén egybevag a
szakirodalmi adatokkal (LI et al., 2014/II). A Verrucomicrobia esetében a magas
abundancia nem cseng egybe mdas kutaték eredményeivel, tovabbd meglepd az
Acidobacteria hangsulyos jelenléte és nagy valtozatossdga (PEIFFER et al., 2013). A
Cyanobacteria és a Firmicutes alacsony képviseltsége szintén eltér a
szakirodalomban emlitett eredményektdl (LI et al., 2014/T).

Kiilon emlitést érdemel, hogy a Patescibacteria CPR (Candidate Phyla
Radiation) taxon jelenléte egyes mintdkban 4% folotti volt; a feltételezett
(de eziddig tenyésztésbe nem vont) rendszertani egység ald tartozé taxondmiai
diverzitds igen nagy volt, ugyanakkor err6l a szupertorzsrol még nagyon kevés
informacié all rendelkezésre (BROWN et al., 2015; SCHULZ et al., 2017). Egyes
feltételezések szerint a Bacteria torzsfa dgainak mintegy 25%-a Patescibacteria
szupertorzshoz tartozhat (SCHULZ et al., 2017), és a Bacteria domain 15%-at is
kitehetik az ide tartoz6 fajok (BROWN et al., 2015).

A 3. tdbldzat alapjan a kukorica monokultira felszini talajidban a vegetdcios
id6szak sordn egyre kisebb ardnyban voltak jelen a Bacteroidetes torzs tagjai, mig a
Gemmatimonadetes, az Actinobacteria és a Planctomyces abundancidja idével
novekedett. A kukorica monokultira talajdnak C rétegében (K_C6) az A-hoz képest
(K_A6) az Actinobacteria, az Acidobacteria és a Gemmatimonadetes jelenléte
hangstilyosabb volt, mig a Verrucomicrobia, a Proteobacteria, a Planctomyces €s a
Bacteroidetes relativ abundancidja kisebb volt; a C rétegben 20% f6lotti ardnyban
jelentek meg egyéb torzsek. Az A_C4 mintdban feltinden alacsony volt az
Acidobacteria torzs abundancidja, mig a Bacteroidetes részesedése igen nagynak
mutatkozott. A felszini mintdk kozt az A_A4-ben taldltuk a Bacteroidetes és a
Gemmatimonadetes legkisebb ardnyd képviseltségét, mig az Actinobacteria és a
Planctomyces torzsekre nézve az abundancia magas volt.

3. tabldzat
A baktériumtorzsek relativ abundancidja az egyes talajmintdkban

(1) Baktérium torzsek  K_A4 A_A4 A_C4 K_A6 K_C6 K_A7

Acidobacteria 23.09% 20.55% 14.72% 18.09% 21.42% 24.19%
Actinobacteria 2.30% 8.47% 7.37% 6.15% 14.06% 6.21%
Bacteroidetes 20.14% 8.85% 21.46% 14.72% 2.75% 13.25%
Gemmatimonadetes 2.80% 1.68% 1.37% 3.19% 7.70% 4.08%
Planctomycetes 5.38% 11.76% 6.75% 6.88% 5.03% 7.73%
Proteobacteria 2432%  23.44%  24.89% [12654% 20.18%  23.04%
Verrucomicrobia 13.00% 14.26% 15.89% 12.20% 5.30% 14.14%

Egyéb (a) 8.97% 10.99% 7.55% 12.23% 23.56% 7.38%
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A 9059 OTU-bdl 4ll6 adatbazist Bray-Curtis féle hasonlésdgon alapulé6 NMDS
analizisnek vetettiik ald (2. dbra). A két tengely mentén a kukorica felszini
rétegébdl szarmaz6 K_A4, K_A6, K_A7 egyértelmilen egy csoportba rendezddott,
azaz ezek a mintdk nagy ardnyban osztoztak baktériumkozosségeik osszetételében.
A kontroll gyep aldl szdrmazd A_A4 és A_C4 szintén dsszetartott, és elkiiloniiltek a
miivelt teriiletektél. A K_C6 mindkét csoporttdl élesen elvélt; a K_Ax és a K_C6
kozotti kiillonbség sokkal kifejezettebb volt, mint az A_A4 és az A_C4 kozti eltérés.

A Bray-Curtis hasonldésagra épiild SIMPER-teszt alapjdn az éltalunk vizsgélt
mintdkban az NMDS kétdimenzids vetiiletének kialakuldsdra egy tenyésztésbe nem
vont Burkholderiaceae [Proteobacteria] nemzetség, az RB4/ Pyrinomonadaceae
[Acidobacteria] nemzetség és a 0319-7L14 [Actinobacteria] nemzetség gyakorolt
1%-nél nagyobb hatdst. A SIMPER-teszt alapjdn a 0,5%-ndl nagyobb variancidt
okozé taxonok kozott Rokubacteriales [Rukobacteria], Chitinophagaceae
[Bacteroidetes], Pedospheraceae [Verrucomicrobia], Sphingomonas
[Proteobacteria], Acidibacter [Proteobacteria], Luteolibacter [Verrucomicrobial,
Chthoniobacter [Verrucomicrobia], Flavobacterium [Bacteroidetes] és MNDI
[Proteobacteria] taxonok voltak jelen.
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2. dbra

A 9059 OTU eléfordulasa alapjan végzett Bray-Curtis féle NMDS két dimenzids vetiilete

A SIMPER-teszt alapjan a kukorica felszini talaja (K_A4, K_A6, K_A7) a
kontrolltél  (A_A4) eltért egyes  karakterisztikus  Sphingomonadales,
Betaproteobacteriales,  Chitinophagales,  Pyrinomonadales,  Blastocatellales,
Subgroup 6 rend, Rocubacteriales, Chthoniobacterales, Pedosphaerales ¢és
Xanthomonadales nemzetségek jelenlétében. A K_A6 és a K_C6 Osszehasonlitdsa
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sordn a variancidt Pyrinomonadales, 0319-7L14 rend, Betaproteobacteriales,
Rokubacteriales, Nitrospirales, Chthoniobacterales és GAL 15 rendbe tartozé
nemzetségek okoztik.

A Flavobacteriales (Bacteroidetes) €s az RB4I (Acidobacteria) tagjait
antropogén hatdsoknak Kkitett teriileteken megnovekedett abundancidval irtdk le
(GUPTA et al., 2017); a martonvasari mintdk alapjan ezt nem tudtuk egyértelmiien
igazolni - bar az RB41 nemzetségnek 7 OTU-ja is elérte a 100-as szekvenciaszdmot
legalabb egy mintdban. Az RB41 folyamatos milvelés alatt all6 teriiletek
(pl. gyapotfoldek) esetében a legelterjedtebb Acidobacteria nemzetség is lehet
(QIAO et al., 2017); eredményeink ezt aldtdmasztjdk. A legnagyobb variancidt
okoz6 RB41 OTU a C rétegben alig volt jelen, mig az A_A4-ben kis szdmban volt
megtaldlhatd a kukorica monokultira felszini mintdihoz képest (K_Ax). A
Flavobacterium nemzetség foszfitmobilizdlé hatdsa jol ismert (SHARMA et al.,
2013; BHARDWAJ et al., 2014), igy jelenléte hatdssal lehet a termesztett novény
novekedésére. Mindemellett a Flavobacterium fajok biocid vegyiiletek
(pl. herbicidekben, inszekticidekben, fungicidekben és molluszkicidekben egykor
haszndlt penta-kloro-fenol) degradicidjara is képesek (SABER és CRAWFORD,
1985), tehat a novénytermesztés szempontjabdl jelenlétiik elonyos lehetne. Ennek
ellenére az A_C4-ben detektiltuk a legmagasabb Flavobacteriales abundanciat
(3,882%).

A 0319-7L14 jelzésli Actinobacteria rend a feozjomok és a barna erdétalajok
egyik jellemzd baktériumcsoportja (PERSHINA et al., 2018); mintdink koziil
kizérélag a K_C6-ban volt jelen, de a teriilet talajtani jellegébdl és torténetébdl
addéddan a taxon jelenléte nem meglepd.

A Burkholderiaceae csaldd (Proteobacteria) igen diverz taxonokat foglal
magaba, metabolikus ttvonalaik valtozatosak; tobb izoldlt torzsrdl is leirtak PGPB,
biokontroll, vagy bioremedidcids potencidlt (COENYE és VANDAMME, 2003). A
taxon széleskorl elterjedésének egyik kulcsa lehet a gombakkal valé kolcsonhatds,
mely lehetdvé teszi a Burkholderiaceae megjelenését szuboptimdlis kdrnyezetekben
is (STOPNISEK et al., 2016). Az NGS eredményei alapjdn a 4 legnagyobb
abundancidt mutaté Burkholderiaceae OTU mind a hat altalunk vizsgalt mintaban
jelen volt. A legnagyobb varianciat (1,284%) okozé OTU viszont a K_C6 mintaban
nem volt jelen, mig az A_A4 mintdban 1320 kdpidban taldltuk meg a taxonhoz
rendelhetd 16S rRNS gén szekvencidt. A Massilia nemzetség (Proteobacteria)
jellemzé a kukorica rizoszférdjara (LI et al., 2014/I); adatbazisunkban a
legnagyobb abundancidt mutaté6 OTU szinte kizdrélag csak a kukorica felszini
talajmintdkban fordult el (K_Ax).

Az ammonia-oxiddld MNDI nemzetség (Proteobacteria) megnovekedett
abundancidjat kukorica és koles aldl szdrmazd talaj esetében madr leirtdk
(HARGREAVES et al., 2015), de az MNDI a feltételezések szerint igen széles
elterjedésti taxon (SPAIN et al., 2009). A szekvendlds sordn a nemzetség 3 OTU-jat
taldltuk 100 szekvencia folott legaldbb egy mintdban; mindhdrom OTU a kukorica
monokultirara volt jellemzd - kettd koziiliik a C rétegre (K_C6).

A Sphingomonas nemzetséggel (Proteobacteria) kapcsolatban megallapitottak,
hogy az egysziki novények (igy a kukorica) rizoszférajanak jellemzo tagja; a
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novény belsd szoveteit is kolonizdlhatja (HAICHAR et al., 2008; PEIFFER et al.,
2013). A K_A7 felszini kukorica monokultira mintdban 1086 képidban taldltunk
meg egy Sphingomonas OTU-hoz tartozé szekvencidt; ez a taxon az Osszes tobbi
mintdban egyenletesen, ~400 képia koriil volt jelen. Sphingomonas torzsekrol
lefrtdk a ma is széles korben hasznélt, nehezen lebonthaté izoproturon herbicid
mineralizdldsanak képességét is (MUDD et al., 1983; S@RENSEN et al., 2001;
HUSSAIN et al., 2011).

A Verrucomicrobia torzs jelenléte fontos jellemzdje fiives teriiletek, igy a
magasfiivii préri tarsuldsok talajanak (FIERER et al., 2013). Jelen vizsgélatunk sordn
ugyanakkor kevés a bicskei kontroll talajmintdra (A_A4) jellemzd taxont taldltunk.
A C-szinten kifejezettebbek voltak a kiilonbségek a miivelt és a miiveletlen
teriiletek Verrucomicrobia kozosségei kozott. A Verrucomicrobia torzsbe tartozo
Pedosphaerales rend képviseldit egy kutatds sordn a nagyobb méretii
talajaggregdtumok belsejében szignifikdnsan nagy abundancidval taldltdk meg
(BACH et al., 2018). Az altalunk vizsgdlt talajokban a hét legnagyobb abundanciat
mutatd Pedosphaeraceae OTU koziill 5 nem volt jellemzé a C rétegre. A
Luteolibacter  nemzetség  (Verrucomicrobia) tagjai kozott  eléfordulnak
rizoszféralakd, tobb novényi gazdihoz is kothetd fajok (DA ROCHA et al., 2013),
ugyanakkor a sajat mintdk esetében csak az A_C4 tartalmazott jelentds szamui 16S
rRNS gén szekvencidt a taxonbdl. A Chthoniobacter (Verrucomicrobia) nemzetség
tagjai kozt nagy ardnyban taldlhatok talajlaké heterotréf baktériumok (BERGMANN
et al., 2011); a Chthoniobacterales rendhez sorolhaté OTU-k koziil 12 volt jelen
100-ndl tobb képidban legaldbb egy mintdban. Ezek koziil 6 nem, vagy alig volt
jelen a K_C6 mintdban, mig 1 OTU csak a K_C6-ra volt jellemzd.

Osszességében tehat a legelterjedtebb, illetve a mintdk kozti variancia nagy
hinyadéért felelds taxonok jo részét kordbban mdr leirtdk talajokbdl. Az 4ltalunk
vizsgalt mikrobakozosségek e karakterisztikus tagjai részben a kukorica, részben az
egyszikiiek rizoszférdjdhoz kothet6k; némelyek az antropogén hatdsokrol
drulkodhatnak (mely mentén azonban nem vélt el élesen a vizsgalatba vont kontroll
teriilet a tobbitdl).

A MicroResp™  szubsztrat-indukdlt 1€gzési  aktivitismérés alapjan
megdllapitottuk, hogy a természetes 10szpusztagyep felszini talajanak (A_A4)
aktivitdsa minden egyes szubsztrit esetében kiugré értéket mutatott a tobbihez
képest (az adatok nem szerepelnek a cikkben). A vizsgdlt mintdk k6zott minden
esetben a kontroll terillet mélyebb talajmintijanak (A_C4) szubsztrat-indukalt
1€gzési aktivitdsa volt a legkisebb - a dihidroxi-benzoat kivételével. A legnagyobb
hatékonysdggal a trehaldz, a gliikkdz, a fruktéz, a maltéz, a szukcindt, az aszparagin
€s a szerin hasznosult a 1€gzési aktivitds alapjan. A legkevésbé az alanin, a lizin, az
arginin, a szorbitol, a rhamndz és a glitkonat hasznosult, vagyis mindkét csoportban
el6fordultak cukrok, szerves savak és aminosavak is.
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3. dbra
A MicroResp™ 23 szubsztrattal végzett aktivitdismérés alapjdn végzett Euklideszi NMDS
két dimenzids vetiilete az egyes mintdk metabolikus potencialjardl

A metabolikus potencidl adataival mintdnkénti 4tlagra standardizdlva és
Euklideszi hasonlésdgot haszndlva szintén NMDS elemzést végeztiink (3. dbra). A
két tengely 84,72%-ban és 9,45%-ban magyardzta a mintdk kozti variancidt. A
kukorica monokultira felszini talajmintdi (K_Ax) egyiitt csoportosultak. Az él6
kukorica aldl vett K_A6 és K_A7 mintdk szorosan Osszetartottak. A C rétegbodl
szdrmaz6 K_C6 és A_C4 mintdk a metabolikus potencidl tekintetében hasonldsdgot
mutattak. Ez azonban valdsziniileg annak tudhaté be, hogy mindkét mintdnak
rendkiviil alacsony volt a respiracios aktivitisa az Osszes szubsztriatra nézve, és
ezért nem kiiloniilhettek el egymdstol. Az A_A4 jelzést kontroll minta az NMDS
alapjan erdteljesen elvdlt a tobbitdl; ez alapjdn kisebb hasonlésdg mutatkozott az A
rétegek talajai kozt, mint a C réteg mintdi kozt. Az Euklideszi hasonlésagra
tdmaszkod6 SIMPER-teszt alapjan a variancidra legerdsebb befolyassal bird
véltozok a dihidro-benzodt, a gliikéz, a fruktdz, a maltdz, a trehaldz, a lizin, a xildz,
a szukrdz, az arabindz €s az arginin voltak.

A kiilonboz6 miivelésii talajok és talajrétegek a vizsgélt metabolikus potenciél
alapjdn NMDS szdmitdssal jol elkiilonithetk voltak egymdstdl. A C réteg
mintdinak elvédldsa a tobbitdl erdsen kiilonbozd kornyezet miatt vdrhato volt.

Kovetkeztetések
Jelen kutatds egy a fenntarthat6 talajer6forras biztositasa érdekében folytatott

atfogé kutatdsi projekt elsé allapotfelmérésének tekinthetd, melyben kukorica
monokultirdbdl és egy természet kozeli 10szpusztagyepbdl szdrmazé talajmintdk
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mikrobakozosségeit filogenetikai diverzitdsuk és metabolikus potencidljuk alapjan
hasonlitottuk dssze.

Eredményeink arra mutattak rd, hogy az NGS vizsgalatok alapjan a rizoszféra
talajmintdk mind a miivelési mdd, mind pedig a talajmélység alapjan kiilonboztek
egymastdl, vagyis a mikrobakozosségek filogenetikai diverzitdsa alapjan
hatdrozottan el lehetett kiiloniteni egymastdl a mezdgazdasagi miivelés alatt 4ll6 és
a természeteshez kozeli dllapotd talajokat. A kukorica monokultira esetében a
mélyebb C talajrétegre jellemz6 mikrobakozosségek elkiiloniiltek a szantott szint
mintditol.

A kukorica rizoszférdjanak baktériumkozosségeit tirgyald szakirodalomban
meghatdrozénak tekintett taxonok jelenlétét csak részben sikeriilt igazolnunk.
Ennek egyik oka az lehet, hogy a kutatds soran relative kevés mintdval dolgoztunk.
Emellett a termdéhelyi adottsigok 1is hozzdjarulhattak az eredmények
kiilonbozdségéhez (LI et al., 2014/II), valamint a kukorica genotipusa és a tragydzas
mdbdja (esetiinkben a tragyazas hidnya) is befolyassal lehetett az eredményeinkre. A
baktériumkozosségek PGPB tulajdonsdggal rendelkezé tagjainak vizsgalata
kiemelkedd fontossdggal birhat a tovdbbiakban.

Az aktivitdsvizsgédlatok a szubsztrat tipusatdl fiiggetleniil a kontroll teriilet
felszini rétegének a tobbi mintdhoz képest kiugré metabolikus potencialjat
igazoltdk. A minta magas CO,-termelése a véltozatos novényfajokhoz tartozd és
igen slirti gyokérzet biztositotta kornyezettel hozhaté 6sszefiiggésbe; a diverz flora
sokféle rizoexudatumot biztosit a talajlaké mikroorganizmusoknak, igy sok niche
alakul ki az adott kornyezetben, melyeket kiilonb6z6 adapticids stratégidkkal
rendelkezd mikrobdk tolthetnek be.

A vizsgdlati eredményekb6l a fenntarthaté mezdgazdasidgi mivelésre
vonatkoz¢ 4ltaldnos kovetkeztetések kialakitdsdhoz azonban még tovabbi részletes
kutatdsok sziikségesek.

Osszefoglalas

E tanulmény célja egy martonvasari hosszitavu tartamkisérlet tragydzas nélkiil
miivelt kukorica monokultira talajidban fellelhetd baktériumk6zosségek
filogenetikai diverzitdsdnak és anyagcsere potencidljanak a felmérése volt. A
kutatds sordan NGS és MicroResp™ technikdval vizsgaltuk a mivelt és a
természeteshez kozeli allapotu talajok mikrobidlis jellemzdit.

Az NGS adatai alapjan a kukorica monokultiira szdntott rétegének mintdinak
baktériumkozosség szerkezete nagyfokd hasonlésdgot mutatott egymdssal, és
elkiiloniilt a 16szpusztagyep A és C rétegébdl formalodoé csoporttdl, mig a kukorica
monokultira C szintjébdl szdrmazé minta élesen elvdlt a tobbitdl. A gyepek
talajdban nem taldltunk nagyobb bakteridlis taxondmiai diverzitdst, mint a miivelt
talajokban.

A MicroResp™ mérés alapjan megdllapitottuk, hogy a természeteshez kozeli
allapotu talajok felszinhez kozeli (A) rétegében kiugré a mikrobidlis aktivitds
mértéke. A kukorica monokultirabdl szarmazé A szint mintdk mikrobidlis aktivitasi
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mintizata egymdshoz hasonlé volt, a C rétegbdl szdrmazé mintdk kiilon csoportot
képeztek.

Eredményeink alapjan tehdt a hosszu tavua tartamkisérletbe vont mivelt talajok
baktériumkozosségeinek filogenetikai diverzitdsa és metabolikus potencidlja
jelentdsen eltért a l10szpusztagyep mintakétol.

Kulcsszavak: baktériumkozosség, diverzitds, kukorica, 1€gzési aktivitds, rizoszféra
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Metabolic activity and 16S rRNA gene based phylogenetic diversity of soil
bacterial communities in maize monoculture rhizosphere
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Marton MUCSE, Attila SZABO', Kdroly MARIALIGETI'
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*Institute for Soil Sciences and Agricultural Chemistry, Centre for Agricultural
Research, Hungarian Academy of Sciences (MTA), Budapest

The main aim of this study was to survey the genetic diversity and metabolic
potential of soil bacterial communities of an unfertilized maize monoculture
maintained in a long-term field experiment in Martonvasar, Hungary. During the
research work, NGS and MicroResp™ techniques were used to study the microbial
communities of one cultivated and one close-to-nature area.

Based on the NGS results, the bacterial communities in samples taken from the
tilled layer of the maize monoculture all clustered together, and were clearly
separated from the group containing layers A and C of the control soil, while the
sample from layer C of the maize monoculture diverged from all the others. The
bacterial taxonomic diversity in the soils of the control area was no higher than in
the cultivated soils.

According to the MicroResp™ measurement, layer A of close-to-nature soils
showed an outstanding extent of microbial activity. Samples from layer A of the
maize monoculture showed a similar pattern of microbial activity, while layer C
samples composed a distinct group.

The results, thus indicated that the genetic diversity and metabolic potential of
bacterial communities of cultivated soils included in this long-term field experiment
differed greatly from those of close-to-nature samples.

Keywords: bacterial community, diversity, maize, respiratory activity, rhizosphere
Tables and figures

Table 1. Soil samples used in the experiment. (1) Sample code. (2) Land use. a)
Grassland/Natural vegetation; b) Cropland/Maize monoculture. (3) Sampling
location, M = Martonvasar, B = Bicske. (4) Sampling depth [cm]. (5)
Sampling date. a) April; b) June; c¢) July.

Table 2. Estimation of Chaol OTU-value and inverse Simpson diversity indices
calculated from NGS. (1) Sample code. (2) Chaol OTU values. (3) Inverse
Simpson index. (4) Mean. (5) Standard deviation. OTU = Operational
taxonomic unit, NGS = next generation sequencing.

Table 3. Relative abundance of bacterial phyla in the individual soil samples. (1)
Bacteria phyla. a) Others.
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Figure 1. Graphical network based on the abundance of OTUs identified in the
whole sample set. Numbers represent bacterial orders. Circle size is
proportional to the square root of the abundance of the given taxon. (0)
Bacteria. The highlighted bacteria phyla are: (1) Patescibacteria. (2)
Armatimonadetes. (3) Actinobacteria. (4) Cyanobacteria. (5) Bacteroidetes. (6)
Chloroflexi. (7) Proteobacteria [a: 5-Proteobacteria. b: a-Proteobacteria. c: y-
Proteobacteria]. (8) Firmicutes. (9) Gemmatimonadetes. (10) Planctomyces.
(11) Elusimicrobia. (12) Verrucomicrobia. (13) Acidobacteria.

Figure 2. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) of the 9059 OTUs
according to Bray-Curtis distance among the soil samples. Tengely 1 = Axis 1,
Tengely 2 = Axis 2.

Figure 3: NMDS of the 23 measured substrates according to the Euclidean
similarity index among the soil samples. Tengely 1 = Axis 1, Tengely 2 = Axis
2.



