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Cianobaktériumok és eukariota algak talajszuszpenziobol torténé
kozvetlen vizsgalatanak lehetdsége aramlasi citométerrel

'LEPOSSA Anita, 'HOFFMANN Sandor és “NAGY Szabolcs

' Pannon Egyetem Georgikon Kar, Novénytermesztéstani és Talajtani Tanszék és
?Allattudomanyi és Allattenyésztéstani Tanszék, Keszthely

Bevezetés

Hazankban a talajalgakkal foglalkoz6 kutatasok a mult szazad els¢ felében in-
dultak Fehér Déniel (FEHER, 1936; FEHER & FRANK, 1936) foként erdei talajok
algatartalmanak és a talajalgak fényigényével kapcsolatos vizsgalataival, majd Kiss
Istvan az iddjarasi tényezOk talajalgakra gyakorolt hatisainak értékelésével (KIss,
1968) és P. Komaromy Zsuzsanna nemzetkozileg is nagy jelent6ségl talaj algaflora
kutatasaival (KOMAROMY, 1976, 1983, 1985).

A talajok algakozossége szamos abiotikus kornyezeti tényez6 és biotikus kol-
csOnhatas bonyolult 0sszjatéka szerint miikddik, melynek szabalyai még ma sem
tisztazottak kell6képpen. A talajok algakozosségét befolyasolo legfontosabb ténye-
z0k az életmdd, a fény, a nedvesség, a hdmérséklet, a pH és a felvehetd tapanyag-
tartalom (LEPOSSA, 2002). Hazai talajokra vonatkozdan kvantitativ algologiai vizs-
galati eredményekrél mindossze két forras ad szamot (FEHER, 1936; LEPOSSA &
ORDOG, 2006). Nemzetkdzi viszonylatban is meglehetdsen kevés adat all rendelke-
zésre, amelyek az alkalmazott modszerek sokfélesége miatt is nehezen Osszevethe-
tok. A talajalgak kvantitativ értékelésére — hasonldéan a mikroszkopikus gombak és
baktériumok vizsgalataihoz — indirekt és direkt sejtszamlalasi modszerek allnak
rendelkezésre. A kozvetett sejtszamlalasi modszerek koziil a higitott tenyészetek
modszere és az MPN-modszer eszkdz-, id6- és munkaigényességiikon tl azt a hibat
is magukban hordozzak, hogy a tapkdzeg Osszetétele és a tenyésztési koriilmények
hatasara egyes fajok kiszorulnak, mig masok uralkodova valhatnak, torzitva a szam-
lalas eredményét. A klorofill-a extrakcidos mddszer azt veszi alapul, hogy mind az
eukariota algak, mind a prokaridta cianobaktériumok sejtjei tartalmaznak a-
klorofillt. Bar a modszer maga egyszerii és gyors, hasznalataval durva becslést ka-
punk csupan, és a médszer nem teszi lehetévé az egyes taxonok elkiilonitett méré-
sét. Raadasul a talaj klorofill-a tartalmi novénymaradvanyai is befolyasoljak az
eredményt.
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A kozvetlen sejtszamlalasi modszerek kozé tartozd vizes talajszuszpenzidbol
torténd fénymikroszkopos szamlalasnal az algasejteket még 400-szoros nagyités
mellett is meglehetdsen nehéz, gyakran lehetetlen elkiiloniteni a talajszemcséktdl és
a szuszpenzid egyéb elemeitol.

Az el6z6 modszerekhez viszonyitva a klorofill-a autofluoreszcencian alapuld
mikroszképos sejtszamlalas 1ényegesen gyorsabb és nagyobb pontossagu. A mod-
szer azon alapul, hogy az algasejtek klorofilltartalma megfelelé hulldmhossziasagi
gerjesztd fény hatdsara voros szint emittal, mely révén azok konnyen észrevehetok
a sotét hattérben, és jol elkiiloniilnek a nem gerjesztddo, vagy gerjesztve mas szint
emittalo asvanyi anyagoktdl és szerves tormeléktdl. A fluoreszkald sejtek jol kiraj-
z0lodo kdrvonala az egyes taxonok konny( felismerését, a fonalak és kolonidk sejt-
szam-becslését is lehetdvé teszi. A mddszer talan egyetlen hatranya, hogy a vizsga-
latot végzd szemét erdsen igénybe veszi, de azt is meg kell emliteni, hogy a mod-
szerrel csak a méréskor aktiv anyagcseréju sejtek értékelhetok (TSUJIMURA et al.,
2000).

A fluoreszcens jelek detektalasanak évtizedek oOta ismert automatizalt, nagy se-
bességll eszkoze az dramlasi citometria, amelyet ma mar széles korben alkalmaz-
nak. Az automatizalt sejtértékelés és szamlalas citométerrel nagysagrendekkel gyor-
sabb és precizebb a mikroszkdpos modszerekkel sszehasonlitva (SHAPIRO, 1995;
ROBINSON et al., 1997; VEAL et al., 2000). A hidrobiologusok is régdta sikerrel
alkalmazzak algologiai vizsgalatokhoz (OLSON et al., 1985). Ennek soran az egyes
taxonok (eukaridta algadk, ill. cianobaktériumok) jol elkiilonithetok az eltérd
pigmenttartalomnak kdszonhetd jellegzetes autofluoreszcencidjuk alapjan: a kloro-
fill-a voroses szine eltér a csak a cianobaktériumokra jellemz6 fikoeritrintdl, amely
inkabb narancssarga szinnel fluoreszkal (GIVAN, 2001). Ez az analitikai médszer
tette lehetévé 11j algataxonok, pl. az 6ceanok és tengerek pikoalgainak felfedezését
is (CHRISHOLM et al., 1988), talajbioldgiai alkalmazasa még csak a kezdeteknél tart.

A talajmintak mikrobiologiai elemzése soran napjainkig jellemzéen foleg a bak-
tériumok vizsgalatara koncentraltak, DNS-festékek alkalmazasaval (RESINA-
PELFORT et al., 2003). Az algasejtek autofluoreszcens jeleik alapjan a talaj vizes
szuszpenzidjaban kdzvetleniil is detektalhatok, aramlasi citométerrel.

LENTENDU ¢és munkatarsai (2013) ezt az analitikai megkozelitést alkalmazta ta-
lajok egysejtli eukariota algaflorajanak és mikroszkopikus gombaflérajanak elemzé-
sére. A két sejtcsoportot a klorofill-a autofluoreszcencia intenzitasa alapjan kiiloni-
tették el. Megkozelitésiik elvileg tovabb boévitheto a cianobaktériumok autofluoresz-
cens pigmentjeinek egyideji detektalasaval. A talajszuszpenziok vizsgalatan alapu-
16 automatizalt modszer kidolgozasa nagy eldrelépést jelentene a talaj
fotoszintetizal6 mikroszervezeteinek kozvetlen detektalasdban és az algak talaj-
Okoszisztémaban betdltott szerepének jobb megismerésében.

Jelen eldkisérletiinkben Ramann-féle barna erdétalajon, négy névénykulturabol
(6szi buza, biborhere, kukorica és szdja) gyiijtott talajmintdk cianobaktérium- és
eukariota mikroalga sejtszdm meghatarozasat végeztiik el. Célunk az aramlasi
citometria alkalmazhatosaganak, technikai korlatainak megismerése volt, tovabba
elézetes eredményeket kivantunk gyijteni késébbi, nagyobb volument algoldgiai
vizsgalatok kisérlettervezésének hatékonyabba tétele érdekében.
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Anyag és modszer

Mintagyiijtés és -elokészités

Keszthelyen, a Pannon Egyetem Georgikon Kar kisérleti teriiletén (E: 46,74°,
K: 14,24°) négy névénykultura, 6szi buza (Triticum aestivum, ,,Mulan”), biborhere
(Trifolium incarnatum, ,,Lovaszpatonai”), kukorica (Zea mays, ,,P91757) és szbja
(Glycine max, ,,Aires”) kezeletlen parcelldinak 0—5 cm-es talajrétegbdl 2013 juliu-
séban talajmintat vettiink hat ismétlésben; mindegyik minta hdrom leszirasbol
szarmazott.

A talaj tipusa Ramann-féle barna erdétalaj, homokos valyog fizikai féleségii
fels6 mivelt réteggel (21% agyagtartalom, 0,87% szervesszén-tartalom). A mii-
anyag tasakokba gylijtott mintdkat a laboratériumba érkezést kdvetden alaposan
atkevertiik, majd mértiik a mintdk nedvességtartalmat és desztillalt vizes pH-jat.

A citométeres vizsgalatokhoz bemért 10 g friss talajt 250 ml térfogatu, alufolia-
val lezart lombikban egy €éjszakan at s6tétben, hiitve (4 °C) taroltuk. Masnap a min-
tiink, melyet ultrahangos kddban homogenizaltunk (50 Hz, 280 sec.) és alapos atke-
verés utan, fél perc iilepedési idot kdvetden a felszin alol kivett kb. 900 ul szusz-
penziot 30 um-es sziiron (Partec CellTrics) sztrtiik at. Ezt kdvetden a szirlet aktiv
algasejt-tartalmat aramlasi citométerrel mértiik.

Aramlasi citometria

A mérésekhez Beckman Coulter FC-500 citométert hasznaltunk (szoftver: FC-
500 CXP), mintanként 6t perc futtatasi idével, “LOW” (10 uL-perc”) mintairamlé-
si sebességgel. A gerjesztéshez 488 nm hullamhosszisagi Ar ion (20 mV) 1ézert
alkalmaztunk.

A fikoeritrin jelét az FL 2 (575 nm BP), a klorofill-a jelét pedig az FL 4 (675 nm
BP) fluoreszcens detektorokkal linearis modban rogzitettiik. A sziirletben talalhato
talajszemcsék, tormelék stb. és az aktiv algasejtek megkiilonbdztetésére a klorofill-a
autofluoreszcencia szignalt alkalmaztuk diszkrimindld paraméterként, igy csak
azokat az eseményeket rogzitettiik, amelyek pozitiv klorofill-a autofluoreszcenciat
mutattak.

Adatelemzés

Az LMD formatumban tarolt adatfajlokat Flowing 2.5.1. (www.flowing.com)
ingyenes szoftverrel elemeztiik.

Az eredményeket nemparaméteres Kruskal-Wallis ANOVA és post hoc Mann—
Whitney U-probaval értékeltiik, Statistica for Windows 8.0 szoftverrel.

A miszer altal az 6t perc futtatasi id6 alatt rogzitett eseményszambol kovetkez-
tettiink a talaj nedvességtartalmaval korrigalt alga sejtszam-értékeire.



http://www.flowing.com/

212 LEPOSSA - HOFFMANN - NAGY

Eredmények

A felszini 6t centiméteres rétegbdl gyiijtott talajmintak nedvességtartalma kuko-
rica, biza és a szo6ja kultardkban 6,3+1,1; 5,1+0,6 és 5,5+0,6 m/m% volt, a legna-
gyobb nedvességtartalmat (10,1+1,7 m/m%-ot) a biborhere talaja mutatott (at-
lag+szoras). A friss talajmintdk vizes oldata a kukorica és a szoja talajdban lugos
(pH = 8,6+0,02, ill. 8,6+0,05), a btza talajaban (pH = 7,4+0,02) semleges, a bibor-
here talajaban (pH = 6,7+0,14) gyengén savanyl kémhatast adott (atlagtszoras).
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1. abra
Az eukaridta alga (R1) és a cianobaktérium (R2) sejtcsoportok megjelenése a klorofill-a és a
fikoeritrin autofluoreszcencia intenzitas értékek alapjan az 6szi buza, biborhere, kukorica és
sz0ja talajanak vizes szuszpenzidjaban

A citométeres abrakon — megfeleld beallitasok utan — jol elkiiloniild sejtpopula-
ciok jelentek meg (1. abra).

A kétdimenzios citogramokon az eukariota algak magas klorofill-a és alacsony
fikoeritrin autofluoreszcenciat mutattak (R1 régi6). A cianobaktériumok magas
fikoeritrin autofluoreszcenciaval (FL2 az x-tengelyen), és magas klorofill-a auto-
fluoreszcenciaval (FL4 az y-tengelyen) jelentek meg.

A miiszer altal rogzitett eseményeket elemezve — a prokaridta-eukariota aranyt
tekintve — valamennyi mintaban a cianobaktériumok dominaltak. A kukorica és a
szoja talajaban legalabb 80%-os jelenléttel és a masik két kultura talajaban is 60—
70%-o0s arannyal (2. abra).
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2. abra
A becsiilt atlagos 0sszes algasejtszam, illetve a prokariota (CB) és az eukariota (EU) alga
sejtszam-arany a kukorica (k), a biborhere (h), az dszi buza (b) és a szdja (s) vizsgalt
0-5cm-es talajrétegében (Keszthely, 2013 (n = 6))

Osszességében is a kukorica és a szoja talajaban detektaltuk a legnagyobb alga
jelenlétet (2,4-10% ill. 1,9-10° sejt-g” széraz talaj). A buza talajaban ]loedig a legke-
vesebbet, alig 50%-ot a kukorica talajahoz viszonyitva (1,1-10° sejt-g” szaraz talaj).

A cianobaktériumok becsiilt sejtszamat tekintve a kukorica és a szdja talajaban
jelentésen (p<0,05) nagyobb abundancia mutatkozott a biborhere és az 6szi buza
talajahoz viszonyitva (3A. abra).

A kukorica- és szoja talajanak becsiilt eukariota algasejtszdma kozotti kiilonbség
szignifikans (p<0,05) — a kukorica javara (3B. abra).
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3. abra
A becsiilt (A) cianobaktérium (CB) és (B) eukariota alga (EU) sejtszamok 1g szaraz talajra
vonatkoztatva a kukorica (k), a biborhere (h), az 0szi biza (b) és a szoja (s) vizsgalt
0—Scm-es talajrétegében (Keszthely, 2013 (n = 6))
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Kovetkeztetések

A biborhere talajdnak nagyobb nedvességtartalmat magyarazhatja, hogy a talaj-
minta-gylijtés a betakaritas utan egy nappal tortént. Addig a novényzet teljes talaj-
boritottsagot biztositott a mintazott teriileten, mig a tobbi ndvénykulturanal a fedet-
len sork6zokbdl vettiik a mintakat.

Korébbi tanulmanyok igazoltdk (SHTINA, 1969; HUNT et al., 1979; SUKALA &
DAvVIS, 1994), hogy lagos kémhatasu talajokban gyakoribb a cianobaktériumok
el6fordulasa. Jelen vizsgalatban — bar valamennyi talajminta esetében a fikoeritrin
tartalmi sejtcsoport képezett tilnyomo tobbséget, legalabb 60%-o0s ardnnyal —, a
kukorica és a szo6ja ligos kémhatast talajaban jelentdsen nagyobb cianobaktérium-
abundanciat és aranyt mértiink. Az eredmények hasonlésdgot mutatnak az azonos
talajtipuson korabban végzett fluoreszcens mikroszkopos sejtszamlalasi adatainkkal
(LEPOSSA & ORDOG, 2006).

Jelen munka kiegészit6 adatokat szolgaltat a hazai talajok alga-flérdjanak meny-
nyiségére vonatkozoan. A talajvizsgilatokhoz alkalmazott 4ramldsi citometria,
hianypo6tloként, nélkiilozhetetlen eszkoz lehet a talajok gyors kvantitativ mikrobio-
logiai vizsgalatdhoz, kiilonos tekintettel a fotoszintetizald szervezetekre. A talajok
baktériumkozosségeinek aramlési citometrids detektalasardl tobb kozlemény is
megjelent (pl. RESINA-PELFORT et al., 2003). A DNS-festékek alkalmazéséaval ez a
sejtanalitikai technika kiterjeszthetd a baktériumok egyidejii analizisére is, igy to-
vabbi adatokat nyerhetiink a klasszikus baktériumos csiraszam vizsgalatok eredmé-
nyei mellett (BIRO, 2006).

Az altalunk hasznalt aramlési citométerrel ugyanakkor a 30 pm-nél nagyobb
méretll sejtkoloniak, fonalak, valamint a talajszemcsék feliiletén biofilmet képezd
algdk és baktériumok kozvetleniil nem vizsgalhatok. WHITELEY €s munkatarsai
(2003) szerint a modszer e hianyossadgat a miiszer talajalgologiai alkalmazasanal
figyelembe kell venni. A mintak eldsziirésére azért van sziikkség, mert a nagyobb
méretll talajaggregatumok, algatelepek stb. a citométer eltomddését okozhatjak (az
altalunk hasznalt miiszer gyartdja a mérési tartomany felsé hataraként 40 pm atmé-
r6t javasol — Beckman Coulter Inc. technikai informacio). Specialis aramlési
citométerekkel lehetséges nagyobb elemek, igy algatelepek analizise is, de ezek a
miszerek meglehetsen dragak, és a legtobb egyetemi, kutatointézeti sejtanalitikai
laboratériumban tigynevezett asztali aramlasi citométerek allnak csak rendelkezés-
re. A modszer rutinszeri alkalmazasanak terjedése — gyorsasaga és megbizhatosaga
miatt — a talajbiologiai vizsgalatokban is varhato; amely folyamatot azonban a mii-
szer beruhazasi koltsége és szakember-igénye lassithatja.

Osszefoglalas

A talajokban €16 cianobaktériumok és eukaridta algak edafonban betoltott szere-
pe kulcsfontossagli. Eddig megismert kolcsonhatasaik a talaj mas szervezeteivel és
a magasabb rendli novényekkel, valamint hozzajarulasuk a talajok
mikroszerkezetének kialakulasahoz és a nitrogénellatashoz a legismertebbek.
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A talajalgdk mennyiségi és mindségi kimutatdsara meglehetésen kevés kozvet-
len és kozvetett sejtszamolasi modszer és adat all rendelkezésre.

Jelen munkankban Ramann-féle barna erdétalajon 0szi bliza, biborhere, kukori-
ca ¢és sz6ja parcellakbol gytijtott talajmintak cianobaktérium- és eukaridta mikroalga
sejtszam vizsgalatat végeztiik el egy — ezen a téren még Ujnak szamitd — nagysebes-
ségli, automatizalt sejtanalitikai modszer, az dramlasi citometria alkalmazéaséaval.

A négy ndvénykulturabdl 2013 juliusdban, Keszthelyen, a felszini 6t centiméte-
res talajrétegbdl hat ismétlésben vett talajmintakbol vizes szuszpenziot készitettiink,
majd mértiilk azok aktiv algasejt-tartalmat. A cianobaktériumokat és az eukaridta
algékat klorofill-a és fikoeritrin autofluoreszcencia alapjan kiilonboztettik meg a
szuszpenziod egyéb elemeitdl. A mérésekhez Beckman Coulter FC-500 aramlési
citométert hasznaltunk, mintanként 6t perc futtatasi idovel. A miiszer altal rogzitett
eseményszambol kovetkeztettliink az algasejtszam-értékekre.

A citométeres abrakon — megfelel6 beallitdsok utan — jol elkiiloniild alga sejtpo-
pulacidk jelentek meg. Valamennyi mintdban a cianobaktériumok dominaltak, leg-
alabb 60%-o0s arannyal. A kukorica talajaban mutattuk ki a legnagyobb alga jelenlé-
tet (2,4-10° sejt-g” szaraz talaj), mig a buzdéban a legkevesebbet, alig 50%-ot
(1,1-10° sejt-g" szaraz talaj). A cianobaktériumok becsiilt sejtszamat tekintve a
kukorica és a szdja talajaban jelentdsen nagyobb abundancia mutatkozott a biborhe-
re és 6szi buza talajdhoz viszonyitva. Szignifikdns kiillonbséget talaltunk a becsiilt
eukariota alga sejtszamban a kukorica- €s szo6ja talaja kozott, a kukorica javara.

Eredményeink igazoltak, hogy az aramlasi citometria megfeleld és hianypotlo
modszer lehet a talajok kvantitativ mikrobiologiai vizsgalatai soran, kiilonds tekin-
tettel a fotoszintetizalod szervezetekre.

Kulcsszavak: talaj, alga, cianobaktérium, aramlési citometria, mikrobiologia
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Direct flow cytometric analysis of cyanobacteria and eukaryotic algae from
soil-water suspensions
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Summary

Cyanobacteria and eukaryotic algae have a key role in soil ecosystems. Their inter-
actions with other organisms in the soil and higher plants are well-known, as is their
contribution to the development of the soil microstructure and to the nitrogen supply. In
spite of their importance, only a few direct and indirect cell counting methods and data
are available for the quantitative and qualitative detection of soil algae.

In this work we used an automatized high speed cell analysis approach, flow
cytometry for the direct detection and quantitative analysis of cyanobacteria (CB) and
eukaryotic microalgae (EU) from Ramann-type brown forest soil, under four crop cul-
tures (winter wheat, crimson clover, corn and soybean) in Keszthely (Hungary). In July
2013 six individual soil samples per crop culture were collected from the top 5 cm soil
layer. After the moisture content and pH of the fresh soil samples were measured, 10g-/
100 ml aqueous suspensions were prepared and filtered (30 um) before the active algal
cell contents were measured. Cyanobacteria and eukaryotic algae were distinguished
from each other and from the other components of the soil suspension on the basis of
chlorophyll-a and phycoerythrin autofluorescence. Measurements were performed with
a Beckman Coulter FC 500 flow cytometer and the data files were analyzed with the
Flowing 2.5.1 free software. Kruskal-Wallis ANOVA and post hoc Mann-Whitney U-
test were used for statistical analysis using Statistica for Windows 8.0 software.

The cytograms showed distinct cell populations. The soil moisture contents varied
between 5.1-6.3% with the exception of crimson clover, where the value was 10.1% due
to the better surface coverage of this crop. Soil pHy,o varied between 6.7 and 8.6. Algal
cell numbers were calculated in terms of 1 g dry soil from the events detected by the
flow cytometer, and corrected with the soil moisture contents. Cyanobacteria were dom-
inant in all the samples making up at least 60% of the total algal cell numbers. Soil
samples under maize showed the highest algae presence (2.4-10° cells/ g dry soil), and
wheat soil the lowest, less than 50% of that measured for maize soil. The estimated
numbers of cyanobacteria were significantly higher in maize and soybean soil than in
crimson clover and winter wheat soils. Significant (p<0.05) differences between the
estimated eukaryotic algal cell numbers could only be detected between the maize and
soybean soils, in favor of maize.

The results indicated that flow cytometry may be appropriate tool for quantitative
microbiological tests, particularly from the point of view of photosynthetic participants
in the soil microflora.

Fig. 1. Detected colonies of cyanobacteria (rounded area) and eukaryotic algae
(marked with arrow) in the cytograms recorded for aqueous suspensions of the soils
under maize, crimson clover, winter wheat and soybean.
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Fig. 2. Estimated average total algal cell numbers with the ratio of cyanobacteria
(CB) and eukaryotic (EU) algae in the 0—5 c¢m soil layer under crops ofmaize (k), crim-
son clover (h), winter wheat (b) and soybean (s), Keszthely (Hungary), 2013 (n=6).

Fig. 3. Estimated (A) cyanobacterial — CB; (B) eukaryotic algal cell numbers in
terms of 1 g dry soil, in the 0—5cm soil layer under maize (k), crimson clover (h), win-
ter wheat (b) and soybean (s), Keszthely (Hungary), 2013 (n=6).



