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Bevezetes

Mikrobialis funkciok a talajban:

« Szerves anyagok lebontasa

« Tapanyagok ciklusa (szén, nitrogén)

* Foszfor-mobilizacié

» Biologiai kontroll (kartevok, patogének ellen)

» Talajszerkezet: csatornak, aggregatumok képzése

« Talajrészecskék osszekapcsolasa (hifak, EPS, glomalin)
« Xenobiotikumok lebontasa (pl. novényvédoészerek)

« Bioremediacio (pl. nehézfémek, szénhidrogének)

* Horizontalis génkicserélodés

 Antibiotikum-termelés

MTA-ATK

Talajtani és Agrokémiai Szili-Kovacs et al.
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Bevezetes

Mikrobialis funkciok a talajban: 1. Vizsgalati megkozelitések

1. Mikrobialis biomassza mérések:
mikroszkopos modszerek, extrakcios modszerek, aktivitas mérésen
alapulé mddszerek.

2. Mikrobialis osszetétel, diverzitas mérések:
Tenyesztésen alapulé modszerek,

tenyésztéstdl fuggetlen modszerek: pl. PLFA
Genetikai moédszerek: DGGE, tRFLP

3. "Talajbiologiai aktivitas” mérések: talajrespiracio, dehidrogenaz-aktivitas
enzimaktivitas-merések

MTA-ATK .
Ta|ajtan: és Agrokémiai Szili-Kovacs et al.
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Bevezetes

Mikrobialis funkcidk a talajban: 2. torténeti attekintés

Kvalitativ vizsgalatok:
Pochon J, Tardieux P (1962): Techniques d’analyse en microbiologie du sol.

Paris, France

Szénforras-hasznositason alapulé mintazat elemzés:

1. Biolog mikrotiter (GN plate): 95 szénforras (Garland & Mills, 1991)

2. Biolog ecoplate: 31 szénforras: okol. Relevans, de 3 ism. (Insam, 1997)
3. Multi-SIR: szubsztrat-indukalt respiracion alapul (Cmic: Anderson &
Domsch 1977), de sok szubsztratra (Degens & Harris 1997)

4. MicroResp: tobb szubsztratos szubsztrat indukalt respiracio
osszekapcsolasa mikrotiter alapu megkozelitéssel (Campbell et al. 2003)

Metagenomikai megkozelités:

DNS microarray a funkcionalis génekre (Taroncher-Oldenburg et al..
(2003). Appl Environ Microbiol 69: 1159-1171.)

Talajbadl kivont 6sszes DNS shotgun metagenom elemzése a funkcionalis
genekre

MTA-ATK .
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ntézet




Mikrorespiracios modszer eredeti modszerleiras, 2003

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MicrosioLoGY, June 2003, p. 3593-3599 Vol. 69, No. 6
0099-2240/03/808.00+0 DOI: 10.1128/AEM.69.6.3593-3599.2003
Copyright © 2003, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

A Rapid Microtiter Plate Method To Measure Carbon Dioxide
Evolved from Carbon Substrate Amendments so as To
Determine the Physiological Profiles of Soil Microbial

Communities by Using Whole Soil

Colin D. Campbell,'* Stephen J. Chapman,' Clare M. Cameron,’
Mitchell S. Davidson,' and Jacqueline M. Potts?

Macaulay Institute' and BioSS, Macaulay Institute,® Craigiebuckler,
Aberdeen ABI15 8QH, United Kingdom

Received 27 August 2002/Accepted 6 March 2003

Sole-carbon-source tests (Biolog), designed to identify bacteria, have become very popular for metabolically
fingerprinting soil microbial communities, despite disadvantages associated with the use of carbon source
profiles that primarily select for fast-growing bacteria. In this paper we describe the use of an alternative
method that combines the advantages of the Biolog community-level physiological profile (CLPP) method, in
which microtiter-based detection plates are used, with the ability to measure carbon dioxide evolution from
whole soil. This method facilitates measurement over short periods of time (4 to 6 h) and does not require the
extraction and culturing of organisms. Deep-well microtiter plates are used as test wells into which soil is
placed. The apparatus to fill the deep-well plates and interface it with a second removable detection plate is
described. Two detection systems, a simple colorimetric reaction in absorbent alkali and scintillation counting
with radioactive carbon sources, are described. The methods were compared to the Biolog-CLPP system by
using soils under different vegetation types and soil treated with wastewater sludge. We aimed to test the
hypothesis that using whole soil would have specific advantages over using extracts in that more immediate
responses to substrates could be obtained that would reflect activity rather than growth. The whole-soil method
was more rapid and gave earlier detection of C source use. Also, the metabolic fingerprints obtained could
discriminate between sludge treatments.
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Bevezetés: Szubsztratok a MicroResp modszerben, 15; 23

TABLE 1. Concentrations of different carbon sources added to
soil in MicroResp CLPP tests when the colorimetric and
radioactive ('*C) detection systems were used

Concn (mg g of soil water ')
Carbon source

Colorimetric test Radioactive test

None 0

L-Alanine 1.5

L-Arabinose 30 0.77
L-Arginine 30

pL-Aspartic acid 1.5 1.14
y-Aminobutyric acid 30

Protocatechuic acid 30

Citric acid 30

D-Fructose 30

D-Galactose 30 0.77
D-Glucosamine hydrochloride 0.92
N-Acetylglucosamine 1.5

D-Glucose 30 0.77
Glycine 1.29
L-Leucine 0.45
L-Lysine hydrochloride 30 0.67
L-Malic acid 30

oxalic acid 30

D-( +)-Trehalose 30

@ MTA g AT K Szili-Kovacs et al.
Talajtani és Agrokémiai

Intézet




Bevezetés: Biolog szubsztratok, 95 szubsztrat

TABLE 1. Sole carbon sources in BIOLOG GN microplates

C spurces

Carbohydrates

N-Acetyl-p-galactosamine
N-Acetyl-D-glucosamine
Adonitol
L-Arabinose
D-Arabitol
Cellobiose
i-Erythritol
p-Fructose
L-Fucose
p-Galactose
Gentiobiose
o-D-Glucose
m-Inositol
a-Lactose
Lactulose

Maltose
p-Mannitol
p-Mannose
p-Melibiose
B-Methylglucoside
Psicose
p-Raffinose
L-Rhamnose
D-Sorbitol

Sucrose
p-Trehalose
Turanose

Xylitol

Esters

Mono-methylsuccinate
Methylpyruvate

Polymers

Glycogen
a-Cyclodextrin
Dextrin

Tween 80
Tween 40

MTA-ATK

Talajtani és Agrokémiai
Intézet

Carboxylic acids

Acetic acid
cis-Aconitic acid
Citric acid

Formic acid
p-Galactonic acid lactone
p-Galacturonic acid
p-Gluconic acid
p-Glucosaminic acid
p-Glucoronic acid
a-Hydroxybutyric acid
B-Hydroxybutyric acid
w-Hydroxybutyric acid
p-Hydroxyphenvlacetic acid
Itaconic acid
a-Ketobutyric acid
a-Ketoglutaric acid
a-Ketovaleric acid
p,L-Lactic acid
Malonic acid
Propionic acid

Quinic acid
p-Saccharic acid
Sebacic acid

Succinic acid

Alcohols

2. 3-Butanediol
Glycerol

Amides
Succinamic acid
Glucuronamide

Alaninamide

Phosphorylated chemicals

D,L-a-Glycerol phosphate
Glucose-1-phosphate
Glucose-6-phosphate

Szili-Kovacs et al.

Amino acids

p-Alanine

L-Alanine
L-Alanyl-glycine
L-Asparagine
L-Aspartic acid
L-Gilutamic acid
Glycyl-L-aspartic acid
Glyeyl-L-glutamic acid
L-Histidine
Hydroxy-L-proline
L-Leucine
L-Ornithine
L-Phenvlalanine
L-Proline
L-Pyroglutamic acid
D-Sering

L-Serine

L-Threonine

o, L-Carnitine
y-Aminobutyric acid

Aromatic chemicals

Inosine
Urocanic acid
Thymidine
Uridine

Brominated chemicals

Bromosuccinic acid

Amines

Phenylethylamine
2-Aminoethanol
Putrescine
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Bevezetes:

Eddigi vizsgalataink a katabolikus aktivitas-mintazat elemzéssel
Vorostoé tobor (Aggtelek Nemzeti Park, Josvafé mellett), erdd

Szikes teruletek (Kiskunsag: Boddi-szék, Kelemen-szék, Zab-szék ), rét
Szikes teruletek (Apajpuszta), rét

Jozsefmajor (Talajmiivelési tartamkisérlet), szanté

a ~ LN BE

Organikus-konvencionalis gazdalkodas (Martonvasar, Karcag,

Nyiregyhaza), szanté

o

Orbottyan: Ureaz-inhibitoros kisérlet, szanté (+ Nagyhorcsok)
7. Martonvasar: Vetésforgo kisérlet, szanté + Parlag + Loszpusztagyep

(Bicske) + 3 erd6rész (Martonvasar - Rackeresztur), akac és tolgyerdo

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
Talajtani és Agrokémiai S .
Intézet zerz6 Neve



Katabolikus-aktivitas mintazat Vorostdé-tobor a:koratavasz; b: késo tavasz
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standardized PC2 (18.0% explainad var.}
siandardized PC2 (25.6% explained var_)
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2 K 0 i 2 2 X 0 i 2 5
slandardizad PC1 (44, 7% explainad var,) standardized PC1 (81.4% explained var,)
Fig. 4 Results of principal components analysis of MicroResp correspond to the contribution of the onginal substrates to the vanance

fingerprints from early (a) and late (b) spring period. Ellipses represent represented by the principal components
the 95% confidence intervals of the groups. Arrows of the biplot

@ Springer
Mucsi et al. 2021. Folia Microbiologica 66:107-114.
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Apajpuszta, 2014. szeptember; vizzel atitatott gyep

|sziki mézpazsitos

Katabolikus-aktivitas mintazat

Apajpuszta, szikes rét, 2014. szeptember

sziki legeld, cickoros

[s]

Apajpuszta, 2014.szept. Kanonikus korrespondencia-analizis

C 3
2
4.8 o1
44
r Fi 4.0 5
2 0 q
2 e e
l,’%t‘ Sziki mézpazsitos
4 3.2 L =)
urmaspuszta o3
-3+ P 2.4 L 2]
-12 4 1.6 -
o
154 Vakszik, sziki zsazsa 2 s
o4
2 Humus
-40 -30 -20 -10 10 20 30 40 50 0.0 EC
Axis 1 .C3
o Sziki legeld
-0.8 L3y 1
Vakszik ®2 V] o2
161 Urmdspuszia
o3 0.1
'2.4—
L
-2.0 —ll.E —1I.2 —IJI.S —DI.4 D.ID D.I4 D.IS 1.IZ 1.6 Z.ID
Bxis 1

Borsodi et al. 2021. Microorganisms 9. 1673.
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Jozsefmajor, talajmuvelés 2016, mikrorespiracio, 15 szubsztrattal.
Diszkriminancia-analizis.

Katabolikus-aktivitas mintazat eltérd
miivelési médok, 2016. | N
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Biogazdalkodas vs. iizemi gazdalkodas, mikrorespiracio, 23 szubsztrattal.
Diszkriminancia-analizis.
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Gazdag et al. 2019. Microbes and Environment 34:234-243.
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Ureaz-inhibitor hatas vizsgalata a katabolikus-aktivitas mintazatra

£

2. abra: Az inhibitor hatasanak vizsgalata a katabolikus aktivitas-mintazatokra
Fékomponens elemzés (PCA)

o — N
1 1 1

standardized PC2 (14.3% explained var.)

-3 -2

Nem. publikalt.
MTA-ATK
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Ceélkitluzes

1. Katabolikus aktivitas-mintazat vizsgalo modszerek
osszehasonlitasa
(multiSIR (Degens&Harris) vs. microResp (Campbell et al.)
Gyep — Parlag — sz.kontroll — sz.NPK — sz.Istallotrgy.
2. Katabolikus aktivitas-mintazat vetésforgo talajaban:

2.a. Kukorica vs. Buza monokultura osszehasonlitasa

2.b.Tragyazasi modok osszehasonlitasa
(kontroll; NPK kezelés; NPK + istallétragya)

2.c. Szezonalis hatasok

@ MTA-ATK i kovics etal.
Talajtani és Agrokémiai
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Modszer: Martonvasari szabadfoldi tartamkisérletek, 2017-
2019.

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
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0 vs. Monokultura kisérlet

Vetésfor

V. ismétlés

Szegély
(talajszelvény)



Modszer: Vetésforgo vs. Monokultura kisérlet kezelései és elrendezése

1961 | 1962 | 1963 | 1964 | 1965 | 1966 | 1967 | 1968 I Vetési sorrendek:
1969 | 1970 | 1971 | 1972 | 1973 | 1974 | 1975 _ 1 kukorica monokultura
g | 1977]1978 [ 1979 [ 1980 | 1981 | 1982 | 1983 ﬁ 2 &szi bliza monokultira
S 1985 1086 | 1987 | 1988 | 1989 | 1990 | 1991 | 1992 3 kukorica idészakos monokultdra (3 évlucema + 5 év kukorica)
~§ 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 3999 4 buza idészakos monokultura (3 év lucerna + 5 év 6szi buza)
L | 199311994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 uoSSSed 5 biza-kukorica dikultira (2 év 8szi biza + 2 év kukorica)
2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 6 trikultdra (3 évlucerna + 3 év kukorica + 2 év 6szi buza)
2009 | 2010 } 2011 | 2012 | 2013 1 2014 | 2015 | 2016 7 Norfolki-tipusu vetésvaltas (kukorica + tavaszi arpa + borso6 + 6szi buza)
2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023 | 2024 P B
1 K K K K K K K K T3 K lések:
2 B B B B B B B n_ apanyag-kezelések:
3 L L L K K K K K |, AD
4 L L L B B B B w B # (30 t/ha/4ev) + NPK (100+50+50 kg/ha/év)
5 B B K K B B K [ C 2008-ig szar/szalma + NPK (100+50+50 kg/ha)
6 L 3 L K K K 5 | D NPK (100+50+50 kg/ha)
7 K Ta Bo B K Ta Bo B | E felvett NPK (kukorica: 230+110+200 kg/ha/év; buza: 175+35+70 kg/ha/év)
- E C
* ? D B
- E C l. ismétlés lll. ismétlés D
=
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=
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2
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>
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N
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Modszer:

Talajszelvény feltaras
Martonvasar

Kisérleti teriilet (szegély)
Marcius 24, 2017.
Erdomaradvanyos
Csernozjom talaj

WRB: Chernic Phaeozem

(Loamic, Aric)

2021. szeptember 20.
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Modszer: Talajbemerés a pletbe
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Modszer:

Tenyésztéstol fuggetlen, kozosségi katabolikus aktivitas-mintazat
mikrorespiracios moédszerrel (MicroResp™)

Szubsztar-indukalt respiracios modszer
kKiterjesztése tobb-szubsztratos mikroplét-alapu
kolorimetrias méresi eljarassal

vmw.microresp.com Indicatorgel _______| Detection-well

Purified Agar
2.5 mM NaHCO,

150 mM KCI

12.5 pg mi-* Cresol Red

MicroResp™
Seal with air
hole

Air space

Deep-well

Soil + C sourc

MTA-ATK

Talajtani és Agrokémiai
Intézet
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Modszer: Szubsztratok elrendezése a deepwell plétekben

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al TRE | TRE | TRE | TRE |A| GAL | GAL | GAL | GAL A DV DV DV DV

B| FRU FRU FRU FRU B| GLC | GLC | GLC | GLC B| ARA | ARA | ARA | ARA

C| SuUC SuUcC SUC Suc [C| MAL | MAL | MAL | MAL |[C| CIT CIT CIT CIT

Dl GLN | GLN | GLN | GLN |D| LYS LYS LYS LYS D| ALA | ALA | ALA | ALA

El GLU | GLU | GLU | GLU E| DHB | DHB | DHB | DHB [E| ARG | ARG | ARG | ARG

F| MAT | MAT | MAT | MAT [F| XYL | XYL | XYL | XYL |F| INO INO INO INO

G| RHA | RHA | RHA | RHA |G| SOR SOR SOR SOR |G| MAN | MAN | MAN | MAN

H| ASA | ASA | ASA | ASA H| GLA | GLA | GLA | GLA H| ASN ASN ASN ASN

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
Talajtan:lftséi\gokémiai Szerzé Neve



Modszer: Detektor plétek elkészi

| |
l ;yuliLu._fgy_.ﬁ
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Mikroplét kiértékelése
Mikroplét-olvaso fotométerrel
570nm

Modszer: meéreés

1

5 S S i

2o

-

MTA-ATK
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Moaodszer: statisztika

1. Fokomponens-analizis (PCA)

N

. NP-MANOVA (Nem paraméteres permutacios
tobbvaltozés variancia-analizis)

. ANOSYM (Szimilaritas-elemzés)

SIMPER —teszt (Similarity percentages)

. MANTEL-teszt (tobbvaltozos korrelacio elemzes)

o o~ W

. Redundancia-analizis (RDA)

@ MTA-ATK i kovics etal.
Talajtani és Agrokémiai

Intézet




Eredmeények: Alaprespiracio
Basal respiration

1,4 -
1,2

1,0 +

B MicroResp B multiSIR

ug CO,-C/ g soil/hour

Figure 1. Means (txstandard deviation, n=3) of the MicroResp and multiSIR
measurements basal respiration without substrate additions. MF: maize, NPK

fertilized, MC: maize, control, MM: maize, manure added, FA: fallow, GR:
grassland.

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
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Eredmények: multiSIR felsé abra; microResp als6 abra
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0.5

0.0

-05

Eredmények: F6komponens-analizis, multiSIR(bal); microResp(jobb)

Land management
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Mantel-teszt: (r = 0.574, p = 0.001)
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Eredmények: Metabolikus aktivitas-mintazatok redundancia-analizise
a talajkémiai valtozok hatasanak feltiintetésével

Muvelési médok
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Eredmények: Kummulativ szubsztrat-indukalt
respiracios értékek 5 idopontban, 2018-ban

Kukorica monokultura
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Eredmények: Kummulativ szubsztrat-indukalt
respiracios értékek 5 idopontban, 2019-ben

Kukorica monokultura Buza monokultura
45 45
40 40
35 35
30 30
25 25
20 20
15 15
10 10
5 5
0 0
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Eredmények: mikrorespiracios eredmények, 2018. év, Martonvasar
VF(Buza + Kukorica mono; 3tragyazasi kezelés: kontroll, NPK,
NPK+istallétragya)

Kezelések osszehasonlitasa permutacios tobbvaltozés variancia-
analizissel (NPMANOVA) a mikrorespiracios mérési adatok
szubsztrat-atlagokra standardizalt adatai alapjan.

Id6- |Osszes Novény (Buza Tragyazas (p)

pont |kezelés mono-Kukorica |(kontroll; NPK;
mono) NPK+tragya)

1 n.s. n.s. 0.091

2 n.s. n.s. 0.026

3 0.069 n.s. 0.016

4 n.s. n.s. 0.053

5 n.s. n.s. 0.027

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
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Osszefoglalas

A mikrorespiracios (MicroResp™) modszer alkalmazasa igéretesnek tiinik
a talaj mikrobialis kozosség in situ katabolikus aktivitas-mintazatanak
elemzéseére eltéro talajok, mivelési médok vagy egyéb kezelések
hatasanak kimutatasara.

A vizsgalt multiSIR és Microresp médszerek eredményei 6sszhangban
vannak egymassal, eltér6 talajhasznalat elkulonult.

A talaj kémiai paraméterek kozul a pH, a nitrat-N és a szerves-C a
meghatarozo elsésorban a respiracios mintazatra.

A novénykultura hatasa (kukorica vagy buza) nem vagy alig kimutathato.

A respiraciéos mintazatot a miitragyazas nagyobb mértékben
befolyasolhatja.

A szezonalis hatas is jelentds lehet, f6leg a kukorica monokultura
talajaban.
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2017. januér 16., hétfs, 9 h

MTA Agrértudoményi Kutatokszpont,
Martonvésar, Kastély 5. terem

MTA-ATK 2021. szeptember 20.
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