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Célkitlzes

* Organikus és lzemi mez6gazdasagi mUvelés hatasanak
tanulmanyozasa a talaj baktérium-k6zosségeire

e A talaj baktérium diverzitas vizsgalata a hagyomanyos
és modern molekularis modszerekkel

* A talaj baktérium-kozosségek elemzéséhez sziikséges
molekularis modszerek adaptacidja és fejlesztése



Anyag és modszer

Mintavételi teriiletek (organikus és Gizemi): Martonvasar
(valyog), Karcag (agyag), Nyiregyhaza (homok).

DNS kivonas talajmintakbdl:

3-féle kit: Zymo Research DNA Kit
MoBio Ultra Clean DNA Kit
Qiagen DNA Kit

Szabvany: ISO 11063 sz.




El6zetes eredmények - 0sszes talaj DNS
kivonas és tisztitas
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(Zymo Research kit)

5 B

o

3,5 1

2,5 o

1,5 A1

0,5

Organikus Uzemi
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A talajbdl kivont DNS mennyisége
(MoBio Ultra Clean DNS kit)
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Organikus Uzemi
A MoBio kittel kivont DNS tisztasaga
teruletenként

Ref.. 260/230>2
260/280>1,7

Organikus
m Uzemi
Humusz 260/230 nm Fehérje 260/280 nm

MoBio Kit:

(20 ng/pl)
magas tisztasagi mutatok



A talaj DNS kivonas modszertani fejlesztése

* Talajminta: Martonvasar organikus

terllet
e 0,25gtalaj
J b @  DNS kivonas: kit (Zymo Research)
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el * DNS mennyisegi es minosegi
meghatarozasa:

e 2-féle spektrofotométer:
NanoDrop
Mikro-kuvetta
* Nukleinsav tisztasag: huminsay,
fehérje szennyez6dés

NanoDrop 1000 Tray Cell (Hellma) Helios Beta
(Thermo Scientific) spektrofotométer (Thermo
Spectronic)



Kulonbozo6 sejtfeltarasi eljarasok hatékonysaga

=

~

—

-~

=

-~

By

o o B o o -
P L N

DNA/huminsav

o O o o

~

(=] k= [=2]
1 1 1

Kivont talaj DNS mennyiségek
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Mikroba kozosségek molekularis vizsgalata

1300 bp-os termékek

500 bp-os termékek

 Martonvasari Gzemi teruletrél szarmazo talaj DNS mintak
PCR (Polymerase Chain Reaction) termékei (baktériumokra
univerzalis- és alfa-proteobaktériumokra specifikus
primerpar)

e Martonvasar, Karcag, Nyiregyhaza (organikus és Gizemi)
mintakon két kilonboz6 primerrel elvégezve



Mikroba kozossegek diverzitas
vizsgalata

Folyamatban Iévé kutatas:

Az univerzalis és csoport specifikus primerparokkal felszaporitott DNS
mintak szétvalasztasa TGGE Maxi System segitségével, optimalizacio

Elve: duplaszali DNS denaturacidé, (Guanin/Citozin mintazat)

TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis) Maxi System késziilék
Hémérséklet killonbségen alapuld
szétvalasztas

DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis)
mintdzat (martonvasari
mintak)



Eredmények

A 4-féle DNS extrakcid kozil 2 kit-alapu modszer (Zymo, MoBio) alkalmas talaj
DNS kivonasra magas humusztartalmu talajokbol. ISO 11063 szabvany
alkalmazasa nem volt sikeres, de kit-alapu eljarasokkal kombinalva javithatja a
kivonas hatékonysagat. A Qiagen kit hasznalatakor sikertelen volt a nukleinsav
kivonas, mert a talajminta eltomitette az oszlopot.

A kilonboz6 idétartamokkal és razatasi modokkal végzett nukleinsav
extrakciokat 6sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a sejtmalom (Beadbeater)
a leghatékonyabb, ami megfeleld tisztasagu talaj DNS-t eredményezett.

Sikerult a harom mintavételi tertletrél vett 72 db mintabdl PCR tisztasagu
kozosségi DNS-t kinyerni.

Sikeriilt felszaporitanunk a kivont nukleinsavat az altalunk optimalizalt PCR-
beallitasokkal és az univerzalis illetve csoport-specifikus primerekkel.
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