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A talaj-mikrobidta vizsgalata foszfolipidek alapjan
I. Sziikségesség és alkalmazasi lehetdségek

A mikrobidta vizsgalatanak sziikségessége és nehézségei

A talajok termékenysége, anyagkorforgalmi transzformacios és tarozo potencialja,
homeosztazisa, regeneracidja, valamint Foldiink biogeokémiai ciklusaiban betdltott sze-
repe — ma mar tudjuk — nagyrészt mikroorganizmusok tevékenységén alapul. A mikro-
organizmusok Foldiink €16 biomasszajanak jelent6s hanyadat képviselik. A mikrobidlis
biomasszahoz kdthetd tobbek kozott a foldi N-kotés és denitrifikacio jelentds hanyada,
a C-korforgalomban a mineralizacio6 szarazfoldekre juté részének kb. 80%-a. Ugyanak-
kor az immobilizalt szén jelentds része is a mikroorganizmusok ellenérzése alatt all. A
humusz (széntartalma globalisan 700-3000 Gt) — melynek keletkezésében és bomlasa-
ban is a mikrobaké a dont6 szerep — becslések szerint a 1égkor széntartalmanak (700 Gt)
1-4-szeresét teszi ki (WOODWELL et al., 1978), mig a tézegé (165-862 Gt: HAMPICKE,
1979) is elérheti a 1égkor szénkészletének nagysagat. Nagyobbrészt a mikrobak miiko-
désének koszonhetd a talajok szerkezetét, vizhaztartasat, tdpanyagmegkotd képességét
befolyasold lipidek (JANDL et al., 2004) és humuszanyagok képzddése. Mikrobak vég-
zik olyan anyagok eltavolitasat, melyek felhalmozddasa vagy tartos jelenléte atalakitana
a vizeket, a talajt és ndvényzetét (pl. holt biomassza, allati tirtilék; novényveédo szerek
és mas human eredetli szerves szennyezok). Mindezek mellett a mikroorganizmusok
egy része kiilondsen érzékeny a kiilonbozo kornyezeti hatdsokra, melyekre adott vala-
szukat a biomassza, a k6zdsségi struktira és kiilonboz6 aktivitasok, valamint kiilonb6z6
biomarkerek valtozasa tikrozi (WHITE et al., 1998). Az dltalanos indikator elv
(JUHASZ-NAGY, 1993) alapjan biomarkerek alatt mérhetd, az adott €16 rendszer
allapotat, hatasokra adott valaszait tiikkr6z6, anatdmiai/sejttani vagy biokémiai indikato-
rokat értjik.

Egy életkozosség szerkezetvizsgalatanak kiindulo megallapitasaként irja JUHASZ-
NAGY (1993): ,,semmilyen miikodé rendszerre nem tehetd fel annal egyszertibb kérdés,
hogy hany féle komponens szerepel benne és milyen mennyiségben”. A ,hany féle”
kérdésére adott valasz lehet egy (taxon-, enzim- stb.) lista, a ,,milyen mennyiségben”
kérdésre valamilyen tomegesség, abundancia. Mig a ,,hany féle” a Darwin el6tti élettu-
domanyok f6 kérdése volt, az abundancia problémaja a florisztikai—faunisztikai miivek
ritka/gyakori megjel6léseiben meriilt ki. A tudomanytorténet egyik elsé abundancia-
becslésére Charles Darwin érzett késztetést, amikor angliai legelok talajaban a foldigi-
lisztak biomasszajat mérte fel (DARWIN, 1881; JUHASZ-NAGY, 1993). Darwint talan a
kihivas inspiralta: mas éldhelytipusokhoz képest a talaj bidtdjanak felmérése sajatos
metodikai problémakkal jar. E megallapitas kiilondsen igaz a talajok mikrobiotajara,
amelynek tagjai kozvetleniil csak mikroszkdppal figyelheték meg. A talaj szemcsés
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szerkezetébdl ad6dd mikroheterogenitasa a mikrobiota szerkezetét szazadmilliméteres
térbeli 1éptékben formalja heterogénné, amihez gyakran éraban mérhet6 idébeli valtoza-
tossag jarul. A kozosségeknek vannak metabolikusan aktiv és ,,vegetald” tagjai, melyek
csak a kornyezeti valtozok adott irdnyl eltolédasaval aktivizalddnak és toltenek be
aktiv szerepet. Szamolni kell halott sejtek, mikrobialis ,,miimiak”™ jelenlétével is, melyek
egyrészt elvi hibat okozhatnak (mivel egyes vizsgalati modszerek nem tudjak elkiiloni-
teni Oket az €16 sejtektdl), masrészt valds szerepet is betdlthetnek a talaj anyagforgal-
maban adszorpcids feliiletiik, kiszabadult enzimeik és a sejtmaradvanyaikat felépitd
elemek immobilizalasa révén. A megismerés tovabbi gatja, hogy a mikrobafajok nagy
részének jelenleg nem ismerjiilk a minimalis tenyészkoriilményeit. Talajbol izolalt DNS
re-asszociacios kinetikaja alapjan egy 30 g-os talajmintaban akar 4000 is lehet a kiilon-
b6z6 baktérium-genotipusok szama. Ilyen adatok alapjan becsiilve talajokban akar a
99%-ot is meghaladhatja a (megfelelé modszer hianyaban) nem tenyészthetd baktéri-
umfajok aranya (TORSVIK et al., 1990). Mindezen til a mikrobiota genetikai készlete a
mutacio, szelekcio, DNS-hibajavitas, transzformacio, transzfizid, transzdukcio, konju-
gacio jelenségei, valamint a plazmidok révén allanddan valtozik, és ez sziikségszeriien
kihat az enzimkészlet tér- és idGbeli dinamikajara. A kutaté igy e kozosségek ,.fekete
doboz” jellegével kénytelen szembesiilni. Ugyanakkor a talaj-mikrobiota mennyiségi
viszonyait, strukturdit és funkcidit célzd vizsgalatok komoly bioindikacios értékiiek
lehetnek (DOMBOS & SZALKAL 2004), jelentds gyakorlati segitséggel birhatnak, ha egy
talaj allapotat, egy kezelés vagy szennyezés hatasat probaljuk megismerni. Ilyen ese-
tekben olyan konnyen kimutathatd, jol kovethetd és lehetdleg kvantitativ mérhetd
markerekre, indikatorokra van sziikség, melyekbdl a talaj bels6 torténéseire, allapotara
kovetkeztethetiink, €s abbol viselkedését megfelelé megbizhatosaggal josolni tudjuk.
Mindebbdl két figyelembe veendd kovetkeztetés adodik:

1. fontos tisztdzni, milyen céllal vizsgaljuk a mikrobialis kozosségeket,

2. a feltett kérdésekhez kiilons megfontoltsaggal kell kivalasztanunk a megfeleld
megkdzelitési modot, vizsgalati modszert.

A mikrobiodta kozvetlen vizsgalata mikroszkopos technikak segitségével lehetséges.
Ez a megkdzelités azonban (kiilondsen a csekély morfoldgiai valtozatossagot mutatd
baktériumflora esetén) nem ad részletes valaszt a ,hany féle” kérdésre. Az immun-
fluoreszcens (DAZzO & WRIGHT, 1995), ill. fluoreszcens in situ hibridizacios (AMANN,
1995) technikakkal lehetséges a mikroorganizmusok faxon-specifikus jeldlése, de egy
mintdbdl mar 8—10 kiilonbdzo taxon-specifikus szondaval végzett sejtszamlalasra is alig
akad példa (ZARDA et al., 1997; MOGGE et al., 2000), mivel igy gyakorlatilag lehetetlen
a nagy taxondmiai valtozatossag feloldasa.

Az elkiilonitheté mikroorganizmus-csoportok (tobbnyire: baktériumok, ill. gombak)
mikroszkopos sejtszamlalassal torténd abundancia-vizsgalatat a talajszemcsék és mas
mikroorganizmusok takard hatdsa, a sejtfestékek agyagasvanyok és humuszanyagok
feliiletén végbemend aspecifikus adszorpcidja neheziti. A talaj térfogatanak kis részét
kitevé mikrobiotanak a kivonasara és tisztitasara léteznek ugyan kiillonb6zo eljarasok
(homogenizalas az adszorpcioban fontos kétértékii kationok ioncserés megkdtése és
detergensek hasznalata mellett; {ilepités centrifugalassal, ill. striséggradiens-centrifu-
galas: TORSVIK, 1995), de a kinyerés hatékonysaga gyakran nem haladja meg a 30%-ot,
rdaadasul még szelektiv is (STEFFAN et al., 1988).
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A mikrobiéta biomolekuldkra alapozott kézvetett vizsgalata

Kozvetett vizsgalat esetén nincs sziikség a sejtek és a talaj mas részeinek elkiilonité-
sére. Az abundancia-viszonyokra kovetkeztethetiink, példaul:

1. az enzimaktivitas alapjan;

2. a mikrobiota fumigacios elpusztitasa utan felszabaduld biomassza-eredetii aspeci-
fikus vegyiiletek mérésével;

3. a mikrobidta univerzalis vagy valamilyen csoportjara specifikus biomolekulainak
kozvetlen analizise alapjan.

Az (1)-re példa a szubsztrat-indukalt respiracié (SIR) (ANDERSON & DOMSCH,
1978) mérése. [E modszer 25 éves alkalmazasanak tapasztalatait foglalja 6ssze €s érté-
keli SziLI-KOVACS (2004).] Az enzimaktivitas-vizsgalatokra altalanosan érvényes, hogy
a szubsztrat hozzaadasa 6nmagaban zavaro tényezoének szamit (WHITE, 1995). A (2)-
ben jelzett mddszerek a kloroform-fumigacios inkubacid (JENKINSON & POWLSON,
1976), ill. a kloroform-fumigéacios extrakcid6 (VANCE et al., 1987) elvén miikddnek.
[Kritikai attekintés: JENKINSON et al., 2004.] A (3)-ban emlitett biomolekulak a nuklein-
savak (biomasszara: ATP, taxongazdagsagra: DNS, RNS), valamint a 1égzési lancban
(kino-nok), a sejtfalban (muraminsav, hexdzaminok), a sejtmembranban (foszfolipidek,
éter-lipidek, ergoszterin) jelen 1évd vegyliletek. Szerves oldoszeres extrakci6 soran tobb
csaladjukat (1. abra) egy talajmintabol, egymastol elkiilonitve vonhatjuk ki (WHITE et
al., 1998). A DNS, RNS alapjan torténd kimutatas mellett a lipidanalizissel kapott
spektrum is hasznalhat6 az adott mikroba ,,ujjlenyomataként”, specialis lipidek talajbol,
vizekbdl stb. vald kimutatasaval egyes mikrobdk jelenlétére kovetkeztethetiink. Az
ilyen lipideket WHITE (1995) signiture lipid biomarker-nek (SLB), az erre alapozott
megkdzelitést SLB-analizisnek nevezi.

A kozvetett abundancia-becslésre alkalmazhat6 biomolekulaknak a kdvetkezo krité-
riumoknak kell megfelelni:

1. csak €16 mikroorganizmusokban lehetnek jelen (a sejt halala utan, ill. az é16 sejt-
bdl kikeriilve gyors bomlast kell elszenvedniiik);

2. kvantitativan kivonhatok és megfeleld érzékenységgel mérhetdk legyenek;

DNS, RNS
| oldoszeres extrakcié |

/ \ \ | lipopoliszaccharidok l

neutrélis lipidek: glikolipidek, polaros lipidek:
poli-B-hidroxi-

szteroidok, alkanoétok foszfolipidek,

digliceridek, plazmalogének,

trigliceridek, aciléterek,

1égzési kinonok szfingolipidek,
lipoaminosavak

1. abra

Oldoszeres extrakcid soran a talajokbol kinyerhet6 biomolekulak (WHITE et al., 1998)
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3. nagyjabol azonos koncentracioban legyenek jelen kiilonbdzé mikroorganizmus-
sejtekben (TUNLID & WHITE, 1992), azaz mennyiségiik aranyos legyen a jelezni kivant
biomasszaval;

4. specifikusak legyenek a vizsgalni kivant csoportra.

E kritériumokkal szemben a fent felsorolt biomolekulak egyike sem tekinthetd idea-
lisnak. Abundancia-becslés céljara elméleti problémakkal a legkevésbé terhelt és a
gyakorlatban is egyre terjedd valasztas a foszfolipidekre iranyul, melyek a mikrobiota
szer-kezetére vonatkozé informéaciot is nytjtanak.

Foszfolipidek, zsirsavak

A biomolekulak kiilonleges csoportjat alkotjak a lipidek. E vegyiiletek szerkezetileg
nem olyan egységesek, mint a nukleinsavak, a fehérjék vagy a szénhidratok. A kiilonfeé-
le lipidek egyetlen k6z6s vonasa, hogy vizben rosszul, zsiroldoszerekben (apolaris oldo-
szerekben, pl. kloroform, éter, benzol stb.) jol oldodnak, ezekkel a kiilonféle szovetek-
bél, matrixokbol kivonhatok. E meglehetésen gyakorlatias meghatarozas biokémiai
szemléleti alternativaja szerint a lipidek csoportjaba (1. tablazat) a zsirsavak és szarma-
z€kaik, valamint a veliik bioszintézisiik vagy a szervezetben betoltott szerepiik révén
kapcsolatban allo vegytiletek tartoznak (,,Lipids are fatty acids and their derivatives,
and substances related biosynthetically or functionally to these compounds”: CHRISTIE,
2003).

A foszfolipidek az Osszetett lipidek csoportjaba tartoznak, benniik glicerin, karbon-
sav (zsirsav) és foszforsav kapcsolodik dssze (2. abra), a foszfatcsoporthoz a glicerin
mellett szerin, etanolamin, kolin, masik glicerin stb. kapcsolodhat (2. abra: R-csoport).
fgy az egy molekulan beliil jelenlévé két kiilonbozd polarossagt rész miatt apolaros/
poléros hatarfeliiletekhez kotddnek, és a biologiai membranok f6 alkotorészeit képezik.

Az €16 sejt pusztulasaval a membranok integritasa viszonylag hamar megsziinik, a
kiilonb6z6 milidkben jelenlévo foszfatazok a foszfolipidek foszfatészter-kotéseit inten-
ziven hasitjak, és igy gyors lebomlasukat okozzak (WHITE et al., 1979; TOLLEFSON &
MCKERCHER, 1983). Az altalanosan alkalmazott izolalasi—tisztitdsi modszerek hatéko-
nyan kiilonitik el a foszfolipideket bomlastermékeiktdl, igy az abundancia-becslésre
valo alkalmassag 1. kritériumanak e molekulak megfelelnek. A 2. kritériumra altalanos
megoldas az un. modositott Bligh—Dyer-féle extrakcid (BLIGH & DYER, 1959; WHITE et
al.,

1. tabldzat
A lipidek osztalyozasa, a fobb lipidtipusok

Egyszert lipidek Osszetett lipidek

(nem szappanosithatok)

(szappanosithatok)

szabad zsirsavak
izoprenoid lipidek
(szterinek, karotinoidok,
monoterpének, kinonok stb.)
tokoferolok

mono-, di- és triacil-gliceridek
Joszfolipidek (foszfatidok)
glikolipidek

diollipidek

viaszok
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2. dabra
A foszfolipidek szerkezete. 1. molekula: isohexadekanoil-cycloheptadekanoil-glicero-foszfat,
2. molekula: (2-metil-3-hidroxi-heptadekanoil)-(w8-oktadekanoil)-glicero-foszfoetanolamin,
3. molekula: az 1. molekulabél lugos metanolizissel keletkezé metil-isohexadekanoat. A képlete-
ken csak az O- és N-kotott szénatomokat jeldltiik betiivel is, a C-kotott H-atomokat nem jeleztiik

1979). A foszfolipidek raktarozva nem fordulnak el6, igy e sejtalkoté molekuldk 6ssz-
mennyisége a sejtfeliilettdl fligg, aranyos a biomassszaval. A sejtfeliilet betiiremkedései
modositjak a foszfolipid-mennyiség biomassza-fiiggését. Figyelembe véve azonban azt
a tényt, hogy a mikroorganizmusok adszorptiv taplalkozasa, anyagcseréjének jelentds
része a membranhoz kotott, a sejtfeliilet kozvetlenebb kapcsolatban allhat az adott mik-
roorganizmus okoldgiai jelentdségével, mint a sejttérfogat. A foszfolipidek mennyiségét
foszfolipid-foszfat (L-PO,, ill. PLP, nmol/g), ill. foszfolipid-zsirsav (PLFA, nmol/g)
anyagmennyiseg per szaraztomeg formaban adjak meg, a zsirsavtomeg per szdaraztomeg
forméban kifejezett érték értelmezésében ugyanis problémat okoz az egyes zsirsavtipu-
sok akar jelentdsen is eltéré moltomege. Mindezek alapjan a foszfolipidek a 3. kritéri-
umnak is elég jol megfelelnek. A legtobb elvi és gyakorlati korlatot a 4. kritérium
okozza. A foszfolipidek (gyijt6fogalomként) ugyanis a baktériumok és eukariotak
korében univerzalisak. (A metanogének és mas archaebaktériumok membranjaban éter-
lipidek szerepelnek helyettiik.) A talaj-mikrobidta pontos biomasszabecsléséhez tehat
elengedhetetlen a ,,makrobidta”: a gyokerek, talajallatok szitalassal, aprolékos kézi
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valogatassal stb. valo eltavolitasa. A foszfolipideket alkotd zsirsavak (PLFA) azonban
valtozatosak, el6fordulasukat az adott taxon zsirsav-anyagcserében aktiv enzimatikus
mitkodése szabja meg. Ez egyrészt a genotipus altal meghatarozott enzimkészlet, mas-
részt kornyezeti adaptacidé fiiggvénye, ugyanis az €16 sejtek foszfolipidjeik zsirsav-
Osszetételének szabalyozasa altal tartjak megfeleld szinten membranjaik fiziko—kémiai
paramétereit (fluiditasat). Egy sejt membranjanak 6 zsirsavai altalaban univerzalisak, a
taxon-specifikusak pedig minor komponensek: altalaban csak kis részét alkotjak az
0ssz-PLFA-mennyiségnek, és aranyuk valtozékony, erésen fiigg példaul a hémérséklet-
tol.

Az egyes PLFA-k tehat — bar utalhatnak egyes taxonok jelenlétére, részaranyanak
tér- és idobeli dinamikajara — adott taxon biomasszabecslésére kevésbé alkalmasak.

A zsirsav-taxonspecificitds megismerésének elvi korlatjat adja, hogy csak tiszta te-
nyészetbdl tudjuk egy adott faj PLFA-Osszetételét meghatarozni. Ezzel a korlattal sza-
molni kell, jollehet tudjuk, hogy a nagyobb csoportok szintje (Actinobacteria, d-Proteo-
bacteria) alatt a PLFA-tipusok eléggé altalanosak, igy egy jelenleg nem tenyészthetd faj
PLFA-tipusaira a DNS-alapon megallapitott a taxonomiai helye alapjan kovetkeztet-
hetiink.

A talajbdl kivont foszfolipidek a foszfolipid-foszfatban, ill. -zsirsavban kifejezett
Ossz-mennyiségiik (L-PO,, ill. PLFA) alapjan lehet6séget adnak a talaj-mikrobidta
baktérium + mikroeukariota biomasszajanak jellemzésére, foszfolipidzsirsav-spektrum
alapjan pedig egyes tdgabb taxoncsoportok jelenlétének, tér- és idébeli dinamikajanak
megallapitasara; ezaltal az életkdzosség szintjén torténd érzékeny bioindikaciora. A
foszfolipidek alapjan szamolt biomassza jol egyezik a direkt sejtszamlalassal és mas
biomolekulak (ATP, muraminsav: BALKWILL et al., 1988) valamint a kloroform-fumi-
gacios extrakci6 alapjan (LECKIE et al., 2004) kapott adatokkal, ugyanakkor a foszfo-
lipid-analizis eredményei rendszerint kisebb szoérassal birnak. Az 0ssz-PLFA-
mennyiség értékelésénél segithet, ha figyelembe vessziik, hogy a baktériumok atlagosan
100 umol PLFA-t tartalmaznak 1 g szaraztomegre vetitve, ami atlagosan 2,0x10'* sejt-
nek felel meg (BALKWILL et al., 1988).

A zsirsavak szerkezete, tipusai, elnevezései

A zsirsavak karbonsavak, melyek a zsirsavszintetiz-komplex segitségével a
malonil- CoA-bol, mint kiindulasi anyagbdl szintetizalodnak. Szabadon is eléfordulnak,
mint a membranlipidek komponensei, valamint az anyagcsere koztitermékei, kiillonb6z6
lipidek prekurzorai vagy lebontasi koztitermékei. Altalaban paros szénatomszamu alifas
vegyiiletek, de elé6fordulnak paratlan szénatomszamu elagazé komponensek is.

A zsirsavak elnevezésénél itt az altalanos gyakorlatot kovetjiik (ZELLES, 1999;
CHRISTIE, 2003). Szammal adjuk meg a teljes szénatomszdmot a lancvégi karboxil-
csoportot és az oldallancokat is beleértve. A teljes szénatomszam utin kettGsponttal
elvalasztva adjuk meg a kett6s kotések szamat. Ezt kovetden a kettds kotések helyzetét
szammal adjuk meg a karboxilcsoporttdl szamolva, ill. o jelzést kdvetden az alifas
lancvégtol (w) szamolva. (A félanc szénatomjait a gorég ABC betiiivel jeldljiik ugy,
hogy a karboxilcsoport melletti szénatom ., majd tovabb az alifas vég felé haladva 3, y
stb. jelolést kapnak. A alifas lanc ,,utols6 szénatomja” w jelzés(i.) Ez utobbi mod el-
lentmond annak a szabalynak, hogy a funkcios csoportok helyzetét a karboxilcsoporttol
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szamitjuk, de a lancvégtdl szamitva jobban el6tiinik, milyen anyagcsereuton johetett
létre az adott zsirsav, jobban latszanak az azonos prekurzorok (a zsirsavak lanchossza
gyakran valtozik B-oxidacioval, ill. lanchosszabbitassal, mindkettd a karboxilcsoportnal
megy végbe). A kettds kotés helyzete utan annak cisz/transz helyzetét (ha ismerjiik) c,
ill. #r jel mutatja. Az utolsé el6tti szénatomon metilcsoportot tartalmazé zsirsavakat iso,
a kettével el6tti szénatomon metilcsoportot tartalmazokat anteiso, a ciklopropil-
csoportot tartalmazokat cyclo, az —OH-csoportot tartalmazokat hidroxil-(szubsztitualt)
névvel, ill. a kettés kotések szama utani ,,i”, ,,a”, ill. a pozicid szamat kovetd ,,.cy”,
,»OH” roviditésekkel jeloljiik. Az eddigiektdl eltérd pozicidban elagazodo alkilcsoportot
a pozici6 szamat (ha ismerjiik) kovetd metil, etil, propil stb. nevet és ,,Me”, ,Et”,
,Prop” stb. jelolést kap. Az areldgazd, [-hidroxi-zsirsavakat mikolsavaknak nevezziik
és (tekintet nélkiill az eldgazds szénatomszamara) ,myl”’-lel jeldljik. A zsirsav-
metilészterek esetében a metil-észterre ,,Me-" eldtag utal. A 2. abran jelzett modell-
foszfolipidek mutatnak négy példat a felsorolt zsirsavtipusokra.

Foszfolipid-zsirsavak, mint biomarkerek

A nagyfoku molekulaszerkezeti valtozékonysaggal rendelkez6 foszfolipidek és az
ezeket alkoto foszfolipid-zsirsavak spektruma alkalmas mikroorganizmusok taxondmiai
meghatarozasahoz (SASSER, 1990). A taxondmiai céli PLFA-kutatids folyamatosan
boviti azokat az ismereteket, melyek alapjan talajok, vizek stb. PLFA-spektruma bio-
indikatorként hasznalhatdo (PARKES, 1987). (A gyakoribb mikrobacsoportokra jellemzd
fobb foszfolipid-zsirsavakat a 2. tablazat tartalmazza.) Az alabbiakban néhany példaval
vilagitjuk meg a PLFA-analizis bioindikacios lehetdségeit.

2. tabldzat
A gyakoribb mikrobacsoportokra jellemz6 foszfolipid-zsirsavak

Jelolés Elnevezés Eléfordulas, indikacios lehetdség
PLFA foszfolipid-zsirsavak biomassza
SATFA Telitett észterkotésii zsirsavak Bacteria, Eucarya
- egyeneslancu Bacteria, Eucarya
i, a, Me elagazd lancu Gram-pozitiv baktériumok
cy ciklopropil Gram-negativok, Clostridium,
Bifidobacterium
MUFA egyszeresen telitetlen észterkotésti zsirsavak
16:106 16-0s lanchossz, 1 kettds kotés az @ 6. helyen | I-es tipusi metanotroéfok
18:1m8 18-as lanchossz, 1 kettés kotés az m 6. helyen | II-es tipusi metanotréfok
PUFA tobbszordsen telitetlen észterkotésii zsirsavak | Eucarya, cianobaktériumok
PLOH észterkdtésii hidroxil-szubsztitualt zsirsavak
o -OH a karboxilcsoport melletti 1. szénatomon | Gram-negativok, Actinobacteria
B -OH a karboxilcsoport melletti 2. szénatomon | Mycobacterium
a -OH az w-szénatomon gombak
UNSFA nem észterkotéshi zsirsavak Anaerob baktériumok
UNOH nem észterko6tésii hidroxil-szubsztitualt zsirsa- | Anaerob baktériumok
vak
o -OH a karboxilcsoport melletti 1. szénatomon | Sphingomonas, Candida
B -OH a karboxilcsoport melletti 2. szénatomon | Bacteroides/Flavobacterium
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| myl | mikolsavak (f-hidroxi-, o-elagazas) | Mycobacterium, Nocardia

Az egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFA) a mikroeukaridtak (eukaridta mikro-
bak), a Gram-negativ, ill. Gram-pozitiv baktériumok korében eléfordulnak, de az utobbi
csoportban (az elébbi kettével szemben) rendkiviil kis mennyiségben. Igy az egysze-
resen telitett zsirsavakat a mikroeukariotak és a Gram-negativ baktérium bioindikacio-
jara hasznaljak (RATLEDGE & WILKINSON, 1988).

A kétszeresen telitetlen linolsav (18:2w6,9) egyes vizsgalati eredmények szerint a
gombak jo biomarkere. FEDERLE (1986) szamos talajban €16 gombaban megtalalta e
jellegzetes zsirsavat. FROSTEGARD és BAATH (1996) kiilonb6z6 mivelési teriiletek
PLFA-vizsgalatakor pozitiv korrelaciot tapasztalt e komponens és szamos mas gomba-
biomarker k6zott (pl. ergoszterin). SUNDH €s munkatarsai (1997) ezzel ellentétes ered-
ményt kaptak egy t6zeglap tanulmanyozasakor: nem taldltak szoros Osszefiiggést a
linolsav, valamint mas gomba-biomarkerek kozott. Azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy
ez a zsirsav nem minden életkdzdsség esetében hasznalhatd gomba-biomarkerként.
ZELLES (1999) kiilonb6z6 baktérium-, gomba-, valamint névényfajok PLFA-vizsgalata
soran azt tapasztalta, hogy a linolsav a ndvényekben is nagy koncentracidban megtalal-
hatd, nem csupan a gombakban. Kovetkeztetésként ez a zsirsav akkor jo indikatora a
gombaknak, ha ndvényi sejt biztosan nincs jelen a vizsgalando objektumban.

A zsirsavakban a lanchossznal altalaban jelent6sebb taxondmiai informacié a szub-
sztituens vagy a telitetlen kotés lancvégtdl szamitott helyzete. Tiikr6zi ugyanis, hogy
milyen anyagcsereuton johetett 1étre az adott zsirsav. A zsirsavak lanchossza ezzel
szemben gyakran véltozik (-oxidacioval, ill. lanchosszabbitassal. Példa erre a 16:0 10-
Me, a 17:0 10-Me és a 18:0 10-Me zsirsavak sora, amely gyakori az aktinobaktériumok
(,,sugargombak™) korében (KROPPENSTEDT, 1992). Ez okbol kifolyolag az adatok érté-
kelése és értelmezése soran egyetlen zsirsav megjeldlése helyett sokszor szerencsésebb
a zsirsavsor, zsirsavcsoport megnevezése, egylittes kezelése.

Esetenként egyes zsirsavcsoportok egymashoz viszonyitott aranya lehet karakterisz-
tikus, példaul az észterkdtésli és nem-€szterkotésii zsirsavak aranya az aerob és anaerob
szervezetek aranyara ¢€s igy a talaj tartds oxigén-ellatottsagara ad informaciot.

A PLFA-spektrum diverzitisa jelzi a mikrobidta faji diverzitisat is. A makro-
Okologiaban hasznalt faj/abundancia tipusti informacioval a mikrobidta mar ismertetett
modszertani okokbol nem jellemezhet6. A mikrobiota taxondiverzitasanak indikacio-
jara, ill. gyakorlati helyettesitésére a PLFA-spektrum diverzitasi mutatéi a kdvetkezd
okok miatt lehetnek alkalmasak:

— a mikrobiota PLFA-spektruma az archaebaktériumokat nem tekintve a teljes €16
mikrobidtara jellemzo;

— a baktériumok és a mikroeukariotak PLFA-spektrumuk alapjan egymastol elkii-
16nithetdek;

— a mikrobidta minden tagja sajat biomasszajaval aranyosan jarul hozza a
mikrobidta PLFA-profiljahoz.

A PLFA-spektrum diverzitasanak jellemzésére a faji diverzitashoz hasonléan harom
mutaté hasznalhaté (HEDRICK et al., 2000). Az els6 a (fajszamnak megfeleld) talalt
PLFA-féleségek szama (Sprra), amely mutatd fiigg a minta mennyiségétol, igy kiilon-
bdz6 mennyiségli mintak preciz 6sszehasonlitasanak elvi akadalya van. A Shannon- (H)
(SHANNON & WEAVER, 1949) és a Simpson-index (A) (SIMPSON, 1949) kikiiszoboli a
mintamennyiségbdl eredd problémakat:



A talaj-mikrobidta vizsgélata foszfolipidek alapjan. L. 525

H ="2[p;*In(p;)], illetve
A =Zp?, helyette gyakrabban hasznalt D = 1-A = 1"Zp;%, ahol p; az i PLFA relativ mennyisége.

A PLFA adatok megfelel6 normalizalasaval az eltéré analitikai érzékenységbdl fa-
kado problémak csokkentheték voltak. Baktériumfajok publikalt PLFA-spektrumaibol
in silico képzett kozosségek faji és PLFA-alapu diverzitasi mutatoi, ill. talajok DNS-
alapu denaturadld gélelektroforézises és PLFA-alapt diverzitdsi mutatdi kozott szoros
Osszefliggés mutatkozott (HEDRICK et al., 2000). A kis biomasszaval jellemezhet6 fajok
jellegzetes zsirsavainak mennyiségei nem érik el az analitikai kimutatasi hatart, ill. a
normalizalas soran kiesnek. Ezért a PLFA-diverzitasi mutatok a mikrobiota nagyobb
abundanciaval jelenlévl (nem archaebaktérium) részének diverzitsara vonatkoznak és
eszerint értelmezendék (HEDRICK et al., 2000). A taxondiverzitas jelezhetOségének
tovabbi elvi problémaja, hogy minden faj egyenként tobb PLFA-val jarul hozza a
mikrobiota PLFA-spektrumahoz, ill. sok fajnak egymashoz nagyon hasonlé a PLFA-
spektruma. Mindezek miatt HEDRICK €s munkatarsai (2000) tanulmanyuk zarszavaként
a kémiai adatokra hasznalhat6 0j diverzitasi mutatok és/vagy abundancia-eloszlasi mo-
dellek sziikségességét emelik ki.

A PLFA-analizis elonyei, hdtranyai

A modszer elényei a mennyiségi meghatarozas és a specifikus mikrobacsoportok
kimutatasanak kombinaci6jabol fakadnak, valamint abbol, hogy a zsirsavak a talajban
gyorsan lebomlanak, igy a zsirsavanalizis mindig az aktualis mikrobakdzosségrél ad
informaciot. Ezzel szemben minden molekularis modszernél szamolni kell azzal, hogy
egy clhalt sejt DNS-fragmentjei agyagasvanyok feliiletén adszorbealddva tartéosan fenn-
maradhatnak. Ezért a foszfolipid-zsirsav alapt megkozelitéssel gyors kozosségi szuk-
cessziok is nyomon kdvethetok, példaul egy komposztalasi folyamat kezdetének napos
skalan bekovetkez6 valtozasai. Mas biomasszabecslésektdl eltéréen a tartaléktapanya-
gok, a genetikai redundancia stb. nem zavarja, hogy a becsiilt biomassza-értékbdl az
aktivitas szintjére kdvetkeztessiink. A nukleinsavak amiatt sem tiikrozik hiven az abun-
dancia-viszonyokat, mert kiilonbozé sejtek DNS-, ill. RNS-tartalma, egyes gének
kopia-szama erdsen eltéré lehet (LECKIE et al., 2004). A foszfolipid-zsirsavak
Osszmennyisége jelenleg a mikrobidlis biomassza legjobb becslésének tekinthets. A
kloroform-fumi-gacids biomasszabecslési modszerekkel vald 6sszehasonlitdsa érdekes
eredményeket hozott. ZELLES és munkatarsai (1997) kloroform-fumigécid torténéseit
kovette  zsirsavanalizissel. Kimutattak, hogy a kloroformkezelés egyetlen
mikrobacsoportot sem 6lt el teljes hatékonysaggal, a Gram-pozitivokat pedig csak 30%-
ban érintette. A nem eliminalt mikrobacsoportok, igy a Gram-pozitivok 70%-a nem
jelent meg a fumigacidval mért biomasszaban.

A foszfolipid-zsirsav analizis hatranya eszkozigényén tal egyes membranlipid-
zsirsavak €s a biomassza nem egyértelmi 6sszefiiggésében keresendd, ugyanis az egyes
zsirsavak mennyisége kornyezeti tényezok hatasara fajon beliil is eltérhet (ez azonban
az 0Ossz-zsirsavmennyiség biomasszabecslésre vonatkozé értékét nem befolyasolja).
Jelentés hatrany tovabba, hogy nagy az atfedés a kiilonboz6 zsirsavak el6fordulasa
kozott, és viszonylag kevés a kellé6 mértékben specifikus zsirsav. Megemlitjiik még,
hogy megfelelé érzékenységii PLFA-analizishez analitikai okok miatt legalabb 107 sejt
sziikséges (WHITE, 1994).



526 SZEMLE

A foszfolipid-analizis eredményei a talajbiolégidban

A talajbiologidban altalanos gyakorlat, hogy a talajhorizontnak csupan a vélhetéen
nagyobb biomasszaju felszini rétegeit vizsgaljak, és a mélyebb rétegeket figyelmen
kiviil hagyjak. Két talajszelvény rétegeinek PLFA-analizise pontositotta a talaj-
mikrobidta fiiggbleges eloszlasardl alkotott képet: a felszintél 2 m mélységig becsiilt
biomassza 35%-a talalhat6 a 25 cm-nél mélyebben fekvo rétegekben. A talajmikrobiota
szerkezete is jelent6sen valtozott a mélységgel, lefelé csokkend diverzitas mellett
(FIERER et al., 2003).

Talajok mikrobiologiai vizsgalatanal altalanos — és szinte altalanosan kritizalt —
gyakorlat a talajmintak vizsgalat elotti tarolasa, szaritasa, szitalasa. PLFA-alapt vizsga-
latok szerint téli, de fagymentes talajbol vett mintak hiitétt (4,5 °C, 10 °C), nyitott talca-
kon vald (szarité hatast) tarolasa nem okozott szignifikans eltérést a talaj-mikrobiota
Osszetételében, mig az elsd szitadlas (<4 mm) csokkentette a gombakra jellemzd
18:2w6,9 zsirsav mennyiségét, feltehetéen a hifak tordelése kovetkeztében. A 25 °C-on
torténd tarolas nemcsak jelentds eltéréseket okozott a zsirsavspektrumban, melyeket a
mennyiséget is csokkentette (PETERSEN & KLUG, 1994).

A PLFA-analizis alkalmas lebontasi folyamatok kovetésére. Komposztalas soran a
mikrobidta szukcesszidja kovethetd, strukturdja, biomasszaja a folyamat eldrehaladot-
tabb allapotaban (mikor a ndvényi, allati eredetii PLFA eltiinik) jelezhet6 volt. A 10-Me
PLFA-k mennyiségén keresztiil az aktinobaktériumok abundancia-ndvekedése a kom-
poszt érettségének indikatora lehet (STEGER et al., 2003). A komposztalas soran egyes
mikrobacsoportok abundanciajanak valtozasaihoz egyértelmiien kapcsolodtak egyes
liveghazhatasért felelds gazok (CO,, CHy, N,O) emisszios gorbéinek alakulasa (HELL-
MANN et al., 1997). Lehetséges a mikrobialis oltdéanyag ,,sorsanak” kovetése is: ndvényi
hulladék komposztalasa kezdetén adott inokulum a termofil szakaszt6l kezdédéen nem
volt hatassal sem a lebonto folyamatokra, sem a mikrobiota PLFA-spektrumara. A kez-
detben beallitott pH ugyanakkor mindkett6t befolyasolta, feltehetéen a termofil szakasz
hosszanak befolyasolasan keresztiil (LEI & VAN DER GHEYNST, 2000).

PLFA-analizist a teljes rizoszféran (nem csak a kiilso rizoszféran, a gyokérfeliileten
tapado talajrétegen) TUNLID és munkatarsai (1985) végeztek, mégpedig steril és ismert
baktériumokkal inokulalt repcendvényeken. Sikeriilt pozitiv rizoszféra-effektust, vala-
mint a rizoszféra-habitatnak a talajéhoz képest kiegyensulyozottabb tapanyag-ellatott-
sdgat kimutatniuk, de modszertani munkajukbol baktériumkdzosségekre vonatkozd
kovetkeztetéseket nem vontak le. Tézegben, ahol a gyokerek konnyen elvalaszthatok a
tézegmatrixtol, természetes koriilmények kozott is sikeriilt pozitiv rizoszféra-effektust
kimutatni, valamint kiilonb6z6 1api novények ¢€s a tézeg baktériumbiotajat dsszehasonli-
tani a baktérium-specifikus PLFA-k kizardlagos figyelembe vételével (HALBRITTER &
MOGYOROSSY, 2002).

Tézeglapokban vizszintes (a vegetacionak megfeleld, BORGA et al., 1994) és fiiggd-
leges (a redoxpotencial altal befolyasolt, SUNDH et al., 1997) mikrobidta-szerkezeti
valtozasokat mutattak ki PLFA-analizis alapjan.

Az alapkézet mikrobiotajanak vizsgalata érzékeny modszereket kovetel. Uj-Mexiko
tiledékeiben a felszint6l 300 m mélységig feltérképezték a fobb €16 mikrobacsoportokat,
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s a kozeli tengeri iiledékek jellemz6 fajait is megtalaltak, melyek feltehetden az iiledék
képzddésekor keriiltek oda (RINGELBERG et al., 1997).

Izotopos nyomjelzés foszfolipid-vizsgalatokkal

Az els6 életkdzosségi szintli foszfolipid-analizist KING és munkatarsai (1977) vé-
gezték. Uledékekben “C-jeldlt szubsztrat hozzaadasa utan mérték a kinyert, majd vé-
konyrétegen kromatografiasan elvalasztott foszfolipidek radioaktivitasat, és ezaltal az
adott mikrobidta aktivitasara kovetkeztettek.

Lehetéség van stabil izotopos (°C) nyomkovetésre is. E modszer soran a gézkro-
matografon elvalasztott komponensek egy oxidativ reaktorba jutnak, ahol a széntarta-
lom szén-dioxidda alakul, amibdl egy nagyfelbontasi MS segitségével a 45/44 m/z
arany alapjan megallapithato a >C/2C arany. Ezt egy referenciaanyaghoz (,,Pee Dee
belem-nit”: a dél-karolinai Pee Dee-ben talalhato, a labasfejliek kihalt Belemnoida cso-
portjaté] szarmazo fosszilia) viszonyitva minden komponensrél egy 8'°C-értéket szami-
tanak az alabbi képlet szerint (PANCOST & DAMSTE, 2003):

8°C=("Ru*Repp-1)*10°,
ahol: BR: ¥C/**C, mk: mintakomponens, PDB: ,,Pee Dee belemnit” standard.

Antarktiszi talajok biodegradacios vizsgalatakor *C-jelolt novényi anyaggal tortént
inkubalas utan a PLFA-frakcié tomegspektrometrias elemzése soran nem volt kimutat-
hatd a jelolt szubsztrat beépiilése, szemben a gombakra jellemz6 ergoszterinnel. E kis
diverzitasu, extrém hémérséklet mellett 1étezd mikrobidta biodegradacios miitkodéséért
tehat gombak felelosek (MALOSSO et al., 2004). Szénhidrogén-szennyezett altalajban
asszimilaciojaért a Desulfobacter és a Desulfobacula nemzetségekhez tartozd szulfat-
redukalo baktériumok voltak feleldsek (PELZ et al., 2001). LU és munkatarsai (2004) a
rizs kiilsd rizoszféra (a gyokérrdl lemosott talaj) baktériumkozosségének gyokérexu-
datum-fiiggését vizsgaltak. *CO,-dal dusitott 1égkdrben 6 6ran at inkubalt rizsndvénye-
ken az inkubéciot kovetd elsd 6raban megjelent a *C a rizoszféra PLFA-tartalmaban. A
PLFA-"C tartalma nagyrészt az aspecifikus 16:0, 18:107 és 18:1m9 zsirsavakban jelent
meg (ezek egy része a gyokér levalt sejtjeibdl is szarmazhat), mig a Gram-pozitivokra
jellemzé iso és anteiso PLFA-k 8"C-értékei ('’C-tartalma) kicsik maradtak, aminek
feltételezett oka, hogy az iso és anteiso zsirsavakat tartalmazoé Bacillusok és az aktino-
baktériumok kevéssé vesznek részt a konnyen hozzaférheté gyokérexudatum-kompo-
nensek hasznositasaban.

A BC kiilonbéz6 aranyban természetesen is eléfordul, igy jeldlés nélkiil is lehetsé-
ges nyomkdvetés. Bér a lipidek 8" C-értékeinek kialakulasa kevéssé ismert, altalanos-
sagban alkalmazhat6 az az elv, hogy az organizmus asszimilalt szénforrasanak 8C-
értéke a meghatarozo tényezé. Kis 8C-értékii lipidek jellemzéek példaul aerob
metilotrofidra, metanogenezisre. *C-vel jeldlt szubsztrat alkalmazasaval kovetkeztethe-
tiink a szubsztrat asszimilacidojaban kozremiikddd szervezetekre, a szubsztrat Utjara a
kozosségi anyagcesere-halozatban (PANCOST & DAMSTE, 2003). Rekalcitrans, degrada-
ciénak ellenalldo biomarker-lipidek, pl. hopanoidok, arhaeolok vizsgalataval
mikrobafosszilidkat vizsgalhatunk, kdvetkeztethetlink egy fosszilis €életk6zosség 6kolo-
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giai valtozasaira (paleo-0kologia). PANCOST és DAMSTE (2003) egy jégkori eredetii
tézeglapbodl szarmazo fosszilis tézeg kiilonbozé kort rétegeinek hopanoid- és archaeol-
S C-értékeibdl kovetkeztetett a szerves-szén-lebontési utak véltozasaira, ezéltal kozve-
tetten az egykori lapteriilet klimavaltozasaira.

A mezégazdasagi talajhasznalat hatasainak vizsgalata

A fenntarthat6 mezégazdalkodas elengedhetetlen része a talajok kizsigerelését elke-
rild novénytermesztés, a kemikalidk talzott hasznalatanak mérséklése és a talajélet
biodiverzitasanak a megbrzése. A talaj biodiverzitasanak csokkenését talajdegradacios
folyamatként ismeri el az Eurépai Kérnyezetvédelmi Ugyndkség, mely eurdpai léptékii
(EEA, 2001).

A kiilonféle agrotechnikai eljarasok alkalmazasa drasztikus beavatkozast jelenthet a
talajra, ill. a talajéletre nézve, igy a mezdgazdasagi termelés maga utan vonja a talaj
mikrobialis biomasszajanak és a mikrobialis kozosség struktirdjanak modosulasat. E
valtozasokat vizsgaltak ZELLES és munkatarsai (1992) kiilonféle mezdgazdasagi miive-
1és alatt allo tartamkisérleti parcellakon (fekete ugar, zold ugar, burgonya monokultara,
bluza monokultira, vetésforgo, legeld). Jo korrelacid volt tapasztalhato a PLFA-cso-
portok mennyisége, a SIR és kiilonboz6 enzimaktivitasok kozott. A szantok koziil a
vetésforgd biomasszaja volt legnagyobb, mig nem miitragyazott legelon a mikrobialis
biomassza tobb mint kétszerese volt a vetésforgoban miivelt talajénak. Mas vizsgalatok
is megerdsitik a szantasnak a mikrobidtara gyakorolt hatasat. JACKSON és munkatarsai
(2003) vizsgalatai szerint a szantas azonnali valtozast okoz a mikrobiota PLFA-profil-
jaban, bar az 6ssz-PLFA-mennyiséget kevéssé érinti; mikozben az iiveghazhatast erdsi-
t6 gazok emisszidjat, a nitrat kimosddasat noveli.

Monokulturas, ontézott rizsfoldek mikrobidlis biomasszajat és a mikrobakozosség
struktirajat tanulmanyoztdk PLFA-analizissel REICHARDT és munkatarsai (1997). A
mikrobialis biomassza mennyisége a vegetacio masodik felétél csokkent. A Gram-nega-
tiv és a Gram-pozitiv baktériumok, valamint a metanotroéfok (18:1 ®8) mennyisége a
terméséres kozeledtével novekedett.

Kiilonbo6zo fenoldgiai fazisban 1évé ndvényekkel boritott rizsfoldek talajait vizsgal-
tak BAI és munkatarsai (2000) PLFA, lipopoliszaccharid-hidroxi-zsirsavak ¢és
éterlipidek alapjan. A bokrosodas és a viragzas kezdete kozotti fenologiai fazisa nové-
nyek talajanak vizsgalatakor az észterkotott PLFA mennyisége drasztikusan csokkent,
ellentétben a nem észterkdtott PLFA, a lipopoliszaccharid-hidroxi-zsirsavak, valamint
az éterkotési lipidek mennyiségével, amely nem véltozott, vagy novekedett. Eszerint a
bokrosodas és a viragzas fenologiai fazisa kozott az aerob baktériumok biomasszaja
csokkent, viszont az anaerob baktériumok és az archaebaktériumok mennyisége nove-
kedett. A terméséréshez kozeledve — megerdsitve REICHARDT €s munkatarsai (1997)
eredményeit — a kdzosségi szerkezet ismét valtozott, a Gram-negativ baktériumok €s a
metanotrofok mennyisége novekedett. Egy, a rizsszalma 1égszennyezéssel jard tarloége-
tésének beszantassal valo helyettesitését vizsgald kisérletben az elarasztas és a szalma
beszantasa mind jelentds valtozasokat indukalt a mikrobialis kozosségekben, dsszefiig-
gésben a metan-emisszioval €s a lebonto folyamatokkal (Bossio & Scow, 1997).
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BARDGETT és munkatarsainak (1997) eredményei szerint a PLFA-analizissel meg-
kiilonboztethetoek a legeltetett €s nem legeltetett teriiletek talajai.

BossIO €s munkatarsainak (1998) kutatasai alapjan ugy tiinik, a szerves, kdrnyezet-
kimélo és hagyomanyos tapanyagpotlas hatasara a talajok mikrobakdzosségei egymas-
tol jol elkiilonithetdek e miiveléstipusok szerint, bar a vizsgalt teriileteken a miivelés
hatasa a talajtipus és a vegetacios peridodus hatdsanal kisebb volt.

HEDLUND (2002) természetes vagy mesterséges szukcesszioé folyamata alatt 1évo,
mezdgazdalkodasi miivelés alol kivett teriiletek mikrobiotajat vizsgalta. (A mesterséges
szukcesszio soran 15 novényfaj magkeverékét hasznalta.) A mikrobialis k6zosség szer-
kezete a muivelés felhagyasatol szamitott masodik évt6l megvaltozott, a bevetett és a

s

Talajszennyezés hatasanak vizsgadlata, okotoxikologiai alkalmazasok

Az elsé irasos feljegyzések a nehézfémek talajmikrobakra gyakorolt hatasarol a XX.
szazad elejérdl szarmaznak (LIPMAN & BURGESS, 1914; BROWN & MINGES, 1916). A
fémek kozvetleniil vagy kozvetve, 1égkori tilepedéssel a talajba keriilhetnek és akkumu-
lalodhatnak. A szennyezett talajban altalaban csokken a mikrobialis aktivitas, a
biomassza mennyisége, valamint a biodiverzitas. Ma mar a talajszennyezés vizsgalata-
hoz elengedhetetlen a mikrobialis hattér feltérképezése.

FROSTEGARD ¢s munkatarsai (1993) két eltérd eredetli (erdei és szant6foldi) talajt
Mindkét talajféleségnél a szennyezés hatasara csokkent a 15:0 i és a 17:0 i (Gram-
pozitiv baktériumok), valamint az egyszeresen telitett 16:1m5c és a 16:1w7c zsirsavak
koncentracidja, viszont a 16:0 i, az elagazé 17:0 és 18:0 és a 17:0 cy (Gram-negativ
baktériumok) zsirsavak mennyisége novekedett. Az erdétalajon az aktinobaktériumokra
jellemz6 PLFA-k koncentracidja szintén magasabb volt a kezelt teriileten a kontrollhoz
képest (16:0 10-Me, 17:0 10-Me, 18:0 10-Me), mig a szant6foldon ezeknek a zsirsav-
nak a mennyisége csokkent. A baktériumokra jellemz6 15:0 és 17:0 PLFA csupan a
szant6foldi talajban mutatott novekedést. A szant6foldnél a réz kivételével mindegyik
alkalmazott nehézfém hatdsara a gombak abundancidja a 18:2w6,9 PLFA alapjan meg-
ndvekedett. A mikrobialis biomassza egyértelmi csokkenést mutatott mind a PLFA, az
ATP, valamint a talajrespiracio6 alapu vizsgalatoknal.

Hasonlo eredményre jutottak mas skandindv kutatok is, amikor a mikrobialis struk-
tura szintén nehézfémek hatasara bekovekezett valtozasat vizsgaltak (BAATH et al.,
1992; PENNANEN et al., 1996; FRITZE et al,. 1997). Eredményeik alapjan a nehézfém-
szennyezés mind a mikrobidlis aktivitast, mind a mikrobialis biomasszat csokkentette,
valamint a mikrobialis kdzosség szerkezetében is modosulas kovetkezett be. A 18:0 10-
Me nagymértékben, a 17:0 cy, 14:0 i, 16:1®5, 18:107 és a 19:1 PLFA mérsékeltebben
novekedett, mig a 15:0, 15:0 i, 16:0 10-Me, 16:1w07t, 18:109 és a 19:0 cy a szennyezett
terlileten a kontrollhoz képest csokkenést mutatott.

ZELLES és munkatarsai (1994) komlaiiltetvényeken (a Cu-tartalmi fungicidek alkal-
mazasa miatti) Cu-szennyezés hatasara bekdvetkezett PLFA-mintazati valtozasokat
tanulmanyoztak. A Cu-szennyezés kovetkeztében megnovekedett a Gram-negativ bak-
tériumokra jellemzdé zsirsavak mennyisége, a Gram-pozitiv baktériumok jelenlétére
utald elagaz6 lancu zsirsavak, valamint az aktinobaktériumokra (nehézfém-érzékeny
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csoport) jellemzé 10-Me zsirsavak (SCHLOTER et al., 1998) koncentracidja viszont
csokkent.

Szant6foldi talajok mikrobialis struktarajanak nehézfémek hatasara bekovetkezd
valtozasanak vizsgalatakor DAHLIN és munkatarsai (1997) az egyik vizsgalt teriiletet
nehéz-fémsodkkal, a masikat szennyviziszappal (kontroll, alacsony, kdzepes, nagy dozis)
kezelték. Az nehézfémso-kezelés esetében nem tortént szignifikans valtozas a kezelések
hatasara, ellentétben a masik teriilettel, ahol a kdzepes és nagy dozisu szennyviziszap
alkal-mazasakor megndvekedett a 18:2w6,9 (gomba-biomarker) zsirsav mennyisége.
Szig-nifikans kiilonbség volt tapasztalhaté a nagydozisu szennyviziszap-kezelésnek
alavetett és a kontrolltalajok PLFA-mintazataban, valamint a baktériumkozosségek Cu-
toleran-ciajaban.

KHAN ¢és SCULLION (2000) kiilonboz6 agyag- és szervesanyag-tartalmu talajok
szennyviziszap-kezelés hatasara bekovetkezé mikrobialis valaszreakcioit figyelték meg.
A kezelés hatasara a kontrollhoz képest csokkent a baktérium/gomba arany, ami elso-
sorban a gombak mennyiségi novekedése eredményezett, amit az ergoszterin — mint
gomba biomarker — ndvekedése is alatamasztott.

Trinitro-toluolos talajszennyezés hatdsara a PLFA-analizis alapjan a Gram-pozitiv
baktériumok, gombak és protozoonok mennyisége csokkent (WILKE et al., 2004), majd
a szervesanyag-kezeléssel jaro talajremediacio hatasara lényegesen megndvekedett.

Az egy—egy faj valaszara korlatozodo, redukcionista okotoxikologiai tesztekkel
szemben a lipidanalizis lehetdséget nyujt életk6zosségi, sot dkoszisztéma-szintli toxiko-
logiai vizsgalatokra (,,multi-species, multitrophic level toxicity assessment”), ahol a
biomassza, a mikrobiota-szerkezet és a taplaltsagi allapot valtozasai koran jelezhetnek
toxikus hatasokat. Egy feliiletaktiv anyagokat gyartd tizem mar igy teszteli termékeit
(WHITE et al., 1998) egy un. perifiton-biomonitorral, ahol a tesztelendd anyagok olda-
taba mikrobialis biofilmmel (perifiton) fedett iiveglapot helyeznek, és e perifiton SLB-
valtozasait kovetik (GUCKERT et al., 1991). A megfigyelhetd hatast nem okozd legna-
gyobb koncentracio (NOEC: no-observed-effect-concentration) megadasaval lehetséges
a toxikologiai vizsgalatok eredményeinek legegyszeribb megvilagitasa, dontéseld-
készitd kozlése (GUCKERT, 1996). Lipid-biomarkerek alapjan szakaszosan taplalt bio-
gazreaktorban a szabalyozashoz kell¢ id6ben jelezhet6 a mikrobiodta tapanyag-ellatott-
sagi allapota (az alul-, ill. taltaplaltsag), valamint az esetleges zavard hatasok (HEDRICK
etal., 1991).

Osszefoglalas

A talaj-mikrobidta mennyiségi viszonyait, struktirajat és funkcioit célzo vizsgalatok
komoly bioindikacios értékiiek lehetnek, jelentds gyakorlati segitséggel birhatnak, ha
egy talaj allapotat, egy kezelés vagy szennyezés hatdsat probaljuk megismerni. Ilyen
esetekben olyan konnyen kimutathato, jol kovethetd és lehetdleg kvantitativ mérhetd
markerekre, indikatorokra van sziikség, melyekbdl a talaj belsd torténéseire, allapotara
kovetkeztethetiink, és abbol viselkedését megfelel6 megbizhatésaggal josolni tudjuk.

A mikrobiota kdzvetett vizsgalatara elméleti problémakkal a legkevésbé terhelt és a
gyakorlatban is egyre terjedd valasztas a foszfolipidekre iranyul. A foszfolipid-zsirsav-
(PLFA-) alapti mikrobiota-vizsgalat elényei a mennyiségi meghatarozas és a specifikus
mikrobacsoportok kimutatasanak kombinacidjabol fakadnak, valamint abbol, hogy a



A talaj-mikrobidta vizsgélata foszfolipidek alapjan. L. 531

foszfolipidek a talajban gyorsan lebomlanak, igy a PLFA-analizis mindig az aktualis
mikrobak6zosségrdol ad informaciot. Hatranya, hogy az egyes zsirsavak mennyisége
kornyezeti tényezOk hatasara fajon beliil is eltérhet, tovabba, hogy nagy az atfedés a
kiilonboz6 zsirsavak eléfordulasa kozott, és viszonylag kevés a kelld mértékben speci-
fikus zsirsav.

Az els6 életkdzosségi szintli foszfolipid-analizist KING és munkatarsai végezték
1977-ben. Azota szamos kutatd alkalmazta és alkalmazza a talaj mikrobialis biomassza-
janak becslésére, valamint a mikrobidta strukturdjanak meghatarozasadhoz a PLFA-
analizist, példaul mezégazdasagi talajhasznalat, talajszennyezés hatasainak vizsgalatara,
okotoxikologiai tesztekhez, jelolt szubsztratok beéptilésének vizsgalatara.

A dolgozat az OTKA (T 038280 és M 041669 sz.) tamogatasaval késziilt.
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