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A biodiverzitas és az evollucio alappillére a getidiverzitas. A genetikai diverzitdsban
felléps veszteségek nagyon gyakran atropogén stresszatmt&®vetkeznek be: ezt a
jelenséget ,genetikai er6ziénak” is nevezi a modaakirodalom.

A kérnyezetszennyezéseknek a genetikai diveraitggakorolt karos hatadsa minden kétséget
kizaréan bebizonyosodott, de a varhatd karosoddmckizat mértekének megadasara ma
meég nincs megfelélmddszeriink és objektiv nédzamunk.

A genetikai diverzitast jellendz mutatdk, ,indexek” altalaban nem objektiv, kvaatiw
meérszamok, hanem relativ jelleitiz

Egységes é€s minden szempontbdl megferakbtodika sem létezik a genetikai diverzitas
kvantitativ. mérésére, emiatt az EurOpaban egysegesd¢kalmazott kornyezeti
kockézatfelmérési metodikaba sem illeszibkta diverzitasra kapott eredmények.

Mindezek ellenére nagy Iéptekkel halad ez a tudgdgra megoldas felé, hiszen a modern
géntechnikdk kifefldése Ujabb l6kést adott és a hagyomanyos morfoldgiekémiai és
fiziologiai vizsgalatok mellé felsorakoztak a malddris-, elésorban a DNS-technikak,
melyek ismertetését és rendszerezését a 2. régésben megadtuk.

A BME-MGKT koérnyezeti mikrobiologia csoportjaban ismegindult a hagyomanyos
mikrobiolégiai modszerek mellett a modern géntekaini médszerek fejlesztése és
alkalmazasa, utébbi élsorban a FISH technikara épitve, melynek fizikaapgit is
megteremtettiik egy fluoreszcens mikroszkop, éréékeoftver és a megfeleleszkdzok és
vegyszerek beszerzéseével.

A projektben szerepl mindkét témakort tamogatjuk a molekularis geneétikdapok
tisztazasaval.

A.) A biodegradalhat6 szerves szenrjmryagokkal szennyezett talajok esetében
elsssorban a biodegradalhat6 szenrigr/aghoz, mint energiaforrasul szolgalo
szubsztrahoz val6 alkalmazkodast vizsgaljuk hagyyms mikrobiologiai, biokémiai
és modern géntechnikai modszerekkel.

B.) A toxikus fémekkel szennyezett terilet talajabarelaézfémekhez adaptalodott
baktérium- és gombasejtek illetve kozosségek efigiesdgiai, biokémiai és genetikai
jellemzsit vizsgaljuk.

A vegyi anyagok genetikai eroziv hatasanak szarisitése az okotoxikologia egyik célja.
Ez a mikrobioldgiai, Okotoxikoloégia és molekularibiolégiai modszerek egyittes
alkalmazasat kivanja meg. Ebbe az iranyba tettiéhidmy kezd lépést az Uj bioremediacios
technologiak alapjait kutatd projekt keretében.



A. BIODEG RADALHATO SZERVES SZENNYEZ OANYAG HATASA A TALAJ-
MIKROFLORARA

A szubsztrathoz val6 alkalmazkodast, a kozosségosadasat, energiatermelését (Iégzését)
és specifikus bontdképességeét vizsgalhatjuk a btaj hagyomanyos mikrobioldgiai,
biokémiai és fiziologiai eljardsokkal és moderntgéhnikakkal.

1. A MIKROFLORA KATABOLIKUS KAPACITASANAK ES MIKROB  IALIS AKTIVI-
TASANAK VIZSGALATA HAGYOMANYOS MODSZEREKKEL
SZENHIDROGENEKKEL SZENNYEZETT TALAJOK

A talajba kerilt szennyéanyagok lebontdsaban egymassal koélcstnhatasbantaddip
mikroorganizmusok, mikroorganizmus-k6zosségek velszrészt. A mikrobidlis k6zosseg
szerkezete a kornyezeti korilmények valtozasawdlugzamosan alakul, ezaltal letved téve
jellemzéséhez, egy szennyezett terlilet Ontisztpsstgének becsléséhez, a folyamatok
megeértésehez és optimalis bioremediacios techralotgrvezésehez elengedhetetlen és
elsbdlegesen fontos feladat a lebontasban szerepetldvathikroorganizmus-populaciok
jellemzése, a mikrobak izolalasa és identifikaldszta kultirak tenyésztése és vizsgalata.
Ezen modszerek korlatja viszont, hogy csak a labotemi kérilmények kozott, taptalajon
tenyészthét mikroorganizmusok vizsgalhatok. Ezen mikrobaklaj tanikrobapopulaciéjanak
minddssze 0,01-10% -at teszik ki. Ennek ok&seldban az, hogy egyes fajok metabolikus
elénydk révén tulndvik a lassabban szaporoddé fajdkggtazok nem lesznek detektalhatoak,
méasodsorban pedig az, hogy az altalanos taptalagédektalja a mikroorganizmusokat.
Ugyanakkor az actinomycetak és a gombéksitaszama lemezéntéses modszerrel kbnnyen
tulbecsiulhet, mert a talajpban spéraként jelerdevmikroorganizmusok a kdrnyezeti
korilmények megvaltozasara valaszul telepet képezhe hagyomanyos laboratoriumi
modszereket egészitik ki a mikroorganizmusok ésabié-kdzosségeln situ aktivitAsanak

és kolcsonhatasainak vizsgalatara alkalmas molegubdoldgiai €s mikrobidlis 6koldgiai
modszerek. Ezen technikak &ltal lehet valik a szennyéamanyag hatasara a
mikrobapopulacioban bekovetkez valtozas, mint pl. fajeloszlas, egyédség
megvaltozdsanak detektaldsa.

A szénhidrogének koérnyezetre karos hatasa kémedetstellikil figgéen toxicitasukkal,
mutagén  és  karcinogén  tulajdonsagukkal, ezenfelilismértéki  bioldgiai
hozzaférhdiséglikkel és biodegradalhatésagukkal jellemézket

Kénnyen biodegradalhatd vegyuletek kornyezetbe l&seliesetén roviddel a szennyezést
kovetben megkezédik a mikroorganizmusok adaptacidja, a degradamtyafmataban
résztvew, indukalhaté enzimek termelése. Ugyanakkor a rehebiodegradalhato
szennye&anyagok bontasanak gyakori 6fltétele a mikroorganizmusok genetikai
allomanyanak médosulasa. (Van der Mgtaal. 1992)

A szénhidrogének koézil az alkanok lebontasara szdaelajban € mikroorganizmus képes,
mint pl. Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, Mdieaés egyes gombafajok.

A talajmikrofléoraban kozvetlenil a szennyezést kése lejatszodoé folyamatok a
kovetkedk: fajeloszlasban bekovetkez valtozasok, a szenny@myag lebontdsaban
résztvew enzimek indukcidja, mutacio, szelekcio, horizostgeéntranszfer.

Ebben a fejezetben a biodegradaciot, jelen esdtdajszennyaiz szénhidrogéneket bonté
talajmikroorganizmusokat vizsgaljuk, mint egy akk@zosséget, a kozosség altal vegzett



bontas és a bontashoz szilkséges |égzés méréséatiderA kisérletek teljesen kontrollalt
mikrokozmoszokban, mesterséges szennyezés alkamaglett folytak.

1.1. Laboratoriumi kisérletek mesterségesen szenrgadt talajokkal

Laboratériumi mérdt  Kkisérletekben hagyomanyos  moddszerekkel  vizsgaltuk
szénhidrogénekkel mesterségesen szennyezett tatdfosflorajanak katabolikus kapacitasat
és mikrobidlis aktivitdsat. Jelen kutatads céljaagyomanyos mikrobiolégiai és biokémiai
tesztek kiegészitése molekularis biologiai modddaie a szennyémnyagok talajba
kerlilését koveéen a mikroorganizmusok adaptacidjanak jellemzéseamilkrobaktzdsség
szerkezetében bekodvetkezvaltozasok detektalasa, a szenrbggwagot bontani képes
mikroorganizmusok elszaporoddsanak vizsgalata, azmlennyiségi €és mifségi
meghatarozasa.

1.1.1. Anyagok és modszerek

A talajmintak extraktum tartalmanak meghatarozasa

A légszéaraz, eldorzsoléssel homogenizalt talajrkbdh 5-5 g-ot meértink Erlenmeyer-
lombikba. Az extrakciot két lépésben végeztik ansrogenek minél nagyobb hatasfoku
kinyerése érdekében. A talajhoz 10°cmhexénaceton 21 elegyet adtunk és lezartuk a
lombikot. Az igy ebkészitett mintakat 10 percig ultrahangos &ileh extrahaltuk, majd a
felss letisztult olddszeres fazist g#papiron lesirtiik és Gjabb 10 choldészereleggyel 10
percig extrahdltuk. Az extraktumotiggssel elkilonitettik a talajrészecskékf maradék
extraktum beparlasa utan a lombikbarlevaradékot mennyiségileg, tomegméréssel mertuk.

Aerob heterotrof sejtek koncentracidjanak meghataraasa a talajban higitasos
lemezontéssel

Az eljaras alapelve, hogy a vizsgaland6 anyaghidligott alapszuszpenzidbdl higitasi sort
készitenek, majd azddetesen becsultdsiraszam alapjan a varhaté sejtszamnak megfelel
higitasokbdl leoltanak. Tenyésztés utan a Kithjtt telepeket megszamlaljak, majd a higitas
eés bemérés ismeretében azcéiraszamot a vizsgalt anyag egységnyi mennyiségere
vonatkoztatva adjak meg.

Taptalaj:

Huslé-agar: 3 g haskivonat 0.5 g NaCl
5 g gliikoz 5 g pepton
17 g agar
1000 cn® viz
pH~7.0

A vizsgélat menete:

A szilard talajokat alapos keveréssel, az iszegmaltalajokat raz6géppel homogenizaltuk. 1
gramm talaj bemérése utan 9 ml vizzel alapszusijekeszitettlink, melyet a homogenitas
elérése érdekében fél oran at razogépen homogemkaEz fontos azért is, mivel a talaj
mikrokapillarisaiban € mikroorganizmusok a talszemcsékhez kotottek, éscigpk kis
részuk kerill a talajoldatba. Az igy nyert alapspasziobdl készitettlink higitasi sort.

Ezutan az eékzetesen becsilt @siraszam alapjan a véarhaté sejtszamnak megfelel
higitasokbol sterilezett Petri-csészébe, huslé-agatalajra leoltottunk. Minden Petri-
csészébe 100l szuszpenziot juttattunk, majd a korilbelll 10 $0F60°C-0s haslé agarban
egyenletesen eloszlattuk. A kibh megszilardult homogén elegyet tartalmaz6 cdészé




megforditott helyzetben (a viz kondenzélasa mida#jmosztatba helyeztik, és a
mikroorganizmusokat 30C-on 48 dran at tenyésztettik. Tenyésztés utanfeglkiott
telepeket megszamlaltuk, majd a higitas és ben@réyetében az &siraszamot a vizsgalt
anyag egységnyi mennyiségere vonatkoztatva adtul (db sejt/g talaj). A huslé-agar
tapkdzeg atlatszo, igy a kiféglott telepek jol felismerhéek. A modszer jogosultsaganak
feltétele, hogy egy sejibcsak egy telepdki €és minden sejthd alakul ki telep.

Dehidrogendz enzimaktivitdas meghatarozasa a term@&lott trifenil formazan
koncentraciéjanak méréseével (Thalmann, 1968)

A talajok mikrobialis aktivitasanak meghatarozasalkalmas maddszer, a trifeniltetrazolium
klorid (TTC) trifenil formazanna (TPF) redukalodaat mérésén alapul.

5 g nedves talajmintdhoz 5 ml 0,01 g/ml TTC adtulhkhomogenizalast kovéen 24 6ran
keresztil 30°C-on inkubaltuk a talajszuszpenziékoitroll minta esetében 5 ml Tris/HCL
(100 mM) pufferhez adtuk az 5 ml 0,01 g/ml TTC atdaAz inkubacio utdn 40 ml acetont
adtunk a mintahoz, és alapos homogenizalas utdrb (Badran at sotétben inkubaltuk a
talajszuszpenziét. Ezt koven sfiréssel tavolitottuk el a fotométert zavaro talajseseket,
majd 546 nm hullamhosszon mértik a tiszta felllUusyiikai denzitasat. A TPF
koncentracidjat TPF standard oldatokkal készitgibkacios gorbe alapjan hataroztuk meg.

1.1.2. A kdz6sseég valasza biodegradalhatd szennfazyag jelenlétére

A dizelolaj és nehezen biodegradalhaté pakura admoldegradaciojat mesterségesen
szennyezett talajokban integralt fizikai-kémiai{bgiai médszeregyuttessel mértik.

Dizeldgjd éspekurad zemyezet tlgcketra  Kuntataina (kg tas) Percbheterardf tszdl - Gegiszamaizeldgjd éspakurvel zemyezetttla  joden
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1.1. &bra. Dizelolajjal és pakuraval szennyezett ta 1.2. &bra. Aerob heterotrof Ossisjtszam dizel-

lajok extraktumtartalma (mg/kg talaj) olajjal és pakuraval szennyezett talajokban (sé&t/g
lai*1 N7\

Az eredmények igazoltdk, hogy az adaptici6 a kdémnpenthatd szennyéanyag
jelenlétében rovid i@ alatt végbement. (10 000 ppm dizelolaj szennyeté3nnappal a
szennyezést kouéen 30%-kal dtt a mikrobidlis aktivitds, az aerob heterotrobséjtek
szama hétszeresérétin mikozben az extraktumtartalom 32%-kal cstkked@t. 000 ppm
dizelolaj-tartalom esetén 3 nap elteltével 100 %Rkt a mikrobialis aktivitdas, az &ejtek
szama a szennyezetlen kontroll talajbeli érték sggnesére valtozott, az extraktumtartalom
21%-kal csokkent. Az 50 000 ppm dizelolajjal szesmeyt talajokban 7 napos lag fazist
tapasztaltunk, amely feltételezbeh a nagy koncentracioban jeleregzennye&anyag
toxikus hatasa miatt kovetkezett be. A pakuravahayezett talajokban két hét adaptacié nem
volt elég arra, hogy a pakuratalom csokkenjék, &rabakdzésségben végbenien
mennyiségi valtozasok viszont megindultak, az abetbrotréf sejtszam ndvekedésnek indult
(1. és 2. abra).



Trifenil formazan (TPF) koncentraciéja dizelolajjal és pakuraval szennyezett talajokban
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1.3. abra. Dehidrogenaz enzimaktivitds meghataeodéelolajjal és pakuraval szennyezett talajokbéenil

e

A szénhidrogénbont6 kdzosség légzéssel aranyog3elibra) a konnyen bonthato dizelolaj
szubsztrat esetében a szenkgerag koncentraciojatédl fuggn 10 000 ppm-nél azonnal,
30 000 ppm-nél 2 nap elteltével, 50 000 ppm-nél leglymultan indult meg. A maximalis
légzés érték a kis koncentracio esetén a 9. napkizepesnél a 12. napon, a legnagyobbnal
valoszirileg még késbb. A maximalis légzésértek a szenrdgzyag-koncentracioval
aranyosan & egy bizonyos hatarig, amint azt mar korabbi @.3¢é részjelentés) kisérleti
eredményeink is mutattak. A nehezen bonthatd paksegnnyeganyaghoz valo
alkalmazkodas lassabb, kevesebb a biodegradallwipdnensek szama, mint a dizelolaj
esetében, ezért a légzés intenzitdsa sémey jelenisen az el 12 napban, a 10. nap
kornyékén mérhétnémi dehidrogenaz-aktivitas ndvekedés a kontrallhiszonyitva.

Lathattuk tehat, hogy a talajbans &6z6sség bizonyos ddelteltével alkalmazkodik az
helyzethez, a szennyezett allapothoz, a szeldaygagot, mint szubsztratot hasznositja.

E mogott a folyamat mogott egy sor genetikai té@gehizodik:

1. Megindul az addig nemiikods, amugy ki- és bekapcsolhatd génekkiddése, un. adaptiv
enzimek terméldnek az Uj szubsztrat, a szenrjamzyag hatasara.

2. Onreplikaciora képes genetikai elemeken (plaokyidigralé gének, fagok, stb.) hordozott
gének megsokszorozodnak a szentigayag jelenléte, mint szelekciés nyomas hatasara.

3. Horizontélis géntranszfer: a megsokszorozédétiey a mozgékony genetikai elemek
segitségével elterjednek a koztsség tagjaibanydwast a kozosség felvételre nyitott tagjaiba
és ott niikddésbe lépnek.

4. A szennyedanyag, mint mutagén agens hatasara mutaciok inddhkak a talajlako
mikroorganizmus-k6z6sség tagjaiban, amelyek olyantamsok Iétrejottéhez vezetnek,
melyek képesek részt venni a szendgeyag bontasaban. A mutacidkat kdvetelekcio a
k6zOsség dsszetételének megvaltozasahoz és td@edibtalkalmazkodasahoz vezet.



B: MIKROBIOLOGIAI POPULACIOK JELLEMZ Ol TOXIKUS FEMEKKEL
SZENNYEZETT TALAJBAN

A talaj, mint lattuk, igen bonyolult &hely, a komplex szerves és szervetlen matrixhoz
kapcsolédnak a talajmikroorganizmusok, a tapanya@sk a szennyéanyagok is. A
kolcsdnhatasok nagy szama miatirelmegjosolhatatlan torténésekre kell szamitanunk.

A talajpan & és niikods mikroorganizmus-k6zdsséget hagyomanyos, izoldlassa
tenyésztéssel kombinalt mikrobiologiai modszerekkei is lehet megfel&n vizsgalni,
hiszen az @& sejtek nagy része nem nyekh&t a szilard matrixbdl, mas részik pedig csak
vivo életképes, a lombikban nem.

Ebben a fejezetben vizsgaljuk a Gyongyodsoroszi rgmzett talaj hatasat az ottéél
mikroorganizmus-k6z6sség mennyiségi és dedgi jellemdire. A rezisztens sejtek
koncentraciéjanak nagymériékmegnovekedeése, a diverzitds megvaltozasdeent a fajok
szaméanak és metabolikus aktivitasanak csokkendsénmexemtir6 mikroorganizmus fajok
megjelenése a a toxikus fémekkel Osszebuggtalmak edrehaladott allapotat jelzik
(genetikai er6zid) annak ellenére, hogy a tertitatalisan nem hat karosodottnak. Ezeknek a
hagyomanyos és modern mikrobiolégiai és biokémiabdsaerekkel is kimutathatd
eltéréseknek az egész kozOsséget @rgenetikai alapjait is keressik, hogy éeleges
bizonyitékot nyerjiink a kdrnyezeti kockazat megkts nagysagara, hogy ébkgy korai
figyelmezteé rendszer legyen kifejlesztléet

2. TOXIKUS FEM REZISZTENCIA GYONGYOSOROSZI SZENNYEZ ETT TALAJAINAK
MIKROORGANIZMUSAIBAN

A fémtir6 mikroorganizmusokat a Gyongyosoroszi flotacios déednyorol gyijtott
talajmintakban vizsgaltuk, tehat ugyanonnan, ahorm&dz0sség fizioldgiai diverzitasdnak
vizsgalatahoz vett mintdk szarmaznak.

A talajmintakbdl készilt higitott talajszuszpenZibbegeztik a sejtszam-meghatarozasokat.

Az aerob heterotréf sejtek szamattelepképédés alapjan hatarozzuk meg. Az eljaras
alapelve az, hogy a mikroorganizmusokat kulébokoncentracioban tartalmazé
sejtszuszpenziokbdl a baktériumokat a szamukra efegitapanyagokat tartalmazé kdzegbe
visszik, majd kedvézhémérsékleti koriilmények kozt termosztalva hagyjugyh minden
sejtdl telep fejbdjék. Ezeket megszamlalva nyerhetink informéacidbieroorganizmusok
mennyiségi eloszlasardl a vizsgalt talajpan. A éelgredmény feltétele, hogy mindeid él
sejtdl egy telep fejpdjék. Ezt a helyes eljaras biztositja (higitas, bgemizalas, szaporodasi
feltételek biztositasa, stb.).

A mobdszer feltételezi azt, hogy a kulonBokigitasokbdl kivett leoltandd térfogatok jol
reprezentaljdk magéat a higitdst. Harom egymast tkoh@itdsbol szamlalunk telepeket.
Ezeket atlagoljuk. A huslé-agar tapkozeg atlatdgy, belsejében a kiféjtlott telepek ol
felismerhebk. A telepek megszamlaldsaval az aerob heterotefieks szamara kapunk
tajekoztato értéket. Az eredményt db telepképejt/gramm talaj mértékegyseégben adjuk
meg.

A fémtiiré baktériumok és gombak szamanak meghatarozasazintén lemezontéses
mobdszerrel tortént.

Az eljaras alapelve és menete megegyezik az aereterorof sejtek szamanak
meghatarozasaval. Az aerob heterotrof sejtek kdzdiémtiré mikrobak kivalasztasdhoz
szelekcios nyomast kell alkalmazni. A szelekcioemsst az alapszuszpenzidval egyitt a



taptalajba kevert adott dsszetétaehézfém oldat adja. A Petri-csészékben éppelajakea
vonatkozo B-szennyezettségi hatarertéket allitdiikninden toxikus féndb.

Alapvet kulonbség a baktériumok és a gombak szelekcidjakalmazott eltér taptalaj.
Baktériumok esetében huslé-agart, mig gombak eset@alata-agart kell alkalmazni.

A kinétt telepek megszamlalasaval a fémit mikrobdk szamat kaptam meg db telepképz
sejt/gramm nedves talaj mértékegységben.

A baktérium és gombaszam, mind az aerob heterdgétes sejt, mind a féimé sejtek
szamat értve alatta nem korrelal a kémiai és Okkdtdgiai eredmeényekkel. Ennek oka az,

hogy réqi

szennyézés

[évén,

a talaj

mikroflordja mar

nehézfémterheléshez. Az eredmények az 1. tablavkitheatoak.

adaptélodott regy

A tdmederben (10, 11, 13, 15 szamu minta) mérlaetegkisebb mikrobaszam, ennél 1-2
nagysagrenddel nagyobb sejtszam mérhetut mentén (1, 6, 7, 23, 24, 26), valamint azsut
a to kozotti tertleten (8, 17, 18, 20, 22).

Megallapithato tehat, hogy a tenyésztéssel kamgitzmok nem jellemzik kvantitative a
szennyezett talajt, szamuk nem aranyos a szentg@égeilletve a toxicitds mértékével.
Viszont a fémtartalmu tapagaron &ih sejtek nagy szama egyértéiem mutatja, hogy a
meddhanyo talajanak mikroorganizmusai mar alkalmazKodtakortilményekhez, a talaj

e

.z

2.1. tablazat: A talajok jellemzése kémiai, biobgis 6kotoxikoldgiai vizsgalatokkal: az
eredmények dsszefoglalasa

[72)

O

. Artird Toxicitas Toxicitas
v .| Fémtiré £ e Lo .
Elésejtszam .y Feémtird | Vibrio fisheri- Azotobacter

Mi > RQ . bakt.szamn . >

inta| pH (db sejt/g o | gombaszam  vel mérve | chroococcum-mal
; (db sejt/g )
talaj) : (db sejt/g t) .
talaj) mérve

1 6,87 44,45 | 1670000 100 570 toxikus toxikus
6 3,19 14,40 503 000| 13500 34 100 toxikus toxikus
7 6,03 25,75 310 000 1 000 2 150 toxikus nagyon toxik
23 6,25 | 101,96| 345000 500 9 450 toxikus nagyon toxiku
24 4,01 19,55 61 000 1250 24 000 toxikus nagyon toxik
26 4,39 21,08 389 000| 44500 48 400 | nagyon toxikug nagyon toxikus
10 6,96 | 827,11 10 000 0 300 nagyon toxikys nagyon toxikus
11 7,51 | 771,95 10 000 0 0 nagyon toxikus nagyon toxikus
13 7,34 | 231,08| 210000 300 100 toxikus nagyon toxiku
15 7,37 | 205,37 50 000 0 2 950 toxikus nagyon toxiku
8 4,36 12,24 176 000 | 61500 30 700 | nagyon toxikug nagyon toxikus
17 5,15 11,45 738 000| 47 000 38 100 toxikus nagyon toxikus
18 574 14,74 484 000 950 2 650 toxikus nagyon toxik
20 5,41 20,07 450 000 1500 4100 toxikus nagyon toxik
22 5,68 13,40 371 000 1150 7 930 toxikus nagyon toxik

RQ azt adja meg, ahogy a talajban kémiai analiziesghatarozott fémkoncentracié hanyszorosa a
szennyezettségi hatarértéknek. Az As, Cd, Cu, Z2bdgmekre kapott tértek 6sszege RQ.



Az extrém nagy fémtartalml talajok nagyon kisszadltil sejtet tartalmaznak, ezekben a
féemtiiré sejtek szama is kicsi. A 10-20-szoros hatarértdlégéssel jellemezh&tmintak
legtobbjében vannak fédr sejtek, némelyikben jelefg mennyiségben. Az aerob heterotrof
sejtek szama A&ltalaban viszonylag kis érték, j6 6s8di talajhoz viszonyitva 2-3
nagysagrenddel kisebb. Egyeértélaw eredmeényekibh, hogy a vizsgalt talajmintadkban a helyi
viszonyokhoz adaptélodott mikroflora él, a mikrat@mok egy bizonyos hataron belil kevés
0sszefliggést mutatnak a fémtartalmakb6l adodé ketted. Ennek veszélye az, hogy a
fémmel szennyezett talaj féimé €lovilaga a talaj toxikus anyagtartalmat nagy inteissal
tovabbjuttatja a taplaléklancban.

A fémtir6 gombak koncentracidja egyertdlen csokken a talaj pH novekedésével (2.1.
abra). Ennek az a magyarazata, hogy a gombak széansaeivanyl kémhatas a kedsz
Elmondhat6 tovabba, hogy a talajok nagy részébamolt a féemiiré gomba, mint a fénito
baktérium.

Fémtiré gombak koncentracioja

60000

50000 °
40000

30000

talaj)

20000

10000+

fémtiiré gombaszam (db sejt

talaj pH

2.1. abra: A fénitr6 gombak koncentracidja a talaj kémhatasanak flggalism



3. MIKROBIOLOGIAI POPULACIOK BIOKEMIAI JELLEMZ Ol TOXIKUS FEMEKKEL
SZENNYEZETT TALAJBAN

A modern biokémiai és géntechnikai modszerek taketteszik a talajpan &lmikréba-
kozosség idbeni és térbeni valtozasainak kovetesét. Az edydni a kbzosség szintjén is
informaciot szolgaltatd modszer az egyfizezénforrdsok hasznositdsanak mintazatan alapul.
Az eljaras lényege, hogy a talajbaié éhikrobapopulacio valaszat egyuttesen vizsgaljuk. A
feltett kérdés, hogy ez a kdzbtsség aerob korllméhk§eott egyszér szénforrasok (cukrok,
zsirok, aminosavak, egyéb bioldgiai erédetakromolekulak) melyikét képes szénforraskent
hasznositani. A szénforrds-hasznositasi mintdapjéal teszink kilénbséget a szennyezetlen
referenciateriileten é€s a szennyezett, feléemetgenetikailag erdédalt tertleteniikddd
mikrobiolégiai kozosségek kozott (Garland, 1996gé&en, et al, 1998; Knight et al, 1997,
Kelly and Tate, 1998, Dobler et al, 2000). A mézébhikai aspektusokat €s a metodika
alkalmazhat6sagat Zak és munkatarsai, (1994), Haadktsai (1995), valamint Smalla és
mtsai (1998) dolgoztak ki részleteiben.

A talaj fémszennyezettsége mélyrehatd valtozadsokar a talajmikroflora mennyiségi és
minéségi viszonyaiban (Gauch, 1982; Cervantes és \1&&,; Cervantes, 1995; Bossio és
Bader és mtsai, 1999). Szennyezett terlletekketefisgggésben Roane és Kellog (1996),
magyarorszagi viszonylatban Horvath és Gruiz (19@geztek ilyen jellefyvizsgalatokat.

A fizioldgiai profil vizsgalataban nyujtott segitggt €s egyuttiikddést ezaton is kdszonjuk a
Zurichi Egyetemnek.

3.1. A hasznalt metodika: fizioldgiai profil a széhidrat-hasznositas alapjan

Az egyszelt szénforras-hasznositas kozosség szwizsgalatdhoz a tiszta tenyészetek
vizsgélatara kidolgozott BIOLOG rendszert modositatilletve adaptaltuk.

95 kilonbosd szénforrasbdl a talajbanéekbzosségek reprodukalhatd és helyszinspecifikus
szénforrasbont6-mintdzatot adnak. A tobbvaltozéatisstikai értékelés adja meg az
0sszefliggést jelen esetben a szennyezettség éserdorsas-hasznositas kozott. De
hasonloképpen lehetne vizsgalni az 6sszeflggésimm,kaz évszakok eredményezte vagy
barmilyen mas kérnyezeti paraméter és a fiziologiafifil, vagyis a szénforras-hasznositas
kozott.

A Gyongyosoroszibdl szarmazd szennyezett talajokivitAsat, fizioldgiai profiliat a
fémtartalom és a pH fuggvényében vizsgaltuk. A nagfgrogenitas miatt harom parhuzamos
BIOLOG GN illetve ECO lemezt alkalmaztunk mindenyeg mintara. Az ECO-lemez
esetében a vizsgdlandé szubsztrdtok szama csokken@l) a kornyezetben &l
mikroorganizmusok igényeinek megfeéieh.

A komplex vizsgalat céljai:

1. A Gyongyosoroszi banyaterilétrszarmazo talaj és medlmhyag mintakban talalt
mikrobiolégiai-fiziologiai eltérések vizsgalata a@adsség szénforras-hasznositasan
keresztul.

2. az eltérések dsszefliggése a talajminta eredetalsgtionsagaival,
3. a csokkent mikrobiologiai aktivitas 6sszefliggeseennyezettséggel.
A vizsgalathoz bedjjtott talajmintak jellemdit az 1. tablazat tartalmazza.
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3.1. tablazat: A fiziolégiai profil vizsgalatdhoasenalt talajmintak

Jalzés Eredet pH Cu Pb Zn

mg/kg mg/kg mg/kg

TD-1 Meddshanyo, vordos medéinyag a kiszaradt tarozébdl 6.6 1959 4928 27428

TD-2 Meddshanyo, szirke flotaciés meghyag 6.9 649 778 1677
TD-3 Meddshanyo, sarga takaro réteg, sziklas, kopasz 3.1 213 580 734
TD-4 Meddshanyo, algaval boritott tledék a tébal 3.0 45 138 333
TD-5 Meddhanyd, sérga takaroé réteg, mallott, disan flves 32 64 125
TD-6 Meddshanyo, sarga takaro réteg, gyér novényzet 21 13 54 24

Gyo-1  Gy.oroszi, elarasztott kert, félsarna réteg, Tokatol 2 m 5.3 423 631 2249
Gyo-2  Gy.oroszi, elarasztott kert, fé@|sargas réteg, Tokatél2m 4.4 500 1910 911

Gyo-3  Gy.oroszi, elarasztott kert, alsé sargagréten 4.3 460 nd 605

Gyo-4  Gy.oroszi, elarasztott kert, félseteg, Tokatol 10 m 6.5 172 388 1318

Zu-1 Kontroll talaj 6.5 45 73 171
Magyar hatarértéek 100 100 250

A pH-t 5:1-es vizes szuszpenzidbdl hataroztuk mei18&Z 21470/2-81 szabvany szerint, a
teljes fémtartalmat, teflon bombaban to&ékiralyviz+hidrogénfluoridos emésztés utan
atomemisszids spektrofotometriaval (AES).

A talajbaktériumok szubsztrdthasznositasat higitdéjszuszpenziobdl vizsgaltuk BIOLOG

Gram-negativ (GN) (95 szubsztrat) és ECO lemezgBénszubsztrat). A vizsgalatokat a

Zurichi Egyetem Novénybioldgiai Tanszékén folytkttd szénhidrathasznositas kiértékelése
inkubalas utan a hozzaadott tetrazolium-vegyuletigbtt szinreakcidé alapjan tortént. A

BIOLOG lemezeket egy specidlis olvaséba helyezvea@®r, 2001, Anthos Labtech

Instruments) tortént az értekelés. A leolvasottlkat AWCD értékben (Average Well Color

Development) adtuk meg.

A statisztikai értékelés soran az AWCD értékekisttikailag elfogadhato eltéréseit kerestik.
Garland és Mills (1991) ajanlasa szerint az AWCHekaket a szénforrasok szerint 4
csoportba soroltuk: polimerek, szénhidratok, kadawak és aminosavak. Bevezettik a
szubsztrat-gazdagsag (S = substrate-reachnesdinfigamely a hasznositott szubsztratok
szamat adja meg a hattérrel korrigalva.

A PCA (Principal Component Analysis) tobbvaltozéatisztikai értékelés a DataMost (1994)
szoftver segitségével tortént.

3.2. Eredmények

Az AWCD ertékek normalizalas utan szignifikans lgé mutattak a minta szarmazasanak és
leirAsanak megfeléen. A meddhanyordél vett fivel berdtt és a kiskerttl a pataktdl 10
méterre vett talajmintak mikrobak6zosségének sztdibasznositdsa igen kozel allt a
referencia talajéhoz, viszont a tdbbi, az elarasstvbol vett kiskert talaj és a métadnyo
vegetacio nélkili talaja és a morfolégiailag is dbk hulladék, mint talaj képet mutato
mintdké viszont nagymeértékben eltért. Az 3.1. abrémegkulonboztethetjik a
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4 szubsztratcsoportra kapott eredményt: kék oszbmtimerek; lila oszlop: szénhidratok;
rézsaszin: karbonsavak; zdld oszlop: aminosavak

1.6
1.4 4 I

1.2 4 I

1.0 1

0.8 1

OD (590nm)

0.6 1

0.4 4

0.2 1

0.0 T T
Zu-1 Gyo-4 TD-5

16
1.4 1
1.2 1

1.0 1

0.8 - ]

0.6 1 T
0.4 1 l |

0.0

Gyo-3 Gyo-1 TD-1

OD (590nm)

1.6

1.4 4

1.2 1

1.0 1

0.8 1

OD (590nm)

0.6 1

0.4 1

o ’_I‘.—H"\ ’_I_E__[lj: E - il ’_I_h:—‘—ﬂ
0.0 L) L) L)
TD-2 TD-3 TD-4 TD-6

Gyo-2

3.1. abra: Gyongyosoroszi talajmintak szubsztrathasitasa AWCD értékben, Kék:
polimerek; Lila: szénhidratok; R6zsaszin: karboakavold: aminosavak
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A fékomponens analizissel az &lkét fokomponens alapjan szamitott hasonl6sagok illetve
kulonbodségek a 3.2. abran lathatoak. A referenciahoz kélted pataktol tavoli kiskert
minta és aifvel berdtt takaréréteg a medtanyorél. Még viszonylagos kdzelségben van a
Gyongyosoriszi kiskert két, talajkinézetalajmintaja, de nagyon eltér a morfologiailag is
elté, idegen, nem talajjellég extra nagy Olomtartalmi sérgas réteg (Gyo-2) és a
meddhanyorél szarmazé valemennyi réteg, kivevéwveelf dusan beftt mallott takaroréteget.

A szubsztrathasznositas 1. éséRofnponense

PC2

’(S'D-S
}@Gyo-4
0 1 >+1
}Gyo-l Gyo-3 "11"'zu-1

'0.2 T T T L) L)
-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 11

PC1

3.2. abra: A talajmintak hasonlésaga&lkadmponens analizis alapjan

A tovabbi komponensek kevésbé tesznek kilonbségantak kozott, de a referencia itt is
messze esik a tobbit Az eltérés kvantitativ jellemzésekor egyértéd valt, hogy az
aktivitasok csokkentek a szennyezés Aéltal érintedtilleteken, tehat a genetikai erozio
Gyongyo6soroszi talajaiban tettenéethél.3. abra).

A szennye#ianyagok globalisan nove&v koncentracioja a talajpan (és a vizekben)
mélyrehatd genetikai valtozasokat eredményez gbtala A genetikai er6zié fogalma nem
teljesen definialt: nem csak fajok kipusztulas&@®la valtozékonysag csokkenéséan szo,
hanem természetesen a tulélést biztositd génekedidsésl €s szamuk novekedéseriis.
Ugyanakkor ezeknek a sziikséges plusz géneknekikddietése ,gazdasagilag” komoly
terhet ro az 6koszisztéma-tagokra a kozosségels dgjgra.

A szennyezett terlletek talajdban vagy talaj-redmdi sordn bekovetkéz valtozasok
nagyban befolyasoljak a talaj 6élk6zésségének genetikai, biokémiai és fizioldgiai
tulajdonsagait. Ezen folyamatok és trendek ismeigga fontos a szennyezett terlleteken
lezajlé folyamatok megismerése szempontjabdl, gelsaliontések meghozatala érdekében.
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Szubsztratok Szubsztrat-gazdagséag (S)
szama (db)
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Zi-1 Gyo-4 TD-5 Gyo-3 Gyo-l TD-1 TD-2 TD-3 TD-4 TD-6 Gyo-2

abra: A hasznosul6 szubsztratok szennyezettségdalzamosan csokkéiszama

A fenti példdban bemutatott funkciondlis diverzitékérései illetve valtozékonysaga jol
jellemzi a talaj teljes kozosseégét melyet agy vésmk, hogy nem izolaltuk — mi tébb nem is
szabad elvalasztani egymastol — a k6zosség eggest,thanem mint egészet tekintettiik és
vizsgaltuk, ahogy ez a valésagban is van. Hozzht&ehlnk, hogy ez a modszer is, mint
valamennyi szaporitason alapulé mikrobiolégiai naédsa k6zdsség funkcionalis potencidljat
tukrézi, nem azin situ potencialt és nem is a teljes genetikai potenctikzen a mert
valaszokat csakis az aerob mikroorganizmusok adtlolyan szubsztratokon, melyek a
kornyezetben alkalmasint nem is fordulnak éebizonyosodott (Haak et al, 1995), hogy a
szubsztrathasznositas reprodukalhaté és nem aadkiisség tagjainak egyenként mérhet
szubsztrathasznositasanak 6sszegével, hanem esikEisséget és a kdzosségkiuéset
jellemzi.

4. FEMTURO MIKROGOMBA IZOLALASA ES FEMAKKUMULACIOJANAK
VIZSGALATA

A Gyongyosoroszi flotacios medldanyo fémmel szennyezett takarérétégébbb femftird
mikroororganizmust izolaltunk. Az egyik fétm6 gomba elzetes vizsgalataink szerint
extréem nagy fémkoncentraciokat képes magaligtegy. A fonalas gombaval izolalas utan
fémakkumulacios kisérleteket végeztink.
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4.1. abra: A fénitr6 fonalas gomb
telepének sztereomikroszkopos képe

4.2. abra. A féniir6 gomba fonalai
€s sporai fém jelenlétében szaporitva

4.3. abra. Fénit6 fonalas gomba
micéliuma és sporai: feluleti tenyésztés,
fénymikroszkdpos fényképfelvétel
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4.4. abra. Fenité fonalas gomba fellle
tenyészetben dtt micéliuma és sporé
fénymikroszkopos fénykeépfelvétel

4.1. Anyagok és médszerek

A gomba akkumulaléo hajlamat élslépésként vizben oldott fémekkel igyekeztiink
bizonyitani. A gomba szaporitdsa és fémfelvételénelzsgalata laboratériumi
mikrokozmoszokban tortént.. A fémtartalmat tok&etencsolas utan ICP-MS analitikai
eljarassal hataroztuk meg az USA 6020 szabvany (BBA) szerint

Pfennig féle elemoldat:

Tapoldat: 10 g malatakivonat 1 g AICl3
pH 6,5-7 0,5 g pepton 0,5gKiI
2,5 g glikéz 0,5 gKBr
0,3 g KHPO, 0,5 g LiCl
0,5 g (NH)>SOy 7 g MnCH*4H,0
0,07 g NaSO, 11 g HBOs3
0,25 g NaCl 1 g CuC}
0,065 g MgGl*6H,0 5g CoC}
0,0005 g CaGt2H,0 0,5 g NaMoO,
0,25 g KNQ 0,1 g NavQ
0,5 cn? Pfennig féle 0,5 g szelénso
nyomelem oldat (1965) 0,5 g BaC}
1000 cni desztillalt viz 0,05 g SNGF2H,0
1 g 2ZnC}h
1 g NiCh

3600 cnidesztillalt viz

Inokulum készités és a szennyazyag hozzaadasa: 30 trpoldatot beoltunk két kacsnyi
RO10 fonalas gombaval és 72 6ran at lévesyjik, razatassal. 5-5 énmokulumot oltunk
200 cn tapoldatba, amelyheztalajszennyezettségi hatarértdk érték) 5 illetve 10 szeresét
adjuk a kovetkex toxikus fémekbBl: As, Cd, Cu, Pb és Zn. A negativ kontrollba csak
tapoldatot és inokulumot tesziink, fémet nem. 2& MIX-ben az As, Cd, Pb és Zn
koncentracibja 5B, a rézé 3 B1@B MIX-ben a réz mennyisége 6B.

A hozzaadott fémmennyiség tehat 5B esetében: Asaglbter, Cd: 5 mgl/liter, Cu: 225, Pb:
500, Zn: 1000 mg/liter. Elgih 200nt-ben As: 15 mg, Cd: 1,0 mg, Cu: 45 mg, Pb: 100 Zing,
200 mg fém van. 10B esetén ennek kétszerese.

16



4.2. A fémakkumulaciés vizsgalatok eredménye

A talajbdl izolalt gomba extrém fémtartalmanak nséiér felmerilt, hogy a gombafonalak
mechanikusan szenny&nek fémtartalma talajszemcsékkel és ez meghamiséiz
eredmeényt, ezért a fémfelvétel vizsgalatat oldotrmiaja fémekkel végeztik. A
legszennyezettebb talajok a valosagban is gyakaanak vizboritas alatt a gyakori aradasok
és lefolyas nélkili tavak esetében.

A szokasosnal kisebb tapanyagtartalma tapoldathdattosé formajaban adtuk a toxikus
fémeket. A gombaval torténbeoltas a toxikus fémek hozzaadasa utan tortérkisérleti
edényeket egy héten at razatva |éatettik. A felszaporodott gombamicéliumot az egy hé
elteltével s#répapiron lesirtik, sdirénuccs segitségével, 4*100 tndesztillalt vizzel
mostuk, majd szobémérsékleten szaritottuk. Egyes, nagy fémkoncerdkatitartalmazo
kisérleti edényekben csapadékkivalas volt megflg@l amely a gomba névekedésével
O0sszefuggésben jelentkezett. A kisebb koncentratitdetalmazé oldatokban (5B) és csak
egyetlen fémet tartalmazé edényekben csapadékakwdem volt megfigyelhiet

4.1. tablazat: Az R010 gomba sejttdmege fémtartafipdldaton szaporitva

Minta jele Nedves tomeg (g) Légszaraz tomeg (g
Kontroll 5B-hez* 6,240 0,701
As 5B 5177 0,673
Cd 5B 7,010 0,713
Cu 5B 5,550 0,815
Pb 5B 6,815 0,880
Zn 5B 5,259 0,708
5B MIX 6,031 0,843
Kontroll 10B-hez* 5,110 0,521
As 10B 6,258 0,631
Cd 10B 4,370 0,618
Cu 10B 5,500 0,563
Pb 10B 6,030 0,900
Zn 10B 4,840 0,585
10B MIX 4,244 0,885

*A két sorozat eltér iddpontban késziilt, ez az oka a gomba é&lszaporodasanak.

A gomba A&ltal termelt sejttomeg meglegredményt hozott. A fémek jelenléte szinte
egyaltalan nem gatolja a gomba szaporodasat, déyesk jelenlétében még a kontrollnal is
nagyobb mennyiség sejttomeg keletkezett. Nem ismerjlk a R010 gomba
fémrezisztenciajanak mechanizmusat, de az nagydékdraynak idinik, és valamennyi
vizsgalt fém esetében jelentkezik.

Mivel olom jelenlétében szignifikans novekedéstelemérni és a gomba jelenlétében
csapadékkivalas is medfigyelietolt, feltételezhét, 1. hogy a sejttdtmeg oOlomtartalmu
csapadekkal keveredett, 2. hogy a rezisztencia-amemus kialakitasaban extracellularis, a
tapoldatba kivalasztott vagy a sejt killfellletéhez kdtdo fehérjék vagy mas, a fémet
oldhatatlanna t& vegyiletek jatszanak szerepet. A mechanizmus ikéder tovabbi
kutatasokat igényel.
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4.2. tablazat: Az R010 gomba fémtartalma toxikusei keverékének jelenlétében
(EPA6020 szabvany szerint ICP-MS eljardssal mérve)

Minta jele Kontroll 5B 5B Mix  |Kontroll 10B | 10B Mix
Fém
Ag mg/kg 0,03 0,38 <0,01 0,55
As mg/kg 4,59 8 440 5,74 17 400
Ba mg/kg 2,33 319 16,10 615
Cd mg/kg 0,09 93,5 0,16 117
Co mg/kg 2,50 1,19 4,99 1,18
Cr mg/kg 2,13 1,73 2,18 1,34
Cu mg/kg 6,39 1190 12,2 1610
Mo mg/kg 13,20 2,79 1,89 3,85
Ni mg/kg 6,95 0,63 2,67 0,61
Pb mg/kg 10,90 35 300 11,1 38 000
Se mg/kg 11,70 5,54 11,8 3,69
Sn mg/kg 9,93 7,94 12,3 6,85
Zn mg/kg 81,90 1730 169,0 577

A 4.2. tabldzatban az 5B és 10B MIX azt jelentighaz 5 kivélasztott fém keverékét
alkalmaztuk. Erdekes jelenség, hogy egyes neméoébk (amelyeket nem akkumulacio
céljabol, hanem a mikroelemoldat formajaban tettinkenyészethez) akkumulacidja is
megrétt (Ag, Ba). A hozzatett fémek koncentracidi igeagyiok a gombamicéliumokban, As
és Pb esetében a hozzaadott mennyiség 30-50%déris Ez a tény megésitette a
gyanunkat, hogy fémkicsapodas tortént és ez a dskpkivilil kotédott a gombamice-
liumokra, illetve bezarddik a gyakran gyongysezpellett formajaban n@ gombatenyészet-
be. Emiatt a fémakkumulaciot egyenként adagolt kkmleis vizsgaltuk, ebben az esetben
vizudlisan nem volt fémkivalas megfigyelbeAz eredményeket a 4.3. tdblazat mutatja.

4.3. tdblazat: Az R010 gomba fémtartalma fémeng2ahnyezett kozegben (EPA6020
szabvany szerint ICP-MS eljarassal mérve)

Minta |Kontroll Gomba Gomba Gomba |Gomba| Gomba
jele | gomba As—nal Cd-mal Cu-zel Pb-mal | Zn-kel
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg  mag/kg

As5B | 4,59 21,9

Cd5B| 0,09 74,6

Cu5B| 6,39 1040

Pb5B| 10,90 26 900

Zn5B | 81,90 1450
As 10B| 5,74 29,0

Cd 10B| 0,16 2 550

Cu 10B| 12,2 3520

Pb10B| 11,1 33 300
Zn 10B| 169 31 100

A 4.3. tAblazatban bemutatott eredményeket Ossaplitym a 4.2. tdblazat adataival érdekes
kulonbségeket lathatunk. A Cd és Zn, a két legmkaggabb, leginkabb oldhato és felvehet
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féem felvett mennyisége Iényegesen nagyobb, ha égmralkalmazzuk a fémeket, tehat a
tobbi csapadékképzésre hajlamos fém (As, Pb) g&talk sejtbe jutasat. Az As egymagaban
csak kismértékben akkumulalodik a micéliumban, a i@imkét esetben tobbé-kevésbé
koncentracié-aranyosan viselkedik. Az extrém nagynkoncentraciok megjelenése a
gombaban, etsorban Pb jelenlétében, meggitik azt a feltételezést, hogy a fémcsapadék
mechanikusan (is) kétik a gombafonalak fellletére. Bar ez a mechanikkismondott
kotédés is torténhet a gombak altal a micélium feligetévalasztott olyan anyagok hatasara,
melyek a gomba kitsmembranjan immobilizaljak a fémeket pontosan azergly a sejtek
belss milidjét mentesitsék a toxikus fémek okozta karos hktéko

Az eredmények tikrében tébb parhuzamosdikaws mechanizmust feltételeziink, ez a
kiugroé rezisztenciaval rendelkézgombafaj minden bizonnyal tobblégss védekezéssel

rendelkezik: egy extracellularis vagy a sejtfaldibldalahoz kdidoé kicsaporendszerrel és
egy bel$, akkumuléciés rendszerrel, amelyek a fém fajt§j&tdncentraciojatol és a fémek
kozotti kdlcsbnhatéastal is fugg.

A fémkicsapodasnak két alapgeaika lehet: 1. Kémiai oka: tultelitettség, a levagtés miatti
(kémiai) oxidacié, a fémek kolcsonhatasa, 2. Bi@dgka: a gomba altal termelt és a
kibocsatott oldhatosagcsokkéntermékek (fehérjék, nyalkaanyagok, stb.), pH \zl&
Tovabbi kisérleteket végeztiink a fémcsapadék kiMiidEsére. Igyekeztink a kémiai erdédet
kicsapddasoktdl megszabadulni, hogy a sejttomeallagmptanak vizsgélati eredményei
lehetleg a bioldgiai hatasokat tikrozzék. A tapoldatakd&mek hozzatétele és néhany oras
levegiztetés utan st mianyaghalén dmjuk, hogy az esetlegesen kivalt fémvegyiiletek a
szirletben maradjanak. A szaporitas végén a sejttdimgge alaposan tobbszoéri desztillalt
vizes mosas utan 3%C-on szaritottuk tomegallandésagig. Teljes feltanédni IPC-MS
analizis eredményeit mutatja a 4.4. és 4.5. tablaza

4.4. tdblazat: Az R010 gomba altal akkumulalt tosikémek mennyisége kiindulaskor
csapadékmentes fémoldat alkalmazasakor (EPA6020&ap szerint ICP-MS eljarassal

mérve
Minta jele Kontroll 5B Mix 10B Mix
Fém konc
Ag mg/kg 0,04 0,71 0,54
As mg/kg <0,01 12 700 14 200
Ba mg/kg 3,54 731 1 030
Cd mg/kg 0,42 42,6 74,7
Co mg/kg 5,27 1,95 5,63
Cr mg/kg 1,35 1,79 10,8
Cu mg/kg 7,21 2 240 3800
Mo mg/kg 4,63 4,17 8,48
Ni mg/kg 2,33 0,76 1,33
Pb mg/kg 5,73 41 700 252 000
Se mg/kg 2,75 2,16 5,74
Sn mg/kg 8,83 5,58 15,8
Zn mg/kg 98,60 2490 5410

A kémiai csapadékképdés kikiszobdlése utan is hasonlé akkumulaciot imkrtmint az
elss kisérletben, tehat feltételezhetjik, hogy a folggsk nagy része biologiai hatasra megy
végbe. A rezisztencia mechanizmus természetesdblio\kutatasokat igényel, de ez az
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extrém gomba is j6l mutatja a szennyezettség hatasatertleten végbement genetikai
valtozasokat melyek kovetkezményeit a laboratoriukisérletek eredményei alapjan
megbecsilhetjuk.

4.5. tdblazat: Az R010 gomba altal akkumulalt tagikémek mennyisége egyes fémek
oldataival vizsgalva (EPA6020 szabvany szerint M®-€eljarassal mérve)

Minta jele kontroll As Cd Cu Pb Zn
mg/kg | mg/kg| mg/kg] mg/kg mg/kg

As 5B <0,01 333

Cd 5B 0,42 237

Cu 5B 7,21 3760

Pb 5B 5,73 28 900

Zn 5B 98,60 13 200
As 10B 0,01 266

Cd 10B 0,42 399

Cu 10B 7,21 8 940

Pb 10B 5,73 26 600
Zn 10B 98,60 5900

Az eredmények alapjan feltételezzik, hogy a fénételN, a sejtekben kialakult
fémkoncentraciokat nem csak a fém felvébége, esetleges bioldgiai immobilizalas vagy
kémiai kicsapas, hanem az egyes fémek kolcsonhatdsbefolyasoljak. Erdekes és
konzekvensen é&forduld jelenség, hogy kisebb koncentracioju Znbjp akkumulalodik,

“ s

A gomba fémfelvételét a biokoncentracios faktorjellemezhetjik, amely §embdCuozeg
tortként fejezhet ki és azt adja meg, hogy a gomba a kdrnyezetépedt hanyszoros értékre
képes koncentralni a toxikus fémet. A gomba atldgokoncentracios faktorai As: 3, Cu: 15,

Zn: 15, Cd: 50, Pb: 50. Ezellbaz eredményekih is nyilvanvald, hogy tobbféle, féiités
koncentraciétdl fugg mechanizmussal van dolgunk. A koncentraciofliggé@mnien
kimérhet, de ezen kivul komplex mechanizmus-vizsgalatra wafikség. Az extrém
akkumulaciés képességgel rendetkegomba tovabbi fiziologiai, biokémiai és genetikai
vizsgalatara a kdzeljében szeretnénk sort keriteni.
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