KORNYEZETI ARTALMAK ES A BIODIVERZITAS

A biodiverzitds és az evolucio alappillére a gekatdiverzitds. A genetikai diverzitasban
felléepd veszteségek nagyon gyakran atropogéen stresszatmt&®vetkeznek be: ezt a
jelenséget ,genetikai er6ziénak” is nevezi a modaakirodalom.

A kérnyezetszennyezéseknek a genetikai diveratggakorolt karos hatasa minden kétséget
kizaréan bebizonyosodott, de a varhaté kdrosoddmckizat mértékének megadasara ma
meég nincs megfelélmodszeriink és objektiv nédzamunk.

A genetikai diverzitast jellentz mutatdk, ,indexek” altalaban nem objektiv, kvaatiiv
meérszamok, hanem relativ jelleitkz

Egységes és minden szempontbdl megfetabtodika sem létezik a genetikai diverzitas
kvantitativ.n. mérésére, emiatt az Eurdépaban egysegesdkalmazott kornyezeti
kockazatfelmérési metodikaba sem illeszibkta diverzitasra kapott eredmények.

Mindezek ellenére nagy Iéptekkel halad ez a tudgdgra megoldas felé, hiszen a modern
géntechnikak 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 kornyezeti mikrobiolégia csoportjaban imegindult 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, értégebftver és a megfeteleszk6zok és
vegyszerek beszerzésével.

A projektben szerepl mindkét témakort tamogatjuk a molekularis geneétikdapok
tisztazasaval.

A.) A biodegradéalhat6 szerves szenrdgryagokkal szennyezett talajok esetében
elsssorban a biodegradalhat6é szenrbgraghoz, mint energiaforrasul szolgalo
szubsztrahoz valo alkalmazkodast vizsgaljuk hagywyms mikrobioldgiai, biokémiai
€s modern géntechnikai modszerekkel.

B.) A toxikus fémekkel szennyezett terilet talajabaelaézfémekhez adaptélodott
baktérium- és gombasejtek illetve kozdsségek efigiesogiai, biokémiai és genetikai
jellemzsit vizsgaljuk.

A vegyi anyagok genetikai eroziv hatdsanak szamisitése az okotoxikologia egyik célja.
Ez a mikrobiolégiai, ©kotoxikolégia és molekularibiolégiai modszerek egylttes
alkalmazaséat kivanja meg. Ebbe az iranyba tettiémamy kezd |épést az Uj bioremediacios
technoldgiak alapjait kutatd projekt keretében.



5. TALAJBAKTERIUMOK KOZOSSEGENEK JELLEMZESE GENTECH  NIKAI
MODSZEREKKEL: FLUORESZCENS IN SITU HIBRIDIZACIO

A fluorszcens in situ hibridizaciot, a FISH modddzadaptaltuk talaj-mikroorganizmusok
vizsgalatara, kulonds tekintettel szerves szenfgmyagok degradacidjara képes
mikroorganizmusok valamint nehézféiri mikrobdk detektalasara, mennyiségi €sds@ui
meghatarozasara.

A fluorszecensn situ hibridizacio leheaivé teszi a baktériumok gyors és pontos ¢eé@yi és
mennyiségi meghatarozasat természetes kornyezetikde mikroszkopos analizis
legfontosabb éhye a tdbbi molekularis bioldgiai technikaval szemphogy informaciét ad a
mikroorganizmusok  morfolégiai  jellez6l,  szerkezetél, szamardl, térbeli
elhelyezkedésél. A mddszer elve, hogy a fluoreszcens festékKéltjeligonukleotid proba
a sejt morfologiajanak valtoztatasa nélkil bejutsegjtbe, ahol specifikusan Ktk a
komplementer target szekvenciahoz. Ezutan a jedbjonukleotid proba hibridizacidja
mikroszkoppal vizsgalhatd. Abban az esetben, hanaittalt fény eltéd hullamhosszusagu,
egyszerre tobb, kilonbéZestékkel jel6lt oligonukleotid préba hibridizajads detektalhato.

A modszer lépései a kdvetkidkz

A minta fixalasa

Specialis mintaékészités

Hibridizacio

A nem hibridizalt probamennyiség eltavolitasa msaks

a s wbdh ke

Mintak értékelése mikroszkdppal, dokumentacio

A FISH modszer korlatai

A talaj mikroorganizmusok vizsgélata soran a legobd hibat okoz6 tényék:

(1) a talajszemcsék autofluoreszcenciaja, mely roatjgel/zaj aranyt és eltakarhatja a
specifikus fluorszecens jelet,

(2) a mikroorganizmusok autofluoreszcencigja pl. fasgbmba és éleg$gomba fajoknal,
Pseudomonaknal (Brown and Lowbury, 1996), cianobaktériumdk(fachénhuber et al.,
1999) és methanogéneknél (Sorensen et al., 1997),

(3) a specialis préba non-specifikus ddése a talajszemcsékhez,
(4) a talajszemcsék altal eltakart mikrobak detekéak hianya,

(5) a lassan novekvy kis rRNS tartalmi és kis intenzitdsu jelet addaijkako
mikroorganizmusok detektalasanak hianya,

(6) a hibridizacios préba gatolt bejutasa G+ sejtekbe,

(7) a mikolsav-tartalmu G+ sejteknél a hibridizacigélga kilonésen nagymeértékben gatolt
sejtbe jutasa, amelynek KkikliszOboléséhez specfdddasra és mintaékészitésre van
szlikség.

A FISH médszer ezen korlataira kell megoldast talaltalajmikroorganizmusok megbizhat6
meghatarozasa érdekében. A jel/zaj arany javithajél intenzitasat befolyasol6 fixalasi
eljarasokkal és a hibridizaciés préba penetraciéjgsegit modszerek optimalizalasaval,
illetve a fluoreszcens festék fényérzekenységéikesits anyagok alkalmazasaval.

A talaj mikroorganizmusokra adaptalt FISH technigdimalis paramétereinek bedllitasdhoz
az alabbi korilmények kozott vizsgaltuk a modszatékonysagat.



1./a, Talajszemcse — mikroba elvalasztasa raztastsahangos kezeléssel

1./b, Talajhoz adotPseudomonas fluorescem®kulum visszanyerése a hozzaadast kiaret
illetve 1 napos adaptacié utan

2., Talajszemcsék autofluoreszcenciajanak vizsgdledPl s#iron keresztil megvilagitott
preparatumnal

3., Talajszemcsékhez nem specifikusano@t®teubakterialis proba (EUB 338) vizsgalata
steril talajban

4., Harom kilénbdz fixalasi eljaras 6sszehasonlitasa: 3,5 % -os floeméddel, 4%-0s PFA-
val (paraformaldehid) vagy etanollal torééiixalas

5., Talajszuszpenziéban a hibridizacio hatéekonysalg&izsgalata. Az 6sszed @s élettelen
sejtet megfest DAPI (fluoreszcens festék) altal detektalt segelamanak és az EUB 338-as
prébaval hibridizalt €l baktériumok szamanak 6sszehasonlitasa.

6., A proba sejtbe jutasat (permeabilizaciépebit kezelés lizozim, proteinaz K és 1 M HCI
alkalmazasaval

7., Az etanolos dehidratacié hibridizacié haték@mgsa gyakorolt hatasa

5.1. Anyagok és modszerek

Talajok ebkeészitése

* Kontroll: 2 g nedves barna diélajhoz (1,5 g szaraz talajhoz) 19 ml steril vizet
adtunk.

» Kontroll+Pseudomonas fluorescen2 g nedves barna éitdlajhoz (1,5 g széaraz
talajhoz) 1 ml huslé tapoldatban fenntar@eudomonas fluorescemokulumot és
18ml steril vizet adtunk.

Huslé tapoldat 6sszetév

3 g huskivonat 0.5 g NaCl
5 g glukéz 5 g pepton
1000 cn? viz

pH~7.0

» Talajszemcse—mikroorganizmus elvalasztasa

1./a, Razatas utan a felllisz6 vizsgalataval

A talajszuszpenziot 2 éran at razdégépen razattajd mlepedés utan a feliliszé 1mil-ét
centrifugaltuk 12 000 rpm fordulatszammal 5 percig.

1./b, Razatas és centrifugalas utan a feluluszpaiataval

A 2 6dras razatast kouiEn a talajszuszpenziot 1000 rpm fordulatszamon Igige
centrifugaltuk, majd a feltlisz6t masodik 1épési@000 rpm fordulatszamon 5 percig
centrifugaltuk.

2., Ultrahangos kezeléssel

A talajszemcséket az adszorbedlt mikroorganizmaésdktperces ultrahangos fidel
prébaltuk elvalasztani, majd a talajszemcsék Ulépedutan a fellilisz6 1ml-ét
centrifugaltuk 12000 rpm fordulatszdmmal 5 perciy. tiszta kulturaval végzett
kisérletben bizonyitottuk, hogy 5 perces ultrahandg®zelés még nem Kkarositia a
mikroorganizmusokat.

5.2. A fluoreszcensn situ hibridizaci6 modszere

A fluoreszcensn situhibridizacié modszerét Amarat al (1990) és Manet al. (1992)
nyoman dolgoztuk Ki.



A hibridizacio ebtt sziikség van a mikroorganizmusok fixalasara t&gjrhatova tételére a
fluoreszcens probak szamara, a sejt épségénelaf@sitra, valamint az RNS-ek védelmére,
lebomlasuk megakadélyozdsara. Fixalni lehet a rhédat kicsapdszerekkel, mint pl.
etanollal, metanollal vagy keresztkotéseket létzéhagensekkel, pl. aldehidekkel. Gram-
negativ baktériumok vizsgalata esetén altalaban 3$/9%-0s formaldehid vagy
paraformaldehid megfel@l fixadlast biztosit, mig Gram-pozitiv  baktériumok
meghatarozasdhoz etanol (50%), etanol/formalid, ¥&) vagy lokezelés valamint tovabbi,
permeabilitast novéllépés szikséges (Roller et al., 1994).

5.2.1. Rogzitési moédszerek

1/a., Paraformaldehiddel tori&€(PFA) fixalas Gram negativ sejtek meghatarozasara
Oldatok:

e 3*PBS

« 1*PBS

» frissen elkészitett 4% paraformaldehid

4% paraformaldehid elkészitése

33 ml 60-65 °C-os desztillalt vizhez keverés kdzBeg paraformaldehidet adtunk, amely
40ul 10 n NaOH hozzaadasat koden teljesen feloldodott. Az oldathoz ezutan 16,5 ml
3*PBS puffert adtunk, majd az elegyet 0dB-es s#ron lesZirve azonnal felhasznaltuk.

Fixalas (Amanret al 1990, Manzt al. 1992)

A sejteket centrifugaltuk, 1*PBS oldattal mostuk}PBS-ben szuszpendaltuk, majd
haromszoros térfogatnyi  paraformaldehid hozzaadad&ivetten 3 oOran  at
szobaldmérsékleten, ill. egy éjszakan at 4 °C-on inkubdljiEzt koveben a sejteket
centrifugaltuk, 1*PBS pufferrel mostuk. (1 térfogwt abs. etanol hozzaadasa utan a sejtek —
20°C-on hosszu ideig tarolhatok.)

Fixalas 3,5%-o0s formaldehiddel

Amann et al. 1990 és Manzt al. 1992 hibridizaciés protokolljatdl el@en, fixaltuk a
talajmikroorganizmusokat a talajszuszpenziohoz ieggt térfogatban adott 35%-0s
formaldehiddel is.

1/b., Etanollal tortéh fixalas Gram pozitiv sejtek meghatarozasara, kiiewél hibridizacio
elétt

A sejtek centrifugalasat kovien mostuk a pelletet 1*PBS-sel, 1*PBS-ben szuszjard
majd fixaltuk a sejteket 1 térfogatnyi jéghideg .abtanol hozzaadasaval. A fixalt sejtek
—20°C-on rovid ideig tarolhatok.

5.2.2. A hibridizaciés préba penetracidjat aelsegith permeabilizacié

1. Lizozimes kezelés (Wagnet al. 1998, Schdnhubesat al. 1997)

A rogzitett és dehidratélt sejtekre @020 mg/ml-es lizozim oldatot pipettazunk (min. D00
U/mg, Reanal). A lizozimot 100 mM Tris/HCI és 50D TA pH 8,0 pufferben oldottuk.

Az enzimes kezelés dthrtama szobdmérsékleten 30 perc volt. Ezt kdgeh a targylemezt
desztillalt vizzel mostuk, majd az enzimreakciolligga érdekében megismételtik az
etanolos dehidrataciot.




2. Enzimes kezelés proteinadz K-val

A lizozimes kezelést kovéen a dehidratacio @t 0,05 mg/ml proteinaz K (30 U/mg,
SIGMA) oldatot adtunk a mintdhoz. Az enzimes kegielkzobabmérsékleten 5 perc utan
allitottuk le dehidratacioval.

3. Savas hidrolizis 1M HCI-dal (Machaughton etl&94)
A sejteket 1 M HCI oldattal 50-60 percen keres3fiC-on inkubaltuk.

5.2.3. A hibridizacio6 folyamata és a nem hibridizélprébahanyad eltavolitasa mosassal

A vizsgalni kivant RNS-sel komplementer fluoreszgbléssel ellatott probatéehelegitett
hibridizaciés pufferben kell nagyon pontosan megtwatott koriilmények k6zott a mintdhoz
adni (Amannet al 1990, Manzet al. 1992). A legfontosabb hibridizaciét befolyasolo
korilmények a formamid koncentracidja és a hibédia romérséklete. Formamid
adagolasanak hatasara a hidrogén-hidak gyengité&en r csokken a nukleinsav
olvadaspontja. Alacsonyablémérsékleten nagy pontossaggal megy végbe a hiacidiz

Hibridizaciospuffer dsszetétele (Maret al. 1992)

360ul 5M NacCl

40 pl 1M Tris/HCI pH 8,0

Formamid és MQ ultra tiszta viz az alkalmazott nyesggnek megfeléen
4 ul 10% SDS

Formamid % (v/v) Formamidu() MQ (ul)
0 0 1600
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1000 600
60 1100 500
65 1200 400
70 1300 300

Moso puffer dsszetétele (Mapt al. 1992)
1 ml 1M Tris/HCI pH 8,0
A hibridizaciés puffer formamidtartalmanak megfékert 5M NaCl és 0,5 M EDTA pH 8,0
A 20%-0s, illetve annal nagyobb formamidkoncentitcal 500ul EDTA-t kell adni a
moso pufferhez
50 ul 10% SDS



Formamid % a hibridizacigs NacCl (mol/l) NaCl {ul)
pufferben
0 0,900 9000
5 0,636 6300
10 0,450 4500
15 0,318 3180
20 0,225 2150
25 0,159 1490
30 0,112 1020
35 0,080 700
40 0,056 460
45 0,040 300
50 0,028 180
55 0,020 100
60 0,008 40
70 0,000 0 — csak 350
EDTA

A zselatinnal bevont targylemezre sejtkoncentrétifiiggoen 2-15ul fixalt sejtszuszpenziot
pipettaztunk és 46°C-on 10 percig szaritottuk. Azftés alatt elkészitettik a hibridizacios
puffert, amelyet felhasznalasaig szobaérsékleten taroltunk. A minta rogzitését kovette a
sejtek dehidrataciéja 50, 80 és 100 %-os etanolt®, percen keresztil. Ezalatt
felolvasztottuk az oligonukleotid probat. A rogtités dehidratalt mintahoz, a sejtek érintése
nélkul 10 ul hibridizaciés puffert és abban eloszlatvaul(30 ngfl Cy3 festékkel jelolt)
oligonukleotid probat pipettaztunk. A targylemealdon cgébe helyezve 46°C-on 1,5 oran at
inkubaltuk. A megfeld nedvességtartalmat a szintén a Falcdbehelyezett a hibridizacios
puffer maradékaval megnedvesitett papirvattavatositottuk. A hibridizacié ideje alatt
elkészitettlik, és 48°C-ra felmelegitettilk a mosieptl amelynek kis részével ledblitettik a
targylemezt, majd beleallitva azt 10 percig 48°Csadiurdsben inkubaltuk. A mosoé puffert
jéghideg desztillaltvizzel tavolitottuk el, majdasitottuk a targylemezeket. A preparatumot a
fényérzekeny festék fluoreszcens fényének fakulgafit anyaggal, Citifluorral (Citifluor
Ltd., London, UK) vontuk be, majd mikroszképpal sgéltuk a mintét.

5.2.4. Az alkalmazott hibridizacios proba

A mikroorganizmusok vizsgalatéra genetikai stadsiit, szerkezete — konzervalt és variabilis
régioi €s nagy kopiaszama miatt — legaltalanosalbisaznalt target molekula a 16S rRNS
(Woese, 1987; Amann et al., 1995). Az irodalombads rtarget molekulak tervezésére is
vannak adatok, pl. 23S rRNS molekula (Amann efil@@5), 18S rRNS molekula (Li et al.,
1997) valamint mMRNS (Wagner et al., 1998) detektakh

A baktériumokat az univerzélis EUB338 eubakterigliba hibridizacioja altal detektaltuk,
amellyel bizonyithat6 a fixalas eredményességedbapmegfeld sejtbe jutasa.

Hibridizacios proba: Szekvencia Target rRN$  Jeldlés
EUB 338 (Stahl angGCTGCCTCCCGTAGGAGT | 16S, 338-355Cy3  —fotostabi
Amann 1991) baktériumok | cianin alapu festék




5.3. Osszes 8lés élettelen sejt szamanak meghatarozasa DAPI féssel

Az alkalmazott univerzélis DNS-hez kdit fluoreszcens festék a (DAPI) 4’,6—diamidino—2—
fenilindol (Merck).

A targylemezen rogzitett sejtekre 2100.1 ug/ml DAPI oldatot pipettaztunk, 10 perc 25°C-on
sotétben tortéh inkubalalas utan PBS pufferrel majd ultra tisziazel (MQ) mostuk a
sejteket. A DAPI-val festett sejteket DAPI (Nikalgpan) filterrel vizsgéltuk.

A preparatumokat Episcopic Fluorescent AttachmeriMfeltéttel ellatott Nikon Eclipse
E400-as mikroszképpal vizsgaltuk. Az UV fényforrasagynyomasu Hgéglampa
biztositotta (Nikon, Japan). A hibridizacios prgbket a G2-A (EX 510-560nm, DM 575nm,
BA 590nm) s#r6 segitségével, a DAPI altal jelzett sejteket a DARIF6vel (EX 340-380,
DM 400, BA 435-485) detektaltuk 40x Plan Fluor (biik Japan) €s 100x Plan Fluor (Nikon
Japan) objektivekkel. A képeket SPOT INSIGHT Col@iagnostic Instruments Inc.,
Michigan, USA) kameraval készitettik és a kamerdhdnzo szoftverrel ertékeltik.

5.4. Eredmények
A talajszemcse—mikroba elvélasztdsanak és a fix#gkonysaganak optimalizalasat,
valamint a megfelél hibridizacios korilmeények beallitasat célzé kisiink eredményeit az

5.4.1 és az 5.4.2 pontban, valamint az 5.1 talldandglaltuk 6ssze.

5.4.1. Talajszemcse—mikroba elvalasztasanak, sagekanyerésének és a fixalas
hatékonysaganak vizsgalata




5.1. tablazat: Talajszemcse—mikroba elvalasztégmksvisszanyerése, fixalas hatékonysaganak vetsga

A a

2

Minta Talajszemcse Fixalas Eredmény értékelése Lehetséges megoldasok
mikroba elvalasztasal modja
1. Kontroll talaj Razatas 2h Formalin DAPI festéssel sok sejt latszik (2. Kép), az EUBBB&baval csak | A hibridizacié optimalizalasa a
3.5% ennek kis hanyada hibridizalt hibridizacios pufferben bedllitott
Lehetséges okok: 1. Csak a baktériumhoz két a psitlagomba kiilbnbds formamidkoncentracidkkal.
volt a talajban, 2. A fixalas nem megféleh hibridizacios préba Permeabilizacio lizozimmel, proteinaz K
bejutdsa a sejtekbe gatolt, egyéb permeabilizatiéegit kezelésre| val, 1M HCl-lel
is sziikség van
2. Kontroll talaj | Razatas 2h Formalin| A talajhoz adott inokulum visszanyerése hatékogyanakkor mas
+ Pseudomonas 3.5% talajmikroorganizmusok nem hibridizaltak az EUB 388probaval.
fluorescens Fixalas hatékony volt, a DAPI-val megfestett sejrennyisége
megegyezik az EUB 338-as prébaval hibridizalt &ejte
mennyiségével. (3. Kép)
3. Kontroll talaj Ultrahang 5 min Formalin| Nagyon kevés sejt latszik a DAPI-val festett miatdba Hosszabb ultrahangos kezelés és utana
3.5% talaszemcse-mikroorganizmus elvalasztas nem vaifetes, vagy | sejtek épségének vizsgalata
5 min ultrahang mar karositotta a sejteket
4. Kontroll talaj | Ultrahang 5 min Formalin | Visszanyerés gyenge hatasfoku volt, kevés aprdesdjtiott DAPI
+ Pseudomonas 3.5% festékkel, az EUB 338-as hibridizacios préba azéssegfesdott
fluorescens sejtnek csak nagyon kis szazalékaval hibridizalt
5. Kontroll talaj | Razatas 2h PFA 4% DAPI festésad sejt latszik viszont az EUB338 prébaval csak | Permeabilizacio lizozimmel, proteinaz K
ennek kis hanyada hibridizalt val, 1M HCl-lel
Lehetséges okok: 1. Csak a baktériumhoz kot a psidagomba
volt a talajban, 2.A fixalas nem megféleh hibridizacios proba
bejutdsa a sejtekbe gatolt, egyéb permeabilizatiéegit kezelésre
is szilkség van
6. Kontroll talaj | Razatas 2h PFA 4% A talajhoz adeteudomonas fluorescesajtek visszanyerése Hosszabb ultrahangos kezelés és
+ Pseudomonas megfeled, viszont a talaj mikroflérajanak elvalasztasa a ultrahanggal hosszabb ideig kezelt tiszt]
fluorescens talajszemcsékt gyenge hatasfoka. kultirdban a sejtek épségének vizsgalata
7. Kontroll talaj Ultrahang 5 min PFA 4% DAPI fess&l sem latszanak sejtek, ultrahangos kezelésokm
hatassal a talajszemcse-mikroorganizmus deszogpcior
8. Kontroll talaj | Ultrahang 5 min PFA 4% Visszanyerés gyenge hatéisiok, kevés apré sejt féstttt DAPI

+ Pseudomonas
fluorescens

festékkel és az EUB 338-as hibridizaciés probaval

Az 5 perces ultrahangos kezelés hatasat vizsgekalkidomonas fluorescekgltiran. Az ultrahang nem kéarositotta a sejtedatelyek 5 perc elteltével még aktivan

mozogtak.



5.1. kép DAPI festékkel jelolt sejtek 3,5% formdidilel fixalt kontroll talajban.

5.2. kép:Pseudomonas fluoresceimokulummal beoltott 3,5 % formaldehiddel fixatirkroll
talaj szuszpenzidjarél készitett kép EUB 338-abawval tortén hibridizaciét koveden

5.4.2. Talajszemcse-mikroorganizmus elvalasztasantafugélassal és a permeabilizacid
hatasanak vizsgalata

A mikroorganizmusok deszorpcidjat talajszemcékka tovabbi kisérletekben 2 06ras
razatassal, azt kovetilepitéssel és a felliliszé centrifugalasaval étiR feltliszékat 1000

rom és 2000 rpm fordulatszammal centrifugaltuk, dnag 0 felllisz6b6l 12000 rpm
fordulatszamon 5 perc centrifugalassabjgittilk 6ssze a mikroba pelletet.

A hibridizacios proba sejtbe jutdsanakselgitésére lizozimmel, proteinaz K-val, 1M HCI-lel
kezeltik a sejteket.



A frissen elkészitett 4%-0s PFA oldatot a talajgpesziohoz adtuk, majd egy éjszakan at
4°C-on inkubdltuk. G+ sejtek esetében az irodalamnaos fixalast javasol, ezért a
talajszuszpenziokat 50% etanollal is fixaltuk.

Talajszemcse-mikroorganizmus elvélasztiasa

A DAPIval festett mintak vizsgalata soran megaliafpilk, hogy a razatas utan kdzvetlenil a
fellluszébdl, és az Ulepedést ket a fellluszobdl nyert szuszpenzidban a talajsgéknc
nagy aranya zavarta a kiértékelést (5.3. kép), &ramiganizmusok elvalasztasa a
talajszemcsékt nem volt megfelél. Az 1000 rpm fordulatszamon centrifugalt szuszpenz
fellluszéjabol vett mintaban a talajszemcsék argelmtsen kevesebb volt (5.4. Kép). A
4. kisérletben, 2000 rpm fordulatszamon tdsténentrifugdlas soran felteliddg a
mikroorganizmusok egy részét a talajjal egyitt méctigaltuk. A tokéletesebb elvalasztas
érdekében tovabbi kisérletekre van szikség. Azladetds problémajara megoldas lehet a

talajszuszpenzio atéese 4Qum porusmérdi sAiron.

o W A

5.3. kép Az Ulepedét koven a feliliszobol nyert és DAPI-val festett szuszpban a
talajszemcsék nagy aranya zavarta a kiértékelést.

5.4. kép Az 1000 rpm fordulatszamon centrifugaltsgpenzié feltliszojabol vett mintaban a
talajszemcsék aranya jeléaén kisebb volt. (DAPI-val festett minta)
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5.5. Kép 2000 rpm fordulatszamon toérentrifugalas soran a talajjal egyiitt feltéteq a
mikrobak egy részét lecentrifugaltuk.

Permeabilizacio hatasa

Az etanollal fixalt sejtek lizozim, lizozim + pratéiz K keverék, 1 M HCI hatasara lizaltak, a
mintakban nem maradtak ép sejtek. A PFA-val figaliszpenziok esetében (5.6. kép) csak a
lizozimmel kezelt kisérletben detektaltunk tébb rabat, mint a kontroll mintaban.

5.6. Kép EUB 338-as univerzalis prébaval hibridizBFA-val fixalt és lizozimmel
permeabilizalt sejtek
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Tovabbi Iépések a FISH modszer fejlesztésére akajporganizmusok detektalasara

A mikroorganizmus-talajszemcse elvalasztasa tovaialaj diszpergalasat gyorsito,
mikrobakat deszorbedld adalékanyagokkal, mint ptrim-pirofoszfat, PEG6000,
Chelex, PVPP és rovidebb razatasveel

* A szuszpenzi6bdl a talajszemcsék elvalasztagen4brusmereit sZirén

e A hibridizacié optimalizdlasa a hibridizaciés puffen Dbeallitott optimalis
formamidkoncentracidval

Tovabbi célok

e Szennye&anyag hatasara a talaj mikroorganizmus kdzossépblkiivetke# valtozasok

X4

szennyedanyag €s nehézfémek hatasara
» Specidlis enzimek indukciéjanak vizsgalata mRN&reezett hibrdizacos probakkal.
« Uj, specialisan ks fluoreszcens festékek szintetizalasa és kiprobalas
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