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A talajban talalhatdo DNS
vizsgalatanak jelentosége
* A talaj nagyon osszetett elohely

* A mikrobialis heterogenitas a talajban felulmul minden mas
kornyezetet: kimutattak, hogy 1 g talaj tobb ezer faj akar 10 milliard
egyedet is tartalmazhatja!

* A talaj genetikai sokfélesege meg tartogat meglepetéseket, €s gazdag
forrasa lehet ipari jelentdsegl enzimek, bioaktiv anyagok
felfedezésenek.

* A mikrobafajok nagy része, melyek a talajban talalhatéak nem
kellden feltérkepezettek, ugyanis szamos mikroorganizmus
nem szaporithato laboratoriumi korulmenyek kozott.



A DNS talajmintabdl valo
Kinyerésenek nehezsegei

* Standard kultivacios technikakkal a mikrobialis diverzitas max 1%-a
nyerhet6 vissza, noha pl. talajban akar tobb, mint 10 000 kulonbozb faj

IS jelen lehet

—Komoly problémat jelent, hogy az in situ megfigyelhetd mikroba
sokfeleseg, és a szaporito tapon in vitro szamolhato telepszamok -
szamlalasi anomaliak - kozott eltérés mutatkozik

* A DNS kinyerése soran huminsavak is extrahalodnak, melyek gatoljak
a molekularis munkakat



A DNS kinyerese talajmintabdl

A DNS kinyeréseére talajmintabdl kétféle extrakcios modszert
dolgoztak ki:

* A sejtek direkt lizise, és ezaltal a DNS kozvetlen kinyerése - a
kornyezeti mintatol nem valasztjak el a sejteket. Sok DNS
Kinyereset lehetove tevo, egyszeru extrakcios eljaras.

* Indirekt modszer: el6szor elvalasztjak a kornyez6 anyagoktol a

sejteket, és utana extrahaljak a DNS-t a tisztitott (utana akar

laborban felszaporitott) sejtekbdl - tiszta, nagyon jo integritasu
DNS.

A celtol fuggben, hasznalhato a ket modszer egyike, pl. egy egyedi
enzimet kodolo gén kinyeréséhez alkalmazhato az els6 megoldas,

mig multifunkcios enzimeket kddolo gencsoportok izolalasahoz
célszerl a masodik modszert hasznalni.



Direkt lizis

Az adott kdrnyezet 0sszes
mikroorganizmusanak teljes genomjat

izolaljak és klonozzak egy gazdaba (pl.

E. coli) a tovabbi vizsgalatokhoz

A sejteket nem valasztjak el a
kornyezeti mintabdl, lizisuket a DNS
tisztitasa koveti

A sejtek lizisere magas homersekletet,
eros detergenseket, mechanikai torést
vagy fagyasztas-olvasztas modszert
alkalmazhato

Jobban reprezentalja a minta valos
mikrobialis sokféleségét

Leggyakrabban ezt hasznaljak, mivel
sokfele talajra alkalmazhato, kevesbé
laborigényes, tobb DNS nyerhet6

Hatranya: kisebb DNS fragmentek
keletkeznek

Indirekt modszer

ElGszor elvalasztjak a kornyezeti
minta anyagaitol a sejteket (ezutan
gyakran felszaporitjak), és utana
extrahaljak a DNS-t

A jelenlevo mikrobaknak csak egy
részet lehet szelektalni es
szaporitani tiszta kulturaban. A
szaporithaté mikroorganizmusok
jellemezhetbk, fermentalhatok

Tiszta, nagyon j6 integritasu DNS
nyerheto.

Olyan talajmintak esetén elényos,
ahol nagy mennyiségu olyan
anyagot talalunk, amelyek zavarjak
a DNS izolaciot (pl. huminsavak)

Nagyobb DNS fragmentek,nagy-
inszert konyvtar keszitesere
alkalmas#®



Példa a direkt lizises extrakciora

UltraClean® Soil DNA Isolation Kit

® Tartalmazza az elOkeszitett lizalo reagenseket
®PCR inhibitorokat kizaro eljaras

®Kiszuri a vizsgalatokat nehezitd osszetevoket



A DNS elOokeészitése vizsgalathoz

Polimeraz-lancreakciéo (PCR-Polimerase Chain Reaction):
A kinyert DNS megsokszorozasat teszi lehetoveé.

O®A DNS két szalat szétvalasztjak — hevités hatasara a bazisokat
osszekotd hidrogén-kotesek feloomlanak — denaturalas (denaturation)

®Primerekkel (rovid, mesterseges DNS szalak) megjelolik a
sokszorozando DNS-szakaszt
(annealing)

®DNS-polimeraz végigmegy a primerek altal megjelolt szakaszon es
duplikalja azt — meghosszabbitas (elongation)



A DNS fragmentek elvalasztasa,
vizsgalata

A DNS darabok elvalasztasara hasznalt legaltalanosabb modszer
az agaroz gel elektroforézis, amely a DNS molekulak
elektroforetikus vandorlasi sebesség-kulonbségeén alapul.

— probléma, hogy a PCR-rel feldusitott DNS mintak
molekulameérete kozel all egymashoz, ezert ez az eljaras nem tudja
megfelelden elkuloniteni a kulonbozo DNS lancokat

Megoldas: Denatural6 gradiens gélelektroforezis (DGGE)



Denaturalo gradiens
gelelektroforézis (DGGE)

A DGGE moddszer a ketszalu DNS egy fontos fizikai tulajdonsagan,
az olvadasi hdmeérseékleten alapul, mely a DNS bazisosszeteteletdl

fugg.

A DGGE soran az el6zetesen PCR-rel felszaporitott DNS
poliakrilamid denaturalo gradiens gelben vandorolva részlegesen
,megolvad”. A részlegesen felnyilt DNS darabok mobilitasa
nagymertekben lecsokken.

Ez azonos meretl, de kulonbozd bazisosszetétell fragmentek
esetén elterd futasi magassagban tortenik.

Tehat a DGGE a kulonbozo DNS-ek elvalasztasat
azok eltero denaturalédasanak segitsegevel valositja meg.



A talajban talalhato DNS
vizsgalatanak attekintese
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Forrasok:

http://www.eeescience.utoledo.edu/faculty/sigler/r
esearch/protocols/dgge/dgge.pdf

http://www.bio-science.hu/products.php?p=37
http://hu.wikipedia.org/wiki/PCR

http://www.mobio.com/soil-dna-
isolation/ultraclean-soil-dna-isolation-kit.html



Forrasok:

http://www.moez.fraunhofer.de/en/Images/Univers
ittPecs tcm102-12514.pdf

http://www .taki.iif.hu/talajbio/at1.pdf

http://biotech.szbk.u-
szeged.hu/KatiKornytudNappaliea/master/Biorem

ed/9 ora.ppt

http://oktatas.ch.bme.hu/oktatas/konyvekimezgaz/
dnsklon/laborgyak/gelefo.pdf
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