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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

24D 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav

A Adenozin

APPA L-2-amino-5-foszfono-3-cisz-penténsav

ATCC American Type Culture Collection, USA

ATP Adenozin-trifoszfat

BCI Biokontroll index

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

C Citozin

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Hollandia

CTP Citozin-trifoszfat

DIP Deletion/insertion polymorphism - delécids/inszercios polimorfizmus

DHT Double hydrogen transfer - kettés hidrogén transzfer

DKP Diketopiperazin

DMSO Dimetil-szulfoxid

DON Deoxinivalenol, vomitoxin

dNTP Dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DSMZzZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
Németorszag

DTNB 5,5-Ditio-bisz (2-nitrobenzoesav)

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav dinatrium soja

ESI-MS Electrospray lonization Mass Spectrometry - Elektroporlasztasos

1onizacids tomegspektrometria
ESI-IT-MS Electrospray lonization lon Trap Mass  Spectrometry -

Elektroporlasztasos ionizacids ioncsapdas tomegspektrometria

FGSC F. graminearum fajkomplex
FSSC F. solani fajkomplex

G Guanozin

GTP Guanozin-trifoszfat

GTR General Time-Reversible
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HPLC High Performance Liquid Chromatography - Nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

IARC International Agency for Research on Cancer - Nemzetkozi Rakkutato
Ugyndkség

ICEBs1 Integrative and Conjugative Elements B1, Conjugative Transposons B1-
Integrativ ¢s Konjugativ elemek B1

ITS Internal Transcribed Spacer — belsé atirodo elvalaszto (szakasz)

ML Maximum Likelihood

MLST Multilocus sequence typing - Multilokusz szekvencia-tipizalas

MS Mass Spectrometry - Tomegspektrometria

NCBI National Center for Biotechnology Information

NMR Nuclear Magnetic Resonance - Magneses magrezonancia

NRPS Nonribosomal Peptide Synthetase — nem-riboszomalis peptid-szintetaz

NRRL Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service
Culture Collection, USA

NTD 3,3’-Neotrehal6z-diamin

oD Optikai denzitas

PCR Polymerase Chain Reaction - polimeraz lancreakcio

pNA Paranitroanilid

Rf Retencios faktor

RISA Ribosomal Intergenic Spacer Analysis - Riboszomalis intergénikus
kitoltészakasz-analizis

Rpm Rotations per minute - fordulatszam

SNP Single Nucleotide Polymorphism - egypontos nukleotid-polimorfizmus

SOLID Sequencing by Oligonucleotid Ligation and Detection - szekvenalas
oligonukleotid ligalassal és detektalassal

SZMC Szeged Microbiology Collection — Szegedi Mikrobioldgiai Gylijtemény

T Timidin

TAE Trisz-ecetsav-dinatrium-EDTA

TE Trisz-EDTA

TLC Thin Layer Chromatography - Vékonyréteg Kromatografia

Tris Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan

TTP

Timidin-trifoszfat
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2 BEVEZETES

A virusok, baktériumok és gombak altal okozott novényi, illetve gombabetegségek
komoly karokat okozhatnak a mezégazdasagban. A hazankban is jelentds terméskiesést okozo
novénypatogén baktériumok és gombak a kovetkezék: Allorhizobium vitis, Clavibacter
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. panici, Pse. tolaasii, Rhizobium radiobacter,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Alternaria alternata, Alt. solani, Armillaria gallica,
Arm. mellea, Arm. ostoyae, Botrytis cinerea, Bipolaris bicolor, Colletotrichum
gloeosporioides, Curvularia spicifera, Fusarium culmorum, Fus. moniliforme, Fus. oxysporum
fajkomplex, Fus. solani fajkomplex, Phoma cucurbitacearum, Phytophthora infestans,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum. Mindezek mellett emlitést érdemelnek a
mikotoxintermelé Aspergillus fajok is, melyek az emberi szervezetre is karos masodlagos
anyagcseretermékeik révén okozhatnak jelentds gondot. A hazai csiperke- és laskagomba-
termesztésben foleg a Trichoderma aggressivum, Tri. pleuroti (korabban Tri. pleurotum) és Tri.
pleuroticola fajok képesek karokat okozni. Fontos megjegyezni, hogy az Eurépai Uni6 nem
engedélyezi a gombatermesztés soran a kémiai peszticidek alkalmazasat, igy az alternativ
védekezési stratégidk nagy jelentdséggel birnak.

Napjainkban a legelterjedtebb és leghatékonyabb védekezési modszer a kémiai
novényvéddszerek hasznalata. A kémiai peszticidek alkalmazisa a XX. szdzad kozepe oOta
elterjedt, és hasznalatuk azodta is ndvekvo tendenciat mutat. A magas felhasznalasi rata szamos
problémat von maga utan, ugymint a masodlagos kartevok megjelenése, rezisztencia
kialakul4sa, kornyezeti terhelés, tovabba az emberi egészség veszélyeztetése. Eppen ezért mar
az 1920-as évek ota foglalkoztatja a kutatokat a patogén mikroorganizmusok bioldgiai
védekezéssel torténd visszaszoritasa. Napjainkban egyre novekvd igény mutatkozik az
alternativ, kémiai szermaradvanyok jelenlétét kikiiszobolé megoldasok irant. Az egyik ilyen
fakultativ utvonal a biologiai védekezés alkalmazasa.

A novénybioldgiaban biokontroll agenseknek nevezik azokat a mikroorganizmusokat,
melyek képesek a kartevOket elnyomni. A bioldgiai védekezés céljaira a mikroorganizmusokon
tul az altaluk termelt vegytileteket is fel lehet hasznalni. A fert6zés csokkentése torténhet direkt,
indirekt, valamint kevert antagonizmus révén. Direkt antagonizmusrél hiperparazitizmus és
predacio esetén beszélhetliink, mig kevert antagonizmus esetében antibiotikumok, litikus

enzimek, melléktermékek termelése, illetve fizikai, kémiai zavaras révén valdsul meg a
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biologiai védekezés. Az indirekt antagonizmus soran kompeticié és a gazda rezisztenciajanak
indukcidja okozza a patogén visszaszoritasat.

Biokontroll dgensekre a virusok, a baktériumok €és a gombak kozott is szamos példat
talalunk. Virusok koziil a bakteriofagok, illetve a mikovirusok tekintheték sikeres
antagonistaknak. Gombak koziil a legismertebbek a szamos, kereskedelemben kaphato
készitmény alapjait képez6 Trichoderma nemzetség tagjai, kiilonos tekintettel a Trichoderma
harzianum fajkomplex képviselbire, valamint a Tri. asperellum, Tri. viride és Tri. virens
fajokra.

A Gram-negativ baktériumok kozé tartozoé Pseudomonas fluorescens csoport tagjai
nagyon jo kompeticios képességekkel rendelkeznek, mely extracellularis enzimek,
antibiotikumok és szideroforok termelésének koszonheté. Mindemellett a biokontrollban
szerepet jatszo fajok képesek a termesztett gomba és a ndvény novekedésének serkentésére is.

A Bacillus nemzetség sporaképzése nagy elonyt jelent a bioldgiai védekezés soran.
Kedvezdtlen koriilmények kozott biztositja a baktérium tulélését, tovabba nagymértékben
megkonnyiti a mikrobialis peszticidek formulazasat is. A Bac. thuringiensis és az altala termelt
toxin kulcsfontossagu bioinszekticid. A Bac. subtilis a mezégazdasagban, az élelmiszeriparban
¢és a gyogyaszatban is fontos szerepet tolt be extracellularis enzimek (proteaz, kitinaz, lipaz,
cellulaz) és antibiotikumok termelése révén.

A Bac. subtilis genomjanak 4-5%-a antibiotikum-szintézisért felelds géneket kodol és
ezaltal képes tobb mint két tucat, strukturalisan diverz antimikrobialis vegyiilet termelésére. A
harom leginkabb tanulméanyozott, nem-riboszomalis peptidszintézis Utjan létrejovo ciklikus
lipopeptid csaladot a szurfaktinok, az iturinok és a fengicinek alkotjak.

A fengicin csalad tagjai ciklikus lipodekapeptidek, melyek peptidrésze 10 aminosavbol
all, mig a kapcsolodd szénldnc hossza C14-C18 kozott valtozik. Erds feliiletaktiv
tulajdonsagokkal és széles spektrumt antifungalis hatassal rendelkeznek.

Az iturinok 7 f6 variansa az iturin A és C, a bacillomicin D, F, L és LC, valamint a
mikoszubtilin. Ezen vegyiiletek 7 aminosavbol allo, ciklikus peptidgytiriit és egy zsirsavlancot
tartalmaznak. Az iturin esetében a zsirsavlanc hossziasaga C14-t61 C17-ig valtozik. Erds in vitro
antifungalis aktivitasuk ismert ¢€lesztokre illetve fonalas gombakra, de csak korlatozott
antibakterialis hatassal rendelkeznek, mig antiviralis hatasukat napjainkig nem dokumentaltak.

A szurfaktin csalad tagjai heptapeptidek, melyek béta-hidroxi-zsirsavval ciklikus
laktongytrit hoznak 1étre. Hemolitikus, antiviralis, antimikoplazmatikus és antibakterialis

tulajdonsaggal rendelkeznek, antifungalis aktivitasuk azonban nem ismert. Ezen ciklikus
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lipopeptidek elényos tulajdonsagait nemcsak a mezdgazdasag, de a gyogyszer- ¢és
¢lelmiszeripar is kihasznalja. Kulcsszerepiik a biofilmképzésben bizonyitott, illetve
antibiofilm-agensként is hasznosithatéak, amely az élelmiszerek tartdsitasa soran nagy elény.

A szurfaktinok gyulladascsokkentd hatasa a foszfolipaz A2 gatlasa révén valosul meg.
Tumorellenes aktivitasukat jol szemlélteti az Ehrlich Ascites karcinoma sejteken Kifejtett
antiproliferativ hatas. A szurfaktinok trombolitikus terapias szerként torténé alkalmazasa is
kutatott tiid6-, szivizom- és agyi rendellenességek esetén.

Mindezek mellett a Bac. subtilis szerepet jatszik a névényi novekedés serkentésében,

valamint a névényi rezisztencia indukcidjaban is.
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3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A biologiai védekezés jelentosége

A XXI. szazadban az emberi népesség novekedése miatt kiilonosen fontos a
haszonnovényekre, illetve termesztett gombakra patogén szervezetek elleni védekezés. A
mezogazdasagban karokat okozd novény-, illetve gombapatogén mikroorganizmusok ellen
bevalt modszer a hagyomanyos novényvédd szerek hasznalata (Pal és Gardener 2006). A
kémiai anyagokat tartalmazo szerek mindségi és mennyiségi javuldst eredményeznek a
terményekben, azonban jelent6s kornyezeti terhelést vonnak maguk utdn, éppen ezért
napjainkban egyre novekvé igény mutatkozik a kémiai szermaradvanyokat nem tartalmazo,

alternativ, hatékony névényvéddszerek irant (Pal és Gardener 2006).

3.2 A dolgozatban vizsgalt névény-, illetve gombapatogén kérokozok jellemzése

A mez0gazdasagban korokozoként jelentkezd baktériumok koziil hazankban az 1960-
as évektol okoz igazan gondot a Clavibacter michiganensis (Actinobacteria, Actinomycetales),
egy aerob, Gram-pozitiv névénypatogén baktériumfaj, mely elsdsorban a paradicsom és a
burgonya megbetegedését okozza. A Cla. michiganensis subsp. michiganensis paradicsomon
okoz klavibakteres megbetegedéseket, melyek legjellemzdbb tiinete az alsé leveleken induld
hervadas, ami késobb atterjed az egész ndvényre. A szaron, levélnyélen megnyult hosszanti,
barnas csikok jelennek meg, a bels6 szovetek pedig iiregessé valnak. A terméseken barnas,
fehér gytirtivel korbevett foltok jelzik a korokozot (Gartemann és mtsai. 2003).

A Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Proteobacteria, Xanthomonadales)
paradicsomot, paprikat és keresztesviraguakat fert6zo, palcika alaka, Gram-negativ, aerob
baktérium. Elsé tiinetként a novény levelén jelennek meg apro, vizenyds, vilagos-sotét zold
foltok, melyek aztan gyorsan 0,2 cm atmérdjii fekete sarga udvarral rendelkezd léziokka
fejlodnek. Végso stadiumban a levél teljes bebarnulasa és lehullasa kovetkezik. Ezt kovetéen a
tiinetek az egész novényre atterjednek. A termésen hasonl6 foltok jelennek meg, amik bar nem
hatolnak mélyre, nagy szamuk viszont jelentGsen rontja a termés mindségét (Sun és mtsai.
2002).

A gylimolcstermesztok szamara vilagszerte jelentds gondot okozo, palcika alakd, Gram-
negativ baktérium, a Pseudomonas syringae (Proteobacteria, Pseudomonadales) az idésebb és
fiatalabb fakat egyarant megtamadja. A Pse. syringae és rokon fajai rendkiviil széles

gazdaspecificitasuak, képesek egyszikiieket, valamint lagy-, illetve fasszart kétszikiieket is
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megtamadni, és a feliileti sebeken keresztiil a fa- és hancsszoveteket, illetve a kambiumot
fertézni. A fajra jellemz6 jégmagképz6 fehérjék a baktériumsejt kiils6 membranjan
aggregatumokat képeznek, melyek szerepet jatszanak a sejtkozotti térben torténd jégkristalyok
képzddésében. Csokkentik a fagytiirést, ezaltal fokozzdk a fagykéarokat a ndvényben. A
termésmennyiség csokkenésén til a fa novekedését is hatraltatjak (Kennelly és mtsai. 2007).

A Pseudomonas tolaasii a gombatermesztésben vilagszerte jelentés karokat okozo
Gram-negativ, aerob baktérium, mely a csiperkegombat (Agaricus bisporus), a laskagombat
(Pleurotus ostreatus) és a shii-take-t (Lentinula edodes) is képes megfert6zni. A mar kialakult
termétesteken tipikus baktériumos foltosodas figyelheté meg. A Pse. tolaasii laskagomba
esetében sargulast (Bessette és mtsai. 1985), csiperkegomban barnulast (Lee és mtsai. 2002),
ritkabb esetben abnormalis ndvekedést idéz eld. A tolaasin nevi toxin a plazmamembranon
pérusokat hoz 1étre, mely a gombasejtek pusztulasahoz vezet (Rainey és mtsai. 1992). A
csiperkegomba esetében a barnulas a megtamadott gombaszovet autoenzimatikus aktivitasanak
kovetkezménye. Soler-Rivas és munkatarsai (1999) szamoltak be arrol, hogy a barnulasi
folyamatot az Aga. bisporus tirozinazainak aktivalodasa valtja ki, jelentds termésromlast idézve
el6 ezaltal.

Az anaerob, talajlako Agrobacterium tumefaciens — ijabb nevén Rhizobium radiobacter
— ¢és Agrobacterium vitis — Gjabb nevén Allorhizobium vitis (Proteobacteria, Rhizobiales)
(Young és mtsai. 2001) — széles gazdaspecificitastiak, szamos fasszari novényt (almafa,
bogyosok, csonthéjasok, héjasok, diszfak) megfertéznek, sét lagyszartiakon (napraforgon,
dalidn, muskatlin) is képesek tiineteket okozni. A korokozo sebeken keresztiil képes fertdzni,
egyik nagy elonye, hogy a szétesett golyvakbol a baktérium a talajba jutva sokaig fertézoképes
marad. A sériilt novényi részeken keresztiil kiilonb6z6 fenolvegyiiletek szabadulnak fel,
bekapcsolva ezzel a baktérium plazmidjan (tumorindukalé — Ti-plazmid) elhelyezkedd
virulencia-géneket. Ezen plazmid egy kisebb szakasza, a novényi sejtek korlatlan osztodasat
biztositd és az opinok szintéziséért felelds géneket hordozo T-DNS fragmens jut be a névényi
sejtekbe. A novényi sejtek altal termelt opinokat a baktérium szén-, nitrogén- és
aminosavforrasként hasznositja. A gyokéren és a gyokérnyakon létrejovo, kezdetben apro
golyvak iddvel elfdsodo, szétesé daganatokka fejlédnek (Hwang és mtsai. 2015).

Az egyik legismertebb, paradicsomot és burgonyat fert6zd, jarvanyos gombabetegséget
az Oomycota torzs Peronosporales rendjébe tartozo Phytophthora infestans okozza. A
burgonya-, illetve paradicsomvésznek is nevezett betegség terjedését a hideg, esds idGszak

nagymértékben eldsegiti. Elsdként a leveleken jelennek meg a tiinetek sargulo, majd
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sziirkésbarna foltok formajaban. Ezt kovetden a levelek elszaradnak, illetve a levélnyélen,
szaron is megjelennek a nagy, barnasfekete foltok. A sporangiumok a talajba jutva képesek a
burgonyagumot is megfertdzni, sziirkés foltokat okozva, mely aztidn a tarolds soran a gumok
rothadasat idézi eld. A paradicsombogyok fertdzése soran a barna foltosodas a bogyd husaba is
bejutva teszi azt emberi fogyasztasra alkalmatlannéa (Nelson 2008).

Az Aspergillus fajokra (Ascomycota, Eurotiales) jellemz6 a fonalasgombak altal termelt
masodlagos anyagcseretermékek, a mikotoxinok termelése, melyek az emberi és allati
szervezetet karositjak. Betakaritds el6tt kukoricat, foldimogyorot, gyapotot fertéznek, de
betakaritas utan is képesek karokat okozni gabonaféléken, fiigén, pisztacian, kavén, fliszereken,
kakaobabon, mazsolan, hagyman (Varga és mtsai. 2009). Az Asp. awamori és az Asp. niger a
feketepenészes rothadas okozoi. Varga és munkatarsai (2012) magyarorszagi hagymamintak
Asp. awamori altal okozott fumonizin-fert6zottségérdl szamoltak be, illetve bizonyitottak az
Asp. niger fumonizin Bz- ¢és ochratoxintermelé képességét is. Gazdasagilag fontos
mikotoxintermelé Aspergillus faj még a majrak kialakulasaban szerepet jatszo aflatoxint
termeld Asp. flavus. Hazankban is szamos esetben izolaltak kiilonbozé mezdgazdasagi
novényekrol ezt a toxintermeld gombat, bar a hazai éghajlati viszonyok a faj toxintermelésének
nem kedveznek (Varga és mtsai. 2009).

A gombatermesztésben jelentés problémat okoz a Trichoderma nemzetség
(Ascomycota, Hypocreales) képviseldi altal okozott zoldpenészes megbetegedés. Vilagszerte a
harom, kereskedelmileg kiemelten fontos bazidiumos gombat, a csiperkét, a laskagombat és a
shii-take-t is képesek megfertdzni. A patogén z6ldpenészek képesek a termesztési alapanyagon
novekedni, akadalyozva a termétestek novekedését, sulyosabb esetekben azok kifejlodését,
jelentds terméskiesést okozva ezaltal. A csiperkegomba termesztésében foleg a Tri.
aggressivum faj valtozatai, a Tri. aggressivum f. aggressivum ¢és a Tri. aggressivum f.
europaeum képesek karokat okozni (Samuels és mtsai. 2002). Kredics és munkatarsai (2009)
hazai és romaniai laskagomba-termesztésben fellépett zoldpenészes fertézések okozodiként a
Tri. pleuroti és a Tri. pleuroticola fajokat irtak le, és megallapitottak, hogy ezen Trichoderma
fajok homérséklet-¢s pH optimuma széles skalan mozog, kivald antagonista képességekkel
rendelkeznek, protedz, glukandz, lipdz és kitindz enzimek termelésére képesek, jelentdsen
nehezitve az elleniik torténd védekezést. Hatvani és munkatarsai (2012) elséként mutattak ki
horvatorszagi csiperkekomposzt-mintakbol a Tri. harzianum jelenlétét.

A Fusarium graminearum fajkomplexumba (FGSC, Ascomycota, Hypocreales) tartozo

Fusarium culmorum (O’Donnell és mtsai. 2000a) apr6 szemii gabonaféléket, foként buzat és
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arpat fertdz, de nagy karokat képes okozni zabon, rozson, kukorican, cirokon és egyéb fuféléken
is, ahol szar- és gyokérkorhadast idéz eld (Scherm €s mtsai. 2013). Barna elszinezddés jelenik
meg a gyokéren és a szdron, mig az alsobb internodiumokon megjelenik a gomba rdzsaszines-
lilds szovedéke. Az egyik legsulyosabb tiinete a csdpenészedés. A beteg szemekbdl novo
csirandvények elpusztulnak. Két kemotipusba tartozd trichotecének, az I. csoportba tartozo
deoxinivalenol (DON) és annak acetilalt szarmazékai, a 3-acetil-deoxinivalenol (3-ADON) és
15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON), illetve a II. csoportba tartozé nivalenol (NIV) és
fuzarenon-X (FUS) termelésére képesek (Sherm és mtsai. 2013).

Magyarorszagon a Fus. culmorum mellett a Fus. graminearum (FGSC) a leginkabb
elterjedt a fuzariumos betegségeket okozd gombak kozott. Az Ascomycota torzs Hypocreales
rendjébe tartozo Fus. graminearum egy nagyon destruktiv patogén, mely féleg gabonaféléken
fordul eld, szamos esetben mas Fusarium fajokkal egyiitt fertdz. A legnagyobb gazdasagi
veszteségeket a viragok megfertézése révén idézi el6. Ez a patogén mikotoxinnal fertézott
gabonat eredményez igy elsGsorban a gabona mindségi — és nem mennyiségi — romlasdhoz jarul
hozza (Dean és mtsai. 2012). Ha a tarolas soran a szennyezett gabona nedves kdrnyezetbe keriil,
a fert6z6 agens tovabb novekszik, és a mikotoxinszint is emelkedik (Magan és mtsai. 2010). A
mikotoxinnal fertdzott gabona emberi fogyasztdsra és dallati takarmanyozdsra egyardnt
alkalmatlan. A Fus. graminearum szamos trichotecént termel, a legfontosabbak a DON, az
acetilalt DON-szarmazékok, a nivalenol és a zearalenon (Varga és mtsai. 2009). A DON gatolja
izolatumok (kemotipusok) mikotoxin-profilja eltérd lehet (Alexander és mtsai. 2011).

A Fus. moniliforme (Fusarium fujikuroi fajkomplexum - FFSC, korabban Gibberella
fujikuroi fajkomplexum - GFSC) termesztett gabonaféléket (pl. buzat, kukoricat) és egyéb
fiféléket fertéz (O’Donnell és mtsai. 2000b). Tiinetei torzsenként eltéréek lehetnek, egyes
torzsek kukoricamagon, gyokéren, szadron okoznak rothadast (Kommedahl és mtsai. 1979,
Kommedahl és mtsai. 1981), mig masok a kukoricandvény reproduktiv és vegetativ strukturain
tiinetek kialakulasa nélkiil kolonizalnak (Bacon és mtsai. 1992, Leslie és mtsai. 1990, Koehler
1942). Szamos toxint termel, koztiik fuzariumsavat, fuzarint, gibberellineket, moniliformint és
fumonizineket (Nelson 1992).

A Fus. oxysporum fajkomplexum (FSSC, Baayen ¢és mtsai. 2000) széles
gazdaspecificitasu, kiilonb6z6 képviseléi stulyos veszteségeket képesek okozni tobb mint 100
kiilonbozd névényfajon, mint példaul paradicsomon, dinnyén, bananon vagy gyapoton. Ezek a

talajban ¢l0 patogének vaszkuldris hervadast okoznak a megtdmadott gazdandvényen. A
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fertdzés jellegzetes tlinetei a vaszkularis barnulés, a levélepinasztia, a progressziv hervadas, a
csokkent novekedés, illetve a lombvesztés, melyet a ndvény pusztulasa kovet (Agrios 2005).
Ez a ndvénypatogén csoport fumonizin C termelésére képes, valamint immunszupresszalt
betegekben invaziv fert6zések okozoja lehet (Nucci és Anaissie 2007, O’Donnell és mtsai.
2004)

A Fus. solani fajkomplexum (FSSC) képvisel6i a FGSC-hez hasonléan
trichotecéntermeld fonalasgombak (O’Donnell és mtsai. 2008), melyek a fuzarium
mikotoxikdzisok szamos tiinete révén (a nyalkahartya hiperémiaja, hasmenés, gasztroenteritisz,
anginds rohamok, vérzések, fulladds) immunszupresszalt allapothoz vezetnek. Szamos
terményen okoznak hervadasos tiineteket és rothadast, koztiik Cucurbita fajokon (Hawthorne
¢s mtsai. 1992), Pisum sativum-on (van Etten 1978) ¢és Phaseolus vulgaris-on (Li és mtsai.
1995).

A Botrytis cinerea (Ascomycota, Helotiales) az egyik legismertebb, széles
gazdaspecifitasu novénypatogén gomba, mely a sziirkepenész kialakulasahoz vezet.
Betakaritast kovetden is hatalmas karokat képes okozni szamos zoldségen, gyiimdleson (Coates
¢s mtsai. 1997). A mérsékelt €s szubtropusi régidkban egyarant felbukkano kérokozé tobb mint
200, foleg kétszikli ndvénytajt képes megtdmadni, de a legnagyobb karokat kdposztan, salatan,
brokkolin, babon, sz616n, epren, malnan és szedren okozza (Williamson és mtsai. 2007). A Bot.
cinerea szamos tiinet kialakulasaért felel, melyek megnyilvanulasa novényenként eltérd. A
legjellemzObb a rothadas, melyet a gomba sziirke konidiumtémegeinek megjelenése kovet a
leveleken és a terméseken (Williamson és mtsai. 2007). A gomba tobb sejtfalbontd enzimet
termel, melyek a virulenciaban t6ltenek be fontos szerepet. Endo-poligalakturonazt (Have és
mtsai. 1998, Kars ¢és mtsai. 2005), endo-B-1,4-xilanazt (Brito és mtsai. 2006), szuperoxid-
dizmutéazt (Rolke és mtsai. 2004), botrydial nevii toxint (Colmenares €s mtsai. 2002) és egy€b
alacsony molekulatomegili vegyiileteket, mint példaul oxalsavat termelhet, melyet in vitro
(Germeier és mtsai. 1994) illetve in planta is képes eldallitani (Verhoeff és mtsai. 1988).

A Sclerotinia sclerotiorum (Ascomycota, Helotiales) az egyik leginkabb ismert
aspecifikus novénypatogén, mely fehérpenészes rothadast okoz. Vilagszerte tobb mint 400
novényfajt, koztiik haszon-, illetve gyomndvényeket is megfertéz. Olyan kétszikii novényekre
jelent veszélyt, mint a napraforgd, szoja, repce, ehetd szarazbab, csicseriborsd, mogyoro,
szarazborso, valamint lencse. Egyszikiiek koziil célpontja lehet a hagyma vagy akar a tulipan
is (Boland és Hall 1994). A fert6zés elsoé jelei sotét 1€ziok, melyek megjelenését a szar

vizenyOssé valasa koveti. Ezek a 1éziok gyakran elhalt szovetekké fejlédnek, melyeket fehér,
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vattaszer(i micélium borithat. A szar belsejében a fehér micéliumszovedék mellett megjelennek
a fekete szklerociumok is (Bolton és mtsai. 2006). A Scl. sclerotiorum szamos sejtfalbontd
enzimet termel, tobbek kozott pektinazt, B-1,3-glukanazt, B-gliikkozidazt, cellulazt, xilanazt és
kutindzt (Annis és mtsai. 1997). Fontos megjegyezni, hogy az oxalsav termelése is jelentds
szerepet jatszik a fert6zés sikerében (Bolton és mtsai. 2006).

Az Alternaria nemzetség (Ascomycota, Pleosporales) képvisel6i vilagszerte szamos
gyiimolcsfa, illetve zoldségféle levelén okoznak tgynevezett alternarias szarazfoltossagot.
Nemcsak a betakaritas el6tt, de utana is képesek a terméseket megfertézni, tonkretenni (Coates
¢s mtsai. 1997). Mindezek mellett human felsé 1éguti megbetegedésekben, illetve asztmas
tiinetek kialakulasaban is szerepet jatszanak (Kurup és mtsai. 2000). Ma mar tobb mint 30-féle
Alternaria toxint ismeriink, melyek szerkezetileg és szintézisiikben is eltérnek egymastol. F6
toxintermeld az Alt. alternata, mely alternariolt, alternariol-monometilétert és altenuiszolt is
termel. A masik jelentds alternarias betegség okozdja az Alt. solani, mely szamos orszag
burgonya- illetve paradicsom-allomanyat  csokkenti, SzélsGséges esetekben a
burgonyaiiltetvények akar 80%-at is képes karositani (Horsfield és mtsai. 2010). Elsé tiinetként
a leveleken barna, szaraz foltok jelennek meg, melyek késébb a levelek teljes elszaradasahoz
vezetnek. A terméseken szintén nagy, barna foltok jelzik a patogént, a héj alatt a szovetek
feketék, korhadtak.

A Bipolaris nemzetség (Ascomycota, Pleosporales) tagjai kozott szamos
novénypatogén torzs talalhatd. Az altaluk okozott megbetegedések elsdsorban a Poaceae csalad
képviseldit, pl. a rizst, kukoricat, buizdt és szdmos mas haszonndvényt érintik. A jellemz6
tiinetek kozott emlithetd a levélfoltossag, a levélszaradas, valamint a gyokér- és szarrothadas
(Ellis és mtsai. 1971, Berbee és mtsai. 1999, Sivanesan 1985).

A Bip. bicolor (Mitra) Shoemaker 1959 (korabban Cochliobolus bicolor Paul és Parbery
1966 nevezéktana alapjan) féleg a melegebb teriileteket, tropusi régiokat kedveli. Els6sorban
fuféléket fertéz, de szamoltak mar be télgyfan okozott karokrol is (Mena-Portales és mtsai.
1995, Farr és Rossman 2013). Valoszintisitik, hogy a vetdmaggal terjed (Lau €s Sheridan 1975,
Wu 1983, Richardson 1990). A buzandvény rothadasat és Pennisetum fajok levélfoltossagat
(Sivanesan 1987) is okozhatja. Miyagawa és munkatarsai (1994) a Bip. bicolor EI-I t6rzsébdl
4 fitotoxikus komponenst irtak le, a cochlioquinone A-t, a cochlioquinone B-t, a stemphone-t
¢s az isocochlioquinone A-t. Kisérleteikben mind a négy vegyiilet gatolta a rizs- és a

kolespalantak gyokerének novekedését.
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A Curvularia spicifera  (Ascomycota, Pleosporales, korabban Bipolaris
spicifera/Cochliobolus spicifer Nelson) (Manamgoda és mtsai. 2012) szintén gyokérrohadast
¢s levélfoltossagot okozo patogén, mely spiciferon nevii fitotoxinokat termel (Nakajima és
mtsai. 1989, 1991).

A Phoma cucurbitacearum (Ascomycota, Pleosporales) féleg kabakos novényeket,
uborkat, sargadinnyét, gorogdinnyét, siitotokot, €s egyéb vad tokféléket fertéz (Sitterly és
Keinath 1996). A ndvény fold feletti 6sszes vegetativ és reproduktiv részét képes megtamadni
(Chester 1891, Keinath 2011). A betegség o tiinete a leveleken megjelené barnas foltok,
melyek atterjednek a levélnyélre, kocsanyra, szarra, majd azok vizzel telitddnek, iiszkdsodnek
és elrohadnak (Keinath 2013). Ezen ndvénypatogén gomba szamos sejtfalbonto enzimet termel,
koziiliik a legjelentdsebb a poligalakturonaz (Zitter 1996).

A Colletotrichum (Ascomycota, Glomerellales) egyike a legismertebb névénypatogén
gombanemzetségeknek. Avokado, alma, mandula, paprika, afonya, mango, papaya, Citrus,
disznévények és szamos mas noévény korokozodja a Col. gloeosporioides. A novények fold
feletti részein sotét 1éziokat okoz, melyek aztdn a novényi szovetek elhalasahoz vezetnek, a
betakaritast kovetden pedig rothadast idéz elé (Dean és mtsai. 2012). A biotrof és nekrotrof
szakaszbol allo fert6zés soran a gomba apresszoriumok segitségével behatol a
gazdaszervezetbe, majd fert6zési holyagok jonnek 1étre és elsédleges gombafonalak jelennek
meg. A nekrdzis soran a 1étrejové masodlagos gombafonalak elterjednek €s a sejtek pusztulasat
okozzak (Munch és mtsai. 2008).

A Rhizoctonia solani (Basidiomycota, Cantharellales) széles gazdaspecificitasu
novénypatogén gomba. Gazdasagi szempontbol jelentds novények mellett disz-, illetve erdei
novényeket is képes megfertézni. Egyik legismertebb célpontja a burgonya, de a cukorrépat,
gabonaféléket, dinnyét, fejes salatat és a babot is megtamadja (Gonzalez Garcia és mtsai. 2006).
Palantad6lést okoz, melynek elsé tiinetei a fekete 1éziok megjelenése a gyokéren, szaron,
extracellularis enzim teszi lehetéve, tobbek kozott a fertdzés korai szakaszdban megjelend
pektin- és cellulozbontd enzimek. A fert6zés késobbi szakaszaban pedig az endopektin-liaz

A bazidiumos gombdk koziil az egyik legjelentdsebb a vilagszerte erddpusztulasokat
okozé tuskogomba, az Armillaria (Basidiomycota, Agaricales). A vilag minden részén a
mérsékelt, a borealis és a tropusi éghajlaton is képes gytimolcsfakat (citrus-, alma-, mandula-,

cseresznye-, meggy- ¢és szilvafdkat), csonthéjasokat, szalfakat, fenydket megtdmadni,
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gyokérrothadast okozni. A legvirulensebb fajai az Arm. mellea, Arm. ostoyae és az Arm.
luteobubalina (Baumgartner és mtsai. 2011). Képesek a fertézott fak eltavolitasa utan akar
¢vekig az ott maradt gyokereken tulélni és ujbdl fertézni. A fert6zés soran rizomorfakat
képeznek, melyek mechanikai erét és extracelluldris enzimeket alkalmaznak a gyokérbe vald
behatolasra. A micélium a kambiumba jutva elpusztitja a szoveteket és a tdpanyagokat
hasznositja. A fertdzott gyokerekben fehér, vastag micéliumtomeget képeznek. Tovabbi
tiinetek is jelzik a gomba kartételét: csokkent lombozat, hervadas, id6 eldtti lombhullas, csonka
hajtasok, hianyos termések. A gazda halalat kovetden az Armillaria parazita életmodrol

szaprofita életmodra valt €s a rizoszféraban perzisztal (Baumgartner és mtsai. 2011).

3.3 A dolgozatban vizsgalt kémiai peszticidek, fémek és nehézfémek

A 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav (2,4 D) az egyik legrégibb és legszélesebb korben hasznalt,
foként a kétszikii gyomok ellen hatasos herbicid. Tébb mint 1500 kereskedelemben kaphatd
gyomirtoszer tartalmaz 2,4 D-t. A 2,4 D auxinanalog, mely a célzott ndvények kontrollalatlan
novekedésével okozza azok pusztulasat. A Nemzetkdzi Rakkutatd Ugynokség (IARC) a
feltehet6en human karcinogén (2B) kategoriaba sorolta (IARC 2017).

A fenilurea-herbicidek a peszticidek egy fontos csoportjat képezik, melyek koziil az
egyik legtobbet hasznalt vegytilet a linuron. Egyszikiiek és kétszikiiek ellen is hatékony ez a
széles korben alkalmazott, metil-metoxi-karbamid-tipusi herbicid. A fenilurea-herbicidek
hatasukat a fotoszintézis gatlasa révén érik el, a fotoszintetikus elektrontranszportlancban
szerepet jatszo enzim gatlasa révén (Snel és mtsai. 1998).

A Kklortoluron foleg egyszikiiek, de szamos kétszikii ellen is alkalmazhato, dimetil-
karbamid tipusti gyokér- és levélherbicid. Szelektivitisa gyengébb, mint a fent emlitett
linuroné, de hatasfoka magasabb. Ezen peszticideket az IARC (2A) ,,valosziniileg daganatkelt6
anyag” kategoriaba sorolta (IARC 2016).

Az egyik legismertebb fungicid a ditiokarbamat szarmazékok kozé tartozo mankozeb.
Peronoszpora, varasodds, monilids betegség, alternarids, szeptorias és szamos egyéb gomba
altal okozott novénybetegségek ellen alkalmazhat6 a lisztharmat és a szlirkepenész kivételével.
Hatasat a gombaenzimek tiolcsoportjahoz kotddve éri el, ezzel gatolva a sejtlégzést. A
karbamatok human tekintetben idegmérgek, gyermekeket és csecsemoket érintd fejlodési
rendellenességekkel hozhatok Osszefliggésbe (Morais és mtsai. 2012). Az IARC besorolasa
alapjan a 3. kategdriaba sorolt, tehat emberben daganatkeltés szempontjabol nem besorolhatd

anyag (IARC 1976).
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A Kkarbendazim benzimidazol-tipust, széles Spektrumt fungicid. Uszdggombik,
lisztharmat, fuzariumos fertézések ¢és monilids betegségek ellen hatdsos. A gombak
sejtosztodasat gatolja, az orséfonalakhoz kdtddve megakadalyozza a kromoszémak szétvalasat.
A karbendazimot az Eurépai Munkahelyi Biztonsagi és Egészségvédelmi Ugynokség az M2
(mutagén: 2. kategoéria) és C2 (karcinogén: 2. kategoria) kategoriakba sorolta (EU-OSHA
2009).

A mezbdgazdasagban a rézvegyiiletek alkalmazasa igen elterjedt. A réz felhasznalasaban
a legnagyobb attorést a bordodi 1é bevezetése hozta, melyet Millardet 1880-ban elséként réz-
szulfatbol, mészbdl €s vizbdl allitott eld és lett figyelmes ezen oldat antimikrobialis hatasara. A
mez6gazdasagban sokféle réz-szulfat-tartalmu peszticid érhet6 el, melyek szamos baktérium-
¢s gombabetegség ellen alkalmazhatéak. Mindezek mellett a réznek esszencialis Szerepe van a
magasabbrendli novények ndvekedésében ¢és reprodukciojaban, mint szdmos fehérje
alkotoeleme, fontos biokémiai reakcidkban jatszik szerepet (Rusjan 2012).

Egyéb nyomelemek, mint példdul a mangan és a vas is alkalmazhatdak tdpanyagpotlo
¢s talajjavitdé adalékokként. A mangan-szulfatot napjainkban is hasznaljak talaj- ¢&s
levéltragyaként, mivel a ndvények szdmara elengedhetetlen a manganfelvétel (Mousavi ¢€s
mtsai. 2011).

A toxikus mikroelemek ko6zé sorolhatd a kadmium, mely fosszilis tiizeléanyagok
égetése, a foszfatmitragyak, fémek gyartasa, a kommunalis hulladékok égetése soran, illetve
szennyviziszappal juthat a kornyezetbe. Novények szamara nem toxikus, azonban a levelekben
akkumulalodva és az allatok szervezetébe jutva szamukra toxikussa valhat (Gupta és mtsai.
2008). A talajba a nikkel kohaszat, banyaszat, olajszarmazékok és szennyviziszap révén juthat
(Gupta és mtsai. 2008). Az IARC a kadmiumot és szarmazékait, tovabba a nikkelt és vegyiileteit
bizonyitottan rakkelt6 hatasi anyagoknak mindsitette, melyek a Szennyezett talajbol a

novényekben felhalmozdodhatnak és az emberi szervezetbe juthatnak (IARC 2012).

3.4 A biologiai védekezés lehetdségei, biopeszticidek

A napjainkban is nagy mennyiségben hasznalt kémiai peszticidek hozzdjarulnak a
termények mennyiségi és mindségi javulasdhoz, azonban jelentds kornyezeti terhelést
jelentenek. Nemcsak a célorganizmusra lehetnek nem kivanatos hatasaik, szadmos vegyiilet
esetében karcinogén hatasok is ismertek (Agrios 1988, Cook 1993, Heydari 2007, Heydari és
mtsai. 2007). Egy tovabbi, gyakran felmeriil6 probléma a patogén Szervezetek rezisztenssé

valasa, melynek kovetkeztében tjabb és ujabb peszticidek eldallitasa valik sziikségessé, ami
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jelentds koltségeket von maga utan (Cook 1993). A kémiai peszticidek haszndlata ma mar
szigoru szabalyozas ala esik, és egyre nagyobb a kornyezetvédelmi nyomas ezen karos anyagok
felhasznalasanak mérséklésére. Eppen ezért egyre nd az igény a kémiai hatoéanyagokat nem
tartalmazd, alternativ megoldasok irant (1. tablazat) (Pal és Gardener 2006).

Rhizobium sp.

B. subtilis
seudomonas sp.

%3 » =
2 B. thuringiensis
’ \ ’

Parazitoidok,
predatorok

Virusok =~

@ Mikrobidlis
o termékek

/
Biopeszticidek /-~

Gombak

1. abra. A biopeszticidek jelenlegi helyzete.

A szintetikus ndvényvéddszerek uraljak a piacot, bar a 2000-es évek ota hasznalatuk
némileg visszaszorult, 2008-ban az dsszes hasznalt ndvényvédoszer 2,5%-at tették csak ki a
biopeszticidek (1. abra). A forgalomba keriilt biopeszticidek csupan 30%-a mikrobialis
peszticid (Thakore 2006), melyek k6zott a baktériumalapt készitmények vannak tobbségben.
A Rhizobium (Agrobacterium), Bacillus és Pseudomonas nemzetség képviseldi a legsikeresebb
mikrobidlis peszticidek (Fravel 2005). A mikroorganizmusokat tartalmazo készitmények 70%-
a Bacillus thuringiensis-en alapuld rovarellenes névényvéddészer, a maradék 30% koriilbeliil
fele pedig Bac. subtilis-en alapulo6 biopeszticid (Ongena és Jacques 2008).

Az okologiai termesztésben a korokozok és kartevOk szupresszidjara szolgald
megoldasokat négy f6 csoportra oszthatjuk:

1. mikroorganizmus-alapu készitmények alkalmazasa (mikrobialis peszticidek)

2. mas organizmusok (nematodak, rovarok) segitségével torténd szupressziod

3. €16 organizmusokbol szarmaz6 hatéanyagok alkalmazasa (biokémiai peszticidek)

4. genetikailag modositott novények alkalmazasa (Cawoy €s mtsai. 2011).
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1. tablazat. A mikrobialis és kémiai peszticidek tulajdonsagainak dsszehasonlitasa (Cawoy és mtsai. 2011).

KEMIAI
PESZTICIDEK

MIKROBIALIS
PESZTICIDEK

Felhasznélas

Hatékonysag

Termelés, eldallithatosag

Szennyezés

Toxicitas

Rezisztencia

konnyt felhasznalas

hatékonyak

ellendrzott ipari termelés,

konnyt eléallithatosag

leveg6-, talajviz-,

talajszennyez6

toxikusak

(széles hatasspektrumuak)

rezisztencia alakulhat ki

velik szemben

komplexebb felhasznalas
hatékonysaguk biotikus és
abiotikus tényezok
fliggvénye

komplexebb ipari termelés,

bonyolultabb eldallithatosag

kevésbé szennyezok,
alacsony koncentracidban is

hatékonyak

kevésbé toxikusak
célzottan hatnak,

biodegradabilisak

sokféle hatasmechanizmus
jellemzi, igy a rezisztencia
kialakulasanak

valoszinlisége kisebb

A mikrobialis peszticidek nagy eldnye, hogy szant6foldi és iiveghdzi ndvényeken
okozott megbetegedések ellen is hatdsosak, legyen szd gabonaféléken, hiivelyeseken,
viragokon vagy disznovényeken okozott tiinetekr6l. Betakaritas el6tti (preharvest) és
betakaritas utani (postharvest) korokozok ellen is fel tudnak 1épni. A leginkabb elterjedt
mikrobidlis peszticidek baktérium- illetve gombaalaptiak, melyeket sok esetben a szupressziv
kornyezetbdl izoldlnak. Egyik nagy eldnyiik a tobbi ndvényvéddszerrel szemben a
hatasmechanizmus sokfélesége: képesek lehetnek a ndvénypatogének elleni, tapanyagokért és
helyért zajlé kompeticibban részt venni, valamint direkt antagonizmus révén gatolni
novekedéstiket, illetve rezisztenciat indukalhatnak a gazdandvényben. A genetikailag

modositott novényekkel szemben a pozitivabb tarsadalmi megitélésiik teszi Oket
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elfogadottabba. Eurépaban szdmos jogszabaly korlatozza a genetikailag modositott ndvények
termesztését. A biokémiai peszticidekkel szemben a mikrobialis peszticidek jelentds elénye a
fert6zés helyén valo allando jelenlétiik, sot a fitoszféraban torténd megtelepedésiiket kdvetden
in situ képesek a bioaktiv komponensek folyamatos termelésére. Mindezek mellett nemcsak a
patogének elnyomasaban van jelentés szerepiik, Szamos egyéb pozitiv hatasuk is lehet. Tobb
mikroorganizmus termel ndvényi hormonszerii vegyiileteket, melyek hatdsa révén képesek
lehetnek a novény novekedésének serkentésére. Felhasznalhatova alakitjak a talajban 1évo, a
novény szamara oldhatatlan tdpanyagokat, szerepet jatszhatnak a foszfat-szolubilizacidban
(fitazok, nem specifikus foszfatazok, szerves savak termelése révén) és a nitrogénkdtésben.
El6segithetik tovabba a gazdandvény ¢és mas hasznos organizmusok kozotti kapcsolatok

kialakulasat (Cawoy és mtsai. 2011).

3.5 A Dbiologiai védekezés altalanos jellemzése

A biologiai védekezést, rovidebb nevén biokontrollt a bioldgia kiilonbozd teriiletein
alkalmazzak, melyek koziil a legismertebbek a rovartan és a novénykortan. A novénykortan
teriiletén azokat a mikrobialis antagonistakat vizsgaljak, melyek képesek a kialakult novényi
betegség visszaszoritasara. Azon organizmusokat, vagy az altaluk termelt kiilonb6z6 tisztasagh
hatéanyagokat tartalmazo kivonatokat, melyek a korokozokat képesek elnyomni, biokontroll
agenseknek nevezziik. Elelmiszerbiztonsagi szempontbol szivesebben hasznaljak a kivonatokat
(Pal és Gardener 2006). A biologiai védekezésben szerepet jatszo mechanizmusokrol a 2.

tablazat nyujt attekintést.

2. tablazat. A biologiai védekezésben szerepet jatszo folyamatok (Pal és Gardener 2006 nyoman).

TIPUS MECHANIZMUS PELDAK

Direkt antagonizmus  hiperparazitizmus/predacid litikus/lizogén bakteriofagok
Ampelomyces quisqualis
Lysobacter enzymogenes
Pasteuria penetrans

Trichoderma virens

Vegyes antagonizmus  antibiotikum-termelés 2,4-diacetil-floroglucinol
fenazin

ciklikus lipopeptidek




Irodalmi dttekintés 24

extracellularis enzimek kitinaz, glukanéz, proteaz
termelése
melléktermékek ammonia

szén-dioxid

hidrogén-cianid

fizikai/kémiai kapcsolat talajporusok eltémodése
csirazasi szignalok felhasznalasa
molekularis keresztkapcsolatok

Zavara

Indirekt antagonizmus  kompeticio exudatumok felhasznalasa
szideroforok termelése

niche elfoglaldsa

gazdarezisztencia indukalasa gombasejtfallal valo kapcsolat
patogén-asszocialt molekularis
mintazat detektalasa

fitohormon-kozvetitett indukcid

3.6 A Bacillus nemzetség altalanos jellemzése

A Bacillus nemzetség tagjai a Firmicutes divizioba tartozd, Gram-pozitiv endosporas
prokariota szervezetek. Az endospordk fontos kitartd képletek, biztositjak a baktériumok
kedvezltlen koriilmények kozott torténd talélését. A sporaképzést indukélhatja a tapanyag
fogyasa, a sejt életkoraval egyiitt jaro anyagcseretermékek feldusulasa, tovabba a kiszaradas.
Bizonyos Bacillus fajoknal jo tapanyagellatottsag mellett is a tenyészet nagy hanyada mar
sporas allapotu lehet. Az endosporak rendkiviil ellenalldak, jol toleraljak a vizhianyt, a magas
homérsékletet, a nyomast, az UV- és gamma-sugarzast, kiilonbozé oldoszereket,
fertétlenitoszereket. A sporakat erds dehidrataltsdg jellemzi. Az endosporakra jellemz6 anyag
a pikolinsav, leggyakoribb eléfordulasi forméaja a Ca-dipikolinat (Kevei és Kucsera, 1998). A

2. abra a sporazas folyamatat szemlélteti, amely sejtosztodassal indul, aminek kdvetkeztében
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a vegetativ sejtben megindul a replikacio. A dimer képzddését a nukleoid-szegregacié koveti.
A 1étrejovo szeptum lehetOvé teszi a sporaprotoplaszt elkiiloniilését, melybdl a spéraanyasejt
membranjaval koriilvett eléspora jon létre. A sporaanyasejt falanak lizisét kovetden

megtorténik az endospora kiszabadulasa €s a spora csirazasa (Gonzalez-Pastor és mtsai. 2003).

vegetativ sejt

mildenid
\:’.zegregqmﬁapm
anya

a spora anvasejt asszimetrikus = - elospora
@ falanak lizise, az sejtosztodas seft }

endospora
R kiszabadulasa

sporaprotoplaszt
elkiilénilése

2. abra. A Bacillus fajok sporazasi ciklusa (Gonzalez-Pastor és mtsai. 2003 nyoman).

A Bacillus fajok sporaképzése nagyfoku eldényt jelent a biologiai védekezés
szempontjabol. Kompeticios képességiik ugyan elmarad a Pseudomonas fajokéhoz képest, a
sporak viszont igen ellenallova, hosszan eltarthatova és jol formulazhatova teszik a Bacillus-
alapu készitményeket. Szamos kivalo antagonista képességekkel rendelkez6 Bacillus faj ismert.

A Bac. thuringiensis-alapu készitmények szamos kartevo (pl. lepkefélék hernyoi,
legyek-szunyogok larvai, bogarak) ellen hatasosak. Szamos gazdasagilag jelentés rovarkartevo
ellen alkalmazhatok, mint példaul: Heliothis sp., Earias sp., Spodoptera sp., Plutella sp.,
melyek olyan haszonnévényeket tamadnak meg, mint példaul a gyapot, rizs, paradicsom,
karfiol, kdposzta. Kedvezétlen koriilmények kozott — a fajra jellemzden — a vegetativ sejtek
sporakka alakulnak. Sporaképzésiik soran torzsenként kiilonbozé toxinkristalyokat hoznak
létre, melyek mas-mas rovarcsoportokra hatnak. A toxin a kozépbél hamsejtjeinek

receptoraihoz kotédve porusokat nyit a sejthartyan, ezaltal a rovar halalat okozva. Az ilyen
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alapt készitmények elénye, hogy sem emlésokre, sem madarakra nincsenek karos hatassal
(Thakore 2006).

3.7 A Bac. subtilis torzsek és az altaluk termelt hatéanyagok szerepe a biolégiai

védekezésben

Szamos irodalmi adat létezik a Bac. subtilis biologiai védekezésben betoltott
kiemelked6 szerepérél. A Bac. subtilis sokat tanulmanyozott modellszervezet, és ezen nem
patogén fajt az Egyesiilt Allamok Elelmiszer és Gyogyszeriigyi Hivatala (USFDA) altaldnosan
biztonsagosnak tekintheté (GRAS - ,,generally regarded as safe”) statuszba sorolta. A Bac.
subtilis-t sporaképzésén tal egyéb tulajdonsagai teszik ellenalldo biokontroll agensé. A Bac.
subtilis mozgd baktérium, e tulajdonsaga segiti a gyokérkolonizacioban. Aerob vagy fakultativ
anaerob, képes alacsony oxigén-koncentracié mellett is ndvekedni (Nakano és Hulett 1997),
ami nagy elényt jelent, mivel a rizoszféraban rendelkezésre allo oxigén csekély, illetve
elérhet6sége idében is fluktual.

A Bac. subtilis torzsek jol fejlett szekrécios rendszerrel rendelkeznek (Harwood 1992),
szamos széles spektrumu antibiotikus aktivitassal rendelkezd masodlagos metabolitot, tobbek
kozott ciklikus lipopeptideket, valamint polipeptideket, proteineket (enzimeket) és nem peptid-
tipusu termékeket termelnek, melyek mind az orvostudomany, mind a mez6gazdasag szamara
értékesek (Mukherj és mtsai. 2006). A Bac. subtilis altal termelt antimikrobialis vegyiileteket a
biologiai védekezésben betdltott szerepiik és élelmiszerek tartdsitasara vald képességiik miatt
intenziven kutatjdk. Kisérletek folynak allatgydgyaszatban gyogyszerként torténd
alkalmazhatosagukkal kapcsolatban is (Mulligan 2005).

A Bacillus fajok altal termelt ciklikus lipopeptidek jelentds szerepet toltenck be a
novényi rezisztencia indukcidjaban és a ndovényi novekedés serkentésében is. Az indukalt
szisztémas rezisztencia (ISR) jazmonsav és/vagy etilén altal kozvetitett. Erdekes, hogy a
szalicilsav-fliggd (szisztémas szerzett rezisztencia) €és a jazmonsav-fliggé védelmi utvonalak
kolesondsen antagonisztikusak lehetnek, €s néhany bakteridlis patogén kihasznalja ezt a
szisztémas szerzett rezisztencia lekiizdésére. Az induktorok teljes skalaja még nem ismert, de a
szideroforok, illetve a fengicin- és a szurfaktin-tipust lipopeptidek hatékonysaga mar
bizonyitott. A vizsgalt lipopeptideknél megfigyelték, hogy kiilonb6zé ndvényi sejtek
stimulalasra specializalodtak. A szurfaktin bab-, paradicsom- és dohanyndvényekben indukalt
rezisztenciat, a fengicin pedig harom Solanaceae faj esetében is bizonyitotta hatékonysagat

(Ongena ¢és Jacques 2008).
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A kovetkezékben a Bac. subtilis altal termelt antimikrobialis komponenseket tekintjiik at

Wang és munkatarsainak (2015) 6sszegzése alapjan.
3.8 A Bac. subtilis altal termelt antimikrobialis peptidek
3.8.1 Bac. subtilis altal termelt peptid-termékek

3.8.1.1 Nem-riboszémalis peptid-szintetaz (NRPS) termékek

Szamos baktérium képes nem-riboszomalis szintézis révén peptid antibiotikumok
termelésére. Bac. subtilis esetében 3 nagy csoport, az iturinok, a fengicinek és a szurfaktinok

ismertek.

3.8.1.1.1 Ilturinok

Tobb Bac. subtilis térzs termel az iturinok csoportjaba tartozo ciklikus lipopeptideket.
Ezen csoport szerkezetileg is ismert tagja négy iturin antibiotikum (iturin A, C, D, E), 6t
bacillomicin és 1 mikoszubtilin (Besson és mtsai. 1976, Klich és mtsai. 1994, Cho és mtsai.
2003). Ezeket az antibiotikumokat invariAns LDDLLDL aminosav-szekvencia jellemzi
(Hourdou és mtsai. 1989). Hét aminosavbol allé ciklikus peptidgytriit és egy zsirsavlancot
tartalmaznak. Az iturin esetében a zsirsavlanc hosszusaga Cl4-t6l Cl17-ig valtozik. A
zsirsavlanc szénatomszamanak novekedése az aktivitas novekedéséhez vezet (Phae és mtsai.
1990). Az iturin A, D és E kozotti kiilonbségek a kovetkezok: az iturin A egy Asn vagy Gln
aminosava cserélédik Asp vagy Glu aminosavra iturin D-ben, mig az iturin E-ben Asp-OCHs-
ra vagy Glu-OHS-re (Grangemard és mtsai. 1997). Az iturin A-val szemben az iturin C-t nem
jellemzi antibiotikus aktivitas, ami valdszinlileg az Asn cseréjének tulajdonithato. A
kiillonboznek (Wang ¢és mtsai. 2015). A fengicinekhez képest erésebb hemolitikus
tulajdonsaggal birnak. Eleszt6- illetve fonalasgombék elleni antifungalis hatdsuk kiemelkedd
(Walton és Woodruff 1996, Moyne és mtsai. 2001), azonban csak korlatozott antibakterialis
hatasuk van (Besson és Michel 1986; Asaka és Shoda 1996; Kumar és mtsai. 2012), mig
antiviralis hatasuk nem ismert (Yu és mtsai. 2002; Moyne és mtsai. 2001). Az iturinok
fungitoxikus hatdsa a membran-permeabilitds megvaltoztatisaban rejlik. A szurfaktinokkal
ellentétben ez nem a membran szétszakitasa €s szolubilizaldsa révén valdsul meg, hanem

ozmotikus perturbacios hatasra 1étrejovo ioncsatornakkal (Ongena és Jacques 2008).
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3.8.1.1.2 Fengicinek

A fengicinek (plipasztatin, ha a Tyr® D konfiguracioban taldlhaté) ciklikus
dekapeptidek, ahol nyolc aminosav formal egy ciklikus gytir(it, mig a B-hidroxi-zsirsav a masik
két aminosavhoz kapcsolodik. Az aminosav-szekvencia konfiguracioja LDLDLDDLLDL,
melyben az L-Tyr és L-Ile egy laktongytriivel kapcsolodik (Lin és mtsai. 2005). Ezen csoport
tagjai a fengicin A, fengicin B és homologjaik, melyek a zsirsavlancok hosszaban (C13-t61 C17-
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aminosavval, kialakitva ezaltal egy bels6 gytriit (Wang és mtsai. 2015). A fengicinek kevésbé
hemolitikusak az iturinok vagy szurfaktinok csoportjainal, azonban erés antifungalis hatassal
rendelkeznek, kiilonosen fonalasgombakkal szemben (Steller és mtsai. 1999).
Hatdsmechanizmusuk kevésbé ismert, mint a masik két lipopeptid-csalad esetében, de e csalad
tagjai is interakcioba Iépnek a lipidréteggel és mennyiségiik fliggvényében a membran

permeabilitasaban okoznak valtozast (Deleu és mtsai. 2005).

3.8.1.1.3 Szurfaktinok és homolég vegyiileteik

Arima és munkatarsai (1968) irtak le el6szor szurfaktin-vegyiileteket Bac. subtilis
fermentlevébol. Egyéb Bacillus fajok is termelnek a szurfaktin-csaladba tartozo vegyiileteket:
szurfaktinokat, eszperint, lichenizint és pumilacidint (Ongena és Jacques 2008). A tovabbi
valtozatossag a kapcsolodo telitett vagy telitetlen zsirsavlancoktol fiigg, amit a szurfaktinok
esetében a C13-C15 lanc hosszanak valtozasa okoz (3. abra) (Shao és mtsai. 2015). A
szurfaktin-csalad tagjai strukturalisan eltéréek, de mindegyikiik heptapeptid, amely B-hidroxi-

zsirsavval ciklikus laktongytriit képez.
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3. abra. A szurfaktinok szerkezete az els6ként leirt heptapeptid példajan. A leggyakrabban kapcsolodo -
hidroxi-zsirsavak a C13 (R = C4Hg), C14 (R = CsH11) és C15 (R = CgH13) (Shao és mtsai. 2015 nyoman)

A szurfaktinok amfifilikusak, igy kapcsoldodhatnak és szorosan kihorgonyozhatnak a
lipidmembranokba, ezaltal képesek megzavarni azok integritasat. Lipidvezikulumokon végzett
tanulmanyok alapjan a szurfaktinok alacsony koncentracioban féleg a membran kiilsd
,»részébe” integralodnak, elenyész6 mértékben karositva azokat. Kozepes koncentracioban
részleges permeabilizaciot okoznak, de a membran miikodése helyreallhat. Nagyobb
koncentraci6 hatasara porusok alakulnak ki, mivel szurfaktingazdag klaszterek jonnek létre a
membranban. Amikor a szurfaktin eléri a kritikus micellaris koncentraciot, teljesen szétszakitja
¢és szolubilizalja a membrant, kevert micellakat hozva létre. A koleszterol jelenléte a
foszfolipid-rétegben gyengiti a szurfaktin destabilizal6 hatasat (Carrillo és mtsai. 2003), tehat
a célszervezet membranjanak szteroltartalma befolyasolja a karos hatasokat (Ongena és Jacques
2008).

A szurfaktinok széleskort bioaktivitast mutatnak, ideértve a hemolitikus, antiviralis,
antibakterialis és antimikoplazmatikus hatasokat, valamint a feliiletaktiv tulajdonsagokat is.
Ezen tulajdonsagok egyiittesen teszik rendkiviil vonz6va a termeld mikroorganizmust bioldgiai
védekezésben torténd felhasznalasra rizoszféra-kompetencia, a ndovénypatogén agensek direkt

gatlasa, vagy éppen a gazdandvény immunizalasa révén (Ongena és Jacques 2008).



Irodalmi dttekintés 30

A szurfaktin antiviralis hatassal is rendelkezik, mivel gatolja a virusburok
Osszeszerelodését. Vollenbroich és munkatarsai (1997a) kisérleti koriilmények kozott
bizonyitottdk, hogy a szurfaktin képes a herpeszvirusok, retrovirusok és egyéb burokkal
rendelkez6 DNS- és RNS-virusok inaktivalasara (Vollenbroich és mtsai. 1997a). A szurfaktin
Semliki Forest virus, Herpesz simplex virus (HSV-1 és a HSV 2), majom-immundeficiencia
virus, vezikularis sztomatitisz virus, macska kalicivirus és ragcsalo enkefalomiokarditisz virus
ellen hatékony, a ciklikus szurfaktin szénldncanak hossza befolyasolja a virusok inaktivalasara
valo képességét (Singla és mtsai. 2014).

Szintén Vollenbroich és munkatarsai (1997b) szamoltak be a szurfaktin
antimikoplazmatikus hatasarol. Az aktiv szurfaktin detergensszeriien viselkedik, a mikoplazma
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szurfaktinok alacsony citotoxicitidsa lehetové teszi alkalmazasukat emlds sejttenyészetben a
sejtek anyagcseréjének ¢és proliferacidjanak megvaltozasa nélkiil. A legalacsonyabb
mikoplazmagatld koncentracié, mely mar 48 ora utan hatasosnak bizonyult, 25 pumol/l volt
(Fassi Fehri és mtsai. 2007).

A szurfaktinok hatékonyak larva- és babstadiumban 1évd szunyogok, mint példaul a
Culex guinquefasciatus, Anopheles stephensi és Aedes aegypti fajok ellen (Seydlova és mtsai.
2011), ezaltal a szurfaktin-alapt készitmények inszekticidként a malaria elleni kiizdelemben is
alkalmazhatoak. A szurfaktin antiparazitikus hatasa révén a méheknél eléforduld nozemozis
ellen is hatasos lehet. A hazi méhen (Apis mellifera) a Nosema ceranae okoz parazitikus
tiineteket, melyeket a szurfaktinok képesek jelentés mértékben csokkenteni (Porrini és mtsai.
2010).

Fernandes és munkatarsai (2007) szamos multidrog-rezisztens baktériummal (pl. Pro.
vulgaris, Alc. faecalis, Pse. aeruginosa, Esc. coli és methicillin-rezisztens Sta. aureus) szemben
bizonyitottak a szurfaktin szupresszald hatasat. Vagvolgyi és munkatarsai (2013) in vitro
antagonizmus-tesztjeik soran a Bac. subtilis SZMC 61791 torzs Pse. syringae torzzsel szembeni
kiemelked6 gatlasarol szamoltak be. Kim és mtsai. (2010) a szurfaktin és az iturin Col.
gloeosporioides novénypatogén gomba elleni szinergista antifungalis hatasat irtak le,
Etchegaray és munkatarsai (2008) pedig egy Gram-negativ ndvénypatogén baktérium, a Xan.
campestris ellen bizonyitottak a szurfaktin €s iturin egyiittes hatasat.

Bais ¢és munkatarsai (2004) szamoltak be el6szér a szurfaktin biofilmképzésben
betoltott, kiemelkedd szerepérdl. Arabidopsis novényen vizsgaltak a Bac. subtilis 6051 torzs

biofilmképzését, melynek szerepe van a Pse. syringae altal okozott fert6zés -elleni
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védekezésben. Ezen torzs szurfaktin-deficiens mutansa csokkent biofilmképzo, ami csokkent
kolonizacios képességet, és ezaltal csokkent biokontroll képességet mutatott a vizsgalt Pse.
syringae torzzsel szemben.

Kinsinger és munkatarsai (2003) bizonyitottak, hogy a szurfaktin és a szekréciojat
stimulalé kaliumion fontos szerepet tltenek be a Bac. subtilis 6051 térzs mozgékonysagaban.

A szurfaktin kulcsszerepet jatszik a biofilm kialakulasaban. A Bac. subtilis subsp.
subtilis 168-as torzs tartalmaz szurfaktin- ¢és plipasztatin-operonokat, de nem képes
funkcionalis lipopeptidek termelésére az sfp gén hidnya miatt, ezaltal nem képes rajzé mozgasra
(swarming motility) sem (Julkowska és mtsai. 2005, Patrick és Kearns 2009). A szurfaktin
antiadheziv tulajdonsagat is leirtak, mely soran két patogén, az Esc. coli és a Sta. aureus
biofilmképzésének gatlasa valosult meg, illetve eziisttel vald szinergista interakcidja révén
hatékony antibiofilm-agensnek bizonyult (Rivardo és mtsai. 2009).

A szurfaktin foszfolipaz A2-g4tl6 hatésa is ismert, melynek a gyulladdsos bélbetegségek
vizsgalata soran figyelték meg a szurfaktin 2,4,6-trinitro-benzol-szulfonsav altal indukalt,
vastagbélgyulladast mérsékld hatasat, a szurfaktin csokkentette a plazma gyulladasos citokin-
szintjét, mig a gyulladast csokkentd citokinek szintjét novelte (Selvam és mtsai. 2009). A
szurfaktin gatolja a gyulladdsos mediatorok lipopoliszacharid-indukalta kifejez6dését
(Interleukin-1, indukalhaté nitrogén-monoxid-szintaz) (Hwang és mtsai. 2005), csokkenti a
plazma endotoxin-, TNF-a- és NO-szintjét, melyet a patkanyban szeptikus sokk hatasara
vizsgaltak (Hwang és mtsai. 2007).

Kameda és munkatarsai (1974) beszamoltak a szurfaktin tumorellenes hatasarol Ehrlich
Ascites karcinoma sejteken. Egy masik tanulmany a szurfaktin human vastagbélrak
sejtproliferaciot erésen gatld hatasarol szamolt be, mely az apoptozis indukcioja és a sejtciklus
soran a sejtek tilélését szabalyozo szignalok elnyomasa révén valosul meg (Kim és mtsai.
2007). A szurfaktin gatolja a sejtek osztodasat és indukélja az apoptdzist reaktiv
oxigénszarmazékok/c-Jun N-terminalis kindz altal medialt mitokondrialis kaszpaz utvonalon az
MCF-7 human emldrak-sejtekben. A szurfaktin generalja a reaktiv oxigénfajtakat, melyek
indukaljak a talélési mediatorokat, az extracellularis szignal-regulalt kinazt (ERK1/2) és a c-
Jun N-terminalis kinazt. Ezen mediatorok kulcsfaktorai a stresszindukalt apoptozisnak, mely
egy ujfajta stratégia alapja lehet a rak megelézésére és kezelésére (Cao és mtsai. 2010). Mar 30
umol/l-es szurfaktin szignifikans antiproliferativ aktivitassal bir human vastagbélrak-sejteken

(Kim &s mtsai. 2007) és apoptozist indukdl human emlérak-sejtekben (Cao és mtsai. 2010).
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A szurfaktin trombolitikus terapias szerként torténd alkalmazasa is kutatott, tiido-,
szivizom- és agyi rendellenességek esetén, f6 eldnye, hogy kevés mellékhatasa van, ezért
hosszu tava kezelések alapja is lehet (Seydlova és mtsai. 2011).

A szurfaktin hemolitikus aktivitasa gyogyaszati alkalmazasanak egyik jelentds hatranya
lehet. A vorosvértestek 50%-an (HCso) 300 umol/I-es koncentracidban hemolizist okoz (Dufour
¢és mtsai. 2005).

3.8.1.1.4 Maltacinek

Hagelin és munkatarsai  (2004) preparativ  nagyhatékonysagu  folyadék-
kromatografiaval (HPLC) sikeresen elvalasztottak a maltacineket a Bac. subtilis altal termelt
ciklikus lipopeptidektdl és kitisztitottak azokat. Ezen vegyiiletek 1447,7 Da és 1519,8 Da
méretiick, linearis aminosav-szekvenciajuk hasonlé a fengicinekéhez. Tiz aminosavbol allnak,
az N-terminalison 1év6 két utolsd aminosavban térnek el, mely jelzi, hogy 0j vegyiiletekrdl van
sz0 (Hagelin és mtsai. 2007). Ez a csoport négy kiilonb6z6 aminosav-Szekvenciaval
jellemezhetd, a kiilonbségek a 2. pozicidban 1évo pirolizin és lizin aminosavakban vannak. Erds
antifungalis tulajdonsagukat irtak le Can. albicans, Tri. mentagrophytes és Asp. fumigatus
torzsekkel szemben (Hagelin és mtsai. 2004). Egyéb antimikrobialis tulajdonsagaikrol kevés

informacid all rendelkezésre.

3.8.1.1.5 Egyéb, nem-riboszomalis peptid-szintetiz termékek

Szamos egyéb, a fenti kategoriakba be nem sorolhat6, eltérd struktirajt és funkcidju
peptid-antibiotikum létezik, mint példaul a bacilizin, rhizokticin, amikumacin, TL-119,
mikobacillin és diketopiperazin (DKP). A bacilizin Bac. subtilis torzsek altal termelt hidrofil
dipeptid (Hagelin és mtsai. 2007), melynek molaris tomege 270 g/mol, N-terminalisan L-alanin,
C-terminalisan pedig L-antikapszin talalhato (Walker és Abaraham 1970a; Walker és
Abaraham 1970b). Az antikapszin (3-epoxiciklo-hexanonil-alanin) reaktiv epoxiketon funkcios
csoporttal rendelkezik, melynek jelentds szerepe van az antimikrobialis aktivitasban (Kenig és
mtsai. 1976; Parker és Walsh 2012). A bacilizin szdmos baktérium, illetve gomba ellen
hatékony, mint példaul a Sta. aureus (Kenig és Abraham 1976) vagy a Can. albicans.

A Bac. subtilis ATCC 6633 torzsben fedezték fel 1949-ben a rhizokticineknek nevezett
hidrofil foszfono-oligopeptideket, szerkezeti leirasuk azonban csak 1988-ban tortént meg
(Rapp és mtsai. 1988). Ezen csoport négyféle varianst tartalmaz (Kugler és mtsai. 1990),
melyek di- és tripeptid antibiotikumok az N-terminalisukon variabilis aminosavakkal, illetve

argininnel és egy nem proteinogén aminosavval, az L-2-amino-5-foszfono-3-cisz-penténsavval
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(APPA). Ezen négy varians f6 strukturaja a kovetkezOképpen foglalhatd Ossze: Arg-APPA,
Val-Arg-APPA, lle-Arg-APPA ¢és Leu-Arg-APPA (Kino és mtsai. 2009). Ugy vélik, az N-
termindlis aminosavai azok, melyek sziikségesek az antifungalis aktivitdshoz, gatoljak a
treonin-szintazt az APPA aktivalasa révén (Borisova és mtsai. 2010).

A Bac. pumilus-boél (Itoh és mtsai. 1980) és a Bac. subtilis-b6l (Li és mtsai. 2012) izolalt
amikumacinok 12 variansa ismert, melyek dihidro-izokumarint tartalmaznak hidroxi aminosav-
oldallanccal (Hashimoto és mtsai. 2007). Antibakterialis, gyulladascsokkentd, fekélygatlo,
gasztroprotektiv, valamint Hel. pylori-t gatlé hatasuk ismert. A C2 amid funkcids csoport
kritikus szerepet jatszik a citotoxicitasban és az antibakterialis aktivitasban (Li és mtsai. 2012;
Krohn és mtsai. 1997; Pinchuk és mtsai. 2001).

A TL-119 vagy A-3302-B egy peptid antibiotikum, melyet Bac. subtilis-bél izolaltak
(Sholi és mtsai. 1974; Nakagawa és mtsai. 1975). Antimikrobialis hatasat szamos baktériummal
(Str. pyogenes, Esc. coli és Sta. aureus) szemben vizsgaltak (Sholi és mtsai. 1974).

A DKP-k antibakterialis (Rhee 2004; Fdhila és mtsai. 2003), antifungalis (Nishanth és
mtsai. 2012) és antitumor (Kanzaki és mtsai. 2000; Nicholson és mtsai. 2006; van der Merwe
¢s mtsai. 2008) hatassal rendelkez6 heterociklikus vegyiiletek, melyek szamos sztereoizomer-

formaban el6fordulnak (DD, DL, LL) (Martins és Carvalho 2007).

3.8.1.2 Riboszémalis szintézis utjan létrejovo termékek

Ezen csoportba a lantibiotikumok és egyéb antifungalis komponensek tartoznak. A
lantibiotikumok két f6 csoportja ismert, az A- és B-tipusuak. Egyéb Bac. subtilis altal termelt
lipopeptidekkel 6sszehasonlitva megfigyelhetd, hogy ezen peptidek szamos, nem szokvanyos
aminosavat tartalmaznak, mint példaul dehidroalanint (Dha), dehidrobutirint (Dhb), lanthionint
(Ln) és metillanthionint (Bauer és Dicks 2005).

3.8.1.2.1 A tipus: Szubtilin és ericin

Az A-tipusba tartoznak a szubtilinek és variansaik, melyek erds antibakterialis hatassal
rendelkeznek féleg Lis. monocytogenes ¢s Clo. botulinum ellen, ezaltal az élelmiszeripar
elOszeretettel alkalmazza ezen vegylileteket tartositasra. Az A-tipusu lantibiotikumok kozé
tartozik még az ericin A és az ericin S. Az ericin S a Bac. amyloliquefaciens, Lac. lactis, Sta.
aureus ellen hatékony, az ericin A ezzel szemben minimalis antibakterialis tulajdonsaggal

rendelkezik (Stein és mtsai. 2002).

3.8.1.2.2 B tipus: Merzacidin
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B-tipusu lantibiotikum a merzacidin, mely szintén lantionintartalmu peptid. Ez a Bac.
subtilis HIL Y-85 és 54728 torzsek altal termelt antibakterialis peptid 20 aminosavbol all. A
szubtilinhez és az ericinhez hasonléan a Gram-pozitiv baktériumok, példaul Streptococcus-ok,

Bacillus-ok és Staphylococcus-ok ellen hatékony (Niu és Neu 1991; Barrett és mtsai. 1992).

3.8.1.2.3 Szublancin és Szubtilozin A

A szublancint és a szubtilozin A-t a Bac. subtilis 168 torzs termeli (Paik 1998; Babasaki
1985). Mindkét vegyiilet szamos Gram-pozitiv baktériummal szemben hatékony, a szublancin
Bac. cereus, Str. pyogenes, Sta. aureus, Lis. monocytogenes (Zheng és mtsai. 1999; Dubois és
mtsai. 2009; Zheng és mtsai. 2000) ellen alkalmazhatd. A szubtilozin A aktivitast mutat Lis.
monocytogenes, Esc. coli, Sta. aureus ¢és Kle. pneumoniae torzsekkel szemben (Shelburne és
mtsai. 2007).

3.8.1.3 Sejtfalbonté enzimek, proteazok

A Bac. subtilis sokféle enzim termelésére képes, mint példaul az a-amilaz, arabinaz,
cellulaz, dextrandz, B-1,3-glukanéz, levanszukrdz, maltaz, pektat-lidz, xilandz, aminopeptidaz,
¢szteraz, metalloprotedz, szerin-protedz, P-laktamdz, alkalikus foszfatdz, 3-nukleotidaz, 5-
nukleotidaz és egyéb bakteriolitikus enzimek, pl. endo-N-acetilgliikbzaminidaz, exo-N-
acetilglikozaminidaz, endo-N-acetilmuramidaz, exo-N-acetilmuramidaz, N-acetil-muramil-L-
alanin-amidaz (Priest 1977).

A Bacillus fajok az extracellularis proteazok f6 termel6i. Az ipari szektorban szamos
enzim termeltetését valositjak meg Bac. subtilis torzsekkel. Tobb ndvénypatogén gomba
sejtfala és citoplazmdja gazdag fehérjékben, ezért a biokontroll agensek protedztermelése
gatolhatja a patogéneket.

A protedzok a peptidkotések hidrolizise révén képesek kisebb egységekre bontani a
fehérjéket. A proteolitikus enzimeknek két nagy csoportjat az endopeptidazok ¢és az
exopeptidazok alkotjak. Az endopeptidazok a fehérjén beliil, mig az exopeptidazok a lancok
végein hasitanak. Az exopeptiddzok a hasitds helyének fliggvényében lehetnek szabad a-
aminocsoport mellett hasito aminopeptidazok és szabad a-karboxilcsoport mellett hasitd
karboxipeptidazok. A proteazok masik jellemz6 tulajdonsaga a specificitasuk. A tripszin-tipusu
proteazok példaul kizarolag azokat a peptidkotéseket bontjak melyekben a lizin vagy arginin
karboxilcsoportja vesz részt, mig a Kimotripszin-tipust proteazok apolaros, aromas oldallancot
tartalmazé aminosavak (fenilalanin, tirozin, leucin) mellett bontjak a kotéseket (Ma és mtsai.

2005).
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3.8.2 A Bac. subtilis altal termelt nem-peptid antibiotikumok

Ezen csoportba sorolhatok a Bac. subtilis altal termelt poliketidek és a foszfolipidek,
illetve egyéb, nem peptid termékek, mint pl. a difficidin, bacillén, makrolaktin, bacilizocin és a
3,3’-neotrehal6z-diamin (NTD) (Wang és mtsai. 2015). Eddig 18 kiilonb6z6 makrolaktint irtak
le, melyek a makrolaktin A—N (Gustafson és mtsai. 1989), 7-O-szukcinilmakrolaktin A, 7-O-
szukcinil makrolaktin F (Jaruchoktaweechai és mtsai. 2000), 7-O-malonilmakrolaktin A
(Romero-Tabarez és mtsai. 2006) és a makrolaktin S. A poliketidek kiemelked6 antibakterialis
aktivitassal rendelkeznek, mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ baktériumokkal szemben
hatékonyak. Antiviralis aktivitasukrol (Herpesz simplex és HIV) Georgy és munkatarsai (2007)
szamoltak be, antitumor hatasukat pedig B16-F10 patkany melanoma rakos sejteken
bizonyitottak (Schneider és mtsai. 2007).

A difficidin és az oxidifficidin telitetlen makrolidszerll szerkezettel rendelkeznek,
melyben a foszfat-észter csoport kapcsolodik a 22-tagu, makrociklikus polién lakton foszfat
észter gylrithoz (Wang és mtsai. 2015). Széles antibakterialis hatasukat irtak le, foleg a
novénypatogén Erw. amylovora fajjal szemben (Chen és mtsai. 2009).

A bacillén egy linearis vegyiilet, mely telitetlen enamint tartalmaz két amidkotéssel. Az
els6 az a-hidroxi-karbonsavat és a konjugalt hexaént tartalmaz6 w-hidroxi-karboxilsavat koti
Ossze, mig a masodik a hexaéntartalmia karboxilsavat koti 0Ossze egy (o—1)
aminokarboxilsavval, amiben konjugalt trién talalhatd (Butcher és mtsai. 2007). Baktériumok
elleni hatasat a fehérjeszintézis gatlasa révén éri el (Wang és mtsai. 2015).

A bacilizocin - 1-(12-metiltetradekanoil)-3-foszfogliceroglicerol - egy antimikrobialis
foszfolipid, melyet a Bac. subtilis 168 torzsbol izolaltak (Wang és mtsai. 2015). Antimikrobialis
aktivitassal rendelkezik Sta. aureus, Sac. cerevisiae, Can. pseudotropicalis és Cry. neoformans
ellen is.

Szamos Bacillus faj termel NTD antibiotikumot, mely autoinducerként sajat
bioszintetikus operonjat aktivalja (ntdABC) (Inaoka és Ochi 2007), és elsdsorban Sta. aureus

és Kle. pneumoniae torzseket képes gatolni (Inaoka és mtsai. 2004).

3.9 Bac. subtilis-tartalmu biokontroll készitmények

A kereskedelmi forgalomban szamos Bac. subtilis-alapti készitmény kaphato. Ezen
készitmények sikerei is bizonyitjak a mikroorganizmus biokontrollban betoltstt kiemelkedd
szerepét, melyet az extracellularis enzimek és ciklikus lipopeptidek termelésének, a novényi

rezisztencia indukcidjanak és a novényi novekedés serkentésének koszonhet. Az egyik
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legismertebb készitmény a Serenade®, melyet Eurdpa tobb orszagaban forgalmaznak, és
tobbek kozott sziirkepenészes megbetegedések, fitoftora, lisztharmat, peronoszpdra ¢és
bakterialis foltosodas ellen alkalmazhato. Szintén Bac. subtilis-alapu készitmény a
Németorszagban forgalmazott RhizoPlus®, mely a ndvények széles spektrumara hasznalhatod
szamos patogénnel szemben. Németorszagban forgalmazzdk az FZB24WG, FZB24LI és
FZB24TB nevii készitményeket, melyek széles spektrumon hasznalhatok féleg gyokérrothadast
¢s hervadast okozo patogének ecllen. Az USA-ban gyapotiiltetvényeken Rhizoctonia és
Fusarium betegségek ellen bevalt készitmény a Bac. subtilis-alapi Kodiak®. Gyepeken,
erdékben, disznovényeken karokat okozo patogének ellen az USA-ban kaphato Bac. subtilis-
alapu készitmény a Rhapsody®. Szintén az USA-ban egy Companion® nevii, Bac. subtilis-
alapu terméket arulnak, mely a torzs antibidzisa, kompeticidja, novekedésserkentése, ¢€s

rezisztencia-indukcidja révén sikeres szamos patogén ellen (Cawoy és mtsai. 2011).

3.10 Spontan sztreptomicin-rezisztens mutans Bac. subtilis torzsek

Hosoya és munkatarsai (1998) egy spontan sztreptomicin-rezisztens Bac. subtilis torzs
emelkedett antibiotikum-termelésérdl szamoltak be: a vad tipushoz képest 6tszoros, vagy akar
Otvenszeres novekedést tapasztaltak. A vad tipusbdl izolalt thltermeld toérzsek gyakorisaga 3-
46%-ig terjedt. A sztreptomicin-rezisztencia oka az rpsL génben bekovetkezé pontmutacio. A
gén a 30S riboszoémalis protein S12 alegységét kddolja. A valtozas sordn az 56. pozicidban 1évo
lizin aszparaginra, aszparaginsavra, treoninra vagy glutaminra cserélédik. Az antibiotikum-
nem minden esetben jar fokozott termeléssel. Kurosawa és munkatarsai (2006) ugyanezt a
jelenséget irtak le egy masik torzsben, ahol fokozott, 1,3-, illetve 1,4-szeres a-amilaz- és
proteaztermelésrdl szamoltak be. Yoneda és Maruo (1975) a jelenséget N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidin segitségével indukaltak Bac. subtilis Marburg torzsben. Két-haromszoros a-

amilaz-, valamint 5-16-szoros proteaztermelésrél szamoltak be.
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4 CELKITUZESEK

Munkank soran célul tiztik ki:

1. A Bacillus subtilis SZMC 6179] izolatum 6kofizioldgiai jellemzését, novény- illetve
gombapatogén mikrobatorzsekkel szembeni in vitro antagonista képességeinek

felmérését.

2. Kompeticios képességeinek hatterében allo extracellularis enzim-, illetve antibiotikum-

termelési képességeinek elemzését.

3. A tOrzsbol spontan sztreptomicin-rezisztens mutdnsok izoldldsat, a mutansok
kimotripszin-tipusu proteaz termelésének vizsgalatat, a Sztreptomicin-rezisztens torzsek

rpsL génjének szekvencidjdban bekovetkezett valtozasok feltarasat.

4. A Bac. subtilis SZMC6179J torzs enzimtermelésének vizsgalatat kiilonbozo kdrnyezeti

tényezok fiiggvényeben.

5. A torzs altal termelt ciklikus lipopeptidek, kiillondsképpen szurfaktin-tipusu vegytiletek

jellemzeését.

6. Az altalunk izolalt Bac. subtilis SZMC 6179J és a Bac. subtilis subsp. subtilis 168 tipus

torzs teljes genomszekvencidjanak dsszehasonlito elemzését.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 A Kkisérletek soran felhasznalt torzsek

Munkéank soran a Szegedi Mikrobiologiai Torzsgylijteménybe helyezett 6179J jelt

Bacillus subtilis torzset vizsgaltuk, melyet magyarorszagi talajmintabol, paradicsom

rizoszférabol izolaltunk (Vagvolgyi és mtsai. 2013). A munka soran felhasznalt tovabbi

mikroorganizmusokrol az 1. melléklet nyujt attekintést.

5.2 Alkalmazott anyagok

5.2.1 A Kkisérletek soran alkalmazott taptalajok

T1:
T2:

T3:

T4:

T5:

T6:

T7:

T8:
T9:

T10:
T11:
T12:
T13:

Taptalaj a torzsek fenntartasahoz: 0,2% gliik6z; 0,2% élesztokivonat; 2% agar
Taptalaj a sztreptomicin-rezisztens torzsek fenntartdsdhoz: 0,2% gliikoz; 0,2%
¢lesztékivonat; 2% agar; 0,01% sztreptomicin

Téaptalaj a fonalasgomba-torzsek fenntartdsdhoz: 1% glikéz; 0,25%
¢lesztOkivonat; 0,5% malatakivonat; 2% agar

Taptalaj baktérium-baktérium antagonizmushoz: 1% gliikéz; 0,5% pepton; 2%
agar

Besson-féle taptalaj (Besson és mtsai. 1987): 1% glikoz; 0,5% natrium-
glutamat; 0,1% KH2POgs; 0,1% K>HPOgs; 0,05% MgSO4x7H20; 0,1% KCI,;
0,0005% FeSO4x7H20; 0,000016% CuSO4x5H20; 2% agar

Véres agar: 0,4% pepton; 1% glikoz; 0,9% NaCl; 1,5% agar; 5% defibrinalt
birkavér (Hemoking Biotechnikai Kft.)

Sziderofor-taptalaj (Hu és mtsai. 2011): 0,12% krémazurol S (Sigma-Aldrich)
desztillalt vizben oldva; 0,1 mM FeClsx6H20 10 mM HCI-ben oldva; 0,72%
hexadecil-trimetil-ammonium-bromid desztillalt vizben oldva; 2% agar
Luria-Bertani taptalaj: 1% tripton; 0,5% élesztokivonat; 1% NaCl; 2% agar

1% tributirin; 0,2% élesztokivonat; 1,5% agar

0,2% gliikoz; 0,2% élesztokivonat; 2% agar; 10% tej

0,4% huskivonat; 0,4% pepton; 20% zselatin

0,2% ¢lesztokivonat, 0,2% kolloid kitin oldat, 1,5% agar

1% keményitd, 0,5% élesztokivonat, 1,5% agar
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5.2.2 Alkalmazott tapoldatok

TOL:
TO2:
TO3:
TOA4:

TO5:
TOG6:
TOTY:

TOS:

TOO:

TO10:
TO11:
TO12:
TO13:
TO14:

TO15:

TO16:

Burgonya-gliikéz tapoldat: 0,65% burgonyakivonat; 2% gliikkdz
Eleszté-gliikozos tapoldat: 0,2% gliikoz; 0,2% élesztdkivonat

1% gliikkoz; 0,5% élesztokivonat

Tapoldat antibiotikum-termeltetéshez: Besson-féle tapoldat (Besson és mtsai.
1987 nyoman) 1% gliik6z; 0,5% natrium-glutamat; 0,1% KH2POs; 0,1%
KoHPO4; 0,05% MgSO04x7H20; 0,1% KCI; 0,0005% FeSO4x7H:0;
0,000016% CuSQO4x5H,0

1% gliikoz; 0,5% pepton

1,5% pepton; 0,3% ¢élesztokivonat; 0,6% NaCl

Brain-Heart Infusion Broth (Sigma-Aldrich): 0,5% marhasziv-kivonat; 0,125%
borjuagy-kivonat; 0,25% NaHPOs; 0,2% gliik6z; 1% pepton; 0,5% NaCl
Brain-Heart Infusion Broth (Sigma-Aldrich): 0,5% marhasziv-kivonat; 0,125%
borjuagy-kivonat; 0,25% NaHPOs; 0,2% gliikoz; 1% pepton; 0,5% NacCl,
0,01% MnSO4xH20

0,3% huskivonat; 0,5% zselatin; 0,003% MnSO4xH>O

0,5% pepszin; 0,3% élesztokivonat; 0,1% tejkivonat

1% pepton; 0,5% NaCl; 0,35% NaxHPO4; 0,15% KH2PO4

10% tejpor (Fluka)

1% tripton; 0,5% ¢élesztOkivonat; 0,5% NaCl

0,4% natrium-glutamat; 0,2% citromsav; 0,05% K>HPOa; 0,05% vas (I1)-
ammonium-citrat; 0,05% MgSQO4

Difco Antibiotic Medium 3; 0,15% huskivonat; 0,15% élesztokivonat; 0,5%
pepton; 0,35% NaCl; 0,368% K>HPO4; 0,132% KH2PO4

Luria-Bertani tapoldat: 1% tripton; 0,5% ¢lesztékivonat; 1% NaCl

5.2.3 Reagensek, pufferek

5.2.3.1 Biokémiai reakciokhoz, valamint tenyésztésekhez alkalmazott reagensek és

pufferek

R1 (Mcllvain pufferoldat): A térzsoldat: 0,2 M Na,HPO4x2H>0

B torzsoldat: 0,1 M CsHgO7

R2 (Clark-Lubs pufferoldat): A térzsoldat: 0,2 M KH2POg4

B torzsoldat: 0,2 M NaOH
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C torzsoldat: 0,2 M H3zBOs3

R3 (foszfat puffer): A torzsoldat: 9,8 M KH2POg4
B torzsoldat: 11,8 M NagHPO4
R4 (foszfat puffer): (pH=6,6)

57% KH2PO4
0,44% NaHPO4
R5 (Amido Black): 60 ml desztillalt viz
30 ml CH3OH
10 ml CH3COOH
0,1% amido black
R6 (Lugol-oldat): 0,33% jod
0,66% KI
100 ml desztillalt viz

5.2.3.2 Molekularis vizsgalatok pufferei, reagensei

TE puffer: 10 mM Tris (pH 7)
2 mM etilén-diamin-tetraecetsav dinatrium séja
(EDTA)

TAE puffer: 0,4 M Tris-acetat (pH 8)
0,02 M EDTA

Agardz gél: TAE puffer

1% vagy 2% agar6z (Lonza)
10 mg/ml etidium-bromid (Sigma)

Molekulasuly-marker: 100 bp Ladder Plus (Fermentas)
Mintafelvivé puffer: 60% C3HsOH

0,25 M brémfenolkék

0,2 M EDTA

5.2.4 PCR-hez sziikséges reagensek, primerek
Reagensek 2 mM dNTP mix (ATP, TTP, GTP, CTP)

(Fermentas)
10x DreamTag-polimeraz puffer (Thermo
Scientific)

DreamTag-polimeraz (Thermo Scientific)
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Inditoszekvencia (primer), 10 uM-o0s

koncentracidéban

A PCR vizsgalatokhoz felhasznalt primerekrdl a 3. tablazat nyujt attekintést.

3. tablazat. A kisérletekben hasznalt primerek

Felszaporitandé Primer neve Primer bazissorrendje

szakasz neve

gyrA gén gyrA-F 5’-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3’
gyrA-R 5’-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3’

rpsL gén rpsL-BSF2 5’-GTTATAAAACGTAATGAAGGGAG-3’
rpsL-BSR2 5’-CTCCCTTCATCAATTATGCGT-3’

ITS régio EUB-ITSF 5’-GCCAAGGCATCCACC-3’
EUB-ITSR 5’-GTCGTAACAAGGTAGCCGTA-3’

bac gén BACC-ML-F 5’-CAGAGAGTCTATCATTCCGGAT-3’
BACC1-R 5’-CGCTGATGACTGTTCATGCT-3’

fen gén fen-F 5’-GTACAGCTCGCCGAATTCTT-3’
fen-R 5’-GGCTACAATATGCCGGCTGTG-3’

itu gén ituD-F 5’-ATGAACAATCTTGCCTTTTTA-3’
ituD-R 5-TTATTTTAAAATCCGCAAT-3’

myc gén mycA-F 5’-GACTGGGATTTATCCCATATC-3’
mycA-R 5’-GATTTTGGTTGACTCTAGCGC-3’

spf gén sfp-F 5-ATGAAGATTTACGGAATTTA-3’

sfp-R 5’-TTATAAAAGCTCTTCGTACG-3’
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5.2.5 Enzimvizsgalatokhoz alkalmazott szubsztratok

Az enzimmérések soran alkalmazott szubsztratokat a 4. tablazatban tintettiik fel.

4. tablazat. Enzimvizsgalatokhoz alkalmazott szubsztratok

Alkalmazott kromogén szubsztratok

Mérheto enzimaktivitas

N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid

Kimotripszin-tipust proteaz

N-benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitoanilid

Tripszin-tipusu proteaz

N-a-benzoil-L-Arg-p-nitroanilid

Proteaz

N-acetil-L-Leu-p-nitroanilid

Proteaz

4-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid

B-gliikkozidaz

4-nitrofenil-N-acetil-p-D-gliikbzaminid

N-acetil-gliikozaminidaz

4-nitrofenil-N,N'-diacetil-p-D-kitobiozid

Kitobiozidaz

4-nitrofenil-palmitat

Palmitoil-észteraz

4-nitrofenil-p-cellobiozid

Cellobiohidrolaz

5.2.6 Az analitikai vizsgalatokhoz alkalmazott vegyszerek

Minden, a munka sordn felhasznalt vegyszer analitikai, vagy az elérhetd legnagyobb

tisztasagu volt.

Vegyszerek:

Vékonyréteg-lap (TLC):

37%-0s HCI (VWR)

CHs3OH (VWR)

CoHsN (VWR)

C2HF302 (Sigma Aldrich)

szurfaktin referenciavegyiilet (Sigma Aldrich)
Analitikai  tisztasdgt  viz  ultrafiltralassal
eléallitva, Millipore Milli-Q GradientA10

viztisztitd berendezés segitségével (Merck)

TLC Silica gel 60 F 254 nm Aluminium sheet
20%20 cm (Merck)
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O1 (Vékonyréteg-lap kromatografias futtatoelegy):
65 ml CHCI3
25 ml CH3OH

4 ml desztillalt viz

5.3 Alkalmazott modszerek

5.3.1 Bacillus torzsek izolalasa, elévizsgalata, azonositasa

A torzsek izolalasa magyarorszagi talajmintakbol, paradicsom-rizoszférabol tortént. A
mintakbol 5 grammot 50 ml 0,9% NaCl-ban oldottuk, melybdl 95°C-0s, 15 perces hékezelést
kovetden 10-es 1éptéki higitasi sort készitettiink. Az ilyen modon elékezelt mintakbol 50 pl-t
szélesztettiink T1-es taptalaj felszinére. Az egy hétig 27 °C-on inkubalt csészéken megjelend
telepek tisztitdsat tobbszori egysejt tenyészetek létrehozdsaval és atoltasdval végeztik. A
torzseket a Szegedi Mikrobiologiai Torzsgylijteménybe (SZMC) helyeztiik.

Az izolalast kovetben a torzseket in vitro antaginzmus tesztekben vizsgaltuk a T1-es
taptalajon az alabbi patogénekkel szemben: Fus. oxysporum, Rhi. solani, Xan. campestris, Pse.
syringae, Erw. carotovora. A konfrontacios vizsgalat soran a tesztelt baktériumokat és patogén

fonalasgombakat egymastol 3 cm tavolsagban, pontoltassal oltottuk le harom parhuzamosban.

crer

crer

Kiértékelés soran a gatlasi zonak sugarat az alabbi modon értékeltiik: 1-5 mm (+), 5-15 mm
(++), >15 mm (+++).

Az in vitro antagonizmus tesztek soran kivalasztott torzsek azonositasa a gyrA gén
segitségével tortént gyrA-F és gyrA-R primerek (3. tablazat) felhasznalasaval (Reva és mtsai.
Aligment Search Tool) (Altschul és mtsai. 1990) segitségével végeztiik az National Center for

Biotechnology Information weboldalan (www.ncbi.nlm.nih.gov).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.3.2 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs okofiziologia jellemzése

5.3.2.1 A torzs novekedési tulajdonsagainak vizsgalata kiilonboz6 tapoldatokban

A torzsbél 5x10° sejtet 5 ml TO1-TO16 tapoldatba oltottunk. A tapoldatokat
Korsten és Cook (1996) illetve Besson és munkatarsai (1987) kézleményei alapjan valasztottuk
ki. Az inkubalas 27 °C-on tortént 120 rpm-mel razatva (IKA KS 4000 ic control). A mintavétel
idépontjai a kovetkezok voltak: 8, 24, 32, 48, 56, 72, 80, 96, 104, 120, 128, 144, 152, 168 ¢s
172 ¢6ra. Az optikai denzitast 620 nm-en hataroztuk meg Spectrostar Nano Control
mikrotiterlemez-olvas6 (BMG Biotech) segitségével. Minden esetben harom parhuzamos

leoltast hasznaltunk.

5.3.2.2 A torzs novekedési tulajdonsagainak vizsgalata eltéré homérsékleteken

A térzset 20 ml TO1-es tapoldatba oltottuk 10° sejt /ml-es végkoncentracidban. A torzs
inkubalasa allotenyészetként 5, 10, 20, 30, valamint 40 °C-on tortént. A fentiekhez hasonloan
15 iddpontos mintavételezést valdsitottunk meg a tenyésztési iddszak sordn. A harom

parhuzamosban leoltott tenyészetek optikai denzitasat 620 nm-en mértiik.

5.3.2.3 A torzs novekedési tulajdonsagainak vizsgalata kiilonb6z6 pH-értékeken

A vizsgalt torzset 20 ml TO1-es tapoldatba oltottuk 10° sejt/ml-es végkoncentracidban.
A torzs inkubalasa allotenyészetként 27 °C-on tortént. A vizsgalt pH-értekek a kovetkezok
voltak: 2,2; 4, 6; 8; 10, illetve 6,6; 7; 7,6; 8,6; 9. A mintavételezést, illetve az optikai denzitas

meghatarozasat a fentiekhez hasonldan valdsitottuk meg a hdrom parhuzamos esetén.

5.3.24 A torzs novekedési tulajdonsagainak vizsgalata Kkiillonbozé vizaktivitasi

értékeken

A torzset 20 ml TO1-es tapoldatba oltottuk 108 sejt/ml-es végkoncentracidban. A torzs
inkubalasa allotenyészetként 27 °C-on tortént. A vizsgalt vizaktivitasi (aw) értékek 0,995; 0,98;
0,96; 0,9; 0,85 és 0,8 voltak, melyeket NaCl oldattal allitottunk be. A mintavételezést, illetve
az optikai denzitds meghatirozasat a fentiekhez hasonldan valdsitottuk meg mindharom

parhuzamosnal.
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5.3.3 Kiilonb6z6 novénypatogén gombakkal, Trichoderma torzsekkel, mikotoxintermelé
Aspergillus torzsekkel, novény- és gombapatogén baktériumokkal szembeni in

vitro antagonizmus-tesztek

In vitro antagonizmus-tesztekhez az SZMC torzsgylijteményb6l ndvénypatogén
gombakat (Alt. alternata SZMC 16085, Alt. solani SZMC 6241J, Arm. gallica SZMC 24095,
Arm. mellea SZMC 24132, Arm. ostoyae SZMC 24129, Bot. cinerea SZMC 14526, Bip. bicolor
SZMC 13055, Col. gloeosporioides SZMC 16086, Cur. spicifera SZMC 13088, Fus. culmorum
SZMC 11039, Fus. graminearum SZMC11030, Fus. moniliforme SZMC 11046, Fus.
oxysporum SZMC 6237J, Fus. solani SZMC 11057F, Pho. cucurbitacearum SZMC 16088,
Phy. infestans SZMC 6246J, Rhi. solani SZMC 21048, Scl. sclerotiorum SZMC6250J) (1.
melléklet) valasztottunk.

Ezen feliil a tesztekhez a Szegedi Mikrobiologiai Torzsgytijteménybdl a Tri. harzianum,
Tri. pleuroticola, Tri. pleuroti és Tri. aggressivum fajokbol 29 torzset valasztottunk (1.
melléklet). A valasztott Trichoderma torzsek mindegyike a laskagomba, illetve csiperke
zoldpenészes megbetegedését okozza. Az in vitro antagonizmus-tesztekben a Bac. subtilis
SZMC 6179] torzs toxintermeldé Aspergillus torzsek elleni hatasat is tanulmanyoztuk. Ehhez az
SZMC-bé6l az Asp. awamori, Asp. flavus és Asp. niger fajokbol 24 bizonyitottan toxintermeld
torzset valasztottunk (1. melléklet). A tenyésztést 3 fliggetlen parhuzamosban végeztiik.

A konfrontaciés tesztek soran a Bac. subtilis torzs patogén gombak
micéliumndvekedésére gyakorolt hatasat T1 illetve TS taptalajon teszteltiik. 6 mm atmérd;i
micélium-korongokat vagtunk ki dugofardval a névénypatogén gombak 7 napos telepeinek
sz¢€1ér6l, majd a konfrontacios taptalajokra helyeztiik 6ket a Petri-csészék kozepétol mért 1,5
SZMC 6179] szuszpenziobol a Petri-csészék kozepétol mért 1,5 cm-es tavolsagra, ellenkezd
iranyban. A két taptalajra helyezett mikroorganizmus tavolsaga az Armillaria torzsek
kivételével igy 3 cm-re lett beallitva. A taplemezeket az Armillaria térzsek kivételével 7 napig,
27 °C-on inkubaltuk, fényképeztiik majd Nene és Thapliyal (1982) alapjan szamoltunk
biokontroll index-értékeket (BCI) 3 parhuzamos mérésbdl az alabbiak szerint: (C — T)/C x 100,
ahol C a patogén gomba telepének sugara a baktérium jelenléte nélkiil, T pedig a patogén gomba
telepsugara a baktérium jelenlétében. Az indexet annyiban médositottuk, hogy minden esetben
a patogén gomba telepsugarat maximalizaltuk 30 mm-re.

Az Armillaria torzsek esetében a kisérletet a torzsek lassu novekedése miatt

modositottuk, mely szerint a patogén gomba és a vizsgalt baktérium kozott a tavolsagot 2 cm-
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re allitottuk be, illetve a baktérium leoltdsa a gomba leoltasat kovetd 7. napon tortént. A csészék
kiértékelését a fent leirt modon, a leoltast kdvetd 4. héten végeztiik el.

A baktériumok elleni in vitro antagonizmus-tesztekhez rothadd laskagomba-
termétestrdl izolalt, szamos haszonnovényt (pl. kolest vagy rizst) megtamado Pse. syringae pv.
panici SZMC 16160 torzsét, a gombatermesztésben jelentds karokat okozo Pse. tolaasii SZMC
16149 torzsét, illetve a borsd- és paradicsomndvényeken levélfoltossagot okozo Xan.
campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 torzsét, a paradicsom- illetve burgonyanovényeken
klavibakteres betegségeket okozo Cla. michiganensis SZMC 0016 torzsét és a gyokérgolyvat
okoz6 Rhizobium fajokbdl a Rhi. radiobacter SZMC 21395 és az All. vitis SZMC 21396
torzseket valasztottuk (1. melléklet).

A kisérlet soran a patogén mikroorganizmusokbol 107 sejt/ml koncentracioji
szuszpenzidt készitettiink 0,9%-0s NaCl oldatban, az elkészitett szuszpenziobol 1 ml-t
pipettaztunk 20 ml 40 °C-0s T4 taptalajba. A bedermedt taptalajok kdzepére 5 mm atmérdji
papirkorongot helyeztiink, melyre 5 ul 5x10° sejt/ml koncentraciéju Bac. subtilis SZMC 6179]
szuszpenzidt pipettaztunk. A csészéket 25 °C-on inkubaltuk, a kisérletet harom parhuzmosban
végeztiik. A kiértékelést az inkubacio 3. napjan a gatlasi zona sugaranak papirkorong sz¢létol

torténd lemérésével valositottuk meg.

5.3.4 A torzs novény-gombapatogén baktériumok novekedésére gyakorolt hatasa

Tapoldatban kivitelezett, in vitro tesztjeinkhez a Pse. syringae pv. panici SZMC 16160
torzsét, az SZMC 16149-es jelti gombapatogén Pse. tolaasii-t, a Xan. campestris pv. vesicatoria
SZMC 6185 torzsét, a Cla. michiganensis SZMCO0016 torzsét, valamint a Rhi. radiobacter
SZMC 21395 és az All. vitis SZMC 21396 torzseket valasztottuk. Kisérleteink soran a TO3-as
tapoldatot az R3 reagenssel 6, 7 és 8-as pH-ra allitottunk be. A Bacillus torzs és a
tesztbaktériumok kezdeti sejtkoncentricidja egyardnt 10° sejt/ml volt. A kompeticiot
mindhdrom pH-értéken harom parhuzamosban vizsgaltuk valamennyi fentebb felsorolt
baktériumtorzzsel szemben. A lombikokat 6 napig, 27 °C-on, 120 rpm-en razattuk (IKA KS
4000 ic control). A 2., 4., illetve 6. napon vettiink mintat a tenyészetek kiilonb6z6é pH-n térténd
novekedésének kovetéséhez, illetve a kés6bbi DNS-kinyeréshez. A ndvekedési vizsgalatoknal
optikai denzitast mértiink 620 nm-en Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-olvasoval
(BMG Biotech).

A torzsek molekularis vizsgalatdhoz a DNS-kivonast az AquaGenomic Microbe

Protocol alapjan végeztiik. 1 ml-nyi tenyészet centrifugaldsat kovetéen 50 pl 1 mg/ml
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crer

cyey

Ezt kovetden a sejteket 65 °C-on 1 6ran at inkubaltuk, majd egy rovid, magas hémérsékletii
inkubaciot (95 °C, 10 perc) kovetéen a mintdkat kémcsOkeverd segitségével kevertiik,
centrifugaltuk, majd izopropanollal kicsaptuk a DNS-t. A DNS-t még haromszor mostuk 70%-
os etanollal, majd vakuumban szaritottuk. Az iiledéket ddH20-ban vettiikk f6l, mely mar
alkalmas volt PCR-es munkéakhoz.

Az éltalunk 1étrehozott mikrobialis kozdsséget a riboszomalis intergénikus elvalaszto
szakasz analizisével (RISA) vizsgaltuk. A baktériumok esetében a riboszoma kis és nagy
alegységeinek 16S és 23S RNS-eit kodold génszakaszok kozotti teriiletet nevezik internal
transcribed spacer (ITS) régionak. Ez a szakasz nem csak nukleotid-szekvenciajaban, de
méretében is jelentds eltéréseket mutat az egyes fajok esetében, ezaltal alkalmas a torzsek
azonositasara ez a modszer. Az egyes baktériumfajok ITS-méretét in silico PCR-rendszer
segitségével vizsgaltuk (http://insilico.ehu.es/PCR); San Millan RM és mtsai. 2013). Az ITS-
régiok felszaporitasat a 3. tablazatban feltiintetett EUB-1TSF és EUB-ITSR inditészekvencidk

segitségével végeztiik. A PCR-elegyek Osszetétele a kovetkezd volt (25 pl-re): 2,5 ul 10x
DreamTag-polimeraz puffer (Thermo Scientific), 200 uM dNTP mix (Fermentas), 0,25-0,25
uM forward és reverz inditdszekvencia, 1 egység DreamTag-polimeraz enzim (Thermo
Scientific), 100 ng DNS-templat. A felszaporitashoz MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (BIO-
RAD) késziiléket alkalmaztunk a kovetkezd homérsékleti profil bedllitasaval: 95 °C, 5 perc;
melyet 30 ciklus (95 °C, 90 masodperc; 55 °C, 1 perc; 72 °C, 90 masodperc) kovetett, majd
zarasként 5 perc 72 °C-on. A 4 V/cm-es elektroforézis 2%-os agardz gélben tortént, etidium-
bromidos utdfestést alkalmazva. A gél kiértékeléséhez az UVP BioDoc-It™ System UV

Transilluminator késziiléket hasznaltuk.

5.3.5 A torzs sziderofortermelésének, lipaz, kazeinaz, zselatinaz, kitinaz aktivitisanak
és keményitébontasanak vizsgalata
A sziderofor termelés vizsgalata soran T7-es taptalajt készitettiink, melyre T8-as
Bac. subtilis SZMC 6179] tenyészetb6l 5 ul-t pipettaztunk a taplemez kdzepére helyezett, 6
mm atmérdjli papirkorongra. A Petri-csészéket 1 hétig, 25 °C-on inkubaltuk, majd mértiik a

telepek koriil megjelend narancssarga gytirti sugarat.


http://insilico.ehu.es/PCR
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A torzs lipaz aktivitasat a tributirintartalmu T9-es taptalajon, a kazeinaz aktivitast a T10-
es taptalajon, az extracellularis kitindz termelésének vizsgalatait a T12-es taptalajon, a
keményité bontasanak detektalast a T13-as taptalajon valositottuk meg. A taptalajokra kaccsal
pontban oltottuk le a torzset, hdrom parhuzamosban. Vizsgéltuk az SZMC 6179] torzs
zselatinaz aktivitasat is zselatin-elfolyositasi teszttel a T1l-es taptalajon. Ot ml taptalajt
ontottiink félkémcesovekbe és annak felszinére oltottuk a torzset. A Petri-csészéket, illetve a
félkémcsoveket 1 hétig, 25 °C-on inkubaltuk. A zselatinaz aktivitas vizsgalata soran detektaltuk
a zselatin elfolyodsitasat a kémcesdvekben. A kiértékelést megeldzden a kitinaz vizsgalata soran
5 ml R5-6s oldatot, a keményit6 bontasanak vizsgalata soran pedig 5 ml R6-0s oldatot
pipettaztunk a csészékre. A csész€k kiértékelése sordn a feltisztuldsi zondk sugardt mértiik a

telep szélétol.

5.3.6 Extracellularis enzimek termelésének vizsgalata kromogén szubsztratokkal

A to1zs 24 6rés tenyészetébdl 108 sejt/ml végkoncentracioban a TO1, a TO3, a TO4, a
TOG6 és a TO15 tapoldatok keriiltek leoltasra, harom parhuzamosban. A tenyésztés 27 °C-on
tortént 5 napig, 120 rpm-el razatva (IKA KS 4000 ic control). Az 5. napon a tenyészetek optikali
denzitasat 620 nm-en mértiik Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-olvasoval (BMG
Biotech). Az enzimaktivitasok mérése a sejtmentes fermentlébdl tortént a 4. tablazatban
feltlintetett kromogén szubsztratok segitségével.

Az enzimmérések céljara a szubsztratokbol 3 mM-os torzsoldatot készitettiink dimetil-
szulfoxid (DMSO) felhasznalasaval. A mikrotiterlemez mintahelyeire 50 pl-t pipettaztunk a
sejtmentes fermentlébdl, melyhez 50 ul-t adtunk a szubsztrat-térzsoldatokbol, és szintén 50 pl-
t a pH=6,6-0s foszfat pufferbdl. Az enzimek mukddése soran az egyébként szintelen
szubsztratok paranitrofenol, illetve paranitroanilin része lehasad, sargulast eredményezve, mely
405 nm-es hullamhosszon mérhet6. A mérést Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-
olvasoval (BMG Biotech) végeztiikk, 20 perc 27 °C-on torténd inkubacidt kovetden. Az
enzimaktivitasok mértékét unitban (U) adtuk meg, 1 U az az enzimmennyiség, amely
percenként 1 pmol paranitrofenolt/paranitroanilint szabadit fel adott reakciokoriilmények

kozott.
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5.3.7 Sztreptomicin-rezisztens torzsek izolalasa, Spontan sztreptomicin-rezisztens
mutans torzsek Kimotripszin-tipusi proteaz-termelésének vizsgalata, a torzsek

rpsL génszekvenciainak elemzése

A Bac. subtilis SZMC 61791 torzs sejtjeit 0,9%-os NaCl oldatban szuszpendaltuk 5x10’
sejt/ml koncentracidban. Ezt kdvetden 50 pl szuszpenziot szélesztettiink T2 taplemezekre. A
kapott telepeket egysejt-tenyészetek létrehozasaval és atoltasaval tisztitottuk, tovabbra is 100
ug/ml sztreptomicint tartalmazé taptalajon.

A kapott sztreptomicin-rezisztens mutansokat T2 taptalajon tartottuk fenn
szobahdémérsékleten. Hosszutava tarolasuk -20 °C-on, glicerines tapoldatban tortént.

Az enzimtermelés viszgilata soran a 24 Oras tenyészeteket 10° sejt/ml
végkoncentracioban oltottuk le, hdrom parhuzamosban a TO4 tapoldatba. A tenyésztés 5 napon
keresztiil tortént 27 °C-on, 120 rpm-mel razatva (IKA KS 4000 ic control). Az enzimaktivitasok
mérése a sejtmentes fermentlébdl tortént. Szubsztratként az N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilid kimotripszin-tipust proteaz szubsztratot alkalmaztuk. Az enzim mérése az 5.3.6
fejezetben leirt médon tortént.

A torzsek molekularis vizsgalatahoz a DNS-kivonast az 5.3.4 fejezetben részletezett
AquaGenomic Microbe Protocol alapjan végeztikk 24 6ras tenyészetb6l. A DNS-kinyerést
kovetden az rpsL gén felszaporitasat a sajat tervezésii rpsL-BSF2 és rpsL-BSR2 primerparral
valositottuk meg (3. tablazat). A PCR-elegyek Osszetétele a kovetkezd volt (25 pl-re): 2,5 ul
10x DreamTag-polimeraz puffer (Thermo Scientific), 200 uM dNTP mix (Fermentas), 0,25-
0,25 uM forward és reverz primer, 1 egység DreamTaq-polimeraz enzim (Thermo Scientific),
100 ng DNS templat. A felszaporitashoz MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (BIO-RAD)
késziiléket alkalmaztunk a kovetkezé homérsékleti profil beallitasaval: 94 °C, 5 perc; melyet
35 ciklus (94 °C, 30 masodperc; 50 °C, 40 masodperc; 72 °C, 1 perc) kovetett, majd zarasként
3 perc 72 °C-on. A gél kiértékeléséhez az UVP BioDoc-It™ System UV Transilluminator
késziiléket hasznaltuk. A 4 V/cm-es elektroforézis 2%-os agardz gélben tortént, etidium-
bromidos utéfestést alkalmazva.

A Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont munkatarsai ABI 373A DNS automata szekvenald
késziilékkel végezték el a PCR-termékek nukleotidsorrendjének megallapitasat. Az adatok
kiértékelését a CLUSTAL X 2.1 programmal végeztiik (Thompson és mtsai. 1997).
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5.3.8 Kimotripszin-tipusu proteaz termelésének idébeni vizsgalata

Az izolatumot TO4-es tapoldatba oltottuk. A tapoldatokban a baktériumsejtek
végkoncentracidja 108 sejt/ml volt. Az inkubéacié 27 °C-on tortént 7 napon keresztiil, 120 rpm-
mel razatva (IKA KS 4000 ic control). Napi mintazast kovetben a sejtmentes feliiluszobol
tortént enzimmérés az N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid szubsztrat segitségével az

5.3.6 fejezetben leirtak szerint. Minden esetben harom parhuzamos leoltast végeztiink.

5.3.9 Kiilonbozo szén-illetve nitrogénforrasok hatiasa a Kimotripszin-tipusu proteaz

termelésére

A szén- és nitrogénforrasok kimotripszin-tipusi protedaz termelésére gyakorolt
hatasanak vizsgalata modositott TO4-es tapoldatban tortént, melyben a glikozt 1% (m/V%)
koncentracidban az alabbi szénforrasokra cseréltiik: adonit, cellobidéz, D-alanin, D-riboz, D-
xiloz, eritrit, etanol, frukt6z, galaktoz, glicerin, keményitd, L-arabin6z, L-ramndz, L-triptofan,
mannit, m-inozit, natrium-acetat, szachardz, szorbit, trehaloz.

A nitrogénforrasok hatasanak vizsgalatakor a natrium-glutamatot ammonium-szulfatra,
L-alaninra, L-aszparaginsavra, L-ornitinre, L-prolinra, L-szerinre, L-tirozinra, L-trenonira és
natrium-nitratra cseréltiik 0,5% (Mm/V%) koncentracidban. Minden esetben 10 ml tapoldatot
készitettiink, melyet 24 6ras 107 Bac. subtilis SZMC 6179J sejtinokulummal oltottunk le. Az
inkubacio 5 napon keresztiil tortént 120 rpm-mel razatva (IKA KS 4000 ic control) 27 °C-on.
A tenyésztést 3 fliggetlen parhuzamosban végeztiik. Az 5. napon optikai denzitast mértiink 620
nm-en. llletve az 5.3.6 fejezetben leirt enzimmérési metodika alapjan az N-szukcinil-Ala-Ala-
Pro-Phe-p-nitroanilid szubsztrat segitségével a Kkimotripszin-tipusti protedz termelését

vizsgaltunk.

5.3.10 Novekedés- és enzimtermelés-optimalizalasi kisérletek

Az els6 kisérlethez a TO3 tapoldatban a glikoz és az éleszté mennyiségét, illetve a

mintavételi iddpontokat valtoztattuk az 5. tablazat szerint. A masodik kisérlet soran a TO4-es

crcr

crer

crcr

108 sejt/ml értékre allitottuk be. Az inkubacid 27 °C-on tortént 10 napig, 120 rpm-mel razatva

(IKA KS 4000 ic control). A masodik és a harmadik kisérlet soran a mintavételezést az 5. napon
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valositottuk meg. A mintavételi idOpontokban 620 nm-en optikai denzitast, illetve a
Kimotripszin-tipusu proteaz termelédését vizsgaltuk az 5.3.6 fejezetben leirtak szerint. A
kisérletben a valtoz6 faktorok generdlasat, valamint az adatok kiértékelését és abrazolasat a
Design-Expert 7.1 szoftver segitségével valositottuk meg. Az abrazolas soran a
kisérlettervezésben hasznalt valaszfeliileti modszerként a Box-Behnken elrendezést

alkalmaztuk.

5. tablazat. A Design-Expert 7.1 szoftver segitségével generalt kisérlet-kombinaciok a gliikoz, éleszt6kivonat és

a tenyésztési id6 novekedésre és kimotripszin-tipusu proteaz termelésére gyakorolt hatdsanak vizsgéalatara

A kombincié Gliikéz Elesztékivonat
sorszama (/) @) Mintavétel napja
L 11 1 10
2. 2 55 1
3. 11 5.5 55
4. 11 55 55
5. 2 10 55
6. 2 5.5 0
7. 20 55 10
8. 2 1 55
9. 11 5.5 55
10. 20 1 55
11. 11 10 10
12. 11 55 55
13. 20 55 1
14. 11 55 55
15. 20 10 55
16. 11 1 il
17. 11 10 1
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6. tablazat. A Design-Expert 7.1 szoftver segitségével generalt kisérlet-kombinaciok a gliikdz, natrium-glutamat

és réz-szulfat ndvekedésre és kimotripszin-tipusu protedz termelésére gyakorolt hatasanak vizsgalatara

A kombinacié Natrium- CuS0sx5H20
Gliikéz (g/1)
sorszama glutamat (g/l) (mg/l)
1. 15,5 10 1
2. 15,5 55 20,5
3. 15,5 10 40
4. 15,5 55 20,5
5. 15,5 1 40
6. 1 55 1
7. 1 10 20,5
8. 1 55 40
9. 30 55 40
10. 1 1 20,5
11. 15,5 5,5 20,5
12. 30 1 20,5
13. 15,5 1 1
14. 15,5 5,5 20,5
15. 15,5 5,5 20,5
16. 30 10 20,5
17. 30 10 20,5

7. tablazat. Valtoztatott faktorok és variacioik a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével generalva gliikoz,

natrium-glutamat és vas-szulfat névekedésre és kimotripszin-tipust proteaz termelésére gyakorolt hatasanak

vizsgalatara
Natrium-
A kombinacio Gliikéz FeSO4x7H20
glutamat
sorszama (a/h) (mg/l)
(9/1)

1. 30 55 40
2. 15,5 55 20,5
3. 15,5 55 20,5
4. 30 1 20,5
5. 15,5 5,5 2,5
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6. 15,5 5,5 20,5
7. 15,5 10 1
8. 15,5 1 40
9. 30 5,5 1
10 1 5,5 1
11. 1 1 20,5
12. 15,5 10 40
13. 15,5 1 1
14. 1 10 20,5
15. 15,5 5,5 20,5
16. 1 5,5 40
17. 30 10 20,6

5.3.11 Kiilonbozo fémek hatasa a Kimotripszin-tipusu proteaz termelésére és aktivitasara

A vizsgalt baktériumtorzs 24 6ras tenyészetét harom parhuzamosban 10° sejt/ml
végkoncentracioban modositott TO4 tapoldatba oltottuk. A TO4 tdpoldatot a leoltast
megelézéen 0,1, 0,5 és 1 mM-0s koncentracioban, MnSOsxH20, CuSOsx5H,0, FeSO4x7H>0,
CdS0O4x8 H0, illetve NiSOsx7H20 nehézfémsokkal egészitettiik ki. Kontrollként tovabbi
fémionok nélkiili TO4 tapoldatot alkalmaztunk. A 120 rpm-el razatott (IKA KS 4000 ic
control), 27 °C-os inkubaciot kovetéen az 5. napon optikai denzitast mértiink 620 nm-en,
Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-olvaséval (BMG Biotech). A sejtmentes
feliilaszobol a kimotripszin-tipusu proteaz enzim termelését az 5.3.6 fejezetben leirtak szerint
vizsgaltuk.

A vizsgalatba bevont torzs 24 dras elStenyésztését kovetden a TO4 tapoldatot 10° sejt/ml
végkoncentracioban oltottuk le az enzim aktivitasanak vizsgalatahoz. Kontrollként tovabbi,
fémionok nélkiili TO4 tapoldatba oltottuk le az SZMC 6179] jelt torzset. Minden esetben
harom parhuzamos leoltast végeztiink. A 120 rpm-el razatott (IKA KS 4000 ic control), 27 °C-
os inkubaciot kovetden az 5. napon a sejtmentes feliiliszobol kimotripszin-tipust protedz enzim
termel6dését vizsgaltuk MnSO4xH20, CuSO4x5H20, FeSOsx7H20, CdSO4x8H-0, illetve
NiSOsx7H20  jelenlétében, az  N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid  szubsztrat
felhasznalasaval. 50 pl sejtmentes feliiliszohoz 50 pl-t pipettaztunk 4 mM, 2 mM és 0,4 mM
koncentracioban a fent felsorolt oldatokbdl. A szubsztratbol 50 ul 4 mM-0s DMSO-ban oldott
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oldatot vittiink a mikrotiterlemezre, majd a pH-t 50 ul, 6,6-0s pH-ju foszfat pufferrel allitottuk
be a reakcié soran. A felszabadulo p-nitroanilin mennyiségét 405 nm hullimhosszon
Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-olvaséval (BMG Biotech) mértiik 20 perc

inkubéciot kovetden.

5.3.12 Herbicidek és fungicidek hatisa az enzimtermelésre és az enzimaktivitasra

Kisérleteinkhez 0t olyan vegyiiletet valasztottunk, melyek napjainkban szamos
novényvéddszerben megtalalhatok. Harom herbicid, a klor-toluron, a 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav
¢s a linuron, valamint két fungicid, a karbendazim és mankozeb hatasat vizsgaltuk. A kisérlet
soran 10 ml TO4-es tapoldatba oltottunk 107 sejtet a Bac. subtilis SZMC 6179] térzsbol. A
vizsgalt vegyiiletekb6l 2,5, 1,25, 0,625 ¢és 0,3125 mM-0s torzsoldatokat készitettiink
metanolban, melyekbdl 100 pl-t mértiink a tapoldatokba, ezaltal 25, 12,5, 6,25 és 3,125 uM-0s
koncentracio-értékeket bedllitva a vizsgéalt anyagokbdl. Kontrollként 100 pl metanollal
kiegészitett tapoldatot hasznaltunk. Az inkubdaci6 razatott tenyészetben (120 rpm, IKA KS 4000
ic control) 27 °C-on 9 napig zajlott, a 3., 6. és 9. napon tortént mintavétellel. A mintavételi
napokon, 620 nm-en optikai denzitast mértiink, illetve a kimotripszin-tipusu proteaz enzim
termel6dését detektaltuk az 5.3.5 fejezetben leirtak szerint. Kisérleteinket minden esetben 3
bioldgiai parhuzamosban végeztiik.

A harom parhuzamosban leoltott Bac. subtilis SZMC 6179] torzs 24 Oras
elétenyésztését kovetden szuszpenziot készitettiink, majd 10° sejt/ml végkoncentracioban TO4
tapoldatba oltottuk az enzimaktivitds vizsgalatahoz. Kontrollként peszticidek nélkiili TO4
tapoldatba oltottuk le a Bac. subtilis SZMC 6179J torzset 3 parhuzamosban. A 120 rpm-el
razatott (IKA KS 4000 ic control), 27 °C-os inkubaciot kdvetden az 5. napon a sejtmentes
feliiliszobal a fent leirt enzimméréseket alapul véve N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid
szubsztrat segitségével kimotripszin-tipusu proteaz enzim termel6dését vizsgaltuk klor-toluron,
2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, linuron, karbendazim és mankozeb jelenlétében. Az enzimmérés
soran 50 pl sejtmentes feliilisz6hoz pipettaztunk 100, 50, 25, 12,5 és 6,5 puM-0s
koncentracioban a fent vizsgalt vegytiletek oldataibol. A szubsztratbol 50 pl 4 mM-os DMSO-
ban oldott oldatot vittiink a mikrotiter-lemezre, majd a pH-t 50 ul 6,6-0s pH-ju foszfat pufferrel
allitottuk be. A felszabaduld p-nitroanilin mennyiségét 405 nm hullamhosszon Spectrostar

Nano Control mikrotiterlemez-olvasdval (BMG Biotech) mértiik 20 perc inkubaciot kdvetden.
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5.3.13 A torzs fengicin- és bacilizin-termelésének vizsgalata bioteszttel

Ezen kisérleteinkhez az 5.3.8 fejezetben és 5.3.9 fejezetben ismertetett mintakat
vizsgaltuk, illetve ugyanezen kisérleti kortilmények kozott a késdbbiekben az 5.3.14 fejezetben
részletezett, metanolban felvett, tisztitott antibiotikum-tartalmi mintaink fengicin- illetve
bacilizintartalmat is elemeztiik ezen bioteszttel.

Mivel a torzs esetleges bacilizin-termelése szintén gatldlag hathatott volna a vizsgalt
novénypatogénre, a vizsgalatban hasznalt Tl-es taptalajt kiegészitettik 0,1% N-acetil-
gliilkozaminnal, semlegesitve ezaltal a bacilizin gatlo hatasat (Kenig és Abraham 1976). A
vizsgalathoz az SZMC 6179] torzs altal egyik legjobban gatolt Bip. bicolor SZMC 13055
fonalasgombat valasztottuk. A bacilizintermelést a Can. albicans SZMC 1463 torzzsel kovettiik
nyomon, mely rendkiviil érzékeny bacilizinre, de rezisztens fengicinnel és szurfaktinnal
szemben (Kenig és Abraham 1976, Vanittanakom és mtsai. 1986). Mindkét kisérleti rendszer
soran a tesztorganizmusokat massziv oltassal a taptalajok felszinére vittiikk. A taptalajokba 5
mm atméréji lyukakat furtunk dugofurd segitségével, melyekbe 20 pl-t pipettaztunk a fent
emlitett mintakbol. A fermentlevekben elézéleg elvégeztik az enzimek inaktivalasat,
mintainkat 95 °C-on inkubaltuk fél oran keresztiil. A lyukak sz¢1ét6l a feltisztulasi zona sugarat

27 °C-on torténd, 1 hetes inkubaciot kovetden mértuk.

5.3.14 A Bac. subtilis SZMC 6179J hemolitikus tulajdonsagainak vizsgalata és a

szurfaktintermelés vizsgalata direkt bioautografias modszerrel

Birka-vorosvértesteket tartalmazo T6-os taptalajt készitettiink, melynek kézepére 6 mm
atmérdji dugofuroval lyukat frtunk. Ebbe a lyukba pipettaztunk 50 pl-t a tisztitasi eljaras soran
kapott, metanolban oldott sejtmentes preparatumokbol. A tisztitast Cao és munkatarsai (2009)
cikke alapjan végeztiik el. Az inkubacio 27 °C-on tortént, 120 rpm razatasi sebesség mellett,
harom parhuzamosban. Az 5. napon a sejteket centrifugélassal kitilepitettiik (10000 rpm, 20
perc), majd a feliiltszot 37%-o0s sosav segitségével pH 2-es értékre allitottuk be. A mintat egy
¢jszakan keresztil 4 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a lesavanyitott feliiliszobol
centrifugalassal kitilepitettiik az antibiotikumokat (4 °C-on, 10000 rpm, 20 perc), felvettiik 4
ml desztillalt vizben, majd fagyasztva szaritottuk. A szarazanyagot 4 ml metanollal haromszor
extrahaltuk, nitrogén alatt beszaritottuk és 1 ml metanolban vettiik fel. A csészéket 7 napig 27
°C-on inkubaltuk. Egy hét elteltével mértiik a lyuk koril feltisztult, attetszé zona sugarat.

A direkt bioautografia médszer kivitelezéséhez husz ml TO5-es tapoldatba 2x107 Bac.
subtilis SZMC 6179J sejtet oltottunk, harom parhzamosban. A lombikokat 5 napig 27 °C-on,
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120 rpm-mel razattuk (IKA KS 4000 ic control). A tisztitast az 5.3.14 fejezetben leirtak alapjan
valositottuk meg. Az 1 ml metanolban felvett mintakbol 10 pl-t Kieselgel 60 F254 vékonyréteg-
kromatografias lemezre vittiik fel, majd kloroform:metanol:viz 65:25:4 aranyu elegyével
elvégeztiik az elvalasztast. Ezt kovetoen az egyes savok el6hivasat desztillalt vizzel valositottuk
meg, és megallapitottuk a detektalt vegyiiletek retencioés faktor (Rf) értékeit, majd a
vékonyréteg-lapot milanyag Petri-csészébe helyeztiik, és birka-vorosvértesteket tartalmazo T6-
os taptalajt ontottiink ra. A 27 °C-on torténd inkubacid harmadik napjan megmértik a

szurfaktinok hatdsara keletkez0, attetszo feltisztulasi zona atmérdjét.

5.3.15 Antibiotikumok termelédéséért felelos gének azonositasa

A torzsek molekularis vizsgalatahoz a DNS-kivonast az 5.3.4 fejezetben részletezett
Agua Genomic Microbe Protocol alapjan végeztiik 24 6ras tenyészetbél. A DNS-kinyerést
kovetden az azonositani kivant szakaszok felszaporitasat BACC1-R inditdszekvencia (Gond és
mtsai. 2015) és az iturin gén (Zhu és mtsai. 2013) kivételével altalunk tervezett primerparok
segitségével valositottuk meg (3. tablazat).

A primerek tervezését a primertervezés altalanos szabalyainak figyelembevétele mellett

a kivant gén NCBI adatbazisaban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) valo

megkeresésével kezdtilk, majd a primerek tervezését az NCBI Primer-Blast programjanak
segitségével végeztiik el (Ye és mtsai. 2012).

A PCR-elegyek Osszetétele a kovetkezo volt (25 pl-re): 2,5 ul 10x DreamTag-polimeraz
puffer (Thermo Scientific), 200 uM dNTP mix (Fermentas), 0,25-0,25 uM forward és reverz
primer, 1 egység DreamTag-polimeraz enzim (Thermo Scientific), 100 ng DNS templat. A
felszaporitashoz MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (BIO-RAD) késziiléket alkalmaztunk. A
bacillomicin, fengicin és mikoszubtilin esetében a kovetkez6 hdmérsékleti profilt alkalmaztuk:
95 °C, 4 perc; melyet 35 ciklus (94 °C, 1 perc; 56 °C, 1 perc; 72 °C, 1 perc) kovetett, majd
zarasként 10 perc 72 °C-on. Iturin és szurfaktin esetében az alabbi paramétereket hasznaltuk:
95 °C, 4 perc; melyet 35 ciklus (94 °C, 1 perc; 50 °C, 1 perc; 72 °C, 1 perc) kovetett, zarasként
pedig 10 perc 72 °C kovetkezett. A gél kiértékeléséhez az UVP BioDoc-It™ System UV
Transilluminator késziiléket hasznaltuk. A 4 V/cm-es elektroforézis 2%-os agardz gélben
tortént, etidium-bromidos utdfestést alkalmazva.

Az adatok elemzését 2016. 06. 10-én az internetes in silico PCR szerver

(http://insilico.ehu.es/PCR/) segitségével végeztiik.
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5.3.16 Nagyhatékonysagu folyadékkromatagrafiaval kapcsolt tomegspektrometrias
visgalatok

A kiilonbo6z6 szurfaktin-vegyiiletek analitikai vizsgalatara els6 1épésként a Bac. subtilis
SZMC6179] térzs TO4 tapoldatba (200 ml) torténd leoltasat végeztiik el harom parhuzamos
leoltasban. Az Erlenmeyer-lombikokat 5 napon keresztiil 27 °C-on, 120 rpm-mel razattuk (IKA
KS 4000 ic control). A tisztitast Cao és munkatarsai (2009) cikke alapjan végeztiik. A N> alatt
beszaritott anyagot 200 ul HPLC-tisztasagu metanolban vettiik fel.

Az SZMC 6179] torzs altal termelt szurfaktin-homologok azonositasait HPLC/ESI-IT-
MS moddszerrel valdsitottuk meg. Az izokratikus HPLC-elvalasztast Akpa és munkatarsai
(2001) munkaja alapjan végeztiik el Agilent 1090 HPLC-rendszeren (Agilent, Palo Alto, CA,
USA), Phenomenex Prodigy analitikai oszlopon (100 x 2,0 mm, 3 um, Gen-Lab, Budapest,
Magyarorszag) 0,05% trifluorecetsavval kiegészitett Ho O és MeCN 20:80 aranyt elegyét
hasznalva eluensként, 0,2 ml/perc aramlési sebesség mellett. Az oszloptermosztat hOmérséklete
40 °C, mig az injektalasi térfogat 1 ul volt. Az MS és MS? vizsgalatok ESI ionforrassal ellatott
Varian 500-MS ioncsapdas tomegspektrométer segitségével keriiltek megvalositasra (2.
melléklet).

A molekulak néatrium adduktjainak MS? vizsgilata szintén a fent emlitett ESI- és
altalanos MS-bedllitasok (2. melléklet) mellett zajlott a kdvetkezO excitacids tarolasi szint
(m/z)/excitacios amplitudo (V) értékekkel: m/z 1016 (273,5/3,91), m/z 1030 (277,4/9,96), m/z
1044 (281,3/4,02) és m/z 1058 (285,3/4,07).

A szurfaktin izomerek elnevezése Bonmatin és munkatarsai (2003) alapjan tortént
kisebb modositasokkal. Az els6ként felfedezett szurfaktinszekvenciat (Glu-Leu-Leu-Val-Asp-
Leu-Leu) [Sur] jel6léssel lattuk el, valamint a késobb leirt szekvenciak esetében a kiilonbségek
szemléltetésére [Val2], [Val7] és [Val2,7] jeloléseket alkalmaztunk, a Glu-Val-Leu-Val-Asp-
Leu-Leu, Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Val és Glu-Val-Leu-Val-Asp-Leu-Val szekvencidknak
megfeleléen. Ezen alkalmazott technika nem képes megkiilonboztetni a Leu és Ile izobar
aminosavakat, igy ezeket a szekvenciaelemeket Leu/Ile jeloléssel lattuk el. A szurfaktinok
szekvenciaiban jelen 1év0 aminosavak altaldban AA, jeldléssel vannak ellatva, ahol n az
aminosavak a peptidlanc N-terminalis végétél szamitott poziciojat jeloli. Az MS? spektrumon
megfigyelt fragmensionok nevezéktana Roepstorff és Fohlman (1984) illetve Biemann (1990)
munkdja alapjan keriilt alkalmazéasra. A natrium-addicionédlt fragmensionok belsd

fragmenseinek elnevezése az ynbm nevezéktannak (Hue és mtsai. 2001) megfeleléen tortént.
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5.3.17 A torzs teljes genomjanak szekvenalasa

A Bac. subtilis SZMC 6179]J torzs izolalasa két évvel teljes genomjanak szekvenalasa
elétt tortént. Ez 1d6 alatt T1-es taptalajon tartottuk fenn a torzset, és mintegy 50 alkalommal
oltottuk at. Mivel a teljes genomszekvenalas ennyi atoltast kovetden tortént, a kapott szekvencia
a torzs populéacio-genomikai tulajdonsagait is tiikkrozi.

A szekvenalas a BayGen Intézet és a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai
Kutatokézpont Szekvenald Platformjanak kézremikodésével tortént. A genom szekvenalasat
Uj generacidos szekvenalasi modszerrel, ciklikus ligaldé szekvenalassal SOLID V4 (Life
Technologies) rendszeren végeztiikk. A szekvenciak Osszerendezéséhez a CLC Genomics
Workbench 4.7.2 (CLC Bio) és az Omixon Gapped SOLID Alignment 1.2 plug-in (Omixon)
programokat hasznaltuk. Az annotacioban az NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(PGAAP) programja volt segitségiikre

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/Pipeline.html).

Az Osszerendezett read-eket a tipustorzs Bac. subtilis subsp. subtilis 168 genomjara a
Genomics Workbench 4.7.2 programmal térképeztiik. A referenciatorzs genomjanak GenBank-
i azonositdja: NC 000964. Az NCBI GenBank adatbazisaban az altalunk feltoltott genom
azonositéja CP015004.1.

A torzs teljes genomjanak tulajdonsagait bemutatdo diagram a DNAPIotter program
segitségével készilt (http://www.sanger.ac.uk/science/tools/dnaplotter) (Carver és mitsai.
2009).

crer

tipizalast (MLST) alkalmaztunk, mellyel Kamada és munkatarsai (2015) mar sikerrel vizsgaltak
a Bac. subtilis-csoportot. Hét gén (purH, glpF, pycA, ilvD, rpoD, tpiA és pta) bels6 fragment;jét
vizsgaltak az MLST adatbazis javaslatara (PubMLST; http://pubmlst.org/bsubtilis/). Munkank

soran a mar korabban ismertetett, teljes gyrA és gyrB gén szekvenciak mellett ezt a 7 gént
tanulmanyoztuk az SZMC 6179] torzsben és tovabbi 173 teljes Bacillus genomban. Az
illesztéseket PRANK v.140603 (Loytynoja 2014) program segitségével, alapértelmezett
beallitasok mellett végeztiik, a szekvencia-illesztések 0Osszehangolasat és az adatok
rendszerezését 9 lokuszra a SequenceMatrix 1.8 (Vaidya és mtsai. 2011) programmal
kiviteleztiik.

A Maximum Likelihood (ML) fak létrehozasahoz a raxmlGUI 1.5b1 (Silvestro és
Michalak 2012) és a RAxXxML 8.2.7 (Stamatakis 2014) szoftvereket hasznaltuk, GTR


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/Pipeline.html
http://www.sanger.ac.uk/science/tools/dnaplotter
http://pubmlst.org/bsubtilis/
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(Generalised Time Reversible) modellben, gamma closzlasu heterogenitas és 1000 rapid
bootstrap ismétlés mellett.

Az egy nukleotidot ¢érintd polimorfizmusok (SNP) ¢és a delécids/inszercios
tipusvariansok (DIP) azonositasahoz a CLC Sequence Viewer 6.5.3. és a CLC Genomics
Workbench 5.1. szoftvereket hasznaltuk. A feltételezett antimikrobidlis génklaszterek

kereséséhez az antiSMASH (http://antismash.secondarymetabolites.orq) szerverét hasznaltuk

(Blin és mtsai. 2013, Medema és mtsai. 2011, Weber és mtsai. 2015). A Bacillus genomban
talalhato profagszekvenciak analizisét a PHAST (http://phast.wishartlab.com) keres6

rendszerrel valositottuk meg (Zhou és mtsai. 2011). A profagszerii ICEBs1 elem eloszlasat a
Bacillus torzsekben BLAST segitségével vizsgaltuk (Zhang és mtsai. 2000), a szemléltetést
pedig a Kablammo szerverrel végeztiikk (Wintersinger és Wasmuth 2015).

5.3.18 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism (v 6.01 for Windows, GraphPad
Software) programot hasznaltuk. A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post
hoc tesztjének egyiranyu analizisével, illetve a nem parametrikus teszt Kruskal-Wallis post hoc

tesztjével végeztiik el.
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6 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

6.1.1 Bacillus torzsek izolalasa, elovizsgalata és azonositasa

Az egysejt tenyészetek létrehozasat kovetdéen 20 Bacillus torzzsel végeztiink el

konfrontacios teszteket (8. tablazat).

8. tablazat. Az izolalt Bacillus torzsek gatlasi zonai.

bal:;:liil; N Fusarium Rhizocto.nia Xanthomor.1as Pseud.omonas Erwinia
SZMC szimai OO solan campestris ~ syringae  carotovora
SZMC 6157] ++ ++ T - -
SZMC 6158 ++ +++ ++ ) i
SZMC 6159] + +++ + ) )
SZMC 6160J - + +t i ]
SZMC 6161] ++ ++ +++ ++ )
SZMC 6162] ++ ++ + i ]
SZMC 6163J] +++ +++ ++ 4t i
SZMC 6164) + +++ + ) )
SZMC 6165J + ++ i} i ]
SZMC 6166J + +++ - ) i
SZMC 6167J ++ + ++ N ]
SZMC 6168J + +++ + ++ )
SZMC 6169J +++ ++ T+ i ]
SZMC 6170J + +++ + + i
SZMC 6171)] + ++ + ) ]
SZMC 6172] - + ) r ]
SZMC 6173] + +++ + t i
SZMC 6174] + +++ -+ t i
SZMC 6179] +++ +++ + t )
SZMC 6225] +++ +++ +++ ++ )

1-5 mm (+), 5-15 mm (++), >15 mm (+++).
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Az in vitro antagonizmus-teszteket kovetden 7 torzsnél tapasztaltunk kiemelkedd
antagonista képességeket, ezek azonositasat végeztik el. A gyrA gén szekvenciaclemzése
alapjan az izolalt torzseket a 9. tablazat foglalja 6ssze. Tovabbi vizsgalatainkhoz a Bac. subtilis
SZMC 6179] torzset valasztottuk.

9. tablazat. A kiemelked6 antagonista képességekkel rendelkez 7 azonositott Bacilllus torzs.

SZMC kaéd Faj név Génbank azonosito6
SZMC 6158)  Bac. mojavensis JX683904
SZMC 6161)  Bac. velezensis JX683905
SZMC 6163)  Bac. mojavensis JX683903
SZMC 6168)  Bac. mojavensis JX683902
SZMC 6170  Bac. soronensis/licheniformis JX683907
SZMC 6179)  Bac. subtilis JX683908
SZMC 6225)  Bac. amyloliquefaciens JX683906

6.2 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs okofiziologia jellemzése

6.2.1 A torzs novekedési tulajdonsagai kiilonb6z6 tapoldatokban

A vizsgalat soran 16 kiilonb6z6 tapoldatban végeztiik a tenyésztést (4. abra).
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4., abra. A kisérlet soran hasznalt 16 tapoldatban mért optikai denzitasok 620 nm-en, 96 d6ra inkubacié utan.
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Késébbi enzimvizsgalatainkhoz az 5 szaporodast leginkabb tamogaté tapoldatot (TOL,
TO3, TO4, TO6 és TO15) valasztottuk. A torzs tovabbi Okofiziologiai vizsgalatait a TO1-es
tapoldatban végeztiik el, mig enzimvizsgalatainkhoz a TO4-es tapoldatot valasztottuk. Korsten
¢s Cook (1996) munkajuk soran a burgonya-gliikkoz taptalajt nevezték meg a legjobbnak a Bac.
subtilis B246 torzs szamara, a legnagyobb hozamot ezen a taptalajon érték el, mely a

koltséghatékony felhasznalds szempontjabdl is elényos.

6.2.2 A torzs novekedési tulajdonsagai kiilonb6z6é hémérséklet-, pH- és vizaktivitas-

értékeken

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a 40 °C-os hdmérséklet kedvezett leginkabb
a baktérium novekedésének (5. abra). A 30 °C, illetve 20 °C-on torténd tenyésztés soran a 620
nm-es hullamhosszon mért optikai denzitas 0,4 koriili értéket mutatott a tenyésztési idészak
végén. A vizsgalatban szerepld legalacsonyabb tenyésztési hdmérsekleteken (5 °C és 10 °C)

nem tapasztaltunk szamottevo novekedést.
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5. abra. A kisérlet soran vizsgalt homérsékleti értékekhez tartozo optikai denzitasok.

Az optimalis pH-érték megallapitasdhoz az elsd kisérleti rendszerben 2,2-es; 4-€s; 6-
0S; 8-as ¢s 10-es pH-értékeket allitottunk be.
A 6. abra bemutatott eredmények alapjan a 6-os és 8-as pH-értékek kozott talalhatod a

vizsgalt torzs pH-optimuma. A két kisérletbdl kideriilt, hogy az izolatum novekedéséhez az
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optimalis pH-érték 7 és 7,6 kozott talalhatd. A magasabb pH-értékeken a biomassza-értékek

jelentds mértékben elmaradtak az optimalisnak itélt pH-n mért adatoktol.
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6. abra. A pH hatasa a torzs novekedésére.

A vizaktivitds novekedésre gyakorolt hatasat hat kiillonb6z6 értéken vizsgaltuk 0,8-
0,995 kozott a fentieknek megfeleld, 170 oOrds tenyésztési iddszak alatt. Harom vizsgalt
vizaktivitas-értéken (0,8, 0,85 és 0,9) nem tapasztaltunk novekedést. A magasabb vizaktivitas-
értékek esetében a vizsgalt Bac. subtilis térzs hasonld novekedési kinetikat mutatott. A
legnagyobb denzitast a 0,995-0s vizaktivitasi értéken mértiik, ez tekinthetd optimalisnak (7.

abra).
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7. abra. A torzs novekedési kinetikaja kiilonb6z6 vizaktivitasi értékeknél.

A fenti harom abran is jol lathaté a Bac. subtilis sporas jellegébdl adodo sajatsagos

nodvekedési ciklusa.

6.3 A torzs Kiilonb6z6 novénypatogén gombakkal, Trichoderma torzsekkel,
mikotoxintermelé Aspergillus torzsekkel, novény-gomba patogén baktériumokkal

szembeni in vitro antagonizmusa

Vizsgalatainkat kétféle taptalajon végeztiikk: Tl-es taptalajon, illetve az enzim- és
antibiotikum-termelésnek kedvezd, T5-6s, Besson-féle modositott taptalajon (Besson és mtsai.
1987, 5.2.1 fejezet). A 10. tablazatban feltiintetett BCI-értékeket az 5.3.3 fejezetben leirtak
szerint hataroztuk meg. Az Arm. mellea SZMC 24132, Bot. cinerea SZMC 14526, Fus. solani
SZMC 11057F, Pho. cucurbitacearum SZMC 1608, Phy. infestans SZMC 6246J, Rhi. solani
SZMC 21048, Scl. sclerotiorum SZMC 6250J, Asp. awamori SZMC 2997, Asp. awamori
SZMC 3213, Asp. awamori SZMC 3214, Asp. awamori SZMC 3218, Asp. awamori SZMC
3220, Asp. awamori SZMC 3222, Asp. flavus SZMC 3234, Asp. niger SZMC 2759, Asp. niger
SZMC 2760, Asp. niger SZMC 2764, Asp. niger SZMC 2765 és Asp. niger SZMC 2769
torzsekkel szembeni antagonizmusok kivételéve a T1-es taptalajon mértiink magasabb BCI-

értékeket.
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10. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs BCl-értékei novénypatogén gombakkal szemben

BCI
Novénypatogén gombatorzs

T1 taptalaj TS taptalaj
Alt. alternata SZMC 16085 32+10,58 23,53+5,88
Alt. solani SZMC 6241J 22,92+9,55 16,67+0,00
Arm. gallica SZMC 24095 63,46+8,81 51,35+14,04
Arm. mellea SZMC 24132 55,00+13,22 66,67+5,55
Arm. ostoyae SZMC 24129 75,00+5,00 62,50+7,50
Bot. cinerea SZMC14526 66,67+0,00 80,00+3,33
Bip. bicolor SZMC 13055 64,44+3,85 51,11+3,85
Col. gloeosporioides SZMC 16086 42,31+10,18 33,33+6,67
Cur. spicifera SZMC 13060 56,67+3,33 44,44+1,92
Fus. culmorum SZMC 11039 44,44+3,85 0,00+0,00
Fus. graminearum SZMC 11030 18,89+7,70 0,00+0,00
Fus. moniliforme SZMC 11046 26,67+14,05 15,56+5,09
Fus. oxysporum SZMC 6237J 27,27+7,87 22,22+9,62
Fus. solani SZMC 11057F 20,29+12,55 26,67+3,33
Pho. cucurbitacearum SZMC 16088 34,67+4,62 34,72+15,77
Phy. infestans SZMC 6246J 27,78+5,09 63,33+3,33
Rhi. solani SZMC 21048 20,37+3,21 29,33+8,33
Scl. sclerotiorum SZMC 6250J 35,56+13,47 45,56+5,09

Az 50% feletti BCl-értékek vastaggal kiemelve.

8. abra. Botrytis cinerea SZMC14526 torzzsel szembeni in vitro antagonizmus-teszt T1 (A abra) illetve T5 (B

abra) taptalajon az inkubaciot kdvetd 7. napon.
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9. abra. Armillaria gallica SZMC 24095 (A abra) és Armillaria ostoyae SZMC24129 torzzsel (B abra)

szembeni in vitro antagonizmus-teszt T1-es taptalajon a leoltast kovetd 14. napon.

A vizsgalt novénypatogén gombak koziil az izolatum a Bot. cinerea SZMC 14526 (8.
abra), az Arm. mellea SZMC 24132, Arm. gallica SZMC 24095, az Arm. ostoyae SZMC 24129
(9. abra), a Bip. bicolor SZMC 13055, Cur. spicifera SZMC 13060 és a Phy. infestans SZMC
6246J torzsekkel szemben bizonyult a leghatékonyabbnak.

Szamos tanulmany bizonyitja a Bac. subtilis faj biokontrollban betdltott szerepét. A
teljesség igénye nélkiil tobb, a dolgozatban is vizsgalt ndvénypatogénnel szembeni
hatékonysagat az alabbi példak is bizonyitjak. Touré és munkatarsai (2004) a Bac. subtilis GA1
torzset in vitro és in vivo vizsgaltak alman sziirkepenészes tiineteket okozo B. cinerea ellen.
Munkéjuk soran szamos, a torzs altal termelt fengicin-, iturin- és szurfaktin-csaladba tartozo
homoldgot és izoformat azonositottak, és az antibiozis f6 okaként erés fungitoxikus hatassal
rendelkez6 fengicin-homoldgokat jelolték meg. Mindemellett a fengicin, szurfaktin és iturin
szinergikus gatlo hatasa sem kizarhato. Tatagiba ¢s munkatarsai (1998) rdzsan tiineteket okozo
Bot. cinerea-val szemben hatékony izolatumok kozott Bac. subtilis torzset is azonositottak.
Hang és munkatarsai (2005) egy, eperlevelekrdl izolalt Bot. cinerea-val szemben in vitro
tesztekben hatékony Bac. subtilis S1-0210 torzset vizsgaltak. Abbo ¢s munkatarsai (2014) Alt.
alternata noévekedésének gatlasara egy Bac. subtilis és egy Bac. megaterium torzset talaltak
alkalmasnak. A Col. gloeosporioides OGC1 torzs ellen egy chili rizoszférajabol izolalt Bac.
subtilis torzs bizonyult hatékonynak (Ashwini és Srividya 2013), a tanulmanyban
mikroszkopos vizsgalatokkal bizonyitottdk a patogén gomba hifajanak lizisét és a sejtfal
glukanaz és cellulaz aktivitasokat irtak le, melyek az UV-val kezelt mutansok esetében nem

voltak megfigyelhet6k. Az enzimek antagonizmusban betoltott szerepét bizonyitottak még az



Eredmények és megvitatasuk 67

enzimek hével torténd inaktivalasaval, tripszines emésztésével és triklorecetsavas kezelésével.
Asaka és Shoda (1996) a sztreptomicin-rezisztens Bac. subtilis RB14C torzset vizsgaltak, mely
in vitro antibiotikus aktivitast mutatott paradicsom palantaddlését okozé Rhi. solani torzzsel
szemben, iturin A és szurfaktin termelése révén. Az iturin A- és a szurfaktintermelés
biokontrollban betoltott szerepét az Ipa-14 gén mutans torzs eléallitasaval bizonyitottak. Ezen
deletalt torzs sem iturin A-t, sem szurfaktint nem termelt, ezaltal a betegség elnyomésaban nem
is volt olyan hatékony. A torzs Ipa-14 gént hordozé plazmiddal torténd transzformalasaval
visszanyerték a torzs Rhi. solani-val szembeni hatékonysagat.

Az altalunk vizsgalt Trichoderma torzsek csiperke- illetve laskagomban okoznak
z0ldpenészes megbetegedéseket. A legnagyobb gatlast a Tri. pleuroti SZMC 12450 torzzsel
szemben tapasztaltuk T1-es taptalajon (11. tablazat, 10. abra), illetve tovabbi 3 Tri. pleuroti
(SZMC12437, SZMC 12440, SZMC 12450) torzzsel szemben tapasztaltunk 50% feletti BCI
érteket.

11. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs BCl-értékei Trichoderma torzsekkel szemben.
BCI
T1 T5
Tri. aggressivum f. europaeum SZMC 1811 34,44+838  21,11+1,92
Tri. aggressivum f. europaeum SZMC 1746 21,11£10,72 18,89+6,94

Trichoderma torzsek

Tri. harzianum SZMC 1844 31,11+£3,84  10,00+0,00
Tri. harzianum SZMC 1847 33,33+0,00 14,44+3,84
Tri. harzianum SZMC 1849 43,33+8,81  12,22+5,09
Tri. harzianum SZMC 12430 30,00+£6,66  0,00+0,00
Tri. harzianum SZMC 12431 31,66+41,14 0,00+0,00
Tri. harzianum SZMC 12432 40,00+£6,66  0,00+0,00
Tri. harzianum SZMC 12433 46,66+3,33  10,00+3,33
Tri. pleuroticola SZMC 1729 38,88+9,62  16,66+6,66
Tri. pleuroti SZMC 12436 44,44+9.62  0,00+0,00
Tri. pleuroti SZMC 12437 50,00+0,00 0,00+0,00
Tri. pleuroti SZMC 12438 47,77£6,93  0,00+0,00
Tri. pleuroti SZMC 12439 43,33+8,81 1,11£1,92
Tri. pleuroti SZMC 12440 51,11+1,92  0,00+0,00

Tri. pleuroti SZMC 12441 38,88+5,09  5,55+1,92



Eredmények és megvitatasuk

68

Tri. pleuroti SZMC 12442 47,77+£3,84  15,55+10,18
Tri. pleuroti SZMC 12443 37,77+3,84  18,88+6,93
Tri. pleuroti SZMC 12444 21,11+£3,84  13,33+£5,77
Tri. pleuroti SZMC 12445 53,33+5,77  8,88+1,92
Tri. pleuroti SZMC 12446 45,71+£12,01 23,33+3,33
Tri. pleuroti SZMC 12447 42,22+8,38  36,66+3,33
Tri. pleuroti SZMC 12448 44,44+£9,62  33,33+0,00
Tri. pleuroti SZMC 12449 44,44+£50,9  33,33+0,00
Tri. pleuroti SZMC 12450 65,55+29,87 43,33+3,33
Tri. pleuroti SZMC 12451 40,00+6,66  11,11+5,09
Tri. pleuroti SZMC 12452 34,44+1,92  30,00+3,33
Tri. pleuroti SZMC 12453 40,00+£3,33  3,33+3,33
Tri. pleuroti SZMC 12454 48,88+4,20  10,33+3,33

Az 50% feletti BCl-értékek vastaggal kiemelve.

10. abra. A Bacillus subtilis SZMC 61791] torzs Trichoderma pleuroti SZMC 12450 torzzsel szembeni in vitro

antagonizmusa T1 (A abra) és T5 taptalajon (B abra) 1 hét inkubaciot kovetéen.

A Bac. subtilis gombatermesztésben torténd alkalmazasara kivalo példa a kereskedelmi
forgalomban is kaphat Serenade® nevii készitmény, mely a Bac. subtilis QST713-as torzset
tartalmazza. Ezen készitményt Franciaorszagban sikerrel alkalmazzdk a zoldpenészt okozo
Trichoderma fajok ellen (Védie és Rousseau 2008). Pandin és munkatarsai (2016) szintén a
Bac. subtilis QST713 torzset vizsgaltak, melynek protektiv hatasat irtak le Aga. bisporus
komposztban, Tri. aggressivum torzzsel szemben. Ez a védo hatas a csiperke-termdtesteket is

megvédheti a patogén Pseudomonas és Tri. aggressivum torzskkel szemben. Ezen
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mikroorganizmusok biofilmképzése soran a Bac. subtilis tapanyagért folytatott versengésbeli
sikere és lipopeptidtermelése elényt jelent szamara. Nagy és munkatarsai (2012) laskagomba
z0ldpenészes megbetegedést okozo Tri. pleuroti elleni in vivo biologiai védekezésrdl szamoltak
be. Munkajuk soran Bac. subtilis, Bac. amyloliquefaciens és sztreptomicin-rezisztens Bac.
amyloliquefaciens toérzsek hatékonysagat bizonyitottak. Ez azért is fontos, mivel az Europai
Uni6 nem engedélyezi a termesztés soran a kémiai peszticidek alkalmazasat, igy a biologiai
védekezés kiemelt szerephez jut a laskagomba termesztésében.

Az in vitro antagonizmus-tesztekbe bevont gombak koziil az Aspergillus fajokkal
szemben volt a legkevésbé hatékony a vizsgalt torzs. Az Aspergillus térzsek koziil 3 Asp.
awamori (SZMC 2985, SZMC 3213, SZMC 3218), 1 Asp. flavus SZMC 3233 és 2 Asp. niger
(SZMC 2761, SZMC 2764) torzs esetében tapasztaltunk 30%-nal nagyobb BCI-értéket, 50%-
nal nagyobb biokontroll értékeket egyik térzzsel szemben sem tapasztaltunk (12. tablazat). A
11. abra mutatja be a Bac. subtilis SZMC 6179] izolatum Asp. niger SZMC 2761 torzzsel

szembeni csekély gatld hatasat mind T1, mind T5 taptalajokon.

12. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 617917 torzs BCI-értékei Aspergillus térzsekkel szemben.

Aspergillus torzsek Be
T1 T5

Asp. awamori SZMC 2979 18,89+1,92  16,67+0,00
Asp. awamori SZMC 2984 20,00+£3,33  18,89+1,92
Asp. awamori SZMC 2985 31,11£3,84 15,56+1,92
Asp. awamori SZMC 2997 6,67+3,33 18,89+3,84
Asp. awamori SZMC 3006 18,89+17,10 16,67+3,33
Asp. awamori SZMC 3212 20,00+12,01 14,44+3,84
Asp. awamori SZMC 3213 37,78+3,84  40,00+8,81
Asp. awamori SZMC 3214 6,67+2,03 11,11+£9,62
Asp. awamori SZMC 3218 9,33+6,11  35,56+27,14
Asp. awamori SZMC 3220 0,00+0,00 7,78+1,92

Asp. awamori SZMC 3221 7,69+3.84 5,56+9,62

Asp. awamori SZMC 3222 4,00+4,00 8,89+1,92

Asp. flavus SZMC 3233 35,56+3,84 17,78+1,92
Asp. flavus SZMC 3234 20,00+£17,63 33,33+0,00
Asp. niger SZMC 2759 14,44+3,84  15,56+5,09
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Asp. niger SZMC 2760 0,00+0,00  18,89+1,92
Asp. niger SZMC 2761 35,56+3,84 26,67+6,66
Asp. niger SZMC 2764 24,44+8 38  32,22+45,09
Asp. niger SZMC 2765 0,00+0,00 11,11+5,09
Asp. niger SZMC 2766 15,56+1,92  13,33+0,00
Asp. niger SZMC 2769 13,33+£12,01  16,67+0,00
Asp. niger SZMC 2770 23,33+8,81 3,33+5,77
Asp. niger SZMC 2772 24,44+8.38 11,11£1,92
Asp. niger SZMC 2773 25,56+6,93  17,78+8,38

A 30% feletti BCI-értékek vastaggal kiemelve.

11. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs Aspergillus niger SZMC 2761 torzzsel szembeni in vitro

antagonizmusa T1 (A abra) és T5 taptalajon (B abra) 7 nap inkubaciot kovetden.

A Bac. subtilis torzsek Aspergillus torzsekkel szembeni nagyfoku gatlasardl ismertek
szakirodalmi adatok. Kimura és Hirano mar 1988-ban ismertettek egy Bac. subtilis izolatumot,
mely kukorican az Asp. flavus NRRL 3357, foldimogyorén pedig az Asp. parasiticus NRRL
2999 torzs novekedését és aflatoxin-termelését gatolta. Nesci és munkatarsai (2005) egy olyan
Bac. subtilis torzsrél (RCBS55) szamoltak be, melynek antifungalis aktivitasa van az Aspergillus
nemzetség Flavi szekcidjanak torzseivel szemben. Reddy és munkatarsai (2009) Asp. flavus
ellen vizsgaltak egy Bac. subtilis torzs biokontroll képességeit. Az izolalt Bacillus torzs 80%-
kal csokkentette az Asp. flavus novekedését, 72,2%-kal pedig az aflatoxin B1-termelését.

A ndvénypatogén baktériumokkal szembeni in vitro antagonizmus-tesztek soran a Bac.
subtilis SZMC 61791 altali legnagyobb gatlast Pse. syringae pv. panici SZMC 16160 torzzsel
szemben tapasztaltuk (13. tablazat, 12. abra). A Pse. syringae pv. panici szamos gazdasagilag
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fontos novényt fertéz, legismertebb példa erre a kdlesen és rizsen megjelené barna

levélfoltosodas.

13. tablazat. A patogén baktériumok in vitro antagonizmus-tesztjének eredményei.

Novény/gomba-patogén baktériumok Gatlasi zéna (r=mm)
Rhi. radiobacter SZMC 21395 0,66+0,57
All. vitis SZMC 21396 0,66+0,57
Cla. michiganensis SZMC 0016 0,33+0,57
Pse. syringae pv. panici SZMC 16160 15,00+0,00
Pse. tolaasii SZMC 16149 0,00+0,00
Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 4,33+0,57

12. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179J t6rzs Pseudomonas syringae pv. panici SZMC 16160 torzzsel

szembeni antagonizmusa T4 taptalajon 3 nap inkubaciot kdvetden.

A Bac. subtilis-t tartalmazo Serenade® nevii készitmény egyéb ndvénypatogén
baktériumokkal (Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas torzsekkel) szemben is hatékonynak
bizonyult (Cawoy és mtsai. 2011). Bais és munkatarsai (2004) Pse. syringae altal fert6zott
Arabidopsis novények gyokerén vizsgaltak a Bac. subtilis ATCC 6051 térzs ndvénypatogén
baktérium elleni sikeres hatasat. Jung és munkatarsai (2014) Bac. subtilis DIM-51 t6rzs erés

antibakterialis hatasat irtak le a paradicsompatogén Cla. michiganense subsp. michiganense
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ATCC 7429 torzsével szemben. Tajalipour és munkatarsai (2014) csiperkegomban barnulast
okoz6 Pse. tolaasii torzs ellen izolaltak 36 antagonista baktériumtorzset, melyek koziil 6, a Pse.
putida, Pse. reactants, Pse. fluorescens és Bac. subtilis fajokba tartozo6 baktériumtorzs mutatott

kiemelkedd aktivitast a betegséget okozo6 baktérium ellen.

6.4 A torzs novény-gomba patogén baktériumok novekedésére gyakorolt hatasanak

elemzése

A Kkisérletek soran harom pH-értéken (pH 6, pH 7 és pH 8) vizsgaltuk a Bac. subtilis
SZMC 6179J torzs patogén baktériumokkal (Isd. 5.3.5 fejezet) szembeni elnyomasat RISA
modszer segitségével. Elséként a 2., a 4. illetve a 6. napon mintat vettiink a tiszta
tenyészetekbdl, hogy megallapitsuk a torzsek pH-optimumat. Az optikai denzitdsok mérése
soran kidertilt, hogy mindegyik torzsnek leginkabb a pH 8-as érték kedvezett.

Az ITS-régi6 felszaporitasait az EUB-ITSF ¢és EUB-ITSR inditdszekvencidk
segitségével végeztiik (1asd 5.3.4 fejezet). Ezen primerek segitségével minden torzsre jellemzo,
méretben eltérd szakaszt tudtunk amplifikalni (13. abra, 15. abra).

In silico PCR segitségével meghataroztuk az ITS-szakaszok méretét a vizsgalt fajokban.
A Bac. subtilis SZMC 6179] torzsbél felsokszorositott szakaszok 433, 256, 253 bp hosszuak.
Rhi. radiobacter esetében 1381, 1380, 1299 bp, All. vitis esetében 1359 bp, Cla. michiganensis
esetében 513 bp, Pse. syringae pv. panici esetében 622 bp, Xan. campestris pv. vesicatoria
esetében pedig 577 bp hosszisagu szakasz szaporodik fel. A szakaszok mérete az altalunk
vizsgalt torzsekben némileg eltérhet az adatbazisban szerepld torzsekétol.

A vizsgalt Cla. michiganensis SZMC 0016 torzsben az amplifikalt szakaszok hossza
300, illetve 400 bp. Ilyen nukleotidhosszisdgli szakaszok mar a 2. napon nem voltak
kimutathatok a tenyészetekben. A 13. abra szemlélteti a 8-as pH-ju tapoldatban novekedd
torzsek egymasra gyakorolt hatasat, de a 6-0s, illetve a 7-es pH-ju kozegekben is hasonld
eredményeket kaptunk. Az in vitro antagonizmus-teszt eredményeivel sszevetve, ahol a Cla.
michiganensis SZMC 0016 esetében a harom parhuzamos mérést atlagolva 0,33 mm sugaru
feltisztulasi zonat kaptunk, ezen a pH-értéken a Bac. subtilis SZMC 6179] torzs képes volt a
Cla. michiganensis SZMC 0016 novekedését gatolni.

A Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 torzsben felszaporodd szakasz 577 bp
hosszusagl. A kompeticios vizsgalat 6. napjan is mindkét altalunk vizsgalt torzs megtalalhato
volt a 8-as pH-ju tenyészetekben. A 6-0s pH-ju tenyészetekben is ezt tapasztaltuk, mig a 7-€s

pH-ju tapkdzegekben a 2. nap még kimutathatod volt mindkét tdrzs, de a 4. naptol kezdve csak
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a Bac. subtilis torzsre jellemzé 433, 256, 253 bp méretli szakaszokat lathatjuk. A Xan.
campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 esetében az in vitro antagonizmus-tesztekben a
feltisztulasi zona atméréje a parhuzamosok atlagaban 4,33 mm volt (6.3 fejezet). Ezzel
szemben ezen kisérleti rendszerben 6-os és 8-as pH-n nem sikeriilt a Bac. subtilis SZMC 6179J

torzsnek elnyomni ezt a patogént, 7-es pH-n viszont képes volt gatolni azt.

13. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179J és a Clavibacter michiganensis SZMC 0016, valamint a Bac. subtilis
SZMC 6179] és a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 torzsek egymasra gyakorolt hatasa
kompeticios tesztben (pH=8).

M: Marker 100 bp Ladder Plus; 1: Bac. subtilis SZMC 6179J; 2: Cla. michiganensis SZMC 0016; 3, 4, 5: Bac.
subtilis SZMC 6179J és Cla. michiganensis SZMC0016 a 2. napon vett mintaban; 6, 7, 8: Bac. subtilis
SZMC6179]J és Cla. michiganensis SZMC0016 a 4. napon vett mintaban; 9, 10, 11: Bac. subtilis SZMC 6179]J és
Cla. michiganensis SZMCO0016 a 6. napon vett mintaban.12: Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185; 13, 14,
15: Bac. subtilis SZMC 6179] és Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 a 2. napon vett mintdkban; 16, 17,
18: Bac. subtilis SZMC 6179J és Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 a 4. napon vett mintaban; 19, 20,

21: Bac. subtilis SZMC 61791J és Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6185 a 6. napon vett mintaban.

A Pse. syringae pv. panici SZMC 16149 esetében 622 bp méretii szakasz
amplifikalodik. Kisérletiink idGtartama alatt mindharom pH-értéken mindkét torzs jelen volt a
tenyészetekben, ezzel szemben in vitro antagonizmus-tesztjeink soran ezzel a torzzsel szemben

értiik el a legnagyobb gatlast (6.3 fejezet).
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A Pse. tolaasii SZMC 6185 szintén egy megkozelitbleg 600 bp méretli szakasz
amplifikalodik. A torzsek az altalunk beallitott pH-értékeken nem gatoltak egymas
novekedését. Az in vitro antagonizmus-tesztekben sem tapasztaltunk gatlast a Pse. tolaasii
SZMC 6185 torzzsel szemben (6.3 fejezet).

=

1
2,
3t
4.
5.
6.
7]
8.
9.

14. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179]J és a Pseudomonas syringae pv. panici SZMC 16149, valamint a Bac.
subtilis SZMC 6179] és a Pse. tolaasii SZMC 6185 torzsek egymasra gyakorolt hatasa kompeticios tesztben
(pH=8).

M: Marker 100 bp Ladder Plus; 1: Bac. subtilis SZMC 6179J; 2: P. syringae pv. panici SZMC 16149; 3, 4, 5: Bac.
subtilis SZMC 6179] és Pse. syringae pv. panici SZMC 16149a 2. napon vett mintaban; 6, 7, 8: Bac. subtilis
SZMC 6179] és Pse. syringae pv. panici SZMC 16149 a 4. napon vett mintaban; 9, 10, 11: Bac. subtilis SZMC
61791 és Pse. syringae pv. panici SZMC 16149 a 6. napon vett mintaban.12: Pse. tolaasii SZMC 6185; 13, 14,
15: Bac. subtilis és Pse. tolaasii SZMC 6185 a 2. napon vett mintaban; 16, 17, 18: Bac. subtilis és Pse. tolaasii
SZMC 6185 a 4. napon vett mintaban; 19, 20, 21: Bac. subtilis és Pse. tolaasii SZMC 6185 a 6. napon vett

mintaban.

A Rhi. radiobacter SZMC 21395 esetében 3 egymashoz nagyon kozeli méretii szakasz
amplifikalodik (1381, 1380 és 1299 bp, 15. abra). Kisérletlink id6tartama alatt mindharom pH-
értéken mindkét torzs jelen volt a tenyészetekben. Az in vitro antagonizmus-tesztjeink soran
csekély gatlast tapasztaltunk ezen Rhizobium torzzsel szemben. Az All. vitis SZMC 21396
esetében az altalunk hasznalt inditoszekvenciak egy 1359 bp méretii szakaszt eredményeznek.
6-0s pH-n mindkét térzs megtalalhatd a tenyészetben a 4. napig, 7-es pH-értéken a 2. napig,
mig 8-as pH-n mar a 2. napon is csak az SZMC 6179] torzs detektalhato. Megallapithatjuk,

hogy a 6. napra mindhdrom pH-értéken sikeriilt a torzsnek elnyomni ezen szdéldpatogeént. In
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vitro antagonizmus-tesztjeinkben csak minimalis gatlast tapasztaltunk az All. vitis SZMC 21396

torzzsel szemben (6.3 fejezet).
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15. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179J és a Rhizobium radiobacter SZMC 21395, valamint a Bac. subtilis
SZMC 6179] és az Allorhizobium vitis SZMC 21396 torzsek egymasra gyakorolt hatdsa kompeticids tesztben
(pH=8).

M: Marker 100 bp Ladder Plus; 1: Bac. subtilis SZMC 6179J; 2: R. radiobacter SZMC 21395; 3, 4, 5: Bac. subtilis
SZMC 6179J és R. radiobacter SZMC 21395 a 2. napon vett mintaban; 6, 7, 8: Bac. subtilis SZMC 6179J és R.
radiobacter SZMC 21395 a 4. napon vett mintaban; 9, 10, 11: Bac. subtilis SZMC 6179] és R. radiobacter SZMC
21395 a 6. napon vett mintaban.12: All. vitis SZMC 21396; 13, 14, 15: Bac. subtilis SZMC 61791 és All. vitis
SZMC 21396 a 2. napon vett mintaban; 16, 17, 18: Bac. subtilis SZMC 6179J és All. vitis SZMC 21396 a 4. napon

vett mintaban; 19, 20, 21: Bac. subtilis SZMC 61791 és A. vitis SZMC 21396 a 6. napon vett mintaban.

6.5 A torzs sziderofértermelésének, lipaz, kazeinaz, zselatinaz, Kkitinaz aktivitasanak és

keményitébontasanak elemzése

Szamos biokontroll 4gens rendelkezik a vasat megkotd metabolitok termelésének
képességével. A vas nagyon kis mennyiségben van jelen a kdrnyezetben, viszont az aerob
mikroszervezetek anyagcseréjében kiemelkedd szerepet tolt be. A sziderofor kis
molekulatdmegii, a Fe**-hoz nagy affinitassal kotédd molekula, melynek ezen tulajdonsagabol
adodoan jelentds szerepe van a bioldgiai védekezés soran eldnyt jelentd vasért zajlod
kompeticioban. Az altalunk alkalmazott moédszer azon alapul, hogy a szideroforok a Fe(lll)
ionokhoz val6 nagy affinitasuk miatt szerkezetiikt6l fliggetleniil detektalhatok. A taptalajban

talalhato festék (kromazurol S) a vassal komplexet képez, melyhez a termel6dd sziderofor
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ligandumként kapcsolddik, ligand-vas komplexet létrehozva. A komplex Iétrejottével a
festékanyag felszabaduldsat szinvaltozas kiséri: narancssarga szinli gylirii jelenik meg.

A kiértékelés soran a baktériumtelepek koriil megjelent, szideroforok jelenlétére utald
narancssarga gyuri sugarat mértiik 1 hét elteltével, melynek atlaga a Bac. subtilis SZMC 6179]

torzs esetében 18+2 mm volt (16. abra).

16. abra. A Bacillus subtilis SZMC 617917 torzs sziderofortermelésének vizsgalata T7-es alap és T8-as

fedbagarral ellatott taptalajon 1 hét inkubavidt kovetden.

May és munkatarsai (2001) izolaltak el6észor Bac. subtilis-bél bacillibaktinnak
(sziderofér-2,3-dihidroxibenzoat-glicin-treonin-trimer észter) nevezett sziderofor molekulat,
melyet korabban mar Budzikiewicz és munkatarsai (1997) is leirtak Corynebacterium
glutamicum esetében. Yu és munkatarsai (2011) a Bac. subtilis CAS15 torzs kiemelkedd
bacillibaktin-termelésérdl szamoltak be. Munkajuk soran leirtak a torzs szisztémas indukalt
rezisztenciara kifejtett hatdsat: a torzs a fuzariumos rothadds gyakorisagat csokkentette
paprikdn. Vaspoétlas esetén elmaradt ez a pozitiv hatds, ami e vegyiilet szisztémas indukalt
rezisztenciaban betoltott szerepére enged kovetkeztetni. A kezelt novények magassaga
szignifikansan nagyobb volt, mint a kezeletlen kontroll névényeké (27,24-54,53%-kal). A torzs
a viragzasi id6 lerovidiilésében, a termések atlagos sulyanak emelkedésében és a terméshozam
novekedésében is szerepet jatszott. Patil és munkatarsai (2014) Bac. subtilis CTS-G24
hidroxamat tipust sziderofor termelését hoztak sszefiiggésbe Fus. oxysporium f. sp. ciceri és
Mac. phaseolina fitopatogének gatlasaval. Ferreira és munkatarsai (2019) Bac. subtilis DSM10
torzsben katekol-tipusu sziderofor molekulakat detektaltak. Grossman és mtsi. (1993) elséként

tartak fel Bac. subtilis 168-as torzsben szintén katekol tipust sziderofor (2,3-dihidroxibenzoil
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esetében a sziderofor bioszintézisben szerepet jatszo gének klonozasat és karakterizalasat.

A Bac. subtilis SZMC 6179] lipaz-, kazeinaz- és kitinaz-aktivitasanak vizsgalata soran
egyik esetben sem tapasztaltunk feltisztulasi zonat a telepek koriil. Vizsgaltuk a torzs zselatinaz
aktivitasat is zselatin-elfolyositasi teszttel, melynek Iényege, hogy a taptalajt szilardit6 zselatint
bontja el a torzs altal termelt zselatinaz, ezaltal a taptalaj elfolyosodik. A Bac. subtilis SZMC
6179J torzs nem termel zselatinazt.

A keményitd bontasanak detektaldsa sordn a torzs koriil megjelent feltisztulasi zona

sugara 151 mm volt (17. abra).

17. abra. A Bacillus subtilis SZMC 61791 torzs keményitébonto képességének vizsgalata T13-as taptalajon 7

nap inkubaciot kdvetden.

6.6 A torzs extracellularis enzimek termelésére valo képességének kiértékelése

A kisérlet soran megallapithato, hogy a sejtszam, illetve az enzimaktivitas is a TO4-es
tapoldatban volt a legmagasabb (18. abra), ezért tovabbi enzimvizsgalatainkhoz a TO4-es
tapoldatot valasztottuk.

A vizsgalt enzimek koziil a tripszin-€s a kimotripszin-tipusu proteaz (0,0232 U/ml/ perc)
termelddését tapasztaltuk kiemelkedOnek. A késdbbiekben a kimotripszin-tipusi proteaz

termelddését detektald N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid szubsztrattal dolgoztunk.
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18. abra. Extracellularis enzimaktivitasok TO1, TO3, TO4, TO6 és TO15 tapoldatokban 5 nap inkubaciot

kovetden.

A Bacillus fajok extracellularis enzimeit mar sokan vizsgaltak. A Bacillus fajok,
kiilondsen a Bac. subtilis, Bac. amyloliquefaciens, Bac. licheniformis magas hozamu (20-25
g/l) extracellularis enzim termel6k (van Dijl, Hecker 2013). Szamos torzs képes a
biokontrollban is szerepet jatszo litikus enzimek termelésére (Priest 1977). Az SZMC 6179]
torzsre leginkabb a proteazok termelése jellemzd, melyek biotechnologiai és biokontrollban
betoltott szerepiik miatt is fontosak.

Liang ¢és munkatarsai (2012) Bac. cereus TKUO022 torzs protedz-termelésének
vizsgalatat végezték tirozin standard kalibracidjanak segitségével. Ot nap elétenyésztést
kovetden 0,5 U/ml/perc protedz aktivitast tapasztaltak az altaluk viszgalt reakcio-koriilmények
kozott. Wang és Yeh (2006) Bac. subtilis TKUO07 torzs proteaztermelése soran 0,86 U/ml/perc
proteaz aktivitast irtak le, szintén Wang és mtsai. (2006) Bacillus sp. TKUO004 t6rzs proteaz-
termelése soran 0,065 U/ml/perc aktivitast tapasztaltak.

6.7 Sztreptomicin-rezisztens torzsek izolalasa, Spontan sztreptomicin-rezisztens mutans
torzsek Kimotripszin-tipusu proteaz termelése és rpsL génszekvenciai
A szélesztések soran szamos spontan sztreptomicin-rezisztens mutanst izolaltunk (19.

abra). Tovabbi kisérleteinkhez 169 torzset tisztitottunk.



Eredmények és megvitatasuk 79

19. abra. Az izolalas soran megjelent, spontan sztreptomicin-rezisztens telepek.

A sztreptomicin-rezisztens baktériumtorzseket fokozott enzim- illetve antibiotikum-
termelés jellemezheti. Ez a jelenség nem kizardlag sztreptomicin-rezisztens mutansok esetében
figyelhet6 meg. Wang ¢és munkatarsai (2008) szamoltak be Str. coelicolor fokozott
antibiotikum-termelésér6l, rifampicin-, paromomicin- és gentamicin-rezisztens mutansok
esetében. Ez a technika akar egy nagysagrenddel is novelheti az antibiotikum-termelést. In vitro
proteinszintézis-vizsgalatok demonstraltak, hogy a taltermelés oka a riboszoma mutacidjaban
keresendd, melynek kovetkeztében aberralt fehérje képzodik és magasabb lesz a guanozin-
pentozfoszfat szintézisének aktivitasa. Ez a fajta riboszoma-“engineering” kevesebb id6t
igényel, koltséghatékonyabb, és kevesebb laboratoriumi munkaval jar, mint mas, hasonld
eredményt hoz6 technikak.

Kurosawa ¢s munkatarsai (2006) sztreptomicin-rezisztens Bac. subtilis torzsekben irtak
le fokozott enzimtermelést. A mutans torzsekben az enzimtermelés 1,3-1,4-szeresére
emelkedett. A szerzk munkéjuk soran a torzsek proteaz- és a-amilaz-termelését vizsgaltak. A
pontmutaciokkal mutatott 6sszefliggést.

A 3. melléklet 169 spontan sztreptomicin-rezisztens mutans N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilid szubsztrat segitségével, 405 nm-en detektalt kimotriszpszin-tipusu

proteaztermelését mutatja be. 100%-nak a kontrollként hasznalt sziil6i torzset vettiik, és ehhez
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viszonyitottuk a mutansokat. A mellékletben vastagon szedett, 12 fokozott enzimtermelédést
mutato torzs aktivitasa 113%-t6l (0,0238 U/ml/perc) 258%-ig (0,0536 U/ml/perc) terjedt, mig
a tobbi torzs csokkent enzimtermelddést mutatott, ezek koziil a legkevesebb enzimet termeld
torzs enzimtermelése 9%-ra (0,0023 U/ml/perc) esett vissza.

A spontan sztreptomicin-rezisztens mutansok gyakran pontmutaciokat hordoznak az
rpsL génben (Hosoya és mtsai. 1998). A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs teljes
genomszekvencidja alapjan tervezett primerparral felszaporitott génszakasz 487 bp hosszl. A
kapott szekvencidk Osszerendezését kovetden 430 bp-nyi fragmens nukleotideltéréseit
vizsgaltuk. Az alabbi nukleotideltéréseket tapasztaltuk a 12 legnagyobb kimotripszin-tipusu
protedz aktivitast mutato tdrzsnél a vad tipussal 6sszehasonlitva: az elsd pozicidban az STR 5,
STR 98, STR 101 és STR 102 torzsekben timin-adenin tranzici6é valdsult meg. A kovetkezd
eltérést, egy adenin-guanin tranziciét a 146. pozicidban tapasztaltuk az STR 5 és az STR 6
torzsekben. Az altalunk izolalt mutdnsokban az rpsL génben torténd nukleotidvaltozasok nem
korrelalnak a kimotripszin-tipust protedz fokozott termelésével, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a spontan sztreptomicin-rezisztens mutans torzsek fokozott enzimtermelése nem minden
esetben okoz genetikai valtozasokat az rpsL génben.

Tojo és munkatarsai (2014) szintén izoldltak sztreptomicin alacsony koncentracioja
mellett sztreptomicin-rezisztens Bac. subtilis torzseket, melyeket fokozott antibiotikum-
termelés jellemzett. Komparativ genomszekvencia-analizissel a mutacié hordozojaként az
mthA gént azonositottak. Ez a gén az S-adenozil-homocisztein/metil-tio-adenozin-nukleozidazt
kodolja, melynek az S-adenozil-metionin ujrahasznositisi Utvonalaban van szerepe. E
mutansok egy riboszomalis szintézis utjan létrejovo antibiotikum, a bacilizin termelésében

mutattak haromszoros névekedést a sziil6i torzshoz képest.

6.8 Kimotripszin-tipusi proteaz termelésének idébeni jellemzése

Kisérletiink soran 7 napon keresztiil, naponta mértiik a térzs kimotripszin-tipust proteaz
aktivitasat, és a 7. napon, 405 nm-en mért enzimaktivitasi értékeket 100%-nak vettiik. Az

enzimtermelés mar az elsé napon 40%-a volt a 7. nap enzimtermelésének (20. abra).
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20. abra. A TO4-es tapoldatban mért kimotripszin-tipusu proteaz enzim termelésének vizsgalata 20 perc

szubsztrattal tortént inkubaciot kovetden.

A Bac. subtilis SZMC 6179]J torzs altal termelt kimotripszin-tipus proteaz idébeli
termelésének vizsgéalata sordn a 3. naptdl kezdve mar nem tapasztaltunk szignifikans
novekedést az enzimtermelésben. Liang és mtsai. a Bac. cereus TKUO022 torzs esetében az 5.
napon tapasztaltak a legnagyobb enzimaktivitast; a mi eredményeinkkel ellentétben a 7. napra
csOkkenést tapasztaltak. Wang és mtsai. (2006) a 4. naptdl kezdve tapasztaltak csokkent
proteaztermelést a Bac.sp. TKUO004 torzs viszgalata soran. Wang és Yeh (2006) pedig a 2. napi

maximalis enzimaktivitast kovetden csokkent enzimaktivitasrol szamoltak be a Bac. subtilis
TKUOO7 torzs esetében.

6.9 Kiilonb6z6 szén- illetve nitrogénforrasok hatasanak elemzése a Kimotripszin-tipusu

proteaz termelésére

A kisérlet soran a gliikozt a 5.3.9 fejezetben feltiintetett szénforrasokra cseréltiik a

tapoldatban. A gliikkdzos tdpoldatban torténd ndovekedést 100%-nak vettiik.
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21. abra. Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179J torzs novekedésére.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyu analizisével végeztikk. A
szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz (gliikdz) viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, **:
p<0,005, *: p<0,05.

A Bac. subtilis SZMC 61791] torzs az adonitot, D-xilozt, eritritet, galaktozt, L-arabindzt,
L-ramnézt és szacharozt a gliikoznal jobban volt képes hasznositani, ezaltal gyorsabban
novekedett. Kiemelked6 novekedést tapasztaltunk az adonit (2,17x nagyobb optikai denzitas),
a D-xiloz (2,56x0OD), az eritrit (1,74x0OD), a galaktéz (2,7xOD) és az L-ramnoz esetében
(2,71x0OD).

A torzs kimotripszin-tipust protedz-termelésésének vizsgalata soran a gliikoz cseréjét
kovetden szamos szénforras esetében tapasztaltuk a kimotripszin-tipusu proteaz fokozotabb
termelését (22. abra). A cellobioz, D-xildz, fruktdz, glicerin, keményitd, szacharoz esetében
beszélhetlink szignifikdns kimotripszin-tipusu protedz termelésrél. A torzs legnagyobb
kimotripszin-tipusu proteaz termelését glicerin jelenlétében tapasztaltuk ahol a termelés a
kontroll 153,03%-a. A legalacsonyabb teremést pedig az eritrit jelenlétében tortént ahol a
termelés 19,55%-ra esett vissza.
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22. abra. A kisérlet soran alkalmazott szénforrasok hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs kimotripszin-
tipusu protedz termelésére.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyt analizisével végeztiik. A
szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz (glikdz) viszonyitva hataroztuk meg. ****. p<0,0001, ***:
p<0,001, **: p<0,005.

A nitrogénforrasok valtoztatasat kovetden az L-aszparaginsav és az L-tirozin esetében
tapasztaltunk jelentOs sejtszam-csokkenést (23. abra). A natrium-glutamat alaninra torténé

cseréje 33%-os emelkedést okozott a sejtszamban a kontrollhoz képest.
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23. abra. Kiilonb6z6 nitrogénforrasok hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs névekedésére.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyt analizisével végeztiik. A

szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz (natrium-glutamat) viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001.

A nitrogénforrasok enzimtermelésre gyakorolt hatasanak vizsgéalatat a 24. abra szemlélteti. A
nitrogén forrasok cseréje soran minden esetben szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a
kimotripszin-tipusu proteaz termelésben. Az ammonium-szulfat és az L-aszparaginsav esetében

jelentds csokkenést tapasztaltunk, mindkét esetben 1% ala esett vissza az enzim termelése.
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24, abra. Nitrogénforrasok hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61791J torzs kimotripszin-tipusu protedz termelésére.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyt analizisével végeztiik. A
szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz (natrium-glutamat) viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001,
***: p<0,001.

Pant és munkatarsai (2015) Bac. subtilis proteaztermelését vizsgaltak tirozin kalibraciod
segitségeével. A mddszer a mi deteketalasi modszeriinktdl eltérd, ellenben az altaluk vizsgalt 6t
szénforras (szachardz, maltoz, xiluloz, galaktdéz, keményitd) koziil a galaktozt talaltak a legjobb
szénforrasnak, mig a legkevesebb enzimtermelést a keményitd jelenlétében irtak le. A Bac.
subtilis SZMC 6179] torzs novekedésének vizSgalata soran a galaktozt talaltuk a legjobb
szénforrasnak, de ezen a szénforrason a Kimotripszin-tipust proteaz termelése szignifikansan
csokkent a kontrollhoz képest. Az altalunk vizsgalt térzs enzimtermelése a glicerin jelenlétében
kiemelkedd.

Sevinc és Demirkan (2011) Bac. sp. tirozin kalibraciora alapuld proteaztermelésének
vizsgalatat kovetden a szénforrasok hatdsanak eredményeként az aldbbi sorrendet allitottak fel:
fruktoz>szachar6z>maltoz>gliikoz> keményitd>glicerol. Naidu és Devi (2005) Bac. sp. K-30
torzs esetében a keményitdt, szachardzt és laktozt talaltdk kiemelkeddnek a proteaz
termeléséhez. Maltoz, keményitdé ¢és cellobioz jelenlétében torténd alacsonyabb

proteaztermelésrél szamolnak be Shafee és munkatarsai (2005) Bac. cereus 146 torzs esetében,

kifejtett kiemelked6 hatasarol tudositottak Bacillus sp. JB-99 torzsnél.
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Yang és munkatarsai (2000) Bac. subtilis Y-108 proteaz enzimtermelésének
optimalizalasa soran szénforrasként rakpancélpor, gliikéz, laktoz, karboximetil-celluloz,
arabin6z, xiloz, celluloz; nitrogénforrasként huaskivonat, polipepton, ¢élesztOkivonat,
baktopepton, natrium-glutamat, natrium-nitrat és ammonium-nitrat hatasat vizsgaltak. A
szénforrasok vizsgalata soran 5% rakpanceélpor, illetve laktdz és arabindz tovabbi hozzdadasa
soran tapasztaltak fokozott enzimtermelddést. A nitrogénforrasok vizsgalata soran egyediil a
natrium-nitrat esetében tapasztaltak fokozott enzimtermelést, az optimalis koncentraciot 1,5%-
nak (m/V%) hataroztak meg. Munkajuk soran a unit (U) értékek meghatarozasahoz tirozin-
kalibraciot alkalmaztak.

Pant és munkatarsai (2015) nitrogénforrasok (ammonium-szulfat, pepton, ammonium-
nitrat, urea, ammonium-klorid) hatasat is vizsgaltak szintén tirozin kalibracio segitségével egy
Bac. subtilis torzs proteaztermelésére. Munkajuk soran a peptont talaltak a termelés szamara a
legjobbnak, a leggyengébb termelést pedig ammonium-klorid jelenlétében tapasztaltak.
Johnvesly és Naik (2001) a Bacillus sp. JB-99 t6rzs proteaztermelésének optimalizalasa soran
a legjobb nitrogénforrasnak a NaNOs-ot és a KNOsz-ot talaltak. Sevinc és Demirkan (2011)
Bacillus sp. proteaztermelésének vizsgalatakor a nitrogénforrasok cseréje soran az alabbi
sorrendet allitottak fel: f016z0tt tej>kazein>kontroll (pepton,
¢lesztokivonat)>tripton>szdjabab>kukoricacsira-kivonat. Szervetlen nitrogénforrasok
alkalmazasa (natrium-nitrat, ammonium-szulfat) soran szignifikdns csokkenést tapasztaltak

mar a torzs novekedése soran is.
6.10 Novekedés és enzimtermelés optimalizalasa

6.10.1 Gliikoz, élesztokivonat és a tenyésztési ido hatiasa a torzs novekedésére és
kimotripszin-tipusu proteaz-termelésére
A bemutatott diagram (25. abra) az 5,5 napon tapasztalt biomasszat mutatja az 5.
tablazatban bemutatott kombinaciok fiiggvényében. A prediktalt biomassza a kisérlet soran az
5,5 nap elteltével volt a legmagasabb (ODs20 = 1,385). Gliikoz esetében 11 g/l koncentracid
alkalmazasa mellett mutatkoztak ezen magas optikai denzitasok, mig élesztékivonat esetében

5,5 g/l koncentraci6 kedvezett leginkabb a sejtek szaporodasanak.
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25. abra. A gliikéz- és éleszt6kivonat-koncentracio valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179J

tenyészet optikai denzitasara 5,5 nap elteltével (a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével 1étrehozott diagram).

A 26. adbra bemutatott diagram az els6 napon mért kimotripszin-tipust
enzimaktivitasokat mutatja, mely a 2. kombinacido (2 g/l glikoz és 5,5 g/l €lesztOkivonat)

esetében volt a legmagasabb.



Eredmeények és megvitatasuk 88

Proteaz termelés

550 —@p i

Elesztokivonat

r

325 o

Proteaz aktivitas

0,02926
I 0,00049 1,00

2,00 6,50 11,00 15,50 20,00

Glikoz Design-Expert® Software

26. abra. A gliikdz- és élesztékivonat-koncentracio valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61791] torzs
kimotripszin-tipust protedz-termelésére az 1. napon (a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével létrehozott

diagram).

Az 1. napon mértiik a legnagyobb kimotripszin-tipusu enzimaktivitast, mely az id6
elérehaladtaval nem nétt (27. abra). A biomasszaval szemben a kimotripszin-tipust proteaz
termelésének nem kedvezett a magas glilkdzkoncentracid. A legmagasabb protedz aktivitast az
1. napon értiik el 2 g/ gliikkoz jelenlétében. A legnagyobb biomasszaju kombinacidhoz (11 g/l
gliikéz, 5,5 g/l élesztd) tartozd proteaz aktivitas alacsony. A tenyészetekben mért magas

sejtszdm nem eredményezett nagyobb proteaz aktivitast.



Eredmények és megvitatasuk 89

Proteaz termelés

0.00114

[ 000625

Elesztokivonat

0.00114

Proteaz aktivitas

0.02926
I 0,00143

11,00

Gliikoz
Design-Expert® Software

27. abra. A gliikkoz- és éleszt6kivonat-koncentracio valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61791J torzs
kimotripszin-tipusa proteaz-termelésére az 5,5 napon (a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével 1étrehozott

diagram).

6.10.2 Gliikoz, natrium-glutamat, valamint fémszulfatok hatasa a torzs novekedésére és

kimotripszin-tipusi proteaz-termelésére

A 30 g/l gliikdz, 10 g/l natrium-glutamat és 1 mg/l CuSO4x5H20 koncentraciok mellett

alkalmazasa nem eredményezett nagyobb biomasszat, mig a gliikkdz és a natrium-glutamat

legmagasabb vizsgalt koncentracidja volt a legkedvezdbb a torzs ndovekedésére.
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28. abra. A gliikéz- és natrium-glutamat koncentracio-valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs

biomasszajara 1 mg/l CuSO4x5H;0 jelenlétében (a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével 1étrehozott diagram).

A Kkimotripszin-tipusti proteaz termelédésének a 30 g/l gliik6z és a 10 g/l natrium-
glutamat kedvezett leginkabb, 1 mg/1 koncentraciojua CuSO4x5H20 jelenlétében (29. abra). A
nagyobb CuSOsx5H>0 koncentraciok alkalmazasa csokkend proteaz aktivitast eredményezett.
Ebben az esetben a legnagyobb biomasszat eredményez6 kisérleti kombinaciok megegyeztek a

legnagyobb protedz aktivitast mutaté6 kombinéaciokkal.
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29. abra. A gliikéz- és natrium-glutamat koncentracié-valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs

kimotripszin-tipusu proteaz-termelésére 1 mg/l CuSOsx5H,0 jelenlétében (a Design-Expert 7.1 szoftver
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segitségével 1étrehozott diagram).

Vas-szulfat esetében a legnagyobb biomasszat 15,5 g/l gliikoz, 10 g/l natrium-glutamat
¢és 40 mg/l FeSOsx7H.O mellett tapasztaltuk, ebben az esetben a 620 nm-en mért optikai
denzitas 1,914 volt (30. abra). Kisebb koncentracioju FeSO4x7H20 oldat alkalmazasa kisebb

biomasszat eredményezett, a legnagyobb koncentracid bizonyult a legjobbnak.
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30. abra. A gliikkéz és natrium-glutamat koncentraci6 valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 617917 torzs
biomasszajara 40 mg/l FeSO4x7H0 jelenlétében (a Design-Expert 7.1 szoftver segitségével 1étrehozott

diagram).

A legnagyobb kimotripszin-tipusu proteaz aktivitast a 30 g/l gliikkozt, 1 g/l natrium-
glutamatot és 40 mg/ml FeSOs x 7H>O-t tartalmazé fermentlében tapasztaltuk, a
proteaztermelésnek tehat a legmagasabb gliikdz, a legalacsonyabb natrium-glutamat és a
legmagasabb FeSO4x7H20 koncentracio kedvezett (31. abra). A biomasszaval ellentétben a
protedz aktivitasra a magas natrium-glutamat koncentracio gatldlag hatott, tehat nem a legtobb

sejtet tartalmazo fermentlevekbdl mértiik a legnagyobb proteaz aktivitast.
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31. abra. A gliikkéz és natrium-glutamat koncentracio valtozasanak hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61791J torzs
kimotripszin-tipust proteaz-termelésére 40 mg/l FeSO4x7H>0 jelenlétében (a Design-Expert 7.1 szoftver

segitségével létrehozott diagram).

6.11 Kiilonb6z6 fémek hatasanak jellemzése a Kimotripszin-tipusu proteaz termelésére
és az enzimaktivitasara

A 100%-nak vett kontroll nem tartalmaz hozziadott fémet, e koriilményhez mérten
vizsgaltuk a Bac. subtilis SZMC 6179] torzs ndovekedését 620 nm-en (32. abra). A hozzaadott
mangan-szulfat jelenlétében a torzs novekedése jelentdsen megemelkedett, a legkisebb
koncentraci6 esetében megharomszorozddott. A tobbi fém esetében kizarolag a 0,1 mM-0s
koncentraci6 volt az, ami nem befolyésolta jelentdsen a biomasszat. A torzs a réz-szulfat, a vas-
szulfat, a nikkel-szulfat és a kadmium-szulfat 0,1 mM-os koncentracidjaval szemben jelentos

toleranciat mutatott. A magasabb koncentraciok gatoltdk az izolatum szaporodasat.
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32. abra. Fémek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61791] torzs névekedésére.
A: Mn, B: Cu, C: Fe, D: Ni, E: Cd
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyu analizisével végeztiik. A
szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, ***: p<0,001, **:
p<0,005.

A mangéan minden koncentracidban pozitivan hatott a vizsgalt torzs kimotripszin-tipusu
proteaz enzimtermelésére (33. abra). Szamos szakirodalmi adatot talalunk egyes Bac. subtilis
torzsek esetében a mangén szurfaktintermelésre kifejtett pozitiv hatasardl (Cooper és mtsai.
1981). Kisérleteinkben a mangéan-szulfat jelenléte a torzs novekedését és a kimotripszin-tipusu
proteaz termelését is fokozta. Ezen esetben a legtobb mangan-szulfatot tartalmazé
tenyészetekben termelddott a legtobb enzim. A tapoldatokban jelen 1évo vas-szulfat a legkisebb
koncentracioban is csak kis mértékben emelte az enzimaktivitast. A nikkel-szulfat a legnagyobb
alkalmazott koncentracioban 64%-ra csokkentette az enzimtermelddést. A réz-szulfat esetében
egyediil a legkisebb koncentraciéondl maradt meg az enzimaktivitas 67%-a, a tobbi esetben ez
az érték 3% ala csokkent. A kadmium-szulfat esetében mindharom alkalmazott koncentréacio
jelentdsen gatolta a kimotripszin-tipusu protedz termelddését. A torzs ndvekedését tekintve réz-
szulfattal és kadmium-szulfattal szembeni toleranciaval rendelkezik, ezzel szemben a protedz

termelést a kadmium mindharom alkalmazott koncentracioja teljesen blokkolta.
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33. abra. Fémek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs kimotripszin-tipust protedz-termelésére.
A: Mn, B: Cu, C: Fe, D: Ni, E: Cd
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyu analizisével végeztiik. A

szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, *: p<0,05.

Szamos tanulmany szdmol be a Mn?* és a Ca®" protedztermelésre kifejtett pozitiv
hatasarol (Sevinc és Demirkan 2011, Nascimento és Martins 2004), mig Ba?*, Cu?*, Mg?*, Zn?*
jelenlétében Sevinc és Demirkan (2011) csokkent enzimtermelést tapasztaltak. Johnvesly és
Naik (2001) Bacillus sp. JB-99 torzs proteaztermelése soran 10 mM Mn?*, Mg?*, Cu?* és Co?*
jelenlétében tapasztaltak fokozottabb enzimtermelést, mig gatlast a Fe®*, Hg?" és a Zn?" ionok
jelenlétében irtak le. Yang és munkatarsai (2000) Bac. subtilis Y-108 proteaz
enzimaktivitisanak vizsgalata soran 5 mM koncentracioban alkalmazott Mn*?, Fe?*, Zn?*, Mg?*
és Co%" ionok erés aktivator hatasarol szamoltak be, mig a Hg?" ion gatlo hatasét tapasztaltak.

A kontroll tenyészet nem tartalmazott tovabbi hozzdadott fémionokat, ezt tekintettiik
100%-nak, melyhez képest vizsgaltuk a fémek hatasat a kimotripszin-tipusti enzimaktivitasra
(34. abra). Elmondhatd, hogy a legalacsonyabb koncentraciok nem befolyasoltak
szignifikdnsan az enzim aktivitasat a mangan-szulfat, a réz-szulfat, a vas-szulfat és a kadmium-
szulfat jelenlétében, mig a nikkel-szulfat esetében 0,1 mM-os koncentracid mellett is

szignifikdns csokkenést tapasztaltunk. A magasabb koncentraciok mind ardnyosan
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34. abra. Kiilonb6z6 koncentracidban alkalmazott fémek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61797 torzs
kimotripszin-tipusti enzimaktivitasara.
A: Mn, B: Cu, C: Fe, D: Ni, E: Cd
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyu analizise segitségével
végeztikk. A szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, **:
p<0,005, *: p<0,05.

6.12 Herbicidek és fungicidek hatasanak jellemzése az enzimtermelésre és az

enzimaktivitasra

A kisérlet soran alkalmazott kontrollt metanollal egészitettiik ki, a kontrollnal mért
értekeket 100%-nak tekintettiik. A vizsgalat 9 napig tartott, a mintavételezés 3 naponta tortént.
A 3., illetve még a 6. napon sem befolyasolja jelentsen a sejtszamot a karbendazim, a klor-
toluron, a két legalacsonyabb koncentracioju 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav és a mankozeb (35.
abra). Minden hozzaadott vegyiilet kivétel a 12,5 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav és a 12,5 uM
karbendazim a 9. napra csokkentette a sejtszamot, a legnagyobb mértékben a 2,4-diklor-fenoxi-

ecetsav, a linuron és a mankozeb legmagasabb koncentracioi. A 25 uM 2.4-diklor-fenoxi-
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ecetsav ¢és klor-toluron, a 25 uM, 12,5 és 6,25 uM linuron, a 3,125 uM karbendazim, tovabba

a 25 és 12,5 uM mankozeb viszont szignifikansan gatolja a torzs szaporodasat.
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35. abra. A vizsgalt herbicidek és fungicidek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 61797 torzs 620 nm-en mért
optikai denzitasara a tenyésztés 9. napjan.
A: 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, B: klor-toluron, C: linuron, D: karbendazim E: mankozeb.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyt analizisével végeztiik. A

szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, **: p<0,005.

A 6. napi mintavételezés soran csak a 6,25 és 3,125 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav-,
3,125 uM karbedazim-, valamint a 6,25 és 3,125 uM mankozeb-koncentraciok mellett nem
tapasztaltunk szignifikdns csokkenést a kimotripszin-tipusu proteaz enzimtermelésében (36.
abra). A 25 és 12,5 uM 2.4-diklor-fenoxi-ecetsav, a 25 és 12,5, 6,25 és 3,125 uM klor-toluron,
a25,12,5¢s6,25, 3,15 uM linuron, a 25 és 12,5 uM karbendazim és a 25 és 12,5 uM mankozeb
mellett tapasztaltunk szignifikans csokkenést.



Eredmények és megvitatasuk 98

150

100

50

Enzimtermelés (%)

36. abra. A vizsgalt vegyiiletek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] t6rzs kimotripszin-tipust proteaz
enzimtermelésére a kisérlet 6. napjan.
A: 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, B: klor-toluron, C: linuron, D: karbendazim, E: mankozeb.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyirany( analizisével végeztiik.

A szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, ***: p<0,001, *:
p<0,05.

A 9. napon a vegyliletek hatasa az izolatum enzimtermelésére jelentds negativ hatassal
van (37. abra). A legnagyobb visszaesést a 25 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, a 25 és 12,5 uM
linuron, valamint a 25, 12,5, 6,25 és 3,125 uM mankozeb esetében tapasztaltuk, mind a hét

esetben 20%-ala esett vissza a termelddés mértéke.
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37. abra. A vizsgalt vegyiiletek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs kimotripszin-tipust proteaz
enzimtermelésére a kisérlet 9. napjan.
A: 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, B: klor-toluron, C: linuron, D: karbendazim, E: mankozeb.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyt analizisével végeztikk. A
szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001.

Floch és munkatarsai (2011) szamos talajenzim (arilamidaz, arilszulfatdz, cellulaz,
fluoreszcein-diacetat-hidrolaz, B-galaktozidaz, P-gliikozidaz, fenol-oxidaz, lugos és savas
foszfomonoészteraz, foszfodiészteraz, foszfotriészteraz) aktivitdsanak detektalasaval végezték
el a herbicidek, fungicidek, inszekticidek, akaricidek hatasanak vizsgalatat a talaj
mikrobakozosségére. Az aktivitasi vizsgalatokat 2, 6 és 12 honap elteltével végezték el. 2,4-
diklér-fenoxi-ecetsav hatasanak vizsgalata soran a cellulaz, fluoreszcein-diacetat-hidrolaz, -
galaktozidaz, lugos foszfomonoészteraz és foszfotriészteraz aktivitasok esetében talaltak
szignifikans csokkenést. A mankozeb esetében az arilamidaz, arilszulfatdz, fluoreszcein-
diacetat-hidrolaz, B-gliikoziddz, lugos és savas foszfomonoészterdz és foszfodiészteraz
aktivitasok mutattak szignifikans csokkenést. Az arilamidaz, arilszulfataz, cellulaz, [-
galaktoziddz, p-glikoziddz, ligos ¢és savas foszfomonoészteraz, foszfodiészteraz,
foszfotriészteraz aktivitasban szignifikans csokkenést tapasztaltak linuron hatasara (Floch és
mtsai. 2011). Salunkhe és munkatarsai (2014) 4 kivalo biokontroll tulajdonsagokkal rendelkezd
Bac. subtilis torzs esetében vizsgaltak a karbendazim szénforrasként torténd hasznositasat. A

sejtszam vizsgalata sordn szignifikans cs6kkenést nem tapasztaltak a kontrollként alkalmazott



Eredmények és megvitatasuk 100

cre

karbendazim esetében tapasztaltunk szignifikans csokkenést a sejtszamban. Mohiddin és Khan
(2013) munkajuk soran hat peszticid biokontroll gombara (Tri. harzianum, Tri. virens, Poc.
chlamydosporia) és baktériumokra (Bac. subtilis és Pse. fluorescens) gyakorolt hatasat
tanulmanyoztak. Vizsgalataikba a karbendazim, mankozeb, metalaxil, kaptan és tiram mellett
a nemacur nevii szert vontak be. A vizsgalt Bac. subtilis torzs esetében a maximalisan toleralt
karbendazim-koncentraciot 261,78 uM-nak; a maximalisan toleralt mankozeb-koncentraciot
pedig 1,1 uM-nak hataroztadk meg. Fantroussi és munkatarsai (1999) egy gylimolcsosbol
szarmazo talajmintat tiz éven keresztiil, évente kezeltek kiilonbozé fenilurea-szarmazékokat
tartalmazo herbicidekkel; diuronnal, linuronnal és simazinnal, vagy klor-toluronnal. A
heterotrof baktériumok szama mindharom kezelt minta esetében szignifikansan kisebb volt,
mint a kezeletlen mintdban.

Az enzimaktivitas vizsgalata soran a kontroll mintat peszticidvegyiiletet nem tartalmazo
metanollal egészitettiik ki, és ehhez viszonyitottuk az egyes peszticidvegyiiletek hatdsat. Nem
kaptunk szignifikans csokkenést a 12,5, 6,25 és 3,125 uM 2.4-diklor-fenoxi-ecetsav, a 12,5,
6,25 és 3,125 uM klor-toluron, valamint a 3,125 pM linuron és mankozeb esetében, mig a 25
uM 2.4-diklor-fenoxi-ecetsav, a 25 uM klor-toluron, a 25, 12,5 és 6,25 uM linuron, a 25, 12,5
és 6,25 pM mankozeb, tovabba a karbendazim mind a négy alkalmazott koncentracigja
szignifikdns csokkenést eredményezett a torzs altal termelt kimotripszin-tipusi proteaz

aktivitasaban (38. abra).
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38. abra. Vizsgalt vegyiiletek hatasa a Bacillus subtilis SZMC 6179] térzs kimotripszin-tipusu proteaz
enzimaktivitasara.
A: 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, B: klor-toluron, C: linuron, D: karbendazim, E: mankozeb.
A szignifikancia megallapitasat a variancia Bonferroni post hoc tesztjének egyiranyu analizisével végeztiik.
A szignifikancia-értékeket (p-érték) a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ****: p<0,0001, ***: p<0,001, **:
p<0,005, *: p<0,05.

6.13 A torzs fengicin- és bacilizin-termelésének jellemzése

A torzs fengicintermelésének vizsgalata soran tortént napi mintavételezésnél jol latszik,
hogy mind a fermentlében, mind a tisztitott mintak esetében a 2. napon jelenik meg olyan
komponens, melyre a Bip. bicolor teszttorzs érzékeny (14. tablazat). A tisztitott mintak
esetében nagyobb gatlast értlink el.

A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs bacilizintermelésének vizsgalata soran mindkét

vizsgalt mintasorozat esetében mar a masodik napon tapasztaltuk a Can. albicans SZMC 1463

torzs érzékenységét.
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14. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs fengicintermelésének vizsgalata Bip. bicolor SZMC 13055

torzzsel, bacilizin-termelésének vizsgalata Can. albicans SZMC 1463 torzzsel szemben napi mintazas soran

(gatlasi zonak sugaranak atlaga mm-ben).

Bipolaris bicolor

Candida albicans

SZMC 13055 SZMC 1463
tisztitott tisztitott
hokezelt L hokezelt L
mintaazonosito antibiotikum- antibiotikum-
fermentlé fermentlé
preparatumok preparatumok
0. nap 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
1. nap 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
2. nap 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,00
3. nap 4,00+0,00 4,00+0,00 4,00+0,00 3,00+0,00
4. nap 5,00+0,00 7,00+0,00 6,00+0,00 4,00+0,00
5. hap 5,00+0,00 7,00+0,00 6,00+0,00 6,00+0,00
6. nap 5,00+0,00 7,00+0,00 6,00+0,00 6,00+0,00
7. nap 5,00+0,00 7,00+0,00 6,00+0,00 6,00+0,00

A fengicintermelésben a kiilonb6z6é szén- és nitrogénforrasok hatdsanak vizsgalata
soran a cellobidzra, galaktdzra, glicerinre, keményitére, mannitra, L-alaninra, L-ornitinre, L-
prolinra valo cserét kovetden tapasztaltunk fokozotabb gatlast a kontrollhoz képest, a tisztitott
mintak esetében tobb esetben tapasztaltunk gatlast, mig csupan az enzim inaktivalasa szdmos
esetben nem vezetett gatlashoz (15. tablazat, 39. abra).

A bacilizintermelés vizsgalata sordn a szén- illetve a nitrogénforrasok cseréje csak 5

esetben (szacharoz, szorbit, trehaldz, L-treonin, natrium-nitrat) okozott csekély emelkedést a

gatlasban.



Eredmények és megvitatasuk 103

15. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs fengicin-termelésének vizsgalata Bip. bicolor SZMC 13055
torzzsel, bacilizin-termelésének vizsgalata Can. albicans SZMC 1463 torzzsel szemben kiilonb6z6 szén- és

nitrogénforrasok fiiggvényében (gatlasi zonak sugaranak atlaga_mm-ben).

Bipolaris bicolor Candida albicans

SZMC 13055 SZMC 1463
mintaazonosito tisztitott tisztitott
hokezelt L hokezelt L
fermentlé antibiotikum- fermentlé antibiotikum-
preparatumok preparatumok
gliikéz 5,00+0,00 5,00+0,00 7,00+0,00 7,00+0,00
cellobioz 6,00+0,00 5,00+1,73 0,00+0,00 0,00+0,00
D-alanin 0,00+0,00 5,00+1,73 0,00+0,00 0,00+0,00
D-riboz 0,00+0,00 5,00+1,00 0,00+0,00 5,33+4,62
D-xiléz 3,00+0,00 5,00+1,00 0,00+0,00 0,00+0,00
eritrit 0,00+0,00 4,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
etanol 0,00+0,00 4,33+1,15 0,00+0,00 0,00+0,00
fruktoz 5,00+0,00 5,00+0,00 0,00+0,00 7,00+0,00
galaktoz 4,00+0,00 7,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
glicerin 6,00+0,00 9,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
keményitd 7,00+0,00 6,33+3,06 1,33+2,31 7,00+0,00
L-arabinoz 4,00+0,00 4,67+2,08 0,00+0,00 3,33+2,89
L-ramnoéz 2,00+0,00 8,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L-triptofan 0,00+0,00 4,00+2,00 0,00+0,00 0,00+0,00
mannit 6,00+1,00 6,67+1,15 0,00+0,00 0,00+0,00
m-inozit 4,00+0,00 5,00+0,00 1,67+2,89 5,67+2,08
natrium-acetdit  0,00+0,00 5,33+0,58 0,00+0,00 0,00+0,00
szachar6z 5,00+0,00 5,00+0,00 6,00+0,00 9,00+0,00
szorbit 4,00+0,00 4,00+0,00 0,00+0,00 9,00+0,00
trehaloz 3,00+0,00 4,00+0,00 0,00+0,00 9,00+0,00
natrium-glutaméat  5,00+0,00 5,00+0,00 7,00+0,00 6,67+0,58
ammoOnium-
ulfit 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L-alanin 6,00+0,00 8,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L-aszparaginsav ~ 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
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L-ornitin 0,00+0,00 7,00+0,00 2,67+2,31 2,67+2,31
L-prolin 0,00+0,00 6,00+0,00 3,67+3,21 3,33+2,89
L-szerin 0,00+0,00 5,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L-tirozin 0,00+0,00 3,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L-treonin 0,00+0,00 4,00+0,00 8,00+0,00 8,00+0,00
natrium-nitrat ~ 0,00+0,00 4,00+0,00 0,00+0,00 8,00+0,00

39. abra. L-arabin6z és L-ramno6z hatdsanak vizsgalata a fengicintermelésre a Bipolaris bicolor SZMC 13055

torzzsel szemben T1-es taptalajon, 1 hetes inkubaciot kovetden. Tisztitott antibiotikum-preparatumok.

6.14 Bac. subtilis SZMC 6179J hemolitikus tulajdonsagainak és szurfaktintermelésének
kiértékelése

Egy hét elteltével a metanolos extraktumot tartalmazo lyukak koriil attetszé zonakat

tapasztaltunk, melyek sugaranak atlaga 18,3342,52 mm volt (40. abra). A baktériumok jelentds

része vérsejtoldo (hemolizist kivaltd) anyagokat termel. A torzsre B-hemolizis jellemzd, tehat a

hemoglobin teljesen elbomlik.
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40. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs hatasa a vér alakos elemeire T7-es taptalajon 7 nap inkubaciot

kovetden.

A direkt bioautografias vizsgalat soran a vizes el6hivast kovetéen 2 komponens
latszodott, melyek Rf értékei 0,72 illetve 0,8 (41. abra). Ezen szakaszok koriil a defibrinalt
birkavért tartalmaz6 taptalajon feltisztulasi zona jelent meg, ami szurfaktinnak koszonhetd. A

szurfaktin jol ismert hemolizist kivalté tulajdonsagardl (Luo és mtsai. 2015).

41. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs szurfaktintermelésének bizonyitasa direkt bioautografias

modszerrel.
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6.15 Antibiotikumok (bacillomicin, fengicin, iturin, mikoszubtilin, szurfaktin)

termelodéséért felelés gének azonositasa

A 42. abran lathato gélképen a vizsgalt antibiotikumok koziil a fengicinre és a szurfaktinra

jellemz6é méreti PCR-termékeket lathatjuk.

bacillomicin

fengicin

iturin

szurfaktin

mikoszubtilin

42. abra. Antibiotikumok szintézisében résztvevo gének detektalasa PCR-rel M: Marker 100 bp Ladder Plus

Az internetes in silico PCR szerver (http://insilico.ehu.es/PCR/) segitségével felmértiik,

mennyire jellemz6 bacillomicin, fengicin, iturin, mikoszubtilin, szurfaktin antibiotikumok
termelése kiilonféle Bacillus torzsekre. A bacillomicin termelése esetében egy 864 bp-nyi
hosszl szakasz megjelenését vartuk a PCR-t kovetden. Az altalunk vizsgalt adatbazis Bacillus
torzsei koziil csak néhany Bac. amyloliquefaciens térzsben talaltuk meg ezt a szakaszt. Fengicin
esetében egy 351, 352 vagy 375 bp méretli szakasz amplifikalodik, az SZMC 6179] torzs
esetében 375 bp-0s szakasz jelent meg. Az adatbazisban szerepld torzsek koziil elmondhatjuk,
hogy minden Bac. amyloliquefaciens torzsre jellemzé a fengicintermelés képessége, mig a Bac.
anthracis, Bac. thuringiensis, Bac. toyonensis és Bac. weihenstephanensis torzsekben nem
talalhato meg ez a szakasz. A Bac. subtilis torzsek koziil csak négy, az adatbazisban szerepld
torzsre jellemz6 a fengicintermelés (Bac. subtilis, Bac. subtilis BEST7613 DNA, Bac. subtilis
QB928, Bac. subtilis subsp. subtilis 6051-HGW).

Iturin esetében a gélen 1200 vagy 1203 bp méretii szakasz megjelenését vartuk. Az
SZMC 6179] torzsben ez a gén nem volt detektalhato. A Bacillus torzsek koziil néhany Bac.
amyloliquefaciens torzsre jellemz6 a gén jelenléte, illetve 2 Bac. subtilis torzs (Bac. subtilis
subsp. spizizenii TU-B-10, Bac. subtilis subsp. spizizenii str. W23) is képes iturintermelésre. A
mikoszubtilin termeléséért felelés gént a Bac. subtilis SZMC 6179] torzsben nem
azonositottuk. Az adatbazisban egyediil a Bac. subtilis subsp. spizizenii str. W23 torzsre

jellemzd a 849 bp méretii szakasz amplifikalodésa.


http://insilico.ehu.es/PCR/
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Az SZMC 6179] torzs szurfaktintermelése mar bizonyitott (Szekeres és mtsai. 2013,
Boka és mtsai. 2016). Az adatbazisban szereplé torzseknél egy 675 és egy 676 bp méretii
szakasz jelezte a szurfaktinszintézisért feleldés gén meglétét, mely az adatbazisban szerepld
Bacillus fajok koziil egyediil a Bac. subtilis torzsekre (Bac. subtilis BEST7613 DNA, Bac.
subtilis BSn5, Bac. subtilis PY79, Bac. subtilis QB928, Bac. subtilis subsp. subtilis 6051-HGW,
Bac. subtilis subsp. subtilis RO-NN-1, Bac. subtilis subsp. subtilis str. BSP1) jellemzé.

6.16 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs szurfaktin izoformai

6.16.1 Szurfaktin izoformak MS-vizsgalata

Az analitikai munka els6 1épéseként az alkalmazott Varian 500-MS ESI-IT-MS rendszer
optimalizalasa érdekében mind pozitiv, mind negativ moddban elvégeztik a
tomegspektrometrias paraméterek hangolasat, ideértve az RF loading-ot, a kapillaris- és
szurfaktin referenciavegyiilet folyamatos injektalasa mellett (5 pl/perc) zajlott, melyet a
rendszer beépitett fecskendépumpaja valositott meg. A kapott m/z jelek a natriummal
addicionalt molekuldknak ([M+Na]") feleltek meg, melyek a szakirodalom alapjan
alkalmasabbak a szurfaktinok aminosav-szekvenciajanak megallapitasara, mint a protonalt
formak (Pecci és mtsai. 2010, Yang és mtsai. 2006, Yang és mtsai. 2008). A Bac. subtilis SZMC
6179] torzs tisztitott extraktumanak HPLC-s elvalasztasat kovetd full scan MS-vizsgalat
eredményei alapjan viszonylag nagy mennyiségben taldltunk szurfaktin-vegyiileteket a vizsgalt
extraktumban (16. tablazat). A full scan ESI-MS kromatogramon a kiilonb6z6
szurfaktinmolekulak natrium-adduktjai nagy jelintenzitassal voltak megfigyelhetok m/z 1016,
1030, 1044 ¢és 1058 értekeknél, ami ciklikus lipopeptid vézra és a hozza kapcsolodo
zsirsavlancra enged kovetkeztetni (Pecci és mtsai. 2010). A spektrumok értékelését és a
tomegspektrometrids kalkuldciokat Kecskeméti Anita végezte, az elemzések az altala irt doktori

disszertacio részét képezik.

6.16.2 A keletkezett szurfaktin izoformak jellemzése

Osszegezve a natriummal addicionalt molekulak MS2-vizsgalatainak eredményeit, a
vizsgalt Bac. subtilis torzs kiilonboz6 szurfaktin-vegyiileteket termelt viszonylag nagy
mennyiségben. A vizsgalt fermentlében 26 szurfaktinvegytilet keriilt azonositasra, melyek a
fent részletezett karakterisztikus MS? produktionok alapjan harom mar ismert, és egy 0

csoportba [Val2] sorolhatok. Ezen szamitasok alapjan a zsirsavak lanchossza a [Sur] és [Val2]
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esetében 13-15 kozott, a [Val2,7] esetében 14-15 kozott, mig a [Val7] esetében 13-16 kozott
valtozik. A vizsgalt térzs legnagyobb szamban (12) a [Sur]-izoformakat termelte, mig [Val7]-
izoformakbol nyolcat, a [Val2]- és [Val2,7]-izoformakbol harmat-harmat termelt (16.
tablazat). Erdekes, hogy az extrahalt ion-kromatogramokon megfigyelt natrium-addukt
cstcsainak teriiletértékei alapjan a C15-[Val7] volt a legnagyobb mennyiségben jelen a termelt
szurfaktinok kozott, mig az els6ként leirt [Sur]-izoforma C15 zsirsavlanccal csak a masodik
legnagyobb mennyiségben volt jelen. Tovabba ezen két izoforma C14 és C15 zsirsavlanccal az
Osszes termelt szurfaktin 80%-at adta. (16. tablazat).

Eredményeink megerdsitik az Akpa és munkatarsai (2001) altal tapasztaltakat, miszerint
legnagyobb mennyiségben a C15 zsirsavlanccal rendelkezé szurfaktin-homoldgok vannak
jelen. Mennyiségiik mindkét esetben meghaladja az 50%-ot. Ezt koveti a C14-es homologok,
melyek a fent emlitett cikkben 35% koriili értéket mutatnak szemben az altalunk tapasztalt
29,6%-o0s arannyal. Akpa és mtsai. (2001) a C13-s homoldgokat valamivel tobb, mint 10%-0S
ardnyban detektaltak, mig esetiinkben ez az arany 8,6% volt. Erdekes modon Akpa és mtsai
(2001) C16 zsirsavlancti homolog termelését az altaluk optimalizalt tappoldatban nem tudtak

kimutatni, szemben a Val, Leu, lle, Thr hozzaadasaval médositott tapkozegekkel.

16. tablazat. A Bac. subtilis SZMC6179J fermentlevébdl full scan méréssel azonositott szurfaktin-vegytiletek

relativ mennyisége.

Relativ Relativ
Szurfaktinok mennyiség Szurfaktinok mennyiség
(%)° (%)?
C13-[Val?] 0,1 C14-[Sur] 10,3
C13-[Val7] 3,5 C14-[Sur] 0,8
C13-[Vval7] 0,3 C14-[Sur] 11
Cl4-[Val2,7] 2,1 C15-[Val2?] 0,9
Cl4-[Val2,7] 0,3 C14-[Sur] 2,7
C13-[Sur] 3,8 C15-[Val7] 23,2
C13-[Sur] 0,3 C15-[Val7] 1.3
Cl4-[Val2] 0,5 C15-[Sur] 21,9
C13-[Sur] 0,6 C15-[Sur] 3,2
Cl4-[Val7] 10,3 C15-[Sur] 0,1

C14-[Val7] 1,0 C15-[Sur] 2.3
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C14-[Val7] 05 C15-[Sur] 1,3
C15-[Val2,7] 5,0 C16-[Val7] 2,6

2A relativ mennyiségek az extrahalt molekulaionok ([M+Na]*) teriiletszazalékos értékei alapjan kertiltek

megallapitasra.
6.17 A torzs teljes genom szekvencidjanak elemzése

6.17.1 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs teljes genomjanak f6 tulajdonsagai

A torzs annotalt teljes genomjanak NCBI GenBank azonositoja NZ CP015004.1. A Bac.
subtilis SZMC 6179] torzset egyetlen cirkularis kromoszoma jellemzi, mely 4.195.195 bp:
43,6% GC- tartalommal, 4276 kodold génnel, 46 tRNS-el, 10 rRNS-lokusszal és 13

pszeudogénnel. A genom {6 tulajdonséagait a 17. tablazat foglalja 6ssze.

17. tablazat. A Bac. subtilis SZMC 6179] torzs teljes genomjanak f6 tulajdonsagai.

Szekvencia-informaciok

A szekvencia tipusa DNS
Meéret 4.195.195 bp
Organizmus Bacillus subtilis
SZMC szam SZMC 6179]
Molstly (egyszala forma) 1.295.829
Molstly (duplaszalu forma) 2.591.919
Variaciok (SNP+DIP) 135 (35%-os érzékenységnél)
Nukleotideloszlas
Nukleotid Db Gyakorisag
Adenin(A) 1.181.193 0,282
Citozin (C) 916.151 0,218
Guanin (G) 910.913 0,217
Timin (T) 1.186.938 0,283
C+G 1.827.064 0,436
A+T 2.368.131 0,564

A Bac. subtilis SZMC 6179J) torzs és a Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168
referenciatdrzs (NC_000964) genomjanak Osszehasonlitdsa sordn az SZMC 6179J torzsben
nagy deléciokat talaltunk az alabbi nukleotid-régiokban: 529444-536858, 536946-548309 és
melyek fageredetii géneket tartalmaznak, ami els6re arra utalt, hogy az egész régio profag vagy

egy modositott profadg-klaszter. A referenciagenom profagszekvencia-eloszlasanak PHAST
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szerverrel tortént vizsgalata viszont nem mutatott ezen régidban profagot vagy profag-elemet.
Auchtung és mtsai. (2005) irtak le és jellemezték a Bac. subtilis tipustorzsben a 2000-es évek
eleje ota ismert, 20 kb méreti integrativ és konjugativ elemet (ICE), az ICEBsl-et, mely a

referenciagenom ezen régidjaban talalhato (Reuss és mtsai. 2016). (43. abra).

pszeudogének

Bacillus subtilis
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43. abra. A Bacillus subtilis SZMC 6179J (A) és a Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 referenciatorzs
(B)genomjanak osszehasonlitasa. Az intakt, inkomplett és feltételezett profag-régiok a PHAST szerverrel
végrehajtott keresés eredményei. A PHAST keresés soran detektalt ICEBS1 elemet (529444-549854) vilagoskék

szin jeloli.
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44, abra. A Bacillus subtilis SZMC 61791] torzs nagy deléciokat tartalmazo genomszakaszanak 6sszehasonlitisa a
referenciatorzs azonos szakaszaval. A képet a CLC Genomics Workbench 5.1 szoftverrel készitettiik. Deletalt
gének: ydcL: fag integraz, immA: immunitas antirepresszor profagokban, immR: fagalkot6 transzkripcios
regulator, sacV: transzkripcios regulator extrakromoszomalis elemekkel, ydzL: hipotetikus fehérje, ydcO:
hipotetikus fehérje, ydcP: hipotetikus fehérje, ydcQ: DNS wieldingfehérje, ydcR: replikaciés fehérje, mobilis
elem, ydcS: hipotetikus fehérje, ydcT: hipotetikus fehérje, yddA-yddG: hipotetikus fehérjék, yddH: sejtfal-
hidrolaz, mobilis elem, yddJ-yddL: hipotetikus fehérjék, yddM: helikaz mobilis elem, rapL: aszpartat foszfataz

regulator, phrL: foszfataz szekretalt regulatora.

Koréabbi adatok alapjan ezen régio sok ismeretlen funkcioji nyitott leolvasasi keretet
tartalmaz, Auchtung és mtsai. (2016) publikaci6jabdl tudjuk, hogy a 25 nyitott leolvasasi keret
tobb mint a fele mar azonositott.

Ezen elem jelenlétét BLAST segitségével vizsgaltuk mas Bacillus torzsekben is. A Bac.
subtilis subsp. subtilis str. 168 mellett 11 tovabbi tdrzsben talaltuk meg az ICEBs1 elemet, mig
az SZMC 6179] torzs mellett ezen gének szamos tovabbi Bac. subtilis torzsbdl is teljesen
hianyoznak (4. melléklet). A szemléltetést a Kablammo szerverrel végeztiik, melyr6l néhany

példat mutatunk be a 45. abra segitségével.
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45. abra. A Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 térzs ICEBs1 régidjanak (529444-549854) vizualizalasa
Kablammo szerverrel néhany példan keresztiil szemléltetve. A: Bac. subtilis subsp. subtilis 6051-HGW; B: Bac.
subtilis subsp. subtilis SRCM100757; C: Bac. subtilis TLO3; D: Bac. subtilis DKU NT 02.

6.17.2 A torzs pontos taxonémiai pozicioja

A torzset kordbbi munkank sordn (Vagvolgyi és mtsai. 2013) a gyrA gén
szekvenciaelemzésével Bac. subtilis-ként azonositottuk. A filogenetikai analizist MLST-
megkozelitéssel végeztiik, ahol 9 gén (gyrA, gyrB, purH, glpF, pycA, ilvD, rpoD, tpiA and pta)
vizsgalatat kdvetden bizonyossa valt a tdrzs pontos taxonomiai pozicidja. Az SZMC 6179]

torzs a Bac. subtilis subsp. subtilis csoport tagja, és filogenetikailag kozel all a Bac. subtilis
subsp. subtilis str. 168 tipustérzsh6z (4. melléklet).
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6.17.3 Egy nukleotidot érinté polimorfizmusok (SNP-k) és delécios/inszercios

polimorfizmusok (DIP)

A CLC Sequence Viewer v.6.5.3 szoftver segitségével az SZMC 6179 torzsben a
referenciagenommal Gsszehasonlitva 106 SNP-t azonositottunk, melybdl 18 intergénikus
régidban talalhat6. Szamos SNP-nek lehet jelentOs hatdsa a baktérium regulacios halozataira,
ezaltal befolyasolva a kompeticiés képességeit, vagy az antibiotikumok termelésének
intenzitasat. 46 SNP esetében aminosavcsere nélkiili bazisszubtituciorol van szé kodold
génrégiokban. 42 SNP okoz aminosavcserét kiillonb6z6 géntermékekben, ebbdl 16 okozhat
zavart az adott gén miikodésében. A genom struktirgénjeiben talalhato SNP-ket az 5. melléklet
foglalja 6ssze. A kodold régiokban detektalt SNP-K hatasara a biokontrollban szerepet jatszo
fontos funkciok (antibiotikum-szintézisért, extracellularis enzimek termeléséért felelds gének)
nem vesztek el. A torzs genomjaban 23 delécios/inszercids polimorfizmust (DIP) is talaltunk,

melyek koziil 9 strukturalis génekben lokalizalodik (6. melléklet).

6.17.4 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs genomjaban talalhato antibiotikum-klaszterek

Szamos biokontroll agens termel antibakterialis és antifungalis komponenseket. A 7.
melléklet Gsszegzi az SZMC 6179] torzs genomjanak antiSMASH program segitségével
kivitelezett elemzését, melyet feltételezett antimikrobialis génklaszterek azonositasa céljabol
végeztiink. Bar az adott génklaszterek jelenléte a genomban nem feltétleniil jelenti a megfeleld
antibiotikumok szintézisét, korabbi munkdnk soran mar bizonyitottuk az SZMC 6179] torzs
esetében a patogének elnyomasdban jelentds szerepet jatszo antibakteridlis szurfaktin és
antifungalis fengicin termelését (Boka és mtsai. 2016, Manczinger és mtsai. 2011, Vagvolgyi
¢s mtsai 2013). NCBI BLAST segitségével tovabbi Bacillus torzsek genomjaban is
megvizsgaltuk a szurfaktin és a fengicin génklaszterek megoszlasat. A 46. abra szemlélteti a
Kablammo segitségével vizualizalt operonbeli kiilonbségeket. A nemzetségben a teljes méreti
szurfaktin operon megléte sokkal kevésbé jellemz6, mint a fengicin operon jelenléte. Az SZMC
61791 torzs mindkét operont potencialisan funkcionalis allapotban tartalmazza. Egyéb Bacillus

torzsekben gyakori a fengicin operon nagy méretii, vagy teljes delécioja.

6.17.5 Az sfp génben talalhato DIP jelentésége

Bac. subtilis-ben a szurfaktinok termelését az SrfA operon medialja, mely 4 génbdl
(srfA-A, srfA-B, srfA-C és srfA-D) all. A plipasztatin (=fengicin) operont (pps) 5 gén (ppsA,
ppsB, ppsC, ppsD és ppsE) alkotja (46. abra).
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46. abra. A szurfaktin (srfA) (A) és fengicin (=plipasztatin) (B) operonok felépitése a Bacillus subtilis subsp.
subtilis str. 168 tipustorzsben. A comS gén az SrfAB génen beliil egy fontos regulatorgén, mely a genetikai

kompetenciaért felel6s.

Ez a két operon azokat az NRPS-alegységeket kodolja, melyek az aminosavak
szurfaktinba, illetve plipasztatinba torténé beépiilését katalizaljak (Marahiel és mtsai. 1997;
Peypoux és mtsai. 1999). Az sfp lokusz egy foszfopantetein-transzferazt kodol, amely a
lipopeptidek termelddéséhez sziikséges, mivel az NRPS-t az inaktiv apo formabol aktiv holo
formava alakitja at (Nakano és mtsai. 1988; Quadri és mtsai. 1998).

A Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168 térzs genomja tartalmazza a szurfaktin- és
plipasztatin-operonokat, de a funkcionalis sfp gén hianya miatt nem képes ezen lipopeptidek
termelésére (Nakano és mtsai. 1988). A gén szekvenciaja ugyan teljes a tipustorzsben, de egy

internalis stop kodon kovetkeztében inaktiv foszfopantetein-transzferaz keletkezik (47. abra).
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47. abra. A Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 torzsben a foszfopantetein-transzferazt kodolo sfp gén

internalis stopkodont tartalmaz. A stopkodont a piros vonal jelzi. Az dbrat a CLC Sequence Viewer v.6.5.3.

szoftver segitségével készitettiik.
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Amikor a stopkodont tartalmaz6 sfp gént egy szurfaktintermelé Bac. subtilis torzsbol
szarmazo kopiara cserélték, mind a szurfaktin- mind a fengicintermelés intenziven
megemelkedett a 168-as torzs transzgénikus szarmazékaban (Coutte és mtsai. 2010). Az SZMC
6179]) torzsben egy nukleotiddelécid kereteltolodasos (frameshift) mutaciot okoz, ezaltal
normalis szerkezeti sfp gént hoz 1étre. A Bac. subtilis SZMC 6179J-ben az sfp génszekvencia
675 bp méretii. Az NCBI BlastP (Altschul és mtsai. 1997) programjaval analizalva a szakaszt,
az eredmény a deléci6 kovetkeztében egyértelmiien egy teljes, aktiv enzim szekvenciajat
mutatja. Ez az aminosav-szekvencia teljesen azonos az alabbi 10 Bacillus Sfp fehérjéjével: Bac.
subtilis subsp. subtilis str. NCIB 3610 (ABV89947.1), Bac. subtilis subsp. subtilis str. NCIB
3610 (ABV89950.1), Bac. subtilis MB73/2 (EME05049.1), Bac. subtilis subsp. subtilis 6051-
HGW, (AGG59700.1), Bac. subtilis subsp. subtilis (KFH30033.1), Bac. subtilis subsp. subtilis
(KFH34853.1), Bac. subtilis KCTC 1028 (AKC45888.1), Bacillus sp. LM 4-2 (AKE22172.1),
Bac. subtilis (KNB76119.1), Bac. murimartini (KON99158.1). Feltehet6en ez az egy bazisos
delécio a Bac. subtilis SZMC 6179J torzset a 168-as torzsnél jobb biokontroll agenssé teszi,
mivel az SZMC 6179] torzs teljes foszfopantetein-transzferazzal rendelkezik, ami képessé teszi
szurfaktin és fengicin lipopeptidek termelésére. A korabbiakban TLC- illetve HPLC
modszerekkel mar bizonyitottuk az SZMC 6179] torzs fengicin- illetve szurfaktintermelését.

(Manczinger és mtsai. 2011, Vagvolgyi és mtsai. 2013, Boka és mtsai. 2016).

6.17.6 A Bac. subtilis SZMC 6179J torzs genomjanak osszehasonlitaisa mas Bac. subtilis

csoportok genomjaval

Az NCBI genomszekvenalo projektek adatbazisainak honlapjan szamos, jo biokontroll
képességekkel rendelkez6 Bacillus torzs teljes, annotalt genomja elérhetd. Earl és munkatarsai
(2012) publikaltak négy Bac. subtilis (Bac. subtilis subsp. subtilis RO-NN-164 és AUSI9S8, Bac.
subtilis subsp. spizizenii TU-B-10 és DV1-B-1) torzs és 2 kozeli rokon fajba (Bac. vallismortis
DV1-F-3(T) és Bac. mojavensis RO-H-1(T)) tartozo torzsek teljes genomjat. Zeigler (2011) a
Bac. subtilis subsp. spizizenii W23 genomszekvenciajat tette kozzé. Ezen 3.6 Mb nagysagu
,,COre” genomszekvenciat a sokat tanulmanyozott modellorganizmus, a Bac. subtilis subsp.
subtilis str. 168 genomjaval Osszehasonlitva erds konzervaltsagot tapasztaltak a gének
sorrendjében. A W23 genomja tartalmaz 157 olyan ,,non-core” genomszegmenst is, melyek a
168-as torzsben nem talalhatok meg, a 168-as torzs genomjaban pedig 141 olyan szegmens
talalhato, melyek a W23 torzs genomjabol hianyoznak. Deng és munkatarsai (2011) az

Amorphophallus konjac kalluszszovetébdl izolalt, gyokérlagyulast okozd Pectobacterium
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carotovorum subsp. carotovorum-mal szemben erés gatlast mutaté Bac. subtilis BSn5 torzs
teljes genomszekvenciajat kozolték, melyben a Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168 torzzsel
Osszehasonlitva 9 inszertalodott DNS-fragmentumot (>5 kb) talaltak, 8 DNS-fragmentum (>5
kb) pedig hianyzott a BSn5 torzsbol. A valtozasok profag-szekvenciakat, a sejtfalszintézist, az
antibiotikum-szintézist, a sporulacié szabalyozasat, mobilis elemeket, egy restrikcios-
modifikacios rendszert és a f6 facilitator szupercsaladot (MFS) érintik, és feltehetéleg
hozzajarulnak a BSn5 endofita természetéhez. Guo és munkatarsai (2013) szerint a Bac. subtilis
XF-1 rhizobaktérium teljes genomszekvenciajaban nagy génklaszterek hozhatok sszefiiggésbe
az antimikrobialis lipopeptidek és a poliketidek nem riboszomalis szintézisével, emellett a torzs
rendelkezik egy olyan nagy génklaszterrel, mely a Pla. brassicae patogén szupresszidjat okozo
kitozanaz szintéziséért felelds. Guo és munkatarsai (2014) a Bac. subtilis BAB-1 torzs teljes
genomjat is annotaltak, és antifungalis komponenseket kodolo géneket azonositottak ebben a
biokontroll Bacillus torzsben, mely képes elnyomni a paradicsom sziirkepenészes
megbetegedését. A BAB-1 torzs genomjanak kozel 5,2%-a felelds antimikrobidlis termékek
(antibiotikumok, lantibiotikumok, bacillibaktin) NRPS ¢és poliketid szintetazok (PKS) altali
szintéziséért. A torzsben sikertilt lipopeptideket (szurfaktint és fengicint) is azonositani.

Luo és munkatarsai (2015) a fonalasgombakkal szemben kimagasléan hatékony Bac.
subtilis 916 torzs teljes genomjat analizaltak. Ez a torzs nem csak a jol ismert harom lipopeptid
csalad tagjait (szurfaktinokat, bacillomicint és fengicint) termeli, hanem a locillomicineknek
nevezett, ) lipopeptid-csaladba tartozd vegyiileteket is. A torzs genomja négy nem-
riboszomalis peptid szintetaz génklasztert (srf, bmy, fen és loc) tartalmaz, amelyek a
szurfaktinok, bacillomicin L-ek, fengicinek és locillomicinek szintéziséért felelosek.

A Fus. graminearum ellen kivalo antagonista képességekkel rendelkezé Bac. subtilis
SG6 torzs teljes genomja 2015 6ta ismert (Zhao és mtsai. 2014). A kiilonb6zé Bac. subtilis
torzsek tobb, mint két tucat strukturalisan kiillonb6z6 antimikrobialis komponenst termelnek,

genomjuknak pedig 4-5%-a antibiotikum-termelésért felel6s géneket kodol (Stein 2005).

6.17.7 Mutaciés forrépontok a Bac. subtilis SZMC 6179J torzs genomjaban

A torzs izolalasa teljes genomjanak szekvendlasa eldtt 2 évvel tortént. Ezen id6 alatt T1-
es taptalajon tartottuk fenn, és koriilbeliil 50-szer oltottuk at. Az SNP-k keresését a
hipermutacios régiok felkutatasanak céljabol a CLC Genomics Workbench 5.1 szoftverrel
végeztik harom kiilonb6z6é érzékenységi szint (5%, 10% ¢és 35%) beallitasaval. Az 1)

generacios szekvendlas (SOLiD) soran 6531607 db 50 nukleotid hosszusagu szakaszt kaptunk.
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Az 0Osszerendezés €és az illesztés a referenciagenom alapjan tortént. A torzs genomméretét
figyelembe véve az atlagos lefedési szint 77,84 volt. Az 5%-os érzékenységi szintli SNP-scan

az atfed6 szekvenciakban legalabb 5% gyakorisaggal eléforduld nukleotidpozicio-variaciokat

mutatja.

genomszekvencidiban mekkora variancia van, segitségével megtaldlhatjuk a genom
hipermutacios régioit, amelyekben nagyobb gyakorisaggal jelennek meg mutéciok, és alkalmas
a rovid idejli evolucid kutatasara is (Brown és mtsai. 2011; Watersa és mtsai. 2015). Az

eredmények alapjan az SNP-k nem egyenletesen oszlanak el az SZMC 6179J torzs genomjaban
(48. abra).
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48. abra. A Bacillus subtilis SZMC 61791J torzsben talalhatd SNP-k gyakorisaga az intergénikus régidkban és
kiilonbodzo génekben. Csak azokat a géneket tiintettiik fel, melyekben 5%-os érzékenységi szinten legalabb 2

SNP talalhato.

A legtobb allélvariaciot az yqcG génben talaltuk, amely egy toxikus ribonukleazt kodol.
Ez a gén szerepet jatszik a sikeres kompeticioban: képes a Bacillus nemzetség egyéb
képviseldinek novekedését kontaktfiiggd gatlas révén elnyomni. Ezen gén terméke egy toxin-
antitoxin modul toxikus komponense. A géntermék C-terminalis része RNaz aktivitassal

rendelkezik, Esc. coli-ban térténé expresszioja soran gatolja a ndvekedést. Az in vitro RNaz
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aktivitasat és in vivo novekedésgatlo hatasat a YQcF antitoxin neutralizalja (Holberger és mtsai.
2012).

A génben detektalhatdo 25 SNP (35%-os érzékenységi szintnél) koziil csak 5 okoz
aminosavcserét, érdekes kérdés, hogy a tovabbi 20 SNP mért olyan gyakori, jelenlétiik milyen
szelekcios elényt jelenthet. Az ygcG génen beliil az SNP-K eloszlasa nem véletlenszert, a gén
eredményeznek a toxin szekvencidjaban (7. melléklet). A toxin N-terminalis régidja felelds a
szekrécidért €s a toxin kompetitor bakterialis célsejtekhez torténd juttatasaért. Azt feltételezik,
hogy az N-terminalis szekvencia felelés a toxinnak a célsejt bizonyos membranproteinjeihez
torténd specifikus kotddéséért, melyek a toxin citoplazmaba torténé bejutasaban jatszanak
szerepet (Willett és mtsai. 2015). Tehat ha a baktériumpopulacié altal termelt YqcG toxin
magas N-terminalis szekvencia-variaciokat mutat, akkor a baktérium képes lesz tobbféle
kiilonb6z6é felszini membranfehérjékkel rendelkezd kompetitor baktériumot elnyomni.
Feltehetdleg ez az oka annak, hogy a Bac. subtilis SZMC 6179J torzs yqcG génjében ilyen nagy
a szekvencia variabilitasa. Masfel6l viszont egyetlen SNP-variacié sem talalhat6 a C terminalis
régioban, ahol az RNaz-domén talalhaté. A teljes, funkcionalis yqcG gén csak néhany torzsben
talalhaté meg a nemzetségen beliil, féleg a Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168 torzshoz kozeli
torzsekben (49. abra). Erdekes viszont, hogy a gén néhany, tavolabbi rokon térzsben (ge28,
HJO-6 vagy BSnb5) is megtalalhato, ami a yqcG gén Bacillus nemzetségen beliili, horizontalis

géntranszferrel tortént atadasara utalhat.
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49, abra. Az SNP-k eloszlasa a yqcG génben harom kiilonb6z6 érzékenységi szinten. Az x tengelyen lathatd

piros jelek a start- és a stopkodonokat jelzik a génben.

Az yqcG gén mellett a cwlA gén tartalmazza a legtobb SNP-t. A cwlA gén egy N-
acetilmuramil-L-alanin amidazt kodol (Kuroda és mtsai. 1991), melynek a sporulaci6 soran
fontos szerepe van a sejtfal autolizisében. A tobbi génnel 6sszehasonlitva a yobL, ygxH és a
xlyB génekben is szamos SNP talalhato.

A feltételezések szerint a Bac. subtilis lokalis hipermutacios jelensége kapcsolatban
lehet a transzkripcid-asszocialt stacioner fazisti mutagenezissel, ami kapcsolatban van a target
gén és az Mfd transzkripcios repair kapcsolo faktor magas expresszios szintjével (Pybus és
mtsai. 2010, Robleto és mtsai. 2012). Valosziniileg ez a mechanizmus mitkodik az SZMC 6179J
torzs génjeiben is, és ez okozza a nagy frekvencidju lokalis hipermutaciot.

A Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168-ban talalhatdo YobL-CT, YXiD-CT és YqcG-CT
domének citotoxikus RNaz aktivitassal rendelkeznek, melyet rendre a k6t6d6 YobK, YxxD és
YqcF antitoxin-fehérjék semlegesitenek. A yobL gén termékének is fontos szerepe van a
baktérium kontaktfliggd novekedésgatlasi rendszerében, ¢és hozzdjarul a torzs sikeres
kompeticios képességeiben (Holberger és mtsai. 2012). Az ygxH gén terméke egy toxikus
protein (holin), amely bakteriofag-eredetii. A holin-homolég YqgxH-t egy profagszeri
szekvencia kodolja. A holin a bakteriofagok litikus enzimeihez hasonl6an porusokat képez a
membranban (Young ¢és Blési 1995). A cwlA-hoz hasonldan az xlyB is egy profag-eredetii

autolizin-gén, amely szintén egy N-acetilmuramil-L-alanin-amidazt kédol (Krogh és mtsai.
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crer

kompeticioban, illetve a sejtfallizisben szerepet jatszé génekben a leggyorsabb az evolucio.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az egész vilagon fontos a termel6k szamara a gomba- illetve novénypatogének elleni
védekezés. A kémiai peszticidek hasznélata napjainkban vilagszerte elterjedt. Ezen védekezés
hatékonysaga vitathatatlan, azonban a kezeléssel jard kornyezeti terhelés jelentés. A mai
kornyezettudatos vilagban egyre nagyobb az igény a kevésbé kornyezetrombold alternativ
megoldasok irant. Ilyen utvonal lehet a biokontroll agensek alkalmazédsa. A szakirodalom
szamos kivalo biokontroll agensrél tudosit. Az egyik ilyen faj a Bacillus nemzetségbe tartozo
Bac. subtilis.

Munkank soran célul tiiztiik ki az altalunk izolalt Bac. subtilis SZMC 6179] torzs
biologiai védekezésben betoltott kiemelkedd szerepének alatamasztasat, a torzs dkofiziologia
jellemzését, in vitro antagonista képességeinek felmérését. A kompeticio hatterének vizsgalata
soran célul thztik ki a biokontroll agens altal termelt extracellularis enzimek, illetve
antibiotikumok termelésének elemzését, a torzsbol spontan sztreptomicin-rezisztens mutansok
izolalasat kovetéen a mutansok Kimotripszin-tipusi proteaz-termelésének vizsgalatat és a
sztreptomicin-rezisztens torzsek rpsL génjének szekvenciajaban bekovetkezett valtozasok
feltarasat. Célul thztiik ki az izolatum enzimtermelésének vizsgalatat kiilonb6zd kdrnyezeti
tényezOk fiiggvényében, a torzs altal termelt ciklikus lipopeptidek, kiillondsen a szurfaktin-
tipusu vegyliletek jellemzését, tovabba az altalunk izolalt Bac. subtilis SZMC 6179] és a Bac.
subtilis subsp. subtilis str. 168 tipustorzs teljes genomjanak 6sszehasonlitd elemzését.

A torzs oOkofiziologiai vizsgalata soran optimalis novekedéséhez az alabbi
koriilményeket talaltuk a legjobbnak: 40 °C, pH 7 és 7,6 kozotti érték és aw=0,995.

A vizsgalt novénypatogének koziil a torzs a botritiszes rothadast okozo Bot. cinerea
SZMC 14526, a Bip. bicolor SZMC 13055, Cur. spicifera SZMC 13060, Phy. infestans SZMC
6246J torzsekkel; tovabba 3 Armillaria torzs, az Arm. mellea SZMC 24132, Arm. gallica SZMC
24095 és az Arm. ostoyae SZMC 24129 ellen tapasztaltunk 50%-nal nagyobb biokontroll index-
értekeket.

A hazai gombatermesztésben a zdldpenész kiemelked6 problémat okoz. A
Trichoderma-val fert6zott komposzt jelentésen csokkenti a terméshozamot, ezzel jelentds
karokat okozva a gombatermesztésben. A vizsgalt Trichoderma torzsek koziil 4 Tri. pleuroti
torzs esetében 50% feletti BCl-értékeket mértiink a 0,2% gliikozt és 0,2% élesztokivonatot és

2% agar tartalmazo taptalajon.



Osszefoglalds 122

Az Aspergillus torzsek koziil 3 Asp. awamori (SZMC 2985, SZMC 3213, SZMC 3218),
1 Asp. flavus SZMC 3233 és 2 Asp. niger (SZMC 2761, SZMC 2764) torzs esetében
tapasztaltunk 30%-nal nagyobb BCI-értéket, 50%-nal nagyobb biokontroll értékeket egyik
torzzsel szemben sem tapasztaltunk. Ezek a fonalasgombak masodlagos toxikus
anyagcsereterméket termelnek, és jelentOs karokat képesek okozni a mezégazdasagban, mivel
az aflatoxinokat és az ochratoxinokat termelé Aspergillus fajok széles korben elterjedtek.

Novénypatogén baktériumokkal szembeni in vitro antagonizmus tesztjeink soran a
vizsgalt Pse. syringae pv. panici SZMC 16160 torzzsel szemben kiemelkedd gatlast
tapasztaltunk. A Cla. michiganensis SZMC 0016 az altalunk vizsgalt harom pH-értéken mar a
2. napon nem volt kimutathat6 a tenyészetb6l. A Xan. campestris pv. vesicatoria SZMC 6085
torzzsel szemben e kisérleti kozegben 6-os és 8-as pH-n nem sikeriilt a Bac. subtilis SZMC
6179] torzsnek elnyomni ezt a patogént, de a 7-es pH-n képes volt gatolni azt. A vizsgalt
novény- és gombapatogén Pseudomonas torzsekkel (Pse. syringae pv. panici SZMC 16160,
illetve Pse. tolaasii SZMC 16149) szemben nem tapasztaltunk gatlo hatast. A ndvénypatogén
Rhizobium ¢és Allorhizobium torzsek koziil egyediil az All. vitis SZMC 21396 torzs esetében
tapasztaltunk gatlo hatast.

A torzs tovabbi jellemzése soran megallapitottuk, hogy a bioldgiai védekezés
szempontjabol fontos kompeticidban eldnyt jelentd sziderofortermeld tulajdonsaggal
rendelkezik, lipaz-, kazeinaz-, kitinaz- és zselatinaz aktivitasa nincs, a keményité bontasara
viszont képes.

A torzs extracellularis enzimek termelésére valo képességének vizsgalatat elézetes
eredmények alapjan otféle tapoldatban vizsgaltuk. A legeredményesebbnek a Besson-féle
tapoldatot talaltuk. Az extracellularis enzimek vizsgalata soran a kimotripszin-tipusu és a
tripszin-tipusu proteaz termelését talaltuk kiemelkedének a vizsgalt proteaz, B-gliikozidaz, N-
acetil-glikozaminidaz, kitobiozidaz, palmitoil-észteraz, cellobiohidrolaz és lipaz aktivitasok
koziil.

A vad torzsbol izolalt 169 spontan sztreptomicin-rezisztens mutans koziil 12 mutatott
fokozott enzimtermelést. A spontan sztreptomicin-rezisztens mutansok rpsL génjének
szekvenciaanalizise soran néhany esetben nukleotid-tranziciot (timin helyett adenin, illetve
adenin helyett guanin) mutattunk ki.

Vizsgaltuk a torzs Kimotripszin-tipusu proteaz-termelését az id6 fiiggvényében, az

enzimtermelésben a 3. naptdl kovetden nem tapasztaltunk szignifikdns ndvekedést.
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Vizsgaltunk a torzs novekedését és kimotripszin-tipusu proteaz termelését kiilonb6zo
szén-illetve nitrogénforrasok jelenlétében. A szén forrasok cseréjét kovetéen az adonit, D-xiloz,
eritrit, galaktéz, L-arabindz, L-ramnoéz és szachardz esetében tapasztaltunk nagyobb
novekedést a térzs biomasszajaban, az enzim vizsgalat soran pedig a cellobioz, D-xiloz, fruktdz,
glicerin, keményitd, szachar6z jelenlétében tapasztaltunk szignifikans Kimotripszin-tipust
proteaz termelést.

A nitrogén forrasok cseréje soran egyediil az L-alanin esetében tapsztaltunk biomassza
novekedést, mig az L-aszparaginsav és az L-tirozin jelentds sejtszdm-csokkenés kovetkezett
be. A nitrogén forrasok cseréje soran minden esetben szignifikans csokkenést tapasztaltunk a
kimotripszin-tipusu proteaz termelésben.

A gliikdz, élesztOkivonat és a tenyésztési ido novekedésre, illetve protedztermelésre
kifejtett hatasanak vizsgalata soran prediktaltuk az optimalis biomasszanak megfelel6 idét, (5,5
nap) és az optimalis gliikoz- (11 g/l) és élesztékivonat-koncentraciot (5,5 g/l). A legmagasabb
relativ enzimaktivitast az els6 napon mértiik 2 g/l gliikoz és 5,5 g/1 élesztdkivonat esetében.

Gliikéz, natrium-glutamat, valamint réz-szulfat a torzs névekedésére és Kimotripszin-
tipusu proteaz-termelésére gyakorolt hatasanak vizsgalata soran a 30 g/ gliikoz, 10 g/l natrium-
glutamat és 1 mg/l CuSOsx5H20 koncentracio mellett értiik el a legnagyobb biomasszat. A
kimotripszin-tipusi proteaz termelddésének a 30 g/l glikoéz és 10 g/l natrium-glutamat

Gliikéz, natrium-glutamat, valamint vas-szulfat hatasat tanulmanyozva a legnagyobb
biomasszat 15,5 g/l glikéz, 10 g/l natrium-glutamat és 40 mg/l FeSO4x7H20 mellett
tapasztaltuk. A legnagyobb protedz aktivitast 30 g/1 gliikézt, 1 g/l natrium-glutamatot és 40 mg/I
FeSO4x7H20-t tartalmazo fermentlében tapasztaltuk.

A tovabbiakban a torzs Kimotripszin-tipust proteaz-termelésének vizsgalatat végeztiik
kiilonboz6 fémionok hatasara, illetve kiilonbozd herbicidek és fungicidek jelenlétében.

A fémionok hatasanak vizsgalata soran a mangan-szulfat jelentdsen novelte a torzs
novekedését, 0,1 mM mangan jelenlétében megharomszorozddott a vizsgalt fermentlé optikai
denzitasa. A réz-, vas-, nikkel- és kadmium-szulfat jelenlétében a torzs ndvekedése jelentésen
gatolt volt, kizarolag a 0,1 mM-os koncentracio jelenlétében mutatott toleranciat, a magasabb
koncentraciok erdsen gatoltak a ndvekedést.

A Kimotripszin-tipusi proteaz termelésének vizsgalata soran a mangan-szulfat
jelenlétében torténd fokozott enzimtermelésrdl szamoltunk be. Az 1, 0,5 és 0,1 mM réz-szulfat

szignifikansan csokkentette az enzim termelddését. Az 1 mM vas-szulfat szignifikdnsan
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csokkentette, a 0,5 MM vas-szulfat nem befolyasolta szignifikansan, a 0,1 mM vas-szulfat pedig
novelte az enzimtermelédést. A nikkel- és kadmium-szulfat esetében mindharom alkalmazott
koncentracio jelentdsen gatolta a Kimotripszin-tipust proteaz termelését. A torzs novekedését
tekintve jelentds réz- és a kadmium-szulfat toleranciaval rendelkezik, ezzel szemben a proteaz

A fémionok enzimaktivitasra kifejtett hatasanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
1 és 0,5 mM mangén-, réz-, vas- és kadmium-szulfat jelenlétében csokkent az enzimaktivitas.
A 0,1 mM mangan-, réz-, vas- és kadmium-szulfat nem okozott szignifikans valtozast az
enzimaktivitasban, mig a nikkel-szulfat mindharom vizsgalt koncentracioban gatolta a torzs
Kimotripszin-tipusu proteaz aktivitasat.

A herbicidek és fungicidek ndvekedésre gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran a kisérlet
9. napjan a sejtszamban szignifikans csokkenéseket 25 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, és klor-
toluron; 25, 12,5 és 6,25 uM linuron, 3,125 uM, valamint 25 és 12,5 uM mankozeb esetében
tapasztaltunk. A 6. napon a 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, a klor-toluron, a linuron, a karbendazim
¢s a mankozeb 25 és 12,5 uM-os koncentracioi jelentésen gatoltak a torzs Kimotripszin-tipust
protedz-termeld képességeit. A klor-toluron és a linuron alacsonyabb koncentracioi (6,25 és
3,125 uM) is gatoltak az enzimtermelést. A 6,25 és 3,125 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav és
mankozeb, valamint a 3,125 puM karbendazim esetében tapasztaltunk nem szignifikans
kiilonbséget a kimotripszin-tipusti enzim termelésében. A vizsgalat 9. napjan a peszticidek a
torzs enzimtermelésére negativ hatassal voltak.

A 25 uM 2.4-diklor-fenoxi-ecetsav és klor-toluron, tovabba a 25, 12,5 és 6,25 uM
linuron és mankozeb, valamint a karbendazim mind a négy alkalmazott koncentracioja
szignifikans csokkenést eredményezett a torzs altal termelt Kimotripszin-tipusi proteaz
aktivitasaban.

A torzs fonalasgombdk ellen hatékony fengicin- és bacilizintermelését bioteszttel
vizsgaltuk hoékezelt fermentlé, illetve tisztitott antibiotikum-preparatum segitségével az id6
fliggvényében, kiillonb6z6 szén- illetve nitrogénforrasok jelenlétében. Mindkét antibiotikum
termelését mar a masodik napon detektiltuk. A szén- illetve nitrogénforrasok
fengicintermelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata soran a cellobioz, galaktoz, glicerin,
keményité, mannit, L-alanin, L-ornitin, L-prolin csere okozott emelkedett gatlast, a tisztitott
antibiotikum-preparatum tobb esetben vezetett gatlashoz, mint az enzim-inaktivalt fermentlé.

A bacilizintermelés vizsgalata sordn a szén- és nitrogénforrdsok cseréje soran szachardz,
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szorbit, trehaldéz, L-treonin, natrium-nitrat eredményezett kiemelkedobb gatlast a
tesztorganizmussal szemben.

A torzs hemolitikus tulajdonsaganak bizonyitasat kovetden a szurfaktin termelését
bioautografias modszerrel is igazoltuk, majd specifikus primerek segitségével azonositottuk a
torzsben jelenlévo, fengicin és szurfaktin bioszintézisért felelés géneket.

A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokat kovetéen a torzs szurfaktintermelését
tomegspektrometrias modszerrel is bizonyitottuk. A szurfaktintermelés elemzését kovetden
elmondhatjuk, hogy a Bac. subtilis SZMC 6179] torzs fermentlevébdl szarmazo extraktumok
vizsgalata sordn 26 szurfaktinvegyiilet keriilt azonositasra, melyek harom mar ismert és egy Uj
csoportba [Val2] sorolhatok. A C14-C15 [Sur] és [Val7] adték a vizsgalt torzs altal termelt 4 {6
szurfaktint, mig az Ujonnan leirt izoforma mennyisége a teljes termelt szurfaktin
mennyiségének kevesebb, mint 1%-a volt.

Elvégeztiik a Bac. subtilis SZMC 6179] és a Bac. subtilis subsp. subtilis 168 tipustorzs
teljes genomjanak 6sszehasonlitd elemzését. A genomban talalhaté SNP-k szama 106 (35%-0s
érzékenységnél) ebbdl 18 intergénikus régioban talalhatd. Szamos SNP-nek lehet jelentds
hatasa a baktérium regulacios halozataira, ezaltal befolyasolva a kompeticios képességeit vagy
az antibiotikumok termelésének intenzitasat. A kodolo régidkban detektalt SNP-k valosziniileg
nem feleldsek a torzs tipustdrzshoz képest tapasztalhatd kiemelkeddbb antagonista
tulajdonsagaiért. A legtobb allélvariaciot az ygcG génben taldltuk, amely egy toxikus
ribonukleazt kodol. Ez a gén szerepet jatszik a sikeres kompeticioban, a Bacillus nemzetség
egyéb tagjainak novekedését képes kontaktfliggd gatlas révén elnyomni. Ezen gén terméke egy
toxin-antitoxin modul toxikus komponense. Ha a baktériumpopulacié YqcG toxinja magas N-
terminalis szekvenciavariancidt mutat, akkor a baktérium képes lesz tobb, kiilonb6zo
membranprotein-felszinekkel rendelkezd kompetitor baktériumot elnyomni. Feltehetdleg ez az
oka annak, hogy az SZMC 6179J torzs yqcG génjében ilyen nagy a szekvencia variabilitasa.

A torzs genomja nagymértékben eltér a Bac. subtilis subsp. subtilis 168 tipustorzs
genomjatol. A f0 kiillonbségek az SZMC 6179] torzs génklaszterében 1évo nagy deléciok, a 106
SNP és a 23 kis méretii DIP (35%-o0s érzékenységi szinten). Minden mas gén megtalalhato és
azonos sorrendben taldlhaté meg az SZMC 6179] torzsben és a referenciatorzsben. Egy
egynukleotidos delécio az sfp génben feltehetden helyreallitotta a gén funkcidjat az SZMC
6179]) torzsben, ezéltal lehetdvé valt a fengicinek és szurfaktinok szintézise, ami jobb
biokontroll képességiivé tette a torzset a tipustorzshoz képest. A Bac. subtilis SZMC 6179]

genom hipermutacios régioinak analizise alapjan feltételezhetd, hogy a leggyorsabb evolucios
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események a kompeticios folyamatokban és a sejtfal-lizisben szerepet jatszo génekben

torténnek.
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g8 SUMMARY

The control of mushroom and plant pathogens is important for the farmers world-wide.
The use of chemical pesticides nowadays is very widespread. The efficiency of this protection
is indisputable, however, the environmental burden due to the application of chemicals is
significant. Therefore there is an emerging need for less destructive, environment-friendly
means of control. The application of biocontrol agents may represent a possible alternative. The
literature mentions numerous outstanding biological agents, such as Bacillus subtilis belonging
to the genus Bacillus.

The aims of our work were to demonstrate the possible role of strain Bac. subtilis SZMC
6179J isolated by our research group in biological control, to reveal the ecophysiological
characteristics of this strain and to assess its in vitro antagonistic abilities. During the
examination of the background of competition we proposed the investigation of extracellular
enzymes and antibiotics produced by this biocontrol agent. After the isolation of spontaneous
streptomycin-resistant mutants we aimed the investigation of the production of chymotrypsin-
like proteases, as well as the determination of changes in the sequences of the rpsL genes of the
streptomycin-resistant mutants. We aimed to investigate the enzyme and antibiotic production
of the isolate depending on various environmental factors, the characterization of the cyclic
lipopeptides, in particular the surfactin-type compounds produced by the strain, as well as the
comparative genome sequence analysis of Bac. subtilis SZMC 6179J and the type strain Bac.
subtilis subsp. subtilis str. 168.

The ecophysiological characterization of the isolated Bac. subtilis SZMC 6179J strain
revealed that the following parameters proved to be optimal for the cultivation: 40 °C, pH 7 —
7.6 and aw = 0.995. The isolated strain showed the strongest inhibition effect against Bot.
cinerea SZMC 14526 causing bunch rot and Bip. bicolor SZMC 13055, Cur. spicifera SZMC
13060, Phy. infestans SZMC 6246J as well as 3 Armillaria strains (Arm. gallica SZMC 24095,
Arm. ostoyae SZMC 24129, Arm. mellea SZMC 24132).

Green mold represents a major concern in the domestic mushroom cultivation. The
compost infected with Trichoderma significantly reduces the yield causing major crop losses.
In the case of 4 Tri. pleuroti strains the observed BCI values were above 50% on media
containing 0.2% glucose, 0.2% yeast extract and 2% agar. Against investigated Aspergillus

strains we did not detect above 50% BCI. Similarly, BCI values higher than 30% were found
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against the 3 examined Asp. awamori (SZMC 2985, SZMC 3213, SZMC 3218), 1 Asp. flavus
(SZMC 3233) and 2 Asp. niger (SZMC 2761, SZMC 2764).

These filamentous fungi producing numerous toxic secondary metabolites are able to
cause major agricultural losses, as Aspergillus species producing aflatoxins and ochratoxins are
widely prevalent.

During the in vitro antagonism assays against plant pathogenic bacteria, outstanding
inhibition was observed against the Pse. syringae pv. panici SZMC 16160 strain. Summarizing
the results of the in vitro antagonism assays against plant pathogenic bacteria, Cla.
michiganensis SZMC 0016 completely disappeared at the 3 investigated pH-values on the
second day. The Bac. subtilis SZMC 6179J isolate was not able to suppress Xan. campestris
pv. vesicatoria SZMC 6085 at pH 6 and 8, however, it inhibited this plant pathogen at pH 7.
No inhibition was observed against the examined plant- and mushroom pathogenic
Pseudomonas strains (Pse. syringae pv. panici SZMC 16149 and Pse. tolaasii SZMC 16149).
Among the Rhizobium and Allorhizobium strains involved in this study, only All. vitis SZMC
21396 showed sensitivity to Bac. subtilis SZMC 6179J.

Strain SZMC 6179J was found to be able to produce siderophores in biological assays,
which may provide advantages in competition. The strain has no lipase, caseinase, chitinase or
gelatinase activity, however, it is able to degrade starch.

The investigation of the extracellular enzyme production of strain SZMC 6179J was
carried out in five different media based on our preliminary experiments, and the Besson-
medium proved to be the most suitable. During the investigation of extracellular enzyme
production, the secretion of chymotrypsin-like and trypsin-like proteases were found to be
remarkable among the protease, B-glucosidase, N-acetyl-glucosaminidase, chitobiosidase,
palmitoyl esterase, cellobiohydrolase and lipase enzymes.

Twelve out of 169 spontaneous streptomycin-resistant mutants showed enhanced
enzyme production. During the sequence analysis of the rpsL gene of spontaneous
streptomycin-resistant strains, nucleotide transitions (thymine to adenine, adenine to guanine)
were detected in the case of some mutants.

The time-dependence of chymotrypsin-like protease production was also investigated,
and no significant increase in the enzyme production could be found after the third day of the
cultivation.

The growth and chymotrypsin-like protease production of the isolated Bac. subtilis

SZMC 6179J strain were investigated in the presence of various carbon and nitrogen sources.
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Adonitol, D-xylose, erythritol, galactose, L-arabinose, L-rhamnose and sucrose induced
enhanced biomass growth. Significant increase of chymotrypsin-like protease production was
observed in the presence of cellobiose, D-xylose, fructose, glycerol, starch, sucrose.

During the investigation of the effects of various nitrogen sources only L-alanine caused
increase in the biomass, while in case of L-aspartic acid and L-tyrosine remarkable cell number
decrease was observed. Exchange of the original nitrogen source caused significant decrease in
the chymotrypsin-like protease production in each case.

The effects of the concentration of glucose and yeast extract and the cultivation time on
the growth and protease production were also determined. The optimum cultivation time proved
to be 5 days, while the optimal glucose and yeast extract concentrations were 11 and 5.5 g/l,
respectively. The highest enzyme activity was observed on the first day on 2 g/l glucose and
5.5 g/l yeast extract.

During the investigation of the effect of glucose, sodium-glutamate and copper-sulfate
on the growth and chymotrypsin-like protease production of strain SZMC 6179J, 30 g/l glucose
and 10 g/l sodium-glutamate resulted in the highest cell density in the presence of 1 mg/Il
CuSO4x5H,0. This medium composition also favored the chymotrypsin-like protease
production.

During the investigation of the effect of glucose, sodium-glutamate and FeSO4 x 7H20,
the highest cell density was observed in the case of 15.5 g/l glucose, 10 g/l sodium-glutamate
and 40 mg/l FeSO4x7H20. Interestingly, the highest protease activity was observed on 30 g/l
glucose, 1 g/l sodium-glutamate and 40 mg/l FeSO4x7H0 in the cultivation media.

Subsequently the investigation of the chymotrypsin-like protease production was carried
out in the presence of various carbon and nitrogen sources, different metal ions, herbicides and
fungicides. During the investigation of the effect of metal ions, manganese sulfate enhanced the
growth of Bac. subtilis SZMC 6179J significantly, the optical density was tripled in the
presence of 0.1 mM manganese. CuSQO4, FeSO4, NiSO4 and CdSOy4 inhibited the growth of the
strain, it showed tolerance only to 0.1 mM concentration values, while the higher concentrations
notably inhibited growth.

Increased chymotrypsin-like protease enzyme production was observed in the presence
of MnSQOg4, while the enzyme production was significantly decreased in the presence of 1, 0.5
and 0.1 mM CuSOs. 1 mM FeSO4 decreased the enzyme production significantly, 0.5 mM
FeSO4 caused no significant changes, while in the presence of 0.1 mM FeSQO4 the enzyme

production increased. NiSOg4 inhibited the chymotrypsin-like protease production at all three
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examined concentrations. CdSO4 showed strong inhibitory effect in the entire concentration
range. The growth of the isolate has remarkable tolerance to CuSO4 and CdSQO4, however, the
protease secretion was completely inhibited by these metal salts even at low concentrations.

During the investigation of the effect of metal ions on enzyme activity, 1 and 0.5 mM
MnSOs, FeSOs, CuSOs and CdSOs4 were found to be inhibitory, while at a 0.1 mM
concentration these salts showed no significant changes in the enzyme activity. NiSO4 inhibited
the enzyme activity at all three examined concentrations.

During the study of the effect of herbicides and fungicides on growth of strain SZMC
6179J, significant decrecase was observed in the cell number in presence of 25 uM 2.4-
dichlorophenoxyacetic acid, chlortoluron; 6.25 uM linuron, 3.125 uM carbendazim and 12.5
UM mancozeb at the 9. day of the experiment.

The 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, carbendazim and mancozeb proved to be
inhibitory at 12.5 uM on the chymotrypsin-like protease production on the 6. day of the
investigation. Chlortoluron and linuron inhibited the enzyme production at 6.25 and 3.125 uM
concentrations. In the case of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, carbendazim and mancozeb, the
3.125 uM concentration resulted in no significant changes of the enzyme production. After the
9. day of the experiment the pesticides had a negative effect on the enzyme production of strain
SZMC 6179J.

25 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and chlortoluron, as well as 25, 12.5 and 6.25
uM linuron and mancozeb and all four concentrations of carbendazim resulted in significant
decrease of the enzyme activity.

The production of fengycin and bacilizin effective against filamentous fungi was
investigated using a bioassay with heat-treated ferment broth and purified antibiotics in the
presence of different carbon and nitrogen sources. Both antibiotics were detected at the second
day of cultivation. During the investigation of the effect of carbon and nitrogen sources on
fengycin production cellobiose, galactose, glycerol, starch, mannitol, L-alanine, L-ornithine
and L-proline induced higher inhibition and the purified antibiotic was more effective than the
inactivated ferment broth. In case of bacilizin production the change in carbon and nitrogen
sources sucrose, sorbitol, trehalose, L-threonine and sodium nitrate resulted in remarkable
inhibition of the test organism.

After confirmation of the haemolytic activity of strain SZMC 6179J we demonstrated
the surfactin production using bioautographic assay. In PCR experiments using specific primers

we identified the genes responsible for fengycin and surfactin biosynthesis.
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During the mass spectrometric examination of the ferment broth extracts of Bac. subtilis
SZMC 6179J 26 surfactin isoforms were identified and assigned into 3 known groups and a
new one, namely [Val2]. The C14-C15 [Sur] and [Val7] were the four major surfactins
produced by the examined strain, while the relative amount of each newly described isoform
was below 1% of the total surfactin amount.

The comparative genome sequence analysis of Bac. subtilis SZMC 6179J and the type
strain Bac. subtilis subsp. subtilis str. 168 was also carried out. 106 SNP were found in the
genome of strain SZMC 6179J, 18 out of them in intergenic regions. Numerous SNPs might
have major effects on the regulation networks of the bacteria affecting the competition abilities
or the intensity of the antibiotic production. The SNPs found in the coding regions of genes
may have no connection with the remarkable antagonistic properties of our strain. The most
allelic variations were found in the yqcG gene encoding a toxic ribonuclease. This gene plays a
role in the successful competition, it can suppress the growth of other members of the genus
Bacillus via contact-dependent inhibition. The product of this gene is a toxic member of a toxin-
antitoxin module. If the YqcG toxin of the bacterial cell population shows high N-terminal
sequence variations, the bacteria will be able to suppress multiple competitor bacteria with
different membrane protein surfaces. This might be the reason of the high sequence variability
in the yqcG gene of strain SZMC 6179J.

The genome of strain SZMC 6179J highly differs from the genome of Bac. subtilis
subsp. subtilis str. 168. Major differences are the large deletions in gene cluster of strain SZMC
6179J, 106 SNPs and 23 small DIPs. The other genes are present in the same order in our strain
as in the reference strain. A single nucleotide deletion in the sfp gene might have reverted its
function in Bac. subtilis SZMC 6179J enabling the synthesis of fengycins and surfactins, which
resulted in better biocontrol properties than those of the reference strain. Regions of
hypermutation detected in the genome of Bac. subtilis strain SZMC 6179J suggest that the
fastest evolutionary events happen in genes important for competition processes and cell wall

lysis.
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11 MELLEKLETEK

1. melléklet. A dolgozatban felhasznalt torzsek listaja.

Fajnév? TorzsgyI}thmenyl Szarmazas/ Megjegyzés
Szam
Bacillus subtilis SZMC 6179 paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Bacillus mojavensis SZMC 6158] paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Bacillus velezensis SZMC 6161J paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Bacillus mojavensis SZMC 6163J paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Bacillus mojavensis SZMC 6168J paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Bacillus SZMC 6170J paradicsom-rizoszféra /
soronensis/licheniformis Magyarorszag
Bacillus amyloliquefaciens SZMC 6225] paradicsom-rizoszféra /
Magyarorszag
Allorhizobium vitis (korabban S7MC 21396 sajat izolalas / Szegedi és mtsai.
Agrobacterium vitis) 1988
Clavibacter michiganensis SZMC 0016 MTA Novenyvedelml Kutatd
Intézet / -
Pseudomonas svrinaae oy Rothad6 laskagomba-termotest
Syringae pv. SZMC 16160 (laskagomba-termesztShely) /
panici . ;
Kecskemét, Magyarorszag
Rothad6 laskagomba-termotest
Pseudomonas tolaasii SZMC 16149 (laskagomba-termeszt6hely) /
Kecskemét, Magyarorszag
Rhizobium radiobacter
(korabban Agrobacterium SZMC 21395 -/-
tumefaciens)
Xanthomona}s campestris pv. S7ZMC 6185 L.
vesicatoria
Candida albicans SZMC 1463 -/ DOTE / Magyarorszag
Alternaria alternata SZMC 16085 Or?hl,d cagyljtemeny / EL,T E
Fiivészkert, Magyarorszag
Alternaria solani SZMC 6241] Zoldségekbol / -
Armillaria gallica SZMC 24095 rizomorfa / Keszthelyi-hegység
Armillaria mellea SZMC 24132 rizomorfa / Keszthelyi-hegység
Armillaria ostoyae SZMC 24129 rizomorfa / Rosalia
Botrytis cinerea SZMC 14526 -/G06dolld, Magyarorszag
Bipolaris bicolor SZMC 13055 Pennisetum clandestinum /

Ausztralia
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Colletotrichum gloeosporioides

Curvularia spicifera
Fusarium culmorum

Fusarium graminearum

Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum

Fusarium solani

Phoma cucurbitacearum

Phytophthora infestans
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum
Trichoderma aggressivum f.
europaeum
Trichoderma aggressivum f.
europeaum
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum
Trichoderma pleuroticola

Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti

Trichoderma pleuroti

SZMC 16086

CBS 197.31, SZMC

13088
NRRL 29365,
SZMC 11039
NRRL 28585,
SZMC11030
SZMC 11046

SZMC 6237J

CBS 115659, SZMC

11057F
SZMC 16088

SZMC 6246J
SZMC 21048
SZMC 6250

SZMC 1746

CBS 433.95, SZMC

1811
SZMC 1844
SZMC 1845
SZMC 1847
SZMC 1849

SZMC 12430

SZMC 12431

SZMC 12432

SZMC 12433

SZMC 1729

SZMC 12437

SZMC 12436

SZMC 12438

SZMC 12439

SZMC 12440

SZMC 12441

Orchideagytijtemény / ELTE
Fiivészkert, Magyarorszag

Nicotiana tabacum / -

-/ USA

lagyszara sz616 / Venezuela

-/ -
Z061dségekbdl / -

/-

Orchideagytjtemény / ELTE
Fiivészkert, Magyarorszag
Z06ldségekbol / -
Leveg6/Szeged
Z06ldségekbol / -

Csiperkekomposzt / Magyarorszag

Csiperkekomposzt / Egyesiilt
Kiralysag
Csiperkekomposzt / Horvatorszag
Csiperkekomposzt / Horvatorszag
Csiperkekomposzt / Horvatorszag
Csiperkekomposzt / Horvatorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag

Laskagomba-termesztési alapanyag

/ Kecskemét, Magyarorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
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Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti
Trichoderma pleuroti

Trichoderma pleuroti

Trichoderma pleuroti

Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus awamori
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger

SZMC 12442

SZMC 12443

SZMC 12444

SZMC 12445

SZMC 12446

SZMC 12447

SZMC 12448

SZMC 12449

SZMC 12450

SZMC 12451

SZMC 12452

SZMC 12453

SZMC 12454

SZMC 2979
SZMC 2984
SZMC 2985
SZMC 2997
SZMC 2999
SZMC 3006
SZMC 3212
SZMC 3213
SZMC 3214
SZMC 3218
SZMC 3220
SZMC 3221
SZMC 3222
SZMC 3233
SZMC 3234
SZMC 2759
SZMC 2760
SZMC 2761
SZMC 2764
SZMC 2765

Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-zoldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag
Laskagomba-z6ldpenész
/Spanyolorszag

Hagyma / Magyarorszag
Hagyma / Magyarorszag
Hagyma / Magyarorszag
Hagyma / Magyarorszag
Hagyma / Magyarorszag
Hagyma / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag

-/ -

-/ -

-/ -
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag
Mazsola / Magyarorszag

Laskagomba-termesztési alapanyag
/ Kecskemét, Magyarorszag
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Aspergillus niger SZMC 2766 Mazsola / Magyarorszag
Aspergillus niger SZMC 2769 Mazsola / Magyarorszag
Aspergillus niger SZMC 2770 Mazsola / Magyarorszag
Aspergillus niger SZMC 2772 Mazsola / Magyarorszag
Aspergillus niger SZMC 2773 Mazsola / Magyarorszag

A tablazatban a fajok nevei a kiilonbdz6 torzsgytjtemények azonositasainak felelnek meg.
bRoviditések: ATCC: American Type Culture Collection, USA; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Hollandia; NRRL: Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection,

USA; SZMC: Szeged Microbiology Collection, Magyarorszag.
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2. melléklet. Pozitiv/negativ MS-paraméterek.

Pozitiv/negativ MS-paraméter neve

MS-paraméter értéke

Spray kamra homérséklet
Szarito6 gaz (N2) nyomas
Szarito gaz (N2) homérséklet
Nebulizer gaz (N2) nyomas
Tt fesziiltség

Spray shield fesziiltség

50 °C

30 psi

350 °C

50 psi
5000 V/-5000 V

600 V

Altalanos paraméter neve

Altalanos paraméter értéke

Maximalis scan id6
uScans atlag
Adatrogzitési gyakorisag

Multiplier offset

2,78 sec/scan
2 uScans
0,36 Hz

0

Ionizacié ellenérzé paraméter neve

Ionizacié ellenérzoé paraméter értéke

Target TIC
Max ion id6
Full scan paraméterek neve
Kapillaris fesziiltség
RF loading

Tomegtartomany:

100%
500000 ps
Full scan paraméterek értéke
2313V
68%

100 - 2000 m/z
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3. melléklet. Spontan sztreptomicin-rezisztens Bacillus subtilis térzsek kimotripszin-tipusu
proteaz termelésére vald képessége a Bac. subtilis SZMC 6179 vad torzs termeléséhez

viszonyitva, %-ban megadva (A vad torzs termelése: 100% + 4,32).

STR1 63,57+1,33 STR 45 14,91+1,15 STR91 19,27+2,63 STR136  21,52+3,60
STR 2 40,65+1,26 STR 46 14,35+0,57 STR 92 36,43+34,31 STR 137 14,21£1,81
STR 3 30,38+3,08 STR 47 14,35£0,21 STR 93 172,71£3,40 STR 140  30,66+5,26
STR 4 26,30+9,80 STR 48 14,06+0,21 STR 94 224,19+3,86 STR 151 19,69+4,95
STR5 163,99+5,64 STR 49 14,35+0,43 STR 95 69,06£3,90 STR 152 19,97£2.91

STR6  120,25+4,15 STR50  16,17+028 STR96  215,61+14,16 STR154  23,07+3,24
STR7 2025+2,50 STR51  25.88+244 STR97  177,50+14,60 STR157  26,02+3,95
STR 8 75,9543,08 STR52  42,48£19.98 STR98  225,04+14,18 STR158 16,17+19,45
STR9 60,48+4,15 STR53  33,47+12,24 STR99 23,07+1,95 STR159 28,83+12,23
STR10  47,82+3,13 STR54  1533+0,78 STR100 154,99+11,60 STR160  18,99+2,52
STR11  90,01+1,52 STR55  34,18+4,79 STR101  140,08+6,70 STR161  29,96+1,00
STR12  81,58+1,81 STR56  24,89+2,18 STR102 189,03+8,86 STR162  21,94+487
STR13  40,79£1123 STR57 459942397 STR104 113,64+4,20 STR163  38,26+9,07
STR14  1435+195 STR58  13,78+2,00 STR106 213,22+10,65 STR164  22,78+234
STR15  1097+3,13 STR59  16,32+1,18 STR107  26,02+1,78 STR165 1927+12,33
STR16  12,52+720 STR60  42,62+198 STR108  16,17+0,71 STR166  21,66+4,08
STR 17 9,56£5,60 STR61  34,04+11,23 STR109  28,83+244 STR167  21,66+6,63
STR18  57,24+640 STR62  17,30+3,13 STR110  18,99+0,63 STR168  32,91+221
STR19  57,67+720 STR63  3038+5,60 STR111  29,96+326 STR169  19,27+7,18
STR20  7595+830 STR64  19,69+4,13 STR112 21944344 STR170  18,57+3,96
STR21  2433£10,55 STR65  32,35+564 STR113  3826+6,15 STR171  21,52+1,00
STR22  16,74+4,13 STR66  2039+7.94 STR114  22.78+1,49 STR172 142142534
STR23 22224794 STR67  2504+1,52 STR115  1927+0,32 STR173  30,66+7,27
STR24  21,52+1,95 STR68  28,13+4,79 STR116  21,66+2,18 STR174  19,69+2.27
STR25  1828+226 STR69  22,50+1,33 STR117  21,66+2,18 STR175  19,97+3.24
STR26 26441123 STR70  28,13+021 STR118 32914620 STR177  23,07+441
STR27  2138+1,81 STR71  26,72+6,70 STR119  1927+143 STR178  26,02+8,62
STR28  2124+3,13 STR72  33,61+507 STR120  18,57+127 STR179  16,17+8,06
STR29  1941+1,52 STR73  14,35+021 STR121  21,5242.82 STR180  28,83%8,19
STR30  19,27+3,08 STR74  59,77+045 STR122  26,0243,71 STR181  18,99+1,49
STR31  19,69+4,15 STR76 258,09+507 STR123  16,17+3,81 STR184 29,96+13,72
STR32  27,7142,61 STR77  92,97£10,70 STR124  28.83+0,74 STR185  21,94+1,06
STR33  20,68+1,86 STR78  12,94+128 STR125  18,99+1,31 STR186  38,26+3.25
STR34  21,52+191 STR79 19974959 STR126  29,96+2,01 STR187  22,78+3,30
STR35  29,11+564 STR80 3586565 STR127 21944221 STR188  19,27+0,45
STR36  18,71+1,34 STR81  13,78+1,14 STR128  3826+3,71 STR189  21,66+0,23
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STR 37 19,83+1,26 STR 82 20,53+3,71 STR 129 22,78+4,24 STR 190 21,66+11,46
STR 38 18,99+1,33 STR 85 38,40+22,18 STR 130 19,2742,32 STR 191 32,91+14,93
STR 39 20,39+£9,80 STR 86 16,74+£5,14 STR 131 21,66+2,32 STR 192 19,27+0,89
STR 40 17,7240,00 STR 87 38,26+1,79 STR 132 21,66+5,01 STR 193 18,57+12,27
STR 41 13,64+0,24 STR 88 14,21+0,64 STR 133 32,91+9,87
STR 42 21,24+11,49 STR 89 37,41£34,31 STR 134 19,27+2,48
STR 43 13,78+0,61 STR 90 46,13£3,30 STR 135 18,57+2,39

A sziil6i torzshoz képest fokozott enzimaktivitast mutato torzsek vastagon kiemelve.
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4. melléklet. Bacillus subtilis torzsek 9 gén (gyrA, gyrB, purH, glpF, pycA, ilvD, rpoD, tpiA és
pta) szekvenciajan alapuld maximum likelihood filogenetikai fa. Az elagazdédasok GTR+ I’
modellben, gamma eloszlasu heterogenitas és 1000 rapid bootstrap ismétlés mellett késziiltek.

ICEBs1 régiot tartalmazé torzsek az 1. szammal jeldlt csoportban taldlhatoak az ilyen torzseket

® jcllel jeldltiik. *jel pedig azon torzseket jeldli, melyek tartalmazzék a teljes yqcG gént.

NC 000054 3 Bacifus sudtils sdsp. sutels 168 @ %

NZ CPO163S2 1 Baciun swotis wdep setells 1600 @

NZ CPO1S004 1 Secius sudtie S2MC 81700 %

NZ CPO20102 1 Baciun subtis NCIB 3610 @ &

NZ LNGA0Z90 1 Bociive subtily BS49Ch 1 @ %

NZ CPO100S2 1 Backus sotls wdsp mooks 168 @ &

NZ CPOOTAO0 1 Backus 1uooks WO suoMks JHEL2 utey AGTH @ *

NZ CPOTSITS 1 Bacius subtis subsp. sudtlls KCTC 3136 @ & ]

INZ CPOT1115.1 Bactius subtils KCTC 1028 @ *

N CPO0BESS 1 Bacius subsls subep. subtlls AGISI @ &

NC 020507 1 Baciius subtils wiep sbtils 0051-HGW @ *

NC 022898 1 Bacis sudtils PYT) & -

NZ CPO1SGTS 1 Backiun subdtile subsp. subtils deltell

NZ CPO10314 1 Baclius subtils subep. subiile INA *

NZ APO12456 1 Becilus subtie BESTT003 DNA %

- “m|m1m-—-mum

.. uzwnmu-mu--ﬁ.-.-mi
rumawnm“m.t

" INC 018520, 1 Bascius subsis Q8528 —
[||N2 CPO11882.1 Backius subtile TO-A JPC #

|'NZ CPOOSORT 1 Baciius sudtils TOA %

LINZ CPOIT112.1 Baciius sudtits BS16045

uwwlmwmwmmm

. szuu|l-n~um--o sudtils SRCM1007SY
NZ CPOTTIN 1 Bocius subtis BSOS
- N2 CPU2180). 1 Bacilus scbtlls go28 &
|LNZ CPOTTOTE | Baciius subtits VW2
(NZ CPOTTTE0. 1 Bacius subtils 29R7-12

L NZ CPO2152 1 Bacius subtits sbsp. su0oily SRCM1I0033)
L NZ CPO23257 1 Becius subels TLOY
(NZ CPO1SE04 1 Bacilus suttls HIO-6
| 'NZ CPOOT409 1 Baciius suttils subsp. subtis OH 131 1
" | CPO14858 1 Bacitus sttty subsp. sutels D12-5
[ NC 0198008 1 Saciius sudtlls subnp. sudtills BEF
- NC 014076 1 Bacitus sutots B80S *
NZ CPO21921.1 Baciuy sudtis subsp. subtis SRCMI01202
o ‘uzcmunlu-n.u-sa
LNZ CPO20M07. 1 Reciius subtils GON2
NZ CPO21169.1 Backus subtils TLOY
[NZ CPO1J654 | Baciius subtils subep. subtlls BSD-2
INC 020244 1 Baciius subtls XF~1
= | {2 CPo22287.1 Bacis sttt $301708
sn ||NC 0208321 Bacitus subeils subep. subte BAB-1
[~ Hinz cPoors7 1 Bmcie susess s
| ™| |[CPOZITSS.1 Bocilus subtiis subsp. subtis NCD-2
02 CPO11SM4. 1 Dol stes UD1022
’ NC 017195.1 Bacilus sobtils scbep. subtils RO-NN-1
NZ CPU2S041.1 Bociiue sudtils BJY-2
- [CPOT1051 1 Saciua sudtily TI0
. gucounow.au-mw e W23
'g: 'CPO10434 1 Baclius subtils subsp. spizend NRS 231
NC 016047 1 Baciius subtils wbep spend TU-8-10
L . T INZCPOISITI 1 Beckius sudtie MIO1
o - NZ CPOTI0N | Baciius sudtils subsp. inaguosorum DE 111
T L NZ CPOYSTET | Bacitus subtils W14
= r NZ CPOOOT4A | Bacilus subdls ATCC 13962
t NZ CPODOT40.1 Baciive subts ATCC 19217
- NI CPONTTE | Baciius atophaous NRS 1221A
TNZ CPO1AB40 1 Blacius sudtilty subsp. globiph ATCC 49760
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5. melléklet. SNP-k, melyek aminosavcserét okoznak kiilonb6zé génekben, ezzel azok

funkcidiban esetleges zavart okozva.

Gén SNP pozicidja Gén funkcidja
cypC 229835 /Referencia zsirsav-peroxigenaz
Pozici6=229964 Hidrogén-peroxidaz jelenlétében
Aminosavcsere=Cys147Tyr katalizalja a mirisztinsav alfa- és béta-
hiroxilaciojat.
phoD 284058 /Referencia alkalikus foszfataz D
Pozici6=284187
Aminosavcsere=Asn59Lys
ycgA 325419 /Referencia integralt bels6 membranprotein
Pozici6=325548
Aminosavcsere=Arg70Ser
ycIM 431730 /Referencia aszpartokinaz 3
Pozici6=431866
Aminosavcsere=His41Arg
yCsA 453244 /Referencia tartarat
Pozici0=453384 dehidrogenaz/dekarboxigenaz
Aminosavcsere=Ser185Arg
yesS 746223 /Referencia AraC csalad transzkripcios regulator
Pozici0=766594 Val6sziniileg a ramnogalakturon
Aminosavcsere=Lys253Glu depolimerizaciojat regulald
transzkripcios faktor.
yfhP 914199 /Referencia YthP nem jellemzett protein
Pozici6=934570 Valoszintileg a yfhQ, fabL, sspE és a
Aminosavcsere=Pro291Thr yfhP transzkripciojart felels negativ
regulator.
oppC 1202445 /Referencia oligopeptid transzportrendszer permeaz
Pozici6=1222831 protein OppC
Aminosavcsere=Trpl00
yjcM 1243898 /Referencia YjcM nem jellemzett protein

Pozicio=1264284




Mellékletek

158

trmD

yorO

YyOpA

gudB

radC

amyD

cydD

Aminosavcsere=Lys216Asn
1655463 /Referencia
Pozici6=1675849

Aminosavcsere=His227Tyr

2154053 /Referencia
Pozici6=2174438
Aminosavcsere=Arg38Gly
2195691 /Referencia
Pozici6=2216076
Aminosav csere=Trp234
2382673 /Referencia
Pozici6=2403064
Aminosavcsere=Ala96Glu
2841739 /Referencia
Pozici6=2862132
Aminosavcsere=Leul35Ser
3078981 /Referencia
Pozici6=3099373
Aminosavcsere=His84Leu
3953514
Pozici6=3973920
Aminosavcsere=Ser391Phe

/Referencia

tRNS (guanin-N(1)-)-metiltranszferaz
Specifikusan metilalja a guanozin-37-et
kiilonboz6 tRNS-eken

SPBc2 profag szarmazék

YorO nem jellemzett protein

SPBc2 profag szarmazék
YOopA nem jellemzett protein

katabolikus NADP-specifikus glutamat-
dehidrogenaz GudB

hipotetikus DNS-javité protein

hipotetikus ABC-transzporter-permeaz
protein

ATP-koté/permedz protein
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6. melléklet. Delécids/inszercios polimorfizmusok a Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs

genomjaban.

Gén Pozicio és valtozas Funkcio

sIfAC 3990637399064 /Referencia Pozicid=399196, szurfaktin-szintaz alegység
Aminosavcsere=GIn222_Lys223del ins GIn 3

Valo6szintileg a leucint
aktivalja.

Sfp 4075327407533 /Referencia Pozici6o=407668 sfp 4'-foszfopantetein-
transzferaz
Aktivélja a szurfaktin-
szintaz (SRF1/2/3) hét
peptidvivo fehérje doménjét
(PCP)
a koenzim A 4’-
foszfopantetein részének
szallitasa altal a szerin
részhez. Sziikséges a Bac.
subtilis lipopeptid
antibiotikumainak

(szurfaktin és fengicin)

termeléséhez.
yhgB 1062764 /Referencia Pozicio=1083152 YhgB nem jellemzett
Aminosavcsere=Aspl12fs protein
appA 1193611 /Referencia Pozicio=1213998 oligopeptid k&to protein
Oligopeptid permeaz
komponens.
ymfK  1740904..1740905 /Referencia Pozicio=1761291 YmfK nem jellemzett
protein
gudB 2382674 /Referencia Pozicio=2403059 GudBNAD-specifikus
Aminosavcsere=Lys95 Lys98 del ins Lys glutamat dehidrogenaz
yrkH 2691802 /Referencia Pozici6=2712197, YrkH nem jellemzett

Aminosavcsere=Lys16fs protein
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sSWrAA 360153873601539 /Referencia Pozici6=3621943

ywbD

391541873915419 /Referencia Pozici6=3935824

Aminosavcsere=397fs

swarming motility protein
SwrAA

Sziikséges a rajzo sejtek
Fontos szerepet jatszik a
sejtek flagellaltsagi
feltételezett riboszomalis
RNS nagy alegység

metiltranszferaz
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7. melléklet. Az SZMC 6179] torzs genomjaban talalhaté antimikrobialis génklaszterek.

Klaszter Tipus Mettdl Meddig A leginkabb hasonlé ismert
klaszter

Klaszter 1 Mikrocin 430 20578 Lac. casei (a gének 12%-a mutat
hasonlosagot)

Klaszter 2 Mikrocin 20898 41046 Lac. sp. (a gének 13%-a mutat
hasonlosagot)

Klaszter 3 Mikrocin 81155 107159 Pae. polymyxa (a gének 27%-a
mutat hasonldsagot)

Klaszter 4 Mikrocin 151511 182147 Bac. licheniformis (a gének 30%-
a mutat hasonlésagot)

Klaszter 5 Szubtilozin- 205275 226765 Sporulacio killing faktor kfA
szerli bioszintézis génklaszter (a gének
klaszter 100%-a mutat hasonlosagot)

Klaszter 6 NRPS 356836 422224 Szurfaktin bioszintézis
geénklaszter (a gének 82%-a mutat
hasonlésagot)

Klaszter 7 Mikrocin 605689 625837 Bac. pumilus (a gének 15%-a
mutat hasonl6sagot)

Klaszter 8 Mikrocin 916937 937085 Bac. sp. (a gének 16%-a mutat
hasonlésagot)

Klaszter 9 Terpének 1129535 1150359 Bac. subtilis QB928 (a gének
58%-a mutat hasonl6sagot)

Klaszter 10 egy¢eb ks- 1748310 1858136 Bacillaene bioszintézis
NRPS- génklaszter (a gének 92%-a mutat
Transat pks hasonl6sagot)

Klaszter 11 NRPS 1914140 1997593 Fengicin bioszintézis génklaszter
(a gének 100%-a mutat
hasonlosagot)

Klaszter 12 Terpének 2071759 2093681 Bac. subtilis QB928 (a gének
47%-a mutat hasonlosagot)

Klaszter 13 Glikocin 2239136 2259333 Sublancin 168 bioszintézis
geénklaszter (a gének 100%-a
mutat hasonlosagot)

Klaszter 14 1. tipusu 2276571 2317719 9 Bacillus genom (a gének 100%-

poliketid a mutat hasonlosagot)
szintaz

Klaszter 15 Mikrocin 3147475 3167623 Bac. lehensis (a gének 6%-a
mutat hasonlosagot)

Klaszter 16 NRPS 3240114 3290023 Bacillibactin bioszintézis
geénklaszter (a gének 92%-a mutat
hasonlosagot)

Klaszter 17 egyéb 3563417 3604172 Pulcherriminic sav szintézis (a

gének 100%-a mutat
hasonlosagot)
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Klaszter 18 Sactipeptid 3805918 3827264 Subtilosin A bioszintézis
génklaszter (a gének 87%-a mutat
hasonlosagot)
Klaszter 19 egyeb 3830263 3871681 Bacilizin bioszintézis génklaszter

(a gének 100%-a mutat
hasonlosagot)
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8. melléklet. Aminosavcserék a YqcG toxin szekvencidjdban a kodold génszekvencia

variabilitasa miatt.

SNP scanning érzékenység 5% 20% 35%
Aminosavcserék az YQqcG Lys15Asn GIn18Lys Val28Ala
toxinfehérje szekvenciajaban GIn18Lys Val28Ala Phe84lle
Val28Ala Phe84lle Asn89Ser
Phe84lle Asn89Ser Thro8Ser
Asn89Ser Thro8Ser Ala260Val
Thro8Ser Ser257Thr
Alal01Glu Ala260Val
Leul04Phe Ala316Gly
Met122lle Gly319Val
Aspl128Glu Lys343GlIn
Gly173Ala
Arg240Lys
Ser257Thr
Ala260Val
Ala316Gly
Gly319Vval

Lys343GIn




