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1. BEVEZETES

Napjainkban a gombatermesztésnek hazdnkban és vildgszerte egyarant
egyre nagyobb a jelent6sége. Szamos gombafaj konnyen termeszthetd, taplalo,
éppen ezért egyre keresettebb élelmiszer. Szdrazanyag-tartalmuk koriilbeliil
10%, tapértékiik oOsszevethetd a tojdséval, tejével vagy akdr a hiséval.
Mindezen feliil vitaminokat és esszencidlis aminosavakat is tartalmaznak, és
foéként a Tavol-Keleten részét képezik a tradiciondlis népi gydgydszatnak is.

A laskagomba (Pleurotus ostreatus) egyike a vildgon legintenzivebben
termesztett ehetd kalapos gombaknak, a piacon mara mar csak a csiperkegomba
(Agaricus bisporus) eldzi meg. Kordbban nagy mennyiségben csak Azsidban
termelték, mara azonban mar Eurépdban és az amerikai kontinensen is elterjedt,
termesztett gombafajta. Koszonhetéen j6 terméskihozataldnak és annak, hogy
sziikségletei nem dragitjdk jelentds mértékben az eld4llitdsat, egyre nagyobb
népszerliségnek orvend. Termesztésében azonban vildgszerte problémat
okoznak kiilonboz6 mikroszkopikus szervezetek, melyek kdarosithatnak a
termOtestképzés sordn, illetve a raktdrozasi id6 alatt a felhasznalasig terjedd
idészakban. A magyarorszagi laskagomba-termesztoknél ezen
mikroorganizmusok koziil kiemelkednek a ,,zoldpenészek” és a termdtestek
barnuldsat, sarguldsat kivalté baktériumos fertézések. A fert6zé baktériumok
koziil kiemelhetéek a Pseudomonas nemzetség tagjai, melyek kivéalthatnak
abnormalis novekedést is, de foként a mar kialakult termoétesteken okoznak
problémdkat. Az altaluk megfertézott anyag mdr nem eladhaté a termdtestek
leromlott mindsége miatt.

Jelen dolgozat a Pseudomonas-ok Kkartételével és az ellenik vald
védekezési lehetdségek kidolgozasdval foglalkozik, kozilik foként a
bakteridlis foltosoddst kivaltd Pseudomonas tolaasii baktériummal, mely jo6l

ismert gombapatogén.



2. CELKITUZESEK

- egy magyarorszagi laskagomba-termeszt helyen a Pseudomonas nemzetség
sokféleségének felmérése, a Pseudomonas tolaasii jelenlétének, jelentdségének
vizsgélata,

- az izolalt fajok laskagombadt gatld és nekrézist kivaltd tulajdonsdgainak
meghatdrozdsa, a nekrotikus képesség mérésére alkalmas, megbizhaté médszer
kidolgozésa, a torzsek enzimtermelési képessége és a kivaltott karositd hatds
kozotti osszefliggés vizsgdlata,

- biolégiai védekezés céljaira alkalmazhaté mikroorganizmus-csoportok
kivalasztasa,

- a kordbbiakban izolalt, drtalmatlannak bizonyult, fluoreszkdlé Pseudomonas
torzsek kompeticiés képességeinek vizsgilata a laskagomba-kértevd torzsek
ellen, mesterségesen kevert kultdrdkban, valamint a jelenség molekuldris
moddszeren alapul6 kovetése,

- apatogén Bacillus-ok izoldldsa, jellemzése és korfolyamatot kivaltd
Pseudomonas-ok elleni tesztelése,

- bakteriofagok alkalmazasi lehetdségeinek vizsgdlata, a fagizolatumok
hatdsspektrumdnak felmérése,

- integrélt védekezés kialakitdsa és termesztési koriilmények kozotti tesztelése.

3. ALKALMAZOTT MODSZEREK
¢*Pseudomonas nemzetség szelektiv izoldldsa
#Az izoldtumok jellemzése klasszikus biokémiai médszerekkel
oGram-festés
eFluoreszcencia-vizsgalat King’s B tdplemezen
eNovekedés alacsony és magas hdmérsékleten

oRézérzékenység vizsgilata



oCukorasszimilacios teszt
eNitrat-redukci6
oOxidaz reakcid
#Izolatumok enzimtermelésének vizsgalata
eLipidz, kazeindz, zselatindz, tdplemezeken
ePalmitoil-észteraz,  B-glilkoziddz,  N-acetil-glikézaminiddz
(NAG-4z), tripszin-tipusu protedz, cellobiohidroldz, kimotripszin-
tipust protedz, kitobioziddz, kromogén szubsztratokkal
#Lipofil sajatsagu anyagok termelddésének vizsgalata
oWLA-teszt, reverz WLA-teszt, vékonyréteg-kromatografia
(VRK)
#Molekuldris jellemzésiik
o Ps. tolaasii kimutatasa specifikus PCR-technikdval
eBOX, ERIC és REP PCR
o ARDRA és rpoB gén restrikcids emésztése
erpoB gén hipervaridbilis szakaszdnak vizsgdlata
#Hatékony biokontroll torzsek izoldldsa
® Pseudomonas nemzetség fluoreszkalé tagjai
e Bacillus nemzetség
eBakteriofagok
elntegralt védekezés
#Bakteriofdgok, és Bf7 részletesebb vizsgdlata
eGazdaspektrum meghatarozdsa csepp-lizis modszerrel
oRAPD analizis és restrikcids enzimes emésztés
oBf7 egylépéses novekedés-vizsgalat

oBf7 teljes genomszekvencia meghatdrozasa



4. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az ehetd gombdk irdnti kereslet egyre inkdbb novekszik hazankban és a
vildgon egyarant, mivel igen tdpldloak, izletesek és szamos képviseldjitk
konnyen termeszthetd. A laskagomba (Pleurotus ostreatus) egyike a vildgon
legintenzivebben termesztett, ehetd kalapos gombdknak, a piacon mdra mér
csak a csiperkegomba (Agaricus bisporus) el6zi meg.

Munkdnk sordn egy magyarorszigi laskagomba-termesztd helyen
felmértiikk a Pseudomonas nemzetség sokféleségét, vizsgaltuk a Pseudomonas
tolaasii jelenlétét, valamint annak jelent6ségét. Elemeztik az izolalt
baktériumtorzsek laskagombagatlé- és nekrézist kivalté tulajdonsigait,
biokontroll torzseket kerestiink a Pseudomonas és Bacillus nemzetségekbdl,
valamint a bakteriofadgok korébdl. Az elért eredményeink pontokba szedve:

1. A Gould és mtsai (1985) altal kidolgozott Pseudomonas-szelektiv
taptalaj (T-2) segitségével a kapott, bakteridlis fertdzés tiineteit mutatd
laskagomba-termdtestekrdl, beoltdsra varé szalmakomposztbol és a zsdkok
kozott pangé csurgalékvizbdl 60 baktérium egy-sejt tenyészetet dllitottunk eld.

2. Az izolatumok biokémiai vizsgédlatai nagyfokd valtozatossagra utaltak.
Otven izoldtum termelt fluoreszcens pigmentet, harom rendelkezett nitrat-
reduktdz aktivitdssal. A zselatint a torzsek 28%-a folyésitotta el félkémcsében
végzett kisérleteinkben, a torzsek 80%-a mutatott kazeindz és 60%-a lipaz
aktivitdst. Tizenhat torzs esetében figyelhetd meg mindhdrom enzim
termelddése, ezek nagy valészinliséggel részt vesznek a betegség
kialakitdsaban. Tizenegy izoldtum esetében nem tudtuk kimutatni ezen enzimek
aktivitasat, jelenlétilk ezért nem biztos, hogy negativan hat a laskagomba
fejlédésére. A homérséklet novekedésre gyakorolt hatdsdval kapcsolatban
megallapitottuk, hogy a torzsek nagy része jol szaporodik 4°C-on, mig 42°C-on

csupan négy torzs képes novekedni. A cukorasszimildciés tesztekbdl kideriilt,



hogy az izoldtumok igen sokféle szénforrds felhaszndldsdra képesek, a
nemzetségre jellemzd médon.

3. A WLA-teszt, a forditott WLA- teszt és a VRK alapjan megallapitottuk,
hogy 12 izoldtum képes lipopeptid-jellegli anyag termelésére. Ezek koziil 8
WLIP-jellegti, 2 tolaasin toxin-jellegli, 2 pedig egyéb természetii.

4. A BOX, ERIC és REP ismétlddd szekvencidk elemzése is igazolta a
biokémiai tesztek alapjin feltdruld valtozatossdgot. A Ps. tolaasii specifikus
kimutatdsdra alkalmazott PCR segitségével a két tolaasin toxin-jellegii anyagot
termelé izolatumrél bebizonyosodott, hogy valéban a Ps. tolaasii fajhoz
tartoznak.

5. Az rpoB gén szekvendldsdanak adatai alapjan sikeriilt nagy
mennyiségben kimutatnunk a Ps. fluorescens bv. V (37 izoldtum), valamint kis
szamban egyéb Pseudomonas-ok — Ps. putida (4) Ps. fluorescens bv. 1 (2), Ps.
brenneri (2), Ps. mucidolens (1), Ps. entomophila (1), Ps. synxantha (1), Ps.
syringae (1), Ps. mandelii (1) — jelenlétét. A kordbban lefolytatott kisérletekkel
Osszhangban a két Ps. tolaasii izoldtum (PS-44 és PS-45) fajszinti besoroldsa
ezzel a mddszerrel is bizonyitotta valt. A Ps. tolaasii izolatumok a torzsfan a
Ps. fluorescens bv. V-nek bizonyult torzsek kozé ékelddnek be, meglehetdsen
kozeli kapcsolatban vannak tovabba a WLIP-termelé fajokkal. Az rpoB
szekvencidk ismeretében kijelenthetjiik, hogy a vizsgdlt magyarorszagi
laskagomba-termesztd helyen a barna foltos és sarguldsos elvéltozdsokat nem
kizarélagosan a Ps. tolaasii okozza, hanem egyéb, a fluoreszkdlé Ps.
fluorescens bv. V-6s baktériumok. Elképzelhetd, hogy a Ps. folaasii csupén a
kérfolyamat kezdeti 1épéseinél jatszik kulcsszerepet.

6. A bioldgiai védekezés megvaldsitdsa érdekében elsdként a korabbi
vizsgalatok sordn jellemzett, laskagombdra nem veszélyes Pseudomonas-okat
teszteltiik. Tizenharom fluoreszkald, laskagombara nézve legkevésbé drtalmas

Pseudomonas izolatum tesztelését kovetoen 10-et taldltunk alkalmasnak a Ps.
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tolaasii kiszoritdsara, melyek koziil 4 (PS-2, 29, 47 és 54) kiszsdkos
termesztésben is kiprobdlasra keriilt. Leghatékonyabbnak a PS-2 és PS-54
torzsek bizonyultak. Ezek a torzsek alkalmasak lehetnek arra, hogy bakteridlis
foltossdg betegséggel szemben hatékony, antagonista hatdsu készitményekként
a laskagomba-termesztés sordn alkalmazhatéak legyenek.

7. A Bacillus nemzetség volt a masik mikrobacsoport, melyet alkalmasnak
véltiink biokontroll kialakitdsdra. Tobb mint 60 torzset izoldltunk szelektiv
mddszerrel, melyek kozill csupédn 7 izoldtum (4 B. subtilis, 2 B. pumilus és 1 B.
licheniformis) felelt meg a feltételeknek. Ezekkel termesztési kisérletek még
nem indultak.

8. Tovabbi biokontroll lehetéségként felmeriilt a nagyfoku
specializaltsiggal rendelkezé bakteriofdgok alkalmazdsa. Vizsgélataink
eredményeként elmondhat6, hogy 16 darab, dsDNS-genomi bakteriofdgot
izolaltunk, melyek hasitdsi mintdzatuk és genomméretiik alapjdn nagy
valdszinliséggel ugyanabba a tipusba tartoznak, kiilonbség kozottiik csak a
gazdaspektrumban volt kimutathat. Munkdnk sordn lehetdség nyilt egy
kivalasztott bakteriofag teljes genom-szekvencidjanak meghatdrozasara is. Erre
a célra az egyik legszélesebb gazdaspektrummal rendelkezé Bf7 fagot
vélasztottuk, mellyel tovabbi kisérleteket végeztiink. A 30580 bazisparnyi
dsDNS orokitéanyag, valamint a TEM-felvételek (ikozahedralis fej, kisméretd,
nem kontraktilis farok, 62-68 nm-es nagysdg) alapjdn megallapitottuk, hogy a
Bf7-es fag a Podoviridae csalddba tartozik. Az eldzetes elemzés sordn a
genomon 35 ORF-et taldltunk, melyek koziil tobb, erds hasonlésdgot mutatott a
szintén Podoviridae csaladba tartozd Caulobacter crescentus ®Cd1 faghoz. A
Bf7 bakteriofdg 1-3 mm atmérdjii, tiszta tarfoltokat képez Ps. folaasii LMG
23427 baktériumpazsiton, 20°C-os homérsékleten, 18 déra inkubaciot kdvetden.
Hasonl6 jelenség figyelhetd meg 5, 10 és 25°C-on 18-48 6rat kdvetden, dm 30

és 40°C-on a plakk-képzddés elmarad. A fert6zési kinetikat, a lappangési ill.
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latens periédus hosszat és a baktériumok tokéletes lizisének (,,burst size”)
bekovetkeztét az egylépéses novekedés (single-step growth) vizsgilattal
hatdroztuk meg. A szamitott ,, burst size” 237-nek bizonyult 20°C-on, 0,06-0s
MOI értéknél, 140 perces lappangdsi id6vel, azaz ilyen koriilmények kozott
megkozelitdleg ennyi bakteriofdg szabadul ki egyetlen baktériumse;jtbdl a lizist
kovetden. A viszonylag hosszd lappangdsi id6, 4m magas , burst” érték
mindenesetre j6 eldjele egy hatékony biokontroll dgensnek, mivel lassabban
alakul ki vele szemben az esetleges rezisztencia. Mindemellett a fAgprepardtum
hosszabb tavu tdroldsra is alkalmas, kloroform hozzdaddsa utdn legaldbb egy
hénapig megdrzi fertdzoképességét.

9. Az integralt védekezési lehetdség kidolgozdsa folyamatban van. Elsé
Iépésként fontos volt, hogy az izolalt bakteriofdgok ne gitoljak a termesztést
pozitivan befolydsolé torzsek fejlédését. A PS-2 és 54 baktériumtorzs
barmelyik faggal egyiitt alkalmazhat6 lehet. A tovdbbi kovetkeztetések
levondsdhoz kiszsdkos kisérletek megvaldsitdsa sziikséges. Az integralt
védekezés megvaldsitdsa egyelére még varat magdra, de a termeldi igény egyre
nagyobb az ilyen formdban torténd védekezés irdnt, ami a késdbbiekben

valdsziniileg meg fogja gyorsitani egy alkalmazhaté termék kidolgozasat.
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