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Bevezetés

A mikroorganizmusok a bioszféra alapvetd részei, melyek a talajban, vizben, levegdben,
valamint az ecukariotdk szervezetében egyarant megtalalhatok. A természetben a
mikroorganizmusok  egymadssal, illetve magasabbrendii eukaridtdkkal  Osszetett
kozosségeket alkotnak, és egymassal kdlcsonhatva komplex 0koszisztémat alakitanak ki. A
kolcsonhatod organizmusok kiilonbozé mértékben befolyasoljak a kornyezetiikben €16 mas
organizmusok ndvekedését, szaporodasat, taplalkozasat, mozgasat, stresszel szembeni
ellendllo képességét, patogenitasat. A parazita mikrobdk koziil a fitopatogén gombak nem
csak terméskieséshez vezetd korfolyamatot valtanak ki a nodvényekben, hanem
mikotoxinokkal (pl. Aspergillus flavus éltal termelt aflatoxin B1 — AFBI1) szennyezik a
termést a szant6foldon, illetve a termény raktdrozasa soran. Mivel a gombakartevok ellen
alkalmazott ndvényvéddszer hatdbanyagok az emberi gydgyaszatban is hasznalatosak, ezért
herbicidként vald hasznalatuk sordn a kornyezetbe kijutva a humanpatogén fajok korében
is rezisztens torzsek kialakulasat generdlja. Fontos ezért, hogy a fungicid hatéanyag
felhasznalast mas megkozelitési modszerekkel kivaltsuk, pl. vetésforgd, rezisztens fajok
nemesitése és termesztése, €s biokontroll baktérium, illetve gomba torzsek haszndlata.
Jelenleg kiterjedten kutatott teriilet a gomba-baktérium kolcsonhatasok vizsgalata, ideélis
biokontroll torzsek azonositdsa, a kolcsonhatdsok mechanizmusainak vizsgéalata és 1j
bioaktiv hatdanyagok keresése. Mivel a rizoszféra-talajban intenziv mikrobialis interakciok
zajlanak, ezért a rizoszférakbol izolalt mikrobdk tanulmanyozasaval nyilik a legjobb
lehetdségiink kiemelkedd biokontroll potencidllal rendelkezé mikrobak izolalasara. Az
értekezésben bemutatott PhD kutatds a fitopatogén és raktari kartevd Aspergillus flavus
gomba elleni hatékony biologiai védekezés lehetdségét keresve a metabolikusan sokoldalu
Pseudomonas nemzetségbe tartoz6 fajok izolalasat, és a gomba-baktérium kolesonhatasok

vizsgalatat célozza.



Célkituzések

Munkénk soran célul tiztik ki, hogy 0j Pseudomonas torzseket izoldljunk és
fajszinten azonositsunk kukorica rizoszférabol, majd konfrontacios kisérleteket kovetd
metabolomikai elemzéssel feltarjuk az izolalt Pseudomonas torzsek és az A. flavus kozotti
kolcsonhatasok jellegét, és a konfrontalodd partnerekben keletkezett valaszreakcidkat,
kiilonods tekintettel az AFB1 toxin termelésének modulalasara. A konfrontacios kisérleteket
mind szilard- (kiilon volatilis vegyiiletekre és kiilon oldhato vegytiletekre fokuszalo), mind
pedig folyadékfazisi konfrontaciés kisérletekben is meg kivantuk vizsgalni. A
metabolomikai vizsgalatokhoz HPLC-HRMS mérésekkel terveztiik a metabolitok
detektalasat, majd Osszehasonlitdé elemzésekkel kivantuk azonositani a konfrontacidban
keletkezé metabolitokat. Ugy gondoltuk, hogy a konfrontaciokban megjelend metabolitok
kozott taldlhatunk értékes, akar eddig még nem azonositott bioaktiv vegyiileteket is,
melyek az 4. flavus elleni biologiai védekezésben hasznosithatdak lehetnek a szant6foldon,
vagy a termények raktarozéasakor. Célkitiizésiinkkor reméltiik, hogy a konfrontacidkor
fellépd metabolikus valaszreakcidok majd megvilagithatjdk a konfrontacié kimenetelét
meghataroz6 molekuldris mechanizmust is, melyek alapkutatds szinten bdvithetik

ismereteinket a mikrobialis interakciok teriiletén.



Alkalmazott modszerek

Mikrobiologiai modszerek

Baktériumtorzsek izoldlasa szelektiv téptalajon. Gomba ¢és baktérium izolatumok
tenyésztése ¢és hosszu tavu fenntartdsa.

Baktérium torzsek jellemzése: masodlagos metabolittermelés vizsgalata kiilonb6zd
tapoldatokban, hidrogén-cianid termeld képesség vizsgalata, aflatoxin B1-bonto képesség
tesztelése, novekedési és biokémiai tesztek.

Szilard- és folyadékfazist konfrontacios tesztek végrehajtasa 4. flavus gombaval szemben.

Illékony komponensek vizsgélata szilard fazist konfrontacios tesztek soran.

Mikroszkopia (fénymikroszképia, pasztazd elektronmikroszkopa)

crer

Molekularis modszerek

DNS izolalas baktérium sejtekbol, PCR, gélelektroforézis.

Méréstechnikai modszerek

Gézkromatografia, folyadékkromatografia-nagyfelbontdsi tomegspektrometria (HPLC-
HRMS).



Elért eredmények

1. Kukorica rizoszférab6l 51 Pseudomonas baktériumot izolaltunk és rpoD
génszekvencidjuk alapjan végzett osszehasonlité filogenetikai vizsgalattal faj szinten
azonositottuk oket. Az izoldtumokat hat Kivételével a P fluorescens, P. putida, P
koreensis, P. jessenii és P. pohangensis csoportokba tartozd fajokként hataroztuk meg. A
hat izoldtum izogenikus volt az rpoD génre nézve, és egyetlen ismert Pseudomonas
csoportba sem lehetett besorolni. Hogy megerdsitsiik taxonomiai elkiilontilésiiket,
kiegészitettiik az rpoD génre végzett filogenetikai analizist az rpoB gén és a 16S rRNS gén
vizsgalat is ugyanazt eredményezte, a hat izolatum a Mandelii kladhoz kozel
rokonsagban allg, de elkiiloniilé fajnak tiino csoportot alkotott. Ezért random modon
kivalasztottuk az egyik izolatumot (Ps_91) és megszekvenaltuk és annotaltuk annak
teljes genomjat. Ezt kovetden 1343 kiilonbozdé fehérjét kivalasztottunk és azok 85
Pseudomonas fajban elérhetd ortologjaival 0Osszehasonlitdé filogenetikai elemzést
Jessenii kladok kozott egy kiilonalld kladot képez), valamint bizonyitottuk, hogy a Ps_91
izolatum egy eddig ismeretlen ij Pseudomonas faj képviselgje.

2. Az uj Pseudomonas faj genomvizsgalata soran 4 NRPS, 3 RiPP, 1 PKS és 4
egyéb kategoriaba sorolhaté masodlagos metabolit génklasztert azonositottunk. A
masodlagos metabolitok tekintet¢ében HPLC-HRMS moddszer segitségével ektoin, N-
acetil-glutaminil-glutamin amid (NAGGN), aril-polién, valamint biokémiai teszt
segitségével HCN termelését igazoltunk az izoldtumban, ami alapjan az izolatum
vélhetden jo ozmotikus-, és oxidativ stressztiird képességgel rendelkezik, valamint (a HCN
termelés okan) igéretes alany a mezOgazdasagi felhasznalhatosag terén. Az aj fajt
fenotipizaltuk, és megallapitottuk optimalis novekedési paramétereit (28 °C; 3-4% NaCl
(w/v), pH= 6,0), pasztazo elektronmikroszkopos képe alapjan a méretét (1,1-1,9 um
hosszti, 0,2-0,5 pm széles), valamint szamos biokémiai jellemzdjét (pozitiv eszkulin
hidrolizis, N-acetil-gliikdozamin-, kalium-gliikkonat-, kaprinsav-, trinatrium-citrat &s
adipinsav asszimilacid, levantermelés, B-hemolizis és kataldz aktivitas). A Pseudomonas-
ok fajazonositasara is felhasznalhat6 zsirsavprofilt is meghataroztuk, melyben legnagyobb
mennyiségben C16:0-t detektaltunk, és emelett C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C10:0 3-OH,
C12:0 2-OH, C12:0 3-OH ¢s C17:0 ciklo zsirsavakat. A detektalt f6 polaris lipidek a



foszfatidil-kolin, a foszfatidil-etanolamin, a foszfatidil-glicerol, a lizofoszfatidil-
etanolamin ¢és a lizofoszfatidil-glicerol és izoprenoid kinonok (ubikinon 9, 8, 4 és 2) voltak.
Mind a biokémiai jellegek, mind a zsirsavmetabolit-profil megerdsitette a Ps 91 izolatum
az eddig megismert fajoktol torténd elkiiloniilését.

3. Az 51 Pseudomonas izolatum bioaktiv metabolittermelését LB, King és PDB
tapoldatokban torténé tenyésztés utan vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a PDB
tapoldatban tobb olyan bioaktiv metabolit is képzddik, ami alkalmassa teheti az adott
izolatumot biokontroll célu felhasznélasra. Szamos antibiotikumot (fenazin-1-karbonsav,
2-hidroxi-fenazin), CLP-vegyiiletet (massetolid E, H), homoszerin-laktont (etil-
homoszerin lakton, N-oktanoil homoszerin lakton, N-hexanoil homoszerin lakton, N-
dekanoil homoszerin lakton) és ciklodipeptidet (ciklo-Pro-Met, ciklo-Tyr-Pro, ciklo-Pro-
Val, ciklo-Tyr-Pro) azonositottunk, melyek mindegyike kiilonb6z6
hatasmechanizmusokon keresztiil befolyasolni tudja a gombapatogének ndvekedését.

4. Szilard és folyadékfazisban torténé konfrontacidés Kkisérletek soran
vizsgaltuk a Pseudomonas izolatumok és az A. flavus kozotti kolesonhatast. AFB1
adagolasaval kimutattuk, hogy a Pseudomonas izolatumaink PDB —ben nevelt 6nall6
tenyészete nem képes az AFB1 bontasara. Tehat ha konfronticios kisérletekben
tapasztalunk AFB1-szint csokkenést, az nem a baktérium AFB1 jelenlétére adott valasznak
koszonhetd, hanem a baktérium és gomba kozotti mas interakcid eredménye.

4.1. A szilard fazisu konfrontacioban elsoként az illékony vegyiileteken
keresztiil torténé kolesonhatast vizsgaltuk. Ot esetben szignifikidnsan megnétt, 5 esetben
pedig szinte teljesen megsziint a gomba toxintermelése. Megvizsgaltuk a baktérium HCN
volatilis metabolit termeld képessége és az interakcios partnergomba AFB1 termelésének
megemelkedése, illetve visszaszoritdsa kozotti Osszefiiggés lehetdségét. Nem talaltunk
korrelaciot a HCN termelSképesség és a gombapartner AFB1 termelése kozott. Az a tény,
hogy a Ps_70, 29, 39, 60 és 38 izolatumok volatilis metabolitja képes az A. flavus
toxintermelését visszaszoritani, a jovOben arra 6sztondz minket, hogy azonositsuk ezen
Pseudomonas izolatumok interakcid soran termelt volatilis metabolitjait.

4.2. A szilard fazisu agardiffuzios konfrontacios tesztek soran a Pseudomonas
izolatumok 78%-a képes volt befolyasolni a gomba AFB1 termelését, de csak 3
izolatum tudta szinte teljesen gatolni azt.

4.3. A folyadékfazisu konfrontaciOkban az izolatumok 72%-a tudta szinte
teljesen gatolni a toxin képzodését és emellett legalabb 39,3%-0s micéliumtomeg

csokkenést is eloidéztek.



A szilard- és folyadékfazisti konfrontacids tesztek eredményei kozott mutatkozo

eltérések magyardzata a bioaktiv hatéanyag oldatban torténd hatékony difftizidja lehet. Az

AFB1 ¢és az AFBIl-hez kapcsolhatdé prekurzor vagy downstream transzformacids

szarmazékok HPLC-HRMS mérésekkel torténd azonositasa alapjan feltételeztiik, hogy a

kiilonb6z6 Pseudomonas izolatumok tobb mechanizmussal is tudjdk modulalni az 4. flavus

toxintermelését.

4.4. A kiilonb6z6 Pseudomonas izolatumokkal végzett A. flavus konfrontaciok

soran bekovetkezéo AFB1 szint valtozasbdl, illetve AFB1 prekurzor vagy downstream

szarmazékok megjelenésébol az alabbi harom f6 mechanizmust azonositottuk az

AFBI1 szint modulalasanak hatterében.

Azokban a konfrontacidokban, ahol sem az AFBl-et, sem az AFBI valamilyen
prekurzorat, vagy downstream szarmazékat nem mutattuk ki, feltételezziik, hogy az
AFBI1 bioszintézisének gatldsa tortént, feltehetden a gombatoxin bioszintetikus
utvonalanak regulatorain keresztiil. Csak harom izolatum (P. paracarnis és két P
chlororaphis torzs) volt képes teljes mértékben megsziintetni a gomba AFBI1
termelését mind szilard-, mind folyadékfazisu konfrontaciés kisérletekben anélkiil,
hogy bioszintetikus prekurzor molekuldk vagy downstream transzformacios
termékek keletkeztek volna. A P. paracarnis izolatum dipeptideket (ciklo-Pro-Val,
ciklo-Tyr-Pro) ¢és két QS molekulat (2-amino-acetofenon €s az etil-homoszerin-
lakton) termelt, mig a P. chlororaphis izolatumok N-hexanoil-HSL-t allitottak eld,
melyek hozzdjarulhatnak a baktériumok biokontroll képességéhez. Az AFBI1
bioszintézis gatlast kivaltd hatdanyag azonositdsdra csak az ezt kovetd
vizsgalataink sordn fogunk fényt deriteni.

Azokban a konfrontaciokban, ahol bioszintetikus prekurzor molekuldk
felhalmozodasat talaltuk, feltehetéen az AFB1 bioszintézisében kulcsszerepet jatszo
OrdA oxidoreduktaz enzim aktivitasanak tulzott megnovekedése tortént. Az, hogy
milyen Pseudomonas metabolit megjelenése valtja ki ezt a valaszt a gombaban, a
jovoben kertil tisztazasra.

Azokban a konfrontdciokban, ahol downstream AFB1 szarmazékokat (degradacids
vagy transzformalt szarmazékokat) mutattunk ki, valdsziniileg citokrém P-450
oxidoreduktazok vagy lakkazok jatszhattak szerepet az AFB1 szint modulalasaban,
valamint nem enzimatikus modon is atalakulhatott az AFB1 (pl. nitrogénéhezésre
bekovetkezd tapkozeg savanyoddsa hatdsara az AFBI1 furofurdan gylirli kettds

kotésének hidratacioja).



4.5. A P. paracarnis-ként azonositott Ps_4 izolatummal olyan folyadékfazisu A.
flavus konfrontacios Kkisérletet hajtottunk végre, amely lehetové tette szamunkra a
metabolitok eredetének (bakterialis vs. fungalis) nyomon Kkovetését, valamint a
konfrontacioval Kkivaltott metabolikus valaszok vizsgalatat. 492 szignifikéns
metabolitot detektaltunk, melybdl az A. flavus esetén 12, a P. paracarnis esetén 4, a
szakirodalomban fellelhetd bioaktiv metabolitot azonositottunk. A konfrontacios
kolcsonhatas soran a baktérium szinte teljes metabolitkészlete, a gombametabolitoknak
pedig alig 7%-a jelent meg. A kolesonhatas soran nyolc olyan metabolitot detektaltunk,
amelyeket sem a gomba, sem a baktérium sem onmagaban, sem a partner
organizmus sejtmentes feliilliszojaban, sem az inaktivalt partner micélium/sejt
jelenlétében nem termelt. A nyolc metabolitbol négy metabolit foszfatidil-etanolamin
volt, mely bakterialis vezikulumok Kkibocsajtasaval, illetve gombasejt pusztulast
kiséré6 membran tormelék Kkiszabadulasiaval magyarazhaté. A masik négy metabolit
koziil az egyik egy egyértelmiien beazonosithaté gomba sziderofér, az N,N’,N”-
triacetil-fuzarinin, ezért valészinii, hogy a konfrontiacioban az A. flavus termeli. A
maradék harom N-acetil-fuzarinin tartalmi metabolit, melynek eredete nem ismert,
de szerepe feltételezhetéen sziderofor. Jelentdsége a tapanyagokért, pontosabban a vasért

folytatott versengésben van.

Kisérleteink egy nagyivii projekt kezdetét jelentik, mely sordn a jovében mélyebben
megérthetjik a Pseudomonas vs. A. flavus interakciok kimenetelét meghatarozo

metabolikus mozgatorugokat és metabolikus valaszokat.

Summary
1. Isolation and identification of Pseudomonas strains.

We isolated 51 Pseudomonas bacteria from the maize rhizosphere and identified them at
the species level using comparative phylogenetic analysis based on rpoD gene sequences.
Except for six isolates, they were classified into the P. fluorescens, P. putida, P. koreensis,
P. jessenii, and P. pohangensis groups. The six remaining isolates were isogenic for the
rpoD gene and could not be assigned to any known Pseudomonas group. To confirm their
taxonomic distinction, we expanded the phylogenetic analysis to include the rpoB and 16S
rRNA gene sequences and re-evaluated their taxonomic position. This three-gene analysis

confirmed that these six isolates formed a distinct group closely related to the Mandelii



clade but separate from previously described species. We randomly selected one isolate
(Ps_91), sequenced its whole genome, and annotated it. Subsequently, we performed a
comparative phylogenetic analysis using 1,343 proteins and their orthologs from 85
Pseudomonas species. This analysis refined the phylogenetic placement of Ps 91,
revealing that it forms a distinct clade between the Corrugata and Jessenii clades. These
findings confirmed that Ps_91 represents a novel Pseudomonas species.

2. Genomic and phenotypic characterization of the new Pseudomonas species.
Genome analysis of the new Pseudomonas species identified four NRPS, three RiPP, one
PKS, and four other secondary metabolite gene clusters. Using HPLC-HRMS, we
confirmed the production of ectoine, N-acetylglutaminyl glutamine amid (NAAGN), aryl-
polyene, and HCN, suggesting that the isolate has strong osmotic and oxidative stress
tolerance and potential agricultural applications due to its HCN production.

Phenotypic characterization revealed its optimal growth conditions (28 °C, 3-4% NaCl
(w/v), pH 6.0) and morphology (1.1-1.9 um in length, 0.2-0.5 pm in width) based on
scanning electron microscopy. The strain exhibited various biochemical properties,
including positive esculin hydrolysis, N-acetylglucosamine, potassium gluconate, capric
acid, trisodium citrate, and adipic acid assimilation, levan production, B-hemolysis, and
catalase activity.

We also determined its fatty acid profile, useful for Pseudomonas species identification.
The most abundant fatty acid detected was C16:0, along with C12:0, C14:0, C16:0, C18:0,
C10:0 3-OH, C12:0 2-OH, C12:0 3-OH, and C17:0 cyclo-fatty acids. The major detected
polar lipids included phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine,
phosphatidylglycerol, lysophosphatidylethanolamine, lysophosphatidylglycerol, and
isoprenoid quinones (ubiquinone-9, 8, 4, and 2). Both its biochemical characteristics and
fatty acid metabolite profile confirmed that Ps 91 is distinct from previously identified
Pseudomonas species.

3. Bioactive metabolite production of Pseudomonas isolates.

We examined the bioactive metabolite production of the 51 Pseudomonas isolates after
cultivation in LB, King, and PDB media. We found that PDB medium induced the
production of bioactive metabolites that could enhance the biocontrol potential of certain
isolates. Identified compounds included antibiotics (phenazine-1-carboxylic acid, 2-
hydroxy-phenazine), CLP compounds (massetolid E, H), homoserine lactones (ethyl-
homoserine lactone, N-octanoyl homoserine lactone, N-hexanoyl homoserine lactone, N-

decanoyl homoserine lactone), and cyclodipeptides (cyclo-Pro-Met, cyclo-Tyr-Pro, cyclo-
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Pro-Val, cyclo-Tyr-Pro), all of which influence fungal pathogen growth through different
mechanisms.

4. Interaction between Pseudomonas isolates and Aspergillus flavus.
We investigated the Pseudomonas—A. flavus interactions using solid- and liquid-phase
confrontation assays. Supplementing cultures with AFB1 confirmed that Pseudomonas
isolates grown in PDB medium alone could not degrade AFB1. Thus, observed reductions
in AFBL1 levels in confrontation experiments resulted from bacteria-fungus interactions
rather than direct AFB1 degradation by the bacteria.

4.1. Volatile compound-mediated interactions.
In solid-phase confrontation assays, we first examined interactions mediated by volatile
compounds. In five cases, A. flavus toxin production significantly increased, while in
another five cases, it was nearly eliminated. We investigated whether a correlation existed
between bacterial HCN production and the modulation of AFB1 production in A. flavus,
but no significant correlation was found. However, the volatile metabolites of Ps_70, 29,
39, 60, and 38 suppressed A. flavus toxin production, warranting further studies to identify
the responsible volatile metabolites.

4.2. Agar diffusion confrontation assays.
In solid-phase agar diffusion assays, 78% of the Pseudomonas isolates influenced AFB1
production, but only three isolates could completely inhibit it.

4.3. Liquid-phase confrontation assays.
In liquid-phase confrontation assays, 72% of the isolates almost completely suppressed
AFB1 production and simultaneously reduced mycelial biomass by at least 39.3%.
Differences between solid- and liquid-phase assays suggest that the effective diffusion of
bioactive compounds in liquid media enhances antifungal activity.

4.4. Mechanisms of AFB1 modulation.
Based on AFB1 precursor and downstream transformation products, we identified three
main mechanisms involved in AFB1 modulation by Pseudomonas isolates:

e Biosynthesis inhibition: In some interactions, neither AFB1 nor its precursors or
downstream derivatives were detected, suggesting that AFB1 biosynthesis was
inhibited, likely via fungal toxin biosynthesis regulators. Only three isolates (P.
paracarnis and two P. chlororaphis strains) completely suppressed AFB1
production in both solid- and liquid-phase assays without precursor accumulation.

e Precursor accumulation: Some interactions resulted in AFB1 precursor

accumulation, likely due to the overactivation of OrdA oxidoreductase, a key
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enzyme in AFB1 biosynthesis. The bacterial metabolite responsible for triggering
this response remains unknown.
o AFB1 degradation/transformation: In certain interactions, downstream AFB1
derivatives were detected, suggesting enzymatic modification via cytochrome P-
450 oxidoreductases or laccases, or non-enzymatic degradation (e.g., acidification-
induced AFB1 transformation).
4.5. Metabolic analysis of P. paracarnis—A. flavus interaction.
We performed liquid-phase confrontation assays with Ps_4 (P. paracarnis) to track the
origin of bacterial vs. fungal metabolites. Among 492 detected metabolites, 12 from A.
flavus and 4 from P. paracarnis were identified as bioactive compounds. During
interaction, almost all bacterial metabolites and only 7% of fungal metabolites were
detected. Notably, eight unique metabolites were identified, which were absent in both
individual ~ cultures and inactivated supernatants. Four of these  were
phosphatidylethanolamines, likely originating from bacterial vesicles or fungal membrane
degradation, while the remaining included an A. flavus siderophore (N,N’,N’’-triacetyl-
fusarinin) and three unknown N-acetyl-fusarinin derivatives involved in iron competition.
Our findings mark the beginning of a larger project aimed at understanding the metabolic
drivers of Pseudomonas—A. flavus interactions and their implications for biocontrol

strategies.
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