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2. Bevezetés

A mikroorganizmusok a bioszféra alapvetd részei, melyek a talajban, vizben,
levegdben, valamint az eukariotak szervezetében egyarant megtalalhatok. A természetben a
mikroorganizmusok 9sszetett kozosségeket alkotnak, és komplex haldzataik révén nem csak
az egy fajba tartozd egyedek kozott valik lehetévé a kolcsonhatasok 1étrejotte. Ezek a
kolcsonhatasok kiilonbozé mértékben befolyasoljak a résztvevd partnerek novekedését,
szaporodasat, taplalkozasat, mozgasat, stresszel szembeni ellendlldé képességét,
patogenitasat, ezért a kolcsonhatas jellege a mutualizmustdl az parazitizmusig terjedhet
(Deveau ¢és mtsai.,, 2018). A ndvények szamara a koOrnyezeti mikrobdk parazita,
kommenzalista €¢s mutualista szimbionta szerepet vehetnek fel. Mutualistanak tekinthetjiik
azokat a mikrobdkat, melyek pozitiv hatassal vannak a ndvények tapanyagellatottsagara,
asvanyi anyag- ¢s vitaminpoOtlasara, valamint védelmi mechanizmusaira, kiilondsen a
biotikus és abiotikus stressz ellen (Vandenkoornhuyse és mtsai., 2015). A parazita mikrobak
a novényekben korfolyamatot valtanak ki és terméskieséshez vezethetnek. A fitopatogén
gombdk kiilondsen sok gondot okoznak. Egyrészt az elleniik alkalmazott novényvéddszer
hatéanyagok az emberi gydgydszatban is hasznalatosak, ezért herbicidként vald hasznalatuk
soran a kornyezetbe kijutva a humanpatogén fajok korében is rezisztens torzsek
kialakulasdhoz vezet. Masrészt szdmos fitopatogén gomba nem csak a szant6foldon okoz
kartételt, hanem a termés raktdrozasakor mikotoxinokkal szennyezheti azt, komoly
egészségiigyi kockazatot jelentve emberre és allatra egyarant (Bennett és mtsai., 2003). A
fitopatogén gombak elleni védekezés soran a fungicidek hasznalatan kiviil kiilonb6zo
modszereket alkalmazhatnak, mint példaul a vetésforgo, a rezisztens fajok nemesitése és
termesztése, valamint kdrnyezetbarat megoldasként a biokontroll baktérium, illetve gomba
torzsek hasznalata. Jelenleg kiterjedten kutatott teriilet a gomba-baktérium kolcsonhatasok
vizsgalata, idedlis biokontroll torzsek azonositasa, a kdlcsonhatasok mechanizmusainak
vizsgalata és 10 bioaktiv hatoanyagok keresése. Mivel a rizoszféra-talajban intenziv
mikrobialis interakcidk zajlanak, ezért a rizoszférakbol izolalt mikrobak tanulméanyozaséaval
nyilik a legjobb lehetdségiink kiemelkedd biokontroll potencidllal rendelkezé mikrobak
izolalasara.

Az értekezésben bemutatott PhD kutatés a fitopatogén ¢€s raktari kartevé Aspergillus
flavus gomba elleni hatékony biologiai védekezés lehetdségét keresve a metabolikusan
sokoldalu Pseudomonas nemzetségbe tartozé fajok (Haas és mtsai., 2005) izoladlasat, és a

gomba-baktérium kolcsonhatasok vizsgélatat célozza.



A szakirodalombdl ismeretes, hogy a fluoreszcens Pseudomonas fajok a fitopatogén
gombékkal szemben gombaellenes hatassal birnak valtozatos szerkezetli diffuzibilis
vegylilettermelésiik révén (pl. fenazinok, floroglucinolok, pirrolnitrin, pioluteorin, ciklikus
lipopeptid €s hidrogén-cianid) (Haas és mtsai., 2005).

Az A. flavus féleg a meleg és paras éghajlath teriileteken fordul eld, leginkabb a
magas olajtartalmu magvakon- kukorica ¢és foldimogyord- okoz karokat, elsésorban azokon
a terlileteken, ahol a hdstressznek, szdrazsagnak ¢és rovarkartételnek kitett névények még
fogékonyabbak a fertdzésre. A szélsdséges kornyezeti valtozdsoknak koszonhetden a vilag
eddig érintetlen teriiletein is kimutathatdé a gomba kartétele. Az 4. flavus elleni védekezés
azért is kiemelt fontossagl, mivel az altala termelt aflatoxinokat, kiilonos tekintettel az
aflatoxin Bl-re, a Nemzetkozi Rakkutaté Ugynokség a humdn rakkelté anyagok 1.
osztalyaba sorolta (IARC, 2002) rakkeltd, mutagén és immunszupressziv hatdsuk miatt.
Mivel az AFB1 komoly egészségiigyi kockazatot jelent az emberekre és allatokra nézve
egyarant, ezért Dbioszintézis uUtvonalainak-, valamint mikrobidlis degradacios
szarmazékainak felderitésére komoly hangstlyt fektettek.

A PhD értekezés 50 Pseudomonas izolatum és az A. flavus kozotti interakciot
vizsgalja metabolom szinten mindkét konfrontalddd partner szempontjabol, azzal a céllal,
hogy kivélasztva egy antagonista kolcsonhatast, annak részletes metabolomikai

jellemzésével betekintést nyerjiink a kdlcsonhatds mechanizmusaba.



3. Irodalmi attekintés

A mikroorganizmusok a bioszféra alapveto részét képezik, és dsszetett kozosségeik
révén kolcsonhatasba 1épnek egymassal, befolydsolva ndvekedésiiket, szaporodasukat és
stressztlird  képességiiket. A novények szdmara a mikrobdk lehetnek parazitk,
kommenzalistak vagy mutualista szimbiontak, amelyek eldsegithetik a tapanyagfelvételt és
védelmet nyujthatnak kiilonb6z6 stresszhatasok ellen (Vandenkoornhuyse és mtsai., 2015).

A fitopatogén gombdk jelentds mezdgazdasagi problémat okoznak, nemcsak a
novények karositasa, hanem a betakaritott termény mikotoxin-szennyezése révén is (Bennett
¢s mtsai., 2003). A védekezésben a fungicidek mellett vetésforgd, rezisztens novényfajtak
¢s biokontroll mikroorganizmusok alkalmazasa is szerepet kap. Korunkban a kdrnyezetlink
vegyszerekkel torténd terheltsége olyan nagymértékii, mely jelentésen hozzajarul szamos
betegség kialakulasahoz és gyengiti természetes védekezOképességiinket. Ezért egyre
fontosabbak azok a kutatasok, melyek hozzasegitik a kornyezetre- és az emberi egészségre
artalmas vegyszerek felvaltasara szolgalo bioaktiv anyagok felfedezését, illetve a biokontroll
mikrobak alkalmazasat.

A rizoszféraban zajlé mikrobidlis interakciok vizsgalata kiemelten fontos a hatékony
biokontroll torzsek azonositasa szempontjabol. Mivel a disszertacio célja a Pseudomonas
fajok izolalasa és antagonista szerepiik feltarasa az A. flavus ellen, az értekezés irodalmi
attekintésében az A. flavus és a Pseudomonas fajok bemutatasara, valamint a mikrobialis

kolesonhatasok attekintésére fokuszalunk.

3.1. Az Aspergillus flavus jellemzése

Az A. flavus szaprofita fonalas gomba jelentds gazdasagi karokat okoz, mivel
nemcsak a termény mindségét rontja, hanem aflatoxinnal (AF) is elszennyezi (kiilonos
tekintettel az olajos magvakra). Az aflatoxinok koziil az aflatoxin Bl-et (AFBI) a
Nemzetkdzi Rakkutatdo Ugyndkség (IARC, 2002) az 1. osztalya humdn rakkelté anyagok
kozé sorolta rakkeltd, mutagén €s immunszupressziv hatdsa miatt. Az aflatoxinnal
szennyezett ¢élelmiszerek fogyasztasa emberben akut aflatoxikdzis kialakuldséhoz vezet. Az
AFBI1 toxinnal szennyezett takarmany negativ hatdssal van az allatallomany novekedési és
szaporodasi képességeére, karosodasokat okoz f0 szerveikben, valamint gyengiti a
betegségekkel szembeni ellenalloképességiiket (Robens és mtsai., 1992). A brit pulykavész

néven ismert 1960-as években tortént esemény vezetett a toxin felfedezéséhez, amikor



aflatoxinnal szennyezett importalt foldimogyoré takarmany nagy szamu pulyka
elpusztulasat okozta (Blount és mtsai., 1960). A toxin az emldsok izomszdvetében €s belsd
szerveiben halmozodik fel, vagy olyan szintén toxikus metabolittd alakul, amely
tejkivalasztas utjan tavozik szervezetiikbol (Zentai és mtsai., 2023). A baromfik koziil a
pulykak kiilondsen érzékenyek a toxinnal szemben, amely féleg a majfunkciok koros
elvaltozdsaiban nyilvanul meg (Rawal és mtsai., 2010; Wang és mtsai, 2023). A
kozegészségiigyi kockdzat minimalizalasa érdekében, szdmos orszag szigort
szabalyozasokat vezetett be az élelmiszerek (0-15 ppb) és takarméanyok (0,5-300 ppb)
aflatoxinnal valé szennyezettségének ellendrzésére. A fejlett orszagok a toxin rakkeltd
hatasa miatt a lehetd legkisebb megengedett aflatoxinszintet szabjak meg. Az iparosodott
allamok szigorubb szabalyozasokat alkalmaznak, és rendszeresen feliilvizsgaljak ¢€s frissitik
az aflatoxinnal kapcsolatban megengedett hatarértékeiket, kiilonos tekintettel az aflatoxinnal
esetlegesen szennyezett arucikkek importjara és exportjara, ellentétben a fejlodo €s kevésbé
fejlett orszagokkal (Yakubu és Vyas, 2020). Az A. flavus elsOsorban a kornyezeti
stresszhatdsoknak, példaul a szarazsagnak, hdstressznek és rovarkartevOknek kitett
novényeket fertézi meg, leginkdbb a meleg és nedves éghajlati régidkban, példaul
Afrikaban, Azsiaban és Dél-Amerikaban, de Eszak-Amerika és Eurdpa egyes részein is
eléfordul. Az éghajlatvaltozas hatasai (beleértve a fokozott szdrazsag okozta stresszt, a
magfenologia valtozésait és a kartevok szaporodasanak novekedését) eldsegithetik, hogy az
A. flavus mas penészgomba fajokkal egyiitt a vilag eddig A4. flavus éltal érintetlen teriiletein

is elterjedjen.
3.2. Az A. flavus elleni védekezés lehetéségei

Az A. flavus fert6zés megeldzése érdekében kiillonb6zd betakaritas eldtti stratégiakat
alkalmaznak, beleértve a megfelelé szantofoldi gazdalkodéasi gyakorlatokat, rezisztens
magfajtdk termesztését, szintetikus vegyszerek haszndlatat, valamint a kompetitiv
atoxigenikus A. flavus torzsek alkalmazasat. Az elsé kereskedelmi forgalomban kaphat6
atoxigenikus A4. flavus az afla-Guard volt, ami szakirodalmi adatok alapjan képes
csokkenteni a foldimogyord, a kukorica és a gyapot aflatoxinnal valé fert6zottségét (Dorner
¢s Lamb, 2006). Problémat jelentett azonban, hogy a biokontroll nem-Onfenntartonak
bizonyult. Az afla-Guard-dal kezelt teriileteken az atoxigenikus torzset rovid 1d6 alatt
levaltotta a vad tipusu, toxintermeld torzs. Lehetséges védekezni a betakaritas utan is. A

betakaritas utani kezelések sordn a megfeleld tarolasi koriilmények (optimalis hdmérséklet



¢s paratartalom) fenntartdsa mellett széles korben alkalmaznak kiilonb6z6 fizikai
eljarasokat, mint példaul adszorpcio, valogatas, héantolas, hdkezelés, UV- és gamma-
sugarzas. Tovabba kémiai mddszereket is alkalmaznak, amelyek a szerves és szervetlen
savak vagy gazok felhasznalasat foglaljak magukba. A fizikai eljarasok alkalmazasa szamos
elénnyel jar, példaul csokkenti a mikrobiologiai szennyezettséget, a toxintartalmat és a
vegyszerek maradvanyait, azonban az ¢élelmiszer mindekdzben jelentds tdpanyagtartalmat
veszit (Sipos és mtsai., 2021, Marshall és mtsai., 2020). Szamos kutatas az 4. flavus fert6zés
megeldzésére €s az aflatoxin termelés szabalyozasara alkalmas biokontroll torzsek (gomba,
¢lesztd és baktérium) azonositasara fekteti a hangsulyt (Ren és mtsai., 2020).

A biokontroll dgensek kiilonb6zé mechanizmusokon keresztiil akadalyozhatjak az
aflatoxintermelést, ezek kozé tartozik a tapanyagokért és helyért folytatott versengés,
valamint a bioszintetikus Gtvonalak gatldsa enzimek, diffuzibilis vagy illékony metabolitok
felszabaditasa (Hruska és mtsai., 2014; Jermnak és mtsai., 2013; Kong és mtsai., 2014;
Madbouly és mtsai., 2023). A betakaritas utani biokontroll stratégidk koz¢é tartozik a toxin
mikrobialis megkdtéssel (EI-Nezami és mtsai., 1998) vagy bioldgiai lebontassal (Verheecke
¢s mtsai., 2016) torténd eltavolitdsa. Fontos megjegyezni, hogy a kialakult mikrobidlis
kotodés reverzibilis, ami a torzst6l, a kezeléstol és a kornyezeti koriilményektdl fiigg
(Haskard és mtsai., 2001). A bioldgiai lebontas oldalarol nézve, a folyamat nem minden
esetben eredményez kevésbé toxikus vegyiileteket, ezért kulcsfontossagu a bomlési
végtermékek szerkezetének, mennyiségének és toxicitdsanak vizsgalata. A furofuran- vagy
laktongytiriik szerkezeti modositasa hozzajarulhat a mutagén aktivitas elvesztéséhez vagy a
toxicitas csokkenéséhez (Kumar és mtsai., 2022). A lebontasi folyamatban az extracellularis
enzimek koziil elsésorban a lakkazok, peroxiddzok, laktonazok és oxidoreduktazok vesznek
részt (Kumar és mtsai., 2022). A mai napig azonban csak néhany enzimet azonositottak és
jellemeztek, melyek az aflatoxin-detoxifikaz (Liu és mtsai., 2001), F420 H2-fliggd reduktaz
(Taylor és mtsai., 2010) és Mn-peroxidaz (Wang és mtsai., 2011).

A ndvényi mikrobiom egyik feltételezett szerepe a ndvénypatogén szervezetekkel
szembeni antagonizmus, amely Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy a kiilonb6zd
kornyezetbdl izolalt Pseudomonas fajokrdl (mandula termésébdl (Palumbo és mtsai., 2006),
a kukorica rizoszférabol (Palumbo és mtsai., 2007), a rizsszemekbdl (Mannaa és Kim, 2017)
¢s a buza termdfoldbdl (Yao €és mtsai., 2021)) bebizonyosodott, hogy hatékony biokontroll
agensek az A. flavus ellen, mert redukaljak a gomba ndvekedését és/vagy gatoljak a toxin
bioszintézisét. A P. fluorescens, P. putida és P. chlororaphis (Palumbo és mtsai., 2006;

Palumbo ¢és mtsai., 2007) fajok izoldtumai bizonyitottan 80-96%-kal képesek csokkenteni
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az A. flavus novekedését, mig a P. syringae (Palumbo és mtsai., 2006) és a P. protegens
(Mannaa ¢s Kim, 2017) 50-65%-kal képesek csokkenteni a micélium ndvekedését. Egyes
Pseudomonas fajok, mint példaul a P. aeruginosa (Sangare és mtsai., 2014; Xu és mtsai.,
2023), a P. anguilliseptica (Adebo és mtsai., 2016), a P. fluorescens (Adebo €s mtsai., 2016;
Yang és mtsai., 2017), a P. protegens (Mannaa és Kim, 2017) és a P. putida (Samuel és mtsai.,
2014), a szakirodalom alapjan teljesen vagy részben képesek az AFB1 lebontasara. Singh és
Mehta, 2022, kutatasai alapjan a P. putida altal termelt AFB1 lebontasaért felelés enzim
kiilonos modon egy lipaz. Yao és munkatarsai az AFB1 nem-enzimatikus, P. geniculata éltali
atalakitasardl szamoltak be, valamint, hogy a novekedés soran keletkezd bakteridlis
dimetilhidrazin képes a toxin laktongytrtijének felnyitasara (Singh és mtsai., 2022; Yao és
mtsai., 2021).
Kiterjedt erdfeszitéseket tettek a kiillonb6zd Pseudomonas fajok és az A. flavus kozotti
antagonizmus tanulméanyozasara, ami szamos potencialis biokontroll Pseudomonas torzs
azonositasat és olyan kiilonb6zé mechanizmusok felfedezését eredményezte, amelyek révén
a Pseudomonas fajok képesek a gombéak novekedését és/vagy toxintermelését szabalyozni.
Az A. flavus elleni fenntarthat6 biologiai védekezés kifejlesztése érdekében olyan
biokontroll torzs(ek) alkalmazéasara lenne sziikség, amely az éghajlati viszonyok széles
skalajat, a talaj Osszetételének nagy valtozatossagat és az alkalmazas helyén 1€vo valtozatos
mikrobialis 6koszisztémak mellett is fennmarad. Ezért jelenleg is sziikség van jabb és ujabb
potencialis biokontroll izoldtumok azonositdsa, amelyekkel Onmagukban, vagy mas
biokontroll torzsekkel egyiitt alkalmazva az Onfenntartd biologiai védekezés
megvaldsithatd. Amennyiben nem bizonyul oOnfenntartonak a kidolgozott biokontroll
megkdzelités, érdemes a biokontroll mechanizmuséanak feltarasaval a bioaktiv hatdanyag

azonositasat és megtermeltetését kdvetden a hatdanyag alkalmazéasat mérlegelni.

3.3. Biokontroll mikroorganizmusok a novényvédelemben

A novények, a talaj és a benne ¢l6 mikroorganizmusok egy egymassal kdlcsonhato
rendkiviil dsszetett rendszert alkotnak. A ndvények kapcsolatot alakitanak ki kiilonbozd,
szamukra elony0s rizoszféra-mikroorganizmusokkal (példaul baktériumokkal, gombakkal,
algakkal), amelyek hozzdjarulnak a novény kornyezeti stresszorokkal és betegségekkel
szembeni ellenalloképességéhez (Nunes ¢€s mtsai., 2001; Bonaterra és mtsai., 2022). A

rizoszféraban jelen 1év6 gombak (példaul a Trichoderma sp.) és baktériumok (Pseudomonas
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sp., Bacillus sp. és Streptomyces sp.), kulcsszerepet jatszanak a bioldgiai védekezésben
azaltal, hogy mas mikrobdk ndvekedését antagonizaljak (Calderén és mitsai.,, 2013;
Bonaterra ¢és mtsai.,, 2022). A fitopatogén organizmusokkal szemben kiilonb6z6
mechanizmusokat alkalmazhatnak a biokontroll mikroorganizmusok akar egyetlen, akar

tobb mechanizmus kombinalasaval (Rauscher és mtsai., 1997; Lahlali és mtsai., 2022).

3.4. A biokontroll mikroorganizmusok hatasmechanizmusai

A biokontroll mechanizmusokat két f6 csoportra oszthatjuk, melyek a kdzvetlen és
kozvetett kolesonhatasok. A kozvetlen kolcsonhatasok soran (1. abra) a biokontroll 4gensek
kozvetleniil gatoljak a korokozé mikroorganizmusokat antibiozis, parazitizmus, virulencia

csokkenés és versengés révén.

A

Antibidzis Illékony szerves QS molekulak Fehérje
vegyuletek kivélasztas
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1. abra A biokontroll mikroorganizmusok kodzvetlen hatasmechanizmusai. Az
antagonista kolcsonhatas (A) soran a biokontroll-agensek (BCA-K) kozvetlen
kapcsolatba 1épnek a korokozd mikroorganizmussal antibiotikumok, illékony
szerves vegytletek, quorum sensing molekulak (QS) és fehérjekivalasztas révén.
A BCA-k kompetitiv kizaras (B) révén csokkentik a patogén novekedését. A
BCA parazitaként (C) is viselkedhet a kérokozoval szemben (BioRender.com
segitségével késziilt).

Ezzel szemben a kozvetett kdlcsonhatdsok soran (2. abra) a biokontroll-agensek (BCA-k) a
novények védekezési reakcioit serkentik, példaul indukaljdk a szisztémas rezisztenciat,
valamint a novény novekedését segithetik, tovabba javithatjak a tapanyagellatottsagot.
Mindkét védekezési mod célja a korokozok elleni védelem és a ndvények egészségének

fenntartasa.
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2. abra A biokontroll mikroorganizmusok kdzvetett hatdsmechanizmusai. A
BCA a szisztémas rezisztencia kivaltasaval (A) er6siti a gazdanovény védekezési
mechanizmusait. A BCA a novény novekedését serkenti (B) ezzel noveli a
ndvény ellenalloképességét és fitneszét (BioRender.com segitségével késziilt).

3.4.1. A kozvetlen kolcsonhatasok jellemzése
3.4.1.1. Antagonizmus

A BCA-k kozvetlen kdlcsonhatasba 1éphetnek a korokozd mikroorganizmusokkal
antimikrobidlis vegyliletek termelésén keresztiil, amelyek csokkentik a patogének
novekedését vagy metabolikus aktivitasat. Az ilyen bioaktiv metabolitok koz¢é tartoznak az
antibiotikumok, a mikrobialis illékony vegyiiletek, a lipopeptidek €s a bioszurfaktansok.
Mindemellett bizonyos mikrobdk sejtfalbontd enzimek, mint példaul kitinazok, B-1,3-
gliikandzok, protedzok ¢és cellulazok eldallitasara is képesek, amelyek a masodlagos
metabolitokkal egylittmiikodve hatékony gombaellenes hatast fejtenek ki. A Bacillus,
Serratia és Trichoderma fajok hatékony biokontroll torzsként valo alkalmazasa elsésorban
kitindzokat termeld képességiikre épit (Liu és mtsai., 2007).

Az antibiotikumok sokrétli hatdsmechanizmussal rendelkezd masodlagos
metabolitok, melyek kiilonb6z6 mddon fejtik ki hatasukat az érzékeny szervezetre. Hatasuk
példaul a sejtfalszintézis gatlasdban nyilvanulhat meg, ahogyan az az antibakterialis hatast
penicillin esetében is torténik (Ghooi és Thatte, 1995), vagy genetikai modositasokon
keresztiil, mint a fenazin-1-karboxamid esetén (Chen €s mtsai., 2018). Sok antibiotikum
kettds hatast mutathat. Példaul a Pseudomonas fajok altal termelt fenazinok koncentraciotol
¢és mtsai., 2015). Az antibiotikumok altal kialakitott kdlcsonhatasok kétiranyt reakciokat is
eléidézhetnek a mikroorganizmusok kozott. Példaul a ndvénypatogén Ralstonia
solanacearum &ltal termelt ralsolamicin stimulalja a névénypatogén gomba, a Fusarium

fujikuroi bikaverin-termelését, amely antibakterialis hatést fejt ki az antibiotikumot termeld
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baktérium ellen (Spraker és mtsai., 2018). A Pantoea agglomerans altal termelt herbikolin
A, egy CLP-tipust antibiotikum, mely a Fusarium graminearum sejtfalaban talalhato
ergoszterollal ¢és szterollipidekben gazdag gombamembranokkal 1¢ép kapcsolatba,
megbontva azok integritasat (Xu és mtsai., 2022).

Nagy szamu, kis molekulatomegii (<300 Da) illékony szerves vegyliletek (VOC,
Volatile Organic Compounds) termelésére a baktériumok, gombak, €lesztdk és novények
egyarant képesek, termelésiik nem-esszencialis az 6ket termel6 szervezet szamara. Altaldban
Osszetett keverékként fordulnak eld, amelyeket négy f6 anyagcsereutvonal hoz 1étre, melyek
a sikimat/fenilalanin, mevalonsav, metil-eritritol-foszfat és a lipoxigendz utvonalak (Kaddes
¢s mtsai., 2019; Dudareva és mtsai., 2013).

Az illékony vegyiiletek kis és nagy tavolsagokban is képesek hatasukat kifejteni,
mivel konnyen diffundélnak a vizzel és gazzal teli porusokon vagy szoveteken keresztiil. A
molekulak funkciés csoportjai gyakran hasonlésagokat mutatnak, mind a gombak, mind a
baktériumok esetében. Tovabba mindkét organizmus képes alkéneket, alkoholokat,
ketonokat és észtereket termelni, de a baktériumok képesek terpéneket, benzenoidokat,
pirazinféléket és szerves savakat is eldallitani (Piechulla és mtsai., 2014).

Az illékony komponensek kommunikaciés mediatorként szolgalnak a
mikroorganizmusok kozotti pozitiv kdlesonhatdsok vagy kompeticid soran (Effmert és
mtsai., 2012). Hatdsuk nagyon sokrétli lehet, a baktériumok altal termelt illékony szerves
vegyiiletek példaul képesek gatolni a gombasporak csirdzasat €és a micélium ndvekedését
(példaul metil-vinil-keton) (Herrington ¢és mtsai., 1987), tovadbba modosithatjak
enzimaktivitasukat, morfologiajukat (Chaurasia ¢és mtsai., 2005), és csOkkenthetik
toxintermelésiiket (példaul dimetil-diszulfid és metil-izovaleriansav) (Gong és mtsai., 2019).
Az ¢élesztégombak koziil a Pichia anomala, Pichia kluyveri és Hanseniaspora uvarum altal
termelt VOC meggatolta a kavéban az Aspergillus ochraceus ndvekedését és ochratoxin
termelését (Zhao és mitsai., 2022). A Bacillus velezensis alkalmazdsa nagymértékben
csokkentette a Verticillium dahliae eléfordulasat paradicsom névényeken (Zhao és mtsai.,
2022).

A gombdk 4altal eldallitott illékony szerves vegyliletek képesek a baktériumok
mozgasat, valamint a biokontrollért felelds gének kifejezddését gatolni (Lutz és mtsai., 2004;
Schmidt és mtsai.,, 2017). Az antibiotikumokhoz hasonldan, egyes illékony szerves
vegyiiletek kétiranyu kolcsonhatdsokhoz vezethetnek, példdul a ndvénypatogén Ralstonia
solanacearum éltal termelt illékony szerves vegyiiletek hatdsira az A. flavus aflatoxin

termelése novekedett, konidium képzddése viszont visszaszorult. A gomba altal termelt
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illékony vegyiiletek viszont gatoltak a R. solanacearum ndvekedését és melanin termelését,
mikozben eldsegitette poliszacharid termelését (Spraker és mtsai., 2014).

A kereskedelmi forgalomban kaphato, mezégazdasagban hasznalhat6 VOC szerek
szama alacsony, mivel hasznalatuk soran szamos nehézség 1éphet fel. Az in vitro kisérletek
soran jonak vélt szereket a biotikus és abiotikus tényezok modosithatjak a nyilt terepen valod
alkalmazésuk soran (Raio és mtsai., 2024). Az illékony vegyiiletek instabilak, ezért konnyen
kolcsonhatasba Iéphetnek reaktiv vegyiiletekkel (nitrogén-oxidok, OH-gyokok, o6zon),
tovabba kevésbé allnak ellen biodegradacionak, ezért hatasuk csokkenhet a
célorganizmussal szemben (Razo-Belman és mtsai., 2023). Fontos megjegyezni, hogy az
emberekre nézve citotoxikus hatassal birhatnak, illetve csokkenthetik a novényi magok
csirdzasat, valamint egyes patogén kiirtasdval mas patogének vagy kompetitoraik
elterjedhetnek (Josselin és mtsai., 2022). A mezdgazdasagi felhasznéalason tal, a VOC-ok a
klinikumban alkalmazhatok humanpatogén mikroorganizmusok azonositdsara, azonban
tovabbi kutatasok szlikségesek a megfeleld standardok eléallitasara (Raio és mtsai., 2024).

A quorum sensing (QS) sordn, az egy fajba tartoz6 sejtek kozott kémiai jelmolekulaik
segitségével kommunikacid jon 1étre, €s ahhoz, hogy a tulélés érdekében szabalyozzak sajat
populacidjukat, valamint hogy mas szervezetekkel szemben 0sszehangolt valaszt adjanak,
ezért kollektiv viselkedést alakitanak ki (Mukherjee és Bassler, 2019). Eldszor a
baktériumokkal hoztdk Osszefiiggésbe azt a jelenséget, miszerint a QS molekuldk
felhalmozodasaval sajat populaciojuk stirliségét érzékelik a mikrobak, és ez a
gombakdzosségek esetében sincs masként. A QS vegyliletek a biofilm képzddésén tul, a
gombak morfogenezisében, csirdzasdban, apoptozisdban €s patogenitasdban jatszanak
szerepet (Wongsuk és mtsai., 2016). Tovabba, a gombdk képesek a bakteridlis QS
jelmolekulak értelmezésére és lebontasara egyarant. A BCA-k képesek beavatkozni ebbe a
rendszerbe gy, hogy a fertéz¢s inicidlasahoz sziikséges jelmolekulak szintézisét gatoljak,
vagy olyan enzimeket termelnek (laktondz, pektindz, kitindz), amelyek lebontjak a QS
jelmolekulakat és ezzel csokkentik a korokozok virulencidjat és a novényi korfolyamatok
kialakulasat (Usta és mtsai., 2013; Lahlali és mtsai., 2022). Példaul a laktonazt termeld
Phialocephala fortinii, a rizoszférdban képes lebontani a koriilotte €16 baktériumok
kommunikécidjat segitd N-acil-homoszerin lakton QS vegyiiletet (Uroz és Heinonsalo,
2008). A gomba altal kibocsatott QS-molekuldk a baktériumok viselkedésére is hatassal
lehetnek. Szakirodalmi adatok alapjan, példaul a tirozol termelésre képes Candida fajok
gatoljak a Pseudomonas aeruginosa virulenciafaktor termelését (Abdel-Rhman és mtsai.,

2015).
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3.4.1.2. Parazitizmus

A BCA organizmusok parazita ¢letmodot is folytathatnak, amely két {6 stratégiaban
nyilvanulhat meg: nekrotrof parazitizmus esetén a korokozo fertdzése elott vagy kdzvetlentil
utdna elpusztitja a gazdasejteket, majd a felszabadul6 tdpanyagokat hasznositja (Mendes és
mtsai., 2011), mig biotr6f parazitizmus soran inkabb az €16 gazdaszervezetet részesiti

elényben fejlodéséhez, szemben a mar elpusztult szervezetekkel (Berg és mtsai., 2014).

3.4.1.3. Kompeticio

A BCA organizmus versenghet a patogénekkel, igy a kompetitiv kizards révén
csokkentheti azok novekedését és infekcids nyomasat (Lahlali és mtsai., 2022). A kompetitiv
folyamatok kiilondsen a mikrotadpanyagok, példaul a vas iranti versenyben figyelhetok meg

(Bonaterra és mtsai., 2022).
3.4.2. Kozvetett kolcsonhatasok

Egy védekezési valasz kivaltasaval vagy a novényi novekedés indukalasaval a BCA
organizmusok kozvetett (3. abra) modon is képesek védekezni a fitopatogénekkel szemben
(Rauscher és mtsai., 1997; Lahlali és mtsai., 2022). A szisztémas rezisztencia kivaltasaval a
BCA organizmusok erdsithetik a gazdandvény védekezési mechanizmusait, eldsegitve a
strukturdlis akadalyok felhalmozdodasat, valamint szdmos biokémiai és molekularis
védekezési valasz kialakulasat. A gazdaszervezet szamara mindezek szamos korokozdval
szemben védelmet nyujtanak. A BCA organizmusok hozzajarulhatnak a ndvény
novekedésének indukalasdhoz, valamint 4svanyi anyag- ¢és  vizfelvételének
hatékonysagahoz, illetve novekedésserkentd hormonok termelésével javithatjak a ndvény

altalanos ellenallo képességét és fitneszét (Lahlali és mtsai., 2022).
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3. abra A biokontroll 4gensek kozvetlen és kozvetett kolcsonhatésai
(BioRender.com segitségével Tari Kitti készitette).

A rizoszféraban el6forduld baktériumok kozil a Bacillus, a Streptomyces ¢és a
Pseudomonas nemzetségek tagjai hatékony BCA szervezeteknek bizonyultak a gombas
betegségek elleni védekezésben. Ezen baktériumok koziil szamos fajt mar kereskedelmi
termékként is bejegyeztek és forgalmaznak biokontroll tulajdonsdguk miatt. Az Eurdpai
Unidban jelenleg 13 baktériumalapti antimikrobialis biologiai novényvéddszer talalhato a
nyilvantartasban, azonban ennek ellenére a biokontroll mikroorganizmusok mezdgazdasagi
alkalmazasa még mindig korlatozott. Ennek f6 oka, hogy valtozékony hatékonysaggal
rendelkeznek, tovabba piaci hozzaférhetdségiik is korlatozott, ezért a termeldk korében is

bizonytalansag tapasztalhat6 az ilyen tipust termékek hasznélataval kapcsolatban.
3.5. A Pseudomonas nemzetség jellemzése

A Pseudomonas nemzetség a Pseudomonadaceae csalad része, amely a Genome
Taxonomy Database (GTDB) szerint hét nemzetséget foglal magaba: Azomonas,
Azotobacter, Entomomonas, Oblitimonas, Pseudomonas, Thiopseudomonas ¢é&s
Ventosimonas (https://gtdb.ecogenomic.org/tree?r=f Pseudomonadaceae, accessed on 10
July 2021) (Girard és mtsai., 2021).

Az  irdntuk  vald  nagymértékli  érdeklédés  oka, hogy  kivalo
alkalmazkodoképességiiknek koszonhetéen a kornyezetben széles korben elterjedtek,
tovabba kiterjedt fenotipusos tulajdonsagokkal (ideértve a masodlagos metabolit termeld

képességet) rendelkeznek (Saati-Santamaria és mtsai., 2021; Tchagang ¢és mtsai., 2018). A
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Pseudomonas nemzetségre kiilonds diverzitas jellemzd, mivel jelenleg tobb mint 250 fajuk
ismert (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature, Girard és mtsai., 2021)
(https://Ipsn.dsmz.de/genus/pseudomonas, accessed on 10 August 2021), és ez a szam
folyamatosan novekszik. A nemzetségrol altalanosan elmondhat6, hogy fajai nem képeznek
sporat, aerob Gram-negativ baktériumok, amelyek morfologiailag palca alakuak, és
mozgasukat a polarisan elhelyezkedd flagellumok segitik (4. abra). Jelentsebb
fajcsoportjai a P. fluorescens, a P. aeruginosa, a P. putida és a P. syringae csoport. A legtobb
faj szaprofita, és foként vizekben és talajokban fordulnak eld. A P. aeruginosa fajcsoport
példdul mindenhol jelen van, opportunista human koérokozoként multirezisztens
tulajdonsdgokkal rendelkezik, ezen felil novények ¢és allatok korokozdjaként is
szamontartjak (Hofte és Altier, 2010). Egyes szaprofita fajok kiilonleges tulajdonsagokkal
rendelkeznek, ezért olyan biotechnologiai alkalmazdsokban kapnak szerepet, mint példaul a
novények novekedésének és egészségének fejlesztése, valamint a viz és talaj

.....

tagjai jelentds patogének, amelyek novények, allatok és emberek korokozoi.

4. abra Egy Pseudomonas faj elektronmikroszkopos képe. A méretskala 1 um-t

jelol. (Harwood és mtsai., 1989).

Kiilondsen figyelemre méltd, hogy ezek az opportunista human korokozok gyakran
multirezisztens tulajdonsadgokkal rendelkeznek. A P. fluorescens fajcsoport egyes fajai

fitopatogének. (Hofte és Altier, 2010).
3.6. A Pseudomonas fajok altal termelt bioaktiv vegyiiletek

A Pseudomonas nemzetség fajai kiemelkedden fontos szerepet téltenek be a bioaktiv
tulajdonsagokkal rendelkez6 masodlagos metabolitok termelésében. A P fluorescens
fajcsoport egyes tagjai altal termelt bioaktiv anyagok kozé tartoznak a vas-kelatolod
képességgel rendelkezd vegyiiletek, a szideroforok, tovabba az antibiotikumok (Tchagang
¢s mtsai., 2018), a hidrogén-cianidok, litikus exoenzimek (Thomashow és Weller, 1996),
valamint a ciklikus lipopeptidek és a homoszerin laktonok (Raaijmakers €s mtsai., 2006).

Ezek a vegyliletek nemcsak a valtozatos életmdd fenntartasdhoz jarulnak hozza, hanem
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kulcsfontossagiak a rizoszféraban lejatszodd kooperativ és kompetitiv kdlcsonhatdsok

szempontjabol is.

A szideroforok termelddéséhez alacsony vastartalmu koriilmények sziikségesek,
mivel ez serkenti ezeknek a molekuldknak a bioszintézisét (Hofte és Altier, 2010).
Altalanossagban elmondhat6, hogy a vas elsésorban haromértékii formaban (Fe*) érhetd el
a mikroorganizmusok szdmadra, né¢hany ritka kivételtdl eltekintve (Schalk ¢és mtsai., 2020).
A probléma megoldasara a talajbaktériumok olyan szideroférokat termelnek, amelyek
komplexképzé tulajdonsagukkal képesek a szervetlen Fe*'-t hozzaférhetévé tenni a sejtek
szamara (Schalk és mtsai.,, 2020). A fluoreszcens pioverdinek kiilondsen jelentds
szideroforok, amelyek nemcsak a vas hozzaférhetdségét biztositjdk, hanem szerepet
jatszanak a Pseudomonas-t antagonizal6 mikrobdkkal szembeni védekezdképességgel. A
pioverdineket harom alkotdelem épiti fel, melyek a kromofér kinolin, egy peptidlanc és egy
dikarbonsav (Schalk és mtsai.,, 2020). Ezek elsésorban a kromofér kinolinrészhez
kapcsolodo dikarbonsav tipusdban kiillonboznek egymadstdl (Kloepper és mtsai., 1980;

Schalk és mtsai., 2020).

A Pseudomonas fajok egyéb masodlagos sziderofor termelésére is képesek, amelyek
alacsonyabb affinitdssal kotddnek a Fe**-hoz. Ilyenek példaul a piocelin (PCH), a
pszeudomonin, a korrugatinok, az ornikorrugatinok, a yersiniabaktin és a tiokinolobaktin
(Haas és mtsai., 2005; Schalk és mtsai., 2020). A PCH bar gyengén kotddik a vashoz, de
Cu?*, Zn*" kelator is, igy feltételezhetéen réz és cink hidnyt is okozhat a kompetitiv
mikroorganizmusokban (Cuppels és mtsai., 1987; Haas és Défago, 2005). A Pseudomonas
sp. NCIMB 10586 izolatum 4&ltal termelt nem-riboszémalis peptid-szintézissel (NRPS)
keletkezett sziderofor, a mupirocelin (mas néven mupicorin) képes gatolni a
Globisporangium ultimum gyokérrothadast okoz6 novénypatogént (Grosse €s mtsai., 2023).
Tovabba a poliketid tipusit mupicorint (pszeudomon savak A-D keveréke) (Khoshnood és
mtsai., 2019), példaul bdrfertdzések kezelésére széles korben hasznaljak, valamint
hatékonyan alkalmazzak Staphylococcus, Streptococcus és Neisseria fertdzésekkel szemben

(Conly és mtsai., 2002; Cern €s mtsai., 2018).

Annak érdekében, hogy megvédjék élohelyiiket a mikrobidlis vetélytarsaktol, a

Pseudomonas fajok képesek kiilonb6z6 antibiotikumokat termelni.
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5. abra A piocianin (A) és a fenazin-1-karbonsav (B) szerkezeti képlete.

Annak ellenére, hogy Pseudomonas fajok tobb mint GStven kiillonboz6 antibiotikum
eloallitasara képesek, a mai napig csak kettét hasznalnak a kereskedelmi gyartasban, melyek
a piocianin €s a pirrolnitrin (Leisinger és mtsai., 1979). Antifungalis hatassal rendelkezik
tobb Pseudomonas faj éltal termelt PRN (3-kloro-4-(2-nitro-3-klorofenil)-pirol), ami
hatékony olyan gombapatogénekkel szemben, mint példaul a Botrytis cinerea, R. solani
(Chernin és mtsai., 1996). A gombdk altal termelt komplex szerkezetii antibiotikumokkal
Osszehasonlitva, a Pseudomonas baktériumok kevésbé valtozatos szerkezetli antibiotikumok
eléallitasara képesek, melyek a hidroxifenazinok, a hidroxifenazin karbonsavak, az N-metil-
fenazinok, a pirrolnitrin-tipust antibiotikumok, a piovegytiletek, az alkil-kinolinok, valamint
az N-hidroxi (di- és trihidroxi) kinolinok és kiilonféle indolszdrmazékok (Leisinger és mtsai.,
1979).

A Pseudomonas nemzetség tagjainak antimikrobialis hatasait elsdsorban a fenazinok
képzddésének tulajdonitjak. A fenazinok nitrogén-heterociklikus gytirlikbdl al16 élénk szinii
vegyliletek. A novényi rizoszféraban aktivan résztvevd fluoreszkalo Pseudomonas fajok
bizonyos torzsei egyidejiileg tobb kiilonbozo fenazinszarmazék termelésére képesek (Kumar
¢és mtsai. 2005; Shahid és mtsai., 2021). A piocianin (5. A abra), a fenazin-1-karbonsav
(PCA) (5. B abra), a fenazin-2-karboxamid (PCN), és a 2-hidroxi-fenazin a leggyakrabban
megtalalhatd szarmazékok (Shahid és mtsai., 2021). A fenazinok az elektron-transzportot
gatoljak és a ferripiocelin jelenlétében a hidroxigyokok képzddését segitik eld, amelyek a
lipideket €és egyéb makromolekuldkat karositjak (Haas és Défago, 2005). Figyelemre mélto
moédon a redukalt fenazin-1-karboxiamid oldhatatlan Fe(OH)s-bol képes oldhaté Fe?'-
ionokat felszabaditani semleges pH-n, ami a vas mobiliz4ciojat és felvételét teszi lehetdvé

(Haas és Défago, 2005).

A P. fluorescens altal termelt floroglucinolok a metabolitok egy fontos csoportja, melyek

képesek szisztémas rezisztencidt (ISR) indukalni a névényekben, €s a fitoalexinek és mas
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hasonlé védelmi molekuldk specifikus aktivatoraként szolgalnak (Dwivedi és Johri, 2003,
Jayakumar és mtsai.,, 2011) A legismeretebb a floroglucinolok kozil a 2,4-diacetil-
floroglucinol (DAPG), amely a gombak membranjat képes karositani. A pirrolnitrint egyes
gombak 1égzési lancanak inhibitoraként irtak le (Tripathi és mtsai., 1969), mig a hidrogén-

cianidot (HCN) a fémtartalmu enzimek, foként a réztartalmu citokrom C inhibitoraként.
3.6.1. Pseudomonas fajok altal termelt bioszurfaktansok

A bioszurfaktansok olyan feliiletaktiv molekulak, amelyek minimalisra csokkenthetik
a feliileti és a feliiletek kozotti fesziiltséget. A Pseudomonas fajok ciklikus lipopeptideket

(Cyclic Lipopeptide, CLP) és ramnolipideket termelnek, mint bioszurfaktans vegyiileteket.
3.6.1.1. A ciklikus lipopeptidek

A Pseudomonas fajok éltal termelt ciklikus lipopeptidek (Ps-CLP) zsirsav-farokkal
rendelkeznek, amely meghatdrozo szerepet tolt be a molekula biologiai aktivitdsaban
(Geudens és mtsai., 2018; Raaijmakers és mtsai., 2010).

A Ps-CLP-ket kémiai hasonlosaguk alapjan csaladokra vagy '"csoportokra" osztottak,
amelyek altaldban az adott csoport prototipusardl kaptdk neviiket. Ilyen csoportok kozé
tartozik példaul a viszkozin (Groupé és mtsai., 1951) (6. abra), az arfomid (Gross és mtsai.,
2007; Ma ¢és mtsai., 2016), az amfizin (Sorensen és mtsai., 2001), a sziringomicin (Segre €s
mtsai., 1989), a sziringopeptin (Ballio és mtsai., 1991), valamint a tolaasin csoport (Rainey
¢és mtsai., 1991; Bassarello és mtsai., 2004). Az 0j ciklikus lipopeptidek felfedezése a mai
napig tart, melyek vagy a mar meglévd csoportokhoz kapcsolhatok (Geudens és mtsai.,

2018; Raaijmakers és mtsai., 2010), vagy 1j csoportok alapjaul szolgalnak.

6. abra A viszkozin szerkezeti képlete.
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A CLP-k antimikrobidlis és antiproliferativ (Girard és mtsai., 2021) tulajdonsagokkal
rendelkeznek, a sejtfal bioszintézis €és sejtmembran intergritds gatlasan keresztiil képes
gatolni a baktériumok szaporodasat, valamint beintegralédva a plazmamembranokba
képesek modositani annak mikrodoméneken keresztiili fluiditasat (Zhou és mtsai., 2021). A
fluiditds modosuldsa a plazmamembran szerkezetének atalakuldsdhoz vezet, ami
depolarizécios valtozassal jar6 ionszivargéast vagy ionbedramlast eredményez, ami féleg a
Gram-pozitiv baktériumok esetében sejthalalt idéz el6 (Raaijmakers €s mtsai., 2006; Zhou

¢és mtsai., 2021).
3.6.1.2. A ramnolipidek

A bioszurfaktans tulajdonsagu ramnolipideket (RL) egy ramnéz cukor és f-
hidroxilezett zsirsavlancok alkotjdk. A 7. dbran a monoramnolipid szerkezeti képlete

lathato.

7. abra A monoramnolipid szerkezeti képlete.

A P. chlororaphis és P. putida szintén képes ramnolipidek termelésére, ezek a torzsek
lényegesen alacsonyabb termelési szinteket mutatnak, mint a P. aeruginosa (Soberdn-

Chavez ¢és mtsai., 2021).
3.6.2. A homoszerin-laktonok

A sejtstirliség érzékelésére a Gram-negativ baktériumok az N-acilezett homoszerin
lakton (AHL) QS vegyiileteket alkalmazzak (Haas €s mtsai., 2005) (8. abra), ami egy
homoszerin laktongytirib6l (HSL) és egy valtoz6 hosszusagu (3-18 C-atom) alkil-lancbol
all (Li és mtsai., 2012). A homoszerin laktonok nemcsak az oldallincok hosszaban
kiilonbozhetnek, hanem telitettségiikben is, valamint a C3 pozicioban 1év0 oxo- és

hidroxilcsoportok meglétében is eltérhetnek.
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8. abra N-hexanoil-homoszerin lakton szerkezeti képlete.

A 3.6. alfejezetben targyalt, a Pseudomonas fajok altal termelt ismert bioaktiv vegyiileteket

az 1. tablazat-ban foglaltuk 6ssze.

1. tablazat Pseudomonas eredetli ismert bioaktiv vegyiiletek és hatasuk.

Tern.lelo Vegyiilet Hatas Célorganizmus Hivatkozas
organizmus
P. chl, hi. . F i Hu és mtsai.,
¢ ororc.Ip ” fenazin-1-karbonsav erds gatlas usafrzum tes misal
P. aurantiaca graminearum 2014
P. fluorescens . . Phytophthora Agusti és
: fi -1-k Os gatla .
EPS894 enazin-1-karboxiamid erds gatlas cactorum misai., 2011
bioloziai Bonat .
Pseudomonas sp. 2,4-diacetil-florogliikinol Vél(;)el(zi;?s m(t);lzfi frzrg Ze ZS
gombaellenes
P. chlororaphis PCL 2-hexil-5-propil- és Rosellinia necatrix Calder6n és
1606 rezorcinol antibakterialis mtsai., 2013
hatas
fuzAr I .
P. chlororaphis GO5 pirrolnitrin fuliizrslzurerllfe Sn Fusarium m t;;?.rf{’; gi 8
Pythium
P protesens orfamidok antimikrobialis Ma és mtsai,
- proteg hatas Phytophthora 2016
Rhizoctonia
Pythium
Pseudomonas sp. hidrolitikus enzimek gombge} lftnes aphanidermatum quhu cs
aktivitas . . . mtsai., 2001
Rhizoctonia solani
Plasmopara
P, fluorescens PTA- ISR viticola Lak_kis és
CT2 — mtsai., 2019
Botrytis cinerea
P fluorescens massetolid A rezi"sztel}cia Ph?/tophthom Tran és mtsai.,
novelés infestans 2007
Ma és mtsai.
P. fi inok ISR ’
seudomonas sp enazino S 2016
P. prot ioluteorin antibiotikus  Heterobasidion sp. o 1c0 €8
> i 7 . .
protegens piolu u eterobasidion sp misai., 2022
P. fluorescens IV
OGI (Orobanche- . . Lurthy ¢é
391 D17,IV N (Oro a’?C ,e bioherbicid Orobanchaceae u . Y ©8
391 D10 ndvekedesgatlo) mtsai., 2025

3.6.3. Illékony szerves vegyiiletek

A P. fluorescens ZX torzs altal termelt ill€ékony vegyiiletek (VOC) megakadalyoztak

a citrusfélék romlasat okozd Penicillium italicum micélidlis novekedését, valamint a
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konidiumokkal torténd szaporodasat citrusféléken (Wang és mtsai., 2021). Tovabba a sz616
romlésat okozd Botrytis cinerea sziirke penészgombaval szemben csokkentették a micélialis
novekedést, valamint a sporak csirazasat (Jiang és mtsai., 2019).

A P. aurantiaca ST-TJ4 éltal termelt illékony vegyiiletek jelentds gatld hatast fejtenek
ki a tobb mint 200 névényt (pl. gyapot, paradicsom, burgonya, napraforgd) fertézni képes
Verticillium dahliae talajban ¢él6 gombapatogén konidiumainak csirdzdsara és a
mikroszklerociumok képzodésére. Tovabba gatoljak a melaninszintézissel kapcsolatos
gének kifejezodését (Ni és mtsai., 2022). Két Pseudomonas sp. (BJa3 és MCall) torzs 1-
heptoxidekan és tridekdn-2-on illékony vegyiileteik révén képesek csokkenteni az A. flavus
micélidlis novekedését (Rabigo és mtsai., 2024).

A P, stutzeri YMO6 torzs dimetil-triszulfid termelése révén a kukorica és foldimogyord
taroldsa soran képes meggatolni az 4. flavus ndvekedését és az aflatoxin termelddését (Gong
¢és mtsai., 2022).

A hidrogén-cianid mérgez6 hatasi masodlagos metabolit, ami antimikrobidlis
hatassal rendelkez6, szdmos rizobaktérium altal termelt illékony vegyiilet. A Pseudomonas
torzsekben a hcnA, henB és henC bioszintézis gének a HCN-szintaz alegységeit kodoljak,
amelyek funkcionalis komplexet alkotnak, ¢és felelések a HCN bioszintézisének
katalizalasaért. A rizoszféraban talalhato fluoreszcens Pseudomonas fajok antagonista hatast
fejtenek ki a ndvények gyokerét tdamado fitopatogén gombakkal és parazita fonalférgekkel
szemben HCN termelésiik révén (Schippers és mtsai., 1990). A P. corrugata CFBP 5454 és
P. mediterranea CFBP 5447 torzsekben a gének jelenléte igazolt és a torzsek hidrogén-cianid
termelésiik révén gatoljak a novénypatogén B. cinerea konidiumképzését (Strano és mtsai.,
2017). A hatasmechanizmus hatterében a kozvetlen gatlas all, miszerint a HCN gatolja a
légzési lanc termindlis citokrom c-oxiddz enzimét, tovdbbd fémionokat tartalmazo
enzimekhez kotédik (Knowles, 1976). Rijavec és munkatarsai alapjan a HCN nem mint
biokontroll-dgens relevans, hanem kelatképzéssel kozvetetten noveli a talajban a foszfat

hozzaférhetdségét (Rijavec és mtsai., 2016).

Osszességében elmondhatd, hogy a Pseudomonas nemzetség egyes tagjai jo
biokontroll és novekedésgatlo tulajdonsagokkal rendelkeznek. A gyors in vitro novekedésen
tal, képesek a vetdmag és gyokérexudatumok gyors hasznositasara, tovabba sokféle
masodlagos metabolit termelésére is (antibiotikumok, szideroforok, illékony komponensek,
hormonok, kitinolitikus enzimek, névény ndvekedést serkentd vegyiiletek). Mas

mikroorganizmusokkal szemben agresszivan Iépnek fel, €s konnyen adaptdlédnak a
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kornyezeti stresszhez, példaul metabolittermelésiik és bioszintézis Gtvonalaik szabalyozasa
révén (Weller és mtsai., 1988). Mivel nem képeznek sporakat (mint a Bacillus nemzetség
egyes tagjai), ezért kereskedelmi forgalomba hozatalukat neheziti nehéz formulazhatosaguk.
Bizonyos Pseudomonas fajok antagonista aktivitassal rendelkeznek a gombapatogénekkel

szemben kitinaz, B-1,3-gliikandz és cellulaz termelésiik révén.
3.6.4. A baktériumok altal termelt zsirsavak

A baktériumokban tobb, mint 300 zsirsav €s rokon vegyiilet talalhato, melyek
lehetnek telitettek, telitetlenek, linedrisak és elagazdak, valamint tartalmazhatnak hidroxil-,
metil- vagy ciklopropan-csoportokat, igy minden baktérium fajnak van egy sajat, egyedi
zsirsavprofilja, melyek igymond ujjlenyomatként miikddnek. Az elagazé lancu zsirsavak a
Gram-pozitiv  baktériumokban, mig az egyenes lancu zsirsavak a Gram-negativ
baktériumokban gyakoribbak és jellemzdek. Mivel a Gram-negativ baktériumokban
talalhato lipopoliszacharidok hidroxi zsirsavak jelenlétét idézik eld, a 10:0 30H, 12:0 30H
¢s a 14:0 30H zsirsavak hidnya arra utal, hogy a baktérium Gram-pozitiv. A Pseudomonas
nemzetség torzseit vizsgdlva a kezdeti analizisek sordn megallapitottdk, hogy a
zsirsavprofillal kapott azonositds néha nincs Osszhangban a biokémiai kritériumokkal
(Huynh és mtsai., 2022). Viszont a novekedési koriilmények szabvanyositasaval, mint a
taptalaj Osszetétele, az inkubacios homeérseklet €s a sejtpopulacio fiziologiai €letkora, a sejtes
zsirsavprofilok reprodukalhatova valtak és az azonositds pontosabba valt (Huynh és mtsai.,
2022). Ez tette lehetdvé olyan automatizalt rendszerek hasznélatat, mint a Microbial

Identification System (MIS; MIDI, Inc., Newark, DE, USA).

3.7. Metabolomikai vizsgalatok

A négy ,,omika” koziil a genomika a gének, a transzkriptomika az mRNS, a
proteomika a fehérjék, a metabolomika pedig egy biologiai rendszer kis molekuldinak
(<1800 Da) (Fiehn és mtsai., 2002) szerkezeti €s funkcionalis elemzésével foglalkozik. Egy
adott szervezetben megtalalhatd metabolitok Osszességét metabolomnak nevezziik. A
metabolitokat kémiai tulajdonsdgaik alapjan csoportosithatjuk, mely alapjan lehetnek
polarisak, apolarisak és illékony vegyiiletek, az intracellularis és extracelluldris térben
egyarant megtalalhatok (Horak ¢és mtsai., 2019). Az elsddleges metabolitok gyorsan

cserélddnek, ezért mennyiségiik kevesebb a masodlagos metabolitokéhoz képest (Horak €s
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mtsai., 2019). Nélkiil6zhetetlenek a tuléléshez, novekedéshez, fejlodéshez és szaporodashoz.
Ezzel szemben a masodlagos metabolitok a stresszre adott valaszhoz és a novekedési
sebességhez kapcsoltan jelennek meg (Pinu €s mtsai., 2017).

A két anyagcsere utvonal annak ellenére, hogy jelentOsen eltérnek egymastol, mégis
Osszefiiggnek, mivel az elsddleges anyagcsere szolgaltatja a masodlagos metabolizmushoz
sziikséges energiat és prekurzor molekuldkat (Horak és mtsai., 2019). A mdasodlagos
metabolizmus a bioaktiv molekuldk gazdag forrasanak tekinthetd (Barkal és mtsai., 2016).

A metabolomikai vizsgalatokat a vizsgalat céljatol fliggéen két csoportba
sorolhatjuk. A metabolomikai profilvizsgalat (metabolite profile) soran egy eldre
meghatarozott metabolitcsoport vizsgalata torténik, a metabolikus ujjlenyomatkészités
(metabolite fingerprinting) sordn pedig kiilonbozd allapoti vagy eredetli bioldgiai mintdk
kiilonbségeinek feltardsa zajlik. A vizsgélatok lehetnek célzottak, mely adott vegyiiletek
vagy vegyliletcsalddok mennyiségi analizisét jelentik, valamint nem célzottak, melyek
elsddlegesen mindségi informacidval szolgalnak, ¢és csakis relativ mennyiségi

meghatarozasra alkalmazhatok.

Mivel a metabolitokat fizikai-kémiai sokféleség jellemzi, ezért a jelenleg elérhetd
analitikai méréstechnikai rendszerek nem alkalmasak arra, hogy a teljes metabolomrol
onalldan atfogod képet alkossanak. A kiilonb6zd modszereket kombinalva azonban lehetdvé
valik a teljes metabolom atfogd elemzése (Jeyarajah €s mtsai., 2006; Wishart és mtsai.,
2008). Két spektroszkopiai vizsgalati mddszer terjedt el, melyek az NMR spektroszkopia
(Nuclear Magnetic Resonance, Magneses Magrezonancia) és a gazkromatografiaval vagy
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (Wishart és mtsai., 2008). Az NMR
spektroszkopia elénye a nagyfok ismételhetdség, a metabolitok kdnnyli azonositasa,
valamint a roncsoldsmentes analizis. A tomegspektrometria alkalmazéasa soran jellemzd a
kiemelkedd szelektivitasra valo képesség, valamint a nagyfokua érzékenység.

Az elsédleges metabolizmusban résztvevd illékony, illetve illékonnya tehetd vegyiiletek
(Gao ¢és Xu, 2015; Peng ¢és mtsai, 2015) gazkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometriaval vizsgalhatok (Gas-Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS).
Az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras a metabolomikai vizsgalatok soran a
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (High Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS), ami a termikusan labilis, de nem illékony
vegyliletek elemzésére alkalmas. A kiilonbozd, egymast kiegészitd ionizacids technikak

lehetove teszik, hogy a metabolitok széles polaritistartomanyban vizsgalhatok legyenek,

26



mint példaul, az elektroporlasztasos ionizacid (Electrospray, ESI), az atmoszférikus
nyomasu kémiai ionizacié (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI) és az
atmoszférikus nyomasu fotoionizacid (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI). Mivel
a vegyiiletek sokféle kémiai tulajdonsaggal rendelkeznek, ezért a metabolom teljes kor
lefedése érdekében a mintdk elemzése pozitiv és negativ ionizdciés moddban egyarant
sziikséges. A metabolomikai profilvizsgalatok sordan elsdsorban harmas kvadrupol
tomegspektrométerek keriilnek alkalmazasra, azonban a metabolikus ujjlenyomatok
készitéséhez elengedhetetlen a nagy felbontas és tomegpontossag. Ezt olyan miiszerek
biztositjak, mint a repiilési id6 (Time of Flight, TOF) tomegspektrométerek, a Fourier-
transzformécios ion ciklotron rezonancia (FT-ICR) és az orbitalis ioncsapda (Orbitrap)
analizitorok. Nem elhanyagolhaté a tény, hogy a kiilonbozé eszkdzokkel kapott
tomegspektrumok a kiilonb6z6é ionforras-kialakitasok és analizatorok miatt eltérhetnek,
ezért a spektrumegyezésen alapuld metabolitazonositas bizonyos kihivasokkal jarhat.

A metabolomikai vizsgalatok f0 Iépései a kovetkezOk: a kisérlet tervezése,
mintavétel, mintaelokészités (metabolitok extrakcidja), mintdk analizise, adatok elemzése €s
értelmezése. A folyamat sordn a tobblépcsds adatelemzés a legiddigényesebb, amelyet a
miuszergyartok altal kifejlesztett programok, vagy szabad hozzaférésu, késziilékfiiggetlen
alkalmazasok segitségével végezhetiink el. Az adatelemzés elsO 1€pése a szlirés, amely a
zajokat és a szennyezddéseket tavolitja el. Ezt koveti az alapvonal-eltolodas korrekcidja. A
kovetkezd 1épés a metabolitokat reprezentald prekurzor ionok és az azonositast segitd
fragmentacio (MS/MS mérés) altal keletkezd ionok azonositdsa. Majd a retencios 1d6
eltolodasanak korrekcidja, valamint a metabolithoz tartoz6 prekurzor ionok csoportositisa
kovetkezik. Mindezek biztositjdk, hogy tobb minta esetén ugyanazt az iont hasonlitsuk
Ossze. Legutolso 1épésként, az adatelemzés statisztikai 1épései kovetkeznek, amelyek célja
azoknak a metabolitoknak a kimutatasa, amelyek intenzitdsszintje szignifikansan valtozik a
kiilonboz6 bioldgiai csoportok kozott (Zhou és mtsai., 2012).

A metabolomikai vizsgalatok legnagyobb kihivasa pedig kétségkiviil a metabolitok
azonositasa, hiszen nem célzott metabolomika esetén akar tobb ezer metabolitot is
detektalhatunk és a bioldgiai vonatkozasu vegyiiletek szama kozel 2 millio is lehet (Cui és
mtsai., 2008). A rendelkezésre 4116 adatbazisok az egész metabolitkészlet kis részét fedik le,

altalaban a metabolitok kozel 70%-a ismeretlen marad (Zhou €s mtsai., 2012).
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4. Célkitiazések

Munkénk soran célul taztik ki, hogy 0j Pseudomonas torzseket izolaljunk és
fajszinten azonositsunk kukorica rizoszférabol, majd konfrontacids kisérleteket kovetd
metabolom elemzéssel feltarjuk az izolalt Pseudomonas torzsek és az A. flavus kozotti
kolesonhatasok jellegét, és a konfrontalodd partnerekben keletkezett valaszreakciokat,
kiilonos tekintettel az AFBI toxin termelésének modulalasara. A konfrontacids kisérleteket
mind szilard- (kiilon volatilis vegyiiletekre €s kiilon oldhatd vegyiiletekre fokuszalo), mind
pedig folyadékfazisu konfrontacids kisérletekben is meg kivantuk vizsgalni. A metabolom
vizsgalatokhoz GC-MS és HPLC-HRMS mérésekkel terveztiik a metabolitok detektalasat,
majd Osszehasonlitd elemzésekkel kivantuk azonositani a konfrontacidban keletkezd
metabolitokat. Ugy gondoltuk, hogy a konfrontaciokban megjelené metabolitok kozott
talalhatunk értékes, akar eddig még nem azonositott bioaktiv vegytileteket is, melyek az 4.
flavus elleni bioldgiai védekezésben hasznosithatdéak lehetnek a szant6foldon, vagy a
termények raktarozasakor. Célkitlizésiinkkor reméltiik, hogy a konfrontaciokor fellépd
metabolikus valaszreakciok majd megvilagithatjak a konfrontaci6é kimenetelét meghatarozo
molekularis mechanizmust is, melyek alapkutatds szinten bdvithetik ismereteinket a

mikrobialis interakciok teriiletén.
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5. Anyagok és modszerek
5.1. Anyagok
5.1.1. Felhasznalt anyagok

A minték extrakcidjdhoz és a HPLC-HRMS mérésekhez LC-MS mindségli vizet,
metanolt, acetonitrilt, kloroformot, hangyasavat és ammonium-formiatot hasznaltunk,
melyek VWR Kft. termékek voltak. Bels6 standardként buszpiront és homovaniliasavat
alkalmaztunk, melyek a Merck Kft-t6l keriiltek beszerzésre. Az AFB1 standard a Merck Kft-
t6l keriilt beszerzésre. A hidrogén-cianid mérés soran alkalmazott reagensek: a Cu-etil-
acetoacetat (S433454-50MG) és a 4,4 -metilénbisz(N,N- dimetilanilin) (M44451-5G) a
Merck Kft. termékei voltak.

5.1.2. Felhasznalt torzsek

A munkank soran felhasznalt Pseudomonas torzsek listdja a Mellékletek cimii
fejezetben talalhatok (Mellékletek fejezet M1. tablazat), ezen kiviil az aldbbi baktériumokat
hasznaltuk: P. aeruginosa PaO1 (ATCC 15692) és Bacillus subtilis (SZMC 14624).

5.1.3. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

BBL™ Triptikaz™ szo6ja agar (Becton Dickinson Company, USA)

A mikrobak -80 °C-on torténd fagyasztasdhoz és tarolasahoz sziikséges tapoldat: YPD

(€lesztOkivonat-pepton-dextrdz) tapoldat: 1 g/l ¢€lesztOkivonat, 1 g/L pepton, 1 g/L. D-

gliikoz+ 42% (v/v) glicerol.

King B taptalaj: 1,5 g/L K;HPO4, 20 g/L protedz pepton, 1,5 g MgSO4*7H20, 20 ml/L
84%-os glicerol, 20 g/L agar.

King B tapoldat: 1,5 g/LL K;HPO4, 20 g/L protedz pepton, 1,5 g/ MgSO4*7H>0, 20 ml/L
84%-o0s glicerol.

LB (Luria-Bertani)-tapoldat: 10 g/L huspepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L élesztOkivonat.

LB-taptalaj: 10 g/L htispepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L élesztékivonat, 20 g/L agar.

MM63 tapoldat: 13,61 g/ KH,POs, 4,21 g/ KOH, 1,982/ (NH4)>SO4, 0,25 g/L
MgSO4*7H20, 0,0011 g/L FeSO4*7 H>0, 5 g/L glik6z*H,0O, 100 g/L NaCl, 20
g/L agar.

nutrient agar: 5 g/L htispepton, 3 g/L htuskivonat, 20 g/L agar.
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PDA: burgonya-dextréz tapoldat (VWR Kft.) + 20 g/L agar (Biolab Zrt., Magyarorszag).

PDB: burgonya-dextr6z tdpoldat (VWR Kft.).

Pseudomonas fajokra szelektiv taptalaj: 10 ml/L glicerol, 5 g/L kazaminosav, 1 g/L
NaHCOs, 1 g/L MgSOs, 2,3 g/L KoHPO4, 1,2 g natrium-lauril-szulfat, 20 g/L agar
¢és 20 mg/L trimetoprim.

TSA (Triptikéz-szdja agar) taptalaj (Biolab Zrt., Magyarorszag).

TSB (Triptikaz-sz6ja) tapoldat (Biolab Zrt., Magyarorszag).

5.2. Modszerek
5.2.1. Pseudomonas torzsek izolalasa és azonositasa

A Pseudomonas torzseket kukorica (Zea mays) rizoszférabol szarmazo
foldmintakbol izolaltuk, melyeket 2021 tavaszan Madarasrol (46°05'02.5"N 19°15'46.5"E)
gyljtottink be. Az izolalashoz Pseudomonas szelektiv taptalajt hasznaltunk (Gould és
mtsai.,1985), majd a torzseket 28 °C hémérsékleten inkubaltuk. A térzsekbdl LB taptalajon
tisztatenyészeteket készitettiink. A torzseket az SZTE TTIK Biotechnologiai ¢és
Mikrobiologiai Tanszékén talalhatdé Szegedi Mikrobiologiai Gytlijteménybe (SZMC)
depondltuk (a lista a Mellékletek fejezet M1. tablazataban talalhatd) a fagyasztashoz
sziikséges tapoldatban (YPD+50% glicerol), majd hosszu tdvon -80 °C hdmérsékleten

taroltuk.

A Pseudomonas torzsek fajszintli azonositasahoz a genomi DNS kivonésat E.Z.N.A.
Bacterial DNA Kit (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA, USA) segitségével végeztik a
gyartd utasitasainak megfeleléen. A 16S rRNS, rpoD és rpoB gének amplifikdlasahoz
sziikséges primereket a 2. tablazat tartalmazza. A PCR elegy 0sszetétele a kovetkezd volt
(20 pl végtérfogatra szamolva) 2 pl 10x DreamTag-puffer, 2 ul 2 mM dNTP mix, 4-4 pl
primerpar (1 uM), 7 pl steril bidesztillalt viz, 0,1 ul 5 U/ pl DreamTaq DNS-polimeraz
(Thermo Fisher Scientific), 0,1 pl (10 uM) genomi DNS-templat. A felszaporitast Doppio
Gradient 2x 48 lyuka PCR (VWR Kft.) késziilékkel hajtottuk végre a 2. tablazatban
feltiintetett beallitasokkal.
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2. tablazat A kisérletek soran alkalmazott primerek és PCR paraméterek.

Felszaporitand6 Primer neve Primer bazissorendje PCR paraméterek

szakasz neve

16SRNS gén  Eub 8F 5’ — cctacgggaggcagcag —3° 94 °C3p
94°Clp
55°C1p  30ciklus
72°Clp
72°C10p J
rpoD gén PF1 5’—gcgcaatcgegceacttcee—3’ 94°C3p |
94°Clp
55°C1p  30ciklus
72°Clp
72°C10p |
rpoB gén LAPS '—tggccgagaaccagttcegegt— 94 °C 1,5p
3 94°C0,6p .
55°C0,3p b 40ciklus
rpoB gén LAPS27 5'—cggcttcgtccagettgttcag-3'  72°C 1p
72°CS5p

16S rRNS gén 534R 5’ —attaccgcggctgetggea— 3’

rpoD gén PR1 5’—gacatgcgacggttgatgtc—3’

A DNS-fragmentumok ellendrzése agardéz gélelektroforézissel tortént. A DNS-
mintakhoz mintafelvivé puffert (6x LD, puffer Thermo Fisher Scientific) adtunk, majd 20
percig futtattuk 90 V-os fesziiltségen. Az agardz gél és a futtatd puffer is TAE puffert (40
mM Tris-ecetsav (pH=7,6), 1 mM Na;EDTA oldatban) tartalmazott. A fragmentumokat
etidium-bromidos (0,5 pg/ml, Merck Kft.) festéssel tettiik lathatova. A fragmentumok
méretének meghatarozasdhoz 1 kb-os létra DNS molekulasuly markert (Thermo Fisher
Scientific) alkalmaztunk. A gélek kiértékelését az UVP BioDoc-It™ System UV
Transluminator (VWR Kft.) késziilekkel végeztiik.

A PCR termékeket NucleoSpin Gel and PCR purification Kit (Takara Bio USA, Inc.)
segitségével tisztitottuk. A DNS vizsgalat soran kapott szekvencidkat a Eurofins Genomics

szekvenalo cég végezte.

A baktérium torzsek azonositasat a 16S rRNS, rpoB és rpoD (Pei és mtsai., 2010,
Mulet ¢és mtsai., 2009, Ait ¢és mtsai., 2005) lokuszok részleges szekvencidinak
felszaporitasaval és szekvenciaanalizisével végeztiik. A nukleotid szekvencidkat az NCBI
GenBank adatbézisba deponaltuk OR571460-OR571469 és OR563981 azonositdszam alatt.
A Pseudomonadaceae csalad referencia torzseinek 16S rRNS, rpoB és rpoD szekvencidit az
NCBI Datasets adatbazisban elérheté genomokbol nyertiik ki. Az adatbazist olyan torzsekkel

1s kibdvitettiik, melyek a leirdsukat kovetden késdbbi publikacidokban 1j nevet kaptak vagy

31



Osszevonasra kerliltek mas fajokkal. Az adatsor dsszesen 495 fajt foglalt magéaba és kozel
teljesnek bizonyult mindharom 16kusz tekintetében. A referencia-szekvencidkat és az
altalunk vizsgalt torzsek részleges szekvenciait a MAFFT program 7.49 verziojaval (Katoh
¢s mtsai.,, 2013), a G-INS-i iterativ finomitdsi stratégiat alkalmazva illesztettiik. Az
illesztéseket a FASconCAT-G program (Kiick és mtsai., 2014) segitségével 0sszeflztiik,
majd a génenként particionalt adatsoron modelltesztelést hajtottunk végre az IQ-TREE
program 2.0.7-es verzidjanak (Minh és mtsai., 2020) beépitett modell-teszteld szoftverével
(Kalyaanamoorthy és mtsai., 2017). Megallapitottuk az egyes particiokhoz leginkabb
illeszkedd evolucidos modellt, melynek soran a keresést kiterjesztettiik az &sszes DNS
evoluciés modellre. A rata heterogenitas tesztelése sordn a gamma- és a szabad rataju

eloszlast is teszteltiik 6 kategoria alkalmazasaval.

Az egyes particiokhoz legjobban illeszkedd evolicios modellek alkalmazasaval
maximum likelihood elemzést végeztink az IQ-TREE 2 segitségével. Az adatsorhoz
leginkabb illeszkedd filogram tamogatottsagi értékeit 5000 ismétlésben alkalmazott UFBoot
(Hoang és mtsai., 2018) segitségével allapitottuk meg.

A referenciatorzs pontos taxonomiai helyzetének feltarasa érdekében genomi DNS-t
vontunk ki a Zymo Research Quick DNA Fungal/Bacterial Midiprep Kit segitségével a
gyarto utasitasait kovetve, majd a teljes genomot paired-end leolvasasokkal szekvenaltattuk
[llumina MiSeq szekvendlo rendszerrel. A 150 bp hosszusagl paired-end nyers leolvasasok
mindségeét FastQC program 0.12.1 verzidjaval ellendriztiik, majd az adaptereket €s a gyenge
mindségll bazisokat a Trimmomatic program 0.39 verzigjaval tavolitottuk el (Bolger és
mtsai., 2014). A sziirt leolvasasok Osszerendezése ¢€s annotalasa az NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (PGAP) program segitségével késziilt.

A teljes genomban fellelhetd bioszintetikus génklaszterek kimutatasat az
antiSMASH 7.1.0-es verzidjanak (Blin és mtsai., 2023) hasznalataval végeztiik, érzékeny
keresési paraméterek alkalmazasaval. A bioinformatikai elemzéseket Dr. Kocsubé Sandor

(SZTE TTIK Biotechnoldgiai €s Mikrobiologiai Tanszék) végezte.
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5.2.2. A baktériumok elétenyésztése

A Dbaktériumokat egy ¢&jszakdn at tenyésztettik LB tapoldatban, 130 rpm
fordulatszdmon ¢és 28 °C hémérsékleten, majd spektrofotométerrel (BMG Labtech) mértiik
az optikai denzitast és azt ODeoonm=0,8 értékre allitottuk be.

5.2.3. Pseudomonas masodlagos metabolitok vizsgalata kiilonboz6 tapoldatokban

A baktériumokat az 5.2.2. pontban leirtak alapjan készitettiik eld. A kiilonb6z6
tapoldatok masodlagos metabolittermelésre gyakorolt hatdsanak Osszehasonlitasa soran az
eldtenyésztett baktériumokbol 40 pl mennyiséget LB, King, PDB tapoldatokba mértiik, majd
28 °C hémérsékleten és 130 rpm fordulatszadmon, harom napon keresztiil inkubaltuk.

A tenyészetek 5 ml térfogatat hangyasavval savanyitottuk pH=3 értékig, majd kétszer
4 ml HPLC tisztasagu etil-acetattal extrahaltuk a metabolitokat. Az egyesitett felsé fazisokat
nitrogéndram alatt beparoltuk, majd 500 pl 2 ng/ul buszpiront és 10 ng/ul homovaniliasavat,
mint belsd standardot tartalmaz6 metanol:viz (8:2) elegyben visszaoldottuk és a HPLC-

HRMS analizisig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.
5.2.4. A baktériumok zsirsavprofil analizise

A zsirsavanalizishez a baktérium torzseket LB taptalajon tartottuk fenn, majd az
analizishez BBL triptikaz szo6ja tapkozeghez adagolt Difco bakteroldgiai agaron harom
egymast kovetd napon atoltottuk és 28 °C-on inkubaltuk. A mintaeldkészitést megeldzden
24 + 2 ¢6raval a protokollnak megfelelden a tisztatenyészet 3. kvadransabdl oltottuk at a
torzseket, majd tovabbi 24 + 2 6ran keresztiil 28 °C hémérsékleten inkubéltuk.

A mintak eldkészitése Sherlock TM Operating CAS Manual szerint tortént. A
baktériumok tiszta tenyészetébdl 20-40 mg mennyiségli baktérium mennyiséget
félkémcsovekbe helyeztiink. Ezt kovetden az ,,elszappanositas™ (saponification) soran 1 ml
1. reagens (45 g NaOH, 150 ml etanol és 150 ml desztillalt viz) hozzdadéasat kovetden, a
mintékat 5 percen keresztiil 100 °C hdmérsékletli vizfiirdében (Precizios vizfiirdd NB-301,
HandyLAB System, N-BIOTEK, Korea) inkubaltuk. A mintdkat homogenizaltuk, majd
ujabb 25 perc inkubacid kovetkezett. A metilacios 1épés soran 2 ml 2. reagens (325 ml 6 N
HCI, 275 ml metanol) hozziadasat kovetden a mintdkat 10 percen keresztiil 80 °C
hémérsékletii vizfiirddben inkubaltuk.

A zsirsavak extrakcidja sordn 1,25 ml 3. reagenst (200 ml hexan, 200 ml metil-terc-

butil-éter) adtunk a mintdkhoz €s az észteresitett zsirsavakat 10 percig laboratoriumi
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vertikalis razatoban (Rotator drive STR4 Stuart, Cole-ParmerTM, Vernon Hills, IL, USA)
inkubaltuk. A felsé szerves fazis kinyerését kovetden, a bazikus mosas elsd 1épéseként 3 ml
4. reagenst (10,8 g NaOH, 900 ml desztillat viz) adtunk a mintakhoz és 5 percig vertikalis
razatoban mostuk. A kapott felsé szerves fazist egy tiszta fioldba helyeztik a GC-MS

vizsgélathoz.
5.2.5. A baktériumok AFB1-bonté képességének vizsgalata

A baktériumokat az 5.2.2. pontban leirtak alapjan készitettiik el6. A baktériumok

AFB1 bontd képességének vizsgdlata soran az elétenyésztett baktériumokat 2 pg/ml
rpm fordulatszamon, hdrom napon keresztiil inkubaltuk.

Az extrakcido sordn a mintdk sejtmentes feliiliszojabol 1 ml-t haszndltunk fel,

amelyhez 2 ml HPLC tisztasagi kloroformot adtunk. A homogenizalast (1 perc) és

centrifugalast (7500 g, 20 °C, 10 perc) kovetden az also fazist nitrogén alatt beparoltuk. A

mintak visszaoldasa 300 ul metanol:viz (8:2) elegyben tortént.
5.2.6. A baktériumok hidrogén-cianid termelésének vizsgalata

A baktériumokat az 5.2.2. pontban leirtak alapjan készitettiik el6. A hidrogén-cianid
képzddés vizsgalata soran az elGtenyésztett baktériumokbol 50 pl mennyiséget a 3 ml PDA
taptalajt tartalmazo 24-férdhelyes sejttenye€sztd edény mintataroldiba mértiink. Kontrollként
a sebfertdzésbdl izolalt DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH) torzsgylijteménybdl beszerzett P aeruginosa PaOl torzset (DSMZ 22644)
hasznaltuk, mely bizonyitottan hidrogén-cianidot termel6 torzs (Létoffé és mtsai., 2022). A
mintatarolok tetejére a reagenseleggyel (HPLC tisztasdgl kloroformban 5 mg/ml Cu-etil-
acetoacetat és 5 mg/ml 4,4’-metilénbisz (N,N- dimetilanilin)) atitatott Whatman 3 MM
szlir6papirt helyeztiink. A reagenselegyet Pasteur-pipettaval vittiik fel a szlirOpapir
felszinére, majd az oldoszert elpdrologtattuk. Harom éjszakan at tartd inkubéciot (28 °C)

kovetden a hidrogén-cianid képzddése esetén sotétkek elszinezddés lathatod a szlir@papiron.
5.2.7. Novekedési és biokémiai tesztek

Baktérium torzs hémérsékleti optimumanak megallapitdséhoz TSA taptalajon
végeztilk a tenyésztéseket 4, 8, 22, 24, 30, 37 és 45 °C homérsékleten. A pH optimum

meghatarozasdhoz a torzset TSB tapoldatban tenyésztettiik 4 napon keresztiil, 28 °C
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hémérsékleten kiillonboz6 pH (pH 6-10) értékeken. A pH 6-8 kozotti tartoményban 0,1 M
KH2PO4/0,1 M citromsav/0,1 M natrium-citrat puffert, valamint a pH 9-10 kozotti
tartomanyban 0,1 M NaHCO3/0,1 M Na;COs puffert alkalmaztunk (Wang és mtsai., 2020).
A novekedéshez sziikséges optimalis sokoncentracido meghatarozasahoz a TSB tapoldatot O-
5% natrium-kloriddal egészitettiik ki (1%-0s (W/v) 1éptékndvelés alkalmazasaval), majd 28
°C hémérsékleten inkubaltuk. A Gram-festést, Bartholomew és munkatarsai modszere
alapjan végeztilkk (Barthomolew ¢és mtsai.,, 1952). A fluoreszcens pigmenttermelés
tesztelésére King’s B agart hasznaltunk, amely soran a baktériumtelep koriil sargas
elszinez6dés figyelheté meg pigmenttermelddés esetén (King és mtsai., 1954). A katalaz
aktivitas tesztelése soran Oz képzddés figyelhetd meg a baktérium telep 3%-0s H20>
hozzaadéasanak hatasara, valamint a citokrom-oxidaz aktivitas esetén a baktérium telepek
elszinezddése lathatd 1% (w/v) tetrametil-p-feniléndiamin hozzaadéasat kvetden (Kovacs és
mtsai., 1956). A B-hemolizis megallapitasahoz 5% birkavérrel kiegészitett taptalajt
alkalmaztunk, mely sordn pozitiv eredmény esetén feltisztulasi zéna jelenik meg a
baktériumtelepek koriil. A levan termelés tesztelésére 5% szachar6zzal kiegészitett nutrient
agart (NA) haszndltunk (Lelliott és mtsai., 1966), majd 2 napon keresztill 28 °C
hémérsékleten inkubaltuk. A levant termeld baktériumok mukoid fenotipust mutatnak. A
baktérium biokémiai és fizioldgiai jellegeit az API20NE (bioMérieux) kit segitségével
vizsgaltuk a gyartd utasitdsainak kovetésével. A zsirsavprofil meghatirozasat GC-MS

analizissel végeztiik (Sasser és mtsai., 1990).
5.2.8. A polaris lipidek és izoprenoid kinonok extrakcidja

A baktériumokat az 5.2.2. pontban leirtak alapjan eldkészitettiik és 160 pl
mennyiséget 200 ml LB tipoldatba mértiink, majd 28 °C hdémérsékleten és 130 rpm
fordulatszamon, 16 6ran keresztiil inkubaltuk. Centrifugalast kovetéen (7500 g, 20 °C, 10
perc) a pelletet fagyasztva szaritottuk. A polaris lipidek és izoprenoid kinonok kinyerése
Minnikin és munkatarsainak modszere alapjan késziilt (Minnikin és mtsai., 1984). A
fagyasztva szaritott mintakbol 50 mg mennyiséget csavaros félkémcesébe mértiink. 2 ml
metanol:viz (100:10) elegye és 2 ml petréleum-éter hozzdadasa utdn homogenizaltuk és
ultrahangos kad (Elma Ultrasonic Technology) segitségével extrahaltuk a mintakat (80 kHz,
20 °C, 20 perc). Tovabbi 1 ml petroleum-éter hozzaadasa utan centrifugaltuk, majd a felsé
fazist nitrogénaram alatt beparoltuk az izoprenoid kinonok kinyerésének érdekében. A

polaris lipidek extrakcidjdhoz a megmaradt alsé fazishoz 2,3 ml kloroform:metanol:viz
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(90:100:30) elegyet adtunk és vertikdlis razogép segitségével 60 percen keresztiil
extrahaltuk. Centrifugalast (7500 g, 20 °C, 10 perc) kovetden a felsd fazist gyljtottik. Az
alsé fazishoz 750 ul kloroform: metanol: viz (50:100:40) elegyet adtunk, amit vertikalis
razogép segitségével 30 percen keresztiil extrahaltunk. Centrifugéalas utan a felsé fazist
hozzaadtuk a korabban elvalasztott fels6 fazishoz. Az eldz6 extrakcids 1épést megismételtiik.
Az Osszegyljtott fels6 fazisokhoz 1,3 ml kloroformot és 1,3 ml 0,3% NaCl oldatot adtunk,
az elegyet homogenizaltuk, centrifugéaltuk, majd a fels6 fazis eltavolitasa utan a polaris

lipideket tartalmazé alsé fazist nitrogénaram alatt beparoltuk.
5.2.8.1. Az ektoin és az N-acetil-glutaminil-glutamin amid extrakcidja

Az ektoin és az N-acetil-glutaminil-glutamin amid (NAGGN) termeltetését Parwata
¢s munkatarsainak modszere alapjan végeztiik kisebb mddositasokkal (Parwata és mtsai.,
2018). A baktériumot 8,9% natrium-kloridot tartalmazé 10 ml MM63 tapoldatban 28 °C
hémérsékleten, 150 rpm fordulatszdmon 18 d6ran keresztiil inkubaltuk. A tenyészetbdl 400
ul-t 20 ml friss MM63 tapoldatba helyeztiink és megegyez6 koriilmények kozott 22 oran
keresztiil inkubaltuk. A sejteket centrifugalassal nyertiik ki és 20 ml 17,5% natrium-kloridot
tartalmaz6é MMG63 tapoldatba helyeztiik at, majd az ektoin termelddéséhez sziikséges 28 °C
hémérsékleten, 150 rpm fordulatszdmon 24 6ran keresztiil inkubaltuk.

Az inkubaciot kovetden a sejteket 7500 g fordulatszamon 20 percen keresztiil
centrifugaltuk, majd fagyasztva szaritottuk. Az intracellularis ektoin kinyeréséhez 20 mg
baktériumpellethez 1 ml vizet adtunk és szilika gyongy (0,25-0,5 mm) segitségével golyos
malom felhasznaldsaval (VWR Star-Beat) 25 Hz frekvencian 4 x 20 masodperces kezeléssel
a sejteket feltartuk. Centrifugalast kovetden (16000 g, 20 °C, 20 perc) a feliilisz6t HPLC-
fiolaba mértiik és a HPLC-HRMS analizisig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.

5.2.8.2. Az aril-poliének extrakcioja

A Dbaktériumokat az 5.2.2. pontban leirtak alapjan el6készitettiik és 160 pl
mennyiséget 200 ml LB tapoldatba mértiink, majd 28 °C hdmérsékleten és 130 rpm
fordulatszamon, 16 6ran keresztiil inkubaltuk. Centrifugalas utan (7500 g, 20 °C, 10 perc) a
pelletet fénytdl elzarva metanollal extrahaltuk 4 °C hémérsékleten ultrahangos kad (Elma
Ultrasonic Technology) segitségével 80 kHz frekvencian 30 percen keresztiil. Centrifugalast
kovetden (16000 g, 20 °C, 20 perc) a feliiliszot HPLC-fiolaba mértiik és a HPLC-HRMS

analizisig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.
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5.2.9. Mintaelokészités a pasztazo elektronmikroszkophoz

crer

A Ps 91 torzs harom-dimenziéos morfolégidjanak  vizsgdlata  pasztazod
elektronmikroszkdppal tortént (SEM). A sejteket 2,5% glutaraldehiddel fixaltuk és 0,05 M
kakodilat pufferrel (pH=7,2) egy éjszakan at 4 °C homérsékleten inkubaltuk. A mintabol 8
ul mennyiséget vittiink fel 0,01% (w/v) poli-L-lizinnel bevont szilikonlemez feliiletére. A
szilikonlemezt kétszer mostuk PBS oldattal és dehidrataltuk az etanol higitasi sorozataval
(30%, 50%, 70%, 80%, 100% etanol (v/v), két 6ran keresztiil, 4 °C hémérsékleten, majd
100% etanolban egy ¢jszakan at inkubdltuk. A mintat kritikus-pont szaritd segitségével
szaritottuk, majd 12 nm vastagsagu aranyréteggel vontuk be, majd Zeiss Sigma 300 Field-
Emission pasztazo elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss). A sejtek koziil 100 db méretét
megmértiink ImageJ program segitségével, majd atlaguk alapjan megéllapitottuk a sejt valos
méretét. A mintdk elOkészitését és mérését Farkas Attila (HCEMM Funkciondlis

Sejtbiologia és Immunolégia ACF) végezte.
5.2.10. Az antagonista tesztekhez szolgalé A. flavus tarolasa

Az antagonista tesztekhez kukoricardl izolalt aflatoxin-termeld A. flavus torzset
hasznaltunk (SZMC 21417), amit hosszu tdvon -80 °C-on fagyasztva, rovid tdvon pedig 4
°C-on tartott 0,01% Tween-80 oldatba felvett konidiospoéra szuszpenzid forméjaban taroltuk.
Az egyes kisérletek soran inokulédladsra hasznalt konidiospora szuszpenzidk spdraszamat
Biirker-kamra segitségével allitottuk be. A gomba eldtenyésztéséhez minden esetben PDA

taptalajt hasznaltunk.
5.2.10.1. Szilard fazisa konfrontacios tesztek

A konfrontacios tesztek soran csészénként 50 ml PDA taptalajt tartalmazo Petri-
csészéket hasznaltunk. A friss konidiospora szuszpenziobol 10 ul 10° db/ml mennyiséget a
csésze kozepére oltottunk. Az 5.2.2. pontban leirtak alapjan elokészitett baktériumokbol 20-
20 pl mennyiséget oltottunk a csésze kdzepétdl 2,5-2,5 cm tavolsagra. Kontrollként a csésze
kozepére oltott gombat hasznaltuk. A csészéket kétszeres Parafilm réteggel zartuk le, majd
28 °C hémérsékleten, sotétben inkubaltuk 8 napon keresztiil. Kisérleteinket minimum harom
biologiai és harom technikai parhuzamosban hajtottuk végre.

A szilard konfrontéacios tesztek soran az AFB1-tartalom meghatarozasahoz egy 1 cm
atmérdju korongot tavolitottunk el a gombatelep kozepérdl, majd 2 ml metanol:viz (8:2)

elegyet adtunk hozza. Az extrakcid ultrahangos kéd (Elma Ultrasonic Technology)
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segitségével tortént (80 kHz, 25 °C, 20 perc). Centrifugalast kovetéen (16000 g, 20 °C, 20
perc), a feliiliszot HPLC-fiolaba mértiik és a HPLC-HRMS analizisig -20 °C hdmérsékleten
taroltuk.

5.2.10.2. Az illékony komponensek vizsgalata szilard fazisu konfrontacios tesztek soran

A konfrontaciés tesztek sordn termeléd6 illékony komponensek (VOC)
vizsgalatahoz kétosztatii Petri-csészéket hasznaltunk. A kétosztatu csészékbe osztatonként
5-5 ml PDA téptalajt mértiink. A harom napos PDA téptalajon elOtenyésztett szilard A. flavus
tenyészetekbdl 1 cm atmérdji korongokat emeltiink ki, majd fejjel lefelé a kétosztath csésze
egyik mélyedésébe helyeztiik. Az ellentétes oldali mélyedésbe az 5.2.2. pontban leirtak
alapjan elOkészitett baktériumokbol 80 pl-t oltottunk. A csészéket kétszeres Parafilm
réteggel zartuk le, majd 28 °C hdmérsékleten, sotétben inkubaltuk 8 napon keresztiil.

Az AFBI extrakciojahoz a gombat tartalmazé taptalajt feldaraboltuk, majd 20 ml
metanol:viz (8:2) elegyet adtunk hozza. A metabolitextrakcid ultrahangos kad (Elma
Ultrasonic Technology) segitségével tortént (80 kHz, 25 °C, 20 perc). Centrifugalast
kovet6en (16000 g, 20 °C, 20 perc), a feliiliszot HPLC-fiolaba mértiik és a HPLC-HRMS

analizisig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.
5.2.10.3. Folyadékfazisu konfrontacios tesztek

5.2.104. A folyadékfazisu konfrontacidés teszt fermentlevek AFB1 tartalmanak

meghatarozasa

A folyadékfazisu konfrontacios tesztek soran 50 ml PDB tapoldatot 10 pl A. flavus
konidiospora szuszpenzioval (10° spéra/ 1 ml 0,01% Tween-80 oldatban) és 40 ul az 5.2.2.
pontban leirtak alapjan elokészitett baktériummal oltottuk le. Kontrollként 10 ul 4. flavus
konidiospéra szuszpenziot (10° spora/ 50ml 0,01% Tween-80 oldatban) oltottunk 50 ml PDB
tapoldatba. A tenyészeteket (konfrontacios tesztek és kontrollok) 3 napig inkubaltuk 28 °C
hémérsékleten és 130 rpm fordulatszdmon. Az inkubdcid leteltét kovetden steril gézen
szlirtiik a micéliumokat, majd fagyasztva szaritast kovetden szarazanyagtartalmat mértiink.

Az extrakcid soran a mintdk sejtmentes feliiluszojabol 1 ml-t hasznaltunk fel,
amelyhez 2 ml HPLC tisztasagu kloroformot adtunk. A homogenizalast (1 perc) és
centrifugalast (10 perc, 7500 g) kovetden az als6 fazist nitrogén alatt beparoltuk. A mintak

visszaoldéasa 300 pl 80% (v/v) metanolban tortént.
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5.2.10.5. A Ps_4 izolatum (P paracarnis) és az A. flavus kozotti folyadékfazisa

konfrontacios kisérlet és mintaelokészitése

Folyadékfazisban vizsgaltuk az A. flavus torzs (SZMC 21417) és a Pseudomonas
paracarnis 1zolatum (Ps_4) ko6zotti kolecsonhatast. A konfrontacios kisérletek végrehajtasa
mellett kontrollként a két mikroorganizmus ©6nallo tenyészetét, valamint a partnerek
sejtmentes feliiluszojanak, és a partner inaktivalt micélium/sejt maradékainak jelenlétében
vizsgaltuk a tenyészeteket.

Harom napon at 28 °C hémérsékleten PDA taptalajon novesztett A. flavus tenyészet
konidiosporaibol 0,01%-0s Tween-80 oldattal sporaszuszpenziot készitettiink, melynek a
koncentracidjat 10° spéra/ml-re allitottuk be. A baktériumok elStenyésztése az 5.2.2.
pontban leirtak alapjan tortént. A kisérleti elrendezésben alapvetden 3 féle tenyészeteket
készitettiink. Onalld gomba, 6nallo6 baktérium és konfrontacios tenyészetek. Az ©nalld
tenyészetekbdl replikdtumokat allitottunk be azért, hogy alapanyagot kapjunk olyan
mimikalt konfrontacids tenyésztésekhez, ahol vagy csak a mar feltenyésztett O6nallo
tenyészet sejtmentes fermentlevét, vagy pedig hdvel (100 °C hdmérsékleten 1 6rdn 4t tartd
forralassal) inaktivalt biomasszajat vittiik be a konfrontacios partner tenyészetébe.

A gomba 6ndlld tenyészetét 10° konidiospéra 100 ml PDB tapoldatba torténd
beoltasaval, majd harom napig tarté 28 °C hémérsékleten 130 rpm fordulatszam mellett
végzett inkubalasaval hoztuk létre.

A baktérium 6nalld tenyészetét ODgoo=0,8 denzitasu tenyészet 60 pl-ének 100 ml
PDB tapoldatba torténd beoltasaval, majd harom napig tarté 28 °C hdmérsékleten 130 rpm
fordulatszdm mellett végzett inkubalasaval hoztuk létre.

A konfrontacios kisérletek soran oltdanyagként 10° A. flavus konidiosporat és 60 ul
ODe00nm=0,8 optikai denzitasti Pseudomonas torzset hasznaltunk, melyeket 100 ml PDB-be
oltottunk. A tenyésztést harom napon keresztil 28 °C hdémérsékleten 130 rpm
fordulatszdmon torténd razatassal végeztiik.

A kontroll és konfrontacios tenyészeteket az inkubacios 1d6 leteltét kovetden steril
gézen szirtik. A felfogott micéliumot fagyasztva szaritottuk és szirazanyag-tartalmat
hatdroztunk meg beldle, a fermentlét pedig sejtmentesitettiik 7500 g, 10 perc, 25 °C-on
torténd centrifugalassal. A fermentlét felhasznalasig —80 °C hdmérsékleten taroltuk.

A mimikalt konfrontacioknal a baktérium ndévekedésének vizsgalatahoz inaktivalt
micéliumokat friss PDB tapoldatba (100 ml) helyeztiik és 60 pl ODgoonm=0,8 optikai

denzitasu baktériummal oltottuk le. A gomba fermentlevét centrifugalassal (16000 g, 25 °C,
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20 perc) és 0,45 pm porusatmérdjii PVDF membranon torténd sziiréssel sejtmentesitettiik.
Az igy kapott sejtektdl mentes fermentlevet ezt kdvetéen 5 ml 10x tdménységi PDB
tapoldattal egészitettiik ki, majd a beallitott optikai denzitasu baktériummal oltottuk le. A
gomba novekedésének vizsgalatadhoz a mimikalt konfrontaci6 soran az inaktivalt baktérium
biomasszat friss PDB tdpoldatba (100 ml) helyeztiik és 10° konidiospéraval oltottuk be. A
baktérium sejtmentes feliiluszojat 0,22 pm porusatmérdjii PVDF membranon szirtiik és 5
ml 10x tdménységii PDB tapoldattal egészitettiik ki, majd 10° konidiosporaval oltottuk be.
Mind a sejtmentes, mind az inaktivalt partner jelenlétében torténd baktérium- €s gomba
tenyészeteket tovabbi harom napon keresztiil inkubaltuk 28 °C hdmérsékleten 130 rpm
fordulatszam mellett. Az inkubécios id6 leteltével a tenyészeteket steril gézen sziirtiik, majd
az igy kinyert micéliumot fagyasztva széritottuk és szdrazanyag- tartalmat mértiink. A
fermentleveket centrifugalassal (7500 g, 10 perc, 25 °C) sejtmentesitettiik és a
felhasznalasig -80 °C hdmérsékleten taroltuk.

A metabolitosszetétel meghatarozasahoz a mintak fermentlevének 2 ml térfogatat
fagyasztva szaritottuk. A metabolitok kinyeréséhez a fagyasztva széritott mintakhoz 500 pl,
metanol:viz elegyet (8:2) adtunk. Az extrakcidt ultrahang (Elma Ultrasonic Technology)
segitségével hajtottuk végre (80 kHz, 20 °C, 3 x 10 perc) és az egyes ultrahangos kezelések
kozott a mintakat 1 percig homogenizaltuk. Az extrakciot kdvetden a mintakat centrifugaltuk
(16000 g, 20 perc, 20 °C), majd a feliiluszokat HPLC-fiolaba pipettaztuk és a HPLC-HRMS
vizsgalatig -20 °C homérsékleten taroltuk.

A mindségellendrzd (quality control, QC) minta valamennyi mintabdl 5 pl térfogatot

tartalmazott.

5.2.10.6. A lipidomikai mérések mintaelokészitése

A 10 mg tomegl fagyasztva szaritott micéliumot/sejteket golyds malom segitségével
szilika gyongyok felhasznalasaval (0,25-0,5 mm) tartuk fel 200 pl viz és 333 pl metanol
jelenlétében 25 Hz frekvencian. A feltarast kovetden 666 pl kloroformot adtunk az elegyhez,
majd 15 percen keresztiil extrahdltuk a lipideket ultrahangos kad (Elma Ultrasonic
Technology) felhasznalasaval 37 kHz frekvencian 4 °C hdmérsékleten. Viz hozzdadasa utan
(400 pl) az elegyet centrifugaltuk (7500 g, 4 °C, 10 perc), majd az alsé fazist 40 °C

hémérsékleten centrifugdlis beparld segitségével szarazra paroltuk. A lipidtartalom
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meghatdrozasahoz a szarazra parolt mintakat 100 pl, az elvalasztashoz hasznalt ,,B”

oldoszerben oldottuk.
5.2.11. Analitikai mérések
5.2.11.1. Zsirsavosszetétel meghatarozasa

A baktérium mintak zsirsavosszetételét zsirsav-metil-€szterek formajaban Nexera
GC-2030 langionizécios detektorral ellatott gdzkromatograf segitségével valasztottuk el HP-
Ultra (2,25 m x 0,2 mm x 0,33 pm filmvastagsag) kromatografias oszlopon 1,48 mL min’!
dramlasi sebességli hidrogén vivégaz, 30 mL min™' sebességli nitrogén (make up gaz),
valamint 30 mL min' sebességli oxigén és 350 mL min™!' sebességii hidrogén (detektor)
gazok alkalmazasaval. Az injektalas (2 pl) ,,splitless” modban AOC-201 Plus automata
injektorral tortént. Az elvalasztas soran a hdmérsékleti program 168,1 °C-rdl indult, ami 291
°C-ra emelkedett (28 °C/perc), majd 300 °C homérsékletig fiitdtte az oszlopot, €s ezen az
értéken tartotta 1,5 percig. A mérési id0 6,04 perc volt. A GC késziilék vezérléséhez és a
kiértékeléshez a LabSolution ver. 5.97 programot és a Sherlock CAS ver. 6.4 programot
hasznaltuk.

Az 1300-C rapid kalibracids standard mixet hasznaltunk a retencids id6 és a rendszer
megbizhatosaganak ellendrzése céljabol. A Bacillus subtilis torzs SZMC 14624 és a tiszta

hexan mindségi kontrollként és negativ kontrollként szolgaltak.
5.2.11.2. HPLC-HRMS mérések

A méréseket minden esetben Dionex UltiMate 3000 UHPLC késziilékhez
csatlakoztatott Q-Exactive Plus hibrid kvadrupdl-Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA) hajtottuk végre. Valamennyi méréshez flitott

elektroporlasztdsos ionforrast hasznaltunk.

5.2.11.2.1. Masodlagos metabolitok vizsgalata

A metabolitok elvalasztasat Gemini-NX-C18, 4 x 2 mm el6tétoszloppal ellatott
Gemini NX-C18, 150 x 2mm, 3 um oszlopon hajtottuk végre. A 0,2 ml/min sebességgel
aramlo mozgo6 fazist 0,1 % hangyasavat tartalmazo viz (A) és 0,1 % hangyasavat tartalmazo

acetonitril:metanol 1:1 (B) alkotta. Az alabbi gradiens eltcios profilt alkalmaztuk: 0-2 min,
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5 % B; 13 min, 95% B; 19 min, 95% B; 19,5 min, 5% B; 24 min, 5% B. A mintdkbol 3 pl-t
injektaltunk. Az elvalasztast 25 °C homérsékleten valositottuk meg.

Az ionforras az alabbi beallitasokkal miikodott: iontovabbito kapillaris, 300 °C;
szaritogaz, 350 °C; spray fesziiltség, 3,5 kV; porlasztogaz, 10; szaritogaz, 35; S-lencse
radiofrekvencias szint, 50 késziilékre jellemzo egység.

A metabolitokat pozitiv és negativ ionizacios modban vizsgaltuk pasztazd-adatfiiggd
MS/MS  modban (fullscan-ddms2). A pasztazé adatgylijtéshez a 100-1500 m/z
tomegtartomanyt alkalmaztuk 70000 felbontas, 1x10° automatikus erdsitésszabalyozis
(AGC-Automatic Gain Control), és 100 ms izolacids id6 (IT) mellett. Az adatfiiggd MS/MS
mérések esetén a felbontast 17500 értéknek valasztottuk, a kvadrupol izolacios ablaka 0,4

m/z, a normalizalt litk6zési energia 35 tetszdleges egység volt.

5.2.11.2.2. Az AFB1 mennyiségének meghatarozasa

A metabolitok elvalasztasat Gemini-NX-C18, 4 x 2 mm el6tétoszloppal ellatott
Gemini NX-C18, 50 x 2 mm, 3 pm oszlopon hajtottuk végre. A 0,3 ml/min sebességgel
aramlé mozgo fazist 0,1% hangyasavat tartalmazoé viz (A) és 0,1% hangyasavat tartalmazo
acetonitril:metanol 1:1 (B) alkotta. Az alabbi gradiens elucios profilt alkalmaztuk: 0-1 min,
5% B; 6 min, 95% B; 10 min, 95% B; 10,5 min, 5% B; 15 min, 5% B. A mintdkbdl 3 pl-t
injektaltunk. Az elvélasztast 25 °C hdmérsékleten valdsitottuk meg.

Az ionforras az alabbi bedllitasokkal miikddott: iontovabbitod kapillaris, 350 °C;
szaritogaz, 350 °C; spray fesziiltség, 3,5 kV; porlasztogaz, 10; szaritogaz, 40; S-lencse
radidfrekvencids szint, 50 késziilékre jellemzo egység.

Az AFBI toxint pozitiv ionizdciés modban vizsgaltuk parhuzamos reakcid
monitorozas (PRM) mddszerrel 17500 felbontas, 2x10° automatikus erdsitésszabalyozas
(AGC-Automatic Gain Control), és 64 ms izolacios 1d6 (IT) mellett. A kvadrupol az AFB1
[M+H]" molekulaionjat 313.07 + 0,2 m/z tartomanyban izolalta. A normalizalt iitkdzési

energia 35 tetszoleges egység volt.

5.2.11.2.3. Az ektoin és az NAGGN meghatarozasa

Az ektoin és az NAGGN elvalasztasat ACQUITY BEH amide, 5 x 2,1 mm
el6tétoszloppal ellatott ACQUITY BEH amid, 100 x 2,1mm, 1,7 pm oszlopon hajtottuk

42



végre. A 0,4 ml/min sebességgel aramlé mozgd fazist 0,1 % hangyasavat tartalmazo viz (A)
¢s 0,1% hangyasavat tartalmaz6 acetonitril (B) alkotta. Az alabbi gradiens elucids profilt
alkalmaztuk: 0-0,3 min, 97% B; 8,5 min, 60% B; 9,5 min, 60% B; 10 min, 97% B; 15 min,
97% B. A mintadkbol 5 pl-t injektaltunk. Az elvéalasztast 45 °C homérsékleten valdsitottuk
meg.

Az ionforras az alabbi bedllitdsokkal miikddott: iontovabbito kapillaris, 320 °C;
szaritogaz, 350 °C; spray fesziiltség, 3,5 kV; porlasztogaz, 17; szaritogaz, 50; S-lencse
radiofrekvencias szint, 50 késziilékre jellemzo egység.

Az ektoin és az NAGGN metabolitokat pozitiv ionizaciés modban vizsgaltuk
parhuzamos reakcid monitorozas (PRM) modszerrel 17500 felbontas, 2x10° automatikus
erdsitésszabalyozas (AGC-Automatic Gain Control), és 100 ms izolacios 1d6 (IT) mellett. A
kvadrupdl az ektoin [M+H]" molekulaionjat 143,25 + 0,2 m/z tartomanyban, az NAGGN
[M+H]" molekulaionjat 316,16 + 0,2 m/z tartomanyban izolalta. A normalizalt titk6zési

energia 35 tetszdleges egység volt.

5.2.11.2.4. Az aril-poliének meghatarozasa

A mérési modszer megegyezett a masodlagos metabolitok meghatarozasanal
alkalmazottal azzal a kiilonbséggel, hogy az oszlopot elhagyé komponensek a
tomegspektrometrids analizis el6tt UV-detektoron is 4thaladtak. A komponensek
fényelnyelését 400, 410 és 440 nm hullamhosszon detektaltuk a pontosabb azonositas

érdekében.

5.2.11.2.5. A polaris lipidek és izoprenoid kinonok meghatarozasa

A polaris lipidek ¢€s izoprenoid kinonok elvalasztasat Discovery HS C18, 20 x 4 mm
elététoszloppal ellatott Discovery HS C18, 150 x 2,1mm, 3 pm oszlopon hajtottuk végre. A
0,2 ml/min sebességgel araml6 mozgo fazist 0,1% ecetsavat tartalmazé 5 mM ammonium-
acetat (A) és 0,1% ecetsavat tartalmazo metanol: 2-propanol 1:1 (V/V) elegy (B) alkotta. Az
alabbi gradiens elucids profilt alkalmaztuk: 0-2 min, 75% B; 14 min, 100% B; 19 min, 100%
B; 19,5 min, 75% B; 25 min, 75% B. A mintadkbol 5 pl-t injektaltunk. Az elvalasztast 45 °C

hémérsékleten valdsitottuk meg.
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Az ionforrds az alabbi beallitdsokkal miikddott: iontovabbito kapillaris, 300 °C;
szaritogaz, 350 °C; spray fesziiltség, 3,5 kV; porlasztogaz, 10; szaritogdz, 35; S-lencse
radiofrekvencias szint, 50 késziilékre jellemzo egység.

A kinonokat pozitiv, a polaris lipideket pozitiv és negativ ionizacios modban
vizsgaltuk  pdasztazo-adatfiiggdé MS/MS moddban  (fullscan-ddms2). A pasztazd
adatgytijtéshez a 100-1500 m/z tomegtartomanyt alkalmaztuk 70000 felbontis, 1x10°
automatikus erdsitésszabalyozas (AGC-Automatic Gain Control), és 100 ms izolacios id6
(IT) mellett. Az adatfiiggd MS/MS mérések esetén a felbontast 17500 értéknek valasztottuk,
a kvadrupdl izoléacios ablaka 0,4 m/z, a normalizalt {itkozési energia 35 tetszOleges egység

volt.

5.2.11.2.6. Lipidomikai mérések

A lipidek elvalasztasat Discovery HS C18, 20 x 4 mm el6tétoszloppal ellatott
Discovery HS C18, 150 x 2,1mm, 3 um oszlopon hajtottuk végre. A 0,2 ml/min sebességgel
aramlé mozgo fazist 5 mM ammonium-acetatot és 0,1% hangyasavat tartalmazoé viz:metanol
95:5 (V/V) (A) és 5 mM ammonium-acetatot és 0,1% hangyasavat tartalmazo metanol:2-
propanol 1:1 (V/V) (B) alkotta. Az alabbi gradiens eltcios profilt alkalmaztuk: 0-3 min, 50%
B; 32 min, 100% B; 47 min, 100% B; 48 min, 50% B; 55 min, 50% B. A mintakbol 5 pl-t
injektaltunk. Az elvélasztast 45 °C hdmérsékleten valdsitottuk meg.

Az ionforras az alabbi bedllitasokkal miikddott: iontovabbitod kapillaris, 300 °C;
szaritogaz, 350 °C; spray fesziiltség, 3,5 kV; porlasztogaz, 10; szaritogaz, 40; S-lencse
radidfrekvencids szint, 50 késziilékre jellemzo egység.

A lipideket pozitiv és negativ ionizacidos modban vizsgaltuk péasztazo-adatfiiggd MS/MS
modban (fullscan-ddms2). A pasztazé adatgytijtéshez a 200-1200 m/z tdmegtartomanyt
alkalmaztuk 70000 felbontas, 1x10° automatikus erésitésszabalyozas (AGC-Automatic Gain
Control), és 100 ms izolacios id6 (IT) mellett. Az adatfiiggé MS/MS mérések esetén a
felbontast 17500 értéknek valasztottuk, a kvadrupdl izolacids ablaka 0,4 m/z, a normalizalt

itk6zési energia 35 tetszéleges egység volt.
5.2.11.3. Alkalmazott programok

Az HPLC-HRMS adatok gyiijtéséhez Thermo Xcalibur 3.1 szofvert hasznaltunk.
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A nyers mérési eredményeket a CompoundDiscoverer 3.3 (CD) program segitségével

dolgoztuk fel a 9. abran lathaté munkamenet szerint.

‘Q Input Files ‘

) Ll Select Spectra

v

Ll Align Retention Times
(ChromAlign)

pr— ~ G

‘ Q Detect Compounds l ‘ 4 Search mzCloud
Ve \ / 5 N 4 Q :
' 6‘ Fill Gaps ‘4—’ a Group Compounds ‘% A Search Mass Lists
T

] Assign Compound
Annotations

A

Correction

2 a
* ’ é Predict Compositions

’ a Mark Background

‘ ’Q{ Map to Metabolika
Compounds ‘ Pathways

9. abra A CD program szerinti nyers mérési adatok feldolgozasanak

munkamenete.

A metabolitok azonositasdhoz tobb, nyilvanos tomeglista is a rendelkezésiinkre allt:

e Arita Lab 6549 Flavonoid Structure Database,

e EFS HRAM Compound Database,

e Endogenous Metabolites database 4400 compounds,

e Extractables and Leachables HRAM Compound Database,

e LipidMaps -Structure Database
Az azonositashoz felhasznaltunk harom, a relevans irodalom alapjan altalunk 6sszeallitott
tomeglistat is:

o Aspergillus fajokra jellemz6 metabolitok

¢ Altalanos gomba masodlagos metabolitok (Nielsen és Smedsgaard, 2003)

e Pseudomonas bioaktiv metabolitok (Shahid és mtsai., 2021; Kumar és mtsai., 2022;

David és mtsai., 1994; Leisinger és mtsai., 1979).
A szimulalt fragmentacidokat MassFrontier 8.1 és a CFM-ID 4.0 programokkal végeztiik el.

A MetaboAnalyst online program segitségével hataroztuk meg a szignifikdns metabolitokat.

Els6 1épésként a CD programbol az adott feltételek szerint sziirt metabolitokat toltottiink fel
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az alabbi paraméterekkel: Data type: peak intensities, format: Samples in columns. A
normalizalast még a MetaboAnalyst el6tt elvégeztiik. A varianciaanalizis (ANOVA) utan
végrehajtott post-hoc analizisnek a Fisher’s LSD féle tesztet valasztottuk 0,05
szignifikanciaszinttel (P > 0,05). A dolgozat soran készitett hétérképeket (Heatmap) a

program alapbeallitasaival hoztuk létre.
5.2.12. Adat és torzs deponalas elérheté adatbazisokban és torzsgyilijteményekben

A teljes genom szekvenalds soran létrejott nyers szekvencia adatokat a NCBI
GénBankba deponaltuk JAVLSB000000000 hozzaférési szamon. A nukleotid szekvenciakat
az NCBI GénBankba deponaltuk, az aladbbi elérési szamokon: OR571460-OR571469 ¢és
OR563981. A Ps 91 torzset tobb torzsgyljteménybe is deponaltuk, melyek a NCCB,
NCAIM és DSMZ voltak, az alabbi gylijteményi azonositészamokon: NCCB 1009697,
NCAIM B.02685" and DSM 117247".

5.2.13. Statisztikai analizis

A szignifikancia szamitdsdra Student-féle t-tesztet alkalmaztunk. A statisztikai
szignifikanciadt minden esetben a kovetkezd p-értékek mellett hataroztuk meg: * P < 0,05;

*t P <0,01; #** P <0,001; ns: nincs szignifikancia.
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6. Eredmények és értékelésiik
6.1. Pseudomonas torzsek izolalasa és azonositasa

A mikroorganizmusok koziil azok, amelyek a rizoszféraban képesek ndvekedni
idealis biokontroll-agensnek tekinthetdk, mivel a rizoszféra az elsé védelmi vonal a
novények szamara a korokozok tdmadasaval szemben (Weller és mtsai., 1988). A rizoszféra
a talaj azon része, amit az €16 novényi gyokerek behaldznak, ahol a ndvény a talaj
mikrobiomjaval interakcidkat tud kialakitani. A rizoszféraban él6 baktériumok koziil a
Pseudomonas nemzetség tagjai arrol nevezetesek, hogy eldsegitik a ndvények novekedését
¢s a novényi betegségek elleni védekezést. Ebben nagy szerepe van a nemzetség tagjainak
szamos eldny0s tulajdonsagdnak, mint pl. biofilmképzés, antifungélis anyagok termelése,
QS vegyiiletek termelése, szinergikus kapcsolat 1étrehozésa a novény gyokereivel és a
kemotaxis iranyitasa (Meneguzzi és mtsai., 2024).

Munkénk soran egyik célunk az volt, hogy rizoszférabol szdrmazd Pseudomonas
nemzetségbe tartozd baktériumokat izolaljunk és vizsgdljuk biokontroll potencialjukat.
Madaras telepiilés melletti kukoricafold kukorica rizoszféra foldmintaibol Pseudomonas
szelektiv taptalajon (Gould és mtsai.,1985) torténd tisztitas utdn 51 izolatumot gyiijtottiink
¢és azok 16S rRNS gén-specifikus PCR termékeinek szekvencia elemzésével igazoltuk, hogy
az izolatumok a Pseudomonas nemzetségbe tartoznak. A taxondmiai besorolas pontositasa
érdekében az rpoD gén (az RNS polimerdz szigma 70 faktorat kodolja) szekvencia analizisét
is elvégeztiik (Mulet és mtsai., 2010). Az altalunk felszaporitott és szekvenalt részleges rpoD
szekvenciakat dsszevetettiik az ismert Pseudomonas torzsek rpoD szekvenciajaval. A Girard
¢és munkatarsai altal 1étrehozott filogenetikai osztalyozas alapjan (Girard és mtsai., 2021) az
izolatumok 46%e-a a P. fluorescens csoportba tartozott, mikdzben 18% a P. putida, 10% a P.
chlororaphis, 8% a P. koreensis, 4% a P. jessenii, 2% a P. gessardii és 2% a P. pohangensis
csoportba tartozott. Hat izolatum (10%) a 16S rRNS és rpoD gének alapjan egyik ismert
Pseudomonas fajjal vagy csoporttal sem mutatott hasonlosagot. Az rpoD szekvencidkon
alapulo filogenetikai vizsgélat eredményeként kapott torzsfdban a sajat izolatumaink
elhelyezkedését négy részletben (A, B, C ¢és D) a 10. abran mutatjuk be. A filogenetikai
vizsgalat eredményeként 45 izolatum faji besorolasat sikeresen meghataroztuk (Mellékletek
fejezet M1 tablazat). A 10/A. abran jol latszik, hogy a taxondmiailag Gjnak szamit6 Ps_89,
90, 91, 96 és 100 izolatumok (a Ps 97 izolatum esetében nem sikeriilt az rpoD gén

felszaporitasa) a Mandelii klad tagjaival allnak kdzelebbi rokonsagban.
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Pseudomonas tensinigenes ZA 5 3

Pseudomonas crudilactis UCMA 17988

Pseudomonas germanica FIT28

Pseudomonas zeae OE 48 2

Pseudomonas neuropathica P155

Pseudomonas anatoliensis P141

Pseudomonas inidis Y 22

Pseudomonas helmanticensis LMG 28168

Pseudomonas baetica LMG 25716

Ps_84
Pseudomonas atacamensis SM1

= Pseudomonas siliginis OTUGBANIB1

100 Pseudomonas triticicola SWRI88
Pseudomonas iranensis SWRIS4
Pseudomonas mercuritolerans SAICEUPSM
[Pseudomonas moraviensis LMG 24280

Pseudomonas hamedanensis SWRI6S
Pseudomonas khorasanensis SWRI153
Pseudomonas granadensis LMG 27940

Pseudomonas atagonensis PS14

Pseudomonas koreensis LMG 21318

Ps_72

Pseudomonas monsensis PGSB 8459

Psoudomonas parakoroensis BML PP030

Pseudomonas serboccidentalis IT P374

Pseudomonas glycinae MS586

Pseudomonas sputi BML PP014

Pseudomonas pharyngis BML PP036

Pseudomonas fitomaticsae FIT81

100

Jesseni/Koreensis klad

BW11P2

ekonensis CORS8

Pseudomonas serbica IT P366
Pseudomonas azerbaijanorientalis SWRI123
Pseudomonas lauryisulfatiphila AP3 16
Pseudomonas jessenii LMG 21605

Pseudomonas lauryisulfativorans AP3 22

Pseudomonas vancouverensis LMG 20222
Ps_103
Pseudomonas reinekei DSM 18361
Pseudomonas azerbajanoccidentalis SWRIT4
Pseudomonas mohnii DSM 18327
_____ D R e = T T T e e e S e e S e
Pseudomonas violetae TNT1S
Pseudomonas nunensis InS

Psoudomanas prosekl LMG 26867
Pseudomonas frederiksbergensis LMG 18851
Pseudomonas mandeli KGI MA19

Pseudomonas arsenicoxydans CECT 7543 .
Pseudomonas silesiensis A3 Mandelii klad
Pseudomonas cucumis FP1935
Pseudomonas farris SWRIT
Pseudomonas lini DSM 16768
Pseudomonas mucoides P154a
Pseudomonas hormoni G20 18
Pseudomonas migulae LMG 21608
- o e LIS -
Ps_89

Psoudomonas zarinse SWRI108
Pseudomonas kionensis DSM 13647
Pseudomonas brassicacearum 3Re2 7

i P UG 51508

Psoudomonas zanjanensis SWRI12
Pseudomonas thivervalensis DSM 13194

100/ Pseudomonas alvandae SWRI17

Pseudomonas canavaninivorans 821 020 Corrugata klad
Pseudomonas agronomica SAICEU22T

subsp.
Pseudomonas corrugata RM1 1 4
Pseudomonas mediterranea DSM 16733
Pseudomonas uvaldensis 20TX0172
Pseudomonas citri OPS13 3
SWRI102

100 Pseudomonas rhizophila $211

10/A. abra A Jessenii, Koreensis, Mandelii, Kielensis és Corrugata kladok tagjait
¢s a sajat izolatumainkat tartalmazo filogenetikai fa.
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100 Ps_24
100 |l Ps_26
Ps_76
Ps_39
100, Ps_44
Pseudomonas reactans IPO3751
Pseudomonas canadensis GZH03
Pseudomonas lurida L228
EP&wdomonu pergaminensis 1008
98] Pseudomonas allii Tb
100} Pseudomonas extremorientalis LMG 19695
LMG 21611
Pseudomonas tolaasii NCPPB 2192
Ps_29
Pseudomonas simiae PCL1751
Ps_1
Ps_11
Ps_8
Ps_19
Ps_32
Ps_30
Ps_6
Pseudomonas kairouanensis KC12
is E10B
100 | Pseudomonas cedrina LMG 23661
9| Pseudomonas cedrina subsp. cedrina DSM 17516T
Pseudomonas cedrina subsp. fulgida LMG 21467
Pseudomonas azadiae SWRI103
Pseudomonas tritici SWRI145
i 9,[[ inalis pv. ICMP 3553
10 i MAFF 311096
1 Ps_17

100

100

100|

inii LMG 22119

Ps_74

Pseudomonas salmasensis SWRI126
Pseudomonas lactis SS101
Pseudomonas carnis 20TX0167
Ps_31

Ps_27
Ps_12

Ps_9

Ps_4

Ps_21

Pseudomonas paracarnis UBT403
Pseudomonas paralactis DSM 29164

10— Ps_15
’FE Pseudomonas synxantha R6 28 08

is DSM 17149
I— Pseudomonas khavaziana SWR1124
LMG 22709
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525
is S1Bt42
NL2019

|5

Ps_7
Pseudomonas brenneri DSM 15294
LMG 2223

Pseudomonas hygromyciniae SDM007 2
Pseudomonas proteolytica LMG 22710
Pseudomonas gessardii LMG 21604
Pseudomonas shahriarae SWRI52
Pseudomonas karstica CCM 7891
Pseudomonas spelaei CCM 7893
Pseudomonas yamanorum LBUM636
MF5694

Pseudomonas cyclaminis MAFF 301449

BsEB 1

SWRI132
1‘? Pseudomonas lactucae MAFF 301381
Pseudomonas pisciculturae P115

1o Ps_20
100 Pseudomonas veronii R02
- is DSM 17835

is TNT11

is KGO1
Pseudomonas grimontii DSM 17515
Pseudomonas marginalis PgKB35
Pseudomonas poae LMG 21465
Pseudomonas trivialis LMG 21464
Pseudomonas edaphica B7002
Pseudomonas salomonii IPO3765

MAFF 212408

Pseudomonas orientalis 88
Pseudomonas aylmerensis S1E40
‘——— Pseudomonas cremoris CTOTU47984
LMG 23076

is LMG 21318

10/B. abra A Fluorescens klad tagjait és a sajat izolatumainkat

filogenetikai fa.

49

tartalmazo



100/ Ps_57

100} Ps_58
%) | pseudomonas pudica 20 MO00628 0
Ps_61

F(’)saudomonas asiatica RYUS
Pseudomonas shirazica A28
Pseudomonas inefficax 7 8 24
% P is RD8MR3
Pseudomonas oryzicola RD9SR1
Ps_38
gor Ps_60
99|l Pseudomonas alloputida NMI24 14
100 Ps_59
Pseudomonas hunanensis Teo1
lensis ANKC G2
1001 Pseudomonas monteilii BS
Ps 73
Pseudomonas putida NBRC 14164
Pseudomonas fulva YAB 1
P. parafulva NBRC 16636
d J di PP 2463

hensis Mr36

1001 Pseudomonas capeferrum WCS358
Pseudomonas urethralis BML PP042
Pseudomonas viassakiae RW4S1

[2 promysalini RW10S1
— Pseudt i is DSM 21245
gﬁ Pseudomonas faucium BML PP048
2 pl icida XSDHY P
9’ d inis BML PP028

Pseudomonas maumuensis COW77
= Pseudomonas soli AP1
Pseudomonas mosselii PtA1

nas peradeniy is BW13M1
L48
Pseudomonas muyukensis COW39

holysinig RWIS1A

Pseudomonas fakonensis COW40
Pseudomonas xanthosomatis COR54

fe is SWRI107
guariconensis F17 WW
Pseud yambap is RW3S1

100 | Pseudomonas oryziphila 1257
Pseudomonas sichuanensis B21 027

di parasich is BML PP020
Pseudomonas reidholzensis CCOS 865

P. i is SWRI56
Pseudomonas urmiensis SWRI10
P: i DSM 17059
100— Pseudomonas rubra 1D1025
rr[ Pseudomonas tructae SNU WT1
Pseud is DSM 16006
Pseudomonas donghuensis P482

de de il is CCOS 864

Pseudomonas alkylphenolica Neo
Pseud is V1
Pseudomonas fontis ID656
Pseudomonas aegrilactucae MAFF 301350
Pseudomonas brassicae MAFF 212427
100 | Pseudomonas palmensis BBB001
Pseudomonas gingdaonensis S 1
Pseud kapageensis PS24
Pseud lypticola NP 1

Pseudomonas defluvii WCHP16
Pseudomonas laurentiana JCM 32154
Pseudomonas bharatica CSV86
Pseudomonas japonica NBRC 103040

Pseudomonas huaxiensis WCHPs060044
iliensis CB1

0

0.04

10/C. abra A Putida klad tagjait €s a sajat izolatumainkat tartalmazo filogenetikai
fa.
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Ps_70
95|
Pseudomonas chlororaphis qlu 1
Ps_71
99
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens DSM 6698
Ps_66
~{ 99
Ps_68
[ |L Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603

Ps_75

100
#Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis DSM 50083

L Pseudomonas chlororaphis subsp. piscium DSM 21509

Pseudomonas idahonensis ID1048

Pseudomonas saponiphila DSM 9751
Pseudomonas protegens CHAO

Pseudomonas piscis 75

Pseudomonas sessilinigenes CMR12a

Pseudomonas morbosilactucae MAFF 302046

Pseudomonas batumici UCM B 321
002

10/D. abra A Chlororaphis klad tagjait és a sajat izolatumainkat tartalmazo
filogenetikai fa.

A pontos rokonsagi viszonyok feltardsanak érdekében a mar eddig is vizsgalt 16S
rRNS és rpoD szekvencidk bevonasaval, kiegészitve az rpoB gén (az RNS polimeraz 3
alegységét kodolja) szekvencidjaval (11. abra). Az elemzéshez a Ps_91-gyel izogenikusnak
bizonyul6 Ps 89, 90, 96, 97 és 100 izolatumok rpoB-vel kiegészitett 16S rRNS és rpoD
adatait is bevontuk. Az Osszehasonlitd vizsgalatot minden ismert genommal rendelkezd
Pseudomonas fajra kiterjesztettiik, kiilonds tekintettel a Corrugata, Mandelii és Kielensis

kladok tagjaira, valamint két fajra a Protegens kladbol (11. abra).

A 16S rRNS és rpoD szekvencidkon alapuld filogenetikai elemzés alapjan a Ps_89,
90, 91, 96, 97 és 100 izolatumok bar a Mandelii kladdal allnak kézelebbi rokonsagban, a
klad tagjaitol mégis jelentds mértékben elkiiloniilnek. A filogenetikai fa alapjan ésszerti volt
azt feltételezni, hogy hat izoldtum egy eddig még nem leirt fajhoz tartozik. Ennek
kivizsgalasa érdekében tetszOlegesen kivalasztottuk az egyik torzset, a Ps 91-et
(tovabbiakban tipustorzs) és részletes genomvizsgélatnak vetettiik ald genomszekvenalast

kovetden.
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6.2. A Ps 91 torzs genomszekvenalasa és genomelemzése

A Ps 91 torzs genomjat 76 kontigba tudtuk Osszeszerelni az NCBI Prokaryotic

Genome Annotation Pipeline programot hasznalva. Az adatokat az NCBI genombankba

JAVLSB000000000 azonositoszamon deponaltuk. A Ps 91 torzs genommeéretét 5,9 Mb-ra

becsiiltiik. A genom G+C-tartalma 61%-nak bizonyult, ami a Pseudomonas nemzetség

fajaira jellemzd 58-69%-os tartomanyba esik.

|6

Pseudomonas frederiksbergensis LMG 19851
Pseudomonas nunensis In5
Pseudomonas mandeli KGI MA19
Pseudomonas silesionsis A3
~ Pseudomonas gregormendeli LMG 28632
Pseudomonas violetae TNT19
Pseudomonas proseki LMG 26867
Pseudomonas arsenicoxydans CECT 7543
L Pseudomonas mucoides P154a
Psoudomonas hormoni G20 18
EmPsmrdommas migulae LMG 21608

Pseudomonas cucumis FP1935
Pseudomonas farris SWRI79

L— Pseudomonas kielensis ZE23)Cel16
1oof Pseudomonas ogarae FR1
19l Pseudomonas zarinae SWR1108
Pseudomonas kilonensis DSM 13647
wl— Pseudomonas bijeensis SP1

n Pseudomonas brassicacea rum 3Re2 7
subsp.

Pseudomonas fini DSM 16768 -~~~ -~~~ -~ - -

CCUG 51508

E’ Pseudomonas thivervalensis DSM 13194
w| = Pseudomonas zanjanensis SWRI12

1oy Pseudomonas alvandae SWRI17

of | Pseudomonas canavaninivorans 821 020
& Pseudomonas agronomica SAICEU22T

subsp.

w— Pseudomonas corrugata RM1 14
o[ L Pseudomonas mediterranea DSM 16733
t Pseudomonas uvaldensis 20TX0172

Pseudomonas citri OPS13 3
L— Pseudomonas marvdashtae SWRI102

Lieed 2{ Pseudomonas rhizophila S211

Pseudomonas tehranensis SWRI196

CDVBN10

L Pseudomonas viciae 11K1 - = = - = == = e e e e e ccennnn

L— Pseudomonas batumici UCM B 321
oo,

Syringae kiad
Lutea kidd

Fragi kiad

Fluorescens kiad
JesseniKoreensis kiad

Mandelii kiad

Kielensis kidd

Corrugata kidd

-~ Protegens/Chiororaphis kiad

Batumici kidd
Agarici kiad
Asplen kiad
Putida/Rhizosphaerae kiad

* Massiliensis kisd

Turukhanskensis kid
Anguiliseptica/Stramineakiad
Olevorans kiad

Mangrovi Kiéd

-+ - Thermotolerans klad

Alcaligenes kiad
Pohangensis kiad
Flexibilis/Fluvialis kisd

-+ Aeruginosa/Resinovorans/indica kiad

Linyingensis kiad
Azotobacter nemzetség
Stutzerimonas nemzetség
Azomonas nemzetség
Chryseomonas nemzetség
Oryzhabitans kidd
Thiopseudomonas nemzetség
Entomomonas nemzetség
Atopomonas nemzetség
Halopseudomonas nemzetség

-+ Permianibacter nemzetség

11. dbra. A 16S rRNS, rpoB és rpoD szekvenciakat tartalmazo 6sszevont adatsor

s

hasznalataval eldallitott maximum likelihood filogram. A kladok elnevezése
Rudra és Gupta (2024), valamint Girard és mtsai. (2021) publikacidi alapjan
tortént. A legjobb fa statisztikai tamogatottsagat UFBoot segitségével szamitottuk
ki. Csak a 95%-nal magasabb értékek keriiltek feltiintetésre. A Perlucidibaca

nemzetség tagjai szolgaltak kiilsé csoportként.
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A FastANI program 1.33-as verziojat hasznalva (Jain és mtsai., 2018) megallapitottuk a
Ps 91 genom atlagos nukleotid-azonossagi (ANI) értékét az ismert Pseudomonas fajok
genomjaval Osszevetve €és az eredményeket az ANIclustermap program 1.3.0-s verzidja
segitségével abrazoltuk (12. abra). A fajhatarhoz megallapitott 95%-os kiiszobértek ala esett
az azonossagi érték, barmely ismert Pseudomonas tajhoz is tortént az 6sszehasonlitas (12.
abra). A legmagasabb ANI-értékeket a P nunensis és a P. hormoni fajok esetében

tapasztaltuk (85,7% és 85,5% azonossagi értékkel).

g
Lo % 92 $24 BB3 883 DAL 886 0R5 669 Bos 068 86 061 063 563 A B34 839 037 M7 D3 439 HID B39 219 MIE M9 M1 M mE M oM M- subsp CDVBN10
52 582 BE1 881 B8 894 B33 46 61 961 367 §38 B35 S41 B3R 436 834 542 B4 B4 A3 636 M M1 B WA B B 839 Pseudomonas agronomica SAICEU22T
-88
B34 B84 885 BES WR1 847 688 W 962 964 369 637 836 842 039 837 H33 54 B4 B4 541 BN 841 842 B41 039 841 029 841 Pseudomonas alvandae SWRI17
-86

§36 36 542 539 R0 H3 S0 B4 430 M1 B37 W41 M1 M E33 84 09 4 - Psoudomonas canavaninivorans B21-020

H37 837 845 542 439 KA 846 545 B44 #4586 44 844 843 842 844 M3 844 Pseudomonas viciae 11K1

CNTHI wn7 52 wes 082 72 475 70 B39 39 845 43 EMN N6 646 BA5 BA4 843 M BAS B46 84S W42 845 M2 844 Pseudomonas brassicacearum 3Re2-T
B8 BAL 10 546 843 B ELR 46 847 845 547 BAL BES B46 Be4 B3 846 M43 864 Pseudomonas kilonensis DSM 13647

©3 975 B B39 845 A2 B4 B36 845 45 845 M5 B4 845 R4S 844 842 844 M3 843 Pseudomonas ogarae FR1

839547 843 B4 B37 846 546 S48 B45 B39 646 B46 544 843 45 842 845 Pseudomonas zarinae SWRI108

845 841 439 B35 043 S04 043 843 K30 045 844 843 1 844 M2 844~ Pseudomonas biieensis SP1

545 843 839 835 45 844 843 844 B4 BAS 846 BA4 841 44 842 844 Psoudomonas thivervalensis DSM 13194

B35 544 B41 838 B35 643 345 644 843 KIE 844 844 44 B4 844 842 844 Psoudomonas zanjanensis SWRI12

47 %65 968 472 NAA BEA B41 K37 BA6 BAN 043 43 M40 B KAK 36 1 041 K38 ML K39 W4 - Pseudomonas rhizophila S211

563 863 565 565 33 B34 830 637 436 B33 841 543 841 %43 B34 038 84 B4 £33 830 839 834 Psoudomonas tehranensis SWRI196

565 968 569 969 78 504 854 BRI 894 B2 801 87 563 567 563 575 037 837 841 634 434 I 634 K39 439 438 634 438 638 436 K36 438 W37 838 Pseudomonas citri OPS13-3

9 963 567 WA B4 84 WA 36 HRL M1 B30 B4 M WK EMA M B BT 641 W34 M - Pseudomonas marvdashtae SWRI102

1 861 §34 B34 B34 W32 @33 833 833 Pseudomonas uvaldensis 20TX0172

B35 W35 833 436 W33 W34 Pseudomonas corrugata RM1-1-4
S W4 817 B9 07 18- Pseudomonas mediterranea DSM 16733

Pseudomonas protegens CHAQ

63 61

Pseudomonas saponiphila DSM 9751

#3- Pseudomonas kielensis ZE23JCel16
37 538 830 539 842 843 843 BA2 843 M1 842 BAT BT B3 38 838 HA3 833 W1 435 B34 san 1 #53- Pseudomonas sp. Ps_91
07 067 G B S W W W NS0 B S B B B BT e
52 01003 53 00 856 1006 87 03 63 65 03 62 816 e

B39 542 BA BAL 546 846 545 845 45 B4 845 843 842 B41 638 841 35 A6

Pseudomonas gregormendelii LMG 28632
Pseudomonas violetas TNT19

Pseudomonas cucumis FP1935

99 8 B8 54 545 545 047 BAS BAE B4 B4 WS 242 42 39 9 DS 94 538 86 WS 652 8 82 8 %77 88 974 882 Pseudomonas farris SWRIT9
EED B4 B4 B30 WAA 844 645 045 BAR 843 543 B44 S41 B3 39 84 B4 63 639 936 W3S 453 651 650 057 [ONEOY 475 03 81 476 4as 478 883~ Pseudomonas linf DSM 16768
B35 639 841 841 545 545 847 045 843 BA3 BG4 B3 B4 BE1 B38 B4 834 835 830 836 835 653 657 362 658 879 879 010
5060807 B8 M1 8 D308 8 0806 8404 0 TR 01 8801 M7 150 155 51 6 %0 s
B9 56 G161 B44 845 KAS BAS B46 BAS B45 B4 019 36 KA6 638 KR4 W25 W25 417 37 853

7873 882 8 17 881 879 881~ Pseudomonas nunensis In5
959 957 969 868 571 - Pseudomonas prosekii LMG 26867
15 819~ Pseudomonas silesiensis A3

BA1 BA1 S42 BA1 544 545 546 BAS 546 B44 B46 A4 841 B4 BIS B4 834 036 B4 HIT WIS 85O 6 #32 8 #s4 888 Pseudomonas hormoni G20-18

54 B4 841 54 543 545 149 044 BAS 042 B4 B44 841 84 A6 04 34 BDS 3R 36 B34 551 B Pseudomonas migulae LMG 21608

B38 EIN 639 U39 642 852 543 42 43 GA1 B41 B4 38 EIE 038 B37 H32 WD) 437 034 WIS 85 #s1 482 84 Pseudomonas mucoides P154a

B B4 A1 B4 804 505 845 B4 BAS B4 B4 B4 341 19 38 841 B3 436 830 436 8IS 852 653 o - Pseudomonas frederiksbergensis LMG 19851

B35 B¢ E39 830 543 542 543 843 B42 BA2 842 842 939 839 837 838 B33 833 £37 935 833 651 051 4~ Pseudomonas arsenicoxydans CECT 7543

84 B30 BA1 B4 B44 S04 K44 543 A3 A4 BG4 B4 B4 BSE KSE B4 KRY B34 830 NN6 B3A 053 853 864 56l 803 Pseudomonas mandelii KGI MA19

12. abra A FastAni altal szamolt atlagos nukelotid-azonossagi értékek (ANI)
hétérképe, ami tartalmazza a referencia szekvenciakat és a Ps_91 genomot is.

Digitalis DNS-DNS hibridizaciés (dIDDH) vizsgalatot is végeztiink a Genome-to-Genome
Distance Calculator (GGDC 3.0) webszerver (https://ggdc.dsmz.de/ggdc.php) hasznélataval
(Meier-Kolthoff és mtsai., 2021) a Jesseni kladba tartozo fajok genomjaival kiegészitett
adatsoron. A dDDH vizsgélatok esetén a fajhatart 70%-nal szabjak meg. A Ps 91 torzs a
digitalis hibridizacids vizsgalattal a P. nunensis, a P. migulae, a P. hormoni és a P.
frederiksbergensis fajokkal mutatott legnagyobb hasonlosagot, de a kapott 28,3 és 28,4
kozotti dDDH értékek joval a 70%-o0s fajmeghatarozasi hatarérték alatt alltak.
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Mind a 16S rRNS-rpoD-rpoB szekvencia alapu, mind pedig a genom alapi ANI és
dDDH 06sszehasonlité elemzések eredményei egybevagdan arra utaltak, hogy a Ps 91 torzs
a Fluorescens szuperklad Mandelii kladjaba tartozo onallo fajt képvisel. A legkozelebb allo
rokon faj meghatarozéasa az ANI és dDDH vizsgélatoknal kapott eltéré eredmények alapjan
nem egyértelmii. Ezért a Ps 91 torzs pontos filogenetikai helyzetének meghatarozasa
érdekében olyan filogenomikai elemzést végeztiink, amelybe bevontuk a Corrugata,
Mandelii, Kielensis és Jessenii kladok tagjait, valamint kiilcsoportként a Protegens klad két
tagjat. Az elemzés targya ortolog gének csoportja volt, melyek minden genomban egy
kopidban eléfordulnak. Az ortolég gének azonositasat alapértelmezett paraméterekkel az
OrthoFinder program 2.55 verzidjaval (Emms és mtsai., 2019) végeztiik. A keresés 1568
egykopias ortolog gént eredményezett. A gének fehérje szekvencidit a MAFFT v 7.49
verzidjanak segitségével, a G-INS-I opcié hasznalataval illesztettiik. A 100 aminosavnal
rovidebb illesztéseket kizartuk a tovabbi vizsgalatbol. A végleges dsszeflizott adatsor 85 faj
likelihood elemzést a 16S rRNS-rpoD-rpoB szekvenciaelemzés esetében leirtak szerint
végeztik el (1asd fentebb). Az igy kapott filogram a topolédgia tekintetében nagymértékben
hasonlitott a 3 génes adathalmazbdl kapott filogenetikai fahoz, kivéve a Ps 91 torzs

Az 1343 fehérjén alapul6 elemzés kimutatta, hogy a Ps 91 torzs nem tagja a Mandelii
kladnak, hanem a Corrugata és a Jessenii kladok kozott egy kiilonalld kladot képez (13.
abra). Ezzel bizonyitottnak tekintettiik, hogy a Ps 91 és a vele izogenikus izolatumok egy

Uj fajt képviselnek. A tovabbiakban Pseudomonas sp. nov. Ps_91-ként fogjuk emliteni.
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Koreensis klad

Mandelii klad

Jesseni klad

Pseudomonas sp.

Corrugata klad

Kislensis ZE23.Cel16 N Kielensis kiad

003

13. abra Maximum likelihood (legnagyobb valdsziniiségii) filogenetikai fa,
amely 1343, egyetlen kopiaban jelen 1év0 ortolog fehérjén alapul. A legjobb fa
statisztikai tdmogatottsagat UFBoot segitségével allapitottuk meg. Csak a 95%-
nal magasabb értékek keriiltek feltiintetésre. Kiilcsoportként a Pseudomonas
saponiphila DSM 97517 és a Pseudomonas protegens CHAO' torzseket
hasznaltuk.

6.2.1. Masodlagos metabolit klaszterek in silico azonositasa a Ps_91 torzs genomjaban

A masodlagos metabolitok termeléséért felelds génklasztereket NRPS gén (nem-
riboszomalis peptid-szintetdz gén) vagy PKS (poliketid-szintdz) gén megléte indikalhatja a
klaszterben. A teljes genomszekvencia in silico elemzésével tizenkét mésodlagos metabolit
génklasztert azonositottunk, melyek kozii 4 NRPS-t, 3 RiPP-et (riboszomalisan szintetizalt
€s poszt-transzlaciésan modositott peptid) és 1 PKS-t hordozott, valamint 4 egyéb
kategoriaba tartozd masodlagos metabolit génklasztert. Az azonositott 4 NRPS klaszter
koziil harom nem mutatott jelentds hasonldsagot egyetlen ismert klaszterrel sem, azonban
egy klaszter 97%-ban hasonlitottak egy ismeretlen funkcioji P. mandelii fajban talalt NRPS
klaszterhez. Az azonositott PKS-klaszter 97%-o0s hasonlosadgot mutatott a P. vancouverensis

fajban azonositott aril-polién termelésért felelds klaszterrel. A RiPP klaszterek kozott egy
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redox-kofaktor és egy linearis azol-tartalmu peptid (LAP) klasztert valoszinisitettiink,
melyek 77 és 62%-os hasonlosagot mutattak a P. viridiflava és a P. izuensis fajokban
talalhatdo RiPP klaszerekkel. A harmadik azonositott RiPP-klaszterben a gének 50%-os
hasonlosagot mutattak egy, a P. fluorescens fajban talalhato, eddig nem jellemzett RiPP-
szerii klaszterben. Az egyéb klaszterek kozé soroltak koziil kettét ismeriink a
szakirodalombol. Ezek hidrogén-cianid bioszintéziséért felelések. Ezekben a klaszterekben
a gének 75%-o0s és 83%-0s hasonlosdgot mutattak a P. gingeri, illetve a P. arsenicoxydans
fajok HCN-bioszintetikus génklasztereivel. A fennmarado két egyéb kategoriaja génklaszter
kozil az egyik a P. nunensis fajban is megtalalhato NAGGN klaszterrel mutatott 100%-os
hasonlosagot, mig a masik a Rhizobium bangladeshense faj ektoin bioszintézis klaszterével
mutatott 60%-o0s egyezést.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Ps_91 altal képviselt 0j Pseudomonas faj
feltehetden ektoint (Czech és mtsai., 2018) és NAGGN-t (Diaz és mtsai., 2022) tud termelni,
ami alapjan feltételezhetden jO ozmotikus stressztliréssel rendelkezik. A Ps 91 torzs
feltehetden az oxidativ stresszel szemben is ellenallo, a potencialis aril-polién-termelésnek
koszonhetden (Schoner és mtsai., 2016). A torzs a mezdgazdasadgban hasznos lehet a HCN
valoszintisithetd termelése miatt, amely nematocid és aphicid hatassal rendelkezik (Kang €s
mtsai., 2018; Kang ¢és mtsai., 2019), valamint LAP-termelé képessége miatt biokontroll

agensként is alkalmazhat6 (Travin és mtsai., 2019) lehetne.

6.2.2. A klaszterek alapjan feltételezett masodlagos metabolitok termelésének in vivo

vizsgalata

A Ps 91 torzs 6.2.1. fejezetben részletezett in silico elemzése soran detektalt
masodlagos metabolit génklaszterek jelenlétét kisérletesen is be szerettiik volna bizonyitani.
Ennek elérése érdekében a baktérium emlitett metabolitjait HPLC-HRMS mddszerrel

azonositottuk.
6.2.3.1. Az ektoin és az NAGGN azonositasa

Mivel az ektoin és az NAGGN ozmotikus stressz hatasara keletkezik (Reshetnikov és
mtsai., 2011; Sagot és mtsai., 2010), a vegyiiletek jelenlétét magas sokoncentracio mellett
tenyésztett Ps 91 sejtek extraktumabol mutattuk ki (14. abra). A modszer leirdsat az

5.2.11.2.3. fejezet tartalmazza.
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14. abra A magas sokoncentracio mellett tenyésztett Ps_ 91 sejtek extraktumaban
HPLC-HRMS modszerrel azonositott ektoin és az N-acetil-glutaminil-glutamin
extrahalt ion kromatogramja (A, C) és az azonositast lehetévé tevd MS/MS
spektruma (B, D).

6.2.3.2. Az aril-polién azonositasa

Az aril-polién tipust bakterialis pigmentek szerkezetileg és funkcidjukat tekintve is
hasonlitanak a karotinokhoz, védik a baktériumot a reaktiv oxigéngyokoktdl (Schoner és
mtsai., 2016). Ezen pigmentek mindegyike egy polién-karbonsavhoz kapcsolddé terminalis
arilrészt tartalmaz. A karotinokhoz hasonlo6 polién rendszer tomegspektrometrias viselkedése
alapjan a Ps 91 izolatum metanolos extraktumaban tobb aril-polién pigmentet is
azonositottunk, melyek kozil az m/z 494,3254 vegyiilet van jelen a legnagyobb

mennyiségben (15. dbra). A mddszer leirasat az 5.2.11.2.4. fejezetben targyaljuk.
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15. abra A Ps 91 izolatum metanolos extraktumanak 410 nm hullamhosszon
felvett kromatogramja €s az m/z 494,3254 vegyiilet MS/MS spektruma.

6.2.4. A Pseudomonas sp. nov. Ps_91 torzs fenotipus vizsgalata

A teljes genom szekvenalds alapjan megallapitott 0j Pseudomonas faj tovabbi
jellemzéséhez és a rokon fajokkal valo 6sszehasonlitas érdekében ndvekedési és biokémiai
tesztekkel fenotipus vizsgalatot hajtottunk végre.

A Ps 91 torzs LB taptalajon fehéres-sargas, nyalkas, sima, kerek, nem atlatszo, ép
sz¢li, 0,5-1,0 mm atmérdji telepeket hoz létre 28 °C hdmérsékleten 24 6ran at inkubalva.
Péasztazo elektronmikroszkopiat alkalmazva megallapitottuk, hogy a sejtek 1,1-1,9 um
hossztiak és 0,2-0,5 um széles palcak (16. abra). Rendszertani besorolasanak megfeleléen
Gram-negativnak bizonyult a Gram-festés soran. Aerob, nem sporaképzd baktérium 28 °C
hémérsekleti optimummal; és 0-5% NaCl (w/v) sotliréssel. Optimalis sokoncentracidja 3-
4% NaCl (w/v), az optimalis kornyezeti kémhatés pedig pH= 6,0 értékre esett. A baktérium
nem termel fluoreszcens pigmentet King's B agaron. A telepek szachardzzal kiegészitett
taptalajon mukoid fenotipust mutatnak, ami a levantermelésre utal. Véres agaron [-
hemolitikus aktivitdst mutatnak. A baktériumnak kataldz pozitiv és citokrom-oxidaz-

aktivitasa van.
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16. abra A Ps_91 tdrzs pasztazo elektronmikroszkopos képe.
A méretskala: 200 nm.

Az API 20 NE biokémiai tesztek alapjan a Ps 91 torzs pozitivnak bizonyult az eszkulin
hidrolizisére, valamint az N-acetil-gliilkozamin, a kalium-gliikonat, a kaprinsav, a trinatrium-
redukcidjdra, indoltermelésre, arginin-dihidroldz aktivitdsra, ureaz aktivitasra, zselatin
hidrolizisre, B-galaktoziddz aktivitdsra, tovabba a maltdz, L-arabindz, D-mannit, mannéz,
almasav ¢és fenil-acetdt asszimildcidjara. A nodvekedési €és biokémiai jellemzdoket a
Mellékletek M2. tablazataban foglaltuk 0ssze. A Ps 91 fenotipusdnak mas Pseudomonas
fajok fenotipuséaval torténd Osszehasonlitdsa érdekében az M2. tablazatba sszegytjtottiik
a hasonlo fenotipus vizsgalatokon étesett tobb Pseudomonas faj adatait is. A Ps 91 torzs a
vizsgalt fenotipus jellegek egyedi kombinacidjat mutatja, ami megerdsiti a Ps 91 torzs 1)

fajként torténd elkiiloniilését.

A zsirsav-metil észter profilt kvalitativan és kvantitativan fontos telitett zsirsavak jellemzik,
melyek a C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C10:0 3-OH, C12:0 2-OH, C12:0 3-OH, C17:0 ciklo,
a legnagyobb mennyiségben jelen 1évo zsirsav pedig a C16:0 volt (M3. tablazat). A
Pseudomonas fajokra jellemzd Osszevont 3-as zsirsav csoport (C16:1 w7c és/vagy
C16:1w6¢) és az 6sszevont 8-as csoportot (C18:1w7c and/or C18:1w6c) nem detektaltuk a
Pseudomonas sp. nov. Ps_91 térzsben. A C10:0 3-OH ¢és a C17:0 ciklo zsirsavak kivételével
a Ps 91 torzs zsirsavprofilja megegyezett a P. jessenii €s P. vancouverensis torzsek
zsirsavprofiljaval. Osszességében a Ps 91 torzs zsirsavprofilja is egyedinek bizonyult a

tobbi Pseudomonas faj képviseldihez képest.
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6.2.5. A polaris lipidek és izoprenoid kinonok vizsgalata a Ps_91 torzsben

A Ps_91 torzs tovabbi jellemzésének érdekében meghataroztuk a torzs polaris lipid
¢s izoprenoid kinon tartalmat. A Ps 91 torzs f6 polaris lipidjei a foszfatidil-kolin, a
foszfatidil-etanolamin, a foszfatidil-glicerol, a lizofoszfatidil-etanolamin ¢és a lizofoszfatidil-
glicerol voltak. Az eredmények Osszhangban vannak a szakirodalomban talalhato
Pseudomonas izolatumokra jellemzd poldris lipid tartalommal.

Az izoprenoid kinonok koziil az ubikinon 9 jelent meg a legnagyobb mennyiségben,
ezen kiviil ubikinon 8, ubikinon 4 és ubikinon 2 is detektalhatd volt a mintankban.
A torzsre jellemzd polaris lipideket €s izoprenoid kinonokat a Mellékletek cimii fejezetben

talalhaté M4. tablazat foglalja 0ssze.

6.3. Masodlagos metabolitok vizsgalata a rizoszféra Pseudomonas izolatumok

kiilonb6z6 tapkozegben tortént tenyésztését kovetden

A metabolikusan sokoldali, szamos masodlagos metabolit termelésére képes
Pseudomonas torzsek novekedésére és biokontroll potencidljara hatdssal vannak a
kornyezeti feltételek. Ezért a masodlagos metabolit profil vizsgéalathoz az izolatumok
kiilonb6z6 Osszetételll tapkdzegekben (LB, King és PDB) nevelt tenyészeteibdl indultunk
ki. Az LB tapkozeget azért valasztottuk, mivel a baktériumok szdmara 4ltalanosan hasznalt
tapkozeg, €s ebben a kdzegben tortént az 0sszes konfrontacios kisérlethez a baktériumok
elétenyésztése, mig magat a konfrontacios tesztet PDB tapkozegben végeztiik, ezért a PDB
tapkozeget is bevontuk a vizsgéalatba. A King tapkozeget pedig azért valasztottuk, mert a
szakirodalmi adatok alapjan kiterjedt pigmenttermelés torténik ebben a tapkozegben (King

¢és mtsai., 1954).

Az izolatumok LB, King és PDB ¢és tapoldatokban torténd tenyésztését kovetéen HPLC-
HRMS vizsgalattal 6sszesen 33 bioaktiv metabolitot tudtunk azonositani a sejtmentes
fermentlébdl, melyek foleg antibiotikumok, ciklikus peptidek €és homoszerin-laktonok
voltak (3. tablazat). A legtobb metabolit a King (n=27) és a PDB (n=23) tapoldatokban
keletkezett, az LB tapoldatban csupan 18 metabolitot azonositottunk (3. tablazat). A

metabolitok koziil 15 vegyiiletet mindharom tapoldatban detektaltunk.
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3. tablazat Az ismert Pseudomonas bioaktiv metabolitok el6fordulasa az izolatumokban.

Metabolit Osszegképlet LB King PD gnTin) 3‘:2:2?
2-acetamidfenol CsHoNO, + + 9,26 152,0711
2-hidroxifenazin C12HsN,O + + 12,39 197,0709
piocianin Ci3H10N:O + + 13,72 211,0866
fenazin-1-karbonsav C13HsN-O, + + + 13,34  225,0659
metil-fenazin-1-karboxilat C14sH10N2O» + + 13,13  239,0812
ciklo-(Pro-Val) Cio0H16N202 + 8,73 197,1285
ciklo-(Pro-Met) CioHisN202S + + + 935 229,1007
ciklo-(Tyr-Pro) Ci14sH16N203 + + + 927 261,1233
£ lahorénsav C Ci6H200: + + + 13,88  245,1537
=
£ lahorénsav B Ci17H2,03 + 13,93  275,1638
; massetolid E Cs3Ho3NoO16 + + + 17,24 1112,68
£ viszkozin CsHusNoOig  +  +  + 175 1126,695
g massetolid A/D/G CssHo7NoO16 + 17,86  1140,711
massetolid A/D/G CssHo7NoO 16 + 17,68 1140,712
massetolid H Cs6HooNoO 16 + + + 18,32 1154,727
CLP1 + + 17,96  690,9165
CLP2 + + + 21,02 1036,687
CLP3 + + 16,39  1109,831
CLP4 + 16,05  1160,647
CLP5 + + 17,49  1171,753
CLP6 + 16,3 1212,744
O-etil-homoszerin lakton CsH13NO:; + + + 1,94 148,0974
i\l—butiril—L—homoszerin CsHisNOs . 749 172,09723
akton
N-dekanoil-L-homoszerin CuHysNO; n L1498 2561907
lakton
N-oktanoil-homoszerin CisHyNOs © 1355 228.1595
lakton
g NOoedmol: cguo. ¢ o+ s 2o
¢ N-(-hidroxi-dekanoil) - C14H25NO, + 4+ 1334 272,1855
& Nhiroxi-oktanoil
homoszerin lakton C12HNOs * 12,55 244,1544
N-(3-hidrgxi-tetradekanoil) " CyHisNOs L 142 3282495
homoszerin lakton
Eﬁgﬁan"ﬂ'homoszerm CioH 7NO; + 4+ o+ 11,02 200,1281
N-(3-hidroxi-dodekanoil) - C1cHaNOs L1283 3002176

homoszerin lakton
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Metabolit Osszegképlet LB King PD RT Detektalt

(min) ion (m/7)
N-(3-hidroxi-hexadekanoil)- - 1y \, + 14,01 356,2806
homoszerin lakton

2-aminoacetofenon CsHoNO + + + 8,7 136,0758
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A PDB tapoldatban keletkezett metabolitok mennyiségi Osszehasonlitdsat a Mellékletek
cimi fejezet M5. abran talalhato hétérképén lehet attekinteni.

A Pseudomonas fajokra altalanosan jellemz6 antibiotikumok koéziil piocianint €s
fenazinszarmazékokat, fenazin-1 karbonsavat és a 2-hidroxifenazint detektaltuk.

A massetolidok a CLP-tipust antibiotikumok kodzé sorolhatdk, azon belil is a
viszkozinok csoportjahoz. Mintdinkban massetolid A/D/E/G ¢és H viszkozin szarmazékokat
detektaltunk (Gerard €és mtsai.,, 1997, de Brujin és mtsai.,, 2008). A massetolid A-r6l
ismeretes, hogy a baktériumok rajzé mozgasanak kialakitasaban és a biofilm képzésben
1étfontossagu, tovabba ismert gombapatogének novekedését gatlo biokontroll hatasardl is
(de Brujin és mtsai., 2008).

A lahorénsavak aromas karbonsavak, amelyek koziil a lahorénsav B Mehnaz és
munkatarsai kisérletei alapjan mérsékelt gatld hatast fejt ki Mycobacterium tuberculosis
baktériummal szemben, azonban nincs sem citotoxikus-, sem gombaellenes hatasa (Mehnaz
¢s mtsai., 2021). A lahorénsav B a bioszintetikus utvonal terméke, mig a lahorénsav A a
lahorénsav B bioszintézisének intermediere. A fenazinszarmazékokkal vald 0sszehasonlités
sordn a fenazin-1-karbonsav a mérsékelt novekedésgatlason til a Colletotrichum falcatum
hifadenzitasat is csokkenti. A 2,8-dihidroxifenazin sem gombaellenes, sem citotoxikus
hatassal nem rendelkezik, csakis antibakterialis (pl. Bacillus cereus és Arthrobacter
crystallopoietes ellen) hatassal birnak.

A ciklodipeptidek két aminosavbol allo laktadmgytiriivel rendelkezd vegyiiletek,
melyeket féleg baktériumok ¢és gombak termelnek. Sokrétii biologiai funkcioval
rendelkeznek, melyek koziil kiemelkedd jelentdségli antimikrobidlis és antioxidans hatasuk

(Widodo és mtsai., 2023).
6.4. A Pseudomonas torzsek hidrogén-cianid termelé képessége

A kukorica rizoszférabol izolalt Pseudomonas torzsek HCN termeld képességét
tesztelve azt tapasztaltuk, hogy az 51 Pseudomonas izolatum tobb mint harmada
rendelkezett HCN termel6 képességgel (a termeldk részletes listaja a Mellékletek fejezet 1.
Mellékletében van feltiintetve). A P. chlororaphis csoportba tartozd izoldtumok minden
esetben, a P. koreensis csoportba tartozé izolatumok koziil 3, a P. fluorescens csoportba
tartozé izolatumok kozil 4 és a Ps 91 altal reprezentalt faj vizsgalt 5 izolatumanak
mindegyike termelte a HCN-t. Rijavec és munkatarsai szerint a HCN-nak a talajban a foszfat

hozzaférhetdségében van szerepe (Rijavec és mtsai., 2016).

63



6.5. A Pseudomonas izolatumok és az A. flavus kozotti kolcsonhatasok vizsgalata

Mivel a PhD munka célja az izolalt Pseudomonas torzsek és az A. flavus kozotti
kolesonhatasok jellegének vizsgélata volt, kiilonb6zd kisérleti tesztrendszereket hoztunk
1étre, hogy a kolcsonhatasokban részt vevo volatilis, illetve oldott (diffuzibilis) vegyiiletek

hatasat tanulmanyozhassuk.

6.5.1. Volatilis vegyiiletek antagonista hatasanak vizsgalata szilard fazisu A. flavus-

Pseudomonas rendszerben

A baktériumok és gombak egyarant képesek illékony vegyiileteket termelni, melyek
a mikrobak kozotti interakcidkat befolyasoljak. Bizonyos BCA-k a ndvekedésiik soran
termelt illékony vegyiileteikkel képesek gombaellenes hatast kivaltani, amely tdmogatja
mezdgazdasagban valo felhasznalhatosagukat. Ezért megvizsgaltuk, hogy az A. flavus
novekedésére ¢és toxintermeld képességére hatdssal vannak-e az altalunk izolalt
Pseudomonas baktériumok altal termelt illékony komponensek. Kétosztatu Petri-csésze
alkalmazaséaval kozos 1égtérben, de egymastol fizikailag elkiiloniilten felnevelt A. flavus vs.
Pseudomonas izolatum tenyészetek novekedési képességét, valamint a gomba aflatoxin

termelését vizsgaltuk a 17. abran bemutatottak szerint.

kontroll

17. abra A volatilis vegyiiletek antagonista hatasanak vizsgalatara beallitott
kisérleti elrendezés szemléltetése.

A kétosztatt csésze egyik oldalan 4. flavus (bal), a masik oldalan Pseudomonas
izolatumot teszteltiink (jobb). A bal oldali Petri-csésze A. flavus vs. Ps 74

crcr

szolgald A. flavus 6nalld tenyészetét mutatja.
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Eredményeink szerint a vizsgalt Pseudomonas izolatumok egyike sem termelt olyan
illékony vegyiileteket, melyek befolyasoltak volna a gomba ndvekedését, azonban az A.
flavus aflatoxin termelése bizonyos Pseudomonas izolatumok illékony vegyiiletének
hatasara jelent6sen lecsokkent, vagy megemelkedett (18. abra). Osszefiiggést nem talaltunk
az izolatumok Pseudomonas csoporthoz valo tartozésa €s a toxintermelés modulalasa kozott.
Példaul a P. chlororaphis csoport izolatumai koziil 3 nem befolyasolta a toxintermelést, egy
izolatum (Ps_66) szignifikans ndvekedést (3,5-szeres novekedés, P < 0,001), egy pedig
(Ps_70) szignifikéns toxinszint csfkkenést (a kontrollhoz (100%) képest 5,9% termelddott,
P < 0,001) eredményezett a kontrollként vizsgalt A. flavus 6nalld tenyészetéhez képest.
Szamunkra a legfontosabb eredmény az, hogy a P. fluorescens és a P. putida csoportokban
voltak olyan izolatumok (Ps_29, 39, 60 és 38), melyek volatilis metabolitjanak hatasara a
toxintartalom a kontrollhoz (100%) képest 5% ala csokkent (P < 0,001). A Ps 91 izolatum

altal képviselt 1) faj egyik izolatuma sem befolyasolta a toxintermelést.
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Pseudomonas térzsek

18. abra Szilard fazist, illékony komponens altali, A. flavus-Pseudomonas
konfrontacidban a gombapartner micéliumabol mért AFB1 toxin relativ ardnya a
kontroll 4. flavus 6nallo tenyészet AFB1 tartalmahoz (100%) viszonyitva. A
szignifikancia vizsgalatot a Student t-teszttel végeztiik. A szignifikans eltéréseket
csillagok jelolik (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ns: nem-
szignifikans).

Az illékony vegyiiletek koziil az izolatumok HCN termelésérdl voltak kisérlettel
alatdmasztott adatunk, ezért a konfrontacids kisérlet eredményét megvizsgaltuk a torzsek
HCN termeld képességének fényében. Van-e kapcsolat a bakterialis HCN termelés és a
gomba toxintermelésének megvalatozasa kozott? Egy lehetséges HCN altal generalt
tultermelés magyarazhaté lehetne a HCN azon hatdséval, hogy gatolja a légzési lanc
terminalis citokrom c-oxiddz enzimét, ami megzavarja a gomba normalis fizioldgiai

folyamatait, stresszhelyzetbe keriil, amire toxin taltermeléssel reagal, igy védve magat a
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kornyezeti stressz hatasaitol. A citokrom c-oxidaz gatlasa dsszefliggésben lehet a citokrom
P-450 oxidoreduktaz enzim aktivalasaval, ami a mikotoxinok eloallitasaért felelos enzim.
Mivel 11 esetben tapasztaltunk toxin tultermelddést, melybdl négy izolatum HCN-termeld
térzs volt, a tobbi izolatum viszont nem, igy a HCN nem lehetett a taltermelés kivaltd oka.
A gombatoxin termelés jelentds lecsokkenése tekintetében csak a Ps_70 izolatum képes a
HCN termelésére, a Ps_29, 39, 60 és 38 izolatumok nem. igy megallapitottuk, hogy az ismert
volatilis vegyiilet, a HCN nincs hatassal az A. flavus toxintermelésére. Az ezt kovetd
kutatasainkban tobbek kozott arra fogunk fokuszalni, hogy kideritsiik, hogy a Ps_70, 29, 39,
60 ¢és 38 izolatumok melyik volatilis metabolitja képes az A. flavus toxintermelését

visszaszoritani.

6.5.2. A Pseudomonas izolatumok hatasa az A. flavus novekedésére és AFB1 termelésére

szilard tapkozegben

Szilard kozegben végzett konfrontacids kisérletekkel megvizsgaltuk, hogy a
Pseudomonas izoldtumok hogyan befolyasoljak az 4. flavus ndvekedését és toxintermelését.

A baktériumokat az 4. flavus gombaval egyiitt PDA taptalajon egyiitt tenyésztettiik
7 napon keresztiil, 28 °C hdmérsékleten, majd dokumentéltuk a konfrontacios teszt
eredményét a gomba morfologidja és a gomba toxintartalma alapjan. Az A. flavus
konfrontidcioban mutatott morfologidja alapjan négy kiilonb6z6é tipustt kolcsonhatast
kiilonboztettiink meg, melyet a 19. abra szemléltet. Az A- és A(F)- tipusu kdlcsonhatasok
soran a gomba ndvekedét csak részben gatolta a baktérium jelenléte, tovabba az A(F)-
tipusnal (F=fluffy) a gomba konidiumképzése redukalddott mikdzben gombatelep teljes
feltiletén aeridlis hifaburjdnzast figyeltiink meg. A B-tipusu kolcsonhatds sordn a gomba
novekedése mérsékelten gatlodott, és a gomba lokalisan jellegzetes aeridlis hifaburjanzést
produkalva képes volt atndni a baktériumtelepen. A C-tipusu kdlcsonhatas soran a baktérium
jelenléte nem befolyésolta a gomba novekedését. A micéliumok minden makromorfologiai
valtozas nélkiil randttek a baktériumtelepre, anélkiil, hogy a konidiumképzddés redukalodott
volna, és aeridlis micéliumok sem jelentek meg. Ahogyan azt mas Pseudomonas torzseknél
is leirtak, az altalunk vizsgélt Pseudomonas izolatumok sem tudtdk szilard kdzegben az A.

flavus novekedését teljesen gatolni (Palumbo és mtsai., 2006; Palumbo és mtsai., 2007).
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A-tipus A(F)-tipus B-tipus C-tipus kontroll

19. abra A szilard fazisa A. flavus — Pseudomonas konfrontacids tesztek
interakcids tipusainak (A-, A(F)-, B- és C-tipus) makromorfologidja, valamint a

kontrollként szolgald A. flavus 6nallé tenyészet (kontroll) makromorfologiéja.

Bar a vizsgalt Pseudomonas izoldtumok nem mindegyike befolydsolta latvanyosan a gomba
novekedési képességét a szilard konfrontacios kisérletben, az A. flavus aflatoxin termelése
majdnem minden Pseudomonas izolatummal torténd taldlkozas hatasara szignifikdnsan
megvaltozott az dnalldan tenyésztett kontroll 4. flavus toxintartalmahoz képest (20. abra).
Erdemes megjegyezni, hogy a toxintartalom mérést a gombatelep kozepébdl kivagott 1 cm
atmérdjlii agaros telep-korongbol végeztik (az A. flavus 0nalld tenyészetében az AFBI1

tartalom 6,6+0,4 ug volt).
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Pseudomonas torzsek

20. abra Az A. flavus interakcids partnerben mért relativ aflatoxin B1 (AFB1)
tartalom szilard fazisa A. flavus — Pseudomonas konfrontaciés tesztekben a
kontrollként szolgald A. flavus 6nalld tenyészet AFBI1 tartalmahoz képest. A
szignifikancia vizsgalatot a Student t-teszttel végeztiik. A szignifikans eltéréseket
csillagok jelolik (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ns: nem-
szignifikans).

Az A. flavus gombaval valo kolcsonhatas sordn a vizsgalt Pseudomonas izolatumok
koziil 3 esetben (Ps_4, Ps_66 ¢s Ps_68), az AFB1-tartalom a kontroll gombaban mért AFB1-
tartalomhoz viszonyitva kevesebb mint 1% volt. Mérlegeltiik annak lehetdségét, hogy nem
a gomba AFBI1-termelése sériil, hanem a Pseudomonas torzsek bocsajtanak ki AFB1-et
atalakit6 vagy azt degradald hatéanyagot. Nem tartjuk valdszinlinek, hogy a feltételezett

hatéanyag a taptalajban a gombatelep kozepéig gy el tud diffundalni, hogy olyan
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koncentracioban jelen legyen, ami az AFB1 majdnem 100%-at atalakitja vagy degradalja.
Ezzel 6sszhangban a Ps 4, Ps 66 és Ps 68 izolatumokkal tortént konfrontaciok esetén a
gombamintabol semmilyen AFBI1 szerkezetébdl levezethetd szarmazék vegyiiletet nem
talaltunk (pl. prekurzorokat vagy bomlastermékeket). Ezért a legkézenfekvobb magyarazat
arra, hogy a Ps 4, Ps 66 és Ps 68 torzsek majdnem 100%-kal visszaszoritjdk az AFB1
szintjét a gombdban az, hogy olyan hatékony diffuzibilis metabolitot szabaditanak fel,
amelyek az AFBI toxintermeléséért felelds kulcsfontossagu szabalyozo tutvonalakat
zavarjak meg és génszabalyozas szintjén gatoljak a gomba AFB1 termelését.

Az izolatumok 22%-a (n=11) nem volt hatdssal a gombapartner AFB1 tartalmara, mialatt a
tobbi izolatum (78%, n=39) kiilonb6z6 mértékben, de hatassal volt az AFB1 termelddésre.
Az A-tipusu kolesonhatasok sordn a felhalmozddott AFB1 tartalom 19,5% alatt volt. A B- és
C-tipusu kolcsonhatasokban ezzel szemben, 9,1% (£0,6) - 62,0% (£7,7), illetve 52,4%
(£10,8) - 103,0% (£6,8) AFB1-tartalmat mértiink. A korrelaciés elemzés erds korrelaciot (r
= 0,88, P < 0,0001) mutatott a gombaminta toxintartalma és a kolcsonhatas tipusa kozott,
azonban nem talaltunk korreldciot a Pseudomonas izoldtumok taxondmiai besorolédsa és a

gombaminta toxintartalma kozott.

6.5.3. Az izolatumok hatiasa az A. flavus novekedésére és AFB1 termelésére

folyadékfazisban

Bar a természetben eléforduld konfrontaciot a szilard fazisu konfrontacios kisérletek
(beleértve a volatilis konfrontaciot is) képezik le legjobban, mégis indokoltnak lattuk a
konfrontaciokat folyadéktenyészetes kisérleti rendszerben is megvizsgalni. Ugy gondoltuk,
hogy ha a konfrontacios partnerek diffuizibilis bioaktiv anyaggal hatnak a masik mikroba
¢letmiikodésére, akkor a folyékony kozeg kikiiszoboli a szilard tapkozeg allitotta difftizios
akadalyt és megbizhatobban detektalhatjuk, ha bioaktiv hatéanyag jelenik meg a
konfrontacioban. Masrészt egy siillyesztett folyadéktenyészetben sosem jut annyi oxigénhez
a gomba, mint szilard fazisu felszini tenyészetben. Ez¢rt azt is feltételezhetjiik, hogy pusztan
a hozzaférhetd oxigén mennyiségének megvaltozasa mas biokémiai Utvonalak
megnyilvanuldsdt eredményezheti. A  folyadékkultraban vizsgalt konfrontaciods
kisérleteknél is felallitottunk konfrontacios kategoridkat, ahol a gomba micélium Osszes
szaraztomegét €s a fermentlébdl kimutatott AFB1 mennyiségét osztalyoztuk az 6nalloan
tenyésztett A. flavus kontrolléhoz viszonyitva (az A. flavus kontroll 6nallé kultiradban atlag

2,7 pg/ml AFB1 tartalmat mértiink). Ez alapjan négy folyadékkulturas konfrontacio tipust
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tudtunk elkiiloniteni, melyeket I-IV jeloléssel lattunk el (21 és 22. dbra). Az 1. tipust
kolcsonhatds soran az A. flavus micélium tomegében legalabb 39,3% -os csokkenés
mutatkozott (22. abra) ugy, hogy nem volt detektalhato AFB1 tartalom a fermentlében (21.
abra). A II. tipusu kolcsonhatds sordn a gomba kontroll tenyészethez viszonyitottan
csOkkent micélium képzddést és csokkent AFBI1 termelést mutatott (21 és 22. abra). A I11.
tipusu kdlcsonhatés soran a kontrolltenyészethez képest csokkent a micélium képzddés és az
AFBI1 termelésben taltermelddést tapasztaltunk (21 és 22. abra). A IV. tipust kolcsonhatas
soran nem tapasztaltunk konfrontacios hatast, azaz sem a gomba ndvekedését tiikr6zo
micélium szaraztdmeg, sem a toxintermelés nem tért el a kontrollként mért 4. flavus 6néllo
tenyészet adataitol (21 és 22. abra). A Pseudomonas izolatumok 72%-a (n=36) I-es tipusu,
14%-a I1-es tipust, 6%-a Il1-as tipust és 8% a ['V-es tipust kolcsonhatast mutatott (21. abra).

[
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P. chiororaphis
P. fluorescens
P. jessenii

e
P. koreensis
P. putida
A. flavus

@ P. pohangensis

100

AFB1 tartalom (%)

kontroll — I
BEROL

Pseudomonas torzsek

21. abra A folyadékfazisi konfrontacios tesztekben a fermentlébdl mért relativ

AFBI1 tartalom a kontroll 6nallo A. flavus tenyészet fermentlevébdl mért AFBI

tartalomhoz képest (%).

A szignifikancia vizsgalatot a Student t-teszttel végeztilk. A szignifikans

eltéréseket csillagok jeldlik (* P < 0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: nem-

szignifikans).

A gombdk micéliumndvekedésének kiilonb6z0 mértékli gatlasa a tdpanyagokért

folytatott versengésnek, vagy a micélium novekedését befolyasold bakterialis

enzimek/metabolitok jelenlétének tulajdonithato.

69

Kategoriak

1. tipus
II. tipus
Il tipus

IV. tipus
kontroll



aj

jessenii

100

w3k | e

Ps_061 T
Ps_073—mk
Ps_100-

1
[ee]
Yo}
o

d
o

Ps_066 .

Ps

micélium témeg (%)
[
7 T
P. chlororaphis
068 -
Ps_075-—H
-
Ps_071-mm-¢
Ps 004_*:._& P. flugrescens
o
‘:‘3 .
B
027 -
_:..3
—
* *
; *
- :
: *
3 3
—
> *
— :
= §
=
=TI
e
Pk
:’;H*
% p
M
3
"
x P
067_—P—pqh§ngen5|s
3 z
* E
Ps_059 -4 ‘
Ps_060 -
Ps_057 -4
Ps 038—;
i
:
¥
Ps_045- hi
Ps_089 ¥
Ps_096
+
%
%
Ps_091—-{ImH,
kontroll-—v& flavus

Ps_070
Ps_022 -2

Pseudomonas térzsek

22. abra A folyadékfazisu konfrontacios tesztekben felndtt A. flavus micélium
relativ szaraz tomege a kontroll 6nallo A. flavus tenyészet micélium szaraz
tomegéehez képest (%).

A szignifikancia vizsgalatot a Student t-teszttel végeztilk. A szignifikans
eltéréseket csillagok jeldlik (* P < 0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; ns: nem-
szignifikans).

Szamottevd kiilonbségeket talaltunk az AFBI-tartalomban, amikor ugyanazon
baktériumizolatumok szilard- és folyadék tenyészeteit hasonlitottuk Ossze. A gomba
toxintermelése a II1. tipust folyadékfazisi kdlesonhatasokban fokozddott a Ps 12, Ps 31 és
Ps_84 izolatumokkal valé kolesonhatas soran. Ugyanezek az izolatumok azonban szilard
kozegben B tipusu kolesonhatast mutattak, azaz 20-30%-ra tudtdk csokkenteni az AFB1-
termelést (a kontroll tenyészet 100%-os AFB1-tartalommal rendelkezett).

A Pseudomonas izolatumok AFB1-szabalyozo képességének szilard- és folyadék
konfrontacids tesztekben torténd eltérése magyarazhatd szilard/folyadék-fazisfiiggd

rom

bakterialis effektorvegytiletek eltérd keletkezésével, amelyek ellentétes hatassal vannak a
szilard kozegben. Az utobbi hipotézist tamasztjdk ald azok a tanulméanyok, amelyek
kimutattak, hogy az 4. flavus esetében az aflatoxin taltermelése akkor kovetkezik be, ha a
gomba szuboptimalis dozisi antifungélis szernek van kitéve (Ferrigo és mtsai., 2019). A
mogottes mechanizmus tisztdzasa nélkiil Campos-Avelar és munkatarsai szintén
megfigyelték a gombatoxin-tiltermelését (ochratoxin) bizonyos Streptomyces izolatum
Penicillium verrucosum torzsekkel torténd kolcsonhatdsa soran (Campos-Avelar és mtsai.,
2020).

A fenti eredmények azt mutattdk, hogy a baktériumok antagonista viselkedése
kiilonb6z6 mértékben jelen van mind a folyadék, mind a sziladrd konfrontécios tesztek soran;
azonban nem talaltunk szignifikéns korrelaciot a szilard és folyadékkultirdkbol szarmazo
adatok kozott. Kivételt képez 3 izolatum (Ps_66, Ps_68 és Ps_4), amelyek mind a szilard,

mind a folyadék konfrontacios tesztek soran teljesen gatoltak a toxintermelést.
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6.5.4. A Pseudomonas izolatumok AFB1 bont6 képességének tesztelése

Néhany Pseudomonas 0©nallé tenyészete képes a tapoldathoz adagolt AFBI
bontésara, feltehetden enzimatikus reakcidkon keresztiil (Singh és mtsai., 2022). Ezért az
altalunk vizsgalt Pseudomonas izolatumok AFB1 moddositdo képességét teszteltik oly
moddon, hogy a baktériumok 1 napos PDB tenyészetéhez AFB1 hatéanyagot adtunk (2
ng/ml), majd hdrom napos inkubaciot kovetden mértiik a tenyészet AFB1-tartalmat. Egyik
izolatum esetén sem csokkent a tenyészet AFB1-tartalma, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy

egyik izolatum sem bontotta vagy alakitotta at a toxint.
6.5.5. Az AFB1-hez kapcsolodé vegyiiletek képzodésének azonositasa és értelmezése

Annak érdekében, hogy kozelebb jussunk annak megértéséhez, hogy a kiilonb6zo
konfrontdciokban milyen mechanizmus all az AFB1 szintjének valtozdsa mogdtt, nem
célzott metabolomikai vizsgalatot végeztink HPLC-HRMS moddszer segitségével.
Kiilondsképpen az AFB1 bioszintetikus prekurzorait és a lehetséges Osszes, AFB1-gyel
kapcsolatba hozhatdo degradacioval, vagy biotranszformacioval képezhet6 AFBI1
szarmazékokat probaltuk azonositani. A mérést mind a szilard-, mind pedig a folyadékfazisi
konfrontacios tesztekre kiterjesztettiik (23. abra). Az AFB1-hez kapcsolodd vegyiiletek
azonositasat a kloroformos és metanolos extraktumokban talalt 6sszes vegytilet kisérletes
MS/MS fragmentacids spektrumanak €s a toxin, valamint a feltételezett biotranszformacio
soran eltolodott fragmentumok (oxidalt, hidroxildlt, dehidratalt stb.) spektrumanak

Osszehasonlitasaval végeztiik.

OH-OMeSTC
OH-ASP [
Me-AFB2agr-15 5
Me-AFB2agr-1, 3
DH-OH-ASP |
=
o

Kategoriak

mindkettében

: # folyadékban

ASP

AFP1 egyikben sem

AFD1

szilard kézegben

23. abra Az AFB1-hez kapcsolodo vegyiiletek megjelenése az egyes szilard és
folyadék  konfrontaciok  soran. Az  OH-OMeSTC, 11-hidroxi-O-
metilsterigmatocisztin; ASP, aspertoxin, OH-ASP, 11- hidroxiaspertoxin; DH-
OH-ASP, dihidroxiaspertoxin, Me-AFB2a RT=12,5, és Me-AFB2a
RT=12,3, metoxi-aflatoxin B2a 2 izomere; AFP1, aflatoxin P1; és AFDI,
aflatoxin D1. A szinkddolés jelentése az abran bemutatott magyarazaton lathato.

A vegyiiletek koziil a Ci6H100s, C16H140s5 és a két kiilonb6zd retencios idonél jelentkezd

CisHi607 (24. abra) feltehetden degradécios/transzformécios termékek, ezzel szemben a két
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retencios 1donél detektalt CioHi1407 és a CioH14O0s vegyiiletek (24. abra) prekurzor

vegyiiletek, azaz a toxin bioszintetikus ttvonaldnak koztitermékei (24. abra).
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E OMeSTC % ASP
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?rr %::;, o
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24. abra Az aflatoxinok bioszintézisének titvonala (Udwary és mtsai., 2002; Yabe
mtsai., 2012) és a downstream transzformacios reakciok. Az egylépéses
enzimreakciokat nyilak, a tobblépéses enzimreakciokat szaggatott nyilak jeldlik.
A bioszintetikus utvonal z6ld, az enzimatikus és a nem-enzimatikus utvonalak
rozsaszin, illetve sziirke hattérszinekkel vannak jeldlve. Csak azon vegyiiletek
szerkezeti képletei vannak feltiintetve, melyeket a konfrontacios tesztekben
kimutattunk (23. abra). Az NE a nem-enzimatikus reakciokat jeloli (ezeket az
egyes lépések kozotti kettds nyilak jelolik). A VA, versicolorin A; OMeSTC, O-
metilsterigmatocisztin, OH-OMeSTC, 11-hidroxi-O- metilsterigmatocisztin;
ASP, aspertoxin; OH-ASP, 11- hidroxiaspertoxin, DH-OH-ASP,
dihidroxiaspertoxin; AFG1, AFB1, AFM1, aflatoxin G1, B1, M1.

A szakirodalmi adatok alapjan bizonyos Aspergillus fajok, mint példaul az 4. flavus
képes a sajat toxinjait lebontani (Doyle és mtsai., 1978) citokrom P-450 monooxigenaz
(Hamid ¢és mtsai., 1987), laktonaz és mas reduktiz enzimek (Xing és mitsai., 2017)
segitségével. Fontos megjegyezni, hogy a kisérleteink soran 6nmagéban sem az alkalmazott
A. flavus, sem a Pseudomonas izolatumok nem voltak képesek az AFB1 lebontésara vagy

atalakitasara. Ezért amikor 4. flavus — Pseudomonas interkacioban AFB1 szarmazékokat
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azonositottunk, az annak a jele, hogy az interakcios partner hatasara modosult az AFB1-hez

kapcsolhatd metabolit profil.

6.5.5.1. A citokrom P-450 oxidoreduktaz és mas oxidoreduktazok potencialis szerepe az

AFBI1 szintézisében és atalakitasaban

Az éltalunk detektalt CisH10O¢ az aflatoxin P1-nek (AFP1) felel meg, ami az AFB1
demetilacioja soran képzddd degradacids szdrmazéknak tekinthetd (24. abra). A metabolit
MS/MS spektruma 6sszhangban van a szakirodalomban talalhato AFB1 UV-fény-indukalt
transzforméacios termékével (Li és mtsai., 2022). A szakirodalom alapjan a Trametes
versicolor sejtmentes extraktuma képes az AFB1-et AFP1 toxinna alakitani, ami enzimatikus
atalakitasra utal (MS/MS spektrum kozlés hidnyaban nem tudtuk 6sszehasonlitani az AFP1-
et sajat spektrumunkkal) (Suresh és mtsai., 2020). Az AFP1 megjelenése bizonyos szilard
konfrontacids kolcsonhatasok sordn (23. abra) az AFBI1 enzimatikus O-demetilacidjaval
magyarazhat6. Bar az A. flavus gombaban ezidaig nem azonositottak AFB1-demetilazt,
azonban az koztudott, hogy ezt a reakcidt az emberekben és allatokban a citokrom P-450
katalizalja (McLean és mtsai., 1995). A ndvénypatogén Fusarium és Nectria fajokndl a
citokrom P-450-tipust monooxigendz enzim, a pisatin-demetilaz (Pdal) felelds a borsoé altal
termelt pisatin toxin demetilaciojaért, ami az aflatoxinnal szerkezeti rokonsagot mutato
vegylilet (Coleman és mtsai., 2011). Mindezek alapjan citokrom P-450 monooxigenaz tipust
enzimet feltételezhetlink az AFP1 bizonyos konfrontaciokban torténd megjelenéséért. Az
nyitott kérdés szamunkra, hogy az enzim bakteridlis vagy gomba eredetii-e, de az a tény,
hogy az AFP1 jelenlétét csak szilard konfrontacio sordn tudtuk kimutatni, az arra utalhat,
hogy az oxigénszint csokkenésére érzékeny gombapartner lehet a felelds a toxin
atalakitasaért, aki a folyadékkultaraban a hozzaférhetd oxigén kisebb mennyisége miatt nem

tudja miikodtetni az 4talakitast végzd monooxigenazat.

Az altalunk detektalt azonos 0Osszegképletli, de eltérd retencios ideji Ci9Hi4O7
Osszegképletli vegyliletek a 11-hidroxi-O-metilsterigmatocisztinnek (OH-OMeSTC) vagy
az aspertoxinnak (ASP), a Ci9H14Os vegylilet pedig a 11-hidroxi-aspertoxinnak (OH-ASP)
felelnek meg. A vegyiiletek MS/MS spektruma Gsszhangban van a szakirodalomban
talalhat6 spektrumokkal (Schamann és mtsai., 2022). Ezek a metabolitok az AFB1 ¢és
aflatoxin M1 (AFM1) bioszintetikus prekurzorainak tekinthetdk (Yabe és mtsai., 2012). A

bioszintetikus Utvonalban az AFB1 ¢és AFMI1 toxinok ko6zds prekurzora az O-

73



metilsterigmatocisztin (OMeSTC), az OrdA enzim (més néven AflQ, egy citokrém P-450
csaldd monooxigendza) enzim altal kiilonb6zd szénatomokon hidroxilalodik, amelynek
eredményeképpen ASP vagy OH-OMeSTC jon létre, ami tovabbi hidroxilacioval OH-ASP
toxinna alakul at (24. abra) (Yabe és mtsai., 2012). Mind az OH-OMeSTC, mind az OH-
ASP tovabb alakulhat az OrdA enzim altal, ami AFB1 és AFMI1 [étrejottéhez vezet (Udwary
¢s mtsai. 2002; Yabe és mtsai., 2012). Az AFM1 toxint sem a gomba 6nalld tenyészetében
(kontroll), sem a kozos tenyésztések soran nem detektaltuk, viszont a toxin prekurzorai az
aspertoxin, a 11-hidroxi-aspertoxin és a 11-hidroxi-O-metilsterigmatocisztin jelen voltak a
mintakban (23. abra). Az aspertoxint leginkdbb a folyadékkulturakban detektaltuk (23.
abra).

Altaldnossagban elmondhatd, hogy egy metabolikus utvonal koztitermékei
leginkabb akkor detektalhatéak, ha az Utvonal enzimei tultermelddnek vagy aktivitasuk
megnovekszik (példaul az alacsony molekulasulyu ,,accelerator” vegytiletek jelenlétében),
illetve, ha a legkisebb sebességli reakcid szubsztratjai felhalmozddnak. Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy az OrdA enzim tOltermelddése vagy fokozott aktivitdsdnak
eredményeképpen tortént az OH-O-MeSTC, az ASP ¢és OH-ASP vegyiiletek

felhalmozodasa.

A detektalt C1sH1405 vegytilet az aflatoxin D1 (AFD1), amely AFB1-bdl laktongytirii
hidrolizisével, majd dekarboxildlasaval keletkezik (24. abra). A vegyiiletet az AFBI
degradacios termékeként azonositottak az Escherichia coli (Wang €s mtsai., 2019) vagy a
Rhodococcus erythropolis (Eshelli €s mtsai., 2015) sejtmentes extraktumaban és P. putida
(Samuel és mtsai., 2014) tenyészetében. Zaccaria és munkatarsainak kutatdsa alapjan az
AFBI1 toxinbdl lakkazok és mas enzimek példaul laktondzok vagy mas meg nem hatarozott
enzimek segitségével AFDI toxin képzddik (Zaccaria és mtsai., 2023). Az 4. flavus képes
lakkazokat eldallitani (Kumar €s mtsai., 2016), ezért fontos megjegyezni, hogy ez az enzim
hozz4jarulhat az AFB1 molekulan beliil talalhato észterkotés (lakton gytir(i) hidroliziséhez
AFDI toxint eredményezve. Az AFDI vegyliletet kizarolag a folyadékfazisu
tenyészeteinkben tudtunk detektalni (23. abra). Az tovéabbra is kérdéses, hogy az AFDI

képzddéséhez hozzdjarulo enzim bakterialis vagy gombapartner eredetii.

Kordbban mar leirtak oxidativ enzim termelés fokozddast gombakban gomba-
baktérium kolcsonhatasok soran (Levy és mtsai., 1992; Crowe és mtsai., 2001; Baldrian és

mtsai., 2004). Ezen megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy bizonyos bioaktiv

74



vegyiileteket termeld antagonista Pseudomonas baktériumok hatasara valaszul az A. flavus
citokrom P-450 vagy mas oxidoreduktazt kodold gének indukéalodnak. Elképzelhetonek
tartjuk, hogy az az AFB1-hez kapcsolodo szarmazékok megjelenése mogott a konfrontacids

partner altal indukalt fokozott oxidoreduktaz enzimtermelés all.
6.5.5.2. A nem-enzimatikus reakciokban termelddo vegyiiletek

Az éltalunk detektalt CisH1607 vegylilet esetében (24. abra) két molekula jelenik
meg eltérd retencios idoénél (RT=12,3 min €és RT=12,5 min), ugyanolyan molekulatomeggel
¢s fragmentacids mintazattal (24. abra, M6. tablazat). A két vegyiilet a furofuran gytrt
kettés kotésére addicionalodd vizmolekula révén keletkezd metil-éter (metoxi-aflatoxin
B2a/Me-AFB2a), ami a metoxi csoport helyzetétdl fiiggden két retencios idonél jelenik meg,
Me-AFB2agrt-123 és Me-AFB2agrr-12;5 (M6. tablazat). A képzddott vegyiiletek MS/MS
fragmentaciés mintdzata Osszhangban van a szakirodalomban Li és munkatarsainak
eredményével (Li és mtsai.,, 2022). A furofuran gylrl kettés kotésének hidratacioja
(aflatoxin B2a vagy AFB2a) az eldfeltétele a Me-AFB2a vegyiiletek képzddésének. Az
AFB2a savas kornyezetben nem-enzimatikusan képzddik (Ciegler és mtsai., 1968), amelyet
ezt kovetden a hidroxilcsoport tovabbi datalakitasa kovet. A Me-AFB2a vegyiiletek
megjelenését a kozos tenyésztésekben savak felhalmozodasa eredményezheti. Az A. flavus
ismert almasavtermeld, aminek termelddése fokozddhat a kornyezetben elérhetd
nitrogénforrasok csokkentésével (Abe és mtsai., 1962; Battat és mtsai., 1991). A

crer

felhalmozodasahoz vezet, ami az AFB2a metoxi szdrmazékainak képzddését segiti eld.

Egy tovabbi vegyiilet, a Ci9oHi60s, a Me-AFB2a vegyiilethez hasonléan, nem-
enzimatikus modon, az OH-OMeSTC vagy ASP furofuran gylirli kettds kotésének viz
addicigjaval képzddik (24. abra). A két feltételezett vegyiilet szimulalt és mért MS/MS
fragmentacids mintazatanak Osszehasonlitdsa alapjan feltételezziik, hogy a Ci9Hi6Og

vegyiilet az aspertoxin dihidro-hidroxi(DH-OH-ASP) szarmazéka lehet (M6. tablazat).
6.5.5.3. Az AFB1-hez kapcsolodo vegyiiletek elofordulasa a kolcsonhatasok soran

Az I-es tipusu kolcsonhatasok (a baktériumokkal vald kolesonhatdsok soran az
Osszes A-tipust, 12 B-tipustu és 8 C-tipusu izolatumok, dsszesen 36 izolatum) egyikében

sem detektaltunk az AFB1-hez kapcsolodo vegyiileteket, sem a folyadék sem a szilard
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tenyésztések soran. Ezért feltételezziik, hogy ezekben a kdlcsonhatdsokban a teljes toxin
bioszintetikus ttvonal blokkolva van. Ez 0sszhangban van a szakirodalomban taldlhato
transzkriptomikai tanulméanyok eredményével, miszerint a baktériumok (Zhao és mtsai.,
2019) és gombak (Hua és mtsai., 2019; Yang ¢s mtsai., 2020; Sweany ¢s mtsai., 2021) a
bioaktiv vegyiileteik révén képesek az aflatoxin bioszintézisét szabalyozd gének
alulszabalyozésara, és igy a bioszintézis utvonal gatlasara.

Kizarolag azokban a folyadék (n=11) és szilard (n=12) konfrontacidkban tudtunk
azonositani AFB1-hez kapcsolodd vegyiileteket, ahol maga az AFB1 toxin képzddés is
1étrejott (23. abra). Csak négy Pseudomonas izolatummal (Ps 7, Ps 26, Ps 31 és Ps 84)
torténd folyadék- és szilardfazisu kolcsonhatas soran termelddott AFB1-hez kapcsolodo
vegyiilet. A tobbi Pseudomonas izolatummal torténd kolesonhatdsban (23. abra) vagy csak
a folyadék-, vagy csak a szilardfazist kolcsonhatasban jelentek meg ezek a vegyiiletek. Nem
talaltunk Osszefiiggést az antagonista hatas és az emlitett vegyliiletek megjelenése kozott. A
vegyiileteket a III. tipust €s szdmos IV. tipust kolcsonhatasban detektaltuk azokban az
konfrontaciokban, ahol az AFB1 tultermelddott vagy tartalma megegyezett a kontrolléval
(21. abra).

Az AFBIl-hez kapcsolodd vegyiiletek koziil, az AFP1 csak a szilard fazist
konfrontacids tenyészetekben, az AFD1 pedig csak néhany folyadékfazisti konfrontacios
tenyészetben jelent meg. Az Osszes tobbi vegyliletet kiilonb6zé mértékben, de mind
folyadék-, mind szilard fazist konfrontacios tenyészetekben detektaltuk (23. abra).

Az ASP és a OH-OMeSTC bioszintetikus koztitermékek két kivételtdl eltekintve (az
ASP és a OH-OMeSTC a Ps_84 baktériummal valo szilard fazisu konfrontacidban, és az
OH-OMeSTC a Ps 24 baktériummal vald folyadékfazisu konfrontidcidban hidnyoztak)
minden konfrontacidban felhalmozodtak (23. abra).

A szilard fazisban tesztelt mintakban az AFB1-hez kapcsolddo vegyiiletek a kontroll
tenyészethez viszonyitva atlagosan 7%-os ¢és legfeljebb 20%-o0s AFBI-tartalommal
rendelkeztek. A folyadékfazisban kivitelezett tenyésztések a szilardhoz képest magasabb
értékekeket mutattak, a kontrollhoz viszonyitva atlagosan 18%-os és legfeljebb 50%-os
AFBIl-tartalommal rendelkeztek. Az AFBI1-hez kapcsolodo vegyiiletek megnovekedett
aranyat a folyadék konfrontacids tenyészetekben az magyarazhatja, hogy a gomba micélium
feltehetden fokozottan ki volt téve a baktériumok altal termelt bioaktiv faktorok hatasanak.
A szilard- és folyadékfazisti konfrontacios tesztek, valamint az AFB1-hez kapcsolodo

vegyiiletek eredményei publikéldsra kertiltek (Papp és mtsai., 2024).
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6.6. A Ps 4 izolatum és az A. flavus folyadékfazisu konfrontaciojanak komplex

metabolomikai jellemzése

A vizsgalt Pseudomonas izolatumok antagonista hatdsanak vizsgalatakor 3 izolatum
(Ps 66, Ps 68 ¢és Ps 4) mind folyadék, mind szilard tapkdzegben gatolta az A. flavus
toxintermelését. Koziiliik kivalasztva a Ps_4 (P. paracarnis) izolatumot, megvizsgaltuk ezen
Pseudomonas izoldtum ¢és az A. flavus kozotti antagonista kolcsonhatds metabolomikai
hatterét HPLC-HRMS méréssel, €s elemeztiik mind a baktérium, mind pedig a gombapartner
metabolit profiljat. A kisérleti elrendezés kidolgozasakor mérlegeltilk annak eshetdségét,
hogy a mikroorganizmusok nem csak metabolitok kibocsajtasa altal kozvetett titon, hanem
fizikai kontaktus altal is érzékelik egymas jelenlétét (kiilonosen a folyadékfazisu
konfrontaciok soran), ezért kiilon vizsgaltuk az 6nallo tenyészetek sejtmentes feliiluszojanak
¢s hovel eldlt biomasszajanak konfrontacids képességét is. A kisérleti rendszer komplex,

ezért a jobb kovethetdség érdekében grafikusan mutatjuk be (25. abra).
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25. abra A Ps_4 Pseudomonas izolatum (P. paracarnis) A. flavus-szal torténd
folyadékfazisu konfrontacios kisérletének munkamenete.
F=A. flavus; 4CF= sejtmentes baktérium fermentlé; FCF= sejtmentes gomba
fermentlé; 4= Ps 4 Pseudomonas izolatum; 4D= inaktivalt baktérium; FD=
inaktivalt gomba; K= Ps 4 ¢és A. flavus konfrontacios teszt. A metabolitok
eloszlasa az A. flavus 6nalld tenyészetében (F), a konfrontacios kisérletben
(K) és a baktérium 6nalld tenyészetében (4).
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6.6.1. A metabolitok szelektalasa

A kivalasztott Ps_4 vs. A. flavus antagonista kdlcsonhatas nem-célzott metabolomikai
vizsgalatadt HPLC-HRMS moddszerrel valositottuk meg olyan koriilmények kozott, ami
elsésorban a masodlagos metabolitok meghatarozasara alkalmas. Mivel a Ps 4 izolatumot
P. paracarnis faj izolatumaként azonositottuk (10/B. abra és Mell¢kletek M1. tablazat), az
izoldtumra Ps 4 illetve P. paracarnis-ként is hivatkozunk a tovabbiakban. Célunk a
metabolitkészlet lehetd legteljesebb feltarasa volt, ezért pozitiv és negativ ionizaciés modot
is alkalmaztunk. A Mellékletek cimii fejezet M7. abran mutatjuk be az A. flavus, illetve a P
paracarnis fermentlevének teljes ion kromatogramjat mindkét ionizacidés modban.

A nyers mérési adatokat a CD program segitségével dolgoztuk fel a 9. dbran
bemutatott munkamenet szerint. Az értékelés eredményeképpen pozitiv ionizécios moédban
11193, negativ ionizacidé mellett 8299 metabolitot kiilonitett el a program (4. tablazat). A
metabolitok szamat tobb tényezd figyelembevételével sziikitettiik. Kizardlag olyan
metabolitokat vettiink figyelembe, melyek (i) molekulaionja megfeleld izotdpeloszlast
mutatott a megbizhatdo 0sszegképlet meghatdrozasdhoz; (ii) a pontos azonositashoz jol
értékelhetd MS/MS spektrummal rendelkeztek; (iii) mennyiségiik a detektalasi hatar
legalabb 6tszordse volt. A sziirések 5020 pozitiv ionizaciés modban, valamint 4768 negativ
1onizaciés modban detektalt metabolitra csokkentették a vizsgalandd vegyiiletek szamat.
Mivel valamennyi kisérletet egyszerre értékeltiik, kovetkezd 1€pésként meghataroztuk, hogy
mely vegyiiletek rendelheték a gombahoz, illetve a baktériumhoz, melyek vesznek részt a
konfrontdcioban, a sejtmentes fermentlét-, illetve az inaktivalt partnert teszteld
kisérletekben. Tovabba, kisziirtiik azokat a metabolitokat (ezek elsdsorban elsddleges
metabolitok voltak), melyek mennyisége allandonak bizonyult valamennyi mintaban. Ezt
kovetden meghataroztuk, hogy melyek azok a metabolitok, melyeket mindkét ionizacids
modban detektaltunk. A tovabbiakban ezeket a vegylileteket ugy vettiik figyelembe, mintha
csak pozitiv ionokat hoztak volna létre. Végeredménykeént a tovabbi szamitasok alapjat
képezd metabolitok szama 492 metabolitra csokkent, melybdl a baktérium 6nallo
tenyészetét, a gomba 0nallo tenyészetét és a konfrontacids kisérletet sszesen 379 metabolit

jellemzett.
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4, tablazat A metabolitok szelektalasa.

Szelektalasi faktor Pozitly Negatly

ionizacid ionizacid
Osszes detektalt metabolit 11193 8299
Izotopeloszlassal rendelkezd metabolit 8571 7030
MS/MS spektrummal rendelkezé metabolit 5058 4810
Kiiszobérték feletti cstcsteriilettel rendelkezik 5020 4768
Az éltalanos metabolitok elhagyasaval kapott 267 282

szignifikans specifikus vegyiiletek

Szignifikans metabolitok a mindkét ionizacios 267 225

modban detektalt metabolitok elhagyéasaval

Hotérképen abrazoltuk a 379 vegyiilet mennyiségének eloszlasat a mintdkban (26. abra). A
hétérkép alapjan megallapithatd, hogy a konfrontdcid6 metabolitkészlete a baktérium
metabolitkészletével mutat nagyfoki hasonldsidgot, tehat kémiai szempontbdl a

konfrontéacios kisérletben a P. paracarnis dominal.
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26. abra A 379 metabolit eloszlasa az A. flavus 6nalld tenyészetében (F), a

konfrontacios kisérletben (K) és a baktérium 6nallo tenyészetében (4).

|J||||

Ezzel 6sszhangban vannak a morfoldgiai vizsgalatok tapasztalatai, azaz a tenyésztések

morfoldgiaja (27. abra) és a tenyésztések ODgoonm értékeibdl szamitott sejtszamok és a
szaraz micéliumtomegek is (5. tablazat).
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27. abra A tenyészetek morfologidja. F= 4. flavus 6nallo tenyészet; K=
konfrontacio; 4= baktérium 6nallo tenyészet.

Az 5. tablazat adatai szerint a konfrontacids kisérletben a gomba szdraz biomassza
mennyisége nem éri el a 4%-ot az 6ndllo tenyészethez képest. A baktérium egységnyi
térfogatra szamitott sejtszama viszont szignifikdnsan nem kiilonbozik az 06nallo

tenyészetétol.

5. tablazat A tenyészetek sejtszam és micéliumtomeg adatai.

F K 4
Sejtszam/ml - 9,3E8 8,6E8
- +2E8 +23E8

Mmicélium(g) 0,299 0,011 -
+0,036 0,004 -

F= A. flavus 6nallo tenyészet; K= konfrontacio;
4= baktérium 6nall6 tenyészet.

6.6.2. Az A. flavus metabolitkészlete

Vizsgalataink szerint a 379 metabolitbol 186 metabolit rendelhetd az 4. flavus
gombahoz. A  metabolitok  fragmentdciés  mintdzatat  Osszehasonlitva  a
spektrumkonyvtarakban taldlhaté mintdzatokkal és az in silico létrehozott fragmentacios
mintdzatokkal, 12 ismert 4. flavus metabolitot azonositottunk, koztik az AFBI-et (6.
tablazat). Az A. flavus 6nalld tenyészetében a toxin koncentracidja 3,68+0,43 nug/ml, a

konfrontacioban viszont a detektalasi hatar alatt (0,03 pg/ml) volt.
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6. tablazat Az A. flavus altal termelt ismert metabolitok.
Detektalt ion Detektalt ion

Vegyiilet Osszegképlet . [M+H]* [M-H]~
(min)

m/z m/z
citromsav CeHsOy 2,9 193,0345 -
aszperfuran C13H1403 13,2 219,1017 -
strobilakton A C15H2204 11,2 267,1592 -
6-metil-citreoizokumarin  C1sH1606 12,8 293,1025 -
aflatoxin B1 C17H1206 12,6 313,0719 -
2-oxo-ciklopiazonsav CigH2505P 13,7 353,1514 -
ausztdiol C12H1205 11,7 - 235,0613
hidroaszpergillosz sav C12H20N203 9,7 - 239,1403
aszpersav C16H2804 13,7 - 283,1915
aszpersav C16H2804 13,0 - 283,1916
szerantripinon C20H2008 14,4 - 387,1088
asztelloid F C24H2808 12,6 - 443,1713

6.6.3. A P. paracarnis metabolitkészlete

A 379 vegyiiletbdl 185 metabolitrdl allapitottuk meg, hogy a baktérium termeli. A
metabolitok pontos tomegét és Osszetételét Osszehasonlitva az altalunk Osszedllitott
Pseudomonas bioaktiv metabolitok tomegét tartalmazo listaval azt tapasztaltuk, hogy a P.
paracarnis az ismert metabolitok koziil ciklo Pro-Val, ciklo Tyr-Pro ciklikus dipeptideket és
két QS molekulat, valamint a 2-amino-acetofenont és az etil-homoszerin-laktont termeli

(Mellékletek fejezet MS. abra).
6.6.4. A konfrontacio metabolitkészlete

A konfrontacié metabolomikai hatterének tanulmanyozasdhoz dsszehasonlitottuk a
konfrontacié metabolitkészletét a résztvevd mikroorganizmusok ©6nallo tenyészetének
metabolitkészletével, igy meg tudtuk allapitani, hogy mely metabolitok termelddtek csak a

konfrontéacio soran, €s azok melyik konfrontacios partnertdl szdrmaztak (28. abra).
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28. abra A konfrontacioban detektalt metabolitok eredet szerinti eloszlasa.
F=A. flavus 6nallo tenyészetének metabolitjai; K=konfrontacioban detektalt
metabolitok; 4=Pseudomonas 6nalld tenyészetének metabolitjai.

Ahogy azt a 28. dbra is mutatja, az 4. flavus metabolikészletének 80%-a nem jelent meg a
konfrontacio soran. A gomba a baktériummal kdlesonhatva csak 37 ra jellemz6 masodlagos
metabolitot termelt, melybdl 15 metabolitot kdzel azonos mennyiségben, 13 vegyiiletet
pedig tobb mint 6tszOrds mennyiségben termelt az 6ndllo tenyészethez képest. Ezzel
szemben a baktérium masodlagos metabolit készletének kozel 81%-a megjelent a
konfrontacié soran. A konfronticioban 8 olyan metabolit termelddott, amelyeket sem a
gomba, sem a baktérium 6nmagaban nem képes eldallitani. Ezeket a vegyiileteket a gomba
¢s a baktérium sem a partner organizmus sejtmentes feliiliszdjadban, sem az inaktivalt partner
micélium/sejt jelenlétében nem termelte. A nyolcbol négy vegyiilet (7. tablazat) foszfatidil-
etanolamin (PE), ami a foszfogliceridek csoportjdba tartozik és az egyik legfontosabb
sejtmembran alkotonak szamit. Azonositdsuk a pontos tomeg és a jellemzd fragmentacios

mintdzat alapjan tortént.

7. tablazat A konfrontacidban megjelend 1) metabolitok.

) RT Detektalt ion
Vegyiilet Osszegképlet : [M+H]"
(min)
m/z

PE(16:1(9Z)/0:0) C21H4NO7P 16,8 452,2779
PE(0:0/16:1(92)) C21H4NO7P 16,6 452,2781
PE(16:0/0:0)/PE(0:0/16:0) C21H44NO7P 17,5 454,2937
PE(17Z 1(92)/020) C22H44NO7P 17,3 466,2935
9,1 545,2819

Triacetil-fuzarinin C39He60N6O15 11,4 853,4136
10,3 877,3718

10,7 906,3255

Annak érdekében, hogy eldonthessiik, melyik partner organizmushoz kothetd a PE
vegyliletek megjelenése a konfrontacid fermentlevében, megvizsgéltuk az A4. flavus és a P.
paracarnis 06nalld tenyésztése sordn, illetve a kozos tenyészetben felndtt micélium és

baktérium sejtek lipid Osszetételét. A 29. abra szerint a PE(17:1/00) (m/z 466) vegyiilet csak
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a baktériumra jellemzd, a masik harom PE mindkét mikroorganizmus membranjaban

megtalalhato.
6x108- _
= 03 m/z 452
& 4x108 oo m/z 454
8 . /2 466
[d
O 2x108- i
o I I _ T T T
4

1 T 1
4 4 4 K 4K 4_K F F F F_K F_K F_K

29. abra Az A. flavus és a P. paracarnis lipidosszetétele. 4= baktérium 6nalld
tenyészet; 4 K= konfrontacidoban részt vett baktérium; F= 4. flavus 6nallo
tenyészet; F_K= konfrontacioban részt vett A. flavus. m/z 452:
PE(16:1(92)/0:0) és PE(0:0/16:1(9Z)), m/z 454: PE(16:0/0:0)/PE(0:0/16:0),
m/z 466: PE(17:1(9Z)/0:0)

A konfrontacié fermentlevében megjelend m/z 452 és 454 PE vegyiiletek tehat mindkét
mikroorganizmustdl szarmazhatnak. Az azonositott lipidek alapjan késziilt PLSDA analizis
szerint (Mellékletek fejezet M8. abra) a gomba membranja az egyiittenyésztés sordn
megvaltozott az O6nalld tenyésztéshez képest, mig a baktérium lipidosszetételét nem
befolyasolta a gomba jelenléte. A baktérium részérdl feltételezhetjiik, hogy a PE-ok
megjelenése extracellularis vezikuldkhoz kothetd, ami jellemz6 a Gram negativ
baktériumokra (Schwechheimer és Kuehn, 2015). A gomba esetén viszont elképzelhetd,
hogy mikdzben a baktérium hatdsara modositotta a membranjat és PE vegyiileteket juttatott
a kozegbe, illetve nem zarhatjuk ki azt sem, hogy bakterialis eredetli enzimek hatasara a

sejtek lizist szenvedtek ¢s membrankomponensek kertiltek a fermentlébe.

A konfrontacioban megjelend tovabbi négy vegyiilet koziil az egyik egyértelmiien gomba
szideroférként azonosithatd pontos tomege és MS/MS spektruma (30/C. abra) alapjan

(N,N',N-triacetil-fuzarinin) (31/A. 4bra).
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30. abra Az [M+H]" molekulaion fragmentacidjakor 284 tomegli semleges
vesztést mutaté metabolitok N-acetil-fuzarinin tartalmuaak.

A t6bbi harom metabolit fragmentacios mintazataban (30. abra) is fellelhetd az N,N',N -
triacetil-fuzarinin alegysége, az N-acetil-fuzarinin (31/B. abra), azonban ezek a vegytiletek

mas alegységeket is tartalmaznak.
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31. abra Az N,N’,N'-triacetil-fuzarinin (A) és a monomeregység (B) szerkezeti
képlete.

Mivel az N,N',N -triacetil-fuzarinin sziderofor vegyiiletet gombakbdl mutattak ki (Moore és
Emery, 1976), ezért nagyon val6szinii, hogy a konfrontacioban az A. flavus termeli. A hdrom
masik vegyiilet esetén nem tudunk eredetet valdszintsiteni, kiilondsen azért, mert a
szideroférok megjelenése a baktérium-gomba kdlcsonhatdsokban Pierce és munkatarsa
szerint altalanos jelenség, a kolcsonhatasok konzervalt mozgatorugoéi (Pierce és mitsai.,
2021).

Megvizsgaltuk, hogy kizarolag a konfrontdcidban detektalt 8 vegyiilet keletkezése
eléidézhetd-e a partner mikroorganizmus sejtmentes feliiluszojaval (az abban talalhato
metabolitokkal), illetve az inaktivalt micélium/sejtekkel (sejtfalkomponensekkel). A

vizsgalatok eredményét a 32. abran foglaltuk 6ssze.
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32. abra A sejtmentes feliilluszokban és az inaktivalt partner jelenlétében
torténo tenyésztések soran detektalt metabolitok szarmazas szerinti eloszlasa.
F= 4. flavus 0nalldo tenyészetének metabolitjai; 4CF= baktérium
sejtmentesitett fermentlevében nevelt 4. flavus tenyészet fermentlevének
metabolitjai; FCF= gomba sejtmentesitett fermentlevében tenyésztett
baktérium tenyészet fermentlevének metabolitjai; 4= Pseudomonas 6nallo
tenyészetének metabolitjai; 4D= inaktivalt baktérium jelenlétében a gomba
altal termelt metabolitok; FD= inaktivalt gomba jelenlétében a baktérium altal
termelt metabolitok.



A 32. abra adatai szerint a két mikroorganizmus sejtmentes feliiliszdjaban tenyésztett
partnerek 102 olyan vegyliletet termeltek, melyeket csak a sejtmentes feliiluszokban
detektaltunk. Fontos kiemelni, hogy a baktérium €s a gomba ugyanazt a 87 vegyiiletet
termelte a partner sejtmentes feliilisz6 metabolitjainak hatdsara, és ezek a metabolitok az
6nall6 tenyészetekben nem jelentek meg. Az inaktivalt partner jelenlétében is megjelentek
olyan vegyliletek, melyek kizardlag vagy csak az inaktivalt gomba mellett termelt a P,
paracarnis, vagy csak az inaktivalt baktérium mellett termelt az 4. flavus. A konfrontacidban
detektalt 8 vegyiilet azonban nem keletkezett sem az inaktivalt partner, sem a partner

metabolitkészletének jelenlétében.

Abbdl kiindulva, hogy a 8, kizardlag csak a baktérium-gomba konfrontacidban megtermelt
vegyiilet koziil az N,N’,N -triacetil-fuzarinint biztosan a gomba termeli, és ezt a sziderofor
anyagot a gomba nem termelte meg amikor a baktérium 6nalld tenyészetének sejtmentes
fermetlevével konfrontalodott, joggal feltételezhetjiik, hogy a baktérium a gomba észlelését
kdvetden bocsajtott ki valaszmolekulat, aminek a hatdsara a gombdban NN’ N -triacetil-
fuzarinin termeld valaszreakcio alakult ki. Tehat egy Osszetettebb parbeszéd jon 1étre az
interakciés partnerek kozott, amelyben az egyes résztvevd molekuldkat és azok pontos

szerepét a kozeljovoben tovabbi interakcios vizsgélatok elemzésével kivanjuk felderiteni.
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7. Osszefoglalas

Az A. flavus opportunista patogén gomba, amely vilagszerte magas olajtartalmu
magvakat fertéz (kukorica, gyapot, foldimogyoro), és mikotoxinokkal (aflatoxin) szennyezi
a termést. A mikotoxinnal vald szennyezettség hosszll tavli gazdasagi és egészségiigyi
kovetkezményekkel jar. A szennyezettség csokkentésére elérhetd eszkdzok tovabbra is
korlatozottak. Az A. flavus elleni fenntarthatdo bioldgiai védekezés iranti igénynek
koszonhetden sziikségszeriivé valt az egyre hatékonyabb biokontroll 4gensek azonositésa és
antagonista hatdsuk molekularis mechanizmusdnak tanulmanyozasa. Mivel az 6nfenntartd
biologiai védekezés elérése nehéz, a baktériumok 4altal termelt bioaktiv metabolitok
bevondsa a novényvédelembe igéretes alternativat jelenthet a gombapatogének elleni
biologiai védekezés soran. Szakirodalombol ismeretes, hogy szdmos Pseudomonas faj
kivald biokontroll agensként alkalmazhaté gombapatogénekkel szemben és minden
Pseudomonas faj rendelkezik valamilyen bioaktiv anyag termelésének képességével.

Munkank sordn célul tiiztiik ki, hogy kukorica rizoszférabol Pseudomonas torzseket
izolalunk és vizsgaljuk az izolatumok és az A. flavus kozotti kolcsonhatés jellegét. Osszesen
51 Pseudomonas baktériumot izolaltunk €s azonositottunk az rpoD génszekvenciak alapjan.
Az izolatumokat hat kivételével a P. fluorescens, P. putida, P. koreensis, P. jessenii és P.
pohangensis csoportok tagjaiként azonositottuk. A hat izoldtumot az ismert Pseudomonas
csoportok egyikébe sem tudtunk besorolni, ezért kivalasztottuk az egyikiiket (Ps 91) és
megszekvenaltuk teljes genomjat. Osszehasonlitd genom analizist és filogenetikai
vizsgalatokat kovetden bizonyitottuk, hogy a Ps 91 izolatum egy eddig ismeretlen 0j
Pseudomonas faj képviseloje.

Az 0j Pseudomonas faj genomelemzés eredményeként 4 NRPS, 3 RiPP, 1 PKS és 4
egyéb kategoridba sorolhatd masodlagos metabolit génklasztert azonositottunk. HPLC-
HRMS modszer segitségével igazoltuk az ektoin, NAGGN, aril-polién és HCN termelését,
ami felruhazza a mikrobat ozmotikus-, és oxidativ stresszel szemben mutatott
ellenalloképességgel, valamint (a HCN termelés okén) ndveli hasznosithatésagat a
mezdgazdasagban. Az uj fajt fenotipizaltuk, mely soran megallapitottuk optimalis
novekedési paramétereit (28 °C; 3-4% NaCl (w/v), pH= 6,0), pasztdzo
elektronmikroszkopos képe alapjan a méretét (1,1-1,9 um hossza, 0,2-0,5 pum széles),
valamint szdmos biokémiai jellemzdjét (pozitiv eszkulin hidrolizis, N-acetil-gliik6zamin-,
kalium-gliikonat-, kaprinsav-, trinatrium-citrat és adipinsav asszimilacid, levantermelés, -

hemolizis és kataldz aktivitas). A Pseudomonas-ok fajazonositdsara is felhasznalhato
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zsirsavprofilt is 1étrehoztuk, 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, 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 elkiilontilését.
Az 51 Pseudomonas izolatum bioaktiv metabolittermelését LB, King ¢s PDB
tapoldatokban torténd tenyésztés utan vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a PDB tédpoldatban
tobb olyan bioaktiv metabolit is képzddik, ami alkalmassa teheti az adott izoldtumot
biokontroll célu felhasznalasra. 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)
¢s ciklodipeptidet (ciklo-Pro-Met, ciklo-Tyr-Pro, ciklo-Pro-Val, ciklo-Tyr-Pro)
azonositottunk, melyek mindegyike kiilonb6z6 hatasmechanizmusokon keresztiil hatassal

van a gombapatogének ndvekedésére.

A Pseudomonas izolatumok és az A. flavus kozotti kolcsonhatast szilard és
folyadékfazisban vizsgaltuk. Teszteltiik, hogy vajon az izolatumok képesek-e 6nmagukban
az AFBI1 bontéasara. Egyik izolatum esetében sem tapasztaltunk AFBI1-bontd képességet.
Tehat ha konfrontacids kisérletekben tapasztalunk AFB1-szint csokkenést, az nem a
baktérium AFBI jelenlétére adott valasznak kdszonhetd, hanem a baktérium és gomba
ko6zotti mas interakcio eredménye.

A szilard fazist konfrontacioban elséként az illékony vegytileteken keresztiil torténd
kolesonhatast vizsgaltuk. Ot esetben szignifikansan megnétt, 5 esetben pedig szinte teljesen
megsziint a gomba toxintermelése. Megvizsgaltuk a baktérium HCN volatilis metabolit
termeld képessége €s az interakcios partnergomba AFBI1 termelésének megemelkedése,
illetve visszaszoritasa kozotti 0sszefiiggés 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.

A szilard fazist konfrontacios tesztek sordn a Pseudomonas izolatumok 78%-a képes
volt befolyasolni a gomba AFB1 termelését, de csak 3 izolatum tudta szinte teljesen gatolni

azt. Erdekes modon folyadékfazisii konfronticiokban az izolatumok 72%-a tudta szinte
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teljesen gatolni a toxin képzddését és emellett legalabb 39,3%-0s micéliumtdmeg csokkenést
is eldidéztek. A szilard- és folyadékfazisti konfrontacids tesztek eredményei kozott
mutatkozo eltérések magyarazata a bioaktiv hatéanyag oldatban torténé hatékony difftzidja
lehet. Az AFB1 és az AFB1-hez kapcsolhato prekurzor vagy downstream transzformacios
szarmazékok HPLC-HRMS mérésekkel torténd azonositasa alapjan feltételeztiik, hogy a
kiilonb6z6 Pseudomonas izolatumok tobb mechanizmussal is tudjdk modulalni az 4. flavus
toxintermelését. Valoszintsithetdleg harom Pseudomonas izolatum szilard és folyadéktazist
konfrontaciéo soran is gatolta az AFBI termelését gy, hogy sem AFBI bioszintézis
prekurzor molekuldk, sem pedig downstream transzformécios termékek nem keletkeztek.
keresztiil tortént a gomba AFB1 termelésének gatldsa. A harom izolatum egyike P
paracarnis, a masik kettd pedig P. chlororaphis faj képviseldi voltak. A P. paracarnis
izolatum az antagonista interakcié szempontjabol fontos szerepet betdlthetd dipeptideket
termelt (ciklo-Pro-Val, ciklo-Tyr-Pro) és két QS molekulat (2-amino-acetofenon és az etil-
homoszerin-lakton), mig a P. chlororaphis izoldtumok N-hexanoil HSL-t termeltek. Bar a
Pseudomonas izolatumok nem tudtédk jelentdsen gétolni az A. flavus micélialis novekedését,
az AFBI1 termelés gatlé hatasuknal fogva mégis sikeres és a modern biokontroll agens
elvarasoknak megfeleld biokontroll torzsként szolgalhatnak. Ahogy a tudomany egyre tobb
ismeretre tesz szert a mikrobidlis kozOsségek diverzitas csokkenésének karos
kovetkezményérél (mind egészségiigyi, mind mezdgazdasagi terlileten), egyre
nyilvanvalobb, hogy a legnagyobb sikert biokontroll alkalmazas esetén akkor érhetjiik el, ha
a biokontroll 4gens nem szoritja ki az adott 6koldgiai niche-bdl az antagonizalt mikrobat €s
onfenntartd kontrollt hoz 1étre. Egyre tobb szakirodalmi adat gytilik arr6l, hogy egy mikroba
faj mikrobiombol torténd eltiintetésével nagyobb kart okozunk, mint amilyen hasznot
reméltiink. Ezért a modern biokontroll agens felé olyan elvarast tdmasztanak, hogy ahol
lehetdség van erre, ott a mikrobialis kozosségek diverzitasanak felbolygatasa nélkiil érjiik el
a kivant hatast.

A masik feltételezett mechanizmus szerint az AFBI1 szint szignifikans csokkenésével
egyidejlileg bioszintézis prekurzor metabolitok halmozodnak fel, mely jelenség mogott
vélhetden az AFBI1 bioszintézisében multifunkciondlis kulcsszerepet betoltd OrdA
oxidoreduktaz aktivitdsanak tulzott megndvekedése all. Az, hogy milyen Pseudomonas

metabolit megjelenése valtja ki ezt a valaszt a gombéban, a jovében keriil tisztazasra.
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A harmadik feltételezett mechanizmus szerint a Pseudomonas interakcid hatdséara
enzimatikus vagy nem-enzimatikus lépéssel a gomba az AFB1-et tovabb alakitja, vagy
degradalja (downstream transzformacios termékeket hoz létre). A szakirodalmi adatok
ismeretében azt valoszinlsitjiik, hogy az interakci6 sordn a Pseudomonas citokrom P-450
oxidoreduktazok, vagy lakkdzok termelését aktivalja a gombéban, de bizonyos esetekben a
nitrogénforras felélésével nitrogénéhezést idézhet eld, mely hatdsara a gomba elsavanyitja a
tapkozeget, ami nem-enzimatikusan keletkezd degradacios AFB1 szarmazékok
kialakulasdhoz vezet.

A P. paracarnis izolatummal olyan folyadékfazist A. flavus konfrontacios kisérletet
hajtottunk végre, ahol nyomon tudtuk kovetni a konfronticié soran a fermentlében
megjelend metabolitok baktérium-, vagy gomba eredetét, illetve vizsgaltuk, hogy az 6nallo
baktérium és gombatenyészetek sejtmentes fermentleve vagy hdvel inaktivalt biomasszaja
milyen valaszt valt ki a konfrontacids partnerben. A kisérlet az interakcio soran bekovetkezo,
gombaban ¢és baktériumban zajlo metabolitszintli valaszreakciok mélyebb feltarasat
eredményezte. Az 0nallo tenyésztések soran 492 szignifikans metabolitot detektaltunk,
melybdl az A. flavus esetén 12, a P. paracarnis esetén 4, a szakirodalomban fellelhetd
bioaktiv metabolitot azonositottunk. A konfrontacios kdlcsonhatas soran a baktérium szinte
teljes metabolitkészlete, a gombametabolitoknak pedig alig 7%-a jelent meg. A kdlcsonhatas
soran nyolc olyan metabolitot detektaltunk, amelyeket sem a gomba, sem a baktérium sem
Oonmagaban, sem a partner organizmus sejtmentes feliiluszdjaban, sem az inaktivalt partner
micélium/sejt jelenlétében nem termelt. A nyolc metabolitbol négy metabolit foszfatidil-
etanolamin volt, mely bakteridlis vezikulumok kibocséjtasaval, illetve gombasejt pusztulast
kiséré membran tormelék kiszabaduldsdval magyarazhatd. A masik négy metabolit koziil az
egyik egy egyértelmilien beazonosithatdé gomba sziderofor, az N,N’,N”’-triacetil-fuzarinin,
ezért valoszinli, hogy a konfrontdcidban az 4. flavus termeli. A maradék harom N-acetil-
fuzarinin tartalmti metabolit, melynek eredete nem ismert, de szerepe feltételezheten
sziderofor. JelentOsége a tapanyagokért, pontosabban a vasért folytatott versengésben van.
Kisérleteink egy nagyivii projekt kezdetét jelentik, mely sordn a jovében mélyebben
megérthetjiik a Pseudomonas vs. A. flavus interakciok kimenetelét meghatarozo metabolikus

mozgatorugokat és metabolikus valaszokat.
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8. Summary

Aspergillus flavus is an opportunistic pathogenic fungus that infects oil-rich seeds
worldwide (such as maize, cotton, and peanuts) and contaminates crops with mycotoxins
(e.g., aflatoxin). Contamination with these toxins has long-term economic and health
consequences, yet available mitigation strategies remain limited. The demand for sustainable
biological control against A. flavus has made it necessary to identify increasingly effective
biocontrol agents and to study the molecular mechanisms underlying their antagonistic
effects. Since achieving self-sustaining biological control is difficult, the incorporation of
bioactive metabolites produced by bacteria into plant protection may offer a promising
alternative for the biological control of fungal pathogens. The literature indicates that many
Pseudomonas species can serve as effective biocontrol agents against fungal pathogens, and
all Pseudomonas species have the ability to produce some form of bioactive substance.

In our study, we aimed to isolate Pseudomonas strains from the maize rhizosphere and
studying the nature of the interaction between the isolates and A. flavus. We isolated and
identified a total of 51 Pseudomonas bacteria based on rpoD gene sequences. Except for six
isolates, the strains were classified within the P. fluorescens, P. putida, P. koreensis, P.
jessenii, and P. pohangensis groups. The six unclassified isolates did not fit into any known
Pseudomonas groups, so we selected one of them (Ps_91) for whole-genome sequencing.
Comparative genomic and phylogenetic analyses confirmed that Ps_91 represents a

previously undescribed Pseudomonas species.

Genome analysis of this 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, NAGGN, aryl-polyene, and HCN. These metabolites confer
resistance to osmotic and oxidative stress and, due to HCN production, enhance the strain’s
potential application in agriculture. We phenotypically characterized this new species,
determining its optimal growth parameters (28°C, 3—4% NaCl (w/v), pH 6.0), its cell size
based on scanning electron microscopy (1.1-1.9 um in length, 0.2-0.5 pm in width), and
various biochemical characteristics (positive esculin hydrolysis, assimilation of N-
acetylglucosamine, potassium gluconate, capric acid, trisodium citrate, and adipic acid,;
levan production, B-hemolysis, and catalase activity). We also established its fatty acid
profile, which can aid in Pseudomonas species identification. The major fatty acids detected
were C16:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C10:0 3-OH, C12:0 2-OH, C12:0 3-OH, and
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C17:0 cyclo-fatty acids. The main polar lipids identified included phosphatidylcholine,
phosphatidylethanolamine, phosphatidylglycerol, lysophosphatidylethanolamine,
lysophosphatidylglycerol, and isoprenoid quinones (ubiquinone-9, 8, 4, and 2). Both the
biochemical characteristics and fatty acid metabolite profile confirmed that Ps_91 is distinct

from previously described species.

To further explore bioactive metabolite production, we cultivated the 51 Pseudomonas
isolates in LB, King, and PDB media. We found that PDB medium facilitated the production
of bioactive metabolites, making certain isolates suitable for biocontrol applications. We
identified 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-Pro-Val, cyclo-Tyr-Pro), all of which
influence fungal pathogen growth through various mechanisms.

The interaction between the Pseudomonas isolates and A. flavus was studied in both solid
and liquid phases. We tested whether these Pseudomonas isolates could degrade AFB1 on
their own, but none exhibited AFB1-degrading activity. Therefore, any observed reduction
in AFB1 levels during confrontation experiments must be attributed to interactions between

the bacteria and fungi rather than a direct response to AFB1 presence.

In solid-phase confrontation assays, we first investigated the interaction via volatile
compounds. In five cases, the fungal toxin production significantly increased, while in
another five cases, toxin production was nearly completely suppressed. We examined the
potential correlation between bacterial HCN volatile metabolite production and fungal AFB1
production, but found no direct relationship. The fact that the volatile metabolites of Ps_70,
29, 39, 60, and 38 suppressed A. flavus toxin production suggests the need for future studies

to identify the volatile metabolites responsible.

Overall, 78% of the Pseudomonas isolates influenced AFB1 production in solid-phase
confrontation assays, but only three isolates almost completely inhibited it. Interestingly, in
liquid-phase confrontation assays, 72% of the isolates nearly completely blocked toxin
production, and at least 39.3% also reduced fungal mycelial mass. The discrepancies
between solid- and liquid-phase assays could be attributed to the efficient diffusion of

bioactive compounds in liquid media. HPLC-HRMS analyses of AFB1 and its precursors or
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downstream transformation products revealed that different Pseudomonas isolates modulate

AFB1 production through multiple mechanisms.

We identified three main mechanisms of toxin modulation:

1.

Inhibition of AFB1 biosynthesis, likely through regulation of the fungal toxin
biosynthesis pathway. Only three isolates (P. paracarnis and two P. chlororaphis
representatives) were able to completely suppress AFB1 production in both solid-
and liquid-phase confrontation assays without the accumulation of precursors or
degradation products. The P. paracarnis isolate produced antagonistic dipeptides
(cyclo-Pro-Val, cyclo-Tyr-Pro) and 2 QS molecules (2-amino-acetophenone and
ethyl-homoserine-lactone), while the P. chlororaphis isolates produced N-hexanoyl
HSL, which might contribute to the antagonistic capacity of the bacteria.

According to another proposed mechanism, a significant decrease in AFB1 levels is
accompanied by the accumulation of biosynthetic precursor metabolites. This
phenomenon is likely due to the overactivation of OrdA oxidoreductase, a key
enzyme in AFB1 biosynthesis. The bacterial metabolite responsible for triggering
this response remains to be identified.

AFB1 transformation or degradation, potentially via enzymatic (cytochrome P-450
oxidoreductases, laccases) or non-enzymatic pathways (e.g., acidification due to

nitrogen depletion).

We conducted a liquid-phase confrontation experiment with P. paracarnis, allowing us to

track metabolite origins (bacterial vs. fungal) and examine confrontation-induced metabolic

responses. Among 492 significant metabolites detected, 12 from A. flavus and one from P.

paracarnis had no known literature references. During interaction, the bacterial metabolite

profile was nearly entirely altered, while only 7% of fungal metabolites remained. Notably,

we identified eight metabolites that were absent in individual cultures and required the

presence (and therefore the interaction) of both organisms for production. Four of these were

phosphatidylethanolamines, likely originating from bacterial vesicles or fungal membrane

breakdown. Another was N,N’,N’’-triacetyl-fusarinin, a fungal siderophore, suggesting an

A. flavus response to iron limitation. The remaining three were N-acetyl-fusarinin

derivatives, which may also function as siderophores.
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Our research marks the beginning of a broader project aimed at deciphering the metabolic
drivers of Pseudomonas-A. flavus interactions. Future studies will focus on identifying key

bacterial metabolites and understanding their regulatory roles in fungal toxin suppression.

95



9. Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani korabbi és jelenlegi tanszékvezetdinknek
Prof. Dr. Vagvolgyi Csabanak és Prof. Dr. Papp Tamasnak, amiért lehetové tették szamomra,

hogy PhD munkamat a tanszéken végezhessem.

Halas koszonettel tartozom témavezetdimnek Dr. Varga Moénikanak és Dr. Hamari
Zsuzsannanak, akik kitartd és faradhatatlan munkéjukkal és szakmai odafigyelésiikkel €s
segitségiikkel tamogattak a munkam soran és akikhez minden koriilmény kozott bizalommal

fordulhattam, akik nélkiil a dolgozat és a publikécidok nem johettek volna létre.

rrrrr

észrevételeivel segitette disszertaciom jobba tételét.

Koszonettel tartozom Dr. Kocsubé Sandornak, aki a bioinformatikai vizsgéalatok

soran nyujtott segitséget.

Koszonet illeti Dr. Szekeres Andrast, akihez barmikor fordulhattam segitségért,

valamint amiért az Elvalasztastudomanyi Kutatdcsoport tagja lehettem.

Koszonet illeti a 310. labor munkatarsait. Kiilon szeretném megkdszonni Buella-
To6th Barbaranak, Valentiny Robertdnak, Tari Kittinek, Schwartz Balazsnak, Hercegfalvi
Danielnek ¢és Kasuba Csengének, akik segitségiikkel és batoritasukkal hozzdjarultak

munkam sikeréhez.

Koszonettel tartozom Dr. Farkas Attilanak, aki a pasztazo elektronmikroszkopos

képek készitésében nyujtott segitséget.

Szeretném megkoszonni Dr. Allaga Henriettdnak a kukorica rizoszféra mintdk

beszerzésében nyljtott segitségét.

Kiilon szeretném megkdszonni Dr. Veres Csillanak, Dr. Homa Monikéanak, Kovacs
Tamasnak, Varga Andrasnak és Jager Olivérnek a segitséget és a tamogatast, mellyel

nagyban hozzéjarultak munkém el6rehaladasahoz.

Szeretném koszonetemet €és haldmat kifejezni Csaladomnak és Barataimnak, akik
tdmagatasukkal mindig segitették tanulmanyaimat és akiknek biztatd szavai nagyban

hozzajarultak dolgozatom elkészitéséhez.
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11. Mellékletek

M1. tablazat A Pseudomonas izolatumok.

Egyedi | SZMC szam Fajnév Pseudomonas HCN
azonosité csoport termeld
Ps 001 SZMC 28882 | P. lurida P. fluorescens -
Ps 002 SZMC 28883 | P. umsongensis P, jessenii -
Ps 004 SZMC 28855 | P. paracarnis P. fluorescens
Ps 006 SZMC 28884 | P. lurida P. fluorescens -
Ps 007 SZMC 28885 | P. brenneri P. fluorescens -
Ps 008 SZMC 28886 | P. lurida P. fluorescens +
Ps 009 SZMC 28887 | P. paracarnis P. fluorescens +
Ps 011 SZMC 28888 | P. lurida P. fluorescens -
Ps 012 SZMC 28889 | P. paracarnis P, fluorescens -
Ps 015 SZMC 28890 | P. synxantha P, fluorescens -
Ps 017 SZMC 28891 | P.marginalis P, fluorescens -
Ps 019 SZMC 28892 | P. lurida P, fluorescens -
Ps 020 SZMC 28893 | P. veronii P, fluorescens -
Ps 021 SZMC 28894 | P. paracarnis P. fluorescens -
Ps 022 SZMC 28895 | P. capeferrum P. putida -
Ps 024 SZMC 28896 | P. canadensis P, fluorescens -
Ps 026 SZMC 28897 | P. canadensis P, fluorescens -
Ps 027 SZMC 28898 | P. paracarnis P, fluorescens -
Ps 029 SZMC 28899 | P simiae P, fluorescens -
Ps 030 SZMC 28900 | P. lurida P, fluorescens -
Ps 031 SZMC 28901 | P. paracarnis P. fluorescens -
Ps 032 SZMC 28902 | P. lurida P, fluorescens -
Ps 038 SZMC 28903 | P. persica P, putida -
Ps 039 SZMC 28904 | P. canadensis P, fluorescens -
Ps 044 SZMC 28905 | P. canadensis P. fluorescens -
Ps 045 SZMC 28906 | P. capeferrum P. putida -
Ps 057 SZMC 28907 | P. asiatica P, putida -
Ps 058 SZMC 28908 | P. asiatica P, putida -
Ps 059 SZMC 28909 | P, alloputida P, putida -
Ps_060 SZMC 28910 | P. alloputida P, putida -
Ps 061 SZMC 28911 | P, asiatica P, putida -
Ps 066 SZMC 28912 | P. chlororaphis subs. aurantiaca P. chlororaphis +
Ps 067 SZMC 28913 | P.pohangensis P.pohangensis -
Ps 068 SZMC 28914 | P. chlororaphis subs. aurantiaca P. chlororaphis +
Ps 070 SZMC 28915 | P. chlororaphis subs. aureofaciens P. chlororaphis +
Ps 071 SZMC 28916 | P. chlororaphis subs. aureofaciens P. chlororaphis +
Ps 072 SZMC 28917 | P. monsensis P, koreensis +
Ps 073 SZMC 28918 | P. putida P, putida -
Ps 074 SZMC 28919 | P. lactis P. fluorescens +
Ps 075 SZMC 28920 | P. chlororaphis subs. chlororaphis P. chlororaphis +
Ps 076 SZMC 28921 | P. canadensis P. fluorescens +
Ps 084 SZMC 28922 | P. atacamensis P, koreensis -
Ps 089 SZMC 28355 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 090 SZMC 28356 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 091 SZMC 28357 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 096 SZMC 28358 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 097 SZMC 28360 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 099 SZMC 28361 | P. crudilactis P, koreensis +
Ps 100 SZMC 28923 | Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. +
Ps 101 SZMC 28359 | P, crudilactis P. koreensis +
Ps 103 SZMC 28924 | P. azerbaijanoccidans P, jessenii -
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M2. tablazat A Pseudomonas sp. nov. Ps 91 torzs Osszehasonlitasa a Pseudomonas nemzetség

rokon torzseivel. A tulajdonsagok jeldlése: +, pozitiv reakcid; —, negativ reakcid; ND, nincs adat;

VC, kiilonboz6 tulajdonsagok az egyes torzsek/kisérletek soran.
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@ Verhille és msai., 1999; ® Verhille és mtsai., 1999; ¢ Delorme és mtsai., 2002; ¢ Campos és
mtsai., 2010; ¢ Kwon és mtsai., 2003; f Furmanczyk és mtsai., 2018; & Jia és mtsai., 2020; "
Chang és mtsai., 2016; | Camara és mtsai., 2007; | Poblete-Morales és mtsai., 2020; *
Andersen és mtsai., 2000; ! Duman és mtsai., 2021; ™ Kosina és mtsai., 2013; " Liao és mtsai.,
2023; ° Kaminski és mtsai., 2018; P Ntana és mtsai., 2023.
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M3. tablazat A Pseudomonas sp. nov. Ps_91 torzs és a rokon Pseudomonas fajok zsirsav Osszetétele
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t csoportok, amelyeket a Sherlock Mikrobiélis

tvalasztani gazkromatografias-tomegspektrometriaval

r

0 0sszevon

bol all

Azonositd Rendszer nem k

r

arom zsirsav

* két vagy h

r

J4

epes Sze

(GC-MS) : C16:1 w7c és/vagy C16:1m6¢; b C18:1mw7c és/vagy C18:1mb6ec.

n.d., nem detektaltuk.
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M4.tablazat A Ps 91 torzsben detektalt polaris lipidek és izoprenoid kinonok.

Referencia

Retencios

Vegyiiletek Neév m/z ‘on idé (perc) Abundancia*
PC 18:1 522,3541 [M+H]"! 6,8 6,97
.o . PC37.7 790,5410 [M+H]"! 16,6 8,86
Foszfatidil-kolin - - 3., 804,6466 [M+H]"! 17,5 8,85
PC 38:0 818,6623 [M+H]"! 17,9 8,12
PE 14:0 _16:1 660,4618 [M-H]! 14,6 8,30
PE 16:1 16:1 686,4773 [M-H]! 14,9 8,31
PE 14:0 17:1 674,4773 [M-H]! 15,2 9,31
PE 16:1 17:1 700,4929 [M-H]! 15,4 8,88
PE 14:0 16:0 662,4773 [M-H]! 15,5 9,76
Foszfatidil- PE 16:1 18:1 714,5085 [M-H]! 15,7 9,74
etanol-amin PE 15:0 16:0 676,4930 [M-H]! 15,9 8,90
PE 17:1 18:1 728,5243 [M-H]! 16,3 9,84
PE 16:0 16:0 690,5087 [M-H]! 16,4 9,87
PE 16:0 19:1 730,5401 [M-H]! 16,7 8,58
PE 17:1 _19:1 742,5401 [M-H]! 16,8 10,11
PE 18:1 20:1 770,5716 [M-H]! 17,3 7,25
PGl6:1 17:1 731,4874 [M-H]! 13,7 8,76
PG 14:0 16:0 693,4716 [M-H]! 13,7 9,77
PG 16:0 16:1 719,4875 [M-H]! 13,9 10,01
PG 15:0 16:0 707,4874 [M-H]! 14,3 8,90
Foszfatidil- PG 17:1 _17:1 745,5031 [M-H]! 14,3 9,49
glicerol PG 16:0_17:1 733,5032 [M-H]! 14,4 10,5
PG 17:1 18:1 759,5187 [M-H]! 14,6 9,90
PG 16:0 18:1 747,5190 [M-H]! 14,8 10,07
PG 17:1 _19:1 773,5344 [M-H]! 15,2 9,81
PG 16:0 18:0 749,5341 [M-H]! 15,6 9,40
LPE 14:0 4242478 [M-H]! 4,3 7,49
LPE 17:1 464,2787 [M-H]! 5,9 8,42
Lizofoszfatidil- LPE 16:0 452,2788 [M-H]! 6,4 9,67
etanol-amin LPE 18:1 478,2944 [M-H]! 6,8 9,04
LPE 19:1 492.3104 [M-H]! 7,7 7,43
LPE 19:1 492,3102 [M-H]! 8,3 8,67
LPE 18:0 480,3102 [M-H]! 8,8 8,18
LPG 14:0 455,2424 [M-H]! 3,2 7,02
Lizofoszfatidil- LPG 16:0 483,2734 [M-H]! 4,6 9,27
glicerol LPG 18:1 509,2890 [M-H]! 4,9 8,72
LPG 18:0 511,3044 [M-H]! 6,8 8,06
Ubikinon 8 744,5896 [M+NH,]"! 19,4 9,62
Izoprenoid Ubikinon 4 455,3153 [M+H]"! 20,8 8,55
kinon Ubikinon 9 812,6540 [M+NH,]"! 20,8 10,54
Ubikinon 2 319,1916 [M+H]"! 20,8 8,16

*Log-transzformalt abundancia
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MS. abra A PDB tapoldatban detektalt metabolitok hétérképe.
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MG6. tablazat Az A. flavus konfrontacios kisérletek soran detektalt AFB1-hez
kapcsolhato prekurzor vagy szdrmazék vegyiiletek.

Osszegképlet Metabolit (rF;i-l;]) MOIGKUI?‘?; Fra?g}i;] sek
CioH1005 AFP1 140 [M+H] 299.0562 281.0451(53); 271.0604(32);
- 257.0446(82); 253.0495(21); 243.0653(13):;
231.0290(100): 229.0498(58): 225.0544(12):
203.0342(22)
CisH1Os AFD1 116 [M+H] 287.0919  250.0619(16): 255.0651(100); 227.0704(19);
+ 199.0759(12); 185.0593(11); 157.0657(19)
C1H1:07 Me-AFB2a 123 [M+H] 345.0980  313.0718(100): 298.0489(2.6): 285.0763(58.2);
* 284.0684(13.7); 257.0807(9.2); 243.0654(2.8);
229.0855(2.3)
C1sH1:07 Me-AFB2a 125 [M+H] 3450980  313.0712(100): 312.0630(2.6); 298.0484(2.9).
: 285.0762(61.3); 284.0685(14.5); 283.0610(2.7);
269.0442(2.0); 257.0807(9.9); 243.0652(2.6);
229.0856(2.7)
CiH1O;  OH-OMeSTC 122 [M+H] 3550828  340.0597(3); 327.0884(32); 299.0927(100);
- 285.0765(35); 266.0575(6); 255.0650(4)
CioH10 ASP 125 [M+H] 3550828  340.0596(75); 327.0885(8); 322.0491(100);
. 311.0564(16); 294.0532(7); 293.0453(4)
C1oH1:0 OH-ASP 119 [M+H] 3710776  343.0833(44): 338.0440(16): 315.0876(100):
+ 301.0719(38); 300.0636(22); 282.05316(20)
CiHiOs  DH-OH-ASP 107 [M+H] 373.0933  337.0727(100); 327.0886(25); 313.0718(12);

300.0767(28); 297.0777(26); 295.0609(21);
285.0775(20); 281.0808(18); 271.0604(43);
267.0656(16); 255.0652(54)

A tablazatban szerepld roviditések a kdvetkezok: AFP1, AFD1, aflatoxin P1, D1;
Me-AFB2a RT=12,5, és Me-AFB2aRT=12,3, metoxi-aflatoxin B2a 2 izomere;
metilsterigmatocisztin, OH-ASP, 11-
hidroxiaspertoxin; DH-OH-ASP, dihidroxiaspertoxin.

OH-OMeSTC,

11-hidroxi-O-
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M7. abra A gomba teljes ion kromatogramja negativ F(-) és pozitiv F(+)
ionizaciés modban és a baktérium 6nalld tenyészetének teljes ion kromatogramja
negativ 4(-) és pozitiv 4(+) ionizacios modban.
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Component 1 ( 88 %)
MS. abra Az A. flavus és a P. paracarnis lipidosszetétel alapjan késziilt PLSDA.

4= baktérium 6nallo tenyészet; 4 K= konfrontacidoban részt vett baktérium; F=
A. flavus 6nallo tenyészet; F_K= konfrontacidban részt vett A. flavus.
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