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1. BEVEZETES - -

Az algolégusok negyed évszdzaddal ezelétt még klorofill-a-t tartalmazd,
telepes, valédi gyokérre, szdrra és levélre nem tagoléddé nodvényeknek
tekintették az algdkat. A megfogalmazasba beleértették a cianobaktériumokat
is. Ma a cianobaktériumokat a prokariétikhoz soroljuk, amelyek sejtmagot,
Golgi apparatust, endoplazmatikus retikulumot, mitokondriumot és szintesteket
nem tartalmazé eldlények, mig az eukariétdk mindezen sejtalkotdkat
tartalmazzak. Az eukaridta algdk polifiletikus eredetliek, tobb, egymastol
fiiggetlen fejlédési irdanyt kovetnek. Alakjuk, méretiik, szervezddési szintjiik,
életmdodjuk és anyagcseréjiik nagy valtozatossdgot mutat. Méretik a
planktonikus egysejtliektdl (kb. 1 pm-t8l) a makroszkopikus orids algakig (akér
60 m) terjed. Az alkalmazott algoldgia altal haszndlt mikroalga fogalom
magdaban foglalja a mikroszképikus méretli eukariéta algdk kiilonbdzd divizidit
és az oxigéntermeld, fotoszintetikus  baktériumokat, vagyis a
cianobaktériumokat is. Az értekezésben a mikroalga kifejezést ilyen értelemben
haszndlom. A mikroalgdk tobbnyire vizben élnek, de kiilonbozd talajtipusok
felszinén is megtaldlhatok. Talajalgaként emlitem a talaj bizonyos rétegébdl
vagy a talaj felszinérdl gy(jtott, ,,talajvirdgzast” okozd, zold-sarga-kék-fekete
szinli foltokbdl izoldlt mikroalgdkat. A talajalgdk a vizi mikroalgédkhoz
viszonyitva sokkal szélsGségesebb €s gyorsan viltozd fizikai, kémiai és
bioldgiai kdrnyezetben élnek. A szinte dlland6 stresszhelyzetre alkalmazkodé
anyagcseréjlikkel, vagy éppen bioaktiv anyagok termelésével vdlaszolnak, tehit
a biotechnoldgia szamara értékesebbek, mint a vizi mikroalgak.

Az alkalmazott algoldgia, vagyis a mikroalga biotechnolégia kezdetét
1890-t61 szamitjuk, amikor Beijerinck az akkor hasznélatos mikrobioldgiai
modszerekkel 1étrehozta az elsé baktériummentes (axénikus) Chlorella
tenyészetet. A mikroalga biotechnolégia az izoldlt mikroalgdk tenyészetét
torzstenyészetnek, ill. mikroalga torzsnek nevezi. Torzsek tomeges izolaldsét és
fenntartdsat algagytijteményekben Pringsheim az 1910-es években kezdte meg.
Tobb gylijteményben helyezte el az izoldlt mikroalga torzseket, pl. Halle/Saale-
ban, Berlinben, Pragdban, Cambridge-ben és Gottingenben. Az Eurépédban
fellelhetd algagyiijtemények tobbsége vizbdl izoldlt mikroalga torzsekbdl all. A
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Mosonmagyarévari Algagylijtemény (MACC) létrehozédsakor az ,.értékesebb”

talajalgdk izoldlasa volt a f6 cél.

Mikroalgék, nevezetesen kovamoszatok tomegtermesztése a masodik
vilaghdboru idején Németorszdgban kezdodott biohajtéanyag eldéllitdsara. A
sikertelen prébdlkozasrol alig 4ll rendelkezésre {rdsos kozlemény. A
vilaghaborut kovetd élelmiszerhidny vezetett az ,.egysejt” fehérje termeléshez.
A laboratériumi koriilmények kozott gyorsan szaporodd és mintegy 50%
fehérjét tartalmazo Chlorella és Scenedesmus torzsek tomegtermesztése 1942-
ben Németorszagban kezdddott, 1948-t61 pedig az Egyesiilt Allamokban,
Japédnban, Izraelben, Olaszorszdgban és mds orszdgokban folytatddott.
Magyarorszagon, Budapesten Tangl Harald, Tihanyban Felfoldy Lajos,
Mosonmagyardvaron pedig Marton Géza és munkatarsaik végeztek mikroalga
tomegtermesztési  kisérleteket az 1950-es években. A  mikroalga
tomegtermesztés elsé nemzetkozi eredményeit Burlew 1953-ban szerkesztette
kotetbe. A tulbecsiilt terméseredmények elmaraddsa, a biomasszdban 1évo
fehérje korlatozott emészthetdsége és a magas termelési koltségek egy idore a
tomegtermesztés végéhez vezettek. A mikroalga biotechnolégidnak Uj
lendiiletet az 1980-as években az értékes anyagok eldallitdsdnak gondolata és
zart algatermeszt berendezések kifejlesztése adott. A tobbszordsen telitetlen
zsirsavak (PUFA), poliszacharidok, antioxiddnsok, természetes szinanyagok,
bioldgiailag aktiv anyagok, valamint kozmetikai, élelmiszeripari és
gyogyszeripari alapanyagok magas dra tette kifizetddové a mikroalgakkal
torténd értékes anyagok termelését még a magas beruhdzési és ilizemelési
koltségek mellett is.

Az iiveghazhatdsi gdzok fokozott kibocsatdsa altal okozott globdlis
felmelegedés és a fosszilis lizemanyag ellatds bizonytalan jovdje az utdbbi
évtizedben 1) kutatdsi teriiletet adott a mikroalga biotechnolégusoknak. A
hektaronkénti 50 tonndhoz kozeli éves szdrazanyag termelés mintegy 100 tonna
széndioxid felvételével jar. A termelt biomasszabdl kinyerheté 10-15 tonna
bioiizemanyag és a 20-30% fehérjetartalmi biomassza maradék felhasznaldsa
nagy reményeket keltett. A mikroalgdk az olajos novényekkel szemben szdmos
eldnyt mutatnak: (1) nem versenyeznek az emberi fogyasztdsra vagy 4llati
takarmanyozasra haszndlhaté novényekkel a foldteriiletért; (2) nagyobb a
biomassza termelésiik; (3) kevesebb a vizigényiik, mert szennyvizen is
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szaporithatok; (4) mads célrce:l_nem alkalmas teriileteken is termeszthetok, (5)
csokkentik a CO;-kibocsatast; stb. A kutatok és a vallalkozdék mar-mar 100-200
hektédros algaiizemek kialakitdsit vizionaltdk. A biolizemanyag termelésnek
azonban van két kritikus pontja, a negativ energetikai mérleg és a til magas
koltségek. Ma még tobb energidval éllitunk eld biolizemanyagot, mint amennyi
energidt maga a biolizemanyag képvisel. Az elddllitdsi koltség sem
versenyképes a fosszilis energiaforrdsok drdval. A két kihivds olcsébb és
olcsébban miikddtethetd algatermesztd berendezések kifejlesztésére osztonozte
a biotechnol6gusokat. Ennek eredményeként a korabbi 10-50 € helyett ma mar
3-5 Eurdra csokkent a mikroalgdk szaraz biomasszdjanak a kilogrammonkénti
termelési koltsége, ami lehetdvé teszi a mezOgazdasadg szamdra is piacképes
mikroalga termékek eldallitasat.

A No-k6td cianobaktériumok mezdgazdasagi alkalmazdsanak a
jelentéségét De mar 1939-ben felismerte. A rizsfoldek oltasa
cianobaktériumokkal, az un. algalizdlds 1951-ben kezdd6dott Japdnban. A
hektaronként megkotott legfeljebb 30 kg nitrogén azonban nem véltotta be a
hozza fizott reményeket, ezé€rt ma mar csupdn miitragydt nem, vagy alig
haszndlé orszdgokban, pl. Indidban €s Mianmarban oltjak cianobaktériumokkal
a rizsfoldeket. Magyarorszdgon nitrogénkotési céllal nincs gyakorlati
jelentdsége a talajok algalizaldsénak.

A mikroalgdk, altaldban a szaporodds lassuld szakaszdban masodlagos
anyagcsere termékeket termelnek, amelyek az emberiség szdméra fontos
biotechnoldgiai termékek. Ide tartoznak egyebek kozott szerves savak,
szénhidritok, aminosavak és peptidek, vitaminok, novekedést szabdlyozé
anyagok, antibiotikumok, enzimek és toxikus vegyiiletek. Az algdk bioaktiv
anyagai mar tobb mint fél évszdzada édllnak az érdeklédés kozéppontjaban.
Manapsdg leginkdbb a gyodgyszeripar és a mezdgazdasdg potencidlis
alapanyagai lehetnek. A szintetikus peszticidek és gydgyszerek tdrsadalmi
elfogadottsdgdnak a csokkenése az utébbi idOben 16kést adott a természetes
eredetli hatéanyagok kutatdsdnak, amit az Eurdpai Unid is tdmogat. Az algdk
els6sorban novényi novekedést szabdlyozd és novényvédd hatdsu anyagaik
miatt értékesek a mezdgazdasig szdmara.

Az elmilt kozel 25 évben Mosonmagyardvaron, nemzetkodzi egyiittmikodés
keretében a mezOgazdasagi hasznosithatosdg érdekében vizsgdljuk a
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mikroalgdk: (1) névényi hormontermelését; (2) ndvénypatogén gombik elleni
hatdsossagat; és (3) illékony szerves vegyiileteit. Ertekezésemben a két
évtizedes munka tudomdnyos eredményeit és azok gyakorlati vonatkozdsait
foglalom Ossze a tézisek célkitlizéseinek megfelelden kiilon fejezetekben. A
tézisek a célkitizéseken kiviil csupdn a moddszerek vazlatos leirdsét, az uj
eredmények Osszefoglalasat és az értekezés témakorében megjelent
kozleményeim listdjat tartalmazza, de nem tér ki mdas szerzOknek az
értekezésben targyalt kdzleményeire.

2. CELKITUZESEK

2.1. A Mosonmagyarévdri Algagyijjtemény (MACC)
A fejezet célkitlizéseit az értekezés bevezetdjében megfogalmazottaknal
részletesebben az aldbbiakban foglalom dssze:
- Eurdpai szinten is jelentds szdmu torzsbdl 4116 unikalis, egyedi mikroalga
gyljtemény létrehozasa, amely az aldbbiakkal jellemezhetd térzsekbdl all:
o Brazilidban a talajok felszinén szines foltként lathatd
talajvirdgz4sbodl szdrmaznak, a természetben jol szaporodnak,
o Magyarorszagon miivelt és miiveletlen teriiletek talajmintdibol
1zolalt torzsek,
o laboratériumi koriilmények kozott, ezért feltehetoen
tomegtermesztés sordn is j6l szaporodnak,
- torzsek molekuldris bioldgiai médszerekkel tdmogatott taxondmiai
meghatdrozésa,
- a gyljtemény mikroalga torzseinek felhaszndlasa hazai és nemzetkozi
kutatési és fejlesztési egyiittmiikodésekre.

2.2. Mikroalgdk novényi hormontermelése

A mikroalgdk névényi hormonjainak az ismerete alapkutatdsi és gyakorlati

szempontbdl egyardnt fontos. Tenyészetben serkenthetjiik a mikroalgdk

szaporoddsat €s javithatjuk valaszukat a kiils6 tényezdkre. Mikroalgdk

tomegtermesztésekor elérhetjiilk, hogy sziireteléskor az értékes anyagok,

példaul a novényi hormonok koncentricidja és azok bioldgiai hatdsa nagy
7
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legyen és ezzel alkalﬁﬁsabba’ﬁ legyenek mezdgazdasagi célokra,

novénykezelésekre. Ennek érdekében a részletesebb célkitiizéseink az aldabbiak

voltak:

- cianobaktériumok és eukaridta algdk biotesztelése a ndvényi hormonszerii
(auxin és citokinin) hatdst mutaté fajok/torzsek kivalasztidsdra tovabbi
vizsgélatokhoz,

- a kivélaszott mikroalgdkban 1év6 hormonok mindségi és mennyiségi
kimutatasa muszeres analitikai méodszerekkel,

- a sejtciklus és a novényi hormonok kozotti kapcsolat tanulmanyozasa és
megismerése mikroalgakban.

2.3. Mikroalgdk hatdsa novénypatogén gombdkra

Az MACC jo6l szaporodé mikroalga torzseinek gazdasdgilag jelentOs

novénypatogén gombdkkal szembeni hatdsossdgdnak megismerésekor

célkitlizéseink az aldbbiak voltak:

- kilenc névénypatogén gomba koziil legaldbb egy ellen hatdsos mikroalga
torzs kivalasztisa, aminek ismeretében majd palyazati anyagok készithet6k
a biolégiailag hatdsos anyagok idedlis termelési feltételeinek a
meghatdrozdsahoz, végiil pedig mikroalga termék eldéllitdsahoz,

- mikroalga torzsek eredeti élOhelye (talaj, viz), rendszertani helye
(cianobaktérium, eukaridta alga) és bioldgiai hatdsossdga kozotti
Osszefiiggés feltdrdsa, a jovébeni biotesztelésnél nagyobb taldlati ardny
eléréséhez, valamint az MACC bOvitésére legmegfelelobb éldhelyek
kivédlasztédsa 4j torzsek izoldldsdhoz,

- novénypatogén gombdkkal szemben hatdsos mikroalgdk gyakorisdganak a
becslése annak eldrejelzésére, hogy milyen esélyiink van tj névénypatogén
gombaval szemben hatdsos mikroalga kivalasztdsara.

2.4. Illékony szerves vegyiileteket termeld MACC-torzsek a kdposzta

gyokérlégy elleni védekezésben

Tekintve a szaganyagok fontos szerepét a rovarok életében és a

cianobaktériumok illékony szerves vegyiileteinek (AVOC) termelésérdl és

okoldgiai szerepérdl rendelkezésre 4allo ismereteket feltételeztiik, hogy a

kdposzta gyokérlégy ellen AVOC anyagokat termeld cianobaktériumok
8
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lehetnek hatdsosak. A munKahipot€zis alapjan célkitlizéseink a kovetkezdk

voltak:

- a Nostocales, Oscillatoriales és Pseudanabaenales rendbe tartozo,
potencidlisan AVOC anyagokat (geosmin, vagy MIB) termeld
cianobaktériumok kivalasztasa az MACC-bdl,

- annak igazoldsa, hogy a cianobaktériumok AVOC anyagai okozzdk a
kaposzta gyokérlégy tojasrakdsdnak a gatlasat,

- akdaposzta gyokérlégy tojasrakdsat hatdsosan gitlé cianobaktérium térzsek
kivélasztasa iiveghdzban beallitott biotesztekkel.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Talajminta gyijjtés mikroalgdk izoldldsdhoz

Brazilia: a talajvirdgzasokbdl szarmazé 260 mintdt Brazilia tobb dllamaban:
Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso és Goias
allamokban gylijtottem leginkdbb miiveletlen teriileteken, parkokban,
halgazdasagok teriiletén, erd6k szélén, utak mentén stb. A talaj felszinén lathat6
szines mikroalga foltokbél 10 cm’-es steril centrifuga csdvekbe gylijtottem
mintdkat.

Magyarorszdag: a Novénybioldgiai Intézet PhD-hallgatdja (Lepossa Anita) a
Balaton-felvidéki Nemzeti Parkban harom talajtipuson, 6sszesen 24 talajmintat
gyljtott. Mivelt és miiveletlen teriileteken a felszini 1 cm-es rétegbdl steril
spatuldval, az 1-10 cm-es rétegbdl pedig 3,6 x 10 cm méretli aluminium
hengerrel nejlonzacskdkba gyiijtott mintakat.

Szerbia: a talajmintdkat Zorica Svircev a Novi Sad-i Egyetem Bioldgia
Intézetének tandra és hallgat6i gylijtotték cianobaktériumok izoldl4séra.

3.2. Mikroalgdk izoldldsa és fenntartdsa

Izoldlds: a brazil talajmintdkat dudsitd tenyészetben szaporitottuk, majd

higitottuk és Petri csészében agarral szildrditott tdptalaj felszinén szélesztettiik.

Az egyes mikroalga sejtekbdl/sejtfonalakbodl kifejlodott telepeket oltékaccsal

ferde agarra oltottuk at. Az igy létrejott klontenyészeteket tdpoldatba oltottuk és

egy hét elteltével mikroszkopban vizsgaltuk, sziikség esetén tovabb tisztitottuk.
9
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A cianobaktériumok izoldlasdhoz Petri csészébe toltott N-mentes BG-11
taptalaj felszinére 3-4 kisebb nedvesitett talajszemcse keriilt, amelyekbdl 1-2
hét alatt kindttek a cianobaktérium fonalak Ezeknek a cianobaktériumoknak az
atoltdsdval és tovdbbi szélesztéses tisztitdsdval késziiltek a cianobaktérium
torzstenyészetek.

Fenntartds: a torzstenyészeteket 100cm’-es Erlenmeyer lombikokban, az
izolélashoz haszndlt tdpoldatban vagy leginkdbb agarral szildrditott tdpoldatban
tartjuk fenn, a tenyészeteket pedig torzstenyésztd szobdaban (1. dbra) 15+2 °C
hémérsékleten, napi 12 6rds megvilagitas mellett, 25-50 pmol foton m? s
fényintenzitason.

3.3. Mikroalgdk taxonomiai meghatdrozdsa

Az izoldlt mikroalga torzsek morfoldgiai alapon torténd, mikroszképos
taxonémiai meghatarozasiaban Voros Lajos (Magyar Tudoméanyos Akadémia,
Okolégiai  Kutatékozpont, Balatoni Limnolégiai Intézet, Tihany) van
segitségiinkre az interneten megtaldlhaté és dllandéan frissitett AlgaeBase
(www.algaebase.org) adatbazis alapjan. A taxondémiai munka kiegészitését
molekuléris bioldgiai médszerekkel harom PhD-hallgaténk: Horvath Néandor és

Katona Szabina Mosonmagyarévaron, Makra Néra pedig Martonvaséaron végzi,
akik egy TAMOP projekt (TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0003:
»Mikroalga biotechnoldgia a fenntarthat6 mezdgazdasdgban™) keretében és
pénziigyi tdmogatasaval dolgoznak. A munkdhoz sziikséges szekvenaldsban
Maréti  Gergely (Magyar Tudomdnyos Akadémia, Szegedi Bioldgiai
Kutatékozpont, Biokémiai Intézet, Szeged) segiti munkdjukat.

3.4. Az MACC torzsek laboratoriumi tenyésztése

A torzseket mikroalga tenyésztd laboratériumban (1. abra), ellendrzott
koriilmények kozott, a kordabban leirt sajat tenyésztd berendezésben
szaporitottuk. A helyiség hOmérsékletét klimaberendezéssel 25+2 ‘C-on
tartottuk. A napi megvildgitast 14 6rara allitottuk be, a lathat6 fény intenzitast
pedig a tenyészetek szintjén 130 pmol foton m? s értékre. Az 500 cm’-es
lombikokban 1évé 250 cm’® tenyészeteket Ordnként 20 L levegdvel
buborékoltattuk 4t a mikroalga sejtek lebegésben tartisidhoz, amit a
megvilagitds idején palackrél adagolva 1,5% széndioxiddal dusitottunk. A
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mindig 10 mg L' mikroalga Koncentracival inditott tenyészeteket 4-14 napig
inkubdltuk, majd mértiik szdrazanyag tartalmukat, sziikség szerint szamoltuk
sejtszamukat és mértiik sejtméretiiket.

A & |

1. abra: Torzsfenntart6 (balra) és tenyésztd szoba (jobbra).

3.5. Chlorella szinkrontenyésztés

A tenyészetek szinkronizaldsat a megvilagitas hosszanak a szabalyozasaval és
a tenyészet higitasaval értiik el. A torzstenyészetet az egyszeri algatenyésztési
eljarashoz hasonléan 250 cm® Tamiya tépoldatba oltottuk 10 mg L indulé
szdrazanyag tartalommal. Egyhetes szaporitdst kovetden a tenyészetet
tovabboltottuk ismét 10 mg L' indul6 szdrazanyag tartalommal. A kovetkezd
napon reggel a tenyészetet tizszeresére higitottuk, amit a rdkdvetkezd napon
reggel megismételtiink. Az utébbi tenyészet estére csupan nagy sejtekbdl allé
szinkrontenyészet lett. Az esti tenyészettel, egy sotét szakasszal kezdtiik a 48-
orés szinkronizacios kisérleteket. A mintdzast a kisérletek céljanak megfeleléen
néhany oranként végeztilk. Mértiik a sejtek méret-eloszlasat és sejtszamat,
tovabba mintat gyijtottiink az egyéb vizsgalatokhoz.

3.6. Mikroalga minta elokészités vizsgdlatokhoz és kisérletekhez

A mikroalgdk novényi hormontartalmdnak analitikai vizsgilatdhoz a
tenyészetekbdl kétszer 80 cm® mintdt -80 ‘C-on fagyasztottunk a vizsgalatok
megkezdéséig. A biotesztekhez és az illékony szerves vegyiiletek (AVOC)
vizsgdlatdhoz a mintdkat fagyasztva szdritottuk. A kisérletek céljanak
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megfelelden a kiilonb6z korl tenyészeteket mindig ugyanabban az id6ben, 14
és 15 o6ra kozott centrifugdldssal sziireteltik. A kililepedett mikroalga
biomasszat liofilizaltuk A fagyasztva szaritott mintdt zart milanyag edényben -
20 “C-on tdroltuk. A bioteszt vizsgélatok el6tt a fagyasztva szdritott mintdkbol
desztillalt vizzel 10 g L' koncentrdcidji szuszpenziét készitettiink, amit
ultrahangos sejtroncsoléval 2 percig kezeltiink. Az antimikrobidlis és rovar
repellens hatés vizsgédlatdhoz a 10 g L'-es szuszpenzi6t haszndltuk, a ndvényi
hormonhatés tesztelésére a szuszpenziét 2 g L'-re higitottuk. A biotesztekhez
mindig frissen készitett mikroalga szuszpenzi6t hasznaltunk fel.

3.7. Novényi hormon vizsgdlatok mikroalga mintdkbol

A liofilezett mikroalga torzsek citokininszeri hatdsdanak a kimutatdsdra az
uborka sziklevél megnyulési tesztet hasznaltuk. Az auxinszerl hatdst az uborka
sziklevél gyokérfejlodési teszttel értékeltiik, amit kiegészitettiink a mungdébab
adventiv gyokérfejlodési teszttel. A fagyasztva tdrolt és a vizsgélatok eldtt
kiolvasztott algatenyészetek mintdib6l a hormontartalom miiszeres analitikai
vizsgdlata a  Palacky University = Novekedésszabdlyoz6  Anyagok
Laboratériumaban (Olomouc, Cseh Koztirsasdg) tortént, kozos kutatdsi
egylittmiikodés keretében.

3.8. Vizsgdlt mikroalgdk és novénypatogén gombdk

Mikroalgdk: a ndovénypatogén gombdk elleni biotesztekhez kivalasztott 280
darab MACC torzs tobbsége eukariota alga, kétharmada talajalga, egyharmada
pedig vizbdl izoldlt mikroalga torzs volt. A cianobaktériumok a Nostocales és
Oscillatoriales rendbe tartozé fonalas cianobaktériumok voltak. Az eukariéta
algdk csaknem kizdrélag a Chlorophyceae és Trebouxiophyceae osztilyba
tartoztak. A kivdlasztott torzsek gyorsabban szaporodtak és nagyobb
biomasszat termeltek, mint az MACC mas torzsei.

Novénypatogén gombdk: a gazdasagilag jelentds ndvénypatogén gombdk ellen
osszesen kilenc torzset vontunk be a tesztelésbe: Alternaria alternata, Fusarium
graminearum, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Phaeoromularia
capsicicola, Botryotinia fuckeliana, Sclerotinia sclerotiorum, Plasmopara
viticola, Phytophtora infestans.

12



dc_881 14

3.9. Bioteszt eljdrdsok fungicid és fungisztatikus hatds kimutatdsdra

Agar géldiffiizios modszer (2. abra): a tesztelt kérokozdkat burgonya-dextréz
agaron tartottuk fenn, kivéve a Phytophthora infestans-t, amelynek
fenntartasahoz ~ borsdéagar  tdptalajt  hasznaltunk. A  tenyészeteket
szobahdmérsékleten tartottuk. A vizsgédlatokhoz 10-12 napos kultdrakrol
lemosott, micélium- és/vagy konidium-szuszpenzidt hasznaltunk. A mikroalgdk
micéliumnovekedésre gyakorolt hatdsat in vitro, fertdzott agarban végzett
géldiffuzios tesztben vizsgaltuk. A megszilardult gélbe vajt 9 mm-es lyukakba
150 uL (10 mg SzA c¢m™ koncentrdciéju) alga szuszpenzidt pipettdztunk. A
teljes gatlasi zona atmérdjét mértiik. Feljegyeztiik a gombak novekedését gatld
(fungisztatikus, fungicid), illetve serkentd hatast.

Szdldperonoszpora bioteszt (2. abra): Nedves szlirGpapirra helyezett,
Kékfrankos szO6l6fajta fas dugvédnyairdl szarmazd fogékony levelek és
levélkorongok fondk oldalat 10 mg SzA cm™ koncentrdciéji mikroalga
kivonatokkal permeteztiik le. Szaradas utn a kezelt levélfeliiletet a Plasmopara
viticola 10* zoosporangium cm™ koncentréci6ji szuszpenzidjaval inokuldltuk.
A Petri csészéket laborkoriilmények kozott inkubdltuk. A hetedik napon a
fertézott levélkorong/levélfeliilet méretét a kontroll szdzalékdban értékeltiik.

2. dbra: Agar géldiffiiziés mddszer (balra) és sz6l6peronoszpdra bioteszt
(jobbra).
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3.10. Kdposzta gyokérlégy bioteszt

Potencidlis AVOC termelésiik alapjan 60 MACC cianobaktérium torzset
vélasztottunk ki a vizsgdlatokhoz. A biotesztekhez sziikséges legyeket allil-
izotiocianatot tartalmazd, magyar szabadalom alapjan késziilt ,,V ARL+tipusu
Csalomon®” rovarcsapddval gytijtéttiik. Az €16 legyeket a csapdak kihelyezését
kovetd nap kora reggelén vittiik az iiveghdzba a biotesztek bedllitisdhoz. A
ndivard legyek ardnya a gylijtések sordn 27 és 39% kozott valtozott. A
bioteszteket fabol késziilt, 50 x 50 x 50 cm méretii ketrecekben végeztiik (3.
abra). A ketrecek két oldalan attetsz6 milanyag ablakok voltak, a tetején és az
elején pedig tiillhdl6. A ketrecekbe szlirOpapirt tartalmazé 4 miianyag talcat
helyeztiik (3. abra). Hirom tdlcdban a sziir6papirt 3 kiilonb6z6 cianobaktérium
szuszpenzidval (10 mg SzA cm™) kezeltiik, a negyedik tédlcét pedig desztillalt
vizzel kezelt kontrollként haszndltuk. A bioteszt kezdetén 50-100 legyet
engedtiink be egy-egy ketrecbe, vegyesen him- és no-ivarut. A tojasrakast két
alkalommal, 4 és 8 nap miilva ellendriztiik.

3. dbra: A kdposzta gyokérlégy biotesztekhez hasznalt fa ketrecek (balra) és a
tojasrakashoz a ketrecekbe helyezett miianyag tilcdk (jobbra).

3.11. Mikroalgdk AVOC anyagainak vizsgdlata
A kémiai vizsgalatok az MTA Agrartudoményi Kutatékozpont Novényvédelmi
Intézetében torténtek. A kibocsdjtott AVOC anyagok gyiijtését, a feromon
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vizsgélatokban rutinszertien hasznalf; teljesen tivegbdl és teflonbdl késziilt, zart
rendszeru eszkozzel végezték. A cianobaktériumok liofilizalt mintdit (200 mg)
200 cm?® térfogati iivegedénybe helyezték. Az AVOC anyagokat szén sziirén
gyljtotték 24 oOrdn keresztiil. A szlr6krél az AVOC anyagokat 20 pL
diklérmetannal oldottdk le a gdzkromatografids vizsgalatokhoz.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

4.1. Mosonmagyarévdri Algagyiijtemény létrehozdsa

Létrehoztuk a Mosonmagyarévéri Algagylijteményt (MACC), ami Eurépa 13.
legnagyobb, a talajalgdkat tekintve pedig a 3. legnagyobb mikroalga
gyljteménye. Az MACC 970 torzsbdl ezen beliil 588 talajalgdbdl all. A sajat
izolalast 307 brazil és a 78 magyar talajalga torzsek koziil 50 cianobaktérium
és 385 eukaridta alga. Megkezdtiik a torzsek rendszertani besoroldsdnak a
pontositasidt molekularis biologiai mdédszerekkel. A gylijtemény felét (509
torzs) a mikroalga biotechnoldgia szamdra fontos 6 nemzetség adja: a
cianobaktériumok koziil az Anabaena (82) és Nostoc (57), a zbldalgdk koziil
pedig a Chlorella (122), Scenedesmus (106), Chlorococcum (72) ¢és
Chlamydomonas (70) torzsek. Jellemeztiik az MACC torzsek szaporoddsit.
Megiéllapitottuk, hogy a cianobaktériumok 60%-a BG-11, 20%-a a Zehnder-8
és 10%-a a Tamiya tadpoldatban szaporithat. Az eukariéta mikroalgdk 60%-a a
Tamiya, 15-15%-a pedig a Bristol és BG-11 tapoldatban szaporodik a
legjobban. A Tamiya tdpoldatban szaporodé cianobaktériumok és eukaridta
algdk napi szdrazanyag termelése hasonl6 (0,17-0,18 g L' nap™) és 1ényegesen
nagyobb, mint a masik harom t4poldat barmelyikében szaporodé térzseké (0,1-
0,12 g L' nap?). A maximdlisan elérheté biomassza a cianobaktériumoknél
kisebb (0,75-1,75 g L'!) mint az eukaridta algaknal (1-3 g LY.

A gylijtemény mikroalga torzseit az elmilt 20 évben szdmos hazai és
nemzetk6zi  projekt céljaira  haszndltuk a  mikroalgdk  ndvényi
hormontermelésének, antimikrobidlis hatdsdnak és illékony szerves
vegyiileteinek a tanulmédnyozdsdra a mezdgazdasdgi hasznositast szem eldtt
tartva, mig a mikroalgdk lipidtermelését megdjulé energiaforrasként
tanulmanyoztuk.
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946 o7 m Chroococcales

m Nostocales

m Oscillatoriales

@ Pseudanabaenales
@ Synechococcales

@ Bacillariophyceae
0O Eustigmatophyceae
m Xantophyceae

m Chlorophyceae

@ Trebouxiophyceae

@ Ulvophyceae

m Conjugatophyceae

MACC térzsek (970) m Klebsormidiophyceae

4. abra: Az MACC cianobaktérium torzseinek rendek és eukaridta torzseinek
osztalyok szerinti megoszlasa.

4.2. Mikroalgdk novényi hormontermelése

Elséként kozoltik endogén gibberellinek (GS) jelenlétét és Osszetételét
mikroalgakban. Megallapitottuk, hogy a lassabban szaporodé algatorzsek tobb,
a gyorsabban szaporoddk kevesebb gibberellint tartalmaznak. A mikroalgdkban
kimutatott gibberellinek alapjdn feltételezziik, hogy a mikroalgdkban a
gibberellinek bioszintézise a kovetkezo titon megy végbe: GSi1» — GSs3 — GSus
— GSi9 — GSx — GSs — GSs. A mikroalgdkban a GS¢ a domindns
bioldgiailag aktiv gibberellin.

Misodikként kdzoltiik a mikroalgdkban a brasszinoszteroidokat, koztiik
a brasszinolid (BL) és a kasztaszteron (CS) jelenlétét 24 vizsgélt zoldalgéban és
harom brasszinoszteroid jelenlétét (kataszteron (CT), 6-oxo-kampesztanol (6-
0xoCN) és 6deoxo-epiCS) a Chlorella minutissima zoldalga szinkron
tenyészetében.

Az egyes hormonok termelése és a sejtciklus kozott nem sikeriilt
meggy0z6 0Osszefiiggést taldlni, csupdn néhdny megdllapitast tenni: (1) a
sejtosztoddsban szerepet jatszé auxinok és citokininek koncentricidja
novekedett a szinkrontenyészetekben a 48-6rds kisérleti idoszak alatt; (2) a
gibberellineké, a mikroalgdkban feltehetden szintén stresszhormonként miikodo
abszcizinsavé és a sejtosztdddsban kozvetleniil részt nem vevd
brasszinoszteroidoké viszont csokkent; (3) az Arthronema africanum
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cianobaktérium aszinkron tenyészetével végzett biotesztek szerint nem a
sejtciklustdl, hanem a fénytdl fiiggden noétt a tenyészet citokinin-szerli hatdsa.

Huszonot zoldalga hormontartalmanak és hormondsszetételének
miiszeres analitikai eredményei alapjdn valdsziniisitjiik, hogy minden zoldalga
képes novényi hormonok termelésére, ezért a mikroalgdk, a tengeri
algakivonatokhoz hasonléan alkalmasak lehetnek a termesztett novények
novekedésének és fejlddésének a kedvezd befolydsoldsara. Pétldlagos elényiik
a tengeri algakivonatokkal szemben, hogy koziiliikk célorientdltan specifikus
hormondsszetételii algdk hasznédlhatok, amelyek iparszeriien termeszthetok és
még novényvédd hatasuk is lehet. Mindazondltal a novénykezelési célokra
termesztett mikroalga biomasszdkban, a ndvényi hormonok kimutatdsa
miiszeres analitikai mddszerekkel nem elegendd. A felhaszndlds eldtt a
hormonok egyiittes bioldgiai hatdsdnak a vizsgdlata bioteszt mddszerekkel
feltétleniil sziikséges.

gyors szaporodas lassU szaporodas

2500
4303.7 pg mg" SzA

- Aktiv GS

2000 4 Bomlastermékek
Kdztes termékek

1500 A

1000 -

GIBBERELLINEK (pg mg” SzA)

500 -

MACC TORZS

5. dbra: Huszonnégy eukariéta MACC algatorzs gibberellin tartalma.
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4.3. Mikroalgdk hatdsa novénypatogén gombdkra

Agar géldiffiziés biotesztekkel a Mosonmagyardvari Algagyijtemény 280
mikroalga torzsét vizsgaltuk 9 ndvénypatogén gombdval szemben. Minden
patogénre legaldbb egy, Osszesen 19 fungicid hatdsu mikroalgét taldltunk. A
legtobb fungicid mikroalgat a Phaeoramularia capsicicola (11), a Pythium
ultimum (5), a Botrytis cynerea (4) és az Alternaria alternata (4) ellen taldltunk.
A Plasmopara viticola ellen 3 er6sen gatld hatasi zoldalgét taldltunk.
Megillapitottuk, hogy a vizsgélt torzsek 45%-a legalabb gyengén fungisztatikus
hatast mutatott legaldbb egy patogénnel szemben, ezért feltételezhetd, hogy a
mikroalgdk tobbsége, ha nem minden mikroalga képes antimikrobidlis anyagok
termelésére valamilyen mikroszervezettel szemben. Fungicid hatdsu volt:
- avizsgdlt cianobaktériumok 20%-a és az eukariéta algdk 5%-a,
- acianobaktériumok kozill a talajalgak 15%-a és a vizbdl izolalt algak 28%-
a,
- az eukaridta algdk koziil a talajalgak 3,6%-a és a vizbdl izolalt algdknak a
7,6%-a.
Az eredmények alapjan vizbdl izoldlt cianobaktériumokt6l varhaté a nagyobb
antifungalis hatés, ezért az MACC bdvitése ebben az irdnyban célszerti. A
fungicid biotesztek ardnya az Osszes elvégzett bioteszten beliil 1,2%, vagyis
atlagosan mintegy 85 biotesztet kell elvégezni ahhoz, hogy egy fungicid
eredményt kapjunk. A cianobaktériumok hdatranya az eukaridta algakkal
szemben a lassibb szaporodds és a tobbnyire nem homogén szuszpenzié (lasd
Nostoc és Tolypothrix torzsek), ami a fungicid cianobaktériumok gyakorlati
felhaszndldsat megneheziti. Az eukariéta algak felhaszndldsa mellett sz6l gyors
szaporodasuk és esetenként specifikus hatasuk, példaul a Plasmopara viticola
ellen.
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Fungicid és fungisztatikus hatas

6. dbra: A kilenc ndvénypatogén gomba koziil legaldbb patogénre hatd
algatorzs (=126).

4.4. Cianobaktériumok a kdposzta gyokérlégy elleni védekezésben

Norvég kutatok kisérleti eredményei és a cianobaktériumok szaganyag
termelésérdl rendelkezésre dall6 irodalom alapjan kivalasztottunk 60, a
Nostocales, Oscillatoriales és Pseudanabaenales rendbe tartozé MACC-torzset,
amelyek koziil legaldbb néhdny, szaganyag termelésével befolydsolta a
kdposzta gyokérlégy tojasrakdsat. A kisérleti eredmények alapjan a torzsek
mintegy harmada repellens hatasti volt a kdposzta gyokérlégy tojasrakdsara,
mdsik harmada pedig serkentette azt. A 20 repellens cianobaktérium torzs koziil
14 érzékelhetd szaganyagot termelt, amit gdzkromatogramon azonositani
tudtunk. A 19 tojasrakdst serkentd torzs koziil csupan 4 szaganyag termelését
érzékeltiik. Ezek az eredmények azt igazoljdk, hogy a cianobaktériumok
szaganyagai alkalmasak a kdposzta gyokérlégy tojdsrakdsdnak a
befolydsoléséra.

A tojasrakasra repellens torzseket a leggyakrabban két nemzetségben
taldltunk: harom vizsgalt Pseudanabaena torzsbdl 2 és négy vizsgalt
Leptolyngbya t6rzsbol 3 volt repellens hatdsu. A tojasrakdst serkentd torzsek a
leggyakrabban a Calothrix nemzetségben fordultak eld, ot vizsgdlt torzsbol

négy.
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5. KUTATASI JOVOKEP

A Mosonmagyarévdri Algagylijteményt a kiillonb6z6 projektekben elért és az
értekezésben Osszefoglalt eredmények alapjdn bovitjiikk. A mikroalgdkon beliil
noveljiik a talajbdl és vizbol izoldlt cianobaktériumok ardnyat. A gylijtemény
felhasznaldsaval tovdbbra is a mikroalgdk mezdgazdasdgban és a megijuld
energiatermelésben vald alkalmazhatésdgdt kutatjuk hazai és nemzetkozi
egylittmiikodések keretében.

Nagyobb hangstilyt szdnunk a hormonok mikroalgdkban betoltott
szerepének a kutatdsira. Exogén hormonok hatdsit vizsgaljuk laboratériumi
tenyészetekre és liveghdzban elhelyezett félizemi tOmegtermesztd
berendezésekben  szaporodé6  mikroalgdkra.  Gyakorlati célunk a
tomegtermesztés sordn a mikroalgak szaporodasinak gyorsitdsa, tovabba annak
a vizsgélata, hogy a kornyezeti feltételek (pl. alacsony fényintenzitds és
homérséklet) kedvezdtlen hatdsa csokkenthetd-e specifikus hormonok
adagoldsdval. Biotesztekkel értékeljiik eltér6 mddon termesztett és/vagy
kiilonb6z6 mikroalga torzsek hormonszeri hatdsét, kiilonds tekintettel az
auxinszerli és citokininszerli hatdsra. PhD-hallgaték és novénytermesztok
bevondsdval vizsgiljuk ezeknek a ,,bevizsgdlt” biomassza mintdknak a hat4sat
termesztett novények novekedésére és fejlodésére, valamint novények
szovettenyészeteire.

Az MACC cianobaktérium torzseinek hatdsat  vizsgéljuk
novénypatogén gombdkra. Kordbbi tapasztalataink és nemzetkozi
kapcsolataink segitségével a gyakorlatban haszndlhaté alga termékek
eldéllitasara toreksziink.

A mikroalgdk, ezen beliil a cianobaktériumok szaganyag termelésének
vizsgdlata nem csupdn a vizi okoszisztémdban betoltodtt dkoldgiai szerepiik
miatt fontos, hanem egy egészen més kutatdsi teriilet, a rovarok és az elleniik
valé védekezés szempontjabdl is hasznos. Nem csupéan a repellens hanem a
serkentd hatdsu szaganyagoknak is komoly gyakorlati jelentdsége lehet. A
,push and pull” technolégia alkalmazdsdval bizonyos rovarok elriaszthatok egy
adott teriiletr6l, egy masikra pedig oda csalogathatok és elpusztithatok. A
mikroalgdk szaganyagainak rovarokra gyakorolt repellens vagy csalogatd
hatdsdnak  megismerése  kiszélesiti a  mikroalgdk  biotechnoldgiai
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alkalmazasanak spektrumat. Ha ismerjiik a szaganyag hatdsat, akkor olyan
mikroalgdkat kell keresniink, amelyek termelik ezt a szaganyagot és még jol is
szaporodnak. Ezzel a megkozelitéssel megnovelhetjitk meritési lehetdségiinket
a mikroalga nemzetségek és fajok kozott feltéve, hogy ugyanazt a szaganyagot
szdmos mikroalga képes termelni és ez szinte biztosra vehetd. A jovében ezt a
megkozelitést kovetjiikk, amikor rovarokra haté6 mikroalga szaganyagokat
keresiink.
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6. KOSZONETNYILVANITAS

A mikroalgak biotechnoldgiai alkalmazdsanak kutatdsa a mezdgazdasdgban
csupdn tobb tudomdnyteriilet képviseldinek az egyiittmiikodésével lehet
sikeres. Az elmiilt 25 évben ennek tudatdban torekedtem hazai és nemzetk6zi
kapcsolatok kiépitésére a NOvénybioldgiai Intézet munkajat kiegészitd
kutatdssal foglalkoz6 szakemberekkel. A k6zos munka eredménye szdmos
sikeres kutatdsi pdlydzat végrehajtdsa és jelen értekezés megirdsa, amiért
koszonettel tartozom, a kovetkezd tuddsoknak, kutatdknak, kollégdknak:

Dr. Johannes van Staden akadémikus, Univ. of KwaZulu-Natal, PMB, SA
Dr. Mirsolav Strand professzor, Palacky University, Olomouc, CZ
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