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Roviditések

16S rRNS — prokariota riboszoémalis RNS kis alegysége

18S rRNS — eukariota riboszémalis RNS kis alegysége

24-epiCS — 24-epikasztaszteron

28-HomoCS — 28-Homokasztaszteron

6-deoxo-CS — 6-deoxoxkasztaszteron

6-deox0-epiCS — 6-deoxo-epikasztaszteron

6-deoxoTE — 6-deoxoteaszteron

6-deoxoTY — 6-deoxotifaszterol

6-0x0CN — 6-oxokampesztanol

ABA — abszcizinsav

ACKU — Culture Collection of Algae at Kyiv University — Kijevi Egyetem Algagylijteménye,
Ukrajna

ACOI — Algoteca de Coimbra / Coimbra Collection of Algae — Coimbrai Algagy{ijtemény,
Portugalia

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome — szerzett immunhianyos tiinetegyiittes
ANT — antraniliat

ARA — arachidonsav

ASIB — Algensammlung am Institut fiir Botanik — Novénytani Intézet Algagytijteménye,
Ausztria

ATCC — American Type Culture Collection

AVOC - Algal Volatile Organic Compounds — algak illékony szerves vegytiletei

BCAC - Bashkortostan Collection of Algae and Cyanobacteria — Algak és Cianobaktériumok
Bashkortostan Gytijteménye, Oroszorszag

BG-11 — BG-11 tapoldat (Rippka et al. 1979)

BL — brasszinolid

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

BNA — Banco Espaiiol de Algas / Spanish Bank of Algae — Spanyol Algagyiijtemény,
Spanyolorszag

Bristol — Bristol tapoldat (Bold 1949)

Ca-SP — kalcium-spirulan

CALU — Collection of Algae in Leningrad, St. Petersburg, State University

CCAC — Culture Collection of Algae at the University of Cologne — Ké6lni Egyetem
Algagytiijteménye, Németorszag

CCALA — Culture Collection of Autotrophic Organisms — Autotrof Szervezetek
Gytjteménye, Csehorszag

CCAP — Culture Collection of Algae and Protozoa — Alga és Protozoa Gytijtemény, Egyesiilt
Kiralysag

CD - folyamatos sotét

CD + G — folyamatos sotét + gliikkoz

CR — kampeszterol
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CS — kasztaszteron

CT — kataszteron

cZ — cisz-zeatin

cZOG - cisz-zeatin-O-gliikozid

CZR — cisz-zeatin ribozid

CZRMP — cis-zeatin ribozid-5’-monofoszfat
d.water — desztillalt viz

DHA — dokozahexaénsav

DHZ — dihidrozeatin

DHZR — dihidrozeatin ribozid

DHZRMP — dihidrozeatin ribozid-5’-monofoszfat
DNS — dezoxi-ribonukleinsav

DPA — dokoza-pentaénsav

DW — széraz tomeg

EA — etil-acetat

ECCO — European Confederation of Conservator-Restorers' Organisation — Eurdpai
Természetgylijtemények Szervezete

EPA — eikozapentaénsav

ET —etilén

EtOH — etanol

FW — friss tomeg

G1 — sejtciklus novekedési fazis 1

G: — sejtciklus novekedési fazis 2

GA — gibberellin

GS — gibberellinsav

GSioald — GSy2-aldehid

HAMBI — HAMBI Culture Collection —- HAMBI Algagyiijtemény, Finnorszag
HPLC — nagy felbontast folyadék kromatograf
IAA — indol-3-ecetsav

IAAGIu — indol-3-acetil-L-glutaminsav

IAAsp — indol-3-acetil-L-aszparaginsav

IAM — indol-3-acetamid
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iP — izopenteniladenin

IPPAS — Culture Collection of Microalgae IPPAS — IPPAS Mikroalga Gytiijtemény,
Oroszorszag

iPR — izopenteniladenozin

IPRMP — izopenteniladenozin-5’-monofoszfat
JA — jazmonsav

L:D — fény : sotét

LOD — méréshatar

M — mitozis
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MACC — Mosonmagyarovar Algal Culture Collection — Mosonmagyarévari Algagytijtemény,
Magyarorszag

MIB — 2-metilizoborneol

MIC — Minimum Inhibitory Concentration — minimalis gatlé koncentracio
NIVA/CCA — NIVA Culture Collection of Algae — NIVA Algagyiijtemény, Norvégia
NYME MEK — Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Mezégazdasag- és Elelmiszertudomanyi Kar
oxIAA — 2-oxindol-3-ecetsav

PCR — Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcio

PDA — burgonya-dextroz agar (Atlas 2004)

PGPR — novényi ndvekedést serkentd baktérium

PUA — Polyunsaturated Aldehyde — tobbszorosen telitetlen aldehid

PUFA — Polyunsaturated Fatty Acid — tobbszordsen telitetlen zsirsav

RCC — Roscoff Culture Collection — Roscoff Algagyiijtemény, Franciaorszag

R¢ — kromatogram relativ futtatas jele

RNS — ribonukleinsav

S — sejtciklus DNS szintézis szakasza

SA —szalicilsav

SAG — Sammlung von Algenkulturen at University of Goettingen — Gottingeni
Algagylijtemény, Németorszag

SCCAP — Scandinavian Culture Collection of Algae & Protozoa — Skandinav Alga és Protoza
Gytlijtemény, Dania

SzA — szarazanyag

T/O — Taste and Odour — iz- és szaganyag

Tamiya — Tamiya tapoldat (Kuznetsov & Vladimirova 1964)

TE — teaszteron

TRA — triptamin

TRP — triptofan

TY — tifaszterol

tZ — transz-zeatin

tZ9G — transz-zeatin-9-gliikkozid

tZR — transz-zeatin ribozid

tZRMP — transz-zeatin ribozid-5’-monofoszfat

UPLC-MS/MS — ultra felbontast folyadék kromatograf — tandem tomegspektrograf
WFCC — World Federation for Culture Collections — Természetgyiijtemények
Vilagszovetsége

Z — zeatin

Zehnder-8 — Zehnder-8 tapoldat (Zehnder & Gorham 1960)
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1. Bevezetés

Az algologusok negyed évszazaddal ezelétt még klorofill-a-t tartalmazo, telepes, valddi
gyokérre, szarra és levélre nem tagolodd ndvényeknek tekintették az algakat (Lee 1989). A
megfogalmazasba beleértették a cianobaktériumokat is. Ma a cianobaktériumokat a
prokaridtdkhoz soroljuk, amelyek sejtmagot, Golgi apparatust, endoplazmatikus retikulumot,
mitokondriumot és szintesteket nem tartalmazo ¢éldlények, mig az eukariotdk mindezen
sejtalkotokat tartalmazzak (Hoek et al. 1998). Az eukaridta algak polifiletikus eredetiiek, tobb,
egymastol fliggetlen fejlodési iranyt kovetnek. Alakjuk, méretiik, szervezddési szintjik,
¢letmoddjuk és anyagcseréjiik nagy valtozatossagot mutat. Méretiik a planktonikus egysejtiiektol
(kb. 1 pm-tol) a makroszkopikus orids algakig (akar 60 m) terjed (Sharma & Rai 2011). Az
alkalmazott algoldgia altal hasznalt mikroalga fogalom magaban foglalja a mikroszkopikus
méretli eukariota algak kiilonbozo divizioit és az oxigéntermeld, fotoszintetikus baktériumokat,
vagyis a cianobaktériumokat is (Tomaselli 2004). Az értekezésben a mikroalga kifejezést ilyen
értelemben haszndlom. A mikroalgédk tobbnyire vizben élnek, de kiilonbozo talajtipusok
felszinén is megtalalhatok. Talajalgaként emlitem a talaj bizonyos rétegébdl vagy a talaj
felszinérdl gytjtott, ,.talajviragzast” okozd, zold-sarga-kék-fekete szinli foltokbol izolalt
mikroalgékat. A talajalgak a vizi mikroalgakhoz viszonyitva sokkal szélsdségesebb és gyorsan
valtozé fizikai, kémiai és bioldgiai kornyezetben élnek. A szinte allando stresszhelyzethez
alkalmazkod6 anyagcseréjiikkel, vagy éppen bioaktiv anyagok termelésével valaszolnak, tehat
a biotechnologia szamadra értékesebbek, mint a vizi mikroalgak.

Az alkalmazott algologia, vagyis a mikroalga biotechnologia kezdetét 1890-t6l
szamitjuk, amikor Beijerinck az akkor hasznalatos mikrobiologiai modszerekkel 1étrehozta az
elsé baktériummentes (axénikus) Chlorella tenyészetet (Beijerinck 1890). A mikroalga
biotechnologia az izolalt mikroalgdk tenyészetét torzstenyészetnek, ill. mikroalga torzsnek
nevezi. Torzsek tomeges izolalasat és fenntartasat algagylijteményekben Pringsheim az 1910-
es években kezdte meg. Tobb gylijteményben helyezte el az izolalt mikroalga torzseket, pl.
Halle/Saale-ban, Berlinben, Pragaban, Cambridge-ben és Gottingenben (Mollenhauer 2004).
Az Eurépaban fellelhetd algagylijtemények tobbsége vizbdl izolalt mikroalga torzsekbdl all. A
Mosonmagyarovari Algagylijtemény (MACC) létrehozasakor az ,.értékesebb”, ill. annak vélt
talajalgak izolalasa volt a f6 cél.

Mikroalgdk, nevezetesen kovamoszatok tOmegtermesztése a masodik vilaghabora
idején Németorszagban kezdddott biohajtdanyag eldallitasara. A sikertelen probalkozasrol alig
all rendelkezésre irasos kozlemény (Harder & Witsch 1942). A vilaghaborut kovetd
¢lelmiszerhidny vezetett az ,,egysejt” fehérje termeléshez. A laboratdriumi koriilmények kozott
gyorsan szaporodd és mintegy 50% fehérjét tartalmazo Chlorella és Scenedesmus torzsek
tomegtermesztése 1942-ben Neémetorszagban kezdddott, 1948-t61 pedig az Egyesiilt
Allamokban, Japanban, Izraelben, Olaszorszagban és mas orszagokban folytatodott (Soeder
1979). Magyarorszagon, Budapesten Tangl Harald, Tihanyban Felfoldy Lajos,
Mosonmagyardvaron pedig Marton Géza és munkatarsaik mar az 1950-es évektdl végeztek
mikroalga tomegtermesztési kisérleteket (Felfoldy és mtsai 1964, Marton €s mtsai 1968, Tangl
& Machay 1956). A mikroalga tomegtermesztés els6 nemzetkdzi eredményeit Burlew (1953)

6



dc_881 14

szerkesztette kotetbe. A talbecsiilt terméseredmények elmaradasa, a biomasszaban 1évo fehérje
korlatozott emészthetdsége és a magas termelési koltségek egy idore a tOmegtermesztés
végéhez vezettek. A mikroalga biotechnoldgidnak 11j lendiiletet az 1980-as években az értékes
anyagok eldallitasanak gondolata és zart algatermesztd berendezések kifejlesztése adott. A
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA), poliszacharidok, antioxidansok, természetes
szinanyagok, biologiailag aktiv anyagok, valamint kozmetikai, élelmiszeripari ¢és
gyogyszeripari alapanyagok magas ara tette kifizetddové a mikroalgakkal torténd értékes
anyagok termelését még a magas beruhdzasi és lizemeltetési koltségek mellett is (Borowitzka
2013, Pulz & Gross 2004).

Az iiveghazhatasu gazok fokozott kibocsatasa altal okozott globalis felmelegedés és a
fosszilis lizemanyag ellatas bizonytalan jovéje az utobbi évtizedben uj kutatasi teriiletet adott a
mikroalga biotechnologusoknak. A hektaronkénti 50 tonndhoz kozeli éves szarazanyag
termelés mintegy 100 tonna széndioxid felvételével jar. A termelt biomasszabol kinyerhet6 10-
15 tonna bioilizemanyag és a 20-30% fehérjetartalmu biomassza maradék felhasznaldsa nagy
reményeket keltett. A mikroalgak az olajos névényekkel szemben szamos elényt mutatnak: (1)
nem versenyeznek az emberi fogyasztasra vagy allati takarmanyozasra hasznalhato
novényekkel a foldteriiletért; (2) nagyobb a biomassza termelésiik; (3) kevesebb a vizigénytk,
mert szennyvizen is szaporithatok; (4) mas célra nem alkalmas teriileteken is termeszthetok, (5)
csOkkentik a CO»-kibocsatast; stb. (Chisti 2007, Mata et al. 2010). A kutatok és vallalkozok
mar-mar 100-200 hektaros algaiizemek kialakitasat vizionaltdk. A biolizemanyag termelésnek
azonban van két kritikus pontja, a negativ energetikai mérleg és a til magas koltségek. Ma még
tobb energiaval allitunk eld biolizemanyagot, mint amennyi energidt maga a biolizemanyag
képvisel. Az eldallitasi koltség sem versenyképes a fosszilis energiaforrasok araval (Chisti
2007, Stephens et al. 2010). A két kihivas olcsobb ¢€s olcsobban miikddtethetd algatermesztd
berendezések kifejlesztésére 6sztondzte a biotechnologusokat. Ennek eredményeként a korabbi
10-50 € helyett ma mar 3-5 Eurora csokkent a mikroalgdk szaraz biomasszajanak a
kilogrammonkénti termelési koltsége, ami lehetdvé teszi a mezdégazdasag szamara is piacképes
mikroalga termékek eldallitasat.

A N2-koté cianobaktériumok mezdgazdasagi alkalmazasanak a jelentdségét De mar
1939-ben felismerte. A rizsfoldek oltasa cianobaktériumokkal, az un. algalizalas 1951-ben
kezdddott Japanban (Watanabe et al. 1951). A hektaronként megkotott legfeljebb 30 kg
nitrogén azonban nem valtotta be a hozza flizott reményeket, ezért ma mar csupan mitragyat
nem, vagy alig hasznal6 orszdgokban, pl. Indidban és Mianmarban oltjak cianobaktériumokkal
a rizsfoldeket. Magyarorszdgon nitrogénkotési céllal nincs gyakorlati jelentdsége a talajok
algalizalasanak.

A mikroalgak, altaldban a szaporodas lassuld szakaszdban masodlagos anyagcsere
termékeket termelnek, amelyek az emberiség szamara fontos biotechnologiai termékek. Ide
tartoznak egyebek kozott szerves savak, szénhidratok, aminosavak és peptidek, vitaminok,
novekedést szabalyozo anyagok, antibiotikumok, enzimek és toxikus vegyiiletek. Az algak
bioaktiv anyagai mar tobb mint ¢l évszazada allnak az érdeklddés kdzéppontjaban (Pringsheim
1949). Manapsag leginkdbb a gyogyszeripar és a mezdgazdasag potencialis alapanyagai
lehetnek. A szintetikus peszticidek és gyogyszerek tarsadalmi elfogadottsaganak a csokkenése
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az utobbi id6ben 16kést adott a természetes eredetli hatdoanyagok kutatdsdnak, amit az Europai
Unio is tamogat. Az algak elsésorban ndvényi novekedést szabalyozo €s novényvédd hatasu
anyagaik miatt értékesek a mezdgazdasag szamara.

Mosonmagyarovaron az elmult kdzel 25 évben nemzetkdzi, az utdbbi évtizedben pedig
hazai egylittmi{ikodés keretében is vizsgaljuk a mezdgazdasagi hasznosithatosag érdekében a
mikroalgék: (1) ndvényi hormontermelését; (2) ndvénypatogén gombak elleni hatékonysagat;
¢s (3) illékony szerves vegyiileteit. Jelen értekezésben a két évtizedes munka tudomanyos
eredményeit és azok gyakorlati vonatkozasait foglalom 6ssze az alabbi fébb célkitiizések koré
csoportositva:

1. Hazai és nemzetkozi egytittmiikodésben végzett kutatasokra szolgal6 algagyiijtemény
létrehozasa, amelynek egyediségét brazil és magyar talajokbdl izolalt algatorzsek
adjak.

2. A mikroalgak névényi hormontermelésének megismerése annak eldontésére, hogy
a termesztett ndvényekre kijuttatott tengeri algakivonatokhoz hasonldéan alkalmasak
lehetnek-e a termés novelésére és/vagy egyéb kedvezo hatas elérésére.

3. Mikroalgak névénypatogén gombabetegségek elleni hatasanak megismerése részint
hatasos torzsek kivalasztdsara, részint az antimikrobidlis hatas gyakorisdganak az
értekelésére.

4. Annak a felismerésnek az igazolasa, hogy mikroalgak illékony szerves anyagai
rovarrepellens (vagy attraktans) hatastuak lehetnek.

A konnyebb érthetdség kedvéért az értekezésben a vonatkoz6 irodalmi attekintést, a felhasznalt
anyagokat €s modszereket, tovabba az eredményeket a fenti célkitlizéseknek megfeleléen
onallo fejezetekben mutatom be a célkitlizések részletesebb leirasaval €s az 1) eredmények
Osszefoglalasaval egyiitt.
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2. A Mosonmagyardvari Algagyiijtemény (MACC)

2.1. Irodalmi attekintés
2.1.1. Europai algagyiijtemények

Az algagyljtemények létrehozasanak feltételeit Beijerinck €s Pringsheim teremtették meg (2.1.
abra). Beijerinck létrehozta az akkori mikrobiologiai mddszerek felhasznaldsaval az els6
baktériummentes Chlorella tenyészetet (Beijerinck 1890). Pringsheim munkassagahoz tobb
algagylijtemény alapitasa flizodik (Day et al. 2004). Az 1920-as években, Pragaban a Karoly
Egyetem (Charles University) német részén dolgozott és izolalt mikroalgdkat. Az els6 49 torzs
listajat 1928-ban kozolte (Pringsheim 1928). Kozvetleniil a II. vilaghaboru elétt, 1938-ban
Cambridge-be menekiilt, de magaval vitte mikroalga torzseit és megteremtette az Alga és
Protozoa Gytijtemény (CCAP, Windermere — UK) alapjat. Pringsheim a CCAP-bol 1953-ban
Gottingenbe hozott torzsekkel megkezdte a Gottingeni Algagyiijtemény (SAG, Gottingen —
Németorszag) 1étrehozasat, ami részint kutatési célokat szolgalt részint szolgaltatd kozpont volt
mas kutatok szamara (Mollenhauer 2004).

2.1. abra: Martinus W. Beijerinck (balra) holland botanikus 1étrehozta az elsé axénikus
algatenyészetet. Ernst G. Pringsheim (jobbra) jelentds algagylijteményeket hozott 1étre.

Az Europai Tenyészetgylijtemények Szervezete (ECCO) ¢és a Tenyészetgyljtemények
Vilagszovetségének (WFCC) interneten hozzaférhetd adatai szerint Europaban 43 mikroalga
gyljtemény taldlhatd. Az Osszes fenntartott térzs szama 32808, aminek mintegy 86%-a 23
nagyobb, 500 feletti torzset tartalmazé gyiijteményben talalhaté (2.1. tablazat). A Nova
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Hedvigia 79(1-2) kiilon kotete mutatja be a legnagyobb europai gylijteményeket, amelyek koziil
néhany kiilondsen értékes.
Nagy fajgazdagsagu édesvizi algatorzset tartalmaz:

- a Coimbrai Algagytjtemény (ACOI, Coimbra - Portugalia),

- a Gottingeni Algagylijtemény (SAG, Gottingen — Németorszag).
Talajalgakbol all6 gylijtemények:

- aNovénytani Intézet Algagylijteménye (ASIB, Innsbruck - Ausztria),

- az Algdk ¢és Cianobaktériumok Bashkortostan Gytjteménye (BCAC, Ufa -

Oroszorszag).

Els6sorban cianobaktériumokbol, koztiik sok toxikus torzsbol all:

- aNIVA Algagyiijtemény (NIVA/CCA, Oslo - Norvégia).
Axénikus torzseket tart fenn, ill. erre torekszik:

- aKolni Egyetem Algagytijteménye (CCAC, Koln - Németorszag)
Eurdpan kiviili orszagokban tobb, 6sszesen 65 gylijtemény talalhato, de csupan 11-ben van 500-
nal tobb torzs. Az Osszesen 22255 torzsnek tobb mint 40%-at az USA-ban, Japanban és
Koreaban 1év6 gyiijteményekben tartjak fenn (2.2. tablazat).

2.1. tablazat: Az Eur6paban fenntartott 500 torzsnél nagyobb algagyiijtemények orszagok

szerint.

Orszagok Gyiijtemények | Torzsek | *Cianobaktérium *Eukariota

szama szama alga
Franciaorszag 3) 4714 1674 3040
Németorszag 3 4139 245 3894
Portugalia 1 3631 544 3087
Oroszorszag 4 2607 601 2006
Egyesiilt 2 2938 173 2765
Kiralysag
Dania 1 2062 48 2014
Ausztria 1 1570 33 1537
Spanyolorszag 1 1519 682 837
Norvégia 1 1118 823 295
Ukrajna 1 1023
Finnorszag 1 1000 1000
Magyarorszag 1 970 280 690
Csehorszag 1 844 345 499
Osszesen 23 28135 6448 20664

10
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2.2. tablazat: Az Eur6pan kiviili orszagokban fenntartott 500 térzsnél nagyobb
algagytijtemények orszagok szerint.

Orszagok | Gylijtemények | Torzsek Cianobaktérium Eukariota alga
szama szama
Kina 2 1158 551 607
Egyesiilt 2 4700 315 4385
Allamok
Japan 2 2748 713 2035
Korea 2 2054 44 2010
Ausztralia 1 1460 311 1149
Thaifold 1 559 559
Brazilia 1 500 25 475
Osszesen 11 13179 1959 11220

A fenntartok egyik nagy szakértelmet igényld feladata a gylijtemény mikroalga
torzseinek taxondmiai azonositdsa. Mar Pringsheimnek is meggytilt a baja a taxondmiaval. A
sejtbiologia egésze érdekelte, példaul a tenyészetek segitségével vizsgalta élettanukat és
alaktani valtozatossdgukat, de egyaltalan nem érdekelte a taxonémia. Mindazonaltal 4llandéan
¢s okkal birdlta a mikroalgdk taxonémidjanak hidnyossagait, de nem volt hajlando6 részt venni
a megoldasok keresésében, mondvan ez nem az 6 ,,iizlete” (Mollenhauer 2004). Ma mar
egyértelmili, hogy a mikroalgdk tisztan morfologiai alapon torténd azonositdsa sok esetben
lehetetlen. A mikroalga gyljtemények fenntartdoinak 2008 évi talalkozojarol (Oban — UK)
késziilt beszamolo szerint viszont még nagyon kevesen ismerik és még kevesebben hasznaljak
a molekularis biologiai modszerekkel DNS-alapon torténd fajmeghatarozast (Surek 2008).
Utébbi modszer sem tokéletes az azonositashoz hasznalt adatbazisokba betaplalt olykor téves
adatok miatt. A hagyomanyos taxonémia €s a DNS-alapt meghatarozas egyiitt adhat megoldast
a taxonomusoknak.

A fenntartoknak nagy kihivast jelent a gylijtemény fenntartasa generaciokon keresztiil
¢s a koltségek finanszirozdsa. Gyakori eset, hogy a fenntartd tdvozasat a gylijtemény
megsziinése vagy megsziintetése koveti. Az algagylijtemények sosem voltak a tudomany
»kedvelt gyermekei”, amiket tAmogatni vagy fejleszteni akart. Miutan nem lehet ket konnyen
bemutatni, nem versenyezhetnek a banannal, palmafakkal ¢és disznévényekkel bendtt
iveghazakkal, ezért nem ismertek, nem népszerlieck ¢és dallamilag rendszerint nem 1is
tamogatottak (Mollenhauer 2004). A nagy fajgazdagsagui kutatis-orientalt gyiijtemények
hosszi tava finanszirozasa ezért bizonytalan. A fogyaszto-orientalt kis gyijtemények
fennmaradasa ¢és pénziigyi biztonsaga konnyebben biztosithato. Az algagyiijtemények
alapitoinak, majd fenntartdinak kell eldontenie, hogy mindezek ismeretében milyen célokat
tliznek ki és milyen feladatokat vallalnak, amelyek példaul az alabbiak lehetnek és persze idovel
valtozhatnak:

- oktatas és autentikus algafajok fenntartésa,
- algatorzsek eladasa egyetemek, kutatohelyek és fogyasztok szamara,
- sajat kutatés, pl. taxonomiai, ¢lettani ismeretek bovitése,
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- konzorciumi kutatas alkalmazott biotechnologiai célokkal.
A kutatdsi célu gylijtemények fenntartdi tehat pénziigyi bizonytalansaggal kell
szembenézzenek, de ha ,,eladhato” kutatasi témat valasztanak, akkor a kutatas idejére nagyobb
pénziigyi forrasokat szerezhetnek, mint a torzsek egyszerii eladdsabol. A gylijtemények
jovOképe ezért a torzsek krioprezervacidval torténd fenntartdsa, tovabba tesztelése értékes
anyagok keresésére és azok biotechnologiai alkalmazasa lehet. A koltségesokkentd fagyasztva
fenntartasra, a krioprezervaciéra megbizhatd szabvany eljards sajnos még nem all
rendelkezésre.

Fentiek figyelembe vételével az MACC létrehozasdval és fenntartasaval hosszabb tavu
célunk hazai és nemzetk6zi konzorciumi kutatéas keretében a torzsek tesztelése értékes anyagok
kutatasara €s azok alkalmazott biotechnoldgiai felhasznéléasa.

2.1.2. Laboratériumi mikroalga tenyészetek

Torzstenyészetek eloallitasa és fenntartasa

Algamintak gytjtése torténhet vizbdl, talajbol szilard feliiletekrol, stb., attdl fiiggden,
hogy cianobaktériumot, eukariota algat, vagy konkrétan adott fajt szeretnénk izolalni.
Biotechnolédgiai célokra a természetben gyorsan szaporod6, dominans, pl. vizviragzast,
vizszinezddést, vagy talajvirdgzast okozo, tehat egy, vagy csupan néhany fajbol allo
algaegyiittesek gytijtése lehet célszerli. A mintdk algait minden esetben steril eszkdzokkel és
edényekbe gyljtjilk. Adott faj célzott keresésekor mikropipettaval, forditott rendszerii
(Uthermol) mikroszkop alatt torténhet az izolalas (Pringsheim 1949, Stein 1973). A vizmintakat
agar felszinén szétkenhetjiik, vagy agar felszinére permetezhetjiik (Wiedeman et al. 1964).
Ugyanezt megtehetjilk, ha a talaj- vagy vizmintdkat el0szor tapoldatban laboratoriumi
koriilmények kozott felszaporitjuk. Helyezhetiink aprd talajdarabokat, vagy egyéb szilard
feliiletrél gyljtott mintakat agar felszinére, amelyekbdl mikroalgak, példaul cianobaktérium
fonalak, vagy kovamoszatok néhetnek ki. A cél minden esetben egyetlen sejtbdl/sejtfonalbol
inditott klontenyészet létrehozéasa. Baktériummentes klontenyészetek izolalasi modszereit tobb
Osszefoglal6 cikk targyalja (Hoshaw & Rosowski 1973, Guillard 1973, Melkonian 1990).

A torzstenyészetek fenntartasa 50 vagy 100 cm? térfogati lombikokban, vagy ennél
kisebb térfogati kémcsovekben, agarral szilarditott tapkozeg felszinén (pl. SAG) vagy
tapoldatban (pl. ACOI) torténik (személyes tapasztalat). A tenyészetek szaporodasanak a
lassitisa alacsony fényintenzitas (20-40 pumol foton m? s?) és hémérséklet (15+2°C)
biztositasaval érhetd el (Orddg 1984). Ilyen koriilmények kozott a torzstenyészetek atoltasara
rendszerint 3-12 havonta van sziikség.

A gyljtemények fenntartdsi koltségeinek a csokkentésére és a torzsek genetikai
stabilitasdnak a hosszu tava biztositasara szolgal a mikroalga torzsek fagyasztva fenntartasa, a
krioprezervacid. A Pringsheim altal izolalt torzseket tobb gylijteményben kozel egy évszdzada
tartjak fenn. Algékkal kapcsolatban eddig ugyan még nem irtak le, de a folyamatos atoltas ennyi
1do6 alatt genetikai valtozast idézhet eld. Torzsek veszhetnek el fertézések €s emberi mulasztas,
pl. rossz cimkézés miatt. A krioprezervacié vonzo alternativ megoldast jelent a problémak
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elkeriilésére (Day & McLellan 1995, Brand & Diller 1998). A krioprezervacid €16 sejtek
hatéartalan ideig torténd fenntartasat jelenti ultra-alacsony homérsékleten (Karlsson & Toner
1996). A sikeres krioprezervacional a kiolvasztas utan a sejtek genetikailag azonosak maradnak
a lefagyasztas el6tti sejtekkel. A hatartalan id6 legalabb évtizedeket, az ultra-alacsony
hémérséklet pedig legalabb -130 °C-ot jelent.

Brand & Diller (2004) a kiilonb6z6 mikroalgak krioprezervalashoz torténd
elokészitésére a metilalkohol és az ennél megfelelébbnek igérkezd dimetilszulfoxid tovabbi
vizsgalatat javasolta. Megallapitottak tovabba, hogy a hig tenyészetek sikeresebben
krioprezervalhatok, mint a siirti tenyészetek. A mikroalgak fenntartdsa krioprezervacioval
egyszeriinek tind kétlépcsds folyamat, ami a legsikeresebb a cianobaktériumoknal ¢és az
egysejtii  Chlorococcales zoldalgaknal. Mar szamos hatékony leiras all rendelkezésre,
amelyekkel bizonyos torzsek hosszi tavi genetikai stabilitasa és életképessége biztosithatd. A
cél ennek kiterjesztése minden mikroalgara, ami persze aligha megvaldsithatd, mert mindig
lesznek olyan mikroalgdk, amelyek krioprezervalassal nem tarhatok fenn (Day 2004). Az
Eurépai Unid megfeleld eljarasok kidolgozasdnak az érdekében tobb algagyiijtemény
részvételével tamogatott egy projektet, ami szamos eredményt hozott, de nem adott szabvany

crer

crer

minden elonye ellenére még jelentds kutatasi feladatok allnak az algologusok el6tt.

Laboratoriumi algatenyészetek

Mikroalgdk laboratoriumi tenyészeteirdl mar évtizedekkel ezeldtt késziiltek
osszefoglald muvek (Fogg 1975, Marvan et al. 1979, Pringsheim 1954). A tenyésztési modok
szerint vannak egyszeri és félig folyamatos vagy folyamatos tenyészetek. Az egyszeri
algatenyésztésnél a tapoldatot beoltjuk algaval és bizonyos inkubdcios 1d6 utan sziireteljiik a
teljes algaszuszpenziot, majd a folyamatot kezdjiik elolrdl. A tenyészetek lassu szaporodasat a
logaritmikus, gyors szaporodas koveti, majd a stacioner fazisban a szaporodds megall. A
vizsgalatok céljatol fiiggden biomassza mintak gyljtése a tenyészet gyors szaporodasi vagy
stacioner szakaszaban torténhet. A masodlagos anyagcseretermékek rendszerint a stacioner
szakaszban termelddnek. Az egyszeri tenyésztési eljaras mellett a masik tenyésztési modnal az
un. turbidosztatban a tapoldat adagolasa és a sziiretelés folyamatosan vagy félig folyamatosan
torténik. A sziiretelés mértékével befolyasoljuk €s tartjuk allando6 szinten a tenyészet stirliségét
(Miller & Fogg 1957). A kemosztatnal a tapoldat adagolas mértéke allando és folyamatos, de a
tapoldatban van egy limitalo tapanyag, ami meghatirozza a tenyészet siiriiségét, ¢és ez eldbb-
utobb egy allandosult, egyensulyi allapot kialakuldsahoz vezet (Monod 1950, Novick & Szilard
1950).

Laboratoriumban szaporithatunk sok fajbol 4ll6 fitoplankton mintat vagy célszeriien
Osszevalogatott 2-3  fajt/torzset. A legtobbszor egyfajtenyészettel vagy axénikus
egyfajtenyészettel dolgozunk (Orddg 1982). Utdbbiak lehetnek aszinkron vagy szinkron
tenyészetek. Szinkron tenyészetekben adott idépontban minden sejt a sejtciklus azonos
szakaszaban van. Példaul a Chlorella és Scenedesmus sejtek a sotét szakasz kezdetén
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osztddnak, igy a fényszakaszba csupan apro, fiatal sejtek 1épnek, amelyek a fényszakaszban a
fotoszintézis kovetkeztében folyamatosan ndnek, a fényszakasz végén pedig felkésziilnek a
sOtétben bekovetkezd osztodasra. A szinkronizalas kiillonb6z6 modszerekkel érhetd el. Tamiya
et al. (1953) az elsé szinkrontenyészethez centrifugalassal kiilonitették el méret szerint a
Chlorella ellipsoidea sejteket. A Chlorella és Scenedesmus fajok legegyszeriibben a
megvilagitas hosszanak a helyes megvalasztasaval, un. ,,programozott” fény-sotét ciklusokkal
¢s a tenyészet higitasaval szinkronizalhatok (Tamiya 1966). Krupinska és Humbeck (1994)
attekint6 cikkben targyaltak, hogy egy osztddast serkentd faktor, a fény osztodast gatlo hatasa,
a fotoszintézis vagy egy belso ora all a szinkronizalas hatterében. Kovetkeztetésiik az, hogy a
fény a szinkronizacio eléfeltétele, amihez a fotoszintézis révén novekvo sejtekre van sziikség.
A szinkron tenyészetek idedlis eszkozei a sejtciklushoz koétddd anyagesere folyamatok
vizsgalatanak, pl. DNS-, RNS- és fehérje szintézis. Alkalmas annak megallapitasara is, hogy
sejtciklushoz kotott-e a ndvényi hormonok termelése, amit az értekezés kovetkezo fejezetében
targyalok.

Az értekezésben leirt kisérletekhez sajat tervezésti laboratoriumi tenyésztd
berendezésben (Orddg 1982) egyszeri algatermesztési és szinkrontenyésztési eljarast
hasznaltunk és ugyanigy szaporitottuk a kiilonbozd vizsgalatokhoz sziikséges mikroalga
mintakat is.

2.1.3. Tomegtermesztési eljarasok

A mikroalgakat nyitott termesztd berendezésekben, vagy zart fotobioreaktorokban szaporitjak.
A nyitott rendszerek lehetnek kiilonb6z6 méretii tavak, valtozatos felépitésii ,,raceway” tavak,
vagy kaszkados rendszerli berendezések. Az egyszerli tavak csupan specidlis esetekben
hasznalhatok, pl. Mianmarban krater tavak lugos, natrium-hidrogénkarbonétos vizében a
kifejezetten ilyen vizigényl Arthrospira platensis kivaloan szaporithato és mas mikroalgakkal
valo fertdzddéstdl sem kell tartani (Min Thein 1993). A ,raceway” tavakban a mikroalga
szuszpenziot valtozatos felépitésli, hosszukas, kozépen kettévalasztott sekély medencékben
lapatkerekekkel mozgatjak. A rendszert az 1950-es évektdl hasznaljak algatermesztésre és az
otlet megvaldsitojardl Oswald tavaknak is nevezik. Manapsag a kereskedelemben nagy tételben
kaphato mikroalgakat néhany kivétellel ilyen nyitott rendszerekben szaporitjak (Tredici 2004).
Hétranyuk, hogy a 15-30 cm mély tavakban az elérheté legnagyobb biomassza 1 g
szérazanyagnal nem tobb literenként (Grobbelaar et al. 1990). A masik nyitott termesztd
rendszer kaszkados, amiben a végsé biomassza slirtisége 5-10 g is lehet literenként. Ebben a
tetdszertien lejtés rendszerben vékony, akdr néhany milliméteres rétegben folyik lefelé a
berendezés felso részére folyamatosan visszaszivattyuzott mikroalga szuszpenzi6. A csekély
rétegvastagsag jobb atvilagitottsagot €s nagyobb slriiségli szuszpenziot eredményez. A strli
szuszpenziobol a mikroalga kinyerése kevésbé koltséges, mert kevesebb szuszpenziobol lehet
ugyanannyi mikroalgat kinyerni. A zart fotobioreaktorok két f6 tipusa a csoves €s a lapos vagy
lemezes. Az intenziv algatermesztésre alkalmas fotobioreaktoroknal a csdvek 3-5 cm
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atmérdjlick, a lapok pedig 3-5 cm rétegvastagsagiiak. A 15-20 cm atmérdjli csoves
berendezésekben csupan a nyitott rendszerekhez hasonld biomassza stirtiség érhetd el.

A nyitott €s a zart rendszerekben egyarant van néhany tényezd, ami energiaigényes
¢s/vagy koltséges (Chisti 2007, Molina Grima et al. 1999, 2001, Oswald 1989, Pulz 2001,
Tredici 1999, 2004):

1. afotoszintézis soran termelddott oxigén felhalmozdodasanak a megakadalyozésa,

2. amikroalga szuszpenzi6 folyamatos mozgésban tartdsa,

3. hoszabalyozas,

4. természetes vagy mesterséges fényforras biztositasa,

5. széndioxid-adagolas.
A mikroalga termesztés legjelentdsebb energia és koltség tényezoi kozé tartozik a mikroalgak
szliretelése, a sejtek feltarasa és a szaritas (Molina Grima et al. 2003).

A mikroalga termesztés fejlédésének 0j iranya kezdddott a mikroalgakkal torténd
bioiizemanyag termelés ismételt elotérbe keriilésével. Az liveghazhatasu gazok, pl. a széndioxid
kibocsajtas okozta globalis felmelegedés, valamint a fosszilis energiaforrdsok korlatozott
mennyisége és az ellatds bizonytalansaga a mikroalgak felé forditotta a figyelmet. A nagy
lipidtermelé mikroalga torzs(ek) kivalasztasa mellett ugyanis kulcskérdés olcson mikddtethetd
¢és olcso mikroalga termesztd berendezések kifejlesztése. Az olaj kinyeréséhez és biodizel
eléallitdsdhoz mindegy milyen tipust termesztd berendezésben késziilt a mikroalga biomassza,
csak olcso legyen. Az uj fejlesztések révén Chisti szerint 2007-ben 3-4 USD-be keriilt egy
kilogramm mikroalga biomassza (Chisti 2007). Ez ugyan még nem teszi gazdasigossd a
biodizel termelését mikroalgakkal, de mar olyan 4r, ami a mez0gazdasag szamara elfogadhato.
Kovetkezésképp ma mar realis elképzelés az, hogy a ndvénytermesztés €s a novényvédelem
szamara értékes mikroalga torzsekbdl piacképes termékeket allitsunk eld.

Mosonmagyarovaron olcsd €s olcson miikodtethetd zart rendszerli tomegtermesztd
rendszert dolgoztunk ki — kisérleti célokat szolgalo — nagyobb mennyiségli (szaz gramm
nagysagrend) mikroalga biomassza el6allitasara, de a berendezés bemutatasa nem targya az
értekezésnek.

2.1.4. Mikroalga termékek és értékes anyagok

Mikroalgak értékes anyagairdl és mikroalgakbol késziilt termékekrdl az elmult évtizedben tobb
Osszefoglald kozlemény jelent meg (Cardozo et al. 2007, Gupta et al. 2013, Milledge 2011,
Perez-Garcia et al. 2011, Pignolet et al. 2013, Pulz & Gross 2004, Rastogi & Sinha 2009,
Walker et al. 2005). A mikroalgak az akvakultura alapjat jelentik. A vizi taplaléklancon at
biztositjak a vizi szervezetek szamara a szerves anyagokat. Egyes fajok, pl. az Isochrysis
galbana, a Chaetoceros calcitrans, Thalassiosira pseudonana szaporitasa és ctetése halak
larvaival, puhatestiickkel, rakokkal és kerekesférgekkel koltséges, de sziikséges gyakorlat
(Borowitzka 1997, Hemaiswarya et al. 2011). Alga-termék ecléallitasa mikroalgak értékes
anyagaibol akkor célszert, ha az teljesit néhany feltételt:
1. csupan az algak képesek termelni,
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2. az algakban nagyobb koncentracioban fordulnak eld, mint mas szervezetben.

3. algakkal allithatok el6 a legolcsobban.
A mikroalgakban talalt értékes anyagok koziil csupan néhanybodl késziilt a kereskedelemben
kaphatdo termék. Emberi fogyasztasra alkalmas Chlorella és Arthrospira tablettak,
készitmények mellett els6sorban szinanyagokat és tobbszordsen telitetlen omega-3 zsirsavakat
tartalmazo termékek megtalalhatok a kereskedelmi forgalomban.

Szinanyagok

Tengeri mikroalgék szinanyagainak, kiilondsen a karotinoidoknak a kedvez6 bioldgiai hatasat
Heydarizadeh et al. (2013) foglaltak 6ssze. Az astaxantint, kantaxantint, zeaxantint, B-karotint,
luteint, stb., allergia-ellenes, rak-ellenes, antioxidans, gyulladasgatlo és szemet védo hatasinak
irtak le. Megallapitottak, hogy a szinanyagok termelése nagymértékben fiigg a kdrnyezeti
feltételektdl és szinergikus hatasban lehetnek mas biologiailag aktiv anyagokkal, mint példaul
az omega-3 zsirsavakkal.

Borowitzka (2013) szerint a 3-karotin és az astaxantin a két legfontosabb természetes
mikroalga karotinoid termék. A B-karotin az elsd piacra keriilt értékes alga-termék volt, amit az
1980-as években kezdtek nagyiizemi modon eldallitani a Dunaliella salina tengeri zoldalgabol
Izraelben, Ausztralidban és az USA-ban. Ausztralidban van a vilag legnagyobb, ilyen célra
hasznalt, nyitott algatermeszt6 rendszere. Két oka is volt annak, hogy a D. salina volt az els6
értékes algatermék (300-1500 USD kg™): (1) minden mas szervezettel dsszehasonlitva a
legnagyobb a B-karotin tartalma, €s (2) magas sotartalmu tapkozegben szaporodik, ami gatolja
a tenyészet fert6z0dését mas szervezetekkel.

A masodik kereskedelmi forgalomba keriilt karotinoid a Haematococcus pluvialis
édesvizi zoldalga altal termelt astaxantin volt (Cysewski & Lorenz 2004). A természetben a
legnagyobb természetes astaxantin forras a H. pluvialis, amit mesterséges koriilmények kozott
kétszakaszos termesztd berendezésben termesztenek. Az elsd szakaszban z6ld, mozgd alakok
termelddnek a zart fotobioreaktorban. A masodik szakaszban stressz hatasara astaxantinban
gazdag, vOros szinli aplanospdérak képzddnek a nyitott algatermesztd berendezésbe atvitt
tenyészetben. Izraelben ez a masodik szakasz is zart, csoves algatermesztoben torténik kozel 4
hektar feliiletli berendezésben (Boussiba et al. 1997). Fénystressz hatdsara a mozgé alakok 24
oran beliil elvesztik ostorukat, gomb alakot vesznek fel és astaxantin tartalmuk elérheti a
szarazanyag tartalom 2-3%-at is (Boussiba et al. 1999). Az astaxantin piac kialakitasa nehezebb
volt, mint a B-karotiné, ugyanis tal draga volt ahhoz, hogy a lazac husanak a szinesitésére
hasznaljdk. Antioxiddns hatasa miatt azonban hamarosan sikeriilt engedélyeztetni emberi
fogyasztasra, ami megnovelte a fizetoképes piacot.

A fikobilinek, vagyis a fikocianin, fikoeritrin €s allofikocianin a cianobaktériumokban
(pl. Arthrospira) és a vorosmoszatokban (pl. Porphyridium) fordulnak el. Vizoldhatd, az
¢lelmiszeriparban és a kozmetikai iparban hasznalatos szinanyagok. Az Arthrospira magas
hidrogénkarbonat tartalmu és pH-értékii vizekben szaporodik, ami a Dunalielld-hoz hasonldan
megodvja a tenyészetet a kiilso fertdzésektl. Mianmarban krater tavak vizével taplalt ,,raceway”
tavakban termesztik nagy mennyiségben (Min Thein 1993).
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Zsirsavak

A mikroalgdk az elsédleges termeldi a hosszi szénlancu tobbszorosen telitetlen (PUFA)
omega-3 zsirsavaknak, amelyek a vizi taplaléklanccal jutnak el a halakig és a halat fogyasztd
emberig. Az eikozapentaénsav (EPA) ¢s dokozahexaénsav (DHA) a mikroalgédk altal termelt
egészségvédd PUFA-khoz tartozik. Az algakbol szarmazé omega-3 és a szarazfoldi
novényekben eléforduldé omega-6 zsirsavak alacsony ardnya az ember étrendjében
kardiovaszkuldris betegségek kialakulasat okozhatja (Khozin-Goldberg et al. 2011). A DHA és
linolsav arany csokkenése a husevoknél a vizi taplaléklanctol valo eltdvolodast és a fokozottabb
egészségligyi veszélyeztetettséget jelzi (Koussoroplis et al. 2008).

A mikroalga fajok/torzsek lipid tartalma és zsirsav 0sszetétele Iényegesen kiilonbozik
egymastol és a kornyezeti feltételektd] fiiggden valtozik (Basova 2005, Ordog et al. 2013). Az
els6 forgalmazott PUFA tartalmu alga a heterotréf modon tenyésztett Crypthecodinium cohnii
dinoflagellata volt, aminek DHA tartalméat napraforgo olajjal 40%-ra allitottak be (Wynn et al.
2010). Egy DHA-ban és EPA-ban gazdag olaj mostanaban keriilt a piacra, amit Schizochytrium-
mal termeltek, de egyéb hasonl6 termék nincs forgalomban (Borowitzka 2013). Kérdés, hogy
a fototr6f modon termesztett, PUFA-ban gazdag mikroalgak versenyképesek lesznek-e a
heterotrof modon termesztett algakkal és a halolajjal. Uj algak izolalasa, vagy a termesztési
eljaras optimalizalasa javithat a gazdasagossagon.

Mikroalgdk egyéb értékes anyagai

A cianobaktériumok altal termelt extracellularis poliszacharidok stiritd vagy szuszpenzidban
tarto €s kationokat megkotd anyagok lehetnek (De Philippis et al. 2001). Az utobbi évtizedben
szerzett ismeretek alapjan az oligoszacharidokat biologiailag aktiv anyagoknak tekintik. Etrend
kiegészitoként serkenthetik a probiotikus baktériumok szaporodasat (Cuortois 2009). Az
Arthrospira platensis-bdl izolalt poliszacharid, a kalcium-spirulan (Ca-SP) hatasos az AIDS és
a herpesz ellen (Hayashi et al. 1996). A magas Soétartalmt tapoldatban jol szaporodd
Porphyridium cruentum akéar 0,4 g L poliszacharidot is képes termelni, ami 1-2%-ban vizes
oldathoz/szuszpenziéhoz adagolva nagy viszkozitast biztosit (Thepenier & Gudin 1985). A
gyorsan szaporodo talajalgak poliszacharidjai fontos talajmegkotd és nedvességtarold hatdsuk
mellett a foszfat és mikroelemek hozzaférhetové tételével, tovabba a nitrogén tarolasaval és
lasst felszabaditasaval jarulnak hozza a talajok biotragyazasahoz (Painter 1993). Az évenkénti
talajoltas a talajkondicionaldé Chlamydomonas mexicana zdldalgaval gyengén, de nem
jelent6sen novelte a talajok szénhidrat tartalmat az USA-ban (Metting & Rayburn 1983). A P.
cruentum egysejtii vorosmoszat mellett a cianobaktériumok termelnek sokféle poliszacharidot.
Piacra azonban mégsem talaltak, mert olcsobb alternativat jelentenek a tengeri makroalgak
(Borowitzka 2013).

Az otvenes évek ,egysejt” fehérje korszakdban termelt mikroalgékkal sikeres
takarmanyozasi kisérletek folytak, de a magas koltségek miatt nem valtak gyakorlatta. Az
utobbi évtizedben a mikroalgdbol kinyert lipidek utdn maradt és kihasznalatlan biomasszara
hivatkozva ismét megkezdddtek a takarményozasi kisérletek (Christaki et al. 2010, Kang et al.
2013, Kotrbacek et al. 2013, Panjaitan et al. 2010, Rincon et al. 2012, Saeid et al. 2013). A
monogasztrikus allatok etetését egysejtii eukariotakkal, a vastag celluloz sejtfalon kiviil
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korlatozza az, hogy a mikroalgakban a nyers fehérje nitrogénjének 10%-4t is kiteheti a nem-
fehérje nitrogén (nukleinsavak, aminok, gliikkozaminok, stb.). A nem-fehérje nitrogénbdl pedig
csupan a benddflora képes fehérjét szintetizalni. A kérddzoknél tovabbi eldnyt jelentenek a
szoba johetd Chlorella és Arthrospira fajok egészségvédo anyagai (Lum et al. 2013). Jollehet
az Europai Unio is keres uj fehérjeforrasokat a HORIZON 2020 palyazatok keretében, de a
mikroalga ,,maradék biomassza” gyakorlati hasznositdsdra még varni kell, mert még nincs
tényleges biolizemanyag termelés mikroalgakkal.

Nitrogénkoto cianobaktériumok

A cianobaktériumok a rizsfoldek allando lakoi, de a legkiilonb6z6bb talajok felszinén és felszin
alatti talajrétegében is megtalalhatok. Elofordulasukat a fényen kiviil a talajok
nedvességtartalma, pH-értéke, tdpanyagai €és nitrogéntartalma befolyasolja (Granhall 1975).
Kiszaradassal és vizstresszel szembeni tirOképességiik jelentés és jol megélnek a magas
sotartalmt kdrnyezetben is. Gyakori eléfordulasuk a tropusi talajokban az eukaridta algaknal
tobb fokkal magasabb hdéoptimumukkal magyarazhaté (Castenholz & Waterbury 1989).
Szamos cianobaktérium faj taléli az er6s UV sugarzast, viszont 6 alatti pH-értéken nem
fordulnak el6 (Whitton 2000).

A cianobaktériumok 1égkdri nitrogénkotd képességérol mar a XIX. szazad végén voltak
ismereteink, de ennek igazolasara csupan 1928-ban keriilt sor (Drewes 1928). Alig egy
évtizeddel késobb De felismerte a nitrogénkotd cianobaktériumok jelentdségét a rizsfoldek
termékenységének a megdrzésében (De 1939). A rizsndvény akkor tudja hasznositani a
megkotott nitrogént, ha a cianobaktérium azt ammonium-ion alakjaban kibocsajtja a
kornyezetébe, vagy elpusztul és igy szabadul ki beléle az ammonium-ion. Ha ilyen
tulajdonsaggal rendelkezd helyi cianobaktériumot nem lehet taldlni és idegen helyrdl szarmazo
fajjal oltjak a rizsfoldet, akkor kérdés, hogy az képes lesz-e életben maradni a helyi
cianobaktériumok kozott (Thomas et al. 1991).

A nitrogénkotésért felelds nitrogendz enzim miikodése ammoniaval elnyomhatd. Az
enzim oxigeénre €rz¢keny, ezért a fonalas cianobaktériumokban egy specialis sejtben, a II.
fotokémiai rendszert nem tartalmazd, oxigénben szegény heterocitaban taldlhatd és mitkodik.
A nitrogénkotés szamos egyéb tényezotdl fligg, pl. a ndvényallomany sliriségétol, a
nitrogénk6td cianobaktérium fajtol, a klimatikus viszonyoktol €s a felsd talajréteg mindségétol
(Gaydon et al. 2012, Kimura 2005, Pampolino et al. 2008, Roger & Reynaud 1979, Roger &
Kulasooriya 1980, Roger & Ladha 1992). Ezzel magyarazhatd, hogy a nitrogénkoteés,
sz¢€ls6séges értékek kozott valtozik, de egy vegetacios idészakban nem haladja meg a 20-30 kg
nitrogént hektaronként (Goyal 1996, Roger & Ladha 1992, Roger 1995).

A rizsfoldek cianobaktériumokkal torténd oltdsa, az algalizalas Japanban kezdddott
1951-ben, de gyorsan abbamaradt a nitrogénkotés csekély mértéke miatt (Watanabe et al.
1951). Az eljarast ma Indiaban és kisebb mértékben Burmaban, Egyiptomban és Kinaban
alkalmazzak. Az algalizalas ott a leginkabb sikeres, ahol helyi fajokbdl allitjak elé az
oltdanyagot (Whitton 2000). Ez torténik Indidban, ahol helyben izolalt és tobb fajbol allo
oltdbanyagot allitanak el6. A kivalasztott cianobaktériumokat talcakon, vagy kisebb
medencékben szaporitjak talaj és szuperfoszfat, esetleg mész hozzaadasaval. A tenyészetet 1-3
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hétig inkubaljak, majd hagyjak kiszaradni. A kiszaradt keverékbdl 10 kilogrammot juttatnak ki
egy hektar rizsfoldre. Az eljards széleskorii elterjedését korlatozza: (1) a termésndvekedés
bizonytalansaga; (2) az oltdanyag eldallitas nehézségei, beleértve a legalkalmasabb helyi
torzsek kivalasztasat; és (3) a rizs gyomirtasara hasznalt gyomirtészerek kedvezdtlen hatasa a
kijuttatott cianobaktériumokra (Roger 1995). Az oltdéanyag twjabban nem csupan tobb
cianobaktérium fajt tartalmaz, hanem szabadon €16 nitrogénkotd baktériumokat (Azotobacter)
¢s mikorrhiza gombékat is, amelyek novelik az oltdanyag kedvezd Okologiai hatasat,
tapanyagokkal latjak el a ndvényt és javitjak a talajszerkezetet (Nain et al. 2010, Saadatnia &
Riahi 2009). A talajok mikroszervezetei egymasra serkentd €s gatld hatast gyakorolnak, ami a
fenntarthat6 mez6gazdasag szamara uj lehetdségeket teremt (Parker & Bold 1961, Singh et al.
2011). Kiilonos jelentésége van példaul a talajbol fert6z6 novénypatogének ellen hatasos
cianobaktériumoknak (Kajiyama et al. 1998, Soltani et al. 2005).

A cianobaktériumokkal torténd talajoltas kedvezd hatasat mas novényekre is kozolték,
ugymint arpa, zab, paradicsom, retek, gyapot, cukornad, kukorica és salata (Thajuddin &
Subramanian 2005). Indidban a talajoltas kedvezo hatasat egyebek kozott buzara megfigyelték
(Karthikeyan et al. 2007, 2009). A talajoltas nitrogénkotd Nostoc entophytum és nem
nitrogénkotd Oscillatoria angustissima cianobaktériummal novelte a borso csirazasi szazalékat
¢s serkentett néhdny novekedési paramétert, valamint a fotoszintetikus szinanyagok
mennyis€gét. A biotragyanak szant két alga hatasat novelte, ha a szokésos miitragya adag felét
is kijuttattak a talajba a két cianobaktériummal egyiitt. A miitrdgya gatolta a nitrogénkotést,
ezért a pozitiv hatas mas tényezokkel volt magyarazhatd. A mérések a N. entophytum t6rzsbél
tobb exopoliszacharidot, auxint és citokinint, mig az O. angustissima térzsbdl tobb gibberellint
mutattak ki, ami magyarazat lehet a borsé novényre gyakorolt hatdsra (Osman et al. 2010). A
nitrogénk6td cianobaktériumokbol kimutathatdé névényr hormonok azt sugalljdk, hogy a
nitrogénkotés mellett ezek is hozzajarulnak a novényekre gyakorolt kedvezd hatés
kialakitdsahoz (Hashtroudi et al. 2013, Misra & Kaushik 1989).

A mikroalgdk ndvényi hormontermelését és novénykezelésekre valdo alkalmassagat,
valamint antimikrobialis anyagait és illékony szerves anyagaikat, tovabba potencialis
novényvédelmi hasznalhatdsagukat az értekezés kovetkezo fejezeteiben targyalom.

2.1.5. Célkitiizések

A fejezet célkitlizéseit a bevezetdben megfogalmazottakndl részletesebben az aldbbiakban
foglalom Gssze:
- Eurdpai szinten is jelentds szdmu torzsbdl 4ll6 unikalis, egyedi mikroalga gytijtemény
létrehozasa, amely az alabbiakkal jellemezhetd torzsekbdl all:
o Brazilidban a talajok felszinén szines foltként Ilathatd talajviragzasbol
szarmaznak, a természetben jol szaporodnak,
Magyarorszagon miivelt és miiveletlen teriiletek talaymintaibol izolalt térzsek,
laboratoriumi koriilmények kozott, ezért feltehetéen tomegtermesztés soran is
jol szaporodnak,
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- torzsek molekularis biologiai mdodszerekkel tamogatott taxondmiai meghatarozasa,
- a gyljtemény mikroalga torzseinek felhasznaldsa hazai és nemzetkdzi kutatdsi és
fejlesztési egylittmitkdésekre.

2.2. Anyag és modszer

2.2.1. Talajminta gyiijtés

Brazilia

A talajviragzasokbol szarmaz6 mintakat Brazilia tobb allamaban: Rio de Janeiro, Sao Paulo,
Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso ¢és Goias allamokban gyijtottem. A mintavételeket
1986 ¢s 1990 kozotti tartdés kikiildetésem idején a felsorolt allamokban kiilonb6zd
idépontokban végeztem. A mintak tobbségét — mintegy 220 mintat — Rio de Janeiro — Sao Paulo
— Foz do Iguaco — Campo Grande — Cuiaba — Brasilia — Rio de Janeiro utvonal mentén 1985.
marciusban  gyljtottem miivelt, de leginkdbb miiveletlen teriileteken, parkokban,
halgazdasagok teriiletén, erd6k szélén, utak mentén stb. A talaj felszinén lathatd szines
mikroalga foltokat kerestem. A foltok mérete néhany négyzetcentimétertdl a fél négyzetméterig
terjedt (2.2. abra). A véltozé nedvességtartalmii, dsszesen 260 mintat 10 cm3-es steril
centrifuga csovekbe gylijtottem. A szaraz vagy lassan kiszdradt mintdkat az izolalas
megkezdéséig hiivos €s sotét helyen taroltam.

2.2. abra: Cianobaktérium talajviragzas Rio de Janeiro kozelében cukorndd iiltetvényben és
annak szélén.

Magyarorszag

A Novénybiologiai Intézet PhD-hallgatdja, Maté Ferenc professzor és az én témavezetésemmel
a Balaton-felvidéki Nemzeti Parkban harom talajtipuson, Osszesen 24 talajmintat gyujtott
(Lepossa, 2003). Miivelt és miiveletlen teriileteken a felszini 1 cm-es rétegbdl steril spatulaval,
az 1-10 cm-es rétegbdl pedig 3,6 x 10 cm méretii aluminium hengerrel nejlonzacskokba gytijtott
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mintdkat. A levegbt is tartalmazd zacskokat lezarva és hiivds sotét helyen téarolta a
vizsgalatokig, ill. a mikroalgak izolalasaig.

Szerbia

A talajmintakat Zorica Svircev a Novi Sad-i Egyetem Biologia Intézetének tanara és hallgatoi
gyljtotték cianobaktériumok izolalasara. Az izolalt torzsekbdl dsszesen 106-0t kaptunk 1996-
ban az MACC-ben val6 fenntartasra. A torzsek mintegy fele zoldalgakkal volt fertézott, ezért
tovabbi tisztitast igényelt.

2.2.2. Mikroalgak izolalasa és fenntartasa

Izolalas

A brazil talajmintak dusito tenyészetéhez 4 tapoldatot valasztottunk: Bristol (Bold 1949), BG-
11 (Rippka et al. 1979), Tamiya (Kuznetsov & Vladimirova 1964) és Zehnder-8 (Staub 1961)
(melléklet M2.1. tablazat). Borsonyi mennyiségii talajmintat tettiink 25 cm3-es iivegfioldkban
1év6 10 cm? steril tapoldatba. A fioldkat aluminium foliaval lefedve 25°C-on 80 umol foton m"
2 571 fényintenzitason 10-14 napig tartottuk. A felsorolt tapoldatokbol agarral szilarditott (1,5%)
taptalajt készitettiink és toltottiink Petri-csészékbe. A dusitd tenyészetbdl a mikroalga
szuszpenziot 10° — 107-szeresére higitottuk tapoldattal. A higitott szuszpenziot a Petri csészében
1évo szilard taptalaj felszinén szélesztettiik. Az egyes mikroalga sejtekbdl/sejtfonalakbol
kifejlodott telepeket oltokaccsal ferde agarra oltottuk at. Az igy létrejott, elméletileg
klontenyészetet tapoldatba oltottuk, majd egy hét elteltével mikroszkdpban vizsgaltuk. A
baktériummentesség ellendrzésére szerves agart hasznaltunk. A tapoldatokat 1% peptonnal,
¢lesztokivonattal, glilkdzzal kiegészitettiik €s agarral szilarditottuk. A Petri csészékben 1&vo
szerves agar felszinére szélesztettik a ferde agarrdl szarmazo mikroalgat. Ha egyhetes
inkubaci6 utdn sem alakult ki baktérium telep az agar felszinén, akkor a tenyészetet
baktériummentesnek tekintettiik. Cianobaktériumoknal nem probalkoztunk axénikus
tenyészetek eloallitasaval.

A magyar talajmintaknal az eukariota algdk izoldlasa a fenti modszerrel tortént. A
cianobaktériumok izolalasahoz Petri csészébe toltott N-mentes BG-11 taptalaj felszinére 3-4
nedvesitett kisebb talajszemcse keriilt. Az MACC torzsek laboratoriumi tenyésztési
koriilményei kozott 1-2 hétig inkubalt Petri csészében a cianobaktérium fonalak kinéttek az
agar felszinén. Ezeknek a cianobaktériumoknak az atoltasaval €s tovabbi szélesztéses
tisztitasaval késziiltek a cianobaktérium térzstenyészetek (Lepossa 2003).

Fenntartas

A torzstenyészeteket az izolalashoz hasznalt tapoldatban vagy leginkabb agarral szilarditott
tapoldatban tartjuk fenn. A tapkozegbdl 70 ecm?-t toltiink 100 cm®-es Erlenmeyer lombikba,
amit aluminium foliaval lefedve autoklavban sterilizalunk A gézzel koriiltekert vattadugokat
alufoliaba tekerve holégsterilizaljuk. A tapoldatot oltokacsnyi mikroalgaval beoltjuk, vagy az
agar felszinét harom helyen megszirjuk az algatérzset tartalmazo oltokaccsal, majd
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vattadugdval lezarjuk. Az igy elkésziilt friss torzstenyészetek vattadugdjat zsirpapirral lefedjiik,
amit gumikarikaval rogzitiink. A tenyészeteket a laboratdriumi tenyésztés koriilményei kozott
mintegy 10 napig inkubaljuk, majd torzstenyésztd szobaban tartjuk fenn. A torzstenyésztd
szoba hdmérséklete 15+2 °C, a megvilagitas napi 12 6ra, a fényintenzitas 25-50 umol foton m"
251 (2.3. abra). Taptalajon a tenyészetek ilyen koriilmények kozott egy évig fenntarthatok, de
a tapoldatos torzstenyészeteket 3-4 havonta at kell oltani. A torzstenyészetek allapotat legalabb
hetente kétszer ellendrizziik és szokatlan kinézet, szin esetén vizsgaljuk, tisztitjuk, vagy
atoltjuk.

L ELLE A KRN )

LAY

y X2

TN -

2.3. abra: Torzstenyészetek fenntartisa agarral szilarditott taptalajon a Mosonmagyardvari
Algagylijteményben.

2.2.3. Taxon6miai meghatarozas mikroszkopos és molekularis biolégiai
modszerekkel

Az izolalt mikroalga torzsek morfoldgiai alapon torténd, mikroszképos taxondmiai
meghatirozasdban Voros Lajos (Magyar Tudomanyos Akadémia, Okologiai Kutatokdzpont,
Balatoni Limnolégiai Intézet, Tihany) van segitségiinkre. A mikroalgdk rendszertananak nincs
altalanosan elfogadott valtozata, ezért az MACC torzseinek a rendszertani besorolasanal az
interneten megtalalhatd és allandoan frissitett AlgaeBase (www.algaebase.orq) adatbazist
hasznaltuk. A taxondomiai munka kiegészitését molekularis biologiai médszerekkel harom PhD-

hallgatonk: Horvath Nandor ¢s Katona Szabina Mosonmagyarovaron, Makra Nora pedig
Martonvasaron végzi, akik egy TAMOP projekt (TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0003:
»Mikroalga biotechnoldgia a fenntarthatd6 mezdgazdasagban™) keretében ¢és pénziigyi
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tdmogatasaval dolgoznak. A munkéhoz sziikséges szekvendlasban Maroti Gergely (Magyar
Tudomanyos Akadémia, Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Biokémiai Intézet, Szeged) segiti
munkajukat.

Cianobaktériumok azonositasa molekularis biologiai modszerekkel

A riboszoémalis RNS kis alegységét (16S rRNS) kodold gének szekvencia vizsgalata a
legmegbizhatobb eljaras a cianobaktériumok filogenetikai osztalyozasara (Wilmotte 1994). A
16S rRNS szekvenciak Osszehasonlito analizise tovabbi, 0j vizsgalati eszkozt biztosit egy faj
gyljteményben fenntartott és természetes kozosséghen ¢€16 egyedei kozti kiilonbség
kimutatasara (Weller et al. 1991). Ez a génszekvencia fiiggetlen a tenyésztési vagy a ndvekedési
koriilményektdl €s mar kis mennyiségli laboratériumi vagy természetes kornyezetb6l szarmazéd
mintabol kivont DNS is elegendd a PCR alapu vizsgalathoz.

A primer tervezés a publikus adatbazisokban: Ribosomal Database Project (Maidak et
al. 1997) és GenBank (Benson et al. 1997) fellelheté Osszes cianobaktérium 16S rRNS
szekvencia illesztésén alapul. A primerszekvenciak és a 16S rRNS gén célszakaszainak pozicidi
a 2.3. tablazatban szerepelnek. A CYAI106F és CYA359F forward primerek koziil
tetszOlegesen valaszthatunk, mig a tovabbiakban CYA781R elnevezéssel jelolt reverz primer
nem mas, mint a CYA781R(a) ¢s CYA781R(b) oligonukleotidok ekvimolaris keveréke.

2.3. tablazat: A primerek?® szekvenciai (59-t61 39-ig) és a gének célpozicioi®
CYAL06F° CGG ACG GGT GAG TAA CGC GTG A 106-127
CYA359F¢ GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG 359-378
CYA781R(a)° GAC TAC TGG GGT ATC TAA TCC CAT T 781-805
CYA781R(b)* GAC TAC AGG GGT ATC TAATCC CTT T 781-805
& Az R (reverz) és F (forward) elnevezések a primernek az rRNS szekvenciat kodolod

crer

gazdag szekvencia (59-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCG GTC CCG CCG cccC ccG
CCC G-39) kapcsolddik a forward primer 59-es végéhez.

b Az E. coli 16S rRNS nukleotid sorrendje alapjan.

¢ A CYAIOGF és CYA359F barmelyike hasznalhato forward primerként egy reakcioban.

4Y a C/T degeneralt nukleotid hasznalatot jeldli.

¢ A CYAT78IR elnevezésii reverz primer a CYA781R(a) és CYA781R(b) oligonukleotidok
ekvimolaris keveréke.

Zoldalgak molekularis taxonomiai azonositdsa

A 16S/18S rRNS alapt molekularis modszereket évtizedek oOta hasznaljadk taxondmiai
jellemzésekhez. A 16S/18S rRNS alapti PCR azonositashoz tisztitott teljes (genomidlis +
kloroplasztisz) eukariota alga DNS-t alkalmazunk. A felsokszorozashoz univerzalis primereket
hasznalunk (27 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' €s r1492 5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' a Kkloroplasztisz 16S rRNS-hez; UNI7TF 5 -
ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3" és UNII534R 5-TGATCCTTCYGCAGGTTCAC-3' a
genomialis 18S rRNS-hez). A PCR termékeket agardz gélbdl visszaizolaljuk és az igy
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felsokszorozott 16S/18S rRNS fragmentumok pontos szekvencidjat kapillaris Sanger
szekvenalassal meghatarozzuk. BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) alapi homologiak
keresésével azonositjuk a 16S/18S rRNS szekvenciak eredetét (Altschul et al. 1990, Suutari et
al. 2010).

2.2.4. Az MACC torzsek laboratoriumi tenyésztése

Egyszeri algatenyésztés

A torzseket mikroalga tenyésztd laboratoriumban, ellendrzott koriilmények kozott, a korabban
leirt tenyésztd berendezésben szaporitottuk (Orddg 1982). A helyiség hémérsékletét
klimaberendezéssel 25+2 °C-on tartottuk. A napi megvilagitast 14 orara allitottuk be, a lathatéd
fény intenzitast pedig a tenyészetek szintjén 130 pmol foton m? s értékre. Az 500 cm3-es
lombikokban 1évé 250 cm?® tenyészeteket ordnként 20 L levegdvel buborékoltattuk at a
mikroalga sejtek lebegésben tartdsdhoz. A kiiilepedés megakadalyozéasara a tenyészeteket
naponta kétszer manualisan is felkevertiik. A levegdt a megvilagitas idején palackrol adagolva
1,5% széndioxiddal dusitottuk. A buborékoltatasra hasznalt leveg6t paraval dusitottuk és steril
egyedi vattasz{irén at juttattuk be a tenyészetekbe (2.4. abra).

2.4. abra: Mikroalga tenyésztd laboratorium az MACC tdrzsek szaporitasara.

A mindig 10 mg L™ mikroalga koncentricidval inditott tenyészeteket a kisérleti célnak
megfeleléen Tamiya, Bristol, Zehnder vagy BG-11 tapoldatban (melléklet M2.1. tablazat) 4-
14 napig inkubdltuk, majd mértiik szarazanyag tartalmukat, sziikség szerint szamoltuk
sejtszamukat €s mértiik sejtméretiiket. A szarazanyag méréshez 5 cm atmérdjii Whatman GF/C
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iivegrost sztirélapon 10-50 cm? algaszuszpenziot sziirtiink at. A sziirélapot a sziirés elétt és utan
105 °C-on 2 6ran 4t szaritottuk, lehiitdttiik és mértiik a tdmegét. A mért tdmegek kiilonbségébol
és a szlirt szuszpenzid térfogatabol szamitottuk a szuszpenzio6 stirliségét mg szarazanyag/liter
értékben. A sejtszamot és a sejtméretet Biirker kamraban OLYMPUS BX60 mikroszkoppal és
Olympus Stream® szoftverrel (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH) hataroztuk meg.

Szinkrontenyésztés

Chlorella tenyészetek szinkronizalasat a megvilagitas hosszanak a szabalyozasaval és a
tenyészet higitdsaval értiikk el. A torzstenyészetet az egyszeri algatenyésztési eljarashoz
hasonléan 250 cm® Tamiya tapoldatba oltottuk 10 mg L7 indulé szarazanyag tartalommal.
Egyhetes szaporitast kdvetden a tenyészetet tovabboltottuk ismét 10 mg L induld szarazanyag
tartalommal. A kdvetkez6 napon reggel a tenyészetet tizszeresére higitottuk, amit a rakdvetkezo
napon reggel megismételtiink. Az utdbbi tenyészet estére csupadn nagy sejtekbol allo
szinkrontenyészet lett. Az esti tenyészettel, egy soOtét szakasszal kezdtik a 48-6ras
szinkronizacios kisérleteket. A mintazast a kisérletek céljanak megfeleléen néhany oranként
végeztik. Mértiik a sejtek méret-eloszlasat és sejtszamat, tovabba mintat gyijtottiink az egyéb
vizsgalatokhoz.

2.2.5. Minta elokészités vizsgalatokhoz és Kkisérletekhez

A mikroalgak ndvényi hormontartalménak analitikai vizsgalatahoz a tenyészetekbdl kétszer 80
cm® mintat -80 ‘C-on fagyasztottunk a vizsgilatok megkezdéséig. A biotesztekhez és a
szaganyagok vizsgéalatdhoz a mintdkat fagyasztva szaritottuk. A kisérletek céljanak
megfelelden a kiilonb6zo kora tenyészeteket mindig ugyanabban az idében, 14 és 15 ora kozott
leszedtiik a tenyésztd berendezésrol. Tobb lombikban 1évo tenyészetet Osszedntottiink és a
mikroalga szuszpenzidt 15 percig centrifugiltuk (Sigma 6K15, Germany). A feliiluszot
kiontottiik, a kitilepedett mikroalga biomasszat pedig Petri csészébe tettiik €s liofilizaltuk
(Christ Gamma 1-20, Germany) 22 6ran 4t 25+2 ‘C-on, 0,035 mbar nyomason. A fagyasztva
szaritott mintat zart milanyag edényben -20 ‘C-on taroltuk. A bioteszt vizsgalatok elétt a
készitettiink, amit ultrahangos sejtroncsoloval (VirSonic 600, USA) kezeltiink 2 percig. Az
antimikrobialis hatds vizsgalatdhoz a 10 g Ll-es szuszpenziét hasznaltuk, a novényi
hormonhatas tesztelésére a szuszpenzidt 2 g L1-re higitottuk. A biotesztekhez mindig frissen
készitett mikroalga szuszpenziot hasznaltunk fel.
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2.3. Eredmények és megvitatasuk

2.3.1. Elozetes molekularis taxonémiai eredmények

Molekularis biologiai modszerek alkalmazasat egy TAMOP projekt pénziigyi tamogatasanak

koszonhetden 2013-ban kezdhettiik meg. Az 0j moddszerek alkalmazasatél a mikroalga

biotechnologidban harom teriileten varunk eredményt:

1.

az MACC torzseinek pontos taxondmiai meghatarozasa a hagyomanyos morfologiai
alapon torténd meghatarozas kiegészitésére,

az MACC torzseinek a filogenetikai fai alapjan a ndvénypatogénekre hatasos torzsekhez
kozel allo torzsek kivalasztasa annak reményében, hogy szintén hatasosak lesznek,
értékes anyagokat termeld mikroalga torzsek kivalasztasa az értékes anyag termeléséhez
sziikséges enzim(ek) termeléséért felelds gének jelenlétének a molekularis biologiai
modszerrel torténi kimutatasaval.

A hosszabb tavra tervezett konzorciumi kutatasbol az elsé pontban megfogalmazott taxondémiai
munkara vonatkozo elsé eredmények mar rendelkezésre allnak. Az MACC 40-40 Anabaena,
Nostoc, Chlorella, Chlamydomonas és Scenedesmus torzsének molekularis biologiai vizsgalata
a hagyomanyos taxonomia kiegészitésére folyamatban van. Az eredmények részletes

bemutatasara nem térek ki, hiszen az elsdsorban a PhD-hallgatok és témavezetdik eredménye.

Mindazonaltal az nyilvanvalo, hogy a Chlorella és a morfoldgiailag hasonldé gomb-vagy ovalis

alaku torzsek elkiilonitése, azonositdsa csupan molekularis bioldgiai modszerekkel lehetséges.

Az izolalt eukariota talajalgakra ez a forma kiilondsen jellemz3. Makra és Balazs (TAMOP

jelentés, 2014) Nostoc és Anabaena torzsekre vonatkozo eddigi eredményei gy tlinik, hogy

megerdsitik a molekuldris bioldgiai modszerek sziikségességét a torzsek taxonomiai

azonositasdban. A 16S rRNS alapt filogenetikai fa alapjan megallapitottak, hogy:

1.

3.

a Nostoc torzsek koziil az MACC-71 és az MACC-139 azonosnak tinik,

MACC-71: Greifswald-i gyiijteménybdl szarmazo torzs,

MACC-139: CCALA (Trebon)-bol szarmazo torzs,

Kovetkeztetés: A két torzs minden bizonnyal egy fajhoz tartozik, de ez nem feltétlentil
jelenti azt, hogy minden tekintetben azonos, s6t szembetiind morfologiai eltéréseket
mutatnak.

a Nostoc torzsek koziil az MACC-112 és az MACC-210 azonosnak tiinik,

MACC-112: University of Novi Sad, szerb talajalga,

MACC-210: University of Novi Sad, szerb talajalga,

Kovetkeztetés: A két torzs minden bizonnyal egy fajhoz tartozik, de annak ellenére,
hogy foldrajzilag azonos helyrdl lettek izolalva jelentds morfologiai kiilonbségeket
mutatnak.

0t torzsrél majdnem bizonyosan allithatd, hogy nem a Nostoc nemzetségbe tartozik,
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Kovetkeztetés: A morfologiai alapt taxondmiai besorolds a tenyésztésbe vont algdknal
nem elég megbizhato, tobbek kozott azért, mert nem jelennek meg laboratoriumi
kortilmények kozott egyes nemzetségre/fajra jellemz6 bélyegek.

4. az Anabaena torzsek koziil kettd, az MACC-57 és az MACC-797 azonosnak tiinik,
MACC-57: CCAP gylijteménybdl szarmazo torzs,
MACC-797: Kijev-i gylijteménybdl szarmazo torzs,
Kovetkeztetés: A két torzs minden bizonnyal egy fajhoz tartozik, morfoldgiailag is
azonosnak tekinthetd, ennek ellenére nem allithat6 biztosan, hogy élettani tekintetben
nincsenek kiilonbségek kozottiik.

5. az Anabaena torzsek koziil kettd, az MACC-174 és az MACC-260 azonosnak tlinik,
MACC-174: University of Novi Sad, szerb talajalga,
MACC-260: University of Novi Sad, szerb talajalga,
Kovetkeztetés: A két torzs minden bizonnyal egy fajhoz tartozik, de annak ellenére,
hogy foldrajzilag azonos helyrdl lettek izolalva jelentés morfoldgiai kiilonbségeket
mutatnak.

6. azonosnak tinik még tobb Anabaena torzs: MACC-121, MACC-124, MACC-136 ¢és
MACC-238,
MACC-121: CCAP gylijteménybdl szarmazo torzs,
MACC-124: Székesfehérvari halasto iiledékébdl izolalt torzs,
MACC-136: Székesfehérvari halasto iiledékébdl izolalt torzs,
MACC-238: IPPAS-Moszkva gylijteménybdl szarmazoé torzs,
Kovetkeztetés: A torzsek minden bizonnyal egy fajhoz tartoznak, de jelentds
morfologiai kiilonbségeket mutatnak, ami minden bizonnyal Gsszefligg azzal, hogy
foldrajzilag nagyon tavol es6 populaciokbdl lettek izolalva.

Tovéabbi génszekvencidk meghatirozasa folyamatban van, ami modosithatja a taxondmiai
besorolasra vonatkozé molekularis biologiai megallapitasokat. Ezzel parhuzamosan azonban
tovabbi morfologiai elemzésekre is sziikség van. Siba P. Adhikary algologia professzor (India)
tapasztalata szerint a molekularis bioldgiai adatokat feltétleniil célszerli Osszevetni a
morfologiai alapon térténd meghatarozassal a végso rendszertani besoroldsra vonatkozo dontés
elott (,,polyphasic approach”). Tobbek kozott azért is, mert a molekularis biologiai
adatbazisokban sajnos el6fordulnak tévedések/hibak és a végeredményt erdsen eltorzitd
modszertani eltérések (Felfoldi et al. 2011).
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2.3.2. Az MACC torzsek rendszertani helye és produktivitasanak jellemzoi

Rendszertani megoszlas

Az MACC-ben 505 sajat izolalasu és 465 mas gylijteményekbdl beszerzett mikroalga torzset
tartunk fenn. A beszerzett torzsek két f6 forrasbol szarmaznak: (1) CCALA — Trebon 48
talajalga €s 171 édesvizi mikroalga; (2) University of Novi Sad 88 talajalga és 18 édesvizi
mikroalga. A fennmarad6 140 torzset orosz, ukran, francia, német és angol gytijteményekbdl
szereztiik be. Az MACC édesvizbdl (382) és talajbol (588) izolalt dsszesen 970 mikroalga
torzset tartalmaz, amelyek 134 nemzetséghez és 315 fajhoz tartoznak (2.5. abra). A
gyljteményre jellemzéek a talajalgdk, amelyek aranya 60%. Az Osszes torzs és faj kozel
harmada (28-29%) cianobaktérium a tobbi eukariota alga. Az 500 térzsnél nagyobb eurdpai
gyljteményekben a cianobaktériumok aranya 23% (2.1. tablazat), az Europan kiviilieckben
pedig csupan 15% (2.2. tablazat). Az MACC-ben fajonként atlagos harom torzset tartunk fenn,
a SAG-ban kettét (Day et al. 2004), az ACOl-ban pedig négyet (Santos & Santos 2004). Az
MACC Iétrehozasakor jol szaporodd torzsek izolalasara és nem a nagy fajgazdagsagra
torekedtiink, aminek lathatdo kovetkezményei is vannak. A gylijtemény torzseinek a 83%-a
minddssze 3 nagy rendszertani csoportba tartozik (2.6. abra). A cianobaktériumok koziil a
Nostocales rendbe tartozo torzsek, mig a zoldalgaknal a Chlorophyceae és Trebouxiophyceae
osztalyba tartozo torzsek domindlnak. A gylijtemény torzseinek kozel fele (47%) a
Chlorophyceae osztalyba tartozik.

A 2.7. abra azokat a nemzetségeket mutatja be, amelyek a cianobaktérium térzsek 90%-
at adjak. Az abra szerint az Anabaena (82) és a Nostoc (57) torzsek teszik ki a cianobaktérium
torzsek felét, ami jelentds hozzdjarulas az eurdpai gylijteményekhez, amelyekben az MACC
torzseken kiviil Osszesen 111 Anabaena és 232 Nostoc torzs talalhato (2.8. abra). A
cianobaktériumok jelentds része szarazfoldi oOkoszisztémakban ¢él. Metting (1981) a
cianobaktériumok 38 nemzetségét talalta talajlakonak, sét a cianobaktériumok gyakran a talaj
uralkod6 mikroalgai (Zimmerman 1992).

Mindemellett a cianobaktériumok a tdpanyagban dus vizi Okoszisztémakban, pl.
halastavakban szag- és izront6 anyagaikkal jelent6s karokat okoznak. Az Anabaena és a Nostoc
fajok képesek légkori nitrogénkdtésre. Heterocitas alakjaiknak a megjelenése és dominanciaja
egy adott 6koszisztémaban nitrogénhianyos allapotot jelez. Az Anabaena és Nostoc egyes fajali
toxintermeldk, de antimikrobialis anyagaikkal is befolyasoljak kornyezetiiket (Prasanna et al.
2010, Skulberg 2000, Tantawy 2011). Gerwick et al. (2008) megallapitottak, hogy masodlagos
anyagcsere termékeket elsésorban az Oscillatoriales (49%), a Nostocales (26%) ¢és a
Chroococcales (16%) rendbe tartozd fajokbol, torzsekbdl izolaltak. Az MACC-ben az
Oscillatoriales (43), a Nostocales (157) és a Chroococcales (27) torzsek szama 6sszesen 227,
ami az Osszes cianobaktérium 81%-a. Az MACC a cianobaktériumokat tekintve hasznos forrasa
a biotechnologiai kutatasnak.
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2.5. abra: Az MACC 0Gsszes torzsének rendszertani egységek szerinti megoszlasa.
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2.6. abra: Az MACC cianobaktérium torzseinek rendek €s eukariota algatorzseinek osztalyok
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Torzsek szama
iy
o
.

30 -
20 -
10 4
O u
® o @ F FoF @ F T PP @@ P
N MR S VN R & & & & & F PP &S
FFEF S E TS 0 F LTS F S E S
¥ RO Q@* & & © gb'z’g 6«\'5\ & @d & 3 bé@ * & &
L
< q;\° & v & e 6@ %*0
[ <Q
Nemzetség

2.7. abra: Az MACC G6sszes cianobaktérium torzsének 90%-at adé nemzetségekben
eléfordul¢ torzsek szdma.
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2.8. abra: Anabaena sphaerica (MACC 304) mikroszkopi képe és tenyészete (balra); Nostoc
sp. (MACC 661) mikroszkopi képe és tenyészete (jobbra).

A 2.9. abra az MACC 06sszes Chlorophyta térzsének 90%-at kitevé nemzetségeket
mutatja, amelyek koziil a Chlorella (122), Scenedesmus (106), a Chlorococcum (72) és a
Chlamydomonas (70) torzsek adjak az 6sszes Chlorophyta torzs felét (54%) (2.10. abra.).

A legnagyobb gylijtemények koziil a 4 felsorolt nemzetség ardnya a legnagyobb az
ACOI, a CCAP, a SAG ¢és a NIVA/CCA gylijteményekben, de még ezekben is az Osszes
torzsnek csupan alig tobb mint 5%-at teszik ki. Az MACC négy mikroalga diviziojabol kettében
jelentéktelen szdmu torzs taldlhatd: 24 Heterokontophyta és 10 Charophyta. Az MACC
l1étrehozasaval a cél jol szaporodo algak izolalasa volt és ennek megfeleléen valasztottuk ki az
izolaldsi modszert, vagyis dusitd tenyészetek hasznédlatdt az izolalas eldtt. A dusitd
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tenyészetekben jol szaporodd mikroalgakat izolaltuk, ezek pedig a fenti 4 nemzetséghez
tartoztak.
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2.9. abra: Az MACC 06sszes zoldalga torzsének 90%-at adoé nemzetségekben eléforduld
torzsek szama.

Az egysejtii Chlorella vulgaris és C.pyrenoidosa a novényélettani kutatasok ,,fehér
egere” volt, tomegtermesztése pedig 1953-ban Bostonban kezdddott. Rendszertani besorolasuk
csupan a morfologiai bélyegek alapjan nem lehetséges (Iwamoto 2004). A C.vulgaris az
egyetlen zoldalga, ami engedélyeztetés nélkiil kereskedelmi forgalomban kaphatd és
fogyaszthato. Pozitiv hatasa az immunrendszert serkent6 B-1,3-gliikanra vezethetd vissza, de
van szabad gyok megkotd, a vérben pedig lipid-csokkentd hatasa is. A Scenedesmus nemzetség
fajai 2, 4, 8, ritkdn 16 sejtli conobiumokat alkotnak, amelyek laboratériumi tenyészetekben
tobbnyire egy- vagy kétsejtliekké valnak. Rendszertanukat Hegewald (1978) és Komarek &
Fott (1983) megvaltoztattak, harom nemzetségbe, Scenedesmus, Acutodesmus é¢s Desmodesmus
soroltak a fajokat. Mind a Chlorella, mind a korabban egységes Scenedesmus fajok értékesek a
mikroalga biotechnologia szdmara. TOmegtermesztésiik ujabban a biolizemanyag el6allitas
miatt is fontos. Nitrogénhidnyos tapkdzegben ugyanis lipidtartalmuk a szokasos 10%-rol akar
50%-ra is néhet (Orddg et al 2012, 2013). A Chlamydomonas reinhardtii novényélettani
kutatasok targya, a Chlamydomonas fajok pedig altalaban poliszacharid és hidrogén termelésiik
miatt érdemelnek figyelmet.
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2.10. abra: Chlorella vulgaris (MACC 37) tenyészete (balra fent) és mikroszkopi képe (balra
kozépen); Scenedesmus quadricauda (MACC 20) tenyészete (jobbra fent) és mikroszkopi

képe (jobbra kdzépen); Chlorococcum ellipsoideum (MACC 33) (balra lent); és
Chlamydomonas debaryana (MACC 53) (jobbra lent) mikroszkopi képe.
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Szaporodds

Az MACC torzsek szaporodasat a két évtizedes kutatas sordn négy tapoldatban mértiik. A
Zehnder-8 és a BG-11 nitrogéntartalmi vagy nitrogénmentes valtozata eredetileg is
cianobaktériumok szaporitdsara késziilt, mig a Tamiya és a Bristol tapoldat zoldalgak
tenyésztésére. Az elzetes varakozasoknak megfeleléen az eukariota algak 60%-a a Tamiya
tapoldatban, a cianobaktériumoknak pedig kicsit tobb, mint 60%-a a BG-11 tapoldatban
szaporodott a legjobban (2.11. abra). A négy tapoldatban a cianobaktériumok napi biomassza
termelése valamivel kisebb volt, mint az eukaridta algaké (2.12. abra). Nagy kiilonbség volt
viszont a Tamiya és a masik harom tapoldat kozott. A harom tapoldatban szaporodd mikroalgak
napi szarazanyag termelése 0,1 és 0,12 g L nap™ kozott valtozott. A Tamiya tapoldatban
szaporodd mikroalgak jelentésen gyorsabban szaporodtak (0,17-0,18 g L' nap®), ami
feltehetéen a masik harom tapoldathoz viszonyitott joval nagyobb tapanyag koncentracidval
magyarazhat6. Az eredményekbdl megallapithatd, hogy a cianobaktériumok izolalésa,
laboratériumi tenyésztése €s tomegtermesztése BG-11 tapoldatban a legcélszeriibb, ami
nitrogénmentes lehet nitrogénko6td cianobaktériumok esetén. Az eukaridta algaknal a Tamiya
tapoldat hasznalata javasolhato.

Az MACC torzsek szamat a tenyészetekben a szaporodas stacioner szakaszaban
mérhetd legnagyobb biomassza fliggvényében abrazoltuk (2.13. abra). Az cukaridta algak
tobbsége legfeljebb 1 és 3 g L™ kozotti szarazanyag koncentraciot volt képes elérni, mig a
cianobaktériumoknal az érték lényegesen kisebb volt, 0,76 és 1,75 g Lt kozott valtozott.
Tapasztalatunk szerint adott laboratoriumi koriilmények kozott jol szaporodonak tekinthetok
azok a cianobaktérium torzsek (30), amelyeknek 2 g L értéknél nagyobb a végsé biomassza
koncentracioja €s azok az eukariota algak (88), amelyeknek a koncentracidja a tenyésztés végén
meghaladja a 3 g Lt értéket. Osszesitve 67 jol szaporodo talajalga és 51 édesvizi alga talalhato
az MACC-ben. A kiemelkedéen nagy biomasszat (4 g L) termeld 10 eukaridta algatorzset a
2.4. tablazatban, a kiemelked6en nagy napi termelésti torzset pedig a 2.5. tablazatban
foglaltam Ossze. A legstirlibb szuszpenziot ado torzs a Charophyta, a tovabbi 9 torzs pedig a
Chlorophyta divizioba tartozik. A 10 térzsb6l 8 brazil talajalga. A megtermelt biomassza
mellett a napi szarazanyag termeléssel jellemezhetjiik a térzsek szaporodasat (2.14. abra). A
cianobaktériumok napi szarazanyag termelése 50-150 mg L™ nap™, mig az eukariota algaké
100-200 mg L nap™. A talajalgék, ezen beliil a brazil talajalgak nagy biomassza termelésiikkel
tlinnek ki a gylijtemény torzsei koziil. A cianobaktériumok eukariota algdkhoz viszonyitott
kisebb napi szarazanyag termelése varhato volt és egyértelmii.
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2.11. abra: Négy kivalasztott tapoldatban a legnagyobb biomasszat elért MACC torzsek
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2.12. abra: Az MACC cianobaktérium és zoldalga torzseinek az atlagos napi szarazanyag-
termelése a négy kivalasztott tapoldatban.
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2.13. abra: Az MACC legnagyobb biomasszat termel6 torzseinek a szama a biomassza
fliggvényében.
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2.14. abra: Az MACC torzseinek a megoszlasa az atlagos napi szarazanyag-termelés

fiiggvényében.

2.4. tablazat: Az MACC 4 g L értéknél nagyobb biomassza termelésii torzsei.

Faj/nemzetség Eredet Kod Szarazanyag (g L)
Klebsormidium flaccidum Talaj, BRA MACC-553 4,92
Chlorella sp. Talaj, BRA MACC-400 4,72
Chlorella sp. Talaj, BRA MACC-383 4,68
Chlamydomonas sp. Talaj, BRA MACC-785 4,36
Acutodesmus wisconensis Viz, CZE MACC-769 4,32
Chlamydomonas sp. Talaj, BRA MACC-783 4,24
Chlorella sp. Talaj, BRA MACC-385 4,24
Stigeoclonium sp. Viz, CZE MACC-711 4,08
Desmococcus olivaceus Talaj, BRA MACC-379 4,00
Chlorella minutissima Talaj, BRA MACC-386 4,00

2.5. tablazat: Az MACC 300 mg L™ nap™ értéknél nagyobb napi biomassza termelésii

torzsel.
Szarazanyag-
Faj és/vagy nemzetség Eredet Kod termelés
(mg L nap™)
Klebsormidium flaccidum Talaj, BRA MACC-553 351,43
Desmodesmus pannonicus Viz, CZE MACC-742 327,27
Chlorella vulgaris Viz, RUS MACC-1 316,25
Chlorella sp. Talaj, BRA MACC-400 314,67
Chlorella sp. Viz, RUS MACC-2 308,75
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2.3.3. Az MACC talajalgak rendszertani helye és produktivitasanak jellmez6i

Rendszertani megoszlas

Az MACC talajalga torzseinek a rendek/osztalyok szerinti megoszldsa hasonld a teljes
gyljteményhez. A torzsek 89%-a harom nagy rendszertani csoportba tartozik (2.15. abra). A
cianobaktériumok koziil a Nostocales rendbe tartozd torzsek, mig a zoldalgdknal a
Chlorophyceae ¢és Trebouxiophyceae osztalyba tartozo torzsek domindlnak. A gylijtemény
torzseinek pontosan a fele (50%) a Chlorophyceae osztalyba tartozik. A tropusi (brazil)
talajokbol izolalt torzsek kozott kevés (38) cianobaktérium és sok eukariota alga (269). Eurdpai
(cseh, magyar és szerb) talajokbol ugyanakkor viszonylag sok, 112 cianobaktérium és ehhez
képest viszonylag kevés 168 eukaridta alga szarmazik. A tropusi és az eurdpai torzsek kozotti
kiilonbség a cianobaktériumok és az eukaridta algak aranyaban két tényezébol adodik: (1) a
brazil talajmintakbdl a vartnal joval kevesebb cianobaktériumot izolaltunk, ami csokkentette a
tropusi talajokndl a cianobaktériumok aranyat (12%); (2) a szerb mikroalga torzsek tobbsége
cianobaktérium volt, ami ndvelte az eurdpai talajoknal a cianobaktériumok aranyat (40%). Az
arany kiilonbségek felhivjak a figyelmet az izoldldsi modszer jelentdségére. A Brazilidban
gyljtott talajmintdk 40%-anak a felszine kék, zoldeskék, vagy kékesfekete szinli volt a
cianobaktériumok jelenléte miatt. Ennek ellenére a mintdk legfeljebb harmadabol sikeriilt a
dusité tenyészetes modszerrel cianobaktériumot izolalni. A magyar talajmintaknal alkalmazott
modszer, talajrogok helyezése nitrogénmentes BG-11 taptalaj felszinére hatékonyabb lett volna
brazil talajoknal is (Lepossa 2003).

g 43 ® Chroococcales

m Nostocales

| Oscillatoriales

O Pseudanabaenales
O Synechococcales

O Eustigmatophyceae
0O Xantophyceae

B Chlorophyceae

@ Trebouxiophyceae

@ Ulvophyceae

MACC talajalga torzsek (588) m Klebsormidiophyceae

2.15. abra: Az MACC talajbol izolalt cianobaktérium torzseinek rendek €s eukariota
algatorzseinek osztalyok szerinti megoszlasa.

A teljes gyiijteményhez hasonldan a talajokbol izolalt cianobaktériumoknal is a Nostoc
¢s az Anabaena, mig az eukariota algaknal a Chlorella, Chlorococcum, Chlamydomonas és
Scenedesmus nemzetségekhez tartozo torzsek dominaltak. A cianobaktériumoknal az elsé
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harom helyen a sorrend nem valtozott (Anabaena, Nostoc, Phormidium), viszont elébbre kertilt
a sorban két nitrogénkotd cianobaktérium, a Calothrix és a Tolypothrix (2.16. abra). Az
eukariota algaknal a masodik és harmadik helyre keriilt a Chlorococcum és a Chlamydomonas,
ugyanakkor a Scenedesmus nemzetség a masodikrol visszaesett a negyedik helyre (2.17. abra).
A sorrend valtozasa a talajok mikroalga Gsszetételében a nitrogénkoték nagyobb jelentdségével,
a Chlamydomonas torzseknél pedig a poliszacharid termeléssel indokolhato. Elébbiek
alkalmankénti nitrogénkotéssel, utdbbiak a talajkondicionédléssal lehetnek hasznosak.
Mindazonaltal ez nem jelenti azt, hogy a talajoltds nitrogénkotdkkel Magyarorszagon
nitrogénkotési céllal indokolt lenne.

Talajalgakrdl, ezen beliil nitrogénkotd cianobaktériumok eléforduldsardl szamolnak be
az USA-bol (Alwathnani et al. 2011, Johansen 1993), Izraelbdl (Dor & Danin 1996), Afrikabol
(Ullmann & Biidel 2001, Weber et al. 1996), Kinabol és Mongo6liabol (Biidel 2001),
Argentinabol (Tell & Mataloni 2005) és Indiabol (Tirky & Adhikary 2005, 2006). A
leggyakrabban eldforduld cianobaktériumok a kovetkezdk, amelyek koziil vastagitva jelolom a
talajmintakbol izolalt/szarmaz6 MACC torzseket: Nostoc, Chroococcus, Oscillatoria,
Phormidium, Plectonema, Schizothrix, Scytonema, Tolypothrix, Calothrix, Cylindrospermum
¢és Microcoleus.

Szaporodas

A talajalgdk koziil az eukariota algak kicsit tobb mint 60%-a Tamiya tapoldatban szaporodik a
legjobban, ami a teljes MACC-re is jellemzd. A talaj-cianobaktériumoknal viszont a térzsek
75%-a, azaz 15%-kal tobb szaporodik jol BG-11 tapoldatban (2.18. abra). Az MACC talajalga
torzseinek a szaporodasa hasonld a teljes gylijtemény torzseire jellemzd értékekhez. A
legnagyobb biomasszat adé cianobaktérium torzsek a talajalgaknal is a 0,75 és 1,75 g L
tartoméanyba esnek (2.19. 4bra). A j6l szaporodo, vagyis 2 g L™ biomasszat termeld torzsek
szama 10. Az eukariota talajalgak 1 és 3 g L™ kozotti legnagyobb biomasszat képesek termelni,
ami a teljes MACC-re jellemzd érték. A 3 g L'1-nél nagyobb biomasszat termeld eukariota
talajalgdk szama 57. A cianobaktériumok napi szarazanyag termelése 50-150 mg L nap™, mig
az eukariota talajalgaké a 100-225 mg L nap™, ami kicsit nagyobb, mint a teljes MACC-re
jellemzo érték (2.20. abra).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a teljes MACC-hez viszonyitva a talajalgdk kdzott tobb a
Chlamydomonas és a nitrogénkoto torzs. A cianobaktériumok a BG-11 tapoldatot, az eukariota
talajalgak pedig a Tamiya tdpoldatot részesitik elényben a tobbi tapoldattal szemben. A talajban
€16 eukariota algak kicsit gyorsabban szaporodnak és nagyobb végsd biomasszat termelnek,
mint a vizi eukariota algak. A teljes MACC-t figyelembe véve a cianobaktérium torzsek
lassabban szaporodnak ¢és kisebb végsé biomasszat termelnek, mint az eukariota algak.
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2.16. abra: Az MACC talajbdl izolalt cianobaktérium térzseinek nemzetségek szerinti
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2.17. abra: Az MACC talajbdl izolalt zoldalga torzseinek 90%-at addo nemzetségekben
eléforduld torzsek szama.
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2.18. abra: Négy kivalasztott tapoldatban a legnagyobb biomasszat elért MACC talajalga
torzsek aranya.
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2.19. abra: Az MACC legnagyobb biomasszat termeld talajalga torzseinek a szama a
biomassza fliggvényében.
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2.20. abra: Az MACC talajalga torzseinek a megoszlasa az atlagos napi szarazanyag-termelés
fliggvényében.

2.3.4. Az MACC helye és jelentésége az europai algagyiijtemények kozott

Az MACC létrehozasakor egy francia gyogyszerkutato céggel (Thallia Pharmaceuticals S.A.,
Ecully, Franciaorszag) €s egy német mezOgazdasagi kutatdintézettel (IGV — Institut fiir
Getreideverarbeitung GmbH, Nuthetal, Németorszag) alltunk kapcsolatban. Kérésiik az volt,
hogy a gydgyszeripar és a mezOgazdasdg szamdra varhatéan értékes torzsekbdl allo
gyljteményt hozzunk létre. A természetben szélsOséges koriilmények kozott és szamos mas
mikroszervezettel egyiitt €10 talajalgak izolalasat valasztottuk abban a reményben, hogy ezek
tobb antimikrobialis anyagot termelnek, mint az édesvizi mikroalgdk. Az MACC Gsszesen 587
talajalga torzset tartalmaz, ebbdl 390 sajat izolalasu brazil és magyar térzs, tovabbi 197 pedig
mas gyljteményekbdl beszerzett. Az MACC Europa tizenharmadik legnagyobb gytijteménye
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(2.21. abra) és harmadik legnagyobb talajalga gyijteménye az ASIB (Innsbruck) és a BCAC
(Ufa) mogott.

Az MACC-ben a cianobaktérium torzsek szama (280) és aranya (29%) meghaladja az
europai gyljteményekben 1évé cianobaktériumok ardnyat annak ellenére, hogy a brazil
talajmintakbol torténd izoldlaskor nem forditottunk kellé figyelmet a cianobaktériumok
izolalasara. Az eurdpai gyljteményekben atlagosan 23% a cianobaktériumok aranya, az
Eurépan kiviiliekben pedig 15%. A cianobaktériumok nem csupédn toxinokat, hanem mas
biologiailag aktiv mésodlagos anyagcsere termékeket is termelnek, amelyek hasznositési
lehetdségeire egyre tobben hivjak fel a figyelmet (Dixit & Suseela 2013, Mukherjee et al. 2013,
Tan 2010, Tantawy 2011, stb.). Az MACC nem publikalt gylijtemény. Célunk nem torzsek
eladasa, hanem hazai és nemzetkozi kutatasi projektekben valo részvétel. Egyedi kutatasi
témainkban valo részvételre és kétévente szervezett tudomdanyos iiléseinken a részvételre
novekvo hazai és nemzetkozi igény van.

Torzsek szama

QO PO PO QPSS @D
& & §\ %vo §\ ¥ O?o O@* Oov dp 2 &
s O o ¥ s ¥ N
O (OO Q;C’ e\AV\ S
Algagyijtemény

2.21. abra: Eurdpa legnagyobb mikroalga gylijteményei.

2.3.5. MACC-torzsek a kutatasban — muilt, jelen és jovo

Kezdeti idoszak, a mult

Az MACC létrehozasat 1990-ben kezdtiik meg a mikroalgak novényi hormontermelésének és
novénypatogének elleni hatasanak a tesztelésére. Az elsd két kisérleti évet kovetden a
Brandenburgi tartomany tdmogatasaval ezen a téman négy éven at dolgoztunk egyiitt az IGV —
Institute fiir Getreideverarbeitung GmbH (Nuthetal, Németorszag) kutatdintézettel. Az MACC
célszeri és gyors fejlesztését jelentette egy francia (Thallia Pharmaceuticals) céggel valod
egylittmikodéstink 1995 és 1997 kozott. A francia cég gyogyszer alapanyagot keresett, mi
pedig ezzel parhuzamosan a torzsek alkalmassagat vizsgaltuk mezdégazdasagi célokra. Dél-
afrikai bilateralis egyiittmiilkodést a Research Centre for Plant Growth and Development,
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University of KwaZulu-Natal (Pietermaritzburg) egyik kutatdé kozpontjanak igazgatojaval
2001-ben kezdtiink a mikroalgdk ndvényi hormontermelésének a kutatdsira. A kovetkezd
évben a cseh Laboratory of Growth Regulators, Faculty of Science, Palacky University
(Olomouc) is bekapcsolodott az egyiittmiikodésbe novényi hormonelemzésekre tokéletesen
felszerelt laborjaival. A Lausitz University of Applied Sciences (Senftenberg, Németorszag)
megbizasabol 2010-11-ben gyors szaporodasu és nagy lipidtermeld Chlorella és Scenedesmus
torzseket kerestiink az MACC torzsei kozott. Korabbi norvég kutatd partneriink meghivasara
2009 és 2012 kozott egy EU-FP7 projektben vettlink részt egyebek kozott a stuttgarti
Fraunhofer Institute for Interfacial Engineering and Biotechnology IGB (Németorszag)
kozremiikodésével. A téma kaposzta gyokérlégy ellen hatasos mikroalgak kutatasa volt.
Ertekezésem utolso fejezete ennek a projektnek az eredményeit mutatja be.

Magyar partnerek koziil a Phylaxia Pharma Zrt. (Budapest) koordinalasaval egy GAK
projektben vettiink részt 2004 és 2006 kozott. Feladatunk tobbszordsen telitetlen zsirsavakat
termeld mikroalgak kutatasa volt. Ehhez kapcsolodott 2007-ben egy megbizasos feladatunk,
ami mikroalgak biohajtéanyag (biodizel) termelésének a kutatdsa volt, elsGsorban torzsek
kivalasztasa és laboratoriumi tenyésztése a lipidtermelés maximalizalasara. Jedlik Anyos
program keretében 2005 és 2008 kozott paprika gombabetegségek ellen hatasos algat kerestiink
az MACC-ben. NoOvényvédé kollégaink az 1990-es évek elejétdl tobb-kevesebb
folyamatossaggal tesztelik az MACC torzsek hatasat novénypatogénekre. Novénytermesztd
kollégaink 2008-tol vizsgaljdk a névényi ndvekedés és serkentés befolydsolasara alkalmas
mikroalgainkat cukorrépa, burgonya, repce és paprika novényeken.

Folyamatban [évo projektek, a jelen
Nemzetkozi egyiittmiikodéssel egy EU-FP7 projektben (FP7/2007-2013-31554: ,,ProEcoWine
— Development of a Process to Generate a Novel Plant Protection Product Enriched with
Micronutrients to Replace Copper in Organic Farming”) vizsgaljuk a réz kivaltasanak a
lehet6ségét szolbiltetvényekben mikroalgakkal. Feladatunk a Botrytis cinerea és a Plasmopara
viticola ellen hatasos mikroalgak kutatasa. A célra mar a kutatas kezdetén 3-3 MACC-t6rzsiink
volt a korabbi teszt eredmények alapjan. A projekt 2014 végén, reményeink szerint sikeresen
fejez6dik be. Egy amerikai-indiai cég 2013 végén érdekl6dott kutatasi eredményeink irant. A
targyalasok folyamatban vannak. Dél-afrikai és cseh partnereinkkel, most mar anyagi
tamogatas nélkiil, de tovabbra is egyiitt dolgozunk a mikroalgdk névényi hormontermelése
kutatési téman.

Hazai palyazati tamogatast egy TAMOP projekt (TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-
0003: ,,Mikroalga biotechnolédgia a fenntarthaté mezogazdasagban’) keretében a Martonvasari
Kutatointézettel nyertiink a mikroalga biotechnolégia tudoményos tamogatadsara molekularis
bioldgiai modszerekkel, egyebek kozott az MACC molekularis taxondmiai jellemzésére. Egy
GOP palyazat (GOP-1.1.1-11-2012-0157: ,,Magas lipidtartalmt szuszpenzidkbdl szerves
anyag kinyerése ¢és iparszeri hasznositasa”) keretében magas lipidtartalmua algdk kutatésa,
termelése €s sziiretelése a feladatunk. PhD-hallgatoink koziil ketten kutatjdk mikroalgak hatasat
repcére €s napraforgora, harman pedig az MACC-torzsek molekularis taxondémiai vizsgalatat
végzik.
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Tervek, jovokep

F6 célunk a gylijtemény fenntartdsa és minimalis bovitése talajvirdgzasokbol izolalt
cianobaktériumokkal és a torzsek allandéan megujulé tudomanyos nevének (rendszertani
helyének) folyamatos kovetése alkalmas mikroszkopos és molekularis bioldgiai modszerekkel.
A torzsfenntartasnal a krioprezervaciora csupan akkor tériink at, ha mar jol bevalt szabvany
eljarasok allnak rendelkezésre a teljes gylijtemény fenntartdsara. Az elmult két évtizedben az
MACC-t nem csupan ismertté tettiik, hanem sikeriilt hasznositasat a kutatasban és fejlesztésben
magyar, eurdpai és vilagszinten egyarant elérniink. A gylijtemény fenntartasanak koltségeit a
jovoben is hasonlé mddon, tamogatott konzorciumi kutatasokkal szeretnénk megoldani. A két
évtizedes alkalmazott kutatas eredményei beértek a gyakorlati alkalmazasra. Szeretnénk, ha a
K+F+I lanc végén a ndvénytermesztés és a novényvédelem ténylegesen hasznositanid az
eredményeket.

2.4. Uj tudomanyos eredmények

Létrehoztuk a Mosonmagyarovari Algagyljteményt (MACC), ami Eurdpa 13. legnagyobb, a
talajalgakat tekintve pedig a 3. legnagyobb mikroalga gylijteménye. Az MACC 970 t6rzsbol
ezen beliil 588 talajalgabol all. A sajat izolalasti 307 brazil és a 78 magyar talajalga torzs koziil
50 cianobaktérium és 385 eukaridta alga. Megkezdtiik a torzsek rendszertani besoroldsanak a
pontositasat molekularis bioldgiai modszerekkel. A gylijtemény felét (509 torzs) a mikroalga
biotechnologia szamara fontos 6 nemzetség adja: a cianobaktériumok koziil az Anabaena (82)
¢s Nostoc (57), a zoldalgak koziil pedig a Chlorella (122), Scenedesmus (106), Chlorococcum
(72) ¢és Chlamydomonas (70) torzsek. Jellemeztik az MACC torzsek szaporodasat.
Megallapitottuk, hogy a cianobaktériumok 60%-a BG-11, 20%-a a Zehnder-8 és 10%-a a
Tamiya tapoldatban szaporithat6. Az eukariota mikroalgak 60%-a a Tamiya, 15-15%-a pedig a
Bristol és BG-11 tapoldatban szaporodik a legjobban. A Tamiya tapoldatban szaporodd
cianobaktériumok és eukariota algak napi szarazanyag termelése hasonlo (0,17-0,18 g L™ nap-
1) és 1ényegesen nagyobb, mint a masik harom tapoldat barmelyikében szaporodé torzseké (0,1-
0,12 g L nap™). A maximalisan elérheté biomassza a cianobaktériumoknal kisebb (0,75-1,75
g L) mint az eukariota algaknal (1-3 g LY.

A gylijtemény mikroalga torzseit az elmult 20 évben szdmos hazai és nemzetkdzi projekt
c€ljaira hasznaltuk a mikroalgak névényi hormontermelésének, antimikrobialis hatasanak és
illékony szerves vegylileteinek a tanulmanyozasara a mezdgazdasagi hasznositast szem eldtt
tartva, mig a mikroalgak lipidtermelését megujul6 energiaforrasként tanulmanyoztuk.
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3. Mikroalgak novényi hormontermelése
3.1. Irodalmi attekintés
3.1.1. A névényi hormonok szerepe a magasabbrendii névényekben

A ndvényi hormonok természetes eredetli szerves anyagok olyan csoportja, amely kis
koncentracioban befolyasolja a ndvények életfolyamatait (Davies 2004a). Hatasuk alapvetéen
a jelenlévé hormonoktol és koncentracidjuktol, valamint a ndvényi szovet fogékonysagatol
meg, a ndvény érzékenységét pedig a receptorok és a jelatviteli lanc tagjainak a jelenléte
(Davies 2004b). A gyorsan novekvé novények sokkal érzékenyebbek a stressz hatasokra, mint
a lassan novekvo novények. Ez a megallapitas vezetett a ,,novényi dilemma” elmélethez,
miszerint a névényeknek donteniiik kell, hogy csekély megtermelt energiajukat novekedésre,
vagy stressz valaszra forditjak (Herms & Mattson 1992).

A ndvényi sejtben a sejtosztodast és differencialodast ndvényi hormonok befolyasoljak
(De Veylder et al. 2007). A sejtcikluson a sejt belépését értjiik a négyszakaszos sejtciklusba:
els6 novekedési szakasz (G1), DNS szintézis (S), masodik novekedési szakasz (Gz) €s mitdzis
(M), de a sejt kilépését a sejtciklusbol is ide értjiik (De Veylder et al. 2007). A sejtciklus
szabalyozasa er0sen konzervativ minden eukariota sejtben, az atmenetet ciklin-fliggd kinazok
szabalyozzédk (Del Pozo et al. 2005). Az auxinok és citokininek szabalyozzédk néhany
sejtciklushoz kapcsolddd gén transzkripcidjat, egymashoz viszonyitott aranyuk pedig a
sejtosztddas indukcigjat (Del Pozo et al. 2005, Perrot-Rechenmann 2010). Novényi hormonok
befolyasoljak a sejtciklus lefolyasat is. Az auxinok példaul tobbféle modon hatnak a
sejtciklusra, befolyasoljak mind a transzkripcidés mind a poszt-transzKripciods szabalyozast és a
fehérje szintézist is (Perrot-Rechenmann 2010). A citokininek a G1/S és G2/S atmeneteket
befolyésoljak (Del Pozo et al. 2005).

A ndvényi hormonok koordinaljak a magasabbrendli novényekben a ndvény valaszat a
kornyezeti valtozdsokra. A ndvényekben a ndvényi hormonok €s nem-hormonalis jelek
tobbtényezds, egységes rendszere alakult ki a folyamatosan valtozo kornyezeti feltételekre
torténd gyors valaszadasra (Chico et al. 2008). Ezeket a valaszokat onszabalyoz6 negativ
visszacsatolasos rendszerek vagy mas novényi hormonokkal valé kolcsonhatdsok (additiv,
szinergista vagy antagonista) szabalyozzak. Mindez a novény talélési esélyének a novelésére
torténik. Egyensuly kell legyen a novény optimalis novekedése, a specifikus fejlédési
folyamatok és/vagy a védekez6 folyamatok serkentése kozott (Chico et al. 2008, Lyons et al.
2013). Kiilonb6z6 hormonkombinéciok befolyasoljak azt, hogy a ndvény a fotoszintézis révén
megkOtott energiat és megtermelt biomasszat névekedésre vagy védekezésre forditja (Lyons et
al. 2013). A gibberellinek és az auxinok példaul szinergista médon hatnak egymasra, az auxinok
pozitivan befolyasoljak a gibberellin szintet. Antagonista hatas van a gibberellinek és az ABA,
valamint a gibberellinek és a citokininek kozott (Weiss & Ori 2007, Yamaguchi 2008). A
brasszinoszteroidok szinergistai az auxinoknak ¢és kolcsonhatasban allnak az ABA-val, tovabba
additiv hatasuak a gibberellinekkel és novelik az etilén termelést (Bajguz & Hayat 2009).
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Minthogy a mikroalgak is osztddnak, valaszolnak a kornyezet jeleire és védekezniiik
kell a szamukra patogén mikroszervezetekkel szemben feltételezhetjiik, hogy a sejtosztddas
szabalyozasaban és a kornyezeti valtozasoknal a valaszadéasban is novényi hormonoknak lehet
koordinal6 szerepe.

3.1.2. Novényi hormonok a mikroalgikban

A ndvényi hormonok altaldnosan elterjedtek és létfontossagiiak a magasabbrendii novények
novekedésének és fejlodésének a szabalyozasaban, valamint a kornyezeti stressz hatdsokra
adott valaszban. A mikroalgdknak is van szamos élettani valasza a kornyezeti hatdsokra,
amelyek szintén biokémiai szabalyozas ala esnek (Bradley 1991). Evans és Trewavas (1991)
Ovatossagra int a mikroalgdk névényi hormontermeld képességével kapcsolatban, mondvan
nem axénikus tenyészetekben az egyiitt €16 mikroszervezetek is felelések lehetnek a kimutatott
hormonokért, vagy a hormonszert hatasért. Jollehet a novényi hormonok jelenlétének és
szerepének kutatdsa messze elmarad a magasabbrendii ndvényekétol, egyre tobb bizonyiték van
arra, hogy a mikroalgdkban is megtalalhatok (Tarakhovskaya et al. 2007). A ndvényi
novekedésszabalyozo anyagok kutatdsa algdkban két {6 irdnyban halad: (1) jelenlétiik
meghatarozasa biotesztekkel és miiszeres analitikai modszerekkel, és (2) algak ¢€lettani valasza
az exogeén novényi hormon adagoléasra (Provasoli & Carlucci 1974). Utobbi megkozelités az
1960-as évekre volt jellemz0d, amikor korlatozottak voltak a miiszeres mérés lehetdségei, de
manapsag ismét elétérbe keriilt a hormonhatas igazolasara.

Auxinok

Mikroalgak endogén auxinjair6l vannak korabbi kozlemények. Szabad IAA-t kimutattak
példaul hét Chlorella torzs stacioner szaporodasi szakaszban 1évé tenyészetébdl. Emellett
kisebb koncentracioban, de eléfordult az IAM is, mint egyetlen indol konjugatum (Jiraskova et
al. 2009). Az exogén auxin befolydsolta a mikroalgdk szaporodasat. Az IAA kezelés
csokkentette a Chlorella pyrenoidosa sejtciklusanak befejezéséhez sziikséges id6t (Vance
1987) és serkentette a Scenedesmus obliquus tenyészetek novekedését (Prasad 1982). Tobb
auxinrol és auxinokkal rokon vegyiiletrél megéllapitottdk, hogy 10°-10* M koncentracioban
serkentd hatassal van Chlorella fajok szaporodasara és egyes anyagcsere termékeinek a
mennyiségére (Tate et al. 2013).

Citokininek

Néhany kozlemény szol arrdl, hogy a tenyészethez adagolt citokininek novelték a Scenedesmus
quadricauda sejtszamat (Burkiewicz 1987). Chlorella vulgaris axénikus tenyészete citokinin
kezelésre koncentraciotol fliiggd modon valaszolt. Optimalis koncentracioban adagolva novelte
a sejtszamot, az RNS tartalmat, a specifikus fehérjéket és polipeptideket, a glutaminsav
dehidrogenaz aktivitasanak a befolyasoldsaval javitotta a nitrogén anyagcserét, novelte a
fotoszintetikus szinanyagok (klorofill és karotinoidok) koncentraciojat és a glikolsav tartalmat.
Folyamatos sotétben tartott tenyészetekben csokkent a sejtnovekedés, kisebb lett az RNS
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tartalom, a fehérjék, a polipeptidek, a fotoszintetikus szinanyagok ¢€s a glikolsav mennyisége €s
csokkent a glikolsav dehidrogendz aktivitasa is. Citokinin adagolassal részben ellensulyozni
lehetett a fény hidnyat (Piotrowska & Czerpak 2009).

Gibberellinek
Korabbi kozlemények nem allnak rendelkezésre mikroalgdkbol kimutatott gibberellinekrol.
Csupan egy kozlemény késziilt mikroalgak gibberellines kezelésének élettani hatasarol, ahol a
GS3 ¢és kisebb mértékben a GSg segitette a sejtosztodast €s a szarazanyag felhalmozodast a
Chlorella vulgaris, Scenedesmus quaricauda és a Dictyosphaerium pulchellum zéldalgakban
(Burkiewicz 1987).

Néhany kozlemény megjelent viszont a GS3 el6fordulasarol tobb tengeri Ulva fajban
(U. fasciata, U. lactuca, U. taeniata, U. reticulata és U. linza; Gupta et al. 2011) tovabba a
Kappaphycus alvarezi és Gracilaria edulis tengeri algakban. A Sargassum tenerrimum-ban
GSg-et talaltak (Prasad et al. 2010). Stirk és munkatarsai (2014a) 18 gibberellint mutattak ki az
Ecklonia maxima tengeri algaban.

Abszcizinsav

Az elso kutatasi eredmény a mikroalgdk ABA tartalmardl Hirsch és munkatarsainak (1989) a
nevéhez flizodik. Hatvannégy algafaj vizsgalataval megallapitottak, hogy az ABA eléfordulasa
valoszintlileg altalanos a mikroalgdkban. Néhany algaban stressz hatasara ABA felhalmozodast
is megfigyeltek. Az ABA a magasabbrendii ndvényekben is elsdsorban stresszhormonként
mikodik. Szamos folyamatban vesz részt, ami megvédi a novényt az abiotikus stressztol. A
sejtben 1évé ABA megndvekedett koncentracidjardl szamoltak be példaul a Draparnaldia
mutabilis-ban sostressz hatasara (Tietz et al. 1989). Ugyancsak a sostressz miatt novekedett az
ABA a Dunaliella zoldalga (Cowan & Rose 1991) és a Trichormus variabilis cianobaktérium
(Zahradnickova et al. 1991) tenyészetében. Az ABA kezelés csokkentette a Scenedesmus
acutus fogékonysagat a Phlyctidium scenedesmi patogén fert6zéssel szemben (Pouneva 2006)
¢s sotresszre novelte a Chlamydomonas reinhardtii antioxidans hatasat (Yoshida et al. 2004).

Brasszinoszteroidok

Mikroalgdk brasszinoszteroidjair6l csupan egyetlen kozlemény talalhatdo az irodalomban,
amelyben hét kiilonb6z6 Cag brasszinoszteroidot mutattak ki (TE, TY, 6-deoxoTE, 6-deoxoTY,
6-deoxoCS, CS és BL) Chlorella vulgaris zoldalgabol (Bajguz 2009). A kimutatott vegyiiletek
a korai és késoi C6-oxidacios ut koztes termékei. A BL, CS és homoCS kezelés serkentette a
Chlorella vulgaris novekedését (ndvelte sejtszamat), valamint novelte DNS, RNS és fehérje
tartalmat (Bajguz 2000). A kezelések ellensulyoztak a nehézfém stressz hatasat gatolva a
nehézfém felhalmozodasat és csokkentve a klorofill, fehérje és monoszacharid vesztést (Bajguz
2011).

A makroalgdk brasszinoszteroidjairdl is minddssze két kozlemény késziilt. Két Cog
brasszinoszteroidot (24-epiCS és 28-HomoCS) izolaltak a Hydrodictyon reticulatum (Yokota
et al. 1987) édesvizi zoldalgabol. Hasonld mennyiségben talaltak BL-t és CS-t az Ecklonia
maxima tengeri alga ,,szaraban” és ,levelében” (Stirk et al. 2014a).
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3.1.3. Tengeri algakivonatok alkalmazasa a mezégazdasagban

Az els6 folyékony tengeri algakivonatot mezdgazdasagi célokra az 1940-es évek végén
fejlesztették ki és Maxicrop néven forgalmaztak (Craigie 2011). Manapsag szdmos folyékony
vagy por alaku tengeri alga készitmény létezik, amelyek tobbnyire barnamoszatokbol késziilnek
¢s novényi biostimulansként kaphatok (Khan et al. 2009). A tengeri algakivonatokra tobbféle
valaszt adnak a kezelt novények, novekszik a gydkerik és hajtasuk, novekszik a
tapanyagfelvételiik, megnovekszik a virag- és terméskotddésiik, ami nagyobb terméshez vezet,
eltolodik az oregedésiik és hosszabb ideig lesznek eltarthatok a gyiimolesok (Crouch & van
Staden 1994, Khan et al. 2009, Metting et al. 1990). A kezelt novények jobban ellenallnak a
rovarok ¢és patogének tdmadasanak, egyes abiotikus stressz hatdsoknak, igy a szdrazsagnak ¢és
a fagynak (Craigie 2011, Crouch & van Staden 1994, Khan et al. 2009, Metting et al. 1990). A
tengeri algakivonatokat, akar talaj, akar levélkezelésre hasznaljak, olyan kis koncentracioban
¢s mennyiségben juttatjak ki, hogy a kedvezd hatdsok nem magyarazhatok a kivonatban 1évo
makro- és mikroelemekkel (Craigie 2011, Crouch & van Staden 1994). Ellenkezéleg, névényi
hormonok és mas elicitor molekulak, példaul poliszacharidok lehetnek az aktiv anyagok, hiszen
ezek képesek alacsony koncentracioban is €lettani valaszokat kivaltani (Craigie 2011, Crouch
& van Staden 1994, Khan et al. 2009).

A kezelésekre adott €lettani valaszok széles skalajat tekintve nagyon valdszinii, hogy
szamos aktiv vegyiilet talalhato a tengeri kivonatokban (Crouch & van Staden 1994). Dél-
Afrikdban az Ecklonia maxima tengeri algakivonat, a Kelpak tobbféle citokinint tartalmaz
(szabad bazisokat, O-gliikozid szarmazékokat és aromas citokinineket), auxinokat (IAA, négy
aminosav konjugatumot és harom egyéb konjugatumot; Stirk et al. 2004), 18 gibberellint, ABA-
t nagyon csekély koncentracioban, két brasszinoszteroidot (BL és BC; Stirk et al. 2014a) és
poliaminokat (putreszcin ¢€s spermidin; Papenfus et al. 2012). Az etilén prekurzor 1-
aminociklopropan-karboxilsavat ugyancsak kimutattak a Kelpakban (Nelson & van Staden
1985). Feltételezhetd, hogy a Kelpakbol kimutatott sokféle természetes ndvényi hormon kiilon-
kiilon, vagy egyiittesen hozzdjarul a Kelpak altal kivaltott kedvezd élettani valaszok
kialakulasahoz.

3.1.4. Célkitiizések

A mikroalgdk ndvényi hormonjainak az ismerete alapkutatisi €s gyakorlati szempontbol
egyarant fontos. Tenyészetben serkenthetjiik a mikroalgdk szaporodasat és javithatjuk
valaszukat a kiilsé tényezokre. Mikroalgak tomegtermesztésekor elérhetjiik, hogy sziireteléskor
az értékes anyagok, példaul a ndvényi hormonok koncentracidja és azok biologiai hatdsa nagy
legyen és ezzel alkalmasabbak legyenek mezdgazdasagi célokra, novénykezelésekre. Ennek
érdekében a részletesebb célkitlizéseink az alabbiak voltak:
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- clanobaktériumok ¢és eukaridta algdk biotesztelése a ndvényi hormonszerli (auxin és
citokinin) hatast mutat6 fajok/torzsek kivalasztasara tovabbi vizsgalatokhoz;

- a kivalasztott mikroalgdkban 1évé hormonok mindségi és mennyiségi kimutatdsa
miiszeres analitikai modszerekkel;

- asejtciklus és a novényi hormonok kozotti kapcesolat tanulmanyozasa és megismerése
mikroalgdkban.

3.2. Anyag és modszer

A bemutatott mddszerek részint a névényi hormonszerii (mindségi) hatas kimutatasara szolgalod
bioteszteket, részint a ndvényi hormonok mennyiségi mérésére alkalmas miiszeres analitikai
modszereket foglaljak magukban. A vizsgalt mikroalga mintdkra vonatkozd tenyésztési
koriilményeket az egyes eredményeket bemutato részfejezetek tartalmazzak.

3.2.1. Biotesztek

A cianobaktérium és eukariota alga torzsek citokininszerd hatasanak a kimutatasara az uborka
sziklevél megnyulasi tesztet hasznaltuk (Zhao et al. 1992). Az auxinszerd hatast az uborka
sziklevél gyokérfejlodési teszttel értékeltiik (Zhao és mtsai, 1992), amit kiegészitettiink a
mungobab adventiv gyokérfejlédési teszttel (Crouch & van Staden 1991, Hess 1961).

Uborka sziklevél megnyulasi teszt citokininek kimutatasara

Felszinileg sterilezett uborka (Cucumis sativus L.) magokat csirdztattunk 7 g L agarral
megszilarditott Knop-taptalajon (Knop 1865) sotétben 5 napig, 2542 °C-on. A magokat
méretiik szerint osztalyoztuk annak érdekében, hogy azok eltéré mérete ne fedje el a kezelések
hatasat. A fagyasztva szaritott mikroalga mintakat desztillalt vizben szuszpendaltuk (10 g Lt
szarazanyag) €s ultrahangos roncsoldval a sejteket feltartuk. A szuszpenziot desztillalt vizzel
otszorosére higitottuk (2 g L7 szaraz anyag) és 6 cm atmérdjii Petri csészékbe helyezett
sztirépapirra ontottiik (3 cm®). A szikleveleket zold fényen izolaltuk, ezzel kivédtik a
proplasztiszok érésének indukcidjat. Az Otnapos csiranovényekrél 10-10 db sziklevelet
helyeztiink a Petri csészékbe, ligyelve arra, hogy ne maradjon mezokotil darab rajtuk, ami
csokkenti a citokininszeri hatas kimutatasanak a pontossagat. A szikleveleket 3 napig sotétben,
2542 °C-on inkubaltuk, majd ezt kovetéen mértiik a sziklevelek friss tomegét. Eltérd
koncentracioju kinetin (KIN) desztillalt vizes oldatait (0,1; 0,3; 0,5; 1; 3; 5; 10 mg L7
hasznaltuk kalibracids gorbe készitésére. Kontrollként desztillalt vizet hasznaltunk. A biotesztet
4 ismétlésben végeztiik és 3 kiillonb6z6 idépontban megismételtiik. Az adatokat statisztikailag
értékeltiik (Microsoft Excel 2010). A mintakban a citokininszer(i hatast a kalibracios sor alapjan
kinetin koncentracioban adtuk meg.
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Uborka sziklevél gyokerfejlodesi teszt auxinok kimutatasara

Felszinileg sterilezett uborka (Cucumis sativus L.) magokat csiraztattunk 7 g L agarral
megszilarditott Knop-taptalajon (Knop 1865) sotétben 5 napig, 25+2 °C-on. A magokat
méretiik szerint osztalyoztuk annak érdekében, hogy azok eltéré mérete ne fedje el a kezelések
hatasat. A fagyasztva szaritott mikroalga mintakat desztillalt vizben szuszpendaltuk (10 g Lt
szarazanyag) €s ultrahangos roncsoloval a sejteket feltartuk. A szuszpenziot desztillalt vizzel
otszorosére higitottuk (2 g L szarazanyag) és 6 cm atmérdji Petri csészékbe helyezett
sztirépapirra ontdttiik (3 cm®). A szikleveleket zold fényen izolaltuk, ezzel kivédtik a
proplasztiszok érésének indukcidjat. Az Gtnapos csirandovényekrdl 10-10 db, a szik alatti 1 mm-
es szarrészt hordozo sziklevelet Petri csészékbe helyeztiink zo6ld fényii megvilagitas mellett. A
szikleveleket 5 napig sotétben, 25+2 °C-on inkubaltuk, majd megszamoltuk a képzodott
gyokerek szamat. Eltér6é koncentracioju indol-3-vajsav (IBA) desztillalt vizes oldatait (0,1; 0,3;
0,5; 1; 3; 5; 10 mg L) hasznaltuk kalibracios gorbe készitésére. Kontrollként desztillalt vizet
hasznaltunk. A biotesztet 4 ismétlésben végeztiik és 3 kiilonboz6 idépontban megismételtiik.
Az adatokat statisztikailag értékeltiik (Microsoft Excel 2010). A mintakban az auxinszeri hatast
a kalibracios sor alapjan IBA koncentracioban adtuk meg.

Az MACC mikroalga mintak vizsgalata a kovetkez6 két bioteszttel a University of KwaZulu-
Natal Novényi Novekedést és Fejlodést Vizsgald Kutaté Kézpontjaban, Pietermaritzburgban,
Dél-Afrikaban tortént kozos kutatéasi egylittmiikodés keretében.

Mungobab auxin bioteszt

A mungodbab biotesztet Crouch & van Staden (1991) és Hess (1961) altal leirt modszerrel
végeztiikk. A mungobab (Vigna mungo L.) magok felszinét 3,5% NaOC]I oldatba meritéssel 20
percig sterileztiik, csapvizzel alaposan leoblitettiik és 6 Oran at csapvizben aztattuk. Ezt
kovetden a magokat nedves perlitbe iiltettiik €s tenyésztd szobaban 2641 °C-on, 160 pmol foton
m2 s fényintenzitdson és 16:8 ora fény:sotét megvilagitds mellett csiraztattuk. Tiz nap
elteltével 12 cm-es, két lombleveles, sziklevelek nélkiili hipokotilokat vagtunk az egyforma
novényekbdl és ezeket hasznaltuk a biotesztekhez.

A mikroalga mintékat (1 g liofilezett minta) 100 cm® 80%-0s EtOH-val 24 6ran 4t 10
°C-on extrahaltuk, majd rovid ideig ultrahanggal kezeltiik és sziirtiik, majd ismét extrahaltuk
100 cm® 80%-0s EtOH-val és sziirtik Whatman No.l sziirépapiron. A két kivonatot
dsszedntottiik, vakuumban beparoltuk és 100 cm® 0,1 M foszfat pufferben (pH=8,0) oldottuk.
A kivonathoz 100 cm? etilacetatot adtunk és sszerazas utan a két fazist szétvalasztottuk. Ezt
még kétszer megismételtiik. A 3 x 100 cm? etilacetatos kivonatot dsszedntottiik egy kozos
mintava. A foszfat pufferes vizes fazis pH-jat 0,1 M HCI hozzdadaséaval 3,0-ra allitottuk be. A
3,0-as pH-ju foszfat pufferes vizes fazishoz 100 cm? etilacetatot adtunk és 6sszerazas utan a két
fazist szétvalasztottuk. A 3,0-as pH-ju foszfat pufferes vizes fazishoz még kétszer adtunk
etilacetatot és vélasztottuk szét a két fazist. A 3 x 100 cm? etilacetatos kivonatot dsszedntottitk
egy kozos mintava. Az extrakcid végén harom kivonatot nyertiink:

- apH= 8,0 foszfat pufferes vizes fazis harom etilacetatos kivonatabol egyesitett kivonat

(300 cm®), ami a semleges indol vegyiileteket tartalmazza;
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- apH=3,0 foszfat pufferes vizes fazis hadrom etilacetatos kivonatabdl egyesitett kivonat
(300 cm?), ami a savas indol vegyiileteket tartalmazza;
- az etilacetatos extrakciok utdn visszamaradt foszfat pufferes vizes fazis (100 cm?®), ami
az amfoter vegylileteket tartalmazza.
A harom kivonatot vikuumban beparoltuk és a maradékot egyenként 50 cm? desztillalt vizben
oldottuk. A mungdbab biotesztekhez az igy elkésziilt harom kivonatbol a kovetkezd kezeléseket
készitettiik: (1) 15 cm?® kivonat (100%); (2) 7,5 cm? kivonat + 7,5 cm? desztillalt viz (50%); (3)
2,5 cm?® kivonat + 12,5 cm? desztillalt viz (17%). Osszehasonlitd kalibracids gorbét IBA 107'-
A fentiek szerint elkészitett tesztoldatokbol 15 cm3-t két-két tesztcsdbe toltottiink (2 cm
atmérdjii és 50 cm>-es iivegesovek). Csovenként 5 darab leveles mungodbab hipokotil-darabot
helyeztiink minden tesztcsébe (n=10) és 6 dran at benne hagytuk 26+1 °C-on, 160 pmol foton
m s fényintenzitdson. Hat ora elteltével a leveles hipokotil darabokat csapvizzel ledblitettiik,
majd tiszta, csapvizes tesztcsovekbe tettiik. Az igy elkészitett tesztcsoveket a leveles mungobab
hipokotil darabokkal egyiitt tenyésztd szobaban 26+1 °C-on, 160 pmol foton m? s
fényintenzitdson és 16:8 ora fény:sotét megvildgitdson tartottuk. Sziikség esetén a
tesztcsOvekbe desztillalt vizet toltottiink az eredeti térfogat megdrzésére. Tiz nap elteltével
megszamoltuk a gyokerek szamat a leveles hipokotilokon. A gydkerek szamanak az atlagat és
az atlagtol valo eltérést szamitottuk ki minden kezelésnél.

Szoja kallusz bioteszt

A mikroalga mintak citokinin-szerli hatdsanak a vizsgalatara hasznaltuk a szoja kallusz
biotesztet. A mikroalga mintakat (1 g liofilezett minta) 100 cm® 80%-0s EtOH-val 24 6ran at
10 °C-on extrahaltuk, majd rovid ideig ultrahanggal kezeltiik és szlrtiik, ismét dsszeraztuk 100
cm?® 80%-0s EtOH-val, végiil sziirtiik Whatman No.1 sziirépapiron. A kivonatokat vikuum alatt
beparoltuk, a maradékot 50 cm?® 80%-0s EtOH-ban wjra szuszpendaltuk és a pH-jat 2,5-re
allitottuk be. A savas kivonatot tisztitottuk, kationcseréld gyantdn kromatografaltuk (30 g
Dowex 50W-8X), majd az oszlopot 100 cm® EtOH-val atmostuk. Ezt kévetden 100 cm® 5 N
ammonium-hidroxidot vittiink &t az oszlopon, ami levalasztotta az oszloprol a citokinineket.
Ebbdl az ammonium-hidroxidos kivonatbol valasztottuk el papirkromatografiaval (10:1: v:v:
izo-propanol:NH4OH:viz) a citokinin-frakciokat. A kromatogramokat 50 °C-on 24 oran at
szaritottuk és mértiik a bioldgiai aktivitast szoja kallusz bioteszttel Miller (1965) szerint.

A Dbiotesztekhez a kromatogramokat 10 R zoénara osztottuk, minden zonat apro
darabokra vagtunk és Erlenmeyer lombikba tettiink. Miller kdzeget (30 cm®) dntdttiink minden
lombikba 10 g L™ agarral egyiitt (Oxoid Bakterioldgiai Agar). Kontrollt és kinetin oldatos (0-
50 ng L) kezeléseket is készitettiink. A lombikokat lezartuk és autoklavoztuk. Harom darab
21-28 napos szdja kallusz darabot (kb. 1 mg friss tomeg/darab) tettiink a megszilardult agar
felszinére steril koriilmények kozott. A lombikokat alacsony fényintenzitdson 28 napig
inkubaltuk, majd mértiik a kalluszok tomegét, ami a novekedés mértékét jellemezte. A O pg L~
! kinetines kontroll kallusz tdmegét levontuk a tobbi kezelés értékeibol és ezeket a tomegeket
hasznaltuk a mintak jellemzésére. Egyiitt értékeltiik az Rf 0,1-0,4 mintakat, amelyek a gliikozid
szarmazékokat tartalmaztak, az Rf 0,5-0,7 mintakat, amelyek a Z, DHZ ¢és ezek ribozid
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szarmazékait tartalmaztdk és az Rf 0,8-1,0 mintdkat, amelyek az iP-szdrmazékokat
tartalmaztak. Az értékelést az alabbi kategoriak szerint végeztiik:
nagyon kicsi = a kallusz ndvekedés az 1 pg L™ kinetin kezelésnél kisebb;
kicsi = a kallusz névekedés az 1-10 pg L kinetin kezelésnek felel meg;
kozepes = a kallusz novekedés a 10-50 ug L kinetin kezelésnek felel meg;
nagy = a kallusz ndvekedés nagyobb, mint az 50 pg L kinetin kezelésnél, de nem éri
el annak a kétszeresét;
nagyon nagy = a kallusz ndvekedés nagyobb, mint az 50 pg L7 kinetin kezelés
kétszerese.

3.2.2. Analitikai vizsgalatok

Az MACC mikroalga mintdk hormontartalméanak az analitikai vizsgalata a Palacky University
Novekedésszabalyozd Anyagok Laboratoriumaban (Olomouc, Cseh Koztarsasag) tortént,
koz0os kutatasi egylittmiikodés keretében.

Endogén auxinok mennyiségi meghatarozasa

A mikroalgak auxin tartalmanak meghatarozasa Stirk et al. (2009) szerint tortént. Fagyasztva
tarolt és a vizsgalatok elétt kiolvasztott 15 cm® mikroalga szuszpenziobol két ismétlésben
kivonatot készitettink 50 mM hideg foszfat pufferrel (pH 7.0) és natrium-dietil-
ditiokarbamattal. Az elegyhez a kivonas ellenérzésére és a meghatirozas megerdsitésére °N
és/vagy 2Hs—vel jelzett 12-20 belsé indol standardot adtunk. Centrifugalast kovetéen a
feliiluszot 1 M HCI hozzaadasaval savasitottuk (pH 2.7) és C8-as oszlopon tisztitottuk (Bond
Elut, 500 mg; 3 ml; Varian Inc., Lake Forest, CA, USA), az indol metabolitokat 70%-os savas
metanollal elualva. A kivonatot diazometannal valo metilezés utan vakuum alatt szaritottuk,
majd a Rolcik et al. (2002) altal melatoninra leirt moédon auxin-specifikus immunaffinitas
kivonassal tartuk fel. Az indol vegyliletek mennyiségi meghatarozdsa HPLC-s elvalasztast
kovetden tandem tomegspektrometrias modszerrel tortént (Acquity, Waters, Milford, MA,

crer

nmol g mikroalga szarazanyagra szamitottuk ki.

Endogén citokininek mennyiségi meghatdrozasa

A mikroalgak citokinin tartalmanak meghatarozasa a korabbiakban mar leirt modszerekkel
tortént (Stirk et al. 2011). Fagyasztva tarolt és a vizsgalatok eldtt kiolvasztott 20 cm® mikroalga
szuszpenziobol két ismétlésben 70%-os jéghideg metanollal kivonatot készitettiink, ehhez
izoprenoid ?Hs -tel jelzett 16 citokinin keveréket adtunk belsd standardnak. A kivonatot 100 mg
SCH oszlopon (Varian Inc., Lake Forest, CA, USA) valamint citokinin monoklonalis
antitestekkel ellatott immunaffinitas kromatografias oszlopok segitségével tisztitottuk (Novak
et al. 2003). A kapott harom frakciot ,,elektrospray interface”-szel ellatott, ,,triple quadrupole”
tomegspektrométerrel (Quatro micro™ API, Waters; Milford, MA, USA) &sszekotott UPLC-
vel tovabb analizaltuk (Acquity UPLC™; Waters, Milford, MA, USA). A citokinin szint
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meghatarozasa standard izotop higitas modszerrel, Masslynx 4.1 szoftver (Waters, Milford,
MA, USA) segitségével, az eredeti kivonatban 1év0 citokinin mennyiségi meghatdrozasa a
bels6 standard alapjan tortént (Novak et al. 2008). Az egyes citokinin koncentracidkat pmol g°
! mikroalga szrazanyagban hataroztuk meg.

Endogen gibberellinek mennyiségi meghatarozadsa

A mintak gibberellin tartalmanak vizsgalatat az Urbanova et al. (2013) altal leirt modszer
alapjan, annak kismértékii valtoztatasaval végeztiik. Fagyasztva tarolt és a vizsgalatok eldtt
kiolvasztott 500 uL algaszuszpenziot 5 percig szonikaltunk, majd hozziadtunk 1 cm?® 5%
hangyasav tartalmi 80%-0s acetonitrilt valamint 19 belsé standard gibberellint ([2H2]GSs,
[?H2]GSs, [?H2]GSs, [?H2]GSs, [2H2]GSs, [*H2]GS7, [?H2]GSs, [*H2]GSe, [*H2]GSiz,
[?H2]GS1zald, [2H2]GSss, [2H2]GS1e, [2H2]GSz20, [2H2]GSz4, [2H2]GS29, [2H2]GSss, [2H2]GSu4,
[?H2]GSs1 és [2H2]GSss (OIChemIm, Olomouc, Czech Republic), majd egy éjszakara allni
hagytuk. A kivonatot 4 °C-on, 19000-es fordulaton 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot
ioncseréld tolteten (Waters, Milford, MA, USA) tovabb tisztitottuk, majd UPLC-MS/MS
(Micromass, Manchester, U.K) segitségével analizaltuk. A gibberellinek detektalasahoz
szelektiv ion-monitoring (multiple-reaction monitoring - MRM) moédot alkalmaztunk, figyelve
a prekurzor ion [M—H] megfelel6 ionna valo atalakulasat. A jelek feldolgozasa Masslynx 4.1
szoftverrel (Waters, Milford, MA, USA) tortént. A mikroalgdkban 1évé GS mennyiségi
meghatarozasara a standard izotophigitas modszerét alkalmaztuk.

Endogén abszcizinsav mennyiségi meghatdrozasa

A mintdk ABA tartalménak vizsgalatat a Tureckova et al. (2009) altal leirt modszerrel végeztiik.
Kivonaskor a mintdhoz 1 cm?® hideg metanol/viz/ecetsav 80/19/1 v/v/v aranyu elegyét adtuk,
amit 1 6ran at allni hagytunk, majd centrifugaltunk (4 °C-on, 20000-es fordulaton, 10 percig)
¢s a feliiliszot levalasztottuk. A leiilepedett mintéara Gjra extrakcios elegyet tettiink, ismét 1 6rat
allni hagytuk, centrifugaltuk, majd a kapott feliiluszokat egyesitettiik. A kivonas ellendrzésére
¢s a meghatarozas megerdsitésére 20 pmol deutériummal jelzett ABA-t {[(+)-3°,5°,5°,7,7",7-
?Hg-ABA] Prinsen et al. (1995) mddszere szerint eléallitva} adtunk a mintdkhoz. A mintakat
szilard fazisu extrakcioval tisztitottuk Oasis® HLB tdlteten (60 mg, 3 cm?, Waters, Milford,
MA, USA). A mintakat beparoltuk, majd diazometanos metilezéssel derivatizaltuk. Ezutan a
Hradecka et al. (2007) altal leirtak alapjan ABA-specifikus immunaffinitds kromatografias
modszert alkalmaztunk. Az eluenst leparoltuk és UPLC-MS/MS —el (Micromass, Manchester,
UK) vizsgaltuk. Az adatokat Masslynx 4.1 szoftverrel (Waters, Milford, MA, USA) értékeltiik,
az ABA mennyiséget standard izotophigitas modszerrel allapitottuk meg.
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Endogén brasszinoszteroidok mennyiségi meghatarozasa

A mikroalga mintdk brasszinoszteroid tartalmanak vizsgalatat a Swaczynova et al. (2007) altal
leirt modszer alapjan, annak kismértékii valtoztatasaval végeztiikk. Fagyasztva tarolt €és a
vizsgalatok eldtt kiolvasztott mikroalga szuszpenziobol 1 cm® mintat 5 percig szonikaltunk,
majd 80%-os metanol és 50 pmol [?Hg]BL, [?Hs]CS, [?Hs]24-epiBL és [2H3]24-epiCS
(OIChemIm, Olomouc, Cseh Koztarsasag) belsé standard hozzaadasat kdvetden egy éjszakat
razattuk. Centrifugalast kovetéen a mintakat poliamid SP oszlopon (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) és polimer bazisu forditott fazist oszlopon (Phenomenex, Torrance, CA, USA) tovabb
tisztitottuk, majd UPLC-MS/MS-sel (Micromass, Manchester, UK) analizaltuk. Az adatokat
Masslynx 4.1 szoftverrel (Waters, Milford, MA, USA) értékeltiik, a BR mennyiséget standard
izotophigitds maodszerrel allapitottuk meg.

3.2.3. Chlorella tenyészetek szinkronizalasa

A vizsgalatokhoz sziikséges Chlorella tenyészetek szinkronizalasanak a leirasa a 2.2.4.
alfejezetben talalhat6. A modszer 1ényege a naponta torténd higitas és a megvilagitas
hosszanak megfeleld megvalasztasa (14:10 = fény:sotét).

A kisérletnek megfeleld idopontokban a szinkron tenyészetekbdl gytlijtott mintak egy
részét Lugol oldattal fixaltuk. A fixalt mintakban mértiik a sejtszamot €s a sejtek méretét, amit
mikroszkopos vetiileti képiik nagysagaban (um?) adtunk meg. A mérésekhez Olympus BX60
mikroszkopot (Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japan) ¢s OLYMPUS Stream képelemzo
szamitogépes programot (Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Németorszag) hasznaltunk.

3.3. Eredmények
3.3.1. Mikroalgak hormonszeri hatasanak a kimutatasa biotesztekkel

Az MACC o6sszesen 553 mikroalga torzsének egyszeri algatenyészetébol a szaporodas
stacioner szakaszaban, délutan 1 ¢és 3 o6ra kozott gyijtottiink mintdkat auxinszeri és
citokininszerti hatds kimutatasara. A mintdkat centrifugaltuk, fagyasztva szaritottuk ¢&s
mélyhiitében taroltuk. A mintdkat a biotesztek eldtt desztillalt vizben szuszpendaltuk,
ultrahangos sejtroncsoloval feltartuk €s uborka sziklevél tesztekkel vizsgaltuk. Kozepesen
auxinszertinek tekintettiilk a biomassza minta hatdsat, ha az uborka sziklevél gyokérfejlodési
tesztben mért hatasa megegyezett 0,1-0,3 mg L™ IBA hatasaval, és erésnek, ha 0,3 mg L1-nél
nagyobb volt a minta hatasa. A biomassza mintak citokininszer(i hatasanak az értékelésénél az
uborka megnyulési teszt kinetinnel készitett kalibracids gorbéjét vettiik alapul az auxinszera
hatas értékelésénél emlitett koncentracidkkal. Az eredmények szerint (3.1. abra) a
cianobaktériumoknak 13%-a mutatott auxinszerli, 21%-a pedig citokininszerli hatast. Az
eukaridta torzseknél ugyanez az ardny 55% ¢és 43% volt, vagyis a torzseknek kozel a fele
mutatott legalabb gyenge hormonhatést. Erds auxinszerii hatast mutatott a cianobaktériumok
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6%-a ¢és az ecukariota algdk 16%-a. Erésen citokininszerli hatdsa volt a vizsgalt
cianobaktériumok 8%-anak és az eukaridta algak 7%-anak.

Az eldzetes vizsgalatok eredményei alapjan 3 cianobaktérium és 7 Chlorophyta torzset
valasztottunk ki a tovabbi bioteszt vizsgalatokhoz (Melléklet M3.1. tablazat). A kivalasztott
torzsekkel megismételtiik az uborka sziklevél bioteszteket. A 10 torzs vizes kivonatanak
mindegyike mutatott 0,1 és 0,3 mg L kinetinnel azonos citokinin-szerii hatast, viszont 3
torzsnél a korabbiakkal ellentétben nem talaltunk auxinszerii hatast (Stirk et al. 2002). A 10
torzset mungobab auxin bioteszttel és szoja kallusz bioteszttel is vizsgaltuk. Ezekben a
biotesztekben szerves olddszerrel késziilt kivonatokat hasznaltunk. A mungoébab tesztben
nagyon kicsi auxinszer( hatast mutatott mindegyik torzs (3.1. tablazat). A szo6ja kallusz teszttel
egyes frakcidkban nagy citokinin-szerii hatast talaltunk (3.2. tablazat). A legnagyobb hatast
egy torzs kivételével (MACC-693) az Rf 0,5-0,7 frakcidban mértiik, ami szabad bazisok (Z,
DHZ) és ribozidok jelenlétére utal. Minden torzsnél a legkisebb hatast az R 0,1-0,4 frakcio
mutatta, ami a glilkozid szarmazékok hianyat jelzi. Két zoldalga torzsnél (MACC-519 ¢és
MACC-560) volt meggy6z6en nagy az Rf 0,8-1,0 frakcio, vagyis az izopentenil-szarmazékok
jelenléte. Ez a két torzs mutatott nagy vagy nagyon nagy hatdst mindkét nagyobbik Ry

frakcioban.
OA++ OC++
.ﬁ; 6% W C+ 8%
’ 13%
@ A0 @ co
87% 79%
OA++ OC++
16% 7%
@ A0
45%
.3Ce: m co
m A+ & 57%
39%

3.1. abra: Uborka sziklevél gyokérfejlodési és megnyulési teszttel kimutatott auxinszerii (A)
¢s citokininszerti (C) hatds az MACC 232 cianobaktérium (felsd abrak) és az MACC 331

eukariota alga (als6 dbrak) torzsébél 2 g L koncentracioban.

A0, A+,++: nincs, kozepes és erds az auxinszerii hatas;

CO0, C+, C++: nincs, kdzepes €s erds a citokininszerii hatés.
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3.1. tablazat: Harom cianobaktérium ¢€s hét eukariota algatorzs auxinszerti hatdsa mungobab bioteszttel vizsgalva. Az auxinhatast a képzdodott
gyokerek szamaval jellemeztiik a torzsek biomasszajabol készitett két szerves oldoszeres (etil-acetat) és egy vizes kivonat harom higitasaban. A
kalibraciés gorbéhez IBA-at hasznaltunk kiilonb6z6 koncentraciokban. EA — pH 8: elsd etil-acetatos fazis, EA — pH 3: masodik etil-acetatos
fazis. A tablazatban az atlagokat és szoras értékeket tiintettiik fel (n = 10).

Torzsek EA-pH8 EA-pH3 Vizes kivonat

100% 50% 17% 100% 50% 17% 100% 50% 17%
Cianobaktériumok
MACC-403 Calothrix sp. 13,0+2,7 4,0£0,5 4,6+0,5 7,0£1,5 6,7+1,2 6,2+1,2 1,4£1,1 13,3£1,6 8,1£1,0
MACC-405 Calothrix sp. 6,5+0,9 7,8+1,5 4,9+0,4 4,6+0,5 4,5+0,3 4,4+0,3 2,3+1,3 10,0+1,8 7,6+2,2
MACC-302 Phormidium animale 12,5+4.6 8,5+1,1 43+1,0 9,3+2,7 7,0+£1,9 5,3+0,7 0,0+0,0 5,7+1,1 4,3+0,8
Eukariota algak
MACC-519 Chlorella sp. 7,5+1,6 45+14 9,242,6 7,0+£2,3 11,5+3,0 10,8+2,2 6,2+2,2 10,3+2,4 7,8+1,2
MACC-493 Scenedesmus quadricauda 11,0+£2,4 7,8+0,6 6,7+1,0 9,0+1,1 7,2+1,1 7,5+1,3 42423 10,74+2,7 9,3+2,1
MACC-534 Coenochloris sp. 6,8+1,1 5,2+1,0 45+1,0 5,5+0,7 6,8+1,4 6,7+1,4 0,0+0,0 6,0+1,3 10,8+2,9
MACC-560 Chlorosarcina sp. 6,8+1,8 10,0+1,3 9,24+1,0 6,7+1,9 7,3+1,5 6,5+1,5 0,8+0,8 10,0+3,5 9,8+0,8
MACC-479 Tetracystis sp. 7,7+1,5 4,8+0,9 7,0+1,2 7,0+0,8 8,7+1,4 4,5+0,7 7,2+3,1 7,3+0,9 7,7+2,2
MACC-460 Chlamydomonas sp. 9,842,5 6,5+1,1 6,7+1,2 11,0+3,8 6,5+1,2 10,0+2,2 0,0+0,0 16,8+4,5 9,7+3,7
MACC-693 Chlamydomonas sp. 9,3£1,1 8,8+2,0 7,5+1,2 10,3+2,7 7,8+1,1 7,7+1,1 3,0+£2,1 9,7+1,2 11,3+£2,1
IBA kalibracios gorbe oM 107 M 108 M 105 M 104 M 10° M

5,0+0,4 6,4+0,9 5,9+0,5 10,0+1,35 23,5+2,3 55,0+4,1
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3.2. tablazat: Harom cianobaktérium €s hét eukariota algatorzs citokininszer(i hatasa
szojakallusz bioteszttel vizsgalva. A citokininhatast a képz6do kalluszok tomegével
jellemeztiik (nagyon kicsi, kicsi, nagy, nagyon nagy) a torzsek biomasszajabol készitett
szerves oldoszeres kivonat harom frakcidjaban (Ry). A kalibracids gorbe készitéséhez a
kinetint hasznaltuk.

Torzsek Rf 0,1-0,4 Rf 0,5-0,7 Rf 0,8-1,0
Cianobaktériumok

MACC-403 Calothrix sp. nagyon Kicsi nagy nagy
MACC-405 Calothrix sp. Kicsi nagy Kicsi
MACC-302 Phormidium animale nagyon Kicsi nagyon nagy kicsi
Eukariota algak

MACC-519 Chlorella sp. nagyon Kicsi nagyon nagy nagy
MACC-493 Scenedesmus quadricauda nagyon Kicsi nagyon nagy nagyon Kicsi
MACC-534 Coenochloris sp. nagyon Kicsi nagyon nagy nagyon Kicsi
MACC-560 Chlorosarcina sp. nagyon Kicsi nagyon nagy nagy
MACC-479 Tetracystis sp. nagyon Kicsi nagy kicsi
MACC-460 Chlamydomonas sp. nagyon Kicsi nagyon nagy kicsi
MACC-693 Chlamydomonas sp. nagyon Kicsi nagyon kicsi nagyon Kicsi

Az uborka sziklevél bioteszteket tobb alkalommal is elvégeztiik néhany mikroalga
torzssel, de a tenyészet koratol fliggden eltéré auxin- vagy citokinin-szer(i hatast mutattunk ki.
Az MACC-43 Arthronema africanum cianobaktériummal ezért céliranyos kisérleteket
végeztiink. A kisérletben az MACC-43 torzs eltérd koru (4, 8 és 12 nap) és a nap két kiilonb6z6
idépontjaban (reggel, délutdn) gyiijtott mintdk hormonszerti hatasat vizsgaltuk az uborka
sziklevél tesztekkel. Megallapitottuk, hogy auxinszerli hatdst egy minta sem mutatott (3.2.
abra). A tenyészet koratol fiiggetleniil (4, 8 és 12 nap) a megvilagitas kezdetén (AM) egyik
mintaban sem tudtunk kimutatni citokininszer(i hatast. Ezzel szemben a megvilagitas kezdetétol
szamitott 8. déraban (PM) gyiijtott mintdk mindegyikében jelentds volt a citokininszerii hatas,
ami kihangsulyozta a fény jelentéségét a citokininek termelésében.

3.3.2. Chlorophyta algatorzsek endogén hormontartalma

Endogén ndvényi hormonokat mértiink 24 axénikus mikroalga torzsben a Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae, Ulvophyceae és Charophyceae osztalybol (Melléklet M3.2. tablazat). Az
algatorzseket 4 napig Bristol tapoldatban szaporitottuk. A tenyésztés kezdetén az
algaszuszpenziok 10 mg L siirtiségrdl indultak. A szaporodds gyorsasigara a szuszpenziok 4.
napon mért szarazanyagtartalmabol kovetkeztettiink (Melléklet M3.2. tablazat).

55



dc_881 14

A
= 35
c
)
g 30
9
P
4 25
@ 25
P
>
© 20
el
&0
15
2
=
<0
w
2 s
P
=3
=
Kontroll 0,3 uM 1 uM AM AM12 M8 PMI12
Vs Vs
Kezelés
B

0,7
-
& o6
20
<
g 05
Q
e
2 04
>
2
= 03
N
w
g o2
-
2
5 ol

0

Kontroll 03mg/l  1mgl  AM AM8  AMI2  PM4 PM8  PMI2
kinetin  kinetin
Kezelés

3.2. abra: Az MACC-43 Arthronema africanum 4, 8 és 12 napos, délel6tt (AM) és délutan
(PM) gylijtdtt szuszpenzidiban (2 g L szarazanyag) uborka sziklevél gyokeresedési és
megnyulasi teszttel kimutatott auxin-szerii (A) €s citokinin-szerti (B) hatas.

Auxinok

Két auxin alakot, IAA-t és az IAM-et mértiink mind a 24 mikroalgéban (Stirk et al. 2013a).
Egyéb auxin konjugatumot nem tudtunk kimutatni a mintdkbol. Az TAA és az 1AM
koncentracioja is jelentds eltéréseket mutatott a kiillonbozo torzsekben. Az IAA koncentracidja
0,50 és 71,49 nM IAA g szarazanyag, az IAM koncentracidja pedig 0,18 és 99,83 nM IAM g’
! szarazanyag kozott valtozott (3.3. abra). Tizenkilenc torzsben az IAA nagyobb, akar tizszer
nagyobb koncentracidban volt jelen, mint az IAM. Néhany torzsben, pl. az MACC-772
Chlamydomonas reinhardtii térzsben az IAA nagyon nagy koncentracioban (kdzel 40 nM g
szarazanyag) fordult eld, s6t az IAA:IAM aranya (214:1) is a legnagyobb volt. A térzsek egy
része gyorsabban szaporodott, nagyobb biomasszat termelt a 4-napos tenyésztés ideje alatt €s
tobb volt benne az auxin (pl. MACC-772, 755, 317, 59 és MACC-700), mig a lassabban
szaporodo torzsekben altalaban kisebb volt az auxinok koncentracidja (pl. MACC-535, 3, 44,
790, 505, 716, 777, 594, 334 ¢s MACC-692). Kivételt jelentett az MACC-51 Coelastrum
microporum és az MACC-545 Poloidion didymos, amelyek kbzepesen szaporodtak, de nagyon
sok auxint tartalmaztak. Az MACC-41, 361, 219 és MACC-32 jol szaporodtak ugyan, de kicsi
volt benniik az auxinok koncentracidja. Az MACC-712 torzs szaporodott a leggyengébben,
mégis kézepes mennyiségli auxint tartalmazott (3.3. abra).
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3.3. abra: Huszonnégy eukariota MACC algatorzs auxin tartalma 4 napos tenyésztés utan. A
leggyorsabban szaporodo torzs van az Y-tengelyhez legkdzelebb, a leglassabban szaporod6 a
legtavolabb.

Citokininek

A vizsgalt MACC torzsekben Osszesen 19 citokinint mutattunk ki (Stirk et al. 2013a). Az 6sszes
citokinin tartalom két szélsé értékét az MACC-692 Klebsormidium flaccidum (0,29 nM g
SzA) és az MACC-790 Stigeoclonium nanum (21,40 nM g SzA) torzsekben mértiik. A
citokinin-alakoknal az altalanos tendencia az volt, hogy: (1) a cZ-alakok voltak jelen a
legnagyobb koncentracioban (kivéve az MACC-790 Stigeoclonium nanum torzset); (2) az iP
citokininek kozepes koncentracioban voltak kimérhetdk; (3) a tZ alakok kis koncentracioban
voltak jelen; (4) a DHZ alakok egyaltalan nem vagy csupan nagyon kis koncentracidoban voltak
kimutathatok (3.4. abra). A ribotidok, nevezetesen a tZRMP, cZRMP, iPRMP, valamint a
citokinin szabad bazisok, ugymint a tZ, cZ, iP és DHZ alkottdk altaldban a citokinin
konjugatumokat a vizsgalt algatorzsekben. A ribozidok koziil a tZR, cZR, iPR és a DHZR
tobbnyire hasonld, kozepes koncentracioban, az O-gliikkozid konjugatumok viszont Kkis
koncentracioban fordultak eld a vizsgalt torzsekben. Az egyetlen kimutathato N-gliikozid a
tZ9G volt, ami 9 térzsben és nagyon kis koncentracidoban fordult el (3.4. abra és Melléklet
M3.3. tablazat). A kovetkez6 hat torzs eltérd citokinin Osszetételt mutatott, mert ezekben a
szabad bazisok ¢és a ribozidok nagyobb koncentraciéban fordultak eld, mint a ribotidok:
MACC-317 Raphidocelis subcapitata, MACC-361 Chlorella minutissima, MACC-772
Chlamydomonas reinhardtii, MACC-219 Desmococcus olivaceus, MACC-545 Poloidion
didymos és MACC-535 Coccomyxa sp. (3.4. abra). A felsorolt hat térzs az atlagosnal
gyorsabban szaporod6 torzsek kozé tartozik.
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3.4. abra: Huszonnégy eukariota MACC algatorzs citokinin tartalma 4-napos tenyésztés utan:
a) citokinin alakok és b) citokinin konjugatumok. A leggyorsabban szaporod6 torzs van az Y-
tengelyhez legkozelebb, a leglassabban szaporodo a legtavolabb.
* = a jelolt torzsekben nem a ribotidok fordulnak eld a legnagyobb koncentracidban.

Gibberellinek

A 24 eukariota MACC algatorzsben 18-20 kiilonbozd gibberellint mutattunk ki (Stirk et al.
2013b). Az 6sszes gibberellin koncentracidja a legkisebb, 342,7 pg mg™ SzA volt az MACC-
317 Raphidocelis subcapitata algatdrzsben, a legnagyobb pedig, 4746,1 pg.mg?! SzA az
MACC-44 Scotiellopsis terrestris algatérzsben. A szaporodas gyorsasagat jellemzé végso
biomassza és a torzsek gibberellin tartalma negativ sszefliggést mutat (3.5. abra). A lassan
szaporodo algatorzsekben a legnagyobb a gibberellin tartalom, pl. MACC-44 Scotiellopsis
terrestris, MACC-334 Gyoerffyana humicola és MACC-716 Nautococcus mamillatus. A
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gyorsabban szaporodd algatorzsekben mutatkozott a legkisebb gibberellin koncentracid, pl.
MACC-317 Raphidocelis subcapitata és MACC-504 Coelastrum excentrica.

A gibberellin &sszetétel minden torzsben hasonld volt kivéve a GS12 és a GSyeald
jelenlétét/hianyat: (1) mindkettd nagy koncentracioban volt kimutathaté 16 torzsben; (2) ot
torzsben a GSi12 nagy koncentracidban volt jelen, mig a GSicald koncentracidja a
kimutathatésagi hatar alatt maradt; (3) egy algatérzsben csupan a GSioald volt jelen nagy
koncentracidban, mig a GS12 a kimutathat6sagi hatar alatt maradt; (4) két torzsben egyik sem
volt a kimutathatosagi hatar felett (Melléklet M3.4. tablazat). A biologiailag aktiv
gibberellinek (GS1, GS3, GS4, GSs, GSs és GS7) az 6sszes GS 5-33%-at tették ki, az anyagcsere
végtermékek (GSi3 és GSs1) a 7-40%-at, a koztes termékek adtak a legnagyobb részét a
gibberellineknek, a 36-91%-at (3.5. abra és Melléklet M3.4. tablazat). A 24 algatorzs
mindegyikében a biologiailag aktiv gibberellinek koziil a GSe koncentracidja volt a
legnagyobb. Az intermedierek koziil mindeniitt a GSis és a GSsz volt kiemelkedd. A
magasabbrendi novények bioszintetikus végtermékei (GS13 és GSsi) IS viszonylag nagy
mennyiségben fordultak eld a vizsgalt algatorzsekben.
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3.5. abra: Huszonnégy eukaridta MACC algatorzs gibberellin tartalma 4-napos tenyésztés
utan. A leggyorsabban szaporodo torzs van az Y-tengelyhez legkozelebb, a leglassabban
szaporodo a legtavolabb.

Brasszinoszteroidok

Manapsdg tomegspektrometridara alapozott modszer all rendelkezésre szdmos ismert
brasszinoszteroid prekurzor és bioszintetikus termék kis mennyiségli mintabol torténd
kimutatasara. A modszerrel a két leggyakoribb brasszinoszteroidot, a BL-t és a CS sikertilt
kimutatni a 24 vizsgalt MACC algatorzsben (Stirk et al. 2013b). Altalaban a BL nagyobb
koncentracioban fordult el6 mint a CS, bar van néhany kivétel, ahol a ketté koncentracioja
hasonld, pl. MACC-545 Poloidon didymos és MACC-317 Raphidocelis subcapitata (3.6.
abra). Az 0sszes brasszinoszteroid koncentracidja torzsenként valtozo volt: (1) a legkisebb
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koncentraciét az MACC-317 Raphidocelis subcapitata (117,3 pg mg™ SzA) mértiik, mig ennek
mintegy nyolcszorosa fordult elé az MACC-692 Klebsormidium flaccidum (977,8 pg mg™ SzA)
torzsben (3.6. abra).
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3.6. abra: Huszonnégy eukaridta MACC algatorzs brasszinoszteroid tartalma 4-napos
tenyésztés utan. A leggyorsabban szaporodo torzs van az Y-tengelyhez legkozelebb, a
leglassabban szaporodo a legtavolabb.

Abszcizinsav
Nem volt kimutathat6 abszcizinsav a vizsgalt 24 MACC algatorzsben.

3.3.3. A Chlorella minutissima sejtciklustol fiiggé hormontermelése

Az MACC-360 Chlorella minutissima Tamiya tapoldatban szaporitott axénikus tenyészetét a
2.2.4. és 3.2.3. alfejezetekben leirt modon szinkronizaltuk. A kisérletben harom kezelést
alkalmaztunk: (1) a kontroll tenyészeteket fény:sotét (L:D) koriilmények kozott tartottuk; (2) a
tenyészeteket folyamatosan sotétben tartottuk (CD); (3) a folyamatosan sotétben tartott
tenyészetekhez az elsé sotét szakasz végének megfeleld idépontban (10. 6ra) 5 g Lt gliikozt
adtunk (CD+G). A 48 oran at tartd kisérletben kezelésenként 3-3 lombikban 1évd alga
szuszpenzidt ontottiink Gssze egy mintava 10, 15, 24, 34 és 48 oraval a kisérlet megkezdése
utan. A mintavételi idépontok a szinkronizacio elsd sotét szakaszanak a végét (10. 6ra), az elséd
fényszakasz 5. or4jat (15. ora), az elsd fényszakasz végét (24. ora), a masodik sotétszakasz
végét (34. 6ra), és a masodik fényszakasz végét (48. ora) jelentették. A mintakbol kis
mennyiséget félretettliink a szdrazanyag tartalom mérésére, valamint a sejtszdm ¢és a sejtméret
meghatarozasara. A maradék mintabdl tortént a névényi hormonok vizsgalata.
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Szaporodas eltéro tenyészteési koriilmények kozott

A fény:sotét (LD) koriilmények kozott a tenyészetek biomasszaja a két fényszakaszban
novekedett, a masodikban (38-48 ora) jelentdsebben (3.7. abra). A tenyészet megfeleld
szinkronizaciojat jelzi, hogy a sotét szakaszban jelentésen ndvekedett a sejtszam és csokkent a
sejtméret a tenyészetben (24-34. 6ra). A két fényszakaszban (10-24 és 34-48. ora) viszont a
fotoszintézis kovetkeztében jelentdsen ndvekedett a sejtméret, de elhanyagolhatd volt a
sejtszam novekedés (3.7. abra).

A folyamatosan sotétben (CD) tartott tenyészetek biomasszdja a 10. 6ratol kezdve
egyaltalan nem nétt (3.7. abra). A tenyészetek egyaltalan nem osztodtak, amit az allando
sejtszam egyértelmiien igazol (3.7. 4bra). A sejtek aprok (10 pm? alatt) voltak, st az atlagos
sejtméretiik kissé csokkent a kisérleti idoszak végére (3.7¢ abra). A heterotrof tenyészetekben
(CD+G) a biomassza folyamatosan nott és a kezelések koziil a legnagyobb lett a 48-6ras kisérlet
végére (3.7. abra). A CD+G tenyészetek mar nem voltak szinkronizaltak, a sejtszdmok
folyamatosan ndvekedtek (3.7. abra). Jollehet kevesebb sejt osztodott, mint az L:D kezelésnél,
amit a kisebb sejtszamok mutatnak, de az atlagos sejtméret folyamatosan ndvekedett (3.7.
abra). A 48. 6rara az atlagos sejtméret meghaladta a 20 pm? értéket, ami dsszhangban van az
L:D kezelést meghaladd biomassza tomeggel (3.7. abra; Stirk et al. 2014b).

Auxinok

Az 6sszes indol tartalom (beleértve az indol prekurzorokat is) egyenletesen alacsony maradt a
folyamatosan sotétben tartott tenyészeteknél, de a kisérleti id6 soran novekedett az L:D és a
CD+G kezelésekben. A legnagyobb ndvekedés a CD+G kezelésnél volt kimérhetd, ami elérte
az L:D kezelés hétszeresét (3.8. abra). A bioldgiailag aktiv auxin (szabad TAA) minden
tenyészetben viszonylag kis koncentracioban volt jelen, az 6sszes indol készlet kevesebb, mint
7%-at tette ki. Az TAA koncentracio kezdetben meglehetdsen allandé maradt, majd a 34. 6rara
kis csucsot mutatott az L:D és CD kezeléseknél. Ezzel ellentétben a CD+G tenyészetek
hatszoros IAA koncentraciot értek el a 48. orara (Melléklet M3.5. tablazat). A TRP prekurzora
az ANT elég nagy koncentracioban volt kimutathatd minden kezelésben, leginkabb a CD+G
kezelésben. Az ANT koncentracioja novekedett az elsé 34 6raban, aztan hirtelen csokkent a 48.
orara. A TRP és az IAA prekurzor IAM fordult el6 a legnagyobb koncentracidban, ami idvel
nétt az L:D és CD+G tenyészetekben, de csokkent a CD tenyészetekben. A TRP és az IAM
egyiittes koncentracidja hétszer volt nagyobb a CD+G tenyészetekben, mint az L:D-ben
(Melléklet M3.5 tablazat). Az IAA masik prekurzora, a TRA kis koncentracioban volt jelen,
de idével nétt az L:D és CD+G tenyészetekben, mig kicsi maradt a CD kezelésben. Az oxIAA
¢s az IAAsp bomlastermékek kimutathatok voltak, amibdl az oxIAA volt jelen nagyobb
koncentracioban minden kezelésben és iddvel még tovabb nétt. Az IAAsp csupan a CD+G
néhany mintajabol volt kimutathato (Melléklet M3.5. tablazat).
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3.7. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:so6tét, folyamatos sotét és heterotrof
koriilmények kozott inkubalt tenyészeteinek szaporodasat a kisérlet 48 oraja alatt jellemz6
paraméterek: a) biomassza mennyisége, b) a sejtszam logaritmusa, c) atlagos sejtméret.
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3.8. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof
kortiilmények kozott inkubalt tenyészeteinek biomasszajabol kimutathat6 dsszes indol és indol
prekurzor id6beni valtozasa. (fényszakaszok: 10-24 és 34-48 ora)

Citokininek

Az 0Osszes citokinin koncentracié a legnagyobb az L:D tenyészetekben volt, ami novekedett a
kisérleti 1ddszak alatt. A folyamatosan sotétben tartott tenyészetekben (CD) alland6 és
kozepesen nagy maradt a citokininek koncentracioja. A CD+G tenyészetekben kezdetben, a 10.
oratol a 24. oraig csokkent a citokininek koncentracidja, majd 24-t61 48-ig nétt (3.9. abra). A
citokininek koziil minden tenyészetben a cZ €s 1P alakok domindltak ¢és kicsi volt atZ és a DHZ
alakok koncentracioja (Melléklet M3.6. tablazat). A citokinin tartalom névekedése leginkabb
a ¢Z, cZOG ¢és a CZRMP novekedésének volt kdszonhetd, a 24. orat kovetden pedig az 1P
novekedésének. Az aktiv szabad bazisok az 6sszes citokinin 20%-4at tették ki.

Gibberellinek

Az 0Osszes gibberellin koncentracidja minden kezelésnél csokkent a kisérleti iddszak alatt,
leszamitva a kis novekedést a 24. és 34. ora kozott (ez az L:D kezelés sotét szakasza) az L:D és
CD+G kezeléseknél. A 48. orara az Gsszes gibberellin tartalom sokkal kisebb volt az aktivan
szaporodod tenyészetekben (L:D és CD+G), mint a nem szaporod6d CD kezelés tenyészeteiben
(3.10. abra). A C minutissima tenyészetekben 20 gibberellint mutattunk ki. A GSioald és a
GSi12, a gibberellin bioszintézis elsd alakjait talaltuk a legnagyobb koncentracidban a
mintakban. Az inaktiv végtermékek, a GSs1 és GS13 szintén viszonylag nagy koncentracioban
voltak jelen (Melléklet M3.7. tablazat). A biologiailag aktiv gibberellinek (GS1, GS3, GSa4,
GS5, GSs ¢s (GS7) koncentracidja az idével csokkent és 14-27%-at tették ki az Osszes
gibberellineknek. A bioldgiailag aktiv gibberellinek koziil a GSe volt kimérhetd a legnagyobb
koncentracioban (Melléklet M3.7. tablazat).
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3.9. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof
kortiilmények kozott inkubalt tenyészeteinek biomasszajabol kimutathat6 dsszes citokinin
id6ébeni valtozésa. (fényszakaszok: 10-24 és 34-48 6ra)
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3.10. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof
koriilmények kozott inkubalt tenyészeteinek biomasszajabol kimutathato 6sszes gibberellin
1d6beni valtozasa. (fényszakaszok: 10-24 ¢és 34-48 ora)

Abszcizinsav
Nagyon kis ABA koncentracidkat tudtunk kimutatni, az ABA anyagcsere termékek pedig a
kimutathat6sagi hatarérték alatt maradtak. Az aktivan szaporodd tenyészetekben (L:D és
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CD+QG) a kis ABA koncentracid tovabb csokkent a kisérlet ideje alatt, mig nagy (15-szor
nagyobb) és ingadozo volt az ABA koncentracio a CD tenyészetekben (3.11. abra).
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3.11. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof
koriilmények kozott inkubalt tenyészeteinek biomasszdjabol kimutathato ABA tartalom
1d6beni valtozasa. (fényszakaszok: 10-24 €s 34-48 ora)

Brasszinoszteroidok

A C.minutissima tenyészetekben harom brasszinoszteroidot tudtunk kimutatni, amelyek koziil
mindig a 6-deoxo-epiCS volt jelen a legnagyobb koncentracioban, amit a 6-0xoCN kovetett €s
a legkisebb koncentracidoban fordult el6 a CT (Melléklet M3.8. tablazat). Az L:D és CD
kezelésekben az 6sszes endogén brasszinoszteroid tartalom a kezdeti 10-15-6raban novekedett,
majd ezt kdvetden folyamatosan csokkent. A CD+G kezelésben a brasszinoszteroid tartalom az
egész kisérleti id0 alatt csokkent (3.12. dbra). A minimalis biomassza novekedést mutaté CD
tenyészetekben volt a leglassibb az ABA koncentracio csdkkenése, mig a leggyorsabban
szaporodd CD+G kezelésben a leggyorsabban csokkent az endogén brasszinoszteroid

koncentracidja (3.12. abra).
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3.12. abra: Az MACC-360 Chlorella minutissima fény:so6tét, folyamatos sotét és heterotrof
koriilmények kozott inkubalt tenyészeteinek biomasszajabol kimutathatd brasszinoszteroid
tartalom idébeni valtozésa. (fényszakaszok: 10-24 és 34-48 6ra)
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3.4. Eredmények megvitatasa
3.4.1. Novényi hormonok a mikroalgakban

Biotesztekkel mért biologiai hatas

Az uborka sziklevéllel végzett biotesztek eredményei a cianobaktériumokban kevésbé, de az
eukariota algdkban egyértelmiien mutattdk az auxin- és a citokininszerli hatast. A
bizonytalansdgot az jelentette, hogy a bioteszt eredmények 4ltaldban nem voltak
megismételhetdk. A hormonhatas a tenyészet koratol, igy minden bizonnyal a sejtek élettani
allapotatol fliggott. Ez felvetette azt a kérdést, hogy a hormontermelés sejtciklushoz kotott-e,
vagy egyéb mas tényezOk befolyasoljak az adott tenyészetben a hormonszerii hatast? A
kérdésfelvetés vezetett a szinkrontenyészetekkel végzett hormonkisérletekhez. Az MACC-43
Arthronema africanum aszinkron tenyészetében a fény jelentdsége bizonyult fontosnak a
citokinszeri hatas kialakulasaban (3.2. abra). A fény és a sejtciklus szerepének a
tanulmanyozasat ezért tartottuk indokoltnak.

A ndvényi hormonok kimutatdsa mikroalgakban is biotesztekkel kezdddott. A miiszeres
analitikai modszerek fejlédése csupan a legutobbi évtizedekben tette lehetdvé novényi
hormonok mennyiségi kimutatdsat egyre kisebb tomegli mintdkbol. Mdéra valtozatos
hormondsszetételt és kiillonbozd koncentracidkat magaban foglald hosszu listdk allnak vagy
allhatnak rendelkezésiinkre egyes mikroalgdk ndvényi hormontartalmanak a jellemzésére. A
listdk azonban nem adnak vélaszt a biologiai hatésra, a kiillonb6z6 hormonok egyiittes hatasanak
az értékelésére. Ha tisztan, vagy tisztabban akarunk latni e tekintetben, akkor ismét vissza kell
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térnilink a biotesztekhez. Az értékes kémiai elemzések csupan a jol megvalasztott biotesztekkel
egylitt igazan értékesek az alapkutatés és a gyakorlat szdmara egyarant.

Auxinok

Az TAA a biologiailag legaktivabb auxin, aminek élettani hatdsa a sejtosztodassal és
sejtmegnyulassal all kapcsolatban (Perrot-Rechenmann 2010). Gyakran valaszol a fényre, amit
Charles Darwin fototropizmussal kapcsolatos korai kisérleteiben koleoptilokkal mar
bemutatott. IAA-t a 24 vizsgalt eukaridta algatorzs mindegyikében ki tudtunk mutatni, bar
torzsenként valtozo koncentracioban. Kimérhetd volt TIAA a C.minutissima kiilonb6zo
megvilagitasi koriilmények kozott szaporodd szinkron tenyészeteiben is. Az auxin
koncentraciot befolyasolta a fény. Az aktivan szaporodd L:D tenyészetekben az auxin
koncentracio6 a kisérleti id6 alatt novekedett, mig csekély maradt a folyamatosan sotétben tartott
(CD) tenyészetekben.

konjugdtumokkd torténd atalakuldsa ¢és a lebomlas szabdlyozza. A magasabbrendi
novényekben szamos [AA bioszintetikus anyagcsere Ut van, amely néhany triptofantdl fiiggo
¢s egy triptofantol fiiggetlen utat foglal magaban (Murphy 2002, Lee et al. 2004, Woodward &
Bartel 2005). TRP-t és annak prekurzorat, ANT-t tudtuk kimutatni a C.minutissima
szinkrontenyészeteiben. Mindez bizonyiték lehet arra, hogy a TRP-fliggd bioszintézis ut a
C.minutissima-ban is miikodhet. Ugyanakkor nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a TRP egy
sor mas bioszintetikus Utnak is a prekurzora, ugymint magasabbrendii névények védekezésére
szolgalé vegyiileteknek és fehérjéknek (Sairanen et al. 2012). igy a TRP jelenléte 5Gnmagéban
nem elég bizonyiték arra, hogy a TRP-fliggd IAA szintézis Ut a C.minutissimd-ban is 1étezik.

Az TAM volt az egyetlen masik indol konjugatum, amit a 24 eukariota algatorzsben
kimutattunk. Masok hét Chlorella térzsben szintén IAA és IAM jelenlétét irtak le (Jiraskova et
al. 2009). Ez arra utal, hogy az IAA az IAM bioszintetikus iton képzddik a mikroalgakban.
Ugyanakkor hét mikroalga torzs (benne két Chlorella faj) genomjanak a vizsgalata soran nem
talaltadk meg annak a két baktérium enzimnek az ortologjat, amely részt vesz az IAM szintetikus
utban, bar mas fehérjéket megtalaltak, amelyek a triptofan és az auxin bioszintézis¢hez
sziikségesek (De Smet et al. 2011). A rendelkezésre all6 Genbank ¢és NCBI adatok
Osszehasonlitasa az ismert génekkel, amelyek részt vesznek a kiilonb6z0 auxin bioszintetikus
utakban azt valoszintsitik, hogy az IAA bioszintetikus Ut az algakban a TRA {ton at vezet
(Kiseleva et al. 2012), ami szintén eléggé elterjedt IAA bioszintetikus Ut a magasabbrendii
novényekben (Lehmann et al. 2010). Ezzel 6sszhangban, kis koncentracioban ugyan, de mi is
ki tudtunk mutatni TRA-t a szinkronizalt C.minutissima tenyészetekben, vagyis ez is egy
lehetséges TAA bioszintetikus Ut a mikroalgakban. A fenti ellentmondast a belsé auxin
Osszetétel €s az auxin bioszintetikus ut molekularis bizonyitékai kozott fel kell oldani ahhoz,
hogy megértsiik az auxinok szerepét a mikroalgak névekedésében.

A magasabbrendi novényekben a felesleges IAA konjugatumokkd alakul at,
nevezetesen cukrokhoz kotddve IAA ¢észterekké, vagy aminosavakhoz és peptidekhez
kapcsolédva IAA-amidokka. Az inaktivalas két uton megy végbe: (1) irreverzibilis
konjugatumok keletkeznek aszparaginsavval és glutaminsavval, IAAsp és IAAGIu; vagy (2)
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nem dekarboxilezé Gton az indol gytir(i oxidacioja kovetkezik be, 2-oxindol-3-ecetsav (OXIAA;
Ludwig-Miiller 2011). A magasabbrendii névényekt6l eltéren, ahol a legtobb auxin konjugalt
alakban taldlhato (Sztein et al. 1999), az IAM volt az egyetlen konjugatum, amit a 24 eukariota
mikroalgaban ki tudtunk mutatni, de hét Chlorella torzsben masok is ugyanezt talaltak
(Jiraskova et al. 2009). A szinkronizalt C.minutissima tenyészetekben is csupan IAM-et
talaltunk, ill. még két bomlasterméket: (1) oxIAA volt minden mintaban; (2) kis
koncentracioban IA Asp-t talaltunk a CD+G mintakban. Mindez azt jelzi, hogy a C.minutissima
torzsben nem a konjugécio, hanem inkabb a folyamatos lebomlas szabalyozza az aktiv IAA

crer

Citokininek

A természetben a citokininek nagy valtozatossdgban fordulnak el6 az izoprenoid alakoktol
kezdve, pl. iP, tZ, cZ DHZ és szarmazékaik, az aromas alakokig, pl. a benziladenin (BA),
topolinok és ezek szarmazékai. A magasabbrendli névényekben a citokininek dsszetétele fajtol,
szovettipustol €s a novény fejlddési allapotatdl fiigg (Sakakibara 2006). Vizsgalatainkban azt
talaltuk, hogy a citokinin 9sszetétel kiilonbozosége mellett a citokininek aranya meglehetdsen
allando volt a vizsgalt 24 eukaridta algatorzsben. A csdkkend koncentracio szerint a kovetkezo
sorrendbe lehet allitani a citokinin-alakokat: cZ > iP > tZ > DHZ (Stirk et al. 2013a; Stirk et al.
2014b). Ugyanez érvényes hét Chlorella torzsre (Jiraskova et al. 2009) és az altalunk vizsgalt
Protococcus, Chlorella és Scenedesmus tdrzsekre is (Orddg et al. 2004). Aromas citokinin
alakokat (BA és topolinok) szintén kimutattunk néhany eukariota algaban (Ordog et al. 2004).

A magasabbrendii novényekben a bioldgiailag aktiv citokininek (szabad bazisok és
koztes termékek, az O-gliikozidok a tartalék alakok az N-gliikkozidok pedig a dezaktivalt alakok
(Sakakibara 2006). A ribotidok, az els@ bioszintetikus koztes termékek fordultak el a
legnagyobb koncentracidban a vizsgalt algatdrzsekben. Az O-gliikozidok koncentracidja a
kozepestol a kis értekig valtozott a tenyészet koratdl fliggben. A szaporodds stacioner
szakaszaban 1év6 tenyészetekben nagyobb volt az O-gliikozidok koncentracidja (Orddg et al.
2004), mint a 4-napos aktivan szaporod6 24 vizsgalt algatorzsben (Stirk et al. 2013a; Stirk et
al. 2014b). N-gliikkozidot masok nem talaltak mikroalgakban, sajat vizsgalatainkban is csupan
nagyon kis koncentracioban és néhany torzsben tudtunk kimérni. A mikroalgak citokinin
szintézis szabalyozza, tekintve, hogy: (1) a legtobb vizsgalt mikroalgaban a ribotidok szintje
viszonylag nagy; (2) el6fordulnak inaktiv konjugatumok (O-gliikozidok); nincs N-gliikkozidda
torténd lebomlas.

A citokinineknek kulcsfontossdgu szerepe van (az auxinokkal egyiitt) a sejtosztodas
szabalyozasaban. A citokinin koncentraci6 csticsa a G1 szakaszban és az S-szakasz végén,
valamint a mitozis alatt van (Kieber 2002). A szinkronizalt aktivan szaporodé Chlorella
tenyészetekben (L:D és CD+QG) a citokininek koncentracidja a kisérleti id6 alatt novekedett, de
csekély maradt a folyamatosan sotétben tartott (CD) tenyészetekben (Stirk et al. 2014b). Ez arra
utal, hogy sziikség van citokininekre a mikroalgak szaporodasahoz, de ez még tovabbi
vizsgalatokat igényel.
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Gibberellinek

Mar tobb mint 100 endogén gibberellint irtak le a magasabbrendii n6vényekbdl, de csupan egy
kozlemény jelent meg mikroalgakban biotesztekkel kimutatott gibberellin-szeri hatasrol
(Tarakhovskaya et al. 2007). Az altalunk vizsgalt 24 axénikus eukaridta algatorzsben (Stirk et
al. 2013b) és a C.minutissima szinkronizalt tenyészetében (Stirk et al. 2014b) talalt 18-20
gibberellin az elsé kdzlemények a mikroalgakrol. A vizsgalt algakban a gibberellin 6sszetétel
hasonld volt kivéve a GSirald és GS12 jelenlétét vagy hianyat néhany torzsben. Nyilvanvalod
Osszefliggést talaltunk a 4 nap alatt termelt biomasszaval jellemzett szaporodas és a gibberellin
tartalom kozott. A lassabban szaporodod torzsekben tobb, a gyorsabban szaporodokban pedig
kevesebb endogén gibberellin volt (Stirk et al. 2014b). A C.minutissima ugy tiinik felhasznalja
a gibberellineket, amelyek koncentracioja idével csdkken az aktivan szaporodo tenyészetekben
(L:D ¢és CD+Q), de csak lassan csokken a CD tenyészetekben, amelyek gyakorlatilag nem
szaporodnak.

A magasabbrendii novényekben a terpének prekurzora, a geranilgeranil-difoszfat a
kloroplasztiszban koztes termékké, ent-kaurenné alakul. Az ent-kauren a GSioald-on keresztiil
GS12-vé €s annak hidroxilalt analdégjava GSs3-ma oxidalodik. Az oxidaciot két citokrom P450
monooxigenaz katalizalja: (1) a kloroplasztisz kiilsé membranjan 1év6 ent-kauren oxidaz; €s (2)
az endoplazmatikus retikulumban talalhat6 ent-kaurenoinsav hidroxilaz (Halliwell et al. 2001).
Ez azutan a citoplazméba szallitédik, ahol két {6 €s néhany mellékuton tovabb oxidalodik
bioaktiv gibberellinekké (Yamaguchi 2008). A magasabbrendii novényekben a bioldgiailag
aktiv f6 alakok rendszerint a GS; és a GS4. Vizsgalatainkban a mikroalgak esetében a GSe volt
a legnagyobb koncentracioban kimutathatd biologiailag aktiv alak (Stirk et al. 2013b, Stirk et
al. 2014b). A magasabbrendli novényekben a GSe a8 GS30x bioszintetikus uton képzddik a GSzo-
nal torténod leagazassal a GSs-6n at (Urbanova 2013). A mikroalgdkban kimutatott gibberellin
koztes termékeket figyelembe véve elképzelhetd, hogy a mikroalgakban is ez az ut mitkodik.
Ezt a kovetkeztetést tdmasztjak ald a fehérje szekvencidkra és homolog enzimekre vonatkozd
elérhetd Genbank és NCBI adatok, amelyek azt jelzik, hogy a gibberellin bioszintézis utolso
1épései az algdkban hasonloak lehetnek, mint a magasabbrendli névényekben (Kiseleva et al.
2012). A magasabbrendii novények dezaktivalasi anyagcsere termékei koziil az algakban a GSs1
¢s a GS13 volt kimutathat6 (Stirk et al. 2013b, Stirk et al. 2014b).

Abszcizinsav

Abszcizinsavat a 24 vizsgalt algatdrzsben nem tudtunk kimutatni. Az ABA idében csdkkend
koncentracidban volt viszont jelen a szinkronizalt C.minutissima aktivan szaporodd
tenyészeteiben (Stirk et al. 2014b). Az endogén ABA hasonloan csdkkent a Scenedesmus acutus
tenyészet kordnak az eldrehaladtaval (Pouneva 2006); kezdetben novekedett a sotolerans
Dunaliella a szaporodas logaritmikus szaporodasi szakaszanak az elején, majd ezutan gyorsan
nagyon kis koncentracidéra csokkent (Tominaga et al. 1993). Ez azt sugallja, hogy a
mikroalgdkban az ABA viszonylag kis koncentracioban fordul elé mas névényi hormonokhoz
viszonyitva.
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Az ABA a magasabbrendli ndvényekben elsésorban stresszhormonként hat. Szamos
reakcidban vesz részt, ami védi a ndvényt az abiotikus stressztdl. Kdzlemények jelentek meg
hasonl6 valaszokrol algakban is (3.1.2. alfejezet). A szinkronizalt C.minutissima tenyészetek
koziil a CD tenyészetben a 10-24. ordban tizendtszordsére ndtt az ABA koncentracidja és
valtozoan nagy maradt a kisérlet soran (Stirk et al. 2014b). Az eredmények azt sugalljak, hogy
az ABA felhalmozodésat stressz koriilmények okoztak és az ABA bioszintézishez nincs
sziikség fényre. Masok is megallapitottak, hogy a Scenedesmus acutus szinkron tenyészetében
az ABA bioszintézis a sotét szakaszban kovetkezett be. Az endogén ABA koncentrécidja a
fényszakasz végére volt a legkisebb és novekedett a sotét szakasz folyaman (Pouneva 2006).

Az eredményekre alapozva megallapithat6, hogy az ABA ugy tiinik hasonld szerepet lat
el a mikroalgdkban, mint a magasabbrendii ndvényekben, a koncentracidja stresszhelyzetben
novekszik.

Brasszinoszteroidok
A 24 eukaridta alga 4-napos tenyészetében két brasszinoszteroidot (BL és CS) mutattunk ki
(Stirk et al. 2013b), amelyek koziil nagyobb koncentracioban altalaban a bioldgiailag aktivabb
BL (Bajguz & Czerpak 1998) volt kimutathatd. A vizsgalt zoldalgdk valtozatos taxonomiai
helye jelzi milyen széleskortien elterjedtek a brasszinoszteroidok a mikroalgdkban. A torzsek
szaporodasa és brasszinoszteroid tartalma kozott sszefliggést nem talaltunk. A C.minutissima
szinkron tenyészetében harom brasszinoszteroidot mutattunk ki: CT, 6-0xoCN ¢és 6-deoxo-
epiCS. A kiilonb6z6 kezelésekben a hormon koncentracid hasonlo képet mutatott, a szaporodas
mértekeétdl fliggetleniil a kisérleti 1d6 alatt folyamatosan csokkent (Stirk et al. 2014b). Ez azt
valoszinlsiti, hogy a brasszinoszteroidok az anyagcsere folyamatok soran felhasznalodnak és
nem vesznek részt kozvetleniil az osztdodasban és a sejtmegnytlasban. Ezt erdsitik masok
eredményei is, miszerint exogén brasszinoszteroid adagolds novelte a nukleinsav és fehérje
tartalmat (Bajguz 2000), valamint a klorofill, monoszacharid és foszfor tartalmat a Chlorella
vulgaris-ban (Bajguz & Czerpak 1998).

Két parhuzamos utat ismeriink a C28 brasszinoszteroid bioszintézisre, egy korai €s egy
kés6i C-6 oxidacios utat, amelyek kiillonb6zé pontokon kapcsolodnak egymassal. Mindkét C-6
ut esetében a campeszterol (CR) tobb Iépésben CS-sé alakul at, ami végiil BL-t képez. A
novényben a két ut egyidejlileg is végbemehet (Fujioka & Yokota 2003). E bioszintetikus séma
szerint a mikroalgdkban talalt brasszinoszteroidok a korai C-6 oxidéacids utnak (6-oxoCN és
CT) és a kés6i C-6 oxidacios ttnak is (6-deoxo-epiCS) koztes termékei lehetnek.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy az endogén ndvényi hormonok Aaltalanosan
elterjedtek a mikroalgdkban. Minden fajban hasonlé a hormondsszetétel, amit azonban a
tenyészet kora és a szaporitasi koriilmények befolydsolnak. Minden vizsgalt zdldalgaban
kimutattunk auxint, citokinint, gibberellint és brasszinoszteroidot. ABA fdleg a folyamatosan
sOtétben tartott (CD) tenyészetekben volt jelen (Stirk et al. 2013a, Stirk et al. 2013b, Stirk et al.
2014b). A kiilonboz6 konjugatumok alapjan megallapithato, hogy az aktiv ndvényi hormonok
szabalyozasa zdldalgakban egyszeriibb, mint a magasabbrendii novényekben: (1) kevesebb a
tarolt indol konjugatum; és (2) nincsenek citokinin dezaktivalasi termékek (N-gliikozidok). A
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hormon 0Osszetétel is némiképp eltér a magasabbrendii novényekétdl, amennyiben az aktiv
gibberellin a GSs, aminek a koncentracidja a legnagyobb a zdldalgakban, szemben a
magasabbrendli novényekben 1évé GSs-gyel.

A magasabbrendii novényekhez hasonldéan megallapithaté a hormonok szerepe, ami
lehet: (1) novekedéshez kapcsolodd (auxinok és gibberellinek, valamint a citokininek a
szinkron  tenyészetekben); (2) mas  anyagcsere  folyamatokkal  kapcsolatos
(brasszinoszteroidok); és (3) stresszhez kapcsolodd (ABA). Tovabbi kisérletekre van azonban
sziikség exogén ndvényi hormonok adagoldsédval annak megerdsitésére, hogy a mikroalgak
melyik hormonra adjdk a leger6sebb valaszreakcidt, pl. gyorsabban szaporodnak. Ezek az
informaciok nagyon hasznosak lennének alga tomegtenyészetek szaporoddsanak a
befolyasolasara és értékes masodlagos anyagcsere termékek felhalmozodasanak a javitasara.

3.4.2. Mikroalgak biostimulidnsként torténé alkalmazhatésaga a mezégazdasag-
ban

Az auxinok sokféleképpen szabalyozzék a magasabbrendii névények novekedését s fejlodését.
Részt vesznek a sejtosztddas, a sejtmegnytlas és differencidlodas szabalyozasaban, a kiilso
ingerekre adott valaszadasban, a gyokérnovekedés serkentésében, felelések az apikalis
dominanciaért, részt vesznek a szallitorendszer kialakuldasdban, valamint a virdgzas és az
oregedés szabalyozasdban (Mano & Nemoto 2012, Murphy 2002, Woodward & Bartel 2005).
A citokininek létfontossagliak a sejtosztodasban, de befolyasoljdk a magasabbrendii névények
szdmos novekedési/fejlodési folyamatat, példaul a gyokér:hajtds aranyt, késleltetik az
oregedeést, megtorik a magnyugalmi allapotot, befolyasoljdk a tdpanyagok mozgasat a
novényben, az apikalis dominanciat, a viragfejlédést és a magcsirazast (Kieber 2002,
Sakakibara 2006). A gibberellinek ugyancsak részt vesznek a magasabbrendli novények
legkiilonbozobb  ¢€lettani  folyamatainak a  szabalyozésaban, példaul magcsirazas,
hajtdsmegnyulds, levélndvekedés, virag- és magfejlodés (Urbanova et al. 2013, Yamaguchi
2008). Kulcsfontossaglh kozvetitdi a fénnyel kapcsolatos kornyezeti jelek felfogdsanak és az
ezzel kapcsolatos interakcioknak, pl. a gibberellinek részt vesznek az etioldlt novények
fotomorfogenezisében, tovabba a hajtdsmegnyulds ¢és a virdgzas fotoperiodikus
szabalyozasaban. A gibberellinek részt vesznek tovabba a hémérsékleti hatasokra adott
valaszokban és néhany abiotikus stressz valaszban (Yamaguchi 2008).

Az ABA-nak kettds szerepe van a magasabbrendii novényekben. Részt vesz a
magfejlddésben azzal, hogy serkenti a korai embriondvekedést, de indukalja és megtartja a
magnyugalmi allapotot kés6i embriofejlddéskor. Az ABA tarsult szabélyozoja az 6regedésnek,
amennyiben noveli a fehérje és a klorofill lebomlasat és gatolja a fotoszintézist. Az ABA
stresszhormonként is hat azzal, hogy felerésiti az ABA szintézis-gének miikodését a kornyezeti
stressz hatasok, els@sorban a vizhiany stressz hatasara (Nambara & Marion-Poll 2005). A
brasszinoszteroidok pozitiv szabalyozast jelentenek a sejtosztodasra €s sejtnovekedésre
(Gudesblat & Russinova 2011). Részt vesznek még néhany fejlédési folyamatban, mint példaul
a hajtas és gyokér novekedése, a viragképzodés kezdeményezése, a virag €s gyiimolcs fejlodése
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(Bajguz & Hayat 2009). Minden ndvényi szervben megtalalhatok, de rendszerint nagyobb
koncentracioban inkabb az aktivan ndvekedd szovetekben, a pollenben és az éretlen magban
(Bajguz & Tretyn 2003). A brasszinoszteroidok a biotikus és abiotikus stressz elleni
védekezésben is szerepet jatszanak azzal, hogy kis molekulatomegii anyagcseretermékek, pl.
ROS és prolin képzddését serkentik (Bajguz & Hayat 2009).

A ndvényi hormonok valtozatos moédon befolyasoljak a novekedést €s a stressz valaszok
kialakuldsat. Ez indokolja a ndvényi hormonok kiilonb6z6 kombinécidjanak az alkalmazasat,
amelyek igy alkalmasak a novénytermesztésben és kertészetben a névény novekedésének és a
termés mennyiségének a szabalyozasara. A tengeri algakivonatok, amelyek egy sor kiilonb6z6
novényi hormont tartalmaznak sikeres novényi biostimulansok (lasd még 3.1.3. alfejezet).
Szamos kereskedelmi forgalomban 1évo tengeri algakivonat talalhatd a piacon (Sharma et al.
2014), amelyek kedvezden befolyasoljak egyes termesztett novények terméseredményét.

A heterocitas cianobaktériumokat Azsidban hasznaljak a rizsfoldek oltasara, mint
nitrogén forrast. A talajban szabadon ¢I6 cianobaktériumok maguk is kedvezden befolyasoljak
andvény novekedését. A kedvezo hatas nem magyarazhat6 csupan a nitrogén kotéssel, ndvényi
hormonok ¢és vitaminok is hozzajarulnak ehhez (Whitton 2000). A biotesztek eredményei
ugyancsak azt mutattak, hogy a mikroalga kivonatok befolyasoltdk a novény ndvekedését, a
sz6ja kalluszokban a sejtosztodast, a mungdbabndl és az uborka sziklevélnél serkentették a
gyokérképzddést. Igazoltuk, hogy a mikroalgdkban megtalalhatd szamos ndvényi hormon.
Kovetkezésképp a mikroalgdk a tengeri alga kivonatokhoz hasonldéan biostimulansként
hasznalhatok lehetnek a mezdgazdasdgban. A mikroalgakbdl kimutatott endogén ndvényi
hormonok koncentracioja altalaban hasonld (auxinok €s citokininek), nagyobb (gibberellinek
¢s brasszinoszteroidok) vagy kisebb (ABA), mint a tengeri alga kivonatokban.

A novényi hormonok jelatviteli utjai egy komplex halozaton keresztiil egymassal
kapcsolatban allnak. Egyes hormonok befolyasoljdk mas hormonok bioszintézisét és a
percepcidjat. Ez teszi lehetdveé a novény szadmadra, hogy a biotikus ¢€s abiotikus stressz-hatasokra
is valaszolni tudjon. Ez az tgynevezett ,,hormone crosstalk’” koncepcio (Robert-Seilanitz et al.
2011). Az auxinok és citokininek példaul forditott kapcsolatban allnak egymaéssal, amennyiben
az auxinok gatoljak a citokininek bioszintézisét (Woodward & Bartel 2005), de indukaljak a
gibberellinek (GS) bioszintézisét (Yamaguchi 2008). A gibberellinek és az ABA antagonista
kapcsolatban vannak, amikor szabalyozzak a magfejlodést és csirdzast (Yamaguchi 2008). A
citokininek gatoljak a GS bioszintézist és serkentik a GS dezaktivalast (Weiss & Ori 2007). A
kornyezeti tényezoktdl fiiggben az etilén ¢és a gibberellinek pozitiv vagy negativ
kolcsonhatasban lehetnek egymassal (Weiss & Ori 2007). A névényi hormonok ,,koktéljanak™
az exogén hasznalata mint ahogyan azok a tengeri alga kivonatokban jelen vannak szdmos
kedvez0 hatast jelentenek a ndvény szamara. A mikroalgaknak tobb potlolagos hatasa is van a
tengeri algakivonatokkal szemben:

1. iparszeriien termeszthetok, mig a tengeri algak gytijtése foldrajzi helyhez, hatasuk pedig
évszakhoz kotott,
2. bizonyos mikroalga torzsek kivalasztasaval specifikus hormon Gsszetételt tudunk

»eloallitani”, ami specifikus ndvekedési hatast nyajt a ndévény szamara. A vizsgalt

torzsek koziil példaul:

72



dc_881 14

- az MACC-545 Poloidon didymos nagy auxintartalmu torzs,

- az MACC-790 Stigeoclonium nanum nagy citokinin tartalmu,

- az MACC-44 Scotiellopsis terrestris nagy gibberellin tartalmu,

- az MACC-692 Klebsormidium flaccidum pedig nagy brasszinoszteroid tartalmu,

3. a mikroalgdk egy része antimikrobidlis hatdst mutat novénypatogénekkel szemben,

tehat a hatasa kettds, biostimulans és névényvédo.

Mindebbdl az kovetkezik, hogy ha példaul klimakterikus mangd gylimolcsoét bemartunk egy
brasszinoszteroid oldatba, akkor az serkenti az etilén korabbi termelddését kovetkezésképpen
javitja a gyiimolcs szinesedését (Zaharah et al. 2012). Nagy brasszinoszteroid tartalmu
mikroalga alkalmas lehet erre a célra.

Egyes mikroalgdk hormondsszetétele és biologiai hatdsa értékessé teszi Oket a
novénytermesztés szamara. Hatasuk kombinalt lehet, nem csupan a novény novekedését
befolyasoljak, hanem a névényt meg is védhetik bizonyos ndvénypatogénekkel szemben (1asd
4. ¢és 5. fejezet). Csokkenthetik a miitragyak hasznalatanak sziikségességét és azok kedvezdtlen
hatasat a talajok mikroszervezeteire (Kannaiyan et al. 1997).

3.5. Uj tudomanyos eredmények

Els6ként kozoltiik endogén gibberellinek jelenlétét és Gsszetételét mikroalgakban (Stirk et al.
2013b). Megallapitottuk, hogy a lassabban szaporodd algatérzsek tobb, a gyorsabban
szaporodok kevesebb gibberellint tartalmaznak. A mikroalgdkban kimutatott gibberellinek
alapjan feltételezziik, hogy a mikroalgdkban a gibberellinek bioszintézise a kdvetkezd tton
megy végbe: GS12 — GSs3 — GSa4 — GS19 — GS20 — GSs5 — GSe. A mikroalgakban a GSe
a dominans biologiailag aktiv gibberellin.

Masodikként kozoltiik a mikroalgdkban a brasszinoszteroidokat, koztiikk a BL és a CS
jelenlétét 24 vizsgalt zoldalgaban és harom brasszinoszteroid jelenlétét (CT, 6-oxoCN és
6deoxo-epiCS) a Chlorella minutissima zoldalga szinkron tenyészetében (Stirk et al. 2013b).

Az egyes hormonok termelése és a sejtciklus kozott nem sikeriilt meggydzo
Osszefliggést talalni, csupan néhany megallapitast tenni: (1) a sejtosztodasban szerepet jatszo
auxinok és citokininek koncentracidja novekedett a szinkrontenyészetekben a 48-6ras kisérleti
1d6szak alatt; (2) a gibberellineké, a mikroalgdkban feltehetden szintén stresszhormonként
mikodo abszcizinsavé €s a sejtosztodasban kozvetlentil részt nem vevo brasszinoszteroidoké
viszont csokkent; (3) az Arthronema africanum cianobaktérium aszinkron tenyészetével végzett
biotesztek szerint nem a sejtciklustol, hanem a fénytdl fliggden nétt a tenyészet citokinin-szer
hatasa.

Huszonot zoldalga hormontartalmanak és hormondsszetételének miiszeres analitikai
eredményei alapjan valoszinUsitjilk, hogy minden zdldalga képes novényi hormonok
termelésére, ezért a mikroalgdk, a tengeri algakivonatokhoz hasonloan alkalmasak lehetnek a
termesztett novények novekedésének és fejlodésének a kedvezd befolydsolasara. Potlolagos
elénylik a tengeri algakivonatokkal szemben, hogy koziiliik célorientaltan specifikus hormon
Osszetételll algadk hasznélhatok, amelyek iparszerien termeszthetk és még novényveédo
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hatasuk is lehet. Mindazonaltal a ndvénykezelési célokra termesztett mikroalga biomasszakban,
a novényi hormonok kimutatdsa miiszeres analitikai modszerekkel nem elegendd. A
felhasznalas el6tt a hormonok egyiittes bioldgiai hatasanak a vizsgalata bioteszt modszerekkel
feltétlentil sziikséges.

Kutatasi jovokép

A mikroalgdkban taldlhatd novényi hormonok miiszeres analitikai vizsgélata kiilonbozo
rendszertani csoportokba tartozd mikroalgakban alapkutatdsi céllal lehet sziikséges, pl.
specifikus hormonok kimutatdsa és bioszintézis utak megismerésére. A meglévé nemzetkozi
egylttmiikodésiink (Palacky University, Olomouc) keretében ezt korlatozott mértékben, de
tovabbra is szeretnénk vizsgalni.

Nagyobb hangsulyt szdnunk a hormonok mikroalgdkban betoltott szerepének a
kutatasara. Exogén hormonok hatasat vizsgaljuk laboratoriumi tenyészetekre és iiveghdzban
elhelyezett féliizemi tOmegtermesztd berendezésekben szaporodd mikroalgékra. Gyakorlati
célunk a tomegtermesztés soran a mikroalgak szaporodasanak a gyorsitasa, tovabba annak a
vizsgalata, hogy a kornyezeti feltételek (pl. alacsony fényintenzitds és hdmérséklet)
kedvezdtlen hatasa csokkenthet6-e specifikus hormonok adagolasaval.

Biotesztekkel értékeljiik eltéréd modon termesztett és/vagy kiillonbozé mikroalga torzsek
hormonszerii hatasat, kiilonos tekintettel az auxinszerti €s citokininszer(i hatasra. PhD-hallgatok
¢s novénytermesztok bevonasaval vizsgaljuk ezeknek a ,,bevizsgalt” biomassza mintaknak a
hatdsat termesztett novények novekedésére ¢€s fejlodésére, valamint ndvények
szOvettenyészeteire.
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4. Mikroalgak hatasa novénypatogén gombakra
4.1. Irodalmi attekintés
4.1.1. Fungicid hatasu mikroalgak

A mikroalgakban eléfordul6 elsddleges anyagcesere termékek, pl. fehérjék, zsirsavak, vitaminok
vagy szinanyagok szamos gazdasagi jelentdségli termék kozismert alapanyagai (2.1.4.
alfejezet). A mikroalgak tigynevezett masodlagos anyagcsere termékei az emberiség szamara
jelentds biotechnologiai termékek (Schlegel 1985). KozEjlik tartoznak egyebek kozott a szerves
savak, szénhidratok, aminosavak ¢€s peptidek, vitaminok, novekedést szabalyozé anyagok,
antibiotikumok, enzimek ¢€s toxikus vegyiiletek. Eddigi ismereteink szerint a cianobaktériumok
tobb mint 800 masodlagos anyagcsere terméke szamos csoportra oszthato, pl. enzimgatlok,
fotoszintézist gatlok, antimikrobialis anyagok (Yadav et al. 2011). A cianobaktériumok fontos
forrasai 01j fungicid és kisebb mértékben baktericid anyagoknak (Borowitzka 1995, Burja et al.
2001, Kulik 1995, Patterson et al. 1994, Piccardi et al. 2000). A tengeri mikroalgak
antimikrobialis hatasanak vizsgalatardl tobb kdzlemény késziilt, mint az édesviziekrdl, aminek
oka a nagyobb taldlati arany, vagyis a gyakoribb antimikrobialis hatas (Burja et al. 2001,
Gerwick et al. 1994, Jesus Raposo 2013, Kadam et al. 2013, Tan 2010, Welch 1962). Kellam
et al. (1988) biotesztekkel 132 tengeri €s 400 édesvizi mikroalga hatasat vizsgaltdk 6 gombara.
A tengeri mikroalgak koziil 18, az édesviziekbdl pedig csupan 6 mutatott gatldo hatast. A
kutatasok leginkabb gyogyszeripari céllal folynak, aminek féleg gazdasagi oka van. Az utdbbi
évtizedben azonban a szintetikus peszticidek elfogadottsdganak a csokkenése lendiiletet adott a
természetes eredetli anyagok kutatasdnak, amit az Eurdpai Unid i1s tamogat.

Human patogének
Iran kiilonboz6 teriiletein rizsfoldekrol izolalt 76 cianobaktérium térzsbol a Candida kefyr és a
Candida albicans gombara egyarant hatasos Hapalosiphon hibernicus FS 33 torzset talaltak
igéretesnek tovabbi vizsgalatokra (Soltani et al. 2005). A Tolypothrix tjipanasensis De Wild
cianobaktérium torzs lipofil kivonata kozepesen gatolta a C.albicans, a Trichophyton
mentagrophytes és az Aspergillus flavus Link: Fr. (toxintermeld) gombakat (Bonjouklian et al.
1991). A Nostoc muscorum kivonataban 1évé fenol vegyiiletek gatoltak a C.albicans és a
Staphylococcus aureus szaporodasat (Cano et al. 1990). Héforrasbol izolalt Mastigocladus
laminosus Chon ¢és Phormidium sp. torzs szintén gatolta a C.albicans-t és a S.aureus-t (Fish &
Codd 1994). Az MACC vizsgalt 6t Scenedesmus torzse 1 mg SzA cm>-nél kisebb
koncentracioban (MIC) gatolta a Candida albicans-t (Aremu et al. 2014). Argentinaban
rizsfoldekrol izolalt 36 cianobaktérium — Nostocaceae, Microchaetaceae és Scytonemataceae —
szlirletét vizsgaltak a Staphylococcus aureus és Candida albicans human patogénekkel
szemben. A torzsekbdl 20 volt hatasos a S.aureus, 12 a C.albicans és 5 mindkettdvel szemben
(Caire et al. 1993).

Stewart et al. (1988) tobb mint 700 cianobaktériumot vizsgaltak, amelyek talajbol,
vizbdl, vagy tengerekbdl szarmaztak. A kivonatok 9%-a mutatott fungicid hatést legalabb egy
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gombara a kovetkezOkbol: Aspergillus oryzae (Alhb.) Cohn (szaprofita); Candida albicans
(Robin) Berkh. (humanpatogén); Penicillium notatum Westling (szaprofita). Ishibashi et al.
(1986) tobb, nem specifikus fungicidet izolaltak a Scytonema pseudohofmanni Bharadwaja
torzsbol, amiket ,,scytophycin” C-, D- és E-nek neveztek el. Az Anabaena laxa kivonata, a
,»laxaphycin” hatasos volt 5, koztiikk az Aspergillus oryzae, Candida albicans és Penicillium
notatum gombara (Frankmolle et al. 1992). Ugyanezekre a gombakra volt hatasos a Calothrix
fusca (Kiitzing) Bornet & Flahault cianobaktériumbol izolalt és meghatarozott ,,calophycin”
(Moon et al. 1992), valamint a Fisherella ambiqua (N&geli) Gomont, a Hapalosyphon
hibernicus W. & G.S. West és a Westiellopsis prolifica Janet ,,hapalindol” tipusu alkaloidja
(Smitka et al. 1992).

Novénypatogén gombdak

A Nostoc muscorum extracellularis termékei a Rhizoctonia solani 77,5% gatlasat okoztak és
gyorsitottak a szdjamag csirazasat (Caire et al. 1990). A Spirulina platensis és a Nostoc
muscorum tenyészetének sziirlete biotesztben a Fusarium oxysporum ¢és a Rhizoctonia solani
szaporodasat mintegy 60%-kal csokkentette (Tantawy 2011). A hatast a szirletben 1évo
fenolokkal, szaponinnal és alkaloidokkal magyaraztak. Silva-Stenico és munkatéarsai 50
cianobaktérium tenyészetének sziirletét és a biomassza metanolos kivonatat tesztelték a
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani és a Pythium sp. névénypatogén gombakra, de meglepd
modon egyaltalan nem talaltak gatld hatast (Silva-Stenico et al. 2011). Az 50 torzs 30%-a
viszont gatolta a vizsgalt Gram-pozitiv és 17%-a a Gram-negativ baktériumokat. Paradicsom,
paprika és padlizsan névények Pythium aphanidermatum-mal szembeni védelmére a vetés el6tt
a magokat Calothrix elenkenii tenyészet sziirletével és a biomassza etilacetatos kivonataval
kezelték (Manjunath et al. 2010). A kezelt magok a vetéstdl szamitott 40 nap mulva eltéréen
valaszoltak a kezelésre, a legjobban az etilacetatos kivonattal kezelt paprika.

Halotolerans cianobaktériumok hatasat vizsgaltak az Aspergilus flavus, Aspergilus
niger, Colletotrichum musae, Fusarium oxysporum ¢és Paecilomyces lilacinus novénypatogén
gombakra (Pawar & Puranik 2008). A 40 torzsbdl 18 Oscillatoria, 5 Lyngby, 4 Nostoc és 3-3
Anabaena, Phormidium és Synechococcus volt. A torzsek koziil 20 legalabb egy
novénypatogén gombara hatasos volt, 12 pedig az A.flavus-ra. A Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici és a Fusarium moniliforme ellen a paradicsomot komposzthoz adott Anabaena laxa
torzzsel sikeriilt megvédeni (Prasanna et al. 2013). A fungicid hatasu A.laxa mellett a kezelés
ersitette a novény védekezd képességét a ndvénypatogén gombaval szemben. Kimutattik,
hogy az Anabaena laxa hatasos fungicid vegyiilete hasonlit a Lyngbya majuscula altal termelt
,majusculamid”-hoz (Gupta et al. 2013). A ,,cryptophycin” termelé ATCC 53789 Nostoc torzs
9 kiilénboz6 névényi gombabetegség ellen volt hatasos, egyebek kdzott Fusarium oxysporum
f. sp. melonis, Phytophtora cambivora, Rhizoctonia solani és a Sclerotinia sclerotiorum ellen
(Biondi et al. 2004).

A cianobaktériumok bioldgiailag aktiv, méasodlagos anyagcsere termékekben
leggazdagabb rendjei az Oscillatoriales (197) és a Nostocales (126), amelyek kdzott fungicidek
is megtalalhatok (Burja et al. 2001). Moore et al. (1988) cianobaktériumok nyers kivonatainak
9%-aban talaltak gombdak elleni hatast. Kulik attekintést adott a ndvénypatogén baktériumok és
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gombdk ellen hatasos mikroalgakrol (Kulik 1995). Szamos uj, biokémiailag aktiv, természetes
eredetii terméket izolaltak Microcystis, Anabaena, Nostoc és Oscillatoria fajokbol. A bioaktiv
vegyliletek 40%-a lipopeptid, 5,6%-a aminosav, 4,2%-a zsirsav, 4,2%-a makrolid és 9%-a amid
volt. A lipopeptidek 41%-a citotoxikus és csupan 15%-a tartalmaz egyebek kozott gombakra
hat6 vegyiileteket (Burja et al. 2001). A tengeri cianobaktériumok természetes anyagainak a
75%-a nitrogént tartalmaz, vagyis valdszinlileg az aminosavak anyagcseréjébol szarmazik
(Gerwick et al. 1994).

Osszefoglalva az irodalom a tengeri cianobaktériumokbol, azon beliil is leginkabb
fonalas fajokbol kimutatott fungicid hatasi anyagokat targyalja, és csupan elvétve emliti meg
a talajalgdkat. Borowitzka szerint eddig valoban a cianobaktériumok alltak a leginkabb a
kutatas kozéppontjaban, de semmi okunk nincs feltételezni azt, hogy az eukariota algakban
nincsenek érdeklddésre szamot tartdé aktiv vegyiiletek (Borowitzka 1995). Az MACC
lehetdségeit kihasznalva ezért nagyrészt eukaridta talajalgakat vontunk be a kutatasba.

4.1.2. Kivonat készitésétol fiiggo hatas

Feliiluszo

A mikroalgék bioaktiv anyagai tobbnyire a sejtekben halmozddnak fel, de a tapkozegbe, vagy
a kornyezetbe is kikeriilhetnek. Harder az els6k kozott mutatta ki, hogy a Nostoc punctiforme
autotoxikus anyagot bocsat ki a kornyezetébe (Harder 1917). A Nostoc commune extracellularis
terméke egy antibakteridlis hatasti diterpén (Jaki et al. 2000). Volk 7 cianobaktérium
tapkozegébdl mutatta ki az indol-alkaloid norharmant, ami egyebek k6zott kiilonb6z6 enzimek
miukodesét gatolja (Volk 2008). Burkiewicz harom zoldalga tenyészetének a szlrletében
bioteszttel gibberellin és citokinin hatést talalt (Burkiewicz 1987). Ot vizsgélt édesvizi
mikroalga koziil négy esetben a tenyészet feliiliszdja mutatott antimikrobialis hatést kiilonb6z6
¢lelmiszer romlast okoz6 gomba ellen (Kellam et al. 1988). A Gloeocapsa sp. zoldalga és a
Synechocystis sp. cianobaktérium vizes kivonata és a tenyészet feliiliszoja volt a leghatasosabb
¢és a legszélesebb hatasspektrumu élelmiszer mindség romlast okozo nyolc mikroszervezettel
szemben az altaluk termelt és kibocsatott poliszacharidok miatt (Najdenski et al. 2013). A sejt
célszerien akkor bocsat ki a koOrnyezetébe anyagokat, ha azt szeretné
megvaltoztatni/befolyasolni, beleértve a kdrnyezet mas €16 szervezeteit is. A Nostoc insulare
cianobaktérium akkor bocsatott ki nagyobb mennyiségii norharmant a kornyezetébe, amikor
korlatozott volt a tapanyagellatas és megndvekedett a mas szervezetekkel valo versengés (Volk
2007).

Biomassza

A legtobb masodlagos anyagcsere termék feltehetden az alga biomasszaban halmozodik fel. Az
extrahdlds modja jelentésen befolydsolja a kivonat bioldgiai hatasossagat. Bhateja ¢és
munkatarsai 9 cianobaktérium vizes €s szerves olddszeres kivonatat vizsgalva megallapitottak,
hogy a vizes kivonatok hatastalanok voltak a Staphylococcus aureus (VISA) torzsre, de az
Anabaena variabilis szerves oldoszeres kivonatai (hexan, kloroform és metanol) jelentdsen
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gatoltak a vizsgalt baktériumot (Bhateja et al. 2006). A Dunaliella salina halofil zoldalga és a
Phormidium autumnale fonalas cianobaktérium metanol+acetontdietil éter olddszer
keverékkel készitett kivonata volt a leghatasosabb a vizsgalt novénypatogén gombakra (pl.
Fusarium solani, F.oxysporum; Alwathnani & Perveen 2013). A Nostoc linckia metanolos
kivonata a Cladosporium sp. micélium novekedését 40%-kal, a Fusarium oxysporum-ét pedig
30%-kal csokkentette, de a cianobaktérium vizes kivonata hatdstalan volt (Perveen &
Alwathnani 2013). Pawar és Puranik 40 cianobaktérium torzs vizsgalatakor szintén a metanollal
készitett kivonatokat talaltak a leginkdbb gombaszaporodast gatlé hatdsunak (34,9%), amit az
n-propanol (30,2%), a petroléter (18,6%), végiil a vizes kivonat (16,2%) kovetett (Pawar &
Puranik 2008). Huszonhét cianobaktérium vizes kivonatanak 9%-a, mig metanolos kivonatanak
31%-a volt antibakterialis hatasu (Skulberg & Skulberg 1990). A muszerezettség fejlodésével
lehetové valt kivonatok készitése szuperkritikus széndioxid extrakcio alkalmazasaval.
Mendiola és munkatarsai a Chaetoceros muelleri tengeri kovamoszatbol a nyomas és a
hémérséklet valtoztatasaval kiilonbozo szuperkritikus extraktumokat készitettek és eltérd
antimikrobialis hatast figyeltek meg (Mendiola et al. 2007). A Candida albicans volt a
legérzékenyebb a kivonatokra, amelyekben az 0sszes triglicerid és a dokoza-pentaénsav (DPA)
volt a hatasért felelds. Cano és munkatarsai a Nostoc muscorum metanolos kivonataban a fenol
vegyiileteket tették felelossé a Candida albicans elleni hatés kialakuldsaban (Cano et al. 1990).

Irodalmi adatok alapjan megallapithatd, hogy az algatenyészetek sziirletének
antimikrobialis hatdsa kimérhetd lehet, de a biomassza szerves olddszeres (pl. metanol)
kivonatanak a tesztelésével nagyobb talalati arany, vagyis gyakoribb antimikrobialis hatas
varhato. A szerves olddszeres kivonat feltételezhetden nagyobb hatasa ellenére vizes kivonat
készitése indokolt lehet, ha a megtermelt algabiomasszat nagyobb anyag- €s energiaraforditas
nélkiil, példaul kozvetleniil novények kezelésére akarjuk felhasznalni. Az alkalmazas és a
kivonatok készitése eldtt azonban a sejtfeltarasra feltétleniil sziikkség van, amit a fent emlitett
kozlemények szerzdinek a tobbsége nem emlitett.

4.1.3. Kornyezeti feltételektol fiiggo hatas

Mikroalgak antimikrobidlis hatdsi masodlagos anyagcseretermékeinek hasznositasa
alapvetden kétféle modon torténhet: (1) a hatasos molekulak kivonasa és meghatarozasa, kémiai
szintézise és annak alkalmazasa; (2) a hatasos algatorzs tomegtermesztése és a hatoanyago(ka)t
tartalmazo biomasszanak vagy kivonatanak felhasznalasa. Gazdasagos megoldasnak az utobbi
latszik, kiilondsen akkor, ha nem csupan egy molekula felelds a hatas kialakulasaért (Knutsen
& Hansen 1997). A cianobaktériumokra ez csupan korlatozottan érvényes, mert szaporodasuk
lasst, szuszpenzidjuk nem homogén, vagyis tomegtermesztésiik nehézségekkel jar. Felmeriil
tovabba a kérdés, hogy a laboratoriumi koriilmények kozott szaporitott hatdsos mikroalga
megorzi-e ezt a tulajdonsagat, ha tomegtermesztd berendezésben mas koriilmények kozott
szaporodik? Adott molekula bioszintézise a mikroalga torzstdl €s a laboratdriumi tenyésztési,
ill. a tomegtermesztési koriilményektdl, a prekurzorok jelenlététdl €s a bioszintézisben részt
vevo specifikus enzimek aktivitasatol fiigg (Skulberg 2000).
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Az algak tobbféle antimikrobidlis hatdst is mutathatnak, ami feltehetden kiilonb6z6
vegyliletek termelésére vezethetd vissza (Olesen et al. 1964). Ugyanannak az alganak
kiilonboz6 mintai lehetnek hatastalanok vagy hatasosak egyes mikroszervezetekre, ugyanakkor
hatasosak masokra. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a hatdsos vegyiiletek szama,
vagy a koncentracioja eltérd volt a mintdkban (Ballantine et al. 1987). A bioldgiai védekezés
soran vagy a mikroalgak altal termelt gatlo anyag hat a ndvénypatogén gombara, gy mint a
peszticidek, vagy a mikroalga altal termelt anyagok védekezd reakcidkat indukalnak a
ndvényben. Miutan az utdbbi anyagok nem pusztitjak el a patogént, a modszer teljesen eltér a
kémiai védekezéstél (Alabouvette et al. 2006), és ez jelenti az eldremutatdé megoldast. A
novények érzékelik a patogének altal kibocsajtott elicitor molekulakat, amelyek hatasara a
névény védekezé mechanizmusokat hoz miikodésbe a patogénnel szemben. A tengeri algak
altal termelt poliszacharidok ¢és ebbdl képzddott oligoszacharidok szintén kivalthatnak ilyen
védekezé mechanizmust a novényben virus, gomba ¢€s baktérium fert6zés ellen (Vera et al.
2011). A mikroalgak is termelnek poliszacharidokat, vagyis elméletileg szintén kivalthatnak
hasonld hatast.

Tenyészet kora

Csaknem minden, érdekldédésre szamot tartd, biologiailag hatdsos vegyiilet masodlagos
anyagcsere termék €s mint ilyen rendszerint a szaporodas stacioner szakaszaban vagy a lassan
szaporodd tenyészetekben fordul eld leginkdbb (Borowitzka 1995). Szdmos tanulméanyt
kozoltek arrdl, hogy a hatasos vegyiiletek termelése a szaporodasi fazistdl és a kornyezeti
feltételektdl fligg, vagyis a hatasos vegyliletek termelését optimalizalni kell (Debro & Ward
1979, Morton & Bomber 1994, Westerhuizen & Eloff 1983, sth.). Az Anabaena laxa a
legnagyobb fungicid hatast a Pythium debaryanum-ra folyamatosan megvilagitott tenyészetben
¢s a szaporodas stacioner szakaszaban mutatta (Gupta et al. 2013). A Synechococcus
leopoliensis cianobaktérium maximalis antimikrobialis hatasat ugyancsak a szaporodas
stacioner szakaszaban mérték (Noaman et al. 2004). Az Oscillatoria angustissima és a
Calothrix parietina antimikrobialis hatasa szintén a stacioner szakaszban volt kimutathato (Issa
1999). Volk szerint az antimikrobialis vegytiiletek a Nostoc insulare tenyészetében a stacioner
szakaszban halmozodtak fel (Volk 2007). A 4 naposhoz viszonyitva a 17-napos Gloeocapsa sp.
tenyészetben négyszer nagyobb volt a poliszacharidok antimikrobialis hatasa (Gacheva et al.
2013). Scenedesmus zoldalga torzsek jelentés antimikrobidlis hatasat (< 1 mg cm?®) tudtuk
kimutatni két Gram-pozitiv és két Gram-negativ baktériummal, valamint a Candida albicans
gombaval szemben. A hatést befolyasolta a tenyészet kora, de altalanos Osszefiiggést nem
tudtunk megallapitani a torzsek hatasa és a tenyészetek kora kozott. A bioldgiai hatasossag
szempontjabol idealis sziiretelési 1d0 a keresett molekulatol és az elvart bioldgiai hatastol,
valamint a vizsgalt Scenedesmus torzst6l fliggétt (Aremu et al. 2014).

Tapoldat, fény homérséklet

A tapoldat az egyik legmeghatarozobb kornyezeti tényezd a mikroalgak szamara. Ennek egyik
bizonyitéka példaul az, hogy G-tapoldatban szaporitott Synechococcus leopoliensis
antimikrobialis hatdsa csekély volt, kozepes a Chu-10 és maximalis a BG-11 tapoldatban
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szaporitva (Noaman et al. 2004). Schwartz és munkatarsai azt talaltdk, hogy a tapoldat
valtoztatasaval, valtozik a Fischerella antimikrobialis hatasa is (Schwartz et al. 1989). A
tapoldat megfeleld megvalasztdsa haromszorosara ndvelheti az antimikrobidlis anyagot termeld
torzs biomasszajanak az antimikrobidlis hatdsat (Egorov 1985). A mikroalgak szadrazanyagaban
mintegy 50% a fehérje, a keményitd pedig az elsddleges szén- és energia-forras. Ha a sejtek
hosszabb iddn at nitrogén-hianyos kornyezetbe keriilnek, akkor tovabb nének és osztodnak, de
a fotoszintézis révén megkotdtt szén a keményité helyett a lipidek fel¢ éaramlik, a
fehérjetermelés pedig sziinetel (Li et al. 2011). Nitrogén-hianyos tapkozegben a Chlorella
minutissima zo6ldalgaban csokkent a fehérjeszintézis (20-25%), és novekedett a lipid- és
zsirsav-tartalom (40-45%; Orddg et al. 2012). A bioldgiai hatas kialakuldsa sokszor a
zsirsavakra vezethetd vissza (Gacheva et al. 2013, Mendiola et al. 2007, stb.), amelyek
sziikség az Oscillatoria acutissima nagy acutiphycin termeléséhez (Moore et al. 1988).

A ,,cianobacterin LU1” antibiotikumot termel6 CALU-892 Nostoc linckia torzs a
szaporodas minden szakaszaban termelt antibiotikumot, de inkdbb az alacsony homérsékletet
kedvelte (Gromov et al. 1991). A Gloeocapsa sp. cianobaktérium szaporodasa csokkent ha az
idedlisnal alacsonyabb hdomérsékleten tenyésztették, de ndvekedett a bioldgiai hatdsa
baktériumokkal és gombakkal szemben (Gacheva et al. 2013). A kiilonb6z6 koriilmények
kozott tenyésztett Anabaena laxa biomassza mintakbol a folyamatos fényen tenyésztett
fungicid hatésa volt a legnagyobb, amit tovabb ndvelt a foszfor koncentracié megkétszerezése
a tapoldatban (Gupta et al. 2013). A nagy fényintenzitds egyesek szerint ndveli (Tonk et al.
2005, Wiedner et al. 2003), masok szerint csokkenti a cianobaktériumok toxintermelését
(Hobson & Fallowfield 2003, Lehtimaki et al. 1994, Sivonen 1990).

A kornyezeti feltételek hatasa a biologiailag hatdsos vegyiiletek termelésére sokkal
fontosabb lehet, mint maga a mikroalga torzs (Prochdzkova et al. 2013). A tapoldat, annak
Osszetétele, a fény, a hdmérséklet, a tenyészet kora €s sok mas tényezd (pH, CO2-ellatas, stb.)
hatasos torzs kivalasztasa utan ezért fontos feladat a tenyésztési koriilmények optimalizélasa,
ami nem feltétleniil egyezik meg a szaporodasi feltételek optimalizalasaval. Nem egyszeriien
biomassza termelés a cél, hanem bioldgiailag aktiv anyagokban gazdag mikroalga biomassza
termelése. A tenyészet szaporodasdnak az optimalizalasdt nem a szarazanyag termelésre,
hanem a bioldgiailag aktiv anyag termelésre célszerti elvégezni.

4.1.4. Célkitiazések

F6 célunk az MACC jol szaporod6 mikroalga torzseinek gazdasagilag jelentds ndvénypatogén
gombakkal szembeni hatdsossaganak a megismerése volt, ezen beliil pedig az aldbbiak:

1. kilenc novénypatogén gomba koziil legaldbb egy ellen hatdsos mikroalga torzs
kivalasztasa, aminek ismeretében majd palyazati anyagok készitheték a bioldgiailag
hatdsos anyagok idedlis termelési feltételeinek a meghatarozasahoz, végil pedig
mikroalga termék eldallitasahoz,
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2. mikroalga torzsek eredeti ¢lohelye (talaj, viz), rendszertani helye (cianobaktérium,
eukaridta alga) és bioldgiai hatdsossaga kozotti Osszefiiggés feltarasa, a jovobeni
biotesztelésnél nagyobb talalati ardny eléréséhez, valamint az MACC bdvitésére
legmegfelelobb él6helyek kivalasztasa 0j torzsek izolaldsdhoz,

3. ndvénypatogén gombakkal szemben hatasos mikroalgdk gyakorisagédnak a becslése
annak eldrejelzésére, hogy milyen esélyiink van j névénypatogén gombaval szemben
hatasos mikroalga kivalasztasara.

4.2. Anyag és moédszer
4.2.1. Vizsgalt cianobaktériumok és eukariota algak

Az agar géldiffuzios biotesztekhez nagy biomasszat add, gyorsan szaporodd és lehetdleg
homogénen szaporodoé talajalgakat valasztottunk. A cianobaktériumok szaporodasa altalaban
lassu, gyakran tapadnak a lombik belsé falara, lepedéket, csomokat képeznek. Ezzel szemben
az eukariota algdk, kiilonosen a zoldalgdk gyorsan szaporodnak, tenyészetiik homogén
szuszpenziot ad ¢és ritkan tapadnak az iiveg faldra. A tengeri cianobaktériumok bioldgiai
hatasardl szamos, az édesviziekrdl viszont kevesebb kozlemény all rendelkezésre. Keveset
tudunk az eukariota algak antimikrobialis hatasar6l és még kevesebbet a talajalgakrol. Mindezt
figyelembe véve a biotesztekhez kivalasztott torzsek tobbsége eukaridta alga, kétharmada
talajalga, egyharmada pedig vizbdl izolalt mikroalga torzs (4.1. tablazat). A cianobaktériumok
a Nostocales és Oscillatoriales rendbe tartozé fonalas cianobaktériumok. Az eukariota algak
csaknem kizarolag a Chlorophyceae ¢s Trebouxiophyceae osztalyba tartoznak. A vizsgalt 280
torzs taxondmiai besorolasat, eredetét, tenyésztéséhez hasznalt tdpoldatot, maximalis
biomassza termelését és a tenyésztési id6t a melléklet M4.1. tablazataban mutatjuk be
részletesen.

A kivalasztott torzsek produktivitasanak 6 jellemzdit, vagyis legnagyobb biomassza
termelését €s atlagos napi biomassza termelését az MACC 0Osszes torzséhez ¢€s talajalgaihoz
hasonlitottuk (4.2. tablazat). A sok és kiilonb6z6 tulajdonsagi mikroalga egymastol nagyon
eltérd adataibol szamitott atlag természetesen nagy szorassal tarsul, de a jelentds kiilonbség az
atlagokban mégis egyértelmii. Az MACC 0sszes torzse €s talajalga torzsei kozott alig van
kiilonbség, mig a kivalasztott térzsek gyorsabban szaporodnak és nagyobb biomasszat
termelnek, mint az MACC mas torzsei. A tOrzsek fenntartdsat, szaporitasat, sziiretelését,
tarolasat és el0készitését a biotesztekhez a 2.2. alfejezetben részletesen leirtuk.
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4.1. tablazat: Agar géldiffizids bioteszttel novényi gombabetegségek ellen vizsgalt 280
mikroalga torzs taxondmiai helye és eredete.

Rend/Osztaly Eredet Osszesen
Talaj Viz

Nostocales 12 8 20
Oscillatoriales 6 3 9
Synechococcales 1 1 2
Chroococcales 1 1 2
Pseudanabaneales 1 1
Osszes cianobaktérium 20 14 34
\C:\Hlb\rébhyééée\m“mHmml/o/? ////////////// o T SRR
Trebouxiophyceae 54 28 82
Ulvophyceae 4 4
Klebsormidiophyceae 2 1 3
Conjugatophyceae 1 1
Osszes eukariota alga 167 79 246
Mindosszesen 187 93 280

4.2. tablazat: Az MACC 0Osszes torzsének, talajalgainak és agar géldiffuzios bioteszttel
ndvényi gombabetegségek ellen vizsgalt 280 mikroalga tdrzsének legnagyobb biomassza
termelési atlaga €s atlagos napi biomassza termelése.

Algatorzsek atlagos napi

Algatorzsek legnagyobb .
g ghagy biomassza-termelése

MACC biomassza termelése (g L
gL™) 1 nan-
algatorzsek (mg L™ nap™)
Cianobaktérium | Eukariota alga | Cianobaktérium | Eukariota alga
Osszes algatorzs 1,30+0,60 2,00+0,87 107,78+48,12 157,09+59,30
Talajalgak 1,25+0,52 2,12+0,86 106,80+46,14 160,56+54,87
Novénypatogén
gombak ellen 2,07+0,69 2,61+0,73 149,08+55,27 191,57+46,79
vizsgalt torzsek
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4.2.2. Vizsgalt novénypatogén gombak

Alternaria alternata (Fr:Fr.) Keissl. barna, harant- és hosszanti valaszfalakkal tobb sejtre
osztott konidiumai lancokban fiiz6dnek le (Rotem, 1994).

Polifag parazita gazdandvényei tobbek kozott az Allium, Beta, Brassica, Capsicum,
Lycopersicon, Solanum, Triticum nemzetségek fajai. Leggyakrabban levélbetegséget okoz, ami
nagyméretli, beszarado, koncentrikusan gyliriizott foltok formajaban jelenik meg. A foltok
kozott a szovetek gyakran sargulnak. Fert6zi a burgonya gumojat is, amelyen a szovetekbe
mélyedd, korhadd szovetrészek képzOdnek. A paradicsom alaki paprika termésén a belsd
szovetek rothadasat idézi el6. A paradicsom bogyojan besiippedd, gytriizott foltokat okoz. A
fertdzott részeken nedves koriilmények kozott megjelenik a gomba fekete konidiumtartod
tomege. Fert6zési forras a beteg novénymaradvany. Egyes gazdandvényeinek (paradicsom,
hagyma sth.) magjaval is terjed. Konidiumai a szél segitségével jutnak a gazdandvényre.
Megbetegedések meleg, paras idében alakulnak ki (4.1. abra).

4.1. abra: Alternaria alternata tiinetei paradicsomon (forras: Németh L., NYME MEK,
2013).

Fusarium graminearum Schwabe ivartalan sporai makro- és mikrokonidiumok, valamint
klamidospoérak, teleomorf alakja: Gibberella zeae (Schwein.) Petch, peritéciumos tomlésgomba
(Booth 1971).

A Fusarium fajok a gombak ndvénypatologiai szempontbdl legjelentésebb nemzetségét
alkotjak. Kozmopolita, talajlakd szervezetek, az élettani, kortani, vagy egyéb okokbol
legyengiilt novényeken stlyos veszteségeket okoznak. A F. graminearum 4-8 sejtil
makrokonidiumai kiss¢ gorbiiltek. Klamidosporakat ritkdn képez. Teleomorf alakja a
Gibberella zeae peritéciumos, aszkuszos gomba. A kérokozo 15 ndvénycsalad szamos egy- és
kétsziki fajat fertézi. Legjelentdsebb gazdandvényei a gabonafélék. Ezeken csirapusztulést és
tokorhadast okoz. Hazai éghajlati és termesztési feltételeink mellett ennek a két fert6zési
maddnak nincs nagy jelentdsége. A kalaszfuzaridzis a buzan és az arpan, valamint a csOpenész
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a kukorican csapadékos években a termesztés sikerének meghatirozd eleme lehet. A
termésmennyiség csokkenése mellett romlanak a malomipari értékek és takarmany mindsége.
A Fusarium fajok masodlagos anyagcseretermékei rendkiviil nagy biologiai aktivitasa
mikotoxinok, amelyek takarmannyal az allatok, vagy élelmiszerrel az ember szervezetébe jutva
minden életfunkciot befolyasolnak (4.2. abra).

g % Gt - ‘
4.2. abra: Buza kalaszfuzariozis (jobbra, forras: Major B., NYME MEK, 2013) és kukorica
csOpenész (balra, forras: Németh L., NYME MEK, 2013).

Rhizoctonia solani Kiihn — steril micéliumt, konidiumot nem fejleszté szervezet, melynek
ivaros alakja a Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk. bazidiumos gomba (Sneh et al.
1991).

Széles gazdandvénykorl, mintegy 250 novényfajt fertdzo parazita. Vilagszerte elterjedt gomba
a burgonyahimlé és a ,fehérharisnyassag” korokozdja. A burgonyacsira csucsi része
megfeketedik, a talajfelszin alatt elpusztul, a n6vény nem kel ki. Késébb, az idésebb névények
szaran, a talaj kozelében az ivaros alak fehér micélium bevonata jelenik meg. Hatdsara a
hajtasok sargulnak, lankadnak, leveleik sodrodnak. Zoldségfélék palantanevelésekor gyakran
fellép, mint a palantaddlés korokozoja. Szikleveles, vagy 1-2 lombleveles ndvények betegednek
meg. A szikleveles novények szartovén vizenyOs barnuld foltok keletkeznek. A szar beflizddik,
elvékonyodik, elddl, s a palantdk foltokban elpusztulnak. Helyre vetett ndvényeknél a
csirapusztulds téhianyt okoz. A kés6bbi fertdzés a gyokérnyaki rész parasoddsat okozza. Az
erdsen fert6zott tovek elddlnek. Cukorrépaban — tobb korokozo mellett — a R. solani is részt
vesz a gyOkérfekély szindroma kialakitasdban. Ebben az esetben is a fiatal novények
fert6zddnek, vagy pusztulnak el. Az €letben maradt egyedek visszamaradnak a fejlédésben.
Erés fertdzésnél wjravetés valhat sziikségessé. Elsddleges fertdzési forras a talaj, vagy a
burgonyagumo6 héjan képzodd fekete aprod, alszklerociumok. A fertézéshez 20 °C alatti
talajhdmérséklet és nedves talaj sziikséges (4.3. abra).
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4.3. abra: Rhizoctonia solani altal okozott befiizodés paprikapalanta szartdvén (balra,
forras: Rasbak), burgonyahimld (jobbra, forras: Németh L., NYME MEK, 2013).

Pythium ultimum TROW. petesporas gomba (Plaats-Niterink 1981).

Nem tartozik a legjelentdsebb korokozok kozé, de a palantaddlés komplex koroktananak
szerepldjeként figyelemre tarthat szamot. Talajlako, sokgazdas parazita. A csirandvényeket és
a szikleveles palantakat fertdzi. A csiranovény mar a talajban fertézddhet és elhalhat. Késébb
a palantdk hipokotil szarrésze vizenydsodik, megbarnul, majd beflizédik. Az elvékonyodott
szovetek nem birjdk el a novény stlyat, igy a palanta elfekszik a talajon és elhal. A 4-6
levelesnél iddsebb palantdk gyokérnyaki része mar nem fert6zdédik. Ilyenkor az wjonnan
képzddo gyokerek fiatal szoveteit betegiti a gomba.

Phaeoramularia capsicicola (Vassiljevsky) Deighton tobbnyire kétsejtii, barna konidiumai
rovid tartokon képzédnek (Glits 1992).

Eldszor 1992-ben észlelték hazédnkban a betegséget. Zart, rosszul szelldztetett, kis légterti
termesztd berendezésekben okoz jelentds veszteséget. A koérokozo csak a paprikat fertdzi.
Eleinte vilagos, néhany milliméteres foltok jelennck meg a leveleken, amelyek fonakan
barsonyos, sziitke penészbevonat képzddik. A levelek kanalasodnak, sargulnak, végiil
lehullanak. A gomba a lehullott, fert6zott levelekben telel at. A fert6zéshez 30 °C korili
homérséklet €s magas paratartalom sziikséges. A betegség a strli, buja, talzott
tapanyagellatasban részesitett allomanyokban kiilondsen nagy kart okozhat (4.4. abra).
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4.4. abra: Barsonyfoltossag tiinetei a paprika levelén (forras: Németh L., NYME MEK,
2013).

Botryotinia fuckeliana (de BARY) WHETZEL, apotéciumos tomlésgomba, anamorf alakja a
Botrytis cinerea PERS.:FR., amely konidiumait szabadon all6 tartokon a fert6zott novényi rész
feliletén képezi (Elad et al. 2007).

Sokgazdas, kétszikli novényeket fertéz0 parazita. A gazdandvény pollene stimuldlja a
konidiumok csirdzasat. Gazdandvényei foldfeletti részén sziirkepenészes rothadast okoz. A
fert6zott részeken nedves idében nagy, vizeny6s, rothadd foltok jonnek létre, amelyeken a
gomba konidiumtartdin oriasi tomegben fejlédnek az egysejtli, porzé konidiumok. Nagy
karokat napraforgoban, kertészeti kulturdkban, szélében és bogyos gyiimdlcsdsokben okoz.
Csapadékos 0szon napraforgoban a tanyérok tomeges leszakadasat okozhatja. SzOlében a
peronoszpora ¢s a lisztharmat mellett a legveszélyesebb korokozok egyike. A
bogyosgytimolcsiiek és a sz616 bogyodi nedves idében rothadnak, a fiirtkocsany fert6zése miatt
a szOl6flirt leszakad. A tarolt csemegeszdl6 fiirtjei elrothadnak. Szaraz meleg 6szon a fertdzott
sz6l6szem nem rothad el, a gomba nemesrothadast, a szemek toppedését, aszusodasat okozza
(4.5. abra).

szovetein (forras: Németh L., NYME MEK, 2013).
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, tomlésgomba, amely ivaros spoérait tolcsér alaka
apotéciumokon fejlodd aszkuszokban képezi. Ivartalan sporakat — konidiumokat — nem képez
(Saharan & Naresh Mehta 2008).

Az egyik leginkabb polifag gombafaj. Fertézi egyebek kozott a napraforgot, repcét, mustart,
babot, sargarépat, paradicsomot. Mintegy négyszaz termesztett és vadonéld gazdandvényén
fehérpenészes rothadast okoz. Egyszikiieket nem betegit meg. A fert6zott részeken nagyméretii,
barnan rothad¢ foltok jelennek meg, amelyeken nedves, csapadékos idében hofehér, vattaszeri
micélium fejlédik. A szovetek helyén, illetve a novény feliiletén a micéliumszovedékben a
gomba tobb éves fennmaradasat biztosité kemény, fekete micéliumtomoriilések, szklerociumok
tomege képzodik. Az ezekbdl hajté micélium a gazdandvény szartovét és gyokereit fertdzi. A
talajfelszin kozelében elhelyezkedd szklerociumok karpogén, azaz ivaros termoétesteket —
apotéciumokat — produkalo csirazasa soran aszkosporak képzdodnek, amelyek kilovellésiiket
kovetden a légaramlatok segitségével magasabban elhelyezkedd szarrészekre, vagy a
napraforgd tanyérjara is eljuthatnak. Kedvez6, a korokozo 6kologiai igényeinek megfeleld
csapadékos id6jarasban, fogékony fajtakon a termésveszteség elérheti a 100%-0t (4.6. abra).

4.6. abra: A fehérpenészes rothadés tiinetei fejessalatan (balra, forras: Németh L., NYME
MEK, 2013), szklerotinias tanyérfertézés kovetkezménye napraforgon (jobbra, forras: Kovacs
B., NYME MEK, 2013).

Plasmopara viticola (Berk. & Curt ex de Bary) Berl. & de Toni, oospéras gombaszerti szervezet
(Pearson & Goheen 1998).

A sz6loperonoszpora korokozoja. Csak a Vitaceae csalad fajait fertézi. Feltételezhetéen a
filoxéra lekiizdése végett Eszak-Amerikabol szarmazo sz6él6vessz6 szallitmanyokkal jutott
Européba. Magyarorszagon 1880-ban irtdk le megjelenését. Gyorsan terjedt a magyar
borvidéken, néhany év alatt egyharmadara csokkentve a bortermést. Jarvanykeltd képessége
mind a mai napig nem csokkent.
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A korokozo a fiatal levelek sztémadin behatolva az intercelluléris jaratokban terjed. A
mezofillum sejtjeibdl taplalkozva a levél szinén sargaszold, kerekded ,,0lajfoltok megjelenését
okozza. Ezek fonadkan fehér sporangiumtartdé gyep, rajtuk a koérokozd ivartalan
szaporitoképleteinek tomege jelenik meg. Nedves iddjarasban a sporangiumomokbol
kiszabadul6 rajzosporak ujabb fertdzéseket inditanak el. Késébb a foltok szdvetei elhalnak. Az
iddsebb leveleken a foltok szogletesek, a fert6zott levelek lehullanak. A fiatal bogyok
fertdzodését a levelekéhez hasonld penészkiverddés kiséri. A bogydk elszaradnak. Késobb a
fiirt fertézodését kovetden a bogyok lilas szint mutatnak, majd sporulacié nélkiil elszaradnak.
A fiatal hajtasrészek is fertdzddnek. Jarvanyos években a termésveszteség elérheti a 80-100%-
ot (4.7. abra).

4.7. abra: ,,Olajfoltok™ a sz616 levelén (balra, forras: Németh L., NYME MEK, 2013),
sporulalé P.viticola a sz§16fiirton (jobbra, forras: Németh L., NYME MEK, 2013).

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, petesporas gomba (Erwin & Ribeiro 1996).

A korokozd altal okozott burgonya- és a paradicsomvész e ndvények vilagszerte
legveszedelmesebb, legnagyobb gazdasagi karral fenyegetd betegsége (4.8. abra). Eurdpaba
1845-ben hurcoltak be feltételezett Gshazajabol, Mexikobol. frorszagban, ahol ebben az idében
a szegényebb rétegek o taplaléka a burgonya volt olyan mértékii termésveszteséget okozott,
hogy a fellépd élelmiszerhiany miatt mintegy egy millié ember halt éhen és kozel ennyien
vandoroltak ki Amerikaba az ¢hinség és a betegségek eldl. Magyarorszagon a korokozd
jelenléte 1846 ota ismert. Minden évben fertdz és az Okologiai feltételektdl, a fajtak
ellenallosagatol valamint a védekezés sikerét6l fliggd mértékben veszteségeket okoz. A
kérfolyamatnak kedvezd — mérsékelten meleg, csapadékos — id6jarasi feltételek mellett,
fogékony fajtakon a termésveszteség ma is elérheti a 80-100%-ot, a teljes lombvesztés és stlyos
gumofertdzés kovetkeztében.
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4.8. abra: A Phytophthora infestans tiinetei a burgonya z6ld részein (balra, forras: Ersek T.)
és a paradicsom bogy6jan (jobbra, forras: Németh L., NYME MEK, 2013).

4.2.3. Bioteszt eljarasok fungicid és fungisztatikus hatas kimutatasara

Agar geéldiffuzios modszer
A modszerrel algakivonatok hatasat vizsgaltuk nekrotrof korokozok micéliumndvekedésére. A
tesztelt korokozokat burgonya-dextréz agaron (PDA, Atlas 2004) tartottuk fenn, kivéve a
Phytophthora infestans-t, amelynek fenntartasahoz borsdagar taptalajt (Shattock et al. 1990)
valasztottunk (melléklet M4.2. tablazat). A tenyészeteket szobahdmérsékleten tartottuk. A
vizsgalatokhoz 10-12 napos kulturakrél lemosott, micélium- és/vagy konidium-szuszpenziot
hasznaltunk. A mikroalgak micéliumnovekedésre gyakorolt hatasat in vitro, fert6zott agarban
végzett géldiffuzids tesztben vizsgaltuk (Aponyiné és Garamvolgyi 1997). A modszer
egyszerien kivitelezhetd, ugyanakkor megbizhat6 és reprodukalhat6 eredményeket ad.

A frissen készitett, autoklavban sterilezett taptalajt 45 °C-ra hiitve vizfiirddben tartottuk.
A ferde agarrol steril desztillalt vizzel lemosott konidium- és/vagy micélium-szuszpenziot — 10°
propagulum cm — a taptalajba kevertiik, majd a fertézott agarbol 25-25 cmB-t mértiink 90 mm
atmér6ji Petri csészékbe. A megszilardult gélbe 9 mm-es dugofurdval lyukakat vajtunk. A
lyukakba 150 pL — 10 mg SzA cm™ koncentraciéju — alga szuszpenziot pipettaztunk. A Petri
csészéket szort fényen, laborhémérsékleten tartottuk. A kisérleteket négy ismétlésben végeztiik.
Az els6 értékelés 72 oraval a kisérlet beallitasa utan tortént. A méréseket ujabb 24 ¢s 48 o6ra
elteltével megismételtiik. A teljes gatlasi zona atmérdjét mértiik. Feljegyeztiik a gombak
novekedését gatlo (fungisztatikus, fungicid), illetve serkenté hatast. A fungisztatikus hatas
erésségét 1-3 — (minusz) jellel, a stimulaloét 1-3 + (plusz) jellel értékeltiik. Az egy minusz jel
(G-) gyenge, a kontrolltdl alig kiilonb6z6 micéliumfejlédést, minimalis novekedésgatlast jelez.
A harom minuszra értékelt (G---) fungisztatikus hatds a micélium névekedésének szinte teljes,
a fungicid hatashoz hasonlé gatlasat jelenti (4.9. abra). Ebben az esetben azonban a gatlasi
zonan beliil a gombaképletek még nyomokban megjelennek, mig a fungicid (T) hatasnal a
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gatlasi zona tiszta, micélium mentes. A stimulaloé hatds a kontrollndl erdteljesebb micélium
novekedést jelent, amit S+, S++ és S+++ jeloléssel jegyeztiink fel.

G --

4.9. abra: Az agar géldiffuzios modszer értékelésénél hasznalt jeldlésekhez tartozo hatasok.
T: fungicid; G-: gyenge, G--: kdzepes és G---: erds micélium novekedés gatlas.

Szoloperonoszpora bioteszt

A modszerrel algakivonatok hatasat vizsgaltuk a szdléperonoszpora, Plasmopara viticola
novényi szoveten tarthatod fenn és vizsgalhato. Az algakivonatok sporulaciora gyakorolt hatasat
ezért levélkorongokon és egész leveleken vizsgaltuk (4.10. abra).

Nedves sziirOpapirra helyezett, Kékfrankos szOlofajta fas dugvanyairdl szarmazo
fogékony levelek és levélkorongok fonak oldalat mikroalga kivonatokkal permeteztiik le. A
2.2. alfejezetben leirtak szerint jartunk el a mikroalga kivonatok készitésénél, vagyis a
készitettlink, amit ultrahangos sejtroncsolds utan permeteztink a 10 mm atmérdjii sz6lo
levélkorongokra, vagy levelekre. Szaradas utdn a kezelt levélfeliiletet a P.viticola 10*
zoosporangium cm koncentracidju szuszpenzidjaval inokulaltuk. A Kontroll desztillalt vizzel
“kezelt” és sporangium szuszpenzioval fert6zott levél volt. A Petri csészéket laborkoriilmények
kozott inkubaltuk. A hetedik napon a fertdzott levélkorong/levélfeliilet méretét a kontroll
szézalékaban értékeltiik.
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4.10. abra: Szdldperonoszpodra bioteszt levélkorongon és egész levélen.

4.3. Eredmények
4.3.1. A rendszertani helytél fiiggé hatas

Az MACC 280 vizsgalt torzsének 45%-a, vagyis 126 torzs mutatott legalabb egy
novénypatogén gomba ellen legalabb gyenge fungisztatikus hatast (4.3. tablazat). A 126
torzsbol 19 fungicid hatdsu (T), 6 erésen (G---), 28 kozepesen (G--) és 73 gyengén
fungisztatikus (G-) torzs volt. A cianobaktériumok koziil a Nostocales és Oscillatoriales rendbe,
az eukariota algak koziil a Chlorophyceae és Trebouxiophyceae osztalyba tartozik a hatisos
torzsek 94%-a. A fungicid hatasu (T) és az er6sen gatld hatasu cianobaktérium torzsek (G---)
kizarélag a Nostocales rendbe tartoznak. A T és G--- hatasu eukaridta algdk pedig egy torzs
kivételével a Chlorophyceae és Trebouxiophyceae osztaly képviseldi. A gatld hatas mellett
talaltunk 15 torzset, amelyek serkentették a micélium ndvekedést. Serkentést kizarolag az
eukaridta algdk okoztak. Tizenegy torzs gyengén (S+), 4 pedig kozepesen serkentette a
micélium novekedést.

A kilenc ndvénypatogén koziil legalabb egy patogénre hatd algatdrzsek szamat
Osszehasonlitva a vizsgalt torzsek szdmaval megéllapithatd, hogy tobb cianobaktérium torzs
gatolta a micélium novekedést, mint eukariota alga (4.11. abra). Kiilondsen kiemelkedd volt a
fungicid hatasu (T) torzsek kozott a cianobaktériumok aranya, a vizsgalt 34 térzsbol 7 mutatott
fungicid hatast, mig a 246 vizsgalt eukariota torzsbol 12. Az erésen gatld hatast (G---) 6
torzsnél viszont 5 eukariota alga és egy cianobaktérium. A gyengén fungicid hatast térzseknél
(G-) a vizsgalt és a hatasos cioanobaktérium és eukariota torzsek kozotti arany gyakorlatilag
azonos, fiiggetleniil att6l, hogy cianobaktériumrol vagy eukaridta algardl és fliggetleniil attol,
hogy talajbol vagy vizbdl izolalt torzsrél van szd. Osszességében véve a cianobaktériumok
nagyobb ardnyban hatdsosak, mint az eukaridta algak, ezen beliil pedig a talajbol izolalt
cianobaktériumok a legnagyobb aranyban hatdsosak.
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4.3. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel ndvényi gombabetegségek ellen gatld hatasu 126
mikroalga torzs taxondmiai helye és eredete.

Hatasos torzsek %
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Fungicid és fungisztatikus hatas

Rend/Osztaly Eredet Osszesen
Talaj Viz
Nostocales 9 6 15
Oscillatoriales 3 3
Synechococcales 1 1 2
Pseudanabaneales 1 1
Osszes cianobaktérium 13 21
Chlorophyceae S e EEE o
Trebouxiophyceae 19 7 26
Ulvophyceae 3 3
Conjugatophyceae 1 1
Klebsormidiophyceae 1 1
Osszes eukariota alga 71 34 105
Mindosszesen 84 42 126
Bl Cianobaktérium W Eukariéta alga

Osszes

4.11. abra: A kilenc ndvénypatogén koziil legaldbb egy patogénre hato algatorzs (126) a
vizsgalt cianobaktérium (20Talaj + 14Viz) és eukariota alga (167Talaj + 79Viz) szazalékaban.
T: fungicid; G-, G--, G---: gyenge, kozepes, erésen gatlo hatas.

K¢k oszlop: cianobaktérium; zold oszlop: eukariota alga.

A melléklet M4.2. tablazata szerint egy mikroalga nem csupan egy ndvénypatogén
gomba ellen lehet hatdsos. Novénypatogénenként a mikroalga torzs hatdsanak a mértéke eltéro,
pl. egyik patogénre csupan gyengén gatld, mig a masikra fungicid hatasu. A 280 mikroalga
torzzsel és a 9 ndvénypatogénnal 6sszesen 2520 (280 x 9) biotesztet végeztiink, az ismétléseket
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nem szadmitva. Ha a hatdst mutaté biotesztek szamat viszonyitjuk az dsszes elvégzett bioteszt
szamahoz, akkor a cianobaktériumok jelentdségét masként értékelhetjiik (4.12. abra). A
fungicid hatast mutato bioteszteknél a cianobaktériumok aranya nagyobb, mint az eukariota
algaké, de a gyengiild hatas irdnyaba haladva (G---, G--, G-) folyamatosan n6 az eukariota algak
aranya.

Ml Cianobaktérium W Eukariéta alga

5 |

4]

2]

. .

o . | |
T G- G- G-

Fungicid és fungisztatikus hatas

Hatasos bioteszt %
w

4.12. abra: Mikroalgak (280 torzs) fungicid (T) és fungisztatikus (G---, G--, G-) hatast
mutato biotesztjeinek az aranya az 0sszes bioteszt (2520) szdzalékaban. Kék oszlop:
cianobaktérium; z6ld oszlop: eukaridta alga.

4.3.2. A patogének szerinti hatas

A novénypatogénekre kiillonbozd erdsségli hatdst mutatd biotesztek szamat a 4.4. tablazat
mutatja a fungicid hatast biotesztek szamanak csokkend sorrendjében. A legtobb (11) fungicid
mikroalgat a Phaeoramularia capsicicola ellen talaltuk, a legkevesebbet (1-1) a Fusarium
graminearum és Sclerotinia sclerotiorum ellen. A tablazatban a két széls6 értéket jelentd
torzsek kozotti sorrend a fungisztatikus hatdsokra is altaldban jellemzd: ha tobb a fungicid
mikroalga, tobb a fungisztatikus mikroalga is. Kivételt jelent a F.graminearum, amelynél egy
G---, 8 G-- és 40 G- hatasu torzset is talaltunk. A hatasos tesztek teljes szama 239, ami az Gsszes
biotesztnek kozel 10%-a. A leghatasosabb 7 cianobaktérium és 12 eukaridta algatdrzs
novénypatogén gombdk elleni hatasat a 4.5. tablazatban foglaltuk Ossze, ugyanezeknek a
torzseknek a taxonomiai besorolasat, eredetét €s produktivitasanak jellemzoit pedig a 4.6.
tablazat tartalmazza. A tablazatok szerint az MACC-304 Anabaena sphaerica 21 napos
tenyészete volt a leghatasosabb a novénypatogén gombak ellen, 6 fungicid hatast mutatott
(4.13. abra). A sorban a masodik az MACC-205 Tolypothrix tenuis 5 fungicid és egy erdsen
gatlo (G---) hatassal (4.14. abra). A harmadik az MACC-612 Nostoc entophytum 4 fungicid és
egy kozepesen gatlo (G--) hatassal (4.15. abra). A fungicid torzsek szaporodasa jelentdsen eltér
egymastol. A cianobaktériumok végsé biomasszija az MACC-304 A.sphaerica 3,54 g L™
értékétdl az MACC-150 N.commune 0,86 g L™ értékéig csokken (4.6. tablazat). Szinte
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ugyanebben a tartomanyban valtozik a fungicid eukaridta torzsek elérhetd legnagyobb
biomasszaja is.

4.13. abra: Az MACC-304 Anabaena sphaerica fungicid hatasa a Rhizoctonia solani
névénypatogén gombadra.

4.14. abra: Az MACC-205 Tolypothrix tenuis fungicid hatasa az Alternaria alternata
novénypatogén gombadra.
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Phaeoramularia capsicicola

.
| \
Y g . MACC-612

4.15. abra: Az MACC-612 Nostoc entophytum hatasa a Phaeoromularia capsicicola
ndvénypatogén gombara.

A sz6léperonoszpora elleni hatds tesztelésére kiilon modszert hasznaltunk, ami €16 levél

igénye miatt egész évben nem végezhetd. Mdas patogénekre hatdsos algakkal kezdtik a
tesztelést abban a reményben, hogy nagyobb eséllyel talalunk hatdsos mikroalgat. Feltevésiink
helyesnek bizonyult, a vizsgalt 15 mikroalga torzsbdl 3 zoldalga volt fungicid hatasu:

1. Kontroll fert6zés mértéke: 86,5+5,1

2. MACC-14 Coelastrella sp., Trebouxiophyceae fert6zés mértéke: 11,5+3,4%

3. MACC-302 Scenedesmus sp., Chlorophyceae fert6zés mértéke: 5,5+1,3%

4. MACC-76 Pseudococcomyxa sp., Trebouxiophyceae fertdzés mértéke: 3,4+0,8%

4.4. tablazat: Novénypatogén gombakra biotesztekkel kimutatott fungicid (T), valamint
erdsen (G---), kozepesen (G--) és gyengén (G-) gatld hatasit MACC torzsek.

Patogének T G--- G-- G- Osszesen
Phaeoramularia | 11 2 18 39 70
Pythium 5 4 8 25 42
Botrytis 4 2 9 22 37
Alternaria 4 2 3 7 16
Rhizoctonia 3 2 4 9
Plasmopara 3 3
Phytophthora 2 3 1 1 7
Fusarium 1 1 8 40 50
Sclerotinia 1 1 3 5
Osszesen 34 14 50 141 239
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T: fungicid hatas; G-, G--; G---: gyenge, kozepes, erésen gatlo hatas; a jelek utani szamok a fungicid/gatlasi zona mm-ben kifejezve

Vizsgalt Vizsgalt korokozok
torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
Ciano-
baktériumok
MACC-304 | T-13 G-20(--) T-13 T-13 T-13 T-13 T-12
MACC-612 | T-9 T-9 T-9 T-9 G-10(-) G-12(--)
MACC-465 G-12(-) G-18(-) T-15 T-13 G-13(-)
MACC-205 | T-19 G-23(-) T-17 T-17 T-24 T-5 G-25(---)
MACC-661 G-18(-) T-13 G-20(-)
MACC-251 | T-19 G-16(--) G-20(---) | G-14(-)
MACC-150 G-15(---) | T-23 G-25(---)
Eukariota
algak
MACC-339 G-12(-) T-20 T-20 G-21(---)
MACC-343 G-22(---) | T-25
MACC-540 | G-10(---) | G-20(-) T-14
MACC-682 | G-21(---) | G-21(--) T-13 G-21(--) | G-21(--)
MACC-9 G-12(-) G-13(-) G-34(-) G-17(-) T-10
MACC-10 G-35(-) G-22(--) | G-24(-) T-14 T-24
MACC-14 G-21(-) T
MACC-302 G-16(-) T
MACC-76 G-12(-) G-17(-) G-18(-) T
MACC-147 G-25(-) T-21 G-20(-)
MACC-151 G-13(-) T-22 G-15(-)
MACC-90 G-28(--) G-25(--) | G-23(--) T-25
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4.6. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel novényi gombabetegségek ellen vizsgalt 19 fungicid hatasu mikroalga torzs taxondémiai helye, eredete

¢s produktivitasanak jellemzdi. T: talaj; V: viz.

Osztaly/rend Nemzetség/faj MACC Eredet Tapoldat Biomassza (g L™?)
Cianobaktériumok

Nostocales Anabaena sphaerica MACC-304 | orosz, V Tamiya 3,54 (21 nap)
Nostocales Nostoc entophytum MACC-612 | cseh, V Tamiya 3,14 (12 nap)
Nostocales Tolypothrix sp. MACC-465 | brazil, T Zehnder 8 2,16 (8 nap)
Nostocales Tolypothrix tenuis MACC-205 | német, V Zehnder 8 1,98 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-661 |cseh, T Tamiya 1,86 (10 nap)
Nostocales Trichormus variabilis MACC-251 | szerb, T BG-11 (N-free) 1,04 (14 nap)
Nostocales Nostoc commune MACC-150 | magyar, V Zehnder 8 0,86 (8 nap)
Eukariota algak

Trebouxiophyceae Chlorella minutissima MACC-339 | brazil, T Tamiya 3,36 (13 nap)
Chlorophyceae Desmococcus olivaceus MACC-343 | brazil, T Tamiya 2,8 (14 nap)
Chlorophyceae Acutodesmus sp. MACC-540 | magyar, T Tamiya 2,54 (13 nap)
Chlorophyceae Fernandinella alpina MACC-682 | brazil, T Tamiya 2,44 (15 nap)
Chlorophyceae Acutodesmus sp. MACC-9 orosz, V Tamiya 2,07 (8 nap)
Chlorophyceae Lobochlamys segnis MACC-10 cseh, V Bristol 1,99 (8 nap)
Trebouxiophyceae Coelastrella sp. MACC-14 orosz, V Tamiya 1,87 (8nap)
Chlorophyceae Scenedesmus sp. MACC-302 cseh, V Zehnder 8, Tamiya | 1,68 (9 nap)
Trebouxiophyceae Pseudococcomyxa sp. MACC-76 cseh, T Bristol 0,97 (8 nap)
Trebouxiophyceae Stichococcus bacillaris MACC-147 orosz, V Tamiya 0,91 (8 nap)
Trebouxiophyceae Chlorella minutissima MACC-151 brazil, T BG-11 (N-free) 0,86 (8 nap)
Chlorophyceae Haematococcus pluvialis MACC-90 cseh, V Bristol 0,8 (8 nap)
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4.4. Eredmények megvitatasa
4.4.1. Mikroalgak antimikrobialis hatasa

A mikroalgdk ndvénypatogén gombakra gyakorolt fungisztatikus hatdsa nem elhanyagolhato,
de fungicid hatasanak van igazan gyakorlati jelentésége. A 280 MACC mikroalga torzs vizes
kivonatanak tesztelésekor 19 fungicid hatdsu mikroalgat talaltunk, 7 cianobaktériumot és 12
eukaridta algat. A vizsgalt cianobaktérium torzsek Osszesen 20%-a mutatott fungicid hatast,
mig az ecukaridta algadknak csupan 5%-a. A kiilonbség négyszeres, ami indokolhatja
cianobaktériumok biologiailag aktiv anyagainak a kutatdsat (Burja et al. 2001, Kellam et al.
1988, Kulik 1995, stb.). Az eukaridta algakkal szemben a cianobaktériumok jelentds eldnye
részben toxintermelésiikre vezethetd vissza, amit Skulberg (2000) eredményei is igazolnak.
Skulberg tizennyolc toxintermel6 és 9 nem toxikus cianobaktériumot tesztelt 6 baktériummal
szemben. A toxintermelOk 72%-4ban, a toxint nem termeldknek pedig csupan a 44%-aban talalt
antibakterialis hatast. Az ecukaridta algdk bevondsa a tesztelésbe kiilonds eredményekre
vezethet. A Plasmopara viticola ellen hatasos harom eukariota zoldalga torzset nem talaltuk
volna meg, ha csupan a cianobaktériumokra koncentralunk. Ezért is megfontolandé Borowitzka
(1995) kidllasa az eukaridta algak tesztelése mellett.

Az ¢élohely szerepérdl feltételeztiik, hogy a talajalgdk, a széls6séges kornyezeti
feltételek miatt tobb, szdmunkra hasznos mésodlagos anyagcsere terméket allitanak eld, amit
az eredmények csupan részben igazoltak. Az Osszes vizsgalt talajalganak ¢és vizbdl izolalt
alganak pontosan a 45-45%-a mutatott legalabb gyenge gatlo hatast (G-) legalabb egy
novénypatogén gombara. Ha csupén a fungicid hatasu torzseket vessziik figyelembe, akkor a
vizbdl izolalt mikroalgdk kozott kétszer annyi volt hatdsos, mint a talajbol izolaltak kozott. A
talajbol izolalt cianobaktériumok 15%-a, a vizbdl izolaltaknak pedig csaknem a kétszerese,
28%-a volt fungicid. A talajbdl izolalt eukariota algatorzsek 3,6%-a, a vizb6l izolaltaknak pedig
valamivel tobb, mint a kétszerese, 7,6%-a volt fungicid hatast legaldbb egy ndvénypatogén
gombara. Fellelhet6 ugyan talajalgdk tesztelésére vonatkozo irodalom (Pawar & Puranik 2008),
de megallapitasunk Osszevetésére alkalmas szdmadatokat nem, csupan 4ltalanos
megallapitasokat taldlunk a talajbdl izolalt cianobaktériumok és a tengeriek kiemelt
jelentéségérdl, mint bioaktiv anyagok forrasarol (Hirata et al. 2000).

A ndvénypatogén gombakra fungicid cianobaktériumok a Nostocales rendbe tartoznak,
harom a Nostoc, ketté a Tolypothrix, egy az Anabaena és egy a Trichormus nemzetségbe. A
leghatasosabb az MACC-304 Anabaena sphaerica volt, sszesen 6 ndvénypatogén gomba ellen
mutatott fungicid hatast. Gombak ellen hatasos Anabaena térzsekrdl tobben is beszamolnak.
Az Anabaena nemzetségben az A.laxa antifungalis (Frankmolle et al. 1992), valamint
baktériumok és gombak elleni antimikrobialis hatasat is leirtak (Gupta et al. 2013). Az A.laxa-
val sikeriilt két Fusarium faj ellen megvédeni a paradicsomot (Prasanna et al. 2013), de
esetiinkben az MACC-304 A.sphaerica csupan fungisztatikus hatast (G--) volt a F.oxysporum-
ra. Prasanna és munkatérsai (2013) paradicsom novényt kezeltek és a hatas kialakuldsakor a
novény védekezd képességének a fokozasat is kiemelték. Ez a potlolagos hatds az agar
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géldiffazios biotesztben nem érvényesiilhet. Az Anabaena variabilis szerves oldoszeres
kivonata antibakterialis hatast mutatott (Bhateja et al. 2006).

A bioteszt eredmények szerint a masik leghatasosabb torzs az MACC-205 Tolypothrix
tenuis, dsszesen 5 gomba ellen volt fungicid hatasa. Humanpatogénekre hatasos T.tjipanasensis
torzsrél szamolnak be Bonjouklian és munkatarsai (1991). Neuhof és munkatarsai (2005)
elsoként irtak le egy Tolypothrix torzsbdl olyan ciklusos peptidet, ami zsirsav és szénhidrat
gyokot is tartalmaz: a ,hassallidin A”-t, aminek gombaellenes hatasa volt az Aspergillus
fumigatus és a Candida albicans-ra is. A hassallidin nagy kémiai valtozatossagban fordul el
¢s nem csupan a Tolypothrix fajokban, hanem a fonalas cianobaktériumokban altalaban,
beleértve az Anabaena- és Nostoc-fajokat is. Szerepiik a vizviragzast okozé cianobaktériumok
védelme a parazita gombak ellen (Vestola et al. 2014).

Nem csupéan a biotesztekben, hanem — az értekezésben nem targyalt — szabadfoldi
kisérletekben is hatasosnak bizonyult az MACC-612 Nostoc entophytum, amely 4
ndvénypatogén gomba ellen mutatott fungicid hatast. A Nostoc szamos fajarol/torzsérol irtak
le gombacellenes hatast. A Nostoc linckia metanolos kivonata 30%-kal csokkentette a Fusarium
oxysporum micélium novekedését (Perveen & Alwathnani 2013). A Nostoc muscorum fenol
vegyiiletei voltak felelések a fungisztatikus hatdsért humanpatogén gombakkal szemben (Cano
et al. 1990). A N.muscorum extracellularis termékei a Rhizoctonia solani 77,5%-os gatlasat
okoztak. A Nostoc commune extracellularis terméke antimikrobidlis hatast diterpén (Jaki et al.
2000). A N.insulare gombaellenes hatasti norharmant bocsat ki a kornyezetébe (Volk 2007).

A Dbiotesztek célja nem terjedt ki a hatasért felelds vegyiiletek meghatarozasara, de a
gatlasi zonak lehetdséget adnak altalanos megjegyzésekre (4.5. tablazat). Feltiind, hogy a

4.5. tablazat: Novénypatogén gombakra biotesztekkel kimutatott fungicid (T), valamint
erdsen (G---), kdzepesen (G--) és gyengén (G-) gatld hatdsat MACC torzsek gatlasi zonainak
mérete (mm).

Vizsgalt T G--- G-- G-
novénypatogén
Phaeoramularia 9-25 16-21 15-25 10-30
Fusarium 9 15 14-29 10-45
Pythium 9-20 15-22 16-25 10-34
Botrytis 14-15 20-21 10-18 9-20
Alternaria 9-19 10-21 16-17 10-25
Rhizoctonia 13-17 15-22 13-18
Sclerotinia 12 18 12-15
Phytophthora 24-25 20-25 12 20

fungicid (T) mikroalga torzsek gatlasi zonai a Phaeoramularia és a Phytophtora kivételével
kisebbek mint a gyengén fungisztatikus hatdsa mikroalgak gatlasi zonai. A gatlasi zona méretét
tobb tényez0 befolyasolja, egyebek kozott az agar kémiai €s fizikai tulajdonsagai, tovabba az
antimikrobialis hatasért felelds molekula mérete és ionos toltése (Crosby 1991). A gatlasi zona
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méretét az agar tapkozeg pH-ja is befolyésolja. Ostensvik és munkatarsai (1998) ugyanannal a
kivonatnal nagyobb gatlasi zonat mértek, ha kisebb volt a pH-érték. Esetiinkben a fungicid
hatasti mikroalga kivonatoknal a gatladsi zondk kis mérete kevésbé mozgékony (nagyobb
méretli, vagy toltéssel rendelkezd) molekula jelenlétére utalhat. A fungisztatikus, foleg a
gyengén fungisztatikus (G-) mikroalgak gatlasi zondinak tag hatdrai miatt feltételezhetd, hogy
agarban konnyen elmozdulo és/vagy tobb hatdsos molekulaval van dolgunk.

4.4.2. Biologiai novényvédelem mikroalgakkal

A novényeket szamos természetes ellenség veszi kortil, beleértve a virusokat, baktériumokat €s
gombakat is. A ndvénypatogének a ndvekedésiikhdz ¢€s szaporodasukhoz sziikséges
tapanyagokat a novényi gazdasejtbdl vonjak ki. A nekrotréf patogének elpusztitjak a sejtet és
ezutan vagy ekdzben veszik fel beldle a tapanyagokat. A biotrof patogének egyiitt élnek a
ndvényi sejttel és az €16 sejtbol veszik fel a szamukra sziikséges tapanyagokat. A novények
nem tudjak elkeriilni a timadast csak ugy ha védekeznek ellene, példaul specialis masodlagos
anyagcsere termékek termelésével.

A ndvények képesek a patogének felismerésére és védekezd mechanizmus beinditasara,
amely korlatozza a patogének szaporodasat. Ehhez hdrom névényi hormonra van sziikség a
szalicilsavra (SA; Loake & Grant 2007), ami a biotrof patogének elleni védekezést inditja be,
valamint a jdzmonsavra ¢€s az etilénre (JA/ET; Glazebrook 2005), ami a nekrotrof patogének
elleni védekezést aktivalja. A két védekezési ut (SA és JA/ET) egymadssal antagonisztikus
kapcsolatban 4ll. Az auxinok, citokininek €s gibberellinek a ndvény novekedését szabalyozzak,
de stresszhelyzetben befolydsoljdk az SA és JA/ET jelatviteli utat is. Az auxinok képesek
elnyomni az SA utat (Robert-Seilaniantz et al. 2011), mig a gibberellinek serkentik azt (Navarro
et al. 2008). A citokinin hatasa koncentraciotol fligg, nagy koncentraciojuk (>10uM) pozitivan
befolyasolja az SA utat, mig ennél kisebb koncentraciéjuk negativan (Choi et al. 2010, Argueso
et al. 2012). Jollehet a hormonok egymast kiegészité vagy gatld hatdsa miatt a folyamat
bonyolultabb, mégis megallapitottak, hogy a gyokérzonaban €16 ndvényi novekedést serkentd
baktériumok (PGPR) hormonjaik révén kedvezden befolyasoljak a novények novekedését és
segitik a patogénekkel szembeni védekezésiiket (Lugtenberg & Kamilova, 2009). A
mikroalgdk, a ndvénypatogénekre gyakorolt kozvetlen hatasuk mellett novényi
hormontermelésiikkel is hozzajarulhatnak a ndvények védekezéséhez. A mikroalgdk komplex
hatasa abban nyilvanul meg, hogy hormontermelésiikkel befolyasoljak a ndvények novekedését
¢s fejlodését, valamint beindithatjdk a novények patogénekkel szembeni védekezo
mechanizmusat, kontakt hatasukkal pedig gatoljak, vagy elpusztitjak a ndvénypatogéneket.

A vizsgalataink soran kivalasztott mikroalgdk ndvénypatogén gombdékkal szembeni
kontakt fungicid vagy fungisztatikus hatdsat mutattuk ki. A mikroalgak 10 mg SzA cm vizes
kivonataban 1év6 hatdanyag, vagy hatoanyagok kozvetleniil hatottak a novénypatogénekre. A
19 fungicid hatast mikroalga kijuttatasa a novényekre helyettesitheti, kivalthatja a szintetikus
novényvédoszereket. A védekezési mod azonban, kornyezetbarat jellege ellenére alig
kiilonbozik a hagyoméanyos novényvédelmi eljarasoktol. A mikroalgaval kezelt, majd
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novénypatogén gombaval fert6zott novény lényegesen Osszetettebb rendszer, amelyben a
mikroalgék altal termelt poliszacharidok, zsirsavak, peptidek, stb. elicitor molekulaként
novényi védekezd reakcidkat indukéalhatnak (Prasanna et al. 2013, Prashar et al. 2014). A
novény/talaj rendszer mikroalgdkkal torténd kezelésénél tovabbi kérdés, hogy ¢él6 vagy
¢lettelen, feltart algasejtek szuszpenzidjaval torténjen a kezelés? A novényvédd hatasu alga-
termék eltarthatdosdga szempontjabol az elhalt, feltart algasejtek szaraz, por alaka valtozata
latszik gyakorlatiasabb megoldasnak. Nem kizarhatdé azonban a megtermelt algaszuszpenzid
koncentralasa, feltardsa, tartésitdsa ¢és szuszpenzid forméjdban késziilt alga termék
forgalmazasa és felhasznalasa sem. Ujszerli megoldast kinal a sztomakon keresztiil a levél
mezofill részébe bejutd, apro €16 algasejtekbdl allo szuszpenzid kijuttatasa, amelyek a levéllel
egyiitt élve fejtik ki hatasukat. E1§ sejtek felhaszndlasa, valamint a mikroalgakban 1évé
potencialis elicitor molekulaknak az alkalmazasa el6tt azonban még a ndvény-patogén-alga
rendszer miikodésének tovabbi alapos kutatdsara €s megismerésére van sziikség.

4.5. Uj tudomanyos eredmények

Agar géldiffuzios biotesztekkel a Mosonmagyardvari Algagyiijtemény 280 mikroalga torzsét
vizsgaltuk 9 novénypatogén gombaval szemben. Minden patogénre legalabb egy, 6sszesen 19
fungicid hatast mikroalgat talaltunk. A legtobb fungicid mikroalgat a Phaeoramularia
capsicicola (11), a Pythium ultimum (5), a Botrytis cynerea (4) és az Alternaria alternaria (4)
ellen talaltunk. A Plasmopara viticola ellen 3 erésen gatlo hatasu zoldalgat talaltunk.
Megallapitottuk, hogy a vizsgalt torzsek 45%-a legalabb gyengén fungisztatikus hatast mutatott
legalabb egy patogénnel szemben, ezért feltételezhetd, hogy a mikroalgak tobbsége, ha nem
minden mikroalga képes antimikrobidlis anyagok termelésére valamilyen mikroszervezettel
szemben. Fungicid hatasu volt:

- avizsgalt cianobaktériumok 20%-a €s az eukariota algak 5%-a,

- acianobaktériumok koziil a talajalgdk 15%-a és a vizbdl izolalt algak 28%-a,

- az eukariota algak koziil a talajalgak 3,6%-a €s a vizbdl izolalt algdknak a 7,6%-a.
Az eredmények alapjan vizbdl izolalt cianobaktériumoktdl varhatd a nagyobb antifungilis
hatas, ezért az MACC bdvitése ebben az irdnyban célszeri. A fungicid biotesztek aranya az
Osszes elvégzett bioteszten beliil 1,2%, vagyis atlagosan mintegy 85 biotesztet kell elvégezni
ahhoz, hogy egy fungicid eredményt kapjunk. A cianobaktériumok hatranya az eukariota
algakkal szemben a lasstibb szaporodas €s a tobbnyire nem homogén szuszpenzio6 (1asd Nostoc
¢s Tolypothrix torzsek), ami a fungicid cianobaktériumok gyakorlati felhasznalasat
megneheziti. Az eukariota algdk felhasznaldsa mellett szol gyors szaporodasuk és esetenként
specifikus hatasuk, példaul a Plasmopara viticola ellen.
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Tervek, jovokep

A biotesztekkel kivalaszott fungicid mikroalga torzsek ndvénypatogén gombak elleni hatasanak
a stabilitasat a kornyezeti tényezok fliggvényében mar most is vizsgaljuk egy konzorciumi
projekt keretében. A hatasért felelés poliszacharidok, zsirsavak, fenol vegyiiletek, stb.
termelése a mikroalgakban a kornyezeti feltételekkel valtoztathatd. Tervezziikk ugyanazon
mikroalga kiilonbozd Osszetételli biomasszainak az eldallitasat és tesztelését, ami igazolhatna
ezeknek a vegyiileteknek a jelentdségét a hatds kialakulasaban. A biotesztek eredményei
alapjan célszertli lenne elsésorban vizbdl szdrmazo tovabbi cianobaktériumok izolalasa. A vizes
extraktumok mellett metanolos, vagy szerves olddszerek keverékével torténd extrahalds és a
kivonatok tesztelése tobb hatasos mikroalga kivalasztasahoz vezethetne.
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5. Illékony szerves vegyiileteket termelé MACC-torzsek a kaposzta gyokérlégy
elleni védekezésben

5.1. Irodalmi attekintés
5.1.1. Mikroalgak illékony szerves vegyiiletei

A cianobaktériumok és az eukariota algak biologiailag aktiv vegyiiletekben gazdagok, amelyek
egy része emberre és mas szervezetekre mérgezd, toxikus anyag (Cannell, 1933). A toxinok
vizben oldhatok, nem illékonyak €s szagtalanok, ezért a fogyasztd szamara érzékszervileg nem
felismerheték (Codd 1995, Carmichael 1997, stb.). A mikroalgdk iz- és szaganyagai (T/O),
illékony szerves vegyliletei (AVOC) ugyanakkor az emberre nem veszélyesek. Az AVOC
tobbsége masodlagos anyagcsere termék vagy a sejtek bomlasa soran keletkezé melléktermék,
ami arra utal, hogy ezek a vegyliletek, vagy prekurzoraik és szarmazékaik aktivan részt vesznek
a fajon beliili, vagy fajok kozotti kémiai jelatvitelben. Az AVOC kezdeményezdje, vagy
visszatiikrozoédése lehet a kozosséget formald szervezetek szerkezeti, vagy dinamikai
valtozasainak.

Az algakban el6forduld illékony szerves vegyiiletek szama 200 koriil van (Watson
1999). Az algak és mikroalgdk legtobb rendszertani csoportja termel AVOC anyagokat, de
egyikiikre sem lehet jellemzd ,,organoleptikus ujjlenyomatot” megadni. Az AVOC anyagok
prekurzorai és szintézis Utjai ugyanis nem specifikusak, bar ennek a megallapitasnak az
érvényességét csokkenti az, hogy az eredmények tobbsége nem axénikus tenyészetbdl
szarmazik (Persson 1988). Nagy eltérések vannak az egyes rendszertani csoportokban
eléforduld vegyiiletekben. Kén vegytiletek elsdsorban a cianobaktériumokban, kisebb részben
a zOldalgakban, terpenoidok mindkettdben egyforman eléfordulnak. A tobbszordsen telitetlen
zsirsavak (PUFA) szdrmazékai a cianobaktériumokban, a zoldalgdkban és a kovamoszatokban
talalhatok leginkabb (Watson 2003). A PUFA-szarmazékok miatt a kovamoszatok halszagot
arasztanak, a zoOldalgdkra pedig a fliszag jellemzd, amit az alifds szénhidrogének és a
terpenoidok okoznak. Az AVOC anyagok kozott harom nagy csoport, a terpének, zsirsavak és
a kén vegylletek okozzdk a legsulyosabb vizmindségi problémat a vizet haszndldé ember
szamara.

Terpenoidok — geozmin, metilizoborneol és nor-karotinoidok

A terpenoidok (a terpén szarmazékok izoprének vagy 2-metil-1,3-butadién t6bbszorosei) a
masodlagos anyagcsere termékek legnagyobb csoportja, amelyek €éldlények széles korének a
kémiai kommunikacidjaban jatszanak szerepet (Harborne & Tomas-Barberan 1989, Harrawijn
et al. 2001, stb.). Az édesvizi mikroalgdk tobbsége szintetizal terpenoidokat. Termelésiik az
aktiv szaporodas teljes ideje alatt folyamatos, de az intracellularis raktarakbol a felszabadulas
a szaporodas stacioner szakaszaban kovetkezik be. Az extracellularis ¢€s intracelluléris
szaganyagok egymashoz viszonyitott mennyisége iddvel jelentdsen valtozik, amit befolyasol a
faj ¢és a kornyezete kozotti kapcsolat (Mohren & Jiittner 1983, Rashash et al. 1995).
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Két aliciklusos szeszkviterpenoid, a geozmin és a 2-metilizoborneol (MIB) a vizek két
leggyakoribb illékony szerves vegyiiletei (Jiittner & Wattson 2007). Nagyon erds, fold-penész-
iszap szagot 4rasztanak, aminek érzékelhetd hatarértéke 10 ng L™1-nél kisebb. A mikroalgak
kozott a geozmint és a MIB-et kizardlag bizonyos cianobaktériumok képesek termelni
(Tabachek & Yurkowski 1976). Kétezerbol 6tvennél kevesebb fajrol bizonyosodott be, hogy
termeli a két illékony szerves vegyiiletet. A felszini vizviragzasokat tekintik altalaban az AVOC
forrdsainak, de a cianobaktériumok jelentds része nem planktonikus, hanem az iiledéken és
ndvényeken, vagy a talaj felszinén ¢él. A geozmint és a MIB-et tigy tlinik, hogy csak fonalas
cianobaktériumok termelik, a Chroococcales rendbe tartozo fajok nem. A Nostocales rendbe
tartoz6 fajok kozil kilencrdl irtdk le a geozmin és csupan egy fajrol a MIB termelést. Ezzel
szemben tobb Oscillatoriales fajrol (~30) ismert a geozmin és MIB termelés; a fajok rendszerint
csupan az egyik AVOC anyagot termelik, mindossze 4 termeli mindkettot (Smith et al. 2008,
Watson 2003).

A cianobaktériumok egy részérdl megallapitottak, hogy tenyészetben hirtelen elkezdi,
vagy abbahagyja a geozmin vagy a MIB termelését, ami arra utal, hogy mindkét AVOC anyag
termelése indukalhatd vagy megallithatd. A kdrnyezeti tényezok (fényintenzitas, hdmérséklet,
ionkoncentracio, stb.) valtoztathatjdk az AVOC anyagok termelésének mértékét (Jiittner &
Watson 2007). Nyilvanvald, hogy a geozmin és a MIB termelésének képessége komplex
jelenség, ami Iényegesen valtozik fajok kozott és fajon beliil is. Mikroszkopi vizsgalattal nem
lehet elkiiloniteni az AVOC anyagokat termel6 sejteket a nem termeldktol.

Wu ¢és Jiittner (1988) munkéjukban egyértelmiien igazoltdk, hogy a geozmin a
cianobaktérium sejtben két elkiilontilt intracellularis frakcioban talalhato, az egyik a vizes
citoszo6lban oldva, a masik fehérjékhez kotve. A tilakoidok felszinéhez k6tddo fikobiliproteinek
lehetnek azok a makromolekulak, amelyekhez a geozmin és a MIB hidrogén kotésekkel, vagy
van der Waals erdkkel kapcsolodik. A fehérjékhez kotott geozmin adja elsOsorban az
egészséges cianobaktérium sejt geozmin tartalmat. A cianobaktériumokban 1évé MIB-
frakciokkal kapcsolatban még jelentds kutatasokra van sziikség. Egyeldre nem tudjuk, hogy a
geozminhoz hasonléan a MIB-nek is két sejten beliili raktara van-e. A sejtben kotott és oldott
alakban 1év6 geozmin ardnya fajok kozott és fajon beliil is valtozo. A sejtben kotott AVOC
anyagok gyorsan oldott alakkd valtozhatnak. Ennek egyik mddja a sejt pusztuldsa és bomlésa.
A sejt bomlasa a fehérjéhez kotott geozmin felszabadulaséval jar. A bomléas soran a sejthez
kotott geozmin nagy része oldott alakka valhat, mivel sokkal lassabban bomlik le, mint a
cianobaktérium sejt tobbi anyaga. A MIB-bel hasonlé dolog torténhet, de ez még tovabbi
vizsgélatokat igényel (Jiittner & Watson 2007).

A nor-karotinoidok a mikroalga terpenoidok fontos csoportjat képezik, amelyek
specifikus, vagy nem specifikus karotin oxidacids szarmazékok és mint ilyenek, koziiliik
soknak hasonlo a szerkezete (Jiittner 1995). Nor-karotinoidokat termelnek a cianobaktériumok
(nevezetesen Chroococcales fajok) és sok eukariota alga. Szamos nor-karotinoid erés szag-, ill.
illatanyag (dohany, virag vagy gyiimolcs), ezért hozzajarul a felszini vizek szagdnak
kialakulasahoz, bar nem olyan gyakran fordulnak eld, mint a geozmin vagy a MIB. A -
ciklocitral kivételével a felszini vizek legtobb nor-karotinoidjanak koncentracidja jellemzdéen
50 ng L*-nél kisebb. A hepatotoxikus Microcystis nemzetség legjelentésebb AVOC anyaga a
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B-ciklocitral, ami sokkal gyakrabban fordul el6 a felszini vizekben mint a tobbi nor-karotinoid.
A vegyiilet eutrof vizi 0koszisztémakra jellemzd, ahol literenként nanogramm vagy akar
mikrogramm mennyiségben is kimérheté (Watson 2003).

Zsirsavak és szarmazékaik

J6 ideje ismert, hogy a zsirsavaknak lényeges szerepe van a sejten beliili és a sejtek kozotti
folyamatokban és a taplaléklanc dinamikéjanak az alakuldsdban. Korlatozottan allnak ugyan
rendelkezésre bizonyitékok, de azok szerint a PUFA-kkal rokon vegyiiletek biologiailag
hatékonyabbak a vizi 6koszisztémakban, mint a geozmin vagy a MIB (Watson 2003). Minthogy
a zsirsavak tobbségének alig van szaga, ezért rendszerint nem is soroljak dket a f6 AVOC
anyagok kozé.

A sejtek zsirsav Osszetétele és tartalma alapjan az édesvizi mikroalgak két nagy
csoportra oszthatok €s ez befolyasolja a csoporton beliili {6 AVOC anyagok termelését is. A
cianobaktériumokban ¢€s a zoldalgakban viszonylag kevés zsirsav van, ezek pedig telitett vagy
egyszeresen telitetlen, Ci1g vagy még rovidebb szénlancuak. A Chrysophyceae, Haptophyta,
Chryptophyta és Dinophyta eukaridta algak jelentés mennyiségii PUFA-t tartalmaznak, Cz.
vagy még hosszabb szénlancu zsirsavakkal. A planktonikus cianobaktériumok altal termelt
PUFA-k toxikusak néhany sziir szervezetre, rovar larvakra és halakra. Valojaban a PUFA-k
hidroperoxidjai a nagyon mérgezdek. Nincs bizonyiték arra, hogy a peroxidok jelentdsebb
mennyiségben kiszabadulnanak a sejtekbdl az exponencialis szaporodasi szakaszban, de a
telitetlen zsirsavak fotooxidativ, vagy mikrobialis uton gyorsan lebomlanak a vizi
okoszisztémakban (Chrost & Gajewski 1995, Miyashita et al. 1993, Rontani 2001).

A lipoxigenazok elsédleges termékei a diének, dienalok, triének, amelyek koziil sok
er6s hal, tokehal maj-olaj, vagy uborka szagu ugyantigy, mint a rokon alkoholok, alkanok,
alkének, aldehidek, ketonok és elagazd szénhidrogének (Jiittner 1995). A planktonikus
kovaalgdk halszagu, aciklusos PUFA-szarmazékokat termelnek, ugymint C7, Cg, Cio
aldehideket (Watson 2003). Az egyszeresen telitetlen és a telitetlen aliciklusos lipid
szarmazékok és metil észtereik gyakoriak a zoldalgak korében és fliszagukrol ismertek.
Ezeknek a vegylileteknek a hatdsat vizi szervezetekre alig vizsgaltdk, de a szarazfoldi
okoszisztémakban erds biologiai hatdsuk van, példaul segitik a gombak miikodését és vonzzak
a rovarokat (Bradow & Connick 1990).

Fermentdcios termékek — kén vegyiiletek

A cianobaktériumok és eukaridta algak szaporodasa soran szintetizalt fermentacios termékek
jelentds hatassal lehetnek a viz szagara (Jiittner 1995). Ezek koz¢ alkoholok, észterek és alkil
szulfidok tartoznak, amelyek tobbsége aminosavakbdl szarmazik. Nagyon keveset tudunk a vizi
okoszisztémak biogén szulfidjainak kémiai 6koldgiajarol, de a kén vegyiileteket tobbnyire a
bakterialis lebontas rothadd szagot arasztd termékeinek tekintik (Bechard & Rayburn 1979,
Whnorowski 1992). Ugyanakkor ezek az AVOC anyagok néhany cianobaktériumra is
jellemzo6ek (Planktothrix, Microcystis és Anabaena).
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5.1.2. Az AVOC anyagok okologiai szerepe

Az illékony szerves vegyiiletek kis molekulatomeg, kicsit vagy kozepesen hidrofil vegytiletek.
Az AVOC anyagok emiatt nem csupéan vizben oldddnak €s hatnak, hanem a levegd-viz hataran
kikeriilhetnek a leveg6be is, mialtal a vizi és a szarazfoldi szervezetekre is hatdssal vannak.
Jollehet az anyagcsere vagy a sejtlebomlési folyamat melléktermékei lehetnek, mégis az alga
szaporodas vagy anyagcsere fontos kémiai jelei az életkdzosség és az 6koszisztéma mitkodése
szempontjabol.

Az AVOC anyagok szerepe a vizmindségben

A vizi 6koszisztémakban a cianobaktériumok ¢€s eukariota algak altal termelt kiilonb6zd, nem
kéntartalmu illékony vegyiileteknek tulajdonitanak nagyobb figyelmet, mivel ezek okozzak az
ivoviz mindségében és a haltermelésben a legtobb gondot. A Chrysophyceae algakat és még
inkabb a cianobaktériumokat tartjdk az ugynevezett ,,iz- és szaganyagokat” (T/O) termeld,
problémat okozd szervezeteknek az ivoviz ellatdsban (Watson 2004).

A felszini vizekben a geozmin okozta iz- és szaganyagokkal kapcsolatos problémak a
leggyakrabban az {iledék felett és a nyiltvizben ¢él6 cianobaktériumok virdgzasaval
(Izaguirre & Taylor 1995, Watson & Ridal 2004). Sajnos a geozmin ¢s a MIB biologiai
jelentéseégét még nem ismerjiik. Ehhez azonban eldszor meg kell érteniink az AVOC anyagok
kedvezOtlen hatasdnak biologiai szerepét a természetben, vagyis szerepiiket a ndvényevok
vonzasaban vagy a fogyasztok elleni védekezésben (Watson 2003, Fink et al. 2006a, 2006b).
Elképzelhetd példaul, hogy a biofilmekben a geozmin- és MIB-termeld cianobaktériumok
altalanos jelenlétének az a biologiai szerepe, hogy tavol tartjak, elriasztjdk a ndvényevo
szervezeteket.

Az illékony vegyiiletek 6kologiai szerepe

Meglepden kevés ismeretiink van ezeknek a vegylileteknek az Okologiai szerepérdl.
Feltételezések szerint a cianobaktériumok altal termelt AVOC anyagoknak allelopatikus
szerepe van, gatoljak a versengd elsddleges termeld szervezetek szaporoddsat. A kutatdsok
azonban arra az eredményre vezettek, hogy az eddig vizsgalt AVOC anyagok csupan a
természetben el6fordulonal néhany nagysagrenddel nagyobb koncentracioban fejtenek ki
allelopatikus hatast. Ma egyaltalan nincs meggy6z6 bizonyiték, ami igazolnd ezeknek a
vegyiileteknek az allelopatikus hatasat. Strli perifiton k6zosségben azonban a vegyiiletek
okologiailag hatasos koncentraciora dusulhatnak fel (Watson 2003). Az AVOC anyagok
allelopatikus hatdsa biofilmen beliill még vizsgalatra szorul. Az AVOC anyagok masik
lehetséges szerepe az antimikrobialis hatds lehet a mikrobialis patogénekkel szemben (Croft et
al. 1993).

Az AVOC anyagok vizi szervezetekre vonatkozd Okologiai szerepének ¢és
kibocsatasanak a megértéséhez kozelebb vezet, ha azokra a tényezokre koncentralunk, amelyek
a természetben az AVOC leadasahoz vezetnek. Az AVOC leaddséhoz a cianobaktérium és
eukariota algasejtek sériilésére van sziikség, példaul a novényevok okozta sériilésre. A
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Cladocera zooplankton szervezetek kifalasukkal hozzajarulnak a sejtek sériiléséhez és az
AVOC vegyiiletek kibocsatasahoz (Fink 2007).

Fajon beliili kommunikacio - feromonok
Az AVOC anyagok els6 felismert 6kologiai szerepe a vizi 6koszisztémakban a tengeri barna
algdk szex feromonja volt. A ndivaru egyedek altal kibocsatott gyiirtis illékony vegyiilet a
himivarsejtek vonzéasara szolgal (Miiller et al. 1971, Pohnert & Boland 2002). Ugyanakkor
érdekes, hogy a barna algdknak ugyanez a feromonként mikddé vegyiilete az édesvizi
kovaalgakban is megtalalhato (Boland 1995, Wendel & Jiittner 1996). Az Asterionella formosa
fukoszeratént (a Fucus vesiculosus feromonjat) termeli a tobbszorésen telitetlen eikoza-
pentaénsavbol (EPA; Hombeck & Boland 1998). A Gomphonema parvulum hormoszirént,
barna alga feromont és két diktioterpént szintetizal az EPA-bo] és az arachidonsavbol (ARA;
Pohnert & Boland 1996). A két illékony szénhidrogén szerepét a kovaalgdkban nem ismerjiik.
Altaldban véve megallapithaté, hogy az AVOC anyagok feromon szerepe feltehetéen
sokkal altalanosabb, mint gondoljuk és a kutatdsok minden bizonnyal tovabbi feromon hatast
anyagokat taldlnak az algékban.

Fajok kozotti kommunikdcio - kairomonok

A biologiai eredetli illékony vegyliletek nem csupan a fajon beliili, hanem a fajok kozotti
kommunikéciora is ugyanigy alkalmasak. A vizi dkoszisztémaban az AVOC éaltal kozvetitett
fajok kozotti kolcsonhatasoknal az AVOC szerepe szinte kizarolag kairomon jellegii (Dicke &
Sabelis 1988, Ruther et al. 2002), ahol elsésorban a jelet felfogd és nem a jeladd szervezet
elényére valik a kémiai informécid. A cianobaktériumokrol ismeretes, hogy gazdag forrasai az
illékony vegyiileteknek (Jiittner 1987), ezért valoszinii, hogy legalabb életiik egy részében a
cianobaktériumoktol fliggd mas vizi szervezetek felhasznaljadk az AVOC anyagokat, mint
indikatorokat a nagy cianobaktérium striiségli helyek, példdul a perifiton kozosségek
felismerésére.

Ma tgy tlinik, hogy minden kairomon funkcid, amit a vizi AVOC anyagokra leirtak
kizarolag taplalkozasi kairomon szerep. Tovabbi vizsgalatokat igényel az, hogy mas kairomon
funkcidk, mint példaul az ellenség elkeriilése szintén kozvetithetd-e illékony vegyliletekkel
(Ruther et al. 2002).

Fajok kozotti nem-kommunikativ kolcsonhatasok — védekezo illékony anyagok

A bioldgiai eredetli illékony vegyliletekrdl feltételezték, hogy részt vesznek egy aktivalt
védekezésben azaltal, hogy a kovaalgak tobbszordsen telitetlen aldehideket (PUAs) termelnek.
Ugy tudtuk, hogy a kovaalgak kivalé mindségii taplalékai az evez6laba rakoknak. Ugyanakkor
gyakran megfigyelték, hogy a kovaalgakkal taplalt evezdlabu rakok tojastermelése lecsokkent
a nem kovaalgakkal taplalt tarsaikhoz viszonyitva (Ban et al. 1997). Alternativ feltételezés a
kovaalgak altal termelt PUAs Okologiai szerepére az, hogy a sejtek kéarosodasa miatt a
biofilmben domindns kovaalgak kis mennyiségii PUAs-t valasztanak ki, ami hatdsos repellens
a névényevo zooplanktonnal szemben (Jiittner 2005).
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Lehetoségek és kihivasok
A vizi 0koszisztémdkban az elsddleges termeld szervezetek valamint az allatok is képesek
AVOC anyagok kibocsatasara vagy érzékelésére kommunikacios vagy védekezési céllal. Egyik
rendszert sem ismerjiik tokéletesen. Mindenekel6tt azt kellene megérteniink, hogy milyen
tényezOk vezetnek az AVOC anyagok kibocsatdsdhoz természetes koriilmények kozott. Az
elsddleges termeld szervezetek sejtjeinek a sériilése elengedhetetlennek tlinik az illékony
lipoxigenaz termékek kibocsatasahoz (Pohnert 2000). T6bb tényezd vezethet a cianobaktérium
¢s eukariota algasejtek feltaroddsdhoz a természetben, példaul a hidrodinamikai erék okozta
mechanikai karosodds, oregedés, valamint a parazita gombdkkal vagy virusokkal torténd
fertdzodés (Fink et al. 2006a). Ez eredményezheti az algdk bomlédstermékeinek konstans
,»hattér” kibocsatasat a természetes kozosségekben. Az AVOC kibocsatds egy masik fontos
tényezoje lehet a novényevok taplalkozasa. Tovabbi kutatdsra van sziikség ezen vegyiiletek
kibocsatasaért felelds tényezok és folyamatok tisztdzasara természetes koriilmények kozott,
mert csupan ez segithet annak megértésében, hogy milyen 6kologiai szerepe van az AVOC
kibocsajtasanak.

Az egyik funkci6 a patogén mikroszervezetek elleni védekezés (Croft et al. 1993),
allelopatikus hatas a versenytarsakkal szemben (Watson 2003) vagy a fajon beliili feromon
szerep.

5.1.3. Kaposzta gyokérlégy Magyarorszagon

A kaposzta gyokérlégy (Delia radicum L. - syn.: Delia brassicae Bouché, Anhomyia brassicae
Bouché, Phorbia brassicae Bouché) egész Eurdpaban és Azsia egyes mérsékelt égovi részein
elterjedt rovarkartevé. Magyarorszagon 3 nemzedéke van. Az elsé nemzedék elsdsorban a
kaposztaféleket tdmadja, mig az utolsé a repcét (Deliné Draskovits 1994). A larvak a
gyokérzonaban okoznak stlyos karokat a fiatal novény gyokérzetének fogyasztidsaval. Az
imagok gyakran mar marciusban, 10 °C feletti hdmérsékleten megjelennek. Az elsd generacio
imagoi majusban vagy junius elején jelennek meg, a masodik julius-augusztusban, a harmadik
szeptemberben vagy oktober elején. A legnépesebb az elsé generacid, gyengébb a masodik és
az elsénél gyengébb a harmadik. A tojasok 2-14 napig maradnak meg, a larvafejlodés 20-30
napig tart, a bab allapot pedig 14-20 napig. A kaposzta gyokeérlégy ,,hosszunappalos faj”, vagyis
a generaciok addig kovetik egymast, ameddig a nappalok hossza legalabb 13 6ra. Ha ennél
rovidebb, akkor a babokbdl nem kelnek ki a legyek csak a kovetkezd tavasszal. A 22 °C feletti
homérséklet azonban még hosszu nappalok esetében is a larvak babozodésahoz és diapauzahoz
vezet. A felnétt legyek kiilonbozd viragok nektarjaval taplalkoznak, a ndivartak vizet is
vesznek magukhoz.

A legyek tojasrakasat két tényezd befolyasolja: megtalaljak-e a larva taplaléknovényét
¢s a kozelében le tudjak-e rakni a tojasokat. A 1égy testét érzékeld kitinszordk boritjak, amelyek
tobbsége kemoreceptorként segiti a taplaléknovény megtaldlasat. A novények illékony
vegylleteit a legyek el0szor a csapjaikkal érzékelik, majd a labukon 1évé kemoreceptor
kitinsz6rokkel. A kairomon hatasu illékony allil-izotiocianatot érzékelik a kaposztafélékkel
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taplalkozo legyek (Bauer et al. 2004, Du et al. 2008). A kdposzta gyokérlégyre jellemzd, hogy
tojasrakaskor nem tud kiilonbséget tenni a kdposztafélék kozott, mert mind termel gliikkozinatot,
amelybdl allil-izotiocianat és mds izotiocianatok keletkeznek. A legyek a tojasokat a gyokér
kozelében a talaj felszinére, vagy a gyokérre rakjak. A tojasrakas végso helyének a kivalasztasat
a legyek a labukon 1év0 érzékeld kitinszérokkel végzik (Alborn et al. 1985, Marazzi et al. 2003).
A legyek kedvelik a szaraz talajfelszint és a legfeljebb Scm mélyen, a gyokér kozelében 1€vo,
szerves anyagokban gazdag, nedves talajrészecskéket (Kostal et al. 2000). Ha gatolni akarjuk a
tojasrakast, akkor a repellens hatdsi anyagnak a novény gyokeréhez kozel kell lennie a
tojasrakas megakadalyozéasahoz.

Az elmult két évtizedben kutatasok folytak a kaposzta gyokérlégy tojasrakéasanak a
csOkkentésére a kaposztafélékben (Skinner & Finch 1987). A karboxilsavak csoportjat és a
csekély illékonysagu, hosszu szénlancu zsirsavakat tekintették igéretes deterrens anyagoknak a
kaposzta gyokérlégy tojasrakasara (Cole et al. 1989). Az 1990-es években a Trondheim-i
Egyetem kutatéi a norvég BIOSKIVA magan cég megbizasabol kisparcellas kisérleteket
végeztek egy Pseudanabaena és egy Phormidium cianobaktérium torzzsel. A két torzs €16
szuszpenzidja gatolta a kaposzta gyokérlégy tojasrakasat. Az eredmények alapjan, a norvég cég
kezdeményezésére EU-FP7 palyazatban kerestiink tovabbi mikroalgakat hasonl6 célra.

5.1.4. Célkitizések

A célkitlizések megfogalmazasakor a norvég kisérleti eredmények alapjan feltételeztiik, hogy
ujabb hatdsos torzseket a cianobaktériumok kozott kell keresniink. Ismerve a szaganyagok
fontos szerepét a rovarok életében és a cianobaktériumok illékony szerves vegylileteinek
termelésérdl és okologiai szerepérdl rendelkezésre allo ismereteket feltételeztiik, hogy a
kaposzta gyokérlégy ellen hatasos cianobaktériumok szaganyagokat termelnek. A
munkahipotézis alapjan célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

- a Nostocales, Oscillatoriales ¢és Pseudanabaenales rendbe tartozd, potencidlisan
szaganyagokat (geosmin, vagy MIB) termeld cianobaktériumok kivalasztasa az MACC-
bol,

- annak igazolésa, hogy a cianobaktériumok szaganyagai okozzak a kaposzta gyokérlégy
tojasrakasanak a gatlasat,

- aképoszta gyokérlégy tojasrakasat hatdsosan gatld cianobaktérium torzsek kivalasztasa
iiveghazban beallitott biotesztekkel.

5.2. Anyag és médszer

5.2.1. Vizsgalt cianobaktériumok és tenyésztésiik

A két, hatasos norvég torzs (Pseudanabaena sp. és Phormidium sp.) mellett potencialis
szaganyag termelésiik alapjan tovabbi 60 MACC cianobaktérium torzset valasztottunk ki a
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vizsgalatokhoz. A melléklet M5.1. tablazataban bemutatjuk a torzsek taxondmiai helyét és
eredetét, valamint produktivitasanak jellemzdit. A torzseket a 2.2.4. alfejezetben leirt egyszeri
algatenyésztéssel szaporitottuk, kivéve a norvég Phormidium sp. térzset, amelyet agar felszinén
tudtunk csupan szaporitani. Az agar felszinérél lemosott és centrifugalt biomasszat, a tobbi
torzs centrifugalt biomasszajdhoz hasonldan liofilizaltuk és mélyhiitdben taroltuk a biotesztek
megkezdéséig. Kozvetleniil a biotesztek eldtt a fagyasztva szaritott mintakat desztillalt vizben
szuszpendaltuk, a sejteket ultrahangos sejtroncsoloval feltartuk és 10 g L koncentraciora
higitva hasznaltuk a biotesztekhez.

5.2.2. Kaposzta gyokérlégy bioteszt

A biotesztekhez sziikséges legyeket allil-izotiocianatot tartalmazo, magyar szabadalom alapjan
készilt ,,VARL+tipusu Csalomon®” rovarcsapdaval gyljtottiik. A csapdakkal marcius
kozepétdl majus végéig olyan tablakon gylijtottiink a legsikeresebben képoszta gyokérlegyeket,
amelyeken az el6z6 évben olajrepcét termesztettek. A nyari és az 0Oszi nemzedékekbol
Iényegesen kevesebb egyedet sikeriilt befogni. Az €16 legyeket a csapdak kihelyezését kovetd
nap kora reggelén vittiik az {iveghazba a biotesztek beallitaisahoz. A néivaru legyek aranya a
gytjtések soran 27 és 39% kozott valtozott.

A bioteszteket fabol késziilt, 50 x 50 x 50 cm méretii ketrecekben végeztiik (5.1.A abra).
A ketrecek két oldalan attetsz0 miianyag ablakok voltak, a tetején €s az elején pedig tiillhalo. A
ketreceket a nagy légnedvesség biztositdsara milanyag talcakba helyeztiik, amelyekbe nedves
szivacslapokat helyeztiink. A ketrecekbe sziir6papirt tartalmazo 4 miianyag talcat helyeztiik
(5.1.B abra). Harom talcaban a sziir6papirt az 5.2.1. alfejezetben eldkészitett 3 kiilonboz6
cianobaktérium szuszpenzidval kezeltiik, a negyedik talcat pedig desztillalt vizzel kezelt
kontrollként hasznaltuk. A talcak kozepére egy-egy darab tarlorépat helyeztiink, amit nem
kezeltiink algaval vagy vizzel. Tettiik ezt annak eldontésére, hogy a nem kezelt novényt is
megvédi-e a kezelt kdrnyezete a kaposzta gyokérlégy tojasrakasatol? A bioteszt kezdetén 50-
100 legyet engedtiink be egy-egy ketrecbe, vegyesen him- és né-ivarat. A tojasrakast két
alkalommal, 4 és 8 nap mulva ellendriztiik. Feljegyeztiik a szlirOpapiron €s a tarlérépan 1&vo
tojasok szamat. A kisérleteket egymast kovetden haromszor megismételtiik. Tavasszal és 0sszel
sikeriilt kell6 szamu kaposzta gyokérlegyet gytiijteni a biotesztekhez.

5.2.3. Szaganyagok vizsgalata

A cianobaktériumok altal kibocsajtott szaganyagok kémiai vizsgalata az MTA Agrartudoményi
Kutatokdzpont Novényvédelmi Intézetében tortént. A kibocsajtott szaganyagokat, a feromon
vizsgalatokban rutinszertien hasznalt késziilékkel gyiijtottek (Vuts et al. 2014). A szaganyagok
visszafogasat egy teljesen iivegbdl ¢és teflonbol késziilt, zart rendszeri eszkozzel végezték
(Boland et al. 1984). A cianobaktériumok liofilizalt mintait
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5.1. abra: A képoszta gyokérlégy biotesztekhez hasznalt fa ketrecek (A) és a tojasrakashoz a
ketrecbe helyezett milanyag talcak (B).

(200 mg) 200 cm?® térfogatl iivegedénybe helyezték. A szaganyagokat szén sziirén (CLSA
carbon filter, 5 mg; Brechbiihler AG, Schlieren, Svijc) gyljtotték 24 oran keresztiil. A
szlir6krél a szaganyagokat 20 pL diklormetannal oldottdk le. Gézkromatografias
vizsgalatokhoz 1-2 pL-t injektaltak ebbdl a mintabol. A gazkromatografids vizsgalatokat
Agilent 6890N tipust gazkromatograffal végezték (DB-Wax kapillarkolonna, 30 m x 0,32 mm
id; 0,25 um; split/splitless injektor; 220°C, vivogaz He 4 cm® min®. A futds hémérsékleti
programja a kdvetkezd volt: 60°C 1 min; 10°C min? — 220°C, 10 min. Belsé standardként
tetradecil acetatot alkalmaztak.

5.3. Eredmények
5.3.1. Tojasrakast befolyasolo cianobaktérium torzsek

A bioteszteket a 62 cianobaktérium torzzsel két év alatt, 2009-ben és 2010 végeztiik el. A 2009-
ben repellens hatastnak talalt térzseket 2010-ben ismét megvizsgaltuk. A torzsek eltérd hatassal
voltak a kéaposzta gyokérlégy tojasrakdsara, ami szerint a kovetkezd kategdridkba voltak
sorolhatok:

1. A kifejezetten repellens hatast torzsek legalabb 40, de leginkabb 60-90%-kal
csokkentették a lerakott tojasok szamat a szlir@papiron, és ugyanilyen, vagy valamivel
kisebb mértékben a tarlorépan.

2. A kozepesen repellens torzsek 40%-nal joval kisebb, rendszerint csupan 10-20%-kal
csOkkentették a tojasrakast a szlirdpapiron €és ugyanilyen vagy kisebb mértékben a
tarlorépan.
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3. Arepellens hatast nem mutato torzsek nagyon csekély, 5%-nal is kisebb repellens hatast
mutattak a tojasrakasra.

4. A tojasrakast serkentd torzseknél a kaposzta gyokérlégy a cianobaktériummal kezelt
szlrdpapirra €s a tarlérépara 2-3-szor tobb tojast rakott le, mint a vizzel kezelt kontroll
talcaban 1év0 szlirOpapirra €s tarlorépara.

A kifejezetten repellens cianobaktériumok szdma 13, a kdozepesen repellenseké pedig 7, ami az
Osszes vizsgalt torzs 21%-a és 11%-a. A repellens hatast egyaltaldn nem mutat6 torzsek szdma
23 (=37%), mig a tojasrakast serkent6 torzsek szdma 19 (=31%). A kifejezetten repellens hatasu
torzsek, amelyek kozott 6 Nostoc és 3 Anabaena van, legalabb egy évben jelentGsen gatoltak a
tojasrakast (5.1. tablazat). Mindkét kisérleti évben legalabb 40%-kal csokkentette a kaposzta
gyokérlégy tojasrakasat a szlirépapiron a norvég Pseudanabaena sp., az MACC-71 Nostoc sp.
¢s az MACC-238 Anabaena azollae. Mindkét kisérleti évben legalabb 40%-kal csokkentette a
tojasrakast a tarlorépan a norvég Pseudanabaena sp., az MACC-57 Anabaena variabilis és az
MACC-797 Anabaena variabilis. Jollehet csupan 2010-ben vizsgaltuk, de a norvég
Pseudanabaena sp. mellett csupan az MACC-420 Nostoc muscorum csokkentette jelentdsen a
lerakott tojasok szamat a szlir6papiron (83%) ¢és a tarlorépan (65%) is. A tobbi torzsnél a gatld
hatas nem mindig érte el a 40%-ot.

A kifejezetten és kozepesen repellens hatast torzsek szag intenzitasat és szaporodasanak
jellemzdit az 5.2 tablazatban foglaltuk 0ssze. Eszerint a 20 repellens torzsbdl 14 esetben volt
érzékelhetd szaganyag termelés, ebbdl 10 gyenge, 3 kozepes €és 1 erds intenzitasu volt. A
szaganyagok kimutatasara végzett eldzetes kémiai vizsgalatok szerint a mérési koriilmények
kozott a 6,7 perc retencios 1donél megfigyelhetd csucsnal (belsd standard retencids ideje 13,22
perc) volt a szaghatasért felel0s anyag a vizsgalt cianobaktériumoknal. Jellemzésiil az MACC-
661 torzs biomasszajabol késziilt gorbét mutatja az 5.2. abra. A tobbi vizsgalt torzsnél is
megtalalhaté ez a cslcs, de mérete valtozd. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy ugyanaz a
szaganyag komponens van jelen az dsszesen 14, tojasrakast gatlo cianobaktérium térzsben, amit
a levegObe kibocsajtanak, igy az 6sszegylijthetd és kimérhetd.

A repellens hatdsu torzsek szaporodasi jellemzoi altalaban nem teszik egyszeriivé
tomegtermesztésiiket, ami persze a cianobaktériumokra altaldban érvényes. A térzsek 7 torzs
kivételével gyengén (6), kdzepesen (3) vagy erdsen (4) ratapadtak a tenyészedények belso
falara, vagyis nem adtak homogén szuszpenziot. Az iivegre tapadd torzseknél zart rendszerti
tomegtermesztd berendezés nem alkalmazhato. Habképzddést csupan 5 esetben lattunk, ami
kedvezdtlen, de lényegesen nem befolyasolja a tomegtermesztést. Két kivétellel a torzsek
tenyészeteiben csomokka, lemezekké alltak Ossze a cianobaktérium fonalak, ami
tomegtermesztéskor az Onarnyékolas miatt csokkenti a szaporodads mértékét, viszont
egyszerisiti €s olcsobba teszi a sziiretelést.

A tojasrakast gatlo cianobaktérium torzsek mellett a tojasrakast serkentd torzsek
érdemelnek figyelmet. Osszesen 19 tdrzs, vagyis az dsszes vizsgalt tdrzs csaknem harmada
jelentdsen ndvelte a lerakott tojasok szdmat (5.3. tablazat). Négy torzs kivételével ezeknél a
torzseknél nem érzékeltiik szaganyagok jelenlétét. A 4 t6rzsb6l 2 Phormidium mutatott gyenge
szaghatast. A torzsek koziil 6 nem tapadt a tenyészedény falara, 2 mutatott habképzodést és 3
kivételével mind csomdsodott, aggregaldodott fonalakbol allt.
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5.1. tablazat: A kaposzta gyokérlégy tojasrakasara repellens hatdsu cianobaktérium torzsek.

Vizsgalt
cianobaktériumok

Kisérleti év

Tojasrakas
helye

Ismétlések
szama

Repellens
hatas (%)

Pseudanabaena 2009 szlir6papir 9 87,7+6,4
(Norvég torzs) tarlorépa 9 93,4144
2010 szlir6papir 3 43,743,3
tarlorépa 3 72,312,5
2010 szUrOpapir 3 45 7+2 5
tarlorépa 3 4,7+2,9
Anabaena variabilis | 2009 szlir6papir 6 65,5+2,9
(MACC-57) tarlorépa 6 60,3+2,8
2010 szUrOpapir 3 31,7£9,7
tarlorépa 3 61,7+2.8
Nostoc sp. 2010 szurépapir 3 69,0+2,6
(MACC-71) tarlorépa 3 46,3+3,3
2010 szlir6papir 3 42,3+3,4
tarlorépa 3 0
Pseudanabaena sp. 2009 szlir6papir 6 100+0
(MACC-182) tarlorépa 6 66,7+2,9
2010 szurOpapir 3 0
tarlorépa 3 13,0+2,0
Anabaena azollae 2009 szlir6papir 6 62,2+29,0
(MACC-238) tarlorépa 6 87,3+8,0
2010 szlir6papir 6 54,0+3,6
tarlorépa 6 34,443,4
Nostoc entophytum 2009 szlirbpapir 12 87,2+4,8
(MACC-612) tarlorépa 12 26,4+15,7
2010 szlir6papir 3 26,0+0,3
tarlorépa 3 8,7+2.0
Nostoc sp. 2009 szlrdpapir 9 46,3+12,2
(MACC-661) tarlorépa 9 67,5+8,6
2010 szlrdpapir 3 12,3+1,7
tarlorépa 3 16,3+16,3
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5.1. tablazat: A kaposzta gyokérlégy tojasrakasara repellens hatdsu cianobaktérium torzsek.

(folytatas)
Anabaena variabilis | 2009 szlrépapir 12 62,6+11,5
(MACC-797) tarlorépa 12 62,9+10,7
2010 szlrépapir 3 14,7+1,8
tarlorépa 3 45,3+2,3
Nostoc muscorum 2010 szrépapir 3 83,334
(MACC-420) tarlorépa 3 65,3+2,6
Nostoc sp. 2010 szlrdpapir 3 54,0+3,2
(MACC-513) tarlorépa 3 0
Nostoc sp. 2010 szlrépapir 3 75,3+2,2
(MACC-634) tarlorépa 3 9,0+3,0
Leptolyngbya 2010 sziirGpapir 3 42,3120
boryana tarlorépa 3 29,313,7
(MACC-637)
Leptolyngbya sp. 2010 szlr6papir 3 31,3+3,7
(MACC-651) tarlorépa 3 58,7+3,7
= Foin G cronn oy
. s | 6,7 min.
L 7

5.2. abra: Az MACC-661 torzs fagyasztva szaritott biomasszaja altal kibocsajtott
szaganyagokbol késziilt gdzkromatogram.
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5.2. tablazat: A kaposzta gyokérlégy tojasrakasara kifejezetten és kdzepesen repellens hatast

cianobaktérium torzsek szaporodasanak jellemzdi.

I\:Q‘SSC Taxon intifli?tﬁs Tapadas | Habképzodés | Csomosodas
T Kifejesctten repellens hatisi cianobaktérium torzsek |
MACC-891 |Pseudanabaenasp. |+ ++ - -
MACC-57 | Anabaena variabilis |+ ++ - +
MACC-71 | Nostoc sp. + - - S+
MACC-182 |Pseudanabaenasp. |- +++ - 4+
MACC-238 |Anabaena azollae - + +++ +
MACC-612 |Nostoc entophytum |+ - + +++
MACC-661 |Nostoc sp. +++ - - +++
MACC-797 |Anabaena variabilis |+ + - ++
MACC-420 | Nostoc muscorum + + - 4+
MACC-513 | Nostoc sp. ++ + + ++
MACC-634 |Nostoc sp. ++ - + +++
MACC-637 tgf;‘;'r:’:gbya i ot i e
MACC-651 |Leptolyngbya sp. - ++ - +

Kozepesen repellens hatasu cianobaktérium torzsek

MACC-146 |Anabaena constricta |+ - - -
MACC-437 | Phormidium sp. - +++ - +
MACC-440 | Leptolyngbya sp. - +++ - ++
MACC-465 |Tolypothrix sp. + - - ++
MACC-623 | Tolypothrix sp. ++ + - ++
MACC-627 | Nostoc sp. + + +++ +++
MACC-632 | Phormidium sp. + - - +++

5.4. Eredmények megvitatasa

A képoszta gyokérlégy elleni biotesztekhez a Nostocales, Oscillatoriales és Pseudanabaenales

rendbe tartozé, potencialisan geosmin és/vagy MIB termeld cianobaktériumokat valasztottunk

(Watson 2003, Smith et al. 2008). A két szaganyag nagyon stabil, ezért hosszan tartd hatasaval

lehet szamolni, ami célkitizéseinknek kivaloan megfelel (Jiittner & Watson 2007). A
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kivalasztott torzsek a Nostoc (22), Anabaena (12), Phormidium (9), Tolypothrix (6), Calothrix
(5), Leptolyngbya (4), Pseudanabaena (3) és Lyngbya (1) nemzetségekbe tartoznak.

A kifejezetten és kozepesen repellens torzsek kozil 7 Nostoc, 4 Anabaena, 2
Phormidium, 2 Tolypothrix, 3 Leptolyngbya ¢és 2 Pseudanabaena. A Nostoc és Anabaena
torzsek harmada volt, egy-egy torzs kivételével, kifejezetten repellens hatasi. A norvég
Pseudanabaena kifejezetten repellens hatasa alapjan feltételezhet6 volt, hogy az MACC-bdl
kivalasztott tovabbi 2 Pseudanabaena is hasonlo hatast mutat, de csupan az egyik torzs volt
kifejezetten repellens, az MACC-182 Pseudanabaena sp. A 4 vizsgalt Leptolyngbya torzsbél 3
volt repellens, 2 kifejezetten (MACC-637 és MACC-651), 1 pedig kdzepesen (MACC-440).

5.3. tablazat: A kaposzta gyokérlégy tojasrakasat serkentd cianobaktérium torzsek
szaporodasanak jellemzdi.

MACC Szag . f aan Lo
torzs Taxon intenzitis Tapadas | Habképzodés | Csomosodas

MACC-121 aA;‘j::‘e”aﬂos' : i i +

MACC-168 | Calothrix viguieri - +++ - +++
MACC-205 | Tolypothrix tenuis |- +++ - +++
MACC-229 | Anabaena miniata |- - - +

MACC-250 | Calothrix sp. - +++ - +++
MACC-304 | Anabaena sphaerica |- + + +

MACC-319 | Phormidium sp. - +++ - ++
MACC-403 | Calothrix sp. - +++ - ++
MACC-429 | Phormidium sp. - T4+ - +++
MACC-491 | Calothrix sp. - ++ - ++
MACC-536 | Phormidium sp. + +++ - 4+
MACC-597 | Phormidium sp. + +++ - +++
o S O A
MACC-613 ;’;e::tznabaena ] ] ] _

MACC-667 | Phormidium sp. - ++ - ++
MACC-668 | Nostoc sp. + - + +++
MACC-683 | Nostoc sp. - - - -

MACC-708 | Tolypothrix tenuis |- - - +++
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A tojasrakast serkentd torzsek koziil 2 Nostoc, 3 Anabaena, 5 Phormidium, 3
Tolypothrix, 4 Calothrix, 1 Leptolyngbya és 1 Pseudanabaena volt. Kiemelkedden sok, 6tb6l 4
Calothrix torzs (MACC-168, MACC-250, MACC-403 és MACC-491) serkentette a kaposzta
gyokérlégy tojasrakasat. A 9 Phormidium torzsbdl 5, a 6 Tolypothrix torzsbdl pedig 3 volt
serkentd hatasu a tojasrakasra.

A rovarok latasa nagyon gyenge, ezért kdrnyezetiik szaganyagai alapjan tdjékozodnak.
A vizsgalt torzsek koziil 6sszesen 18-rdl dllapitottuk meg, hogy az ember szdmara is érzékelhetd
szaganyagot termel, amelyek koziil 14 volt repellens. A tojasrakast serkentd 19 térzsbol csupan
4 esetben érzékeltiik szaganyagok kibocsajtasat, de ez feltehetden azért van igy, mert azok a
kaposzta gyokérlégy szamara érzékelhetdek, de az ember szamdra nem. A tojasrakast gatlo és
serkentd szaganyagok egymastdl bizonyosan eltéroek. Tajékozddo analitikai vizsgélatainkban
sikeriilt kimutatni a tojasrakast gatlo hatasért felelés szaganyag gazkromatografias cstcsat, de
a tojasrakas serkentéséért felelds szaganyagrol csupan annyit tudunk, hogy az nem lehet azonos
a gatlo szaganyaggal.

Az eredmények azt igazoljak, hogy egyes cianobaktérium torzsek a kaposzta gyokérlégy
tojasrakasara repellens szaganyagokat képesek termelni és kibocsajtani a kornyezetiikbe. A
tojasrakasra repellens anyagok termelésével kapcsolatban feltételezziik, hogy azok olyan
szaganyagok lehetnek, amelyek csupan a rovarok, adott esetben a képoszta gyokérlégy szamara
érzékelhetoek. A kaposzta gyokérlégy tojasrakasara kifejezetten repellens hatasu térzsek koziil
kiemelhet6:

1. MACC-891 Pseudanabaena sp. (norvég Pseudanabaena sp.),

2. MACC-57 Anabaena variabilis,

3. MACC-71 Nostoc sp.
A héarom torzs szaporodasi tulajdonsagait is figyelembe véve a homogén szuszpenziot alkoto
MACC-891 ¢és a majdnem homogén szuszpenziot alkot6 MACC-57 javasolhatd gyakorlati
célokra, ill. minden olyan cianobaktérium torzs, amit még nem vizsgaltunk, de a repellens
torzseinkhez hasonlé szaganyagokat termelnek, homogén szuszpenziot alkotnak és gyorsan
szaporodnak.

5.5. Uj tudomanyos eredmények

Norvég kutatok kisérleti eredményei ¢€s a cianobaktériumok szaganyag termelésérdl
rendelkezésre allo irodalom alapjan kivalasztottunk 60, a Nostocales, Oscillatoriales ¢és
Pseudanabaenales rendbe tartoz6 MACC-torzset, amelyek koziil legalabb néhany, szaganyag
termelésével befolyasolja a kdposzta gyokérlégy tojasrakasat. A kisérleti eredmények alapjan a
torzsek mintegy harmada repellens hatdst volt a kaposzta gyokérlégy tojasrakasara, masik
harmada pedig serkentette azt. A 20 repellens cianobaktérium torzs koziil 14 érzékelhetd
szaganyagot termelt, amit gazkromatogramon azonositani tudtunk. A 19 tojasrakast serkentd
torzs koziil csupan 4 szaganyag termelését érzékeltiik. Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy
a cianobaktériumok szaganyagai alkalmasak a kaposzta gyokérlégy tojasrakasanak a
befolyasolasara.
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A tojasrakasra repellens torzseket a leggyakrabban két nemzetségben talaltunk: harom
vizsgalt Pseudanabaena torzsbol 2 és négy vizsgalt Leptolyngbya torzsbol 3 volt repellens
hatasu. A tojasrakast serkent6 torzsek a leggyakrabban a Calothrix nemzetségben fordultak eld,
Ot vizsgalt torzsbdl négy.

Kutatasi jovokép

A mikroalgdk, ezen beliil a cianobaktériumok szaganyag termelésének a vizsgalata nem csupan
a vizi okoszisztémaban betoltott okologiai szerepiik miatt fontos, hanem egy egészen mas
kutatasi teriilet, a rovarok és az elleniik vald védekezés szempontjabol is hasznos. Sikeriilt
munkahipotézisiink igazoldsa, miszerint a cianobaktériumok szaganyagai befolyasoljak a
kaposzta gyokérlégy tojasrakasat. Nem csupan a repellens hanem a serkentd hatasu
szaganyagoknak is komoly gyakorlati jelentésége lehet. A ,,push and pull” technoldgia
alkalmazasaval bizonyos rovarok egyik mikroalga torzzsel elriaszthatok egy adott teriiletrdl,
egy masikkal pedig oda csalogathatok és elpusztithatok. A mikroalgdk szaganyagainak a
megismerése és rovarokra gyakorolt repellens vagy csalogatd hatdsa kiszélesiti a mikroalgak
biotechnologiai alkalmazasanak spektrumat. Ha ismerjiilk a szaganyag hatasat, akkor olyan
mikroalgakat kell keresniink, amelyek termelik ezt a szaganyagot és jol szaporodnak. Ezzel a
megkdzelitéssel megnovelhetjiik a meritési lehetdségiinket a mikroalga nemzetségek és fajok
kozott feltéve, hogy ugyanazt a szaganyagot szdmos mikroalga képes termelni és ez szinte
biztosra vehet. A jovében ezt a megkdzelitést kovetjiik, amikor rovarokra haté6 mikroalga
szaganyagokat kerestink.

118



dc_881 14

6. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

Mosonmagyarovari Algagyiijtemény létrehozdsa

Létrehoztuk a Mosonmagyarévari Algagyiijteményt (MACC), ami Eurdpa 13. legnagyobb, a
talajalgdkat tekintve pedig a 3. legnagyobb mikroalga gyiijteménye. Az MACC &sszesen 970
torzsbol ezen beliil 588 talajalgabol all. A sajat izolalasu 307 brazil és a 78 magyar talajalga
torzsek koziil 50 cianobaktérium és 385 eukariota alga. Megkezdtiik a torzsek rendszertani
besorolasdnak a pontositdsat molekularis bioldgiai modszerekkel. A gylijtemény felét (509
torzs) a mikroalga biotechnologia szamara fontos 6 nemzetség adja: a cianobaktériumok koziil
az Anabaena (82) és Nostoc (57), a zoldalgak koziil pedig a Chlorella (122), Scenedesmus
(106), Chlorococcum (72) és Chlamydomonas (70) torzsek. Jellemeztiik az MACC torzsek
szaporodasat. Megallapitottuk, hogy a cianobaktériumok 60%-a BG-11, 20%-a a Zehnder-8 és
10%-a a Tamiya tapoldatban szaporithatd. Az eukaridta mikroalgak 60%-a a Tamiya, 15-15%-
a pedig a Bristol és BG-11 tapoldatban szaporodik a legjobban. A Tamiya tapoldatban
szaporodo cianobaktériumok és eukariota algak napi szdrazanyag termelése hasonlé (0,17-0,18
g L nap?) és lényegesen nagyobb, mint a masik harom tapoldat barmelyikében szaporodd
torzseké (0,1-0,12 g L nap?). A maximalisan elérheté biomassza a cianobaktériumoknal
Kisebb (0,75-1,75 g L™!) mint az eukari6ta algaknal (1-3 g L™2).

A gylijtemény mikroalga torzseit az elmult 20 évben szamos hazai és nemzetko6zi projekt
céljaira hasznaltuk a mikroalgak novényi hormontermelésének, antimikrobialis hatdsanak és
illékony szerves vegylileteinek a tanulmanyozasara a mez6gazdasagi hasznositast szem eldtt
tartva, mig a mikroalgak lipidtermelését megajuld energiaforrasként tanulméanyoztuk.

Mikroalgak novényi hormontermelése

Els6ként kozoltik endogén gibberellinek jelenlétét és Osszetételét mikroalgakban.
Megallapitottuk, hogy a lassabban szaporodd algatérzsek tobb, a gyorsabban szaporodok
kevesebb gibberellint tartalmaznak. A mikroalgakban kimutatott gibberellinek alapjan
feltételezziik, hogy a mikroalgdkban a gibberellinek bioszintézise a kovetkezd Uton megy
végbe: GS12 — GSs3 — GS4s — GS19 — GS20 — GSs — GSs. A mikroalgakban a GSs a
dominans biologiailag aktiv gibberellin.

Masodikként kozoltiik a mikroalgdkban a brasszinoszteroidokat, koztiik a BL és a CS
jelenlétét 24 vizsgalt zoldalgaban és harom brasszinoszteroid jelenlétét (CT, 6-oxoCN ¢s
6deoxo-epiCS) a Chlorella minutissima zoldalga szinkron tenyészetében.

Az egyes hormonok termelése és a sejtciklus kozott nem sikeriilt meggydzo
Osszefliggést talalni, csupan néhany megallapitast tenni: (1) a sejtosztodasban szerepet jatszo
auxinok és citokininek koncentracioja novekedett a szinkrontenyészetekben a 48-6ras kisérleti
1d6szak alatt; (2) a gibberellineké, a mikroalgdkban feltehetden szintén stresszhormonként
mukodo abszcizinsavé €s a sejtosztodasban kozvetlentil részt nem vevo brasszinoszteroidoké
viszont csokkent; (3) az Arthronema africanum cianobaktérium aszinkron tenyészetével végzett
biotesztek szerint nem a sejtciklustol, hanem a fénytdl fliggden nétt a tenyészet citokinin-szer
hatasa.

119



dc_881 14

Huszonot zoldalga hormontartalmdnak €s hormondsszetételének miiszeres analitikai
eredményei alapjan valoszinisitjiik, hogy minden zdldalga képes ndvényi hormonok
termelésére, ezért a mikroalgak, a tengeri algakivonatokhoz hasonloan alkalmasak lehetnek a
termesztett novények novekedésének ¢és fejlodésének a kedvezd befolyasoldsara. Potlolagos
elénylik a tengeri algakivonatokkal szemben, hogy koziliikk célorientaltan specifikus
hormondsszetételli algadk hasznalhatok, amelyek iparszertien termeszthetok ¢s még novényvédo
hatasuk is lehet. Mindazonaltal a névénykezelési célokra termesztett mikroalga biomasszakban,
a novényi hormonok kimutatdsa miiszeres analitikai modszerekkel nem elegendd. A
felhasznalas el6tt a hormonok egyiittes bioldgiai hatasanak a vizsgalata bioteszt modszerekkel
feltétlentil sziikséges.

Mikroalgak hatdsa novénypatogén gombdakra
Agar géldiffuzios biotesztekkel a Mosonmagyardvari Algagyiijtemény 280 mikroalga torzsét
vizsgaltuk 9 novénypatogén gombaval szemben. Minden patogénre legalabb egy, Osszesen 19
fungicid hatast mikroalgat talaltunk. A legtobb fungicid mikroalgat a Phaeoramularia
capsicicola (11), a Pythium ultimum (5), a Botrytis cynerea (4) és az Alternaria alternata (4)
ellen talaltunk. A Plasmopara viticola ellen 3 erésen gatld hatast zoldalgat talaltunk.
Megallapitottuk, hogy a vizsgalt torzsek 45%-a legalabb gyengén fungisztatikus hatast mutatott
legalabb egy patogénnel szemben, ezért feltételezhetd, hogy a mikroalgak tobbsége, ha nem
minden mikroalga képes antimikrobidlis anyagok termelésére valamilyen mikroszervezettel
szemben. Fungicid hatasu volt:

- avizsgalt cianobaktériumok 20%-a €s az eukariota algak 5%-a,

- acianobaktériumok koziil a talajalgdk 15%-a és a vizbdl izolalt algak 28%-a,

- az eukariota algdk koziil a talajalgdk 3,6%-a és a vizbdl izolalt algdknak a 7,6%-a.
Az eredmények alapjan vizbdl izolalt cianobaktériumoktdl varhaté a nagyobb antifungélis
hatas, ezért az MACC bdvitése ebben az irdnyban célszerli. A fungicid biotesztek aranya az
Osszes elvégzett bioteszten beliil 1,2%, vagyis atlagosan mintegy 85 biotesztet kell elvégezni
ahhoz, hogy egy fungicid eredményt kapjunk. A cianobaktériumok hatranya az eukariota
algakkal szemben a lasstibb szaporodas €s a tobbnyire nem homogén szuszpenzio6 (1asd Nostoc
és Tolypothrix torzsek), ami a fungicid cianobaktériumok gyakorlati felhasznalasat
megneheziti. Az eukariota algdk felhasznaldsa mellett szol gyors szaporodasuk és esetenként
specifikus hatasuk, példaul a Plasmopara viticola ellen.

Cianobaktériumok a kaposzta gyokérlégy elleni védekezésben

Norvég kutatok kisérleti eredményei ¢€s a cianobaktériumok szaganyag termelésérdl
rendelkezésre allo irodalom alapjan kivalasztottunk 60, a Nostocales, Oscillatoriales ¢és
Pseudanabaenales rendbe tartoz6 MACC-torzset, amelyek koziil legalabb néhany, szaganyag
termelésével befolyasolja a kdposzta gyokérlégy tojasrakasat. A kisérleti eredmények alapjan a
torzsek mintegy harmada repellens hatast volt a kaposzta gyokérlégy tojasrakasara, masik
harmada pedig serkentette azt. A 20 repellens cianobaktérium torzs koziil 14 érzékelhetd
szaganyagot termelt, amit gdzkromatogramon azonositani tudtunk. A 19 tojasrakast serkentd
torzs koziil csupan 4 szaganyag termelését érzékeltiik. Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy
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a cianobaktériumok szaganyagai alkalmasak a kaposzta gyokérlégy tojasrakdsdnak a
befolyasolasara.

A tojésrakasra repellens torzseket a leggyakrabban két nemzetségben talaltunk: harom
vizsgalt Pseudanabaena torzsbol 2 és négy vizsgalt Leptolyngbya torzsbol 3 volt repellens
hatasu. A tojasrakast serkentd torzsek a leggyakrabban a Calothrix nemzetségben fordultak eld,
Ot vizsgalt torzsbdl négy.

Kutatdsi jovokép

A Mosonmagyardvari Algagyiijteményt a kiilonbdz6 projektekben elért és az értekezésben
Osszefoglalt eredmények alapjan bovitjikk. A mikroalgakon beliil noveljiik a talajbol és vizbol
izolalt cianobaktériumok aranyat. A gyijtemény felhasznalasaval tovabbra is a mikroalgak
mezdgazdasagban és a megujulo energiatermelésben vald alkalmazhatdsagat kutatjuk hazai és
nemzetkozi egyiittmikddések keretében.

Nagyobb hangsulyt szdnunk a hormonok mikroalgdkban betoltott szerepének a
kutatasara. Exogén hormonok hatasat vizsgaljuk laboratériumi tenyészetekre és tiveghazban
elhelyezett féliizemi tOmegtermesztd berendezésekben szaporodd mikroalgékra. Gyakorlati
célunk a tomegtermesztés soran a mikroalgdk szaporodasanak gyorsitdsa, tovabba annak a
vizsgalata, hogy a kornyezeti feltételek (pl. alacsony fényintenzitds és hdmérséklet)
kedvezdtlen hatasa csokkenthet6-e specifikus hormonok adagolasaval. Biotesztekkel értékeljiik
eltérd modon termesztett €s/vagy kiilonb6z0 mikroalga torzsek hormonszer(i hatasat, kiilonos
tekintettel az auxinszeri és citokininszerii hatasra. PhD-hallgatok és novénytermesztok
bevonasaval vizsgaljuk ezeknek a ,,bevizsgalt” biomassza mintdknak a hatdsat termesztett
novények novekedésére és fejlodésére, valamint novények szovettenyészeteire.

Az MACC cianobaktérium torzseinek hatdsat vizsgaljuk novénypatogén gombdkra.
Korabbi tapasztalataink és nemzetkozi kapcsolataink segitségével a gyakorlatban hasznalhato
alga termékek eldallitasara toreksziink.

A mikroalgak, ezen beliil a cianobaktériumok szaganyag termelésének vizsgalata nem
csupan a vizi 6koszisztémaban betoltott 6kologiai szerepiik miatt fontos, hanem egy egészen
mas kutatasi teriilet, a rovarok ¢és az elleniik vald védekezés szempontjabdl is hasznos. Nem
csupan a repellens hanem a serkentd hatast szaganyagoknak is komoly gyakorlati jelent0sége
lehet. A ,,push and pull” technologia alkalmazasaval bizonyos rovarok elriaszthatok egy adott
teriiletr6l, egy masikra pedig oda csalogathatok ¢&s elpusztithatok. A mikroalgdk
szaganyagainak rovarokra gyakorolt repellens vagy csalogatdé hatasanak megismerése
kiszélesiti a mikroalgak biotechnologiai alkalmazasanak spektrumat. Ha ismerjiik a szaganyag
hatasat, akkor olyan mikroalgéakat kell keresniink, amelyek termelik ezt a szaganyagot és még
jol is szaporodnak. Ezzel a megkozelitéssel megnovelhetjiik meritési lehetOségiinket a
mikroalga nemzetségek €s fajok kozott feltéve, hogy ugyanazt a szaganyagot szamos mikroalga
képes termelni és ez szinte biztosra vehetd. A jovoben ezt a megkozelitést kovetjiik, amikor
rovarokra hat6 mikroalga szaganyagokat keresiink.
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M2.1. tablazat: Talajalgék izolalasahoz és laboratoriumi tenyésztéséhez felhasznalt

1. Torzsoldat

tapoldatok Osszetétele

Modositott Bristol-tapoldat (Bold 1949)

10 cm3 L1

NaNO3

CaCl> * 2H20
MgSO4 * 7TH20
KoHPO4
KH2POq4

NaCl

2. Torzsoldat

250 cm® deszt. vizben
6,25 ¢
0,625 g
1875 g
1,875 g
4,375
0,625 g

1cm3L?

Na.-EDTA (Selecton B)
KOH

3. Torzsoldat

100 cm? deszt. vizben

5¢
319

1cm3L?

FeSO4 * 7TH,0
H2S0q4 cc.

4. Torzsoldat

100 cm® L! deszt. vizben
0,498 g
0,1 cm?

1cm3L?

H3BO3

5. Torzsoldat

100 cm?® deszt. vizben
1,142 g

1cm3L?

ZnS0O4 * TH20
MnCl, * 4H,0
Na>MoO4 * 2H,0
CuSO4 * 5H,0
Co(NOg3)2 * 6H20

146

100 cm?® deszt. vizben
0,882 g
0,144 g
0,242 g
0,157 ¢g
0,049 g
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M2.1. tablazat: Talajalgék izolalasahoz és laboratoriumi tenyésztéséhez felhasznalt
tapoldatok Osszetétele (folytatas).

Zehnder-8 tapoldat (Staub 1961)

1. Térzsoldat 3cmiL?!
300 cm® deszt.vizben
NaNOs 46,79
Ca(NO3)2 5949
MgSOs * 7H,0 25
2. Torzsoldat 1cm3L’!
300 cm® deszt.vizben
K2HPO4 9,3¢g
Na2.CO3 6,30
3. Torzsoldat 10cmiL!

A) 1,3515 g FeCls * 6H20 + 1,5 cm?® cc.HCI + 150 cm?® deszt.viz
B) 2,1915 g Na,-EDTA (Selecton B) + 150 cm? deszt.viz
5cm® A + 5cm?® B + 490 cm?® deszt.viz

4. Mikroelem-oldat 0,08cm®L?
500 cm?® deszt.vizben

Na>SiOs * 9H,0 0,025 g
HsBO3 1,550 g
MnCl * 4H,0 1,115 g
(NH4)6M07024 * 4H,0 0,044 g

KBr 0,0595 g

Kl 0,0415¢
ZnSO4 * TH20 0,1435 g
Co(NOs3)2 * 6H20 0,073 ¢
CuSO4 * 5H20 0,0625¢g
Al2(SO4)3 * 18H20 0,237 g

LiCl * H.0O 0,025¢
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M2.1. tablazat: Talajalgék izolalasahoz és laboratoriumi tenyésztéséhez felhasznalt
tapoldatok Osszetétele (folytatas).

Tamiya-tapoldat (Kuznetsov & Vladimirova 1964)

1 L forralt csapvizben

KNO3

MgSO4 * 7H20
KH2POq4
Nax-EDTA
FeSO4 * 7TH20

Zehnder-8 mikroelem-oldat (mddositas)

1-8. Torzsoldatok

509
259
1,259
0,037 ¢
0,009 ¢
0,08cm?®

BG-11/-N tapoldat (Rippka et al. 1979)

10 cm3 L1

1)NaCl

2) KoHPO4

3) MgSQO4 * 7TH20
4) CaClz * 2H20
5)CsHsO7 * H20

6) CsHsO7Fe * H.O
7)Nax-EDTA
8)Na.COs * 10H.0

9. Mikroelem-oldat

100 cm? deszt.vizben
102,19

0,449

0,759

0,36 g

0,06 g

0,06 g

0,01g

0,29

1cm3L?

H3BO3

MnSO4 * H20

ZnSO4 * 7TH20

CuSO4 * 5H0
(NH4)sM07024 * 4H20

148

1000 cm? deszt.vizben
0,061 g

0,169 g

0,287 ¢

0,0025 g

0,0125¢g
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Ma3.1. tablazat: Mungodbab bioteszttel vizsgalt harom cianobaktérium és hét zoldalga térzs taxondmiai helye, eredete és produktivitasanak

jellemz6i (T = talaj).

Osztaly/rend Taxon MACC Eredet Tapoldat Biomassza (g L™?)
Oscillatoriales Phormidium animale MACC-302 roman, T Zehnder-8 1,68 (9 nap)
Nostocales Calothrix sp. MACC-403 brazil, T Tamiya 2,16 (16 nap)
Nostocales Calothrix sp. MACC-405 brazil, T BG-11 1,50 (16 nap)
Chlorophyceae Chlamydomonas sp. MACC-460 brazil, T Tamiya 1,66 (12 nap)
Chlorophyceae Tetracystis sp. MACC-479 brazil, T Tamiya 1,82 (12 nap)
Chlorophyceae Scenedesmus quadricauda MACC-493 brazil, T Tamiya 3,40 (12 nap)
Trebouxiophyceae Chlorella sp. MACC-519 brazil, T Tamiya 2,84 (12 nap)
Chlorophyceae Coenochloris sp. MACC-534 | brazil, T Tamiya 2,70 (13 nap)
Chlorophyceae Chlorosarcina sp. MACC-560 brazil, T Tamiya 3,52 (14 nap)
Chlorophyceae Chlamydomonas sp. MACC-693 brazil, T Tamiya 2,82 (18 nap)
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biomasszaja (SzA = szarazanyag, mg L) Bristol tapoldatban. (MACC = Mosonmagyarovari Algagytijtemény)

M3.2. tablazat: A novényi hormon Osszetétel vizsgalatahoz hasznalt 24 eukaridta algatorzs taxonomiai jellemzése, eredete és 4 nap alatt termelt

Osztaly Taxon MACC Eredet SzA
mg L*
Chlorophyceae Stigeoclonium nanum (Dillwyn) Kiitz. 790 Csehorszag, talaj 635
Chlorococcum ellipsoideum Deason et Bold 712 Csehorszag, talaj 320
Gyoerffyana humicola Kol et Chodat 334 Brazilia, talaj 239
Monoraphidium contortum (Thur.) Komarkova-Legnerova 700 Csehorszag, talaj 470
Nautococcus mamillatus Korschikov 716 Csehorszag, talaj 277
Poloidion didymos Pascher 545 Brazilia, talaj 427
Protosiphon botryoides G.A. Klebs 32 Csehorszag, talaj 461
aAcutodesmus acuminatus (Lagerh.) Tsarenko 41 Csehorszag, talaj 630
PAcutodesmus incrassatulus (Bohlin) Tsarenko 730 Brazilia, talaj 430
°Desmodesmus armatus (R. Chodat) E. Hegewald 59 Csehorszag, talaj 657
Scotiellopsis terrestris (Reisigl) Puncoch. et Kalina 44 Csehorszag, talaj 385
Raphidocelis subcapitata (Korshikov) G. Nygaard, J. Komarek, Kristiansen et 317 Csehorszag, talaj 1020
Skulberg
Chlamydomonas reinhardtii P.A. Dang. 772 Brazilia, talaj 559
Desmococcus olivaceus C. Agardh 219 Brazilia, talaj 765
Coelastrum microporum Nigeli 51 Csehorszag, talaj 525
Spongiochloris excentrica Starr 504 Csehorszag, talaj 884
Coccomyxa sp. 535 Brazilia, talaj 429
Trebouxiophyceae Chlorella pyrenoidosa Chick 3 Oroszorszag, talaj 559
Chlorella vulgaris Beyerinck 755 Csehorszag, talaj 681
Chlorella minutissima Fott et Novakova 361 Brazilia, talaj 594
Myrmecia bisecta Reisig| 594 Csehorszag, talaj 284
Stichococcus bacillaris Nageli 505 Csehorszag, talaj 376
Ulvophyceae Ulothrix sp. 777 Brazilia, talaj 413
Charophyceae Klebsormidium flaccidum (Kiitz.) P.C. Silva, K.R. Mattox et W.H. Blackw. 692 Ukrajna, talaj 443

2K orabban Scenedesmus acuminatus
bK orabban Scenedesmus incrassatulus
¢Korabban Scenedesmus armatus
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M3.3. tablazat: A 24 eukaritta algatorzs biomasszajanak citokinin dsszetétele 4 napos tenyésztés utan.
* Az 6sszes citokinin tartalmat nmol g szarazanyagra (SzA) szamitottuk at.

Algatorzs Stigeoclonium Chlorococcum Gyoerffyana Monoraphidium Nautococcus Poloidion Protosiphon Acutodesmus
nanum ellipsoideum humicola contortum mamillatus didymos botryoides acuminatus
MACC 790 712 334 700 716 545 32 41
Citokinin pmol g SzA
tZ 92,4+3,5 - - - - 4,1+0,8 - 8,8+2,7
tZR 25,4+1,1 2,1+0,0 4,9+0,0 5,3+0,0 51£1,5 4,9+0,0 0,7+0,0 0,2+0,0
tZO0G 132,4+15,2 71,0+20,0 121,9+18,9 57,3+2,3 72,8+23,4 - - 47,2+8,1
tZROG 3,0+0,4 - 1,5+0,0 0,3+0,0 4,1+0,2 0,8+0,2 - -
tZ9G - - - - - 1,7+0,4 31,3+5,9 -
tZRMP 1045,7+347,0 675,9+194,5 284,9+110,6 10,5+3,64 31,3+6,3 13,8+3,9 1,8+0,5 14,2447
cZ 566,5+29,4 520,7+64,8 843,8+321,1 86,8+8,8 967,7+98,6 1529,7+216,3 29,1+0,0 427,3+24,2
cZR 245,9+23,7 304,8+0,7 850,2+59,3 290,3+24,4 52,8+6,3 1091,0+43,0 - 41,6+8,0
cZ0G 39,6+5,7 54,5+9,7 68,78+10,6 11,4+1,1 205,5+52,8 61,1+2,43 9,5£2,1 23,7+4,6
cZROG 28,5+5,0 64,8+13,8 113,6+12,8 28,6+6,7 508,7+60,5 133,6+1,9 - 9,6+2,8
CZRMP 8967,2+514,8 1511,0+8,3 2718,1+75,5 382,6+57,1 2223,4+482,9 641,7+£38,7 41,8+4,6 882,7+20,1
DHZz 100,4+1,5 3,5+0,7 4,5+1,9 0,6+0,0 3,1+0,5 7,1+0,8 - 1,0+0,2
DHZR 210,9+11,3 6,2+1,4 19,3+0,8 28,6+0,9 - 32,5+1,9 - 1,3+0,4
DHzZOG 27,0+0,9 - - 0,9+0,0 - - 1,6+0,2 -
DHZROG 57,8+4,4 - 6,4+1,1 8,5+0,3 6,0+2,4 2,4+0,8 - -
DHZRMP 412,2+128,9 - - - 19,8+2,7 - - -
iP 161,1+11,1 206,9+6,9 178,1+5,3 6,2+0,2 27,2+0,7 158,7+9,7 213,4+13,6 10,2+0,1
iPR 605,4+0,0 766,9+53,1 721,9+71,7 123,3+14,4 - 1232,242,4 103,6+25,0 16,0+0,6
iPRMP 11376,3+558,9 578,6+70,3 452,1+99,6 142,7+32,3 965,1+275,2 154,8+8,6 895,4+63,6 89,2+29,7
Osszes™ 21,4 4,8 6,4 1,2 51 51 1,3 1,6
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M3.3. tablazat: A 24 eukariota algatdrzs biomasszajanak citokinin dsszetétele 4 napos tenyésztés utan.

* Az dsszes citokinin tartalmat nmol g szarazanyagra (SzA) szamitottuk at (folytatas).

Algatorzs Acutodesmus Desmodesmus Scotiellopsis Raphidocelis Chlamydomonas Desmococcus Coelastrum Spongiochloris
incrassatulus armatus terrestris subcapitata reinhardtii olivaceus microporum excentrica

MACC 730 59 44 317 772 219 51 504

Citokinin pmol g1 SzA

tz - - - - 19,1+1,6 - - -

tZR 1,6+0,0 1,2+0,0 1,5+0,0 1,4+0,1 - - 1,3+0,0 3,0+0,0

tZOG - - - - 32,24+4,4 - - 15,5+£2,0

tZROG - - - - - - - 1,0+0,0

tZ9G - 1,4+0,1 - - 13,5+0,5 - 2,4+0,2 11,3+£3,0

tZRMP 6,6+0,7 224,4+52,1 38,9+4,3 6,0+0,1 57,6+£2,9 11,0+£3,9 46,1+15,7 8,2+0,8

cZ 748,2+30,5 949,5+68,1 476,0+64,5 315,8+10,9 4328,9+16,7 2145,1£331,7 184,4+11,5 1306,0+260,7

cZR 411,1£25,0 363,6+16,4 319,4+42 8 146,5+3,8 - 29,8+3,7 449,449,8 317,1£13,6

cZ0G 49,1+2,9 50,6+4,4 50,0+8,5 21,5+1,5 150,6+15,6 79,5+12,5 13,0+0,2 36,6+0,1

cZROG 44,184 81,4+6,6 30,4+9,8 6,3+0,4 28,4+5,4 2,2+0,9 55,7+15,9 121,6+6,1

CZRMP 1953,2+33,0 4735,3+466,9 7848,7+354,3 239,3+24,4 3655,7+187,1 1249,0+480,7 6224,3+498,3  2018,0+106,9

DHZ 3,240,0 4,8+0,0 3,00+0,9 6,4+0,1 19,5+0,6 6,6+1,0 0,7+0,2 3,1+0,1

DHZR 11,4+0,2 11,1+0,3 7,5+0,0 22,4+0,4 0,6+0,2 0,9+0,0 13,2+1,7 8,1+1,4

DHzZOG - - - 2,8+0,4 - - - -

DHZROG - 1,9+0,6 - 4,3+£0,8 - - 1,9+0,2 -

DHZRMP 23,4+1,1 - 100,0+4,3 - 31,4+4,6 - 40,9+11,9 20,0+£2,7

iP 57,7+0,9 9,9+0,0 28,7+0,6 100,8+1,9 336,7+8,1 10,2+0,3 7,4+0,7 56,9+1,3

iPR 455,9+6,6 88,1+4,5 56,8+0,9 439,3+23,5 - - 136,7+0,4 249,9+4,6

iPRMP 876,3+18,9 - 1017,2+30,6 294,5+46,3 541,9+24,4 - 412,4+32,8 902,4+1,2

Osszes™ 46 6,5 10,0 1,6 9,2 35 76 51
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M3.3. tablazat: A 24 eukariota algatdrzs biomasszajanak citokinin dsszetétele 4 napos tenyésztés utan.

* Az dsszes citokinin tartalmat nmol g szarazanyagra (SzA) szamitottuk at (folytatas).

Algatorzs Coccomyxa sp. Chlorella Chlorella Chlorella Myrmecia bisecta  Stichococcus Ulothrix sp. Klebsormidium
pyrenoidosa vulgaris minutissima bacillaris flaccidum

MACC 535 3 755 361 594 505 777 692

Citokinin pmol g1 SzA

tZ 18,9+4,0 - - - - - - -

tZR 3,1+0,2 2,7+0,0 2,9+0,1 1,3+0,0 1,1+0,0 - 1,0+0,0 -

tZOG 44,0+10,0 40,6+7,4 11,9+£3,4 58,7+19,0 161,1£25,3 27,7+9,17 15,1+6,4 160,0+38,7

tZROG 2,5+0,8 0,8+0,2 0,1+0,0 1,6+0,0 - 0,7+0,2 - -

tZ9G - 59,0+1,2 - 30,2+1,6 - - 17,2+7,2 -

tZRMP 33+1,1 22,943,1 69,1426,0 18,8+1,0 51,9+15,4 5,1+0,5 10,0+0,8 19,4+7,1

cZ 578,3+46,9 505,4+92,8 184,5+46,8 5339,1+£316,5 49,8+5,6 16,5+3,0 187,4+36,2 96,8+1,9

cZR 501,4423,7 708,7+£31,6 625,1+26,9 - - - 176,2+0,0 -

cZ0G 41,4+0,6 37,7+£5,0 13,5+0,4 351,6+30,2 18,6+2,5 4,7+1,4 14,4+0,0 -

cZROG 55,0+2,3 120,8+13,6 61,4+2,9 312,1+21,9 - - 16,2+2,3 -

CZRMP 363,9+4,2 4433,6+845,4 1485,3+350,5 914,9+32,5 4722,1+£1652,6 - 1665,6+95,1 -

DHZ 1,9+0,4 1,0+0,2 1,1+0,3 8,5+0,4 - - - -

DHZR 15,6+2,9 19,4+0,4 73,8+5,6 - 2,1+0,4 1,2+0,2 4,1+0,5 3,2+0,0

DHzZOG - - - 3,5+0,4 - - - -

DHZROG 2,5+0,2 3,5+0,6 10,6+0,6 3,8+0,7 - - - -

DHZRMP - 17,5+0,8 22,6+1,0 4,9+0,2 - - 8,2+3,3 -

iP 36,5+0,4 5,4+0,4 2,3+0,1 5,3+0,3 11,2+0,7 27,2+0,9 13,3+0,5 7,1£0,7

iPR 466,5+6,9 78,6+1,9 420,6+24,3 - - 27,4+0,0 129,74+2,8 -

iPRMP 225,8+79,8 263,7+32,8 339,3+3,6 53,5+2,1 331,6+77,2 136,5+17,7 874,9+52,1 -

Osszes™ 2.4 6,3 3,3 7.1 54 0,3 3,1 0,3
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M3.4. tablazat: A 24 eukaridta algatérzs biomasszajanak gibberellin dsszetétele 4 napos tenyésztés utan. Az eredmények 3 minta atlagértékét és

a szorast mutatjak (NM = méréshatar alatti érték, 2 = biologiailag aktiv, ® = végtermék).

Algatorzs Stigeoclonium Chlorococcum Gyoerffyana Monoraphidium Nautococcus Poloidon Protosiphon Acutodesmus
nanum ellipsoideum humicola contortum mamillatus didymos botryoides acuminatus
MACC 790 712 334 700 716 545 32 41
Gibberellin pg mg! SzA
3GA1 2,4+0,2 4,6+0,8 4,5+0,2 2,8+0,2 4,7+0,2 3,0+0,1 4,8+0,4 5,2+0,1
3GAs 0,3+0,0 1,9+0,1 1,9+0,0 1,4+0,2 0,7+0,0 1,7+0,2 3,9+0,2 0,2+0,0
3GA4 5,9+0,0 9,6+0,1 15,2+0,5 7,6+0,2 11,4+0,5 7,4+0,3 10,2+0,2 6,6+0,2
3GAs 7,6+0,3 23,1+0,8 34,4+1,9 14,5+0,5 29,7+0,8 15,5+0,5 13,240,5 10,3+0,1
2GAs 116,1+4,0 271,2+18,1 383,3£5,5 162,0+7,0 295,7+11,8 150,5+3,4 180,2+2,6 154,6+3,8
aGA7 1,1+0,1 1,3+0,0 3,4+0,1 1,1+0,0 1,8+0,1 2,3+0,5 0,9+0,0 0,9+0,0
GAs 11,5+1,5 25,5+2,3 5,7+0,2 11,7+0,3 20,8+1,2 4,0+0,6 3,0+0,1 5,3+0,2
GAg 5,6+0,2 21,4+1,5 86,3+2,0 32,7+0,8 65,7+5,0 41,3+1,7 5,8+0,7 4,2+0,1
GAw 163,4+19,5 <NM <NM 194,2426,2 229,0+12,2 159,9+7,4 77,2+4,1 89,245,3
GAzzald <NM <NM 494,4+16,5 <NM 403,3+19,4 106,7+£2,5 86,8+7,6 129,9+14,8
®GA13 67,3+0,5 348,7+5,9 62,5+2,8 156,4+1,8 263,1+12,3 53,7+2,5 20,3+0,9 14,9+0,8
GAs 97,8+1,2 218,1+7,9 745,3£13,6 91,7+3,5 146,8+4,6 98,4+2 .4 54,2434 62,8+3,5
GA1g 0,7+0,0 1,3+0,1 1,4+0,1 0,8+0,1 1,7+0,1 1,0+0,0 2,8+0,1 1,4+0,2
GA 1,1+0,0 2,0+0,1 7,4+0,3 1,3+0,1 4,7+0,2 1,7+0,3 1,1+0,0 0,9+0,2
GA 3,6£0,3 6,8+0,7 17,9+1,8 4,7+0,3 7,3+£0,8 4,5+0,6 4,0+0,4 5,4+0,6
GAz 5,2+0,2 5,9+0,3 17,9+0,7 11,6+1,0 2,9+0,2 3,7+0,4 3,0+0,1 4,9+0,8
GAz 1,3+0,1 1,2+0,1 2,7+0,2 1,4+0,2 3,1+£0,5 0,9+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1
GAu 14,3+0,9 53,0+2,7 77,7+£8,3 43,0+0,5 81,9+3,9 452+1,1 44,4+2.8 16,8+0,3
bGAs1 60,2+5,5 91,7+3,6 313,7+8,1 46,0+2,5 609,8+5,6 157,2+4,3 244,7+14,5 23,1+0,5
GAs;3 36,9+1,7 138,5+1,8 16,6+1,5 95,9+2,0 107,4+1,2 91,5+1,3 9,0+1,0 4,6+0,7
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M3.4. tablazat: A 24 eukaridta algatorzs biomasszajanak gibberellin 6sszetétele 4 napos tenyésztés utan. Az eredmények 3 minta atlagértékét és

a szorast mutatjak (NM = méréshatar alatti érték, ? = bioldgiailag aktiv, ® = végtermék) (folytatas).

Algatorzs Acutodesmus Desmodesmus Scotiellopsis Chlamydomonas Raphidocelis Desmococcus Coelastrum Spongiochloris
incrassatulus armatus terrestris reinhardtii subcapitata olivaceus microporum excentrica
MACC 730 59 44 772 317 219 51 504
Gibberellin pg mg! SzA
3GA1 12,6+0,7 2,0+0,2 14,4+0,5 7,6+0,2 6,5+0,3 2,8+0,1 4,4+0,3 2,5+0,2
3GAs 2,0+0,1 1,6+0,0 1,8+0,0 1,1+0,0 0,6+0,0 0,8+0,0 2,7+0,2 0,3+0,0
aGA4 13,840,1 8,9+0,2 10,6+0,2 3,4+0,0 5,8+0,1 5,7+0,2 9,1+0,2 5,8+0,1
3GAs 24,1+1,7 5,7+£0,1 10,8+0,4 9,2+0,2 6,6+0,1 4,7+0,3 8,2+0,1 4,3+0,2
2GAs 189,9+5,2 135,3+8,3 205,6+14,8 145,9+7,2 87,1+2,5 1242445 169,9+11,2 94,3+3,3
aGA7 1,7+0,1 1,8+0,0 2,7+0,1 1,9+0,0 0,9+0,0 1,6+0,0 1,2+0,1 1,1+0,1
GAs 12,1+1,0 1,6+0,4 10,7+0,1 15,4+1,1 3,4+0,5 6,0+0,7 2,6+0,7 3,3+0,5
GAy 14,1£2,2 4,34+0,3 47,2+1,8 13,042,2 33,8+1,2 4,4+0,2 42 ,8+0,4 14,6+0,7
GAw 117,0£10,5 80,1+5,3 312,6+28,3 118,9+13,1 88,8+4,8 177,0+15,1 170,3+14,8 93,8+2,7
GAzzald 148,1+16,2 93,0+4,4 407,0+50,0 <NM <NM 82,3+5,4 119,2+3,8 86,3+1,2
bGA13 210,1+8,7 6,3+0,2 31,9421 66,5+4,1 12,4+0,6 18,0+0,5 44,6+3,0 12,1+0,2
GAs 129,6+3,3 158,5+2,1 3452,9+178,1 115,8+5,8 32,6+1,6 32,5t1,4 473,8+24,6 14,7+0,2
GA1g 2,3+0,1 0,5+0,0 1,1+0,3 0,9+0,1 0,3+0,0 1,0+£0,1 3,4+0,2 0,9+0,1
GA 1,4+0,0 1,8+0,1 1,6+0,3 1,1+0,0 4,5+0,2 1,5+0,1 4,8+0,1 0,6+0,0
GA24 4,9+0,4 4,3+0,2 5,2+0,4 3,8+0,3 2,5+0,3 8,4+0,6 14,2+1,5 4,4+0,2
GAz 2,0+0,1 2,1+0,0 12,8+1,2 1,7+0,1 1,4+0,0 2,1+0,4 6,2+1,4 1,6+0,2
GAz 1,2+0,0 1,2+0,2 2,1+0,1 1,2+0,2 0,5+0,0 0,7+0,1 0,7+0,0 1,8+0,1
GAu 60,6+1,0 23,8+0,8 24.3+£39 24,3+0,9 21,0+0,2 18,7+0,9 19,5+2,2 41,9+0,8
bGAs1 91,7+2,7 207,2+11,1 164,8+9,4 142,3+5,6 30,3+1,3 110,1+3,8 169,1+5,6 29,2+1,4
GAs;3 63,4+2,2 4,4+0,6 26,4+1,7 46,6+1,6 2,8+0,3 3,6+0,3 5,2+0,4 1,5+0,1
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M3.4. tablazat: A 24 eukaridta algatorzs biomasszajanak gibberellin 6sszetétele 4 napos tenyésztés utan. Az eredmények 3 minta atlagértékét és

a szorast mutatjak (NM = méréshatar alatti érték, ? = bioldgiailag aktiv, ® = végtermék) (folytatas).

Algatorzs Coccomyxa sp. Chlorella Chlorella vulgaris  Chlorella Myrmecia Stichococcus Ulothrix sp. Klebsormidium
pyrenoidosa minutissima bisecta bacillaris flaccidum
MACC 535 3 755 361 594 505 777 692
Gibberellin pg mg? SzA
aGA1 2,9+0,2 7,4+0,3 2,1+0,0 7,3+£0,5 21,241,3 3,1+0,1 6,9+0,3 16,2+0,5
3GAs 1,2+0,1 2,4+0,1 0,6+0,0 0,6+0,0 4,1+0,1 1,7+0,0 0,5+0,0 2,5+0,0
3GA4 11,3+0,3 9,2+0,3 6,9+0,2 8,5+0,1 20,2+0,2 11,4+0,6 12,6+0,4 6,2+0,0
aGAs 10,0+0,2 5,2+0,1 4,7+0,2 10,5+0,1 18,3+0,3 32,0+0,9 26,2+0,9 10,5+0,5
3GAs 198,1+1,9 141,749,6 114,9+2,3 114,5+3,4 321,6+8,1 218,8+10,0 166,6+17,6 163,4+4,4
aGA7 2,4+0,1 1,3+0,0 0,6+0,0 1,0+0,0 2,1+0,1 2,3+0,2 1,1+0,2 1,6+0,0
GAs 5,8+0,4 8,2+0,7 9,4+0,9 5,2+0,9 5,3+0,3 7,7+0,2 20,5+1,6 9,4+0,7
GAg 12,4+0,8 31,5+0,8 10,0+0,2 11,1+0,5 34,7+1,5 10,7+3,2 58,0+7,9 7,5+0,3
GAw 242,5+25,1 70,3+4,9 128,9+7,4 275,7+£13,5 443,5+27,4 260,3+29,6 <NM 79,9+4,1
GAzald 221,2+17,1 79,1+10,2 238,6+33,8 <NM 479,5£9,5 415,5+16,9 <NM 263,0+8,6
bGA13 15,8+0,6 12,3+0,2 39,1+1,1 12,6+0,3 28,8+0,2 11,4+0,8 58,9+3,2 35,2422
GAss 226,9+14,8 114,449.4 42,8422 117,3£1,5 246,8+6,6 132,6+8,2 119,4+3,8 61,2+3,7
GA 0,8+0,0 1,5+0,2 0,6+0,3 0,6+0,0 5,8+0,5 0,9+0,0 1,1+0,1 1,00+0,1
GAx 1,2+0,1 3,0+0,0 1,9+0,1 4,4+0,2 7,4+0,6 15,6+1,2 1,6+0,0 3,0+0,1
GA2 5,4+0,3 13,7+0,7 3,1x1,7 9,7+0,5 22,327 11,7+0,4 6,2+0,4 5,1+0,5
GAzg 1,5+0,1 3,7+0,2 6,4+0,4 3,7+0,2 6,6+0,3 3,8+0,2 4,9+0,4 7,8+0,3
GAss 0,9+0,1 1,5+0,1 1,9+0,3 0,5+0,1 3,2+0,1 1,2+0,0 1,0+0,1 1,2+0,1
GAu 28,1+1,0 33,4+3,4 3,6+0,1 33,8+1,2 49,0+0,6 41,3+0,7 14,5+1,9 38,5+1,7
bGAs1 168,4+6,3 57,1+1,6 129,6+5,8 399,0+2,3 244,0+6,5 182,3+6,2 234,149,1 26,3+4,7
GAs3 5,8+0,1 10,4+0,8 69,6+1,7 19,8+0,7 85,4+2,7 15,2+1,0 66,3+1,0 46,2+3,1

156



dc_881 14

Ma3.5. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét €s heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
szarazanyagaban (SzA) mért IAA, indol prekurzor €s metabolit tartalom. Az eredmények
atlagértékek (NM = méréshatar alatti érték).

Kezelés 1d6 106 156 246 346 48 6
Auxin pg mg* SzA
Fény : sotét IAA 25,0 34,0 34,4 67,8 24,1
ANT 106,0 82,6 202,3 711,0 175,7
TRP 580,7 1573,6 2590,1 2894,9 2969,7
1AM 73,1 290,9 614,6 713,0 1501,1
TRA 4,9 8,0 7,4 20,2 17,2
oxIAA 58,9 86,4 136,6 203,6 48,3
I1AAsp <NM <NM <NM <NM <NM
Osszes  848,6 2075,5 3585,4 4610,5 4736,1
Folyamatos IAA 45,2 48,1 26,0 62,8 55,2
sotét ANT 51,5 108,3 187,8 2440 282,3
TRP 1201,8 410,5 446,0 210,8 957,9
1AM 110,2 253,7 170,2 2441 308,4
TRA 9,2 10,7 2,1 58 1,7
oxIAA 7572 88,3 102,4 115,7 149,1
1AAsp <NM <NM <NM <NM <NM
Osszes 14931 919,6 934,5 883,2 1760,6
Folyamatos I1AA 45,8 66,6 80,5 74,7 649,4
sOtét + ANT 73,2 2377,0 880,1 1026,1 529,7
gliikoz TRP 556,3 12684,6 9655,6 14206,1 21520,4
1AM 125,0 237,2 225,6 709,3 39747
TRA 10,9 14,6 10,8 16,7 14,2
oxIAA 795 56,8 63,7 81,9 112,0
1AAsp <NM 22,5 11,9 <NM <NM
Osszes  890,7 15459,3 10928,2 16114,8 26800,4
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M3.6. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét €s heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
a szarazanyagaban (SzA) mért citokininek. Az eredmények 2 minta atlagértékét mutatjak
(NM = méréshatar alatti érték).

Kezelés 1d6 106 156 246 3406 486
Citokinin pg mgt SzA

Fény : sotét tZ 3,7 3,0 1,1 1,4 0,7
tZR 0,6 0,3 0,2 0,2 0,0
tZOG 1,3 0,6 1,2 3,0 3,1
cZ 15,8 13,0 29,9 116,8 89,5
cZR 95,0 79,6 58,3 28,7 3,6
cZ0G 6,1 3,6 15,1 44,5 87,3
cZROG 16,6 9,1 21,8 21,0 24,6
cZRMP 62,6 227,6 2247 412,8 557,9
iP 0,4 0,3 6,7 15,6 15,0
iPR 17,4 17,9 18,5 9,3 1,6
iPRMP 70,0 65,5 24,3 24,3 11,5
DHZ 0,7 0,3 0,2 0,4 0,4
DHZR 1,3 0,8 0,7 0,6 0,1
DHZOG <NM <NM 0,1 <NM 0,3
DHZROG 0,2 0,2 0,4 0,1 0,3
Osszes 291,7 421,8 403,2 678,7 795,9

Folyamatos tZz 34 2,1 0,6 0,8 1,2

sotét tZR 0,7 0,3 0,2 0,2 0,2
tZOG 0,4 0,4 7,0 04 1,4
cZ 14,9 17,6 18,9 23,4 31,4
cZR 16,7 40,5 54,1 60,3 70,9
cZ0G 4,9 3,7 6,3 7.8 13,3
cZROG 13,3 8,8 14,4 14,8 22,5
cZRMP 58,7 111,0 99,7 132,8 12,7
iP 0,5 0,8 11 1,7 3,0
iPR 18,3 15,2 18,2 18,3 22,7
iPRMP 49,6 53,3 56,5 41,8 51,6
DHZ 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2
DHZR 0,8 0,8 1,3 11 14
DHZOG <NM 0,1 <NM <NM <NM
DHZROG 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3
Osszes 183,0 255,0 278,7 303,8 232,8
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M3.6. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét €s heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
a szarazanyagaban (SzA) mért citokininek. Az eredmények 2 minta atlagértékét mutatjak
(NM = méréshatar alatti érték) (folytatas).

Kezelés 1d6 106 156 24 6 346 48 6
Citokinin pg mg?t SzA

Folyamatos tZz 3,9 1,4 1,0 0,6 3,3

sotét + tZR 0,6 0,2 0,1 0,1 0,1

gliik6z tZOG 0,4 0,8 0,3 0,3 0,4
cZ 19,0 15,3 29,5 33,4 53,2
cZR 101,3 384 9,9 4,2 4,6
cZ0G 6,0 3,3 8,7 9,7 15,0
cZROG 15,4 5,6 5,8 10,1 21,3
CZRMP 46,1 55,2 70,9 398,1 310,7
iP 0,5 0,8 2,7 4,8 22,4
iPR 18,4 10,0 5,2 25 14
iPRMP 192,5 29,4 194 15,7 58,0
DHZ 0,7 0,2 0,2 0,1 0,4
DHZR 1,2 0,5 0,3 0,2 0,1
DHZOG 0,1 <NM 0,0 <NM <NM
DHZROG 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2
Osszes 406,3 161,2 154,1 479,9 491,1
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M3.7. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
a szarazanyagaban (SzA) mért gibberellinek. Az eredmények 3 minta atlagértékét €s a szorast

mutatjak (NM = méréshatar alatti érték).

Kezelés 1d6 106 156 246 346 48 6
Gibbe- pg mg? SzA
rellin

Fény : sotét GA: 45,8+2,2 67,7+4,4 6,2+0,7 11,8+1,0 11,7+0,7
GA3 6,5+0,6 4,5+0,2 9,6+0,2 3,4+0,1 0,9+0,0
GA4 53,9+1,1 25,4+1,0 16,3+1,3 14,8+0,5 8,9+0,2
GAs 43,0+0,9 62,9+1,9 39,9+1,0 35,2+42,2 14,5+0,2
GAs 744,6+£30,7 705,5+4,6 538,0+8,3 459,1+3 .4 182,1+18,2
GA, 14,4+0,5 8,6+0,3 3,8+0,1 6,4+0,1 2,2+0,2
GAs 45,9+1,8 38,6+3,6 28,0+1,5 23,7+0,3 7,3£0,5
GAy 160,7+0,7 27,1+2,3 15,6+1,1 32,94+0,6 33,6+1,5
GAw 691,7+0,7 328,5+18,5 24724223 1249,6+29,2 186,0+11,3
GAzzald 2058,7+129 1175,5+78,9 731,1+53,2 509,9+45,2 <NM
GAz 643,7+3,6 825,7+13,6 694,4+8,8 634,4+23,4 210,5+£3,1
GAss 531,4+22,0 717,9+13,1 126,0+4,7 340,2+26,1 119,9+12,4
GAuwg 8,2+0,7 12,7+1,7 2,1£0,1 1,9+0,1 0,8+0,0
GAx 39,443,1 75,5+2,6 2,6+0,2 2,840,2 6,5+0,3
GA24 17,8429 19,0+0,9 10,6+0,4 35,3+1,1 4,3+0,4
GAz 37,3+3,1 14,442,1 3,5+0,3 7,2+0,3 13,4£1,5
GAss 6,3£0,3 5,3£0,5 3,240,2 4,0+0,3 2,1+0,1
GAu 71,444,3 57,0+7,2 65,0+5,4 34,4+1,8 14,9+1,3
GAs1 762,3£14,7 234,922 291,1£14,0 383,2+10,6 125,6+8,4
GAs3 112+1,1 23,4+2,2 13,7+1,5 6,8+0,3 13,4+0,3
Osszes 5994,2 4430,1 28479 3797,0 958,6

Folyamatos GA: 12,1+0,4 22,4+0,6 46,0+2,4 11,7+1,1 214+1,1

sotét GAs 3,0+0,1 12,7+0,5 26,3+0,8 6,1+0,1 5,5+0,2
GA4 34,6+0,8 30,5+2,1 42,4+1,2 31,0+2,5 52,2+1,1
GAs 25,3+0,8 85,5+1,1 54,4429 56,1+1,6 50,1+3,8
GAs 959,8+11,0 911,0+58,9 849,4+20,8 789,6+15,1 721,0+£22,5
GA; 11,94+0,6 7,8+£0,1 7,5+£0,3 4,7+0,3 6,5+0,1
GAs 66,2+2,3 62,5+1,8 45,1+5,0 19,0+2,0 25,7+2,0
GAq 77,5£2,0 34,3+£2,5 23,5+1,6 34,6+£2,6 27,3+0,8
GA1, 1000,8+15,8 457,4+3,5 392,4+45,1 911,4+42.,6 449,8+10,2
GA1.ald 1018,2+25,7 812,4+23,3 577,6+11,5 803,5+58,0 1065,5+36,8
GA13 666,0+28,8 1305,3+82,3 846,2+26,4 1177,3+49,7 378,4+27,0
GAss 717,1£18,8 472,6+8,6 601,6+71,8 274,6+18,1 771,5+63,1
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M3.7. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét €s heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
a szarazanyagaban (SzA) mért gibberellinek. Az eredmények 3 minta atlagértékét és a szorast

mutatjak (NM = méréshatar alatti érték) (folytatas).

Kezelés 1d6 106 156 246 346 48 6
Gibbe- pg mg? SzA
rellin
Folyamatos GA1g 4,0+0,1 3,6+0,5 3,5+0,2 3,7+0,1 3,5+0,3
sotét GAx 26,3+2,2 32,1+3,1 12,6+1,1 17,2+0,7 10,0+0,1
(folytatas) GAu 19,5+1,2 19,8+1,2 15,5+0,8 24,722 19,2+0,8
GA29 63,9+1,5 36,2+3,5 6,6+0,6 22,0+0,7 13,2+0,8
GAsz4 2,4+0,1 5,24+0,7 4,9+0,4 2,0£0,1 5,5+0,3
GAu 73,1+4,1 109,7+6,1 47,443,2 42,6+2,5 78,6+3,8
GAs1 446,1+£37,2 859,7+16,1 288,1+31,4 520,5+14,0 444 ,3436,4
GAs3 13,3+1,6 11,7+0,2 12,7+2,0 49,9+3,0 42 .4+0,4
Osszes 5241,1 5292,4 3903,7 4802,2 4191,6
Folyamatos GA; 104,0+2,0 28,6+1,6 43,8+1,7 19,0+0,8 4,1+£0,3
sotét + GA; 6,0+0,1 15,4+0,5 3,3+0,2 6,5+0,1 1,7+0,0
gliikoz GA4 37,2+1,5 27,1£0,7 28,9+1,5 15,8+0,2 8,1+0,2
GAs 76,6+2,4 46,6+2,5 38,4+0,9 21,1+0,2 7,5+0,1
GAs 916,0+21,8 583,3+10,3 459,6+17,6 282,8+2,6 157,2+6,8
GA; 15,6+0,1 8,0+0,0 3,940,1 2,5+0,1 1,6+£0,1
GAs 27,8+0,6 19,4+1,8 26,9+1,1 7,7+0,8 6,1+0,3
GAq 24,7+0,5 75,4+3,9 32,0+0,6 45,8+£2,0 4,5+0,0
GA1 1116,5+38,1 524,8+10,2 <NM 404,2+10,5 151,7+3,9
GA1.ald 500,4+89,6 440,2+13,8 935,3£12,5 457,0+41,0 302,5+20,9
GA13 673,9+15,7 747,9+25,8 519,3+11,3 359,0+9,9 116,1+4,9
GAs 621,5+20,7 369,8+2,4 333,4+11,8 147,3+£3,4 85,5+1,2
GAu1 3,6+0,2 8,0+0,5 2,1+0,2 1,8+0,1 0,7+0,0
GA20 35,8+2,8 55,5+2,8 6,2+0,0 2,240,2 6,5+0,3
GA 34,7+1,2 11,7+1,5 13,1+0,2 8,4+0,5 3,0+£0,1
GA29 22,3+1,4 8,9+0,8 7,5+£0,6 9,34£0,6 2,3£0,2
GAazs 8,2+0,6 4,9+0,6 3,4+0,2 1,4+0,2 1,1+0,1
GA 171,1£5,2 77,842,5 20,7+0,8 26,9425 19,2+0,7
GAs 814,8+15,6 165,9+12,9 133,3+17,3 198,5+6,8 52,8+1,6
GAs3 36,5+3,4 7,7+£0,6 6,9+£0,5 18,4+1,0 4,8+0,1
Osszes 52472 3226,9 2618,0 2035,6 937,0
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M3.8. tablazat: A fény:sotét, folyamatos sotét és heterotrof koriilmények (folyamatos sotét +
gliik6z) kozott 48 oran at szaporitott MACC-360 Chlorella minutissima torzs biomasszajanak
a szarazanyagaban (SzA) mért brasszinoszteroidok. Az eredmények 3 minta atlagértékét és a

Szorast mutatjak.

Kezelés Id6 106 156 246 346 48 6
Brasszino- pa/g SZA
szteroid
Fény : sotét CT 11,2427 12,3+0,2 41,424 8,6+0,6 6,0+0,1
6-0xoCN 34,7+3,1 54,5+2,6 56,1+8,3 12,9+0,0 16,8+10,6
6-deoxo-epiCS 830+170 3380+420 1580+150 73020 35020
Osszes 875,9 3446,8 1677,5 751,5 372,8
Folyamatos CT 6,2+1,1 85,8+4,1 20,8+3,1 20,1+2,6 8,4+1,3
sotét 6-0x0CN 71,227 23,4+0,2 10,2424 26,3+4,1 12,8+2,2
6-deoxo-epiCS 2130+130 3490+300 1730+20 136060 970+80
Osszes 2207,4 3599,2 1761,0 1406,4 991,2
Folyamatos CT 4,0£1,0 10,6+2,0 6,7£1,0 5,9+0,9 2,1£0,3
sOtét + 6-0xoCN 12,7+1,6 28,4+5,0 3,3£1,1 10,7+0,1 9,5£3,4
gliikéz 6-deoxo-epiCS 1380+180 860+130 490+40 310+0 170£20
Osszes 1396,7 899,0 500,0 326,6 181,6
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szdm
a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben Kifejezve

Vizsgalt Vizsgalt korokozok

torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-6 G-16(-)

MACC-7 G-11(-) G-16(-) G-20(--) | G-13(")

MACC-9 G-12(-) G-13(-) G-34(-) G-17(-) T-10

MACC-10 G-35(-) G-22(--) | G-24(-) T-14 T-24
MACC-13 G-14(-)

MACC-14 G-21(-) T

MACC-15 G-18(-)

MACC-21 G-25(-) G-16(-) G-30(-) G-20(---)
MACC-76 G-12(-) G-17(-) G-18(-) T

MACC-88 S-21(+)

MACC-90 G-28(--) G-25(--) | G-23(--) T-25
MACC-116 G-17(-)

MACC-145 G-15(-) G-13(-) G-15(--)

MACC-147 G-25(-) T-21 G-20(-)
MACC-150 G-15(---) | T-23 G-25(---)
MACC-151 G-13(-) |[T-22 G-15(-)

MACC-205 | T-19 G-23(-) T-17 T-17 T-24 T-15 G-25(---)
MACC-212 G-22(-)

MACC-250 G-23(--) G-15(-)

MACC-251 | T-19 G-16(--) G-20(---) | G-14(-)

MACC-267 G-16(-)

MACC-302 G-16(-) T

MACC-304 | T-13 G-20(--) T-13 T-13 T-13 T-13 T-12

MACC-307 G-16(-)

MACC-309 G-10(-)

MACC-312 G-45(-)
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szam
a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben kifejezve (folytatas)

Vizsgalt Vizsgalt korokozok
torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-317 G-22(--) G-16(-) G-20(-)

MACC-319 G-16(-)

MACC-325 S-26(+)
MACC-326 G-12(-) G-15(--)
MACC-327 S-17(+)
MACC-328 S-19(+)
MACC-329 S-12(+)

MACC-339 G-12(-) T-20 T-20 G-21(---)
MACC-340 G-15(-)
MACC-342 G-12(-)
MACC-343 G-22(---) | T-25

MACC-344 G-11(-)

MACC-348 G-15(-)

MACC-357 G-12(-)

MACC-358 G-11(-)

MACC-374 | G-16(--)

MACC-375 | G-16(--) G-30(-) G-19(--) G-12(-) | G-12(-)
MACC-377 | G-17(--) G-20(---) | G-25(--) G-11(-)
MACC-382 G-13(-)

MACC-388 G-10(-)

MACC-399 S-15(+)
MACC-401 G-16(--)

MACC-403 G-14(--) G-23(--) | G-16(--)

MACC-405 G-20(---) | G-15(--)

MACC-406 G-18(-) G-22(--) | G-16(--)

MACC-408 G-20(-)
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios dioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szam

a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben kifejezve (folytatas)

Vizsgalt Vizsgalt korokozok
torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-409 G-20(-)

MACC-413 G-9(-)
MACC-417 G-18(-) G-15(-)

MACC-419 G-10(-)
MACC-422 G-13(-)
MACC-425 G-18(-) G-18(-)

MACC-430 G-15(---) G-22(-) G-15(--)

MACC-461 G-12(-)
MACC-465 G-12(-) G-18(-) T-15 T-13 G-13(-)
MACC-467 S-11(+)

MACC-470 | G-25(-) G-23(-) G-15(--) G-11(-) G-21(---) G-15(-)
MACC-471 G-35(-)

MACC-472 G-23(-)

MACC-474 | G-11(-) G-11(-)
MACC-476 | G-15(-) G-11(-)
MACC-485 G-13(-) G-13(--)
MACC-488 G-12(-)
MACC-490 G-14(-)

MACC-491 | G-18(-) G-13(-)

MACC-492 G-12(-)

MACC-494 | G-10(-)

MACC-499 S-23(++)

MACC-502 G-22(-) G-11(-)
MACC-504 G-19(-) G-13(-)
MACC-506 G-22(-)

MACC-518 G-11(-)
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szam

a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben kifejezve (folytatas)

Vizsgalt Vizsgalt korokozok
torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-519 G-28(--) G-21(-)

MACC-520 G-14(-)
MACC-521 G-15(-)
MACC-523 | G-12(-) G-18(-)

MACC-524 G-19(-) G-10(--)
MACC-525 G-17(-) G-10(--)
MACC-527 G-21(-)

MACC-531 G-10(-)
MACC-532 G-10(--)
MACC-533 G-10(--)
MACC-538 S-20(++)
MACC-539 G-29(--)

MACC-540 | G-10(---) | G-20(-) T-14

MACC-545 G-28(-) G-22(-) G-21(-)

MACC-546 G-16(-)

MACC-548 G-15(-) S-15(+)
MACC-549 G-23(-)

MACC-551 S-12(+) G-12(-) S-21(+)
MACC-552 S-18(+)
MACC-553 G-10(-) S-18(+)
MACC-556 G-15(-)

MACC-557 G-17(-)

MACC-560 S-13(+) G-10(-) G-23(-) S-16(+)
MACC-564 G-31(-) S-12(++4) S-13(+)
MACC-566 S-14(++) S-14(++)
MACC-569 G-29(-)
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szdm

a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben kifejezve (folytatas)

Vizsgalt Vizsgalt korokozok

torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-572 S-15(+) S-12(++)
MACC-575 S-15(+) G-14(-) S-12(++)
MACC-576 G-14(-)

MACC-577 S-12(+)
MACC-586 S-12(+)
MACC-595 G-20(-) G-15(-)

MACC-596 G-16(---) S-18(+)
MACC-597 G-18(--) G-18(--)
MACC-604 G-10(-)

MACC-606 G-27(-)

MACC-612 | T-9 T-9 T-9 T-9 G-10(-) G-12(--)
MACC-631 G-23(--) S-18(+)
MACC-645 G-22(-)

MACC-647 | G-10(-)

MACC-657 G-14(-) G-18(--)
MACC-661 G-18(-) T-13 G-20(-)
MACC-663 G-20(-) G-18(--)
MACC-677 G-16(--)

MACC-678 G-23(-) G-20(--) G-20(-)
MACC-682 | G-21(---) | G-21(--) T-13 G-21(--) G-21(--)

MACC-683 G-22(-) G-22(--)

MACC-697 S-14(+)
MACC-711 G-12(-)

MACC-713 G-14(-)

MACC-714 G-24(-)

MACC-715 G-13(-)
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M4.2. tablazat: Agar géldiffuzios bioteszttel névényi gombabetegségek ellen hatasos 141 mikroalga torzs.
T: fungicid hatas; G-, G--, G----: gyenge, kdzepes, erOsen gatlo hatas; S+, S++, S+++: gyenge, kozepes, erdsen serkentd hatas; a jelek utani szam

a gatlasi vagy serkentési zona mm-ben kifejezve (folytatas)

Vizsgalt Vizsgalt korokozok
torzsek Alternaria | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium | Phaeoramularia | Botrytis | Sclerotinia | Plasmopara | Phytophthora
MACC-720 G-14(-)
MACC-722 G-26(-)

MACC-729 G-28(-)

MACC-771 G-20(--)
MACC-775 G-15(-) G-18(-)
MACC-777 G-18(-)
MACC-778 G-20(--)
MACC-781 G-18(-)
MACC-783 G-18(-)
MACC-808 G-19(--) G-25(--)
MACC-821 G-22(--)
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M4.3. tablazat: A PDA taptalaj 6sszetétele (Atlas, R.M., 2004)

Burgonyakivonat 404

Glikoz 20,09

Agar 18,0 ¢
1000 ml desztillalt viz
pH =5,6

M4.4. tablazat: A borsoagar taptalaj dsszetétele (Shattock et al., 1990)

Borsé (mag) 140,09

L-aszparagin 109

KH2PO4 500,0 mg

MGSOQO4 7 H20 10,0 g

Szachar6z 10,0 ¢

Tiamin 1,0 mg

Agar 1,5%
1000 ml desztillalt viz
pH =6,5
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MS.1. tablazat: Kéaposzta gyokérlégy tojasrakasara vizsgalt 60 cianobaktérium térzs taxonomiai helye, eredete és produktivitasanak jellemzoi.

T: talaj, V: viz

Osztaly/rend Taxon MACC Eredet Tapoldat Biomassza (g L*
Nostocales Anabaena variabilis MACC-57 angol, V Zehnder 8 1,24 (10 nap)
Nostocales Anabaena sp. MACC-68 magyar, V BG-11 1,14 (10 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-71 német, V Zehnder 8 1,12 (11 nap)
Nostocales Tolypothrix tenuis MACC-80 cseh, V Zehnder 8 0,87 (8 nap)
Nostocales Anabaena variabilis MACC-118 magyar, V BG-11 1,2 (10 nap)
Nostocales Anabaena flos-aquae MACC-121 angol, V Zehnder 8 1,08 (8 nap)
Nostocales Anabaena flos-aquae MACC-122 magyar, V BG-11 1,08 (12 nap)
Nostocales Nostoc ellipsosporum MACC-132 német, V Zehnder 8 1,02 (8 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-139 cseh, T Zehnder 8 0,97 (12 nap)
Nostocales Anabaena constricta MACC-146 szerb, T BG-11 (N-free) 0,93 (12 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-149 cseh, T Zehnder 8 0,88 (13 nap)
Nostocales Nostoc commune MACC-150 magyar, V Zehnder 8 0,86 (8 nap)
Nostocales Anabaena constricta MACC-159 szerb, T BG-11 (N-free) 0,72 (9 nap)
Nostocales Calothrix viguieri MACC-168 cseh, T Zehnder 8 0,58 (10 nap)
Nostocales Nostoc muscorum MACC-173 cseh, T BG-11 1,37 (11 nap)
Nostocales Nostoc pruniforme MACC-181 német, V BG-11 2,27 (8 nap)
Pseudanabaenales Pseudanabaena sp. MACC-182 magyar, T BG-11 1,82 (8 nap)
Nostocales Tolypothrix tenuis MACC-205 német, V Zehnder 8 1,98 (15 nap)
Nostocales Anabaena miniata MACC-229 magyar, V Zehnder 8 1,37 (10 nap)
Nostocales Anabaena azollae MACC-238 orosz, V Bristol 1,26 (9 nap)
Nostocales Anabaena tenericaulis MACC-248 magyar, V BG-11 1,14 (10 nap)
Nostocales Calothrix sp. MACC-250 magyar, T Zehnder 8 1,05 (15 nap)
Nostocales Tolypothrix sp. MACC-281 brazil, T BG-11 (N-free) 0,66 (10 nap)
Nostocales Anabaena sphaerica MACC-304 orosz, V Tamiya 3,54 (21 nap)
Pseudanabaneales Leptolyngbya boryana MACC-312 cseh, V BG-11 2,28 (17 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-319 brazil, T Tamiya 2,9 (18 nap)
Nostocales Calothrix sp. MACC-403 brazil, T Tamiya 2,16 (16 nap)
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MS.1. tablazat: Kaposzta gyokérlégy tojasrakasara vizsgalt 60 cianobaktérium torzs taxondmiai helye, eredete és produktivitdsanak jellemzoi.

T: talaj, V: viz (folytatés)

Osztaly/rend Taxon MACC Eredet Tapoldat Biomassza (g L*
Nostocales Calothrix sp. MACC-405 brazil, T BG-11 1,5 (16 nap)
Nostocales Nostoc muscorum MACC-420 brazil, V BG-11 1,08 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-427 brazil, T Zehnder 8 1,78 (18 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-429 brazil, V BG-11 2,12 (18 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-437 brazil, T Tamiya 1,12 (15 nap)
Oscillatoriales Lyngbya sp. MACC-440 brazil, T Zehnder 8 1,2 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-461 brazil, V Tamiya 3,16 (12 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-462 brazil, T Zehnder 8 1,48 (12 nap)
Nostocales Tolypothrix sp. MACC-465 brazil, T Zehnder 8 2,16 (8 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-484 brazil, T Tamiya 1,64 (13 nap)
Nostocales Calothrix sp. MACC-491 brazil, T Tamiya 2,5 (12 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-498 brazil, V Tamiya 1,38 (13 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-513 cseh, V Zehnder 8 0,9 (13 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-536 brazil, T BG-11 1,24 (12 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-597 brazil, T BG-11 2,14 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-605 magyar, V Bristol 2,6 (14 nap)
Pseudanabaneales Leptolyngbya foveolarum MACC-611 cseh, V BG-11 2 (14 nap)
Nostocales Nostoc entophytum MACC-612 cseh, V Tamiya 3,14 (12 nap)
Pseudanabaenales Pseudanabaena galeata MACC-613 cseh, V BG-11 1,58 (12 nap)
Nostocales Tolypothrix sp. MACC-623 cseh, V BG-11 1,1 (14 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-627 magyar, V BG-11 1,72 (14 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-629 ausztria, T BG-11 1,46 (19 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-632 magyar, V Zehnder 8 2,18 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-633 magyar, V Zehnder 8 1,38 (15 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-634 magyar, V Tamiya 2,2 (15 nap)
Pseudanabaneales Leptolyngbya boryana MACC-637 cseh, V Zehnder 8 1,54 (14 nap)
Pseudanabaneales Leptolyngbya sp. MACC-651 cseh, V BG-11 1,16 (20 nap)
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MS.1. tablazat: Kéaposzta gyokérlégy tojasrakasara vizsgalt 60 cianobaktérium térzs taxondmiai helye, eredete és produktivitdsanak jellemzoi.
T: talaj, V: viz (folytatés)

Osztaly/rend Taxon MACC Eredet Tapoldat Biomassza (g L*
Nostocales Nostoc sp. MACC-661 | cseh, T Tamiya 1,86 (10 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-667 | cseh, V BG-11 1,44 (14 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-668 | cseh, T Bristol 1,28 (10 nap)
Nostocales Nostoc sp. MACC-683 | brazil, T Bristol 2 (15 nap)
Nostocales Tolypothrix tenuis MACC-708 | ukran, V Tamiya 2,9 (14 nap)
Nostocales Anabaena variabilis MACC-797 | angol, V Tamiya 2,12 (14 nap)
Pseudanabaenales Pseudanabaena sp. MACC-891 NIVA-CYAIIIL. Zehnder 8 1,52 (14 nap)
Oscillatoriales Phormidium sp. MACC-892 NIVA-CYA 7. Zehnder 8 (agar) -
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