Pannon Egyetem, Limnoldgia Intézeti Tanszék

Kémiai és Kornyezettudomanyi Doktori Iskola

Doktori értekezés (Ph.D.) tézisei

Futo Péter

A KLEBSORMIDIUM FLACCIDUM FONALAS ZOLDALGA FIZIOLOGIAI ES
BIOTECHNOLOGIAI VIZSGALATA - FOTOSZINTEZIS, NOVENYI

HORMONTERMELES ES TALAJJAVITO KEPESSEG

Témavezetok

Dr. Bernat Gabor tudoményos  fOmunkatars, = HUN-REN Balatoni
Limnologiai Kutatdintézet, Hidrobotanikai és Mikrobidalis
Okologiai Kutatocsoport, Tihany

Dr. Lengyel Edina tudomanyos fOmunkatars, Pannon Egyetem, Mérnoki

Kar, Természettudomanyi Ko&zpont, Limnologiai
Kutatdcsoport, Veszprém

Veszprém

2025



1. El6zmények

Munkahelyemen, az Albitech Biotechnoldogiai Kft.-nél egy barlangbol izolalt Klebsormidium
zbldalga fajjal dolgoztam az elmult 10 évben. Az izolatumrol bebizonyosodott, hogy nem csak
lombik-, hanem féliizemi 1éptékben is kivaldan tenyészthetd fonalas szervezddése ellenére, ami
kivalo alapot szolgaltat a faj lehetséges biotechnoldgiai hasznosithatdosagédhoz. Szamos
elOkisérletet végeztiink az algatdrzs tulajdonsagainak megismerésére, amelyek soran vizsgaltuk
tobbek kozott:

1) talajkolonizacios képességét,

2) UV-ellenallo képességét,

3) kiilonbozo tipust talajok nedvességtartalmara gyakorolt hatasat, és

4) novényi novekedést serkentd hatasat.

A doktori (PhD) képzés keretein beliil az eldkisérletekben szerzett tapasztalatokra és

Osszegyljtott informacidkra alapozva folytattam kutatdsaimat.



2. Célkituzeés
2.1. BARLANGBOL IZOLALT KLEBSORMIDIUM TORZS OKOFIZIOLOGIAI VIZSGALATA

A fejezet célja egy eddig nem vizsgalt barlangi eredetli Klebsormidium tdrzs 6kologiai és
biotechnolodgiai szempontbdl torténd jellemzése. Ehhez egy barlangbol izolalt torzs novekedési
dinamikdjat és fotoszintetikus aktivitasat vizsgaltam kiilonb6z6 hdémérsékleti feltételek mellett,
tovabba elemeztem a tenyészetekben jelenlévd brasszinoszteroid tipusu ndvényi hormon

hémérsékletfiiggését.

2.2. RIZSLEVELLEMEZ-ELHAJLASI BIOTESZT KIDOLGOZASA ALGATENYESZETEK

BRASSZINOSZTEROID (BR) TARTALMANAK MEGHATAROZASARA

Ennek a vizsgélatnak a célja, egy egyszerli és koltséghatékony moddszer kidolgozasa volt a
Klebsormidium kultarakban talalhat6 biologiailag aktiv BR-ok hozzavet6leges mennyiségének

becslésére draga analitikai eszk6zok hasznalata nélkiil.

2.3. ALGA-DOMINALT BIOLOGIAI TALAJKEREG HATASA A TALAJRA

Ennek a kutatasnak célkitiizése volt (i) megvizsgalni, hogy kialakulhat-e a vizsgalt
Klebsormidium torzs szant6foldi kijuttatasaval biologiai talajkéreg, (ii) megvizsgalni a
bioldgiai talajkéreg hatasat a talajnedvességre és porozitasra, (iii) valamint felmérni, hogy

befolyasolja-e az algaoltas az erdzids veszteségeket mesterséges esdztetéses szimulacio soran.



3. Anyag és modszer
3.1. BARLANGBOL IZOLALT KLEBSORMIDIUM TORZS OKOFIZIOLOGIAI VIZSGALATA

3.1.1. IZOLALAS ES ALGATENYESZTESI KORULMENYEK
A vizsgalt alga torzset tartalmazo biofilmet egy észak-magyarorszagi barlang falarél gytijtottik
be (GPS-koordinatak: 47.90067, 20.37917). A tenyészetet modositott BBM tapkozegben
(Bold’s Basal Medium, Starr és Zeikus 1993) tartottuk fenn 20 + 2°C-on, 35 umol foton m? s’

fényintenzitas mellett fénypolcon.

3.1.2. AZ ALGATORZS AZONOSITASA — DNS-SZEKVENCIA ELEMZES
Az 18S rRNS gén és az ITS régio PCR-amplifikaciojat az Euk328f-Chlo02R (Moon-Van der
Staay és mtsai, 2000; Zhu és mtsai, 2005), illetve ITS f-ITS r primerekkel (Liu és mtsai,
2014), Somogyi ¢és mtsai (2013) és Greipel €s mtsai (2023) protokolljai alapjan végeztiik. A
szekvenciak azonositdsa BLAST-tal (GenBank; Sayers és mtsai, 2022), SINA-val (Pruesse és
mtsai, 2012), és ClustalW-val (MEGA 11; Tamura és mtsai, 2021) tortént. A torzsfakat 817 bp
(18S, K2 modell) és 757 bp (ITS, K2P+G modell) alapjan rekonstrudltuk.

3.1.3. OXIGENHOZAM MERESEK
A kisérleteket egy 9-cellds fotoszintetronban végeztiik. Az inkubacios rendszerben a méréseket
kilenc kiilonbozd fényintezitason (0, 5, 18, 40, 100, 200, 450, 900 és 1200 umol foton m2 s
PAR), valamint tiz eltéré hdmérsékleteken (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 és 50 °C) végeztiik
el. A mérések soran az oldott oxigén mennyiségét LDO szenzorral mértiik meg. Az algaminték
Kklorofill-a tartalmat spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg (Caesar és mtsai, 2018). A
fotoszintetikus és respiracios ratakat biomassza-specifikusan szdmitottuk ki Wetzel és Likens

(2000) moédszere szerint.

3.1.4. FOTOSZINTETIKUS AKTIVITAS MEGHATAROZASA KLOROFILL-FLUORESZCENCIA
MERESEKKEL
A Klebsormidium tenyészetet homogenizalas utan Karlsruhe-lombikokba t5ltottiik, majd 5-50
°C-on 1 6rén at sotétben inkubaltuk. Ezt kovetden gyors fény- €s fluoreszcencia-indukcids
gorbéket rogzitettiink DUAL-PAM-100 késziilékkel. A gyors fénygorbéket 11-830 umol foton
m 25! tartomanyban, mig az indukcios gorbéket 131 umol foton m2 s™! fényintenzitas mellett

vettlik fel. Mindkét mérésnél 600 ms idétartamu, 10 000 pmol foton m2 s™! intenzitasu telitd



fényimpulzusokat alkalmaztunk. A fotoszintetikus kulcsparamétereket a berendezés szoftvere

szamitotta ki.

3.1.5. NOVEKEDESI RATAK MEGHATAROZASA
A Klebsormidium tenyészet novekedési ratait 10—40 °C kozott vizsgaltuk tenyésztékamraban,
150 mL-es batch tenyészetekkel (n=4). A kultarakat négy napon at, tartottuk 85 umol foton m
s~! intenzitast hideg fehér fényben, 12:12 6ras fotoperiodusban. Az optikai denzitast (OD750)
naponta mértiik, a specifikus novekedési ratakat (u) Krzeminska és mtsai (2014) alapjan

szamoltuk.

3.1.6. BRASSZINOLID MEGHATAROZAS

Az LC-MS analizishez 600 mL mintat szlirtiink Whatman GF/F sziir6n, majd szilard fazisa
extrakciot (SPE) végeztink AutoTrace 280 késziilékkel polimer gyenge kationcseréld
kazettadkon Madsz és mtsai (2019) protokollja szerint. A mintdkat acetonitrilben
reszuszpendaltuk. A brasszinolid (BL) standardbdl 5-1000 ng L' kalibracids sorozatot
allitottunk el6. Az elvalasztast Agilent HPLC rendszeren, Phenomenex Kinetex Polar C18
oszlopon végeztik, ACN/vizes (0,1% hangyasav, 10 mM ammodnium-formiat)
eluensgradienssel. A BL detektalasat Bruker amaZon SL ioncsapda tomegspektrométerrel
(ESI+, MS/MS) hajtottuk végre a 315,56 és 479,68 m/z ionok alapjan. Az adatokat Bruker
Compass DataAnalysis 4.4 SR1 szoftverrel értékeltiik ki.

3.2. RIZSLEVELLEMEZ-ELHAJLASI BIOTESZT KIDOLGOZASA ALGATENYESZETEK
BRASSZINOSZTEROID TARTALMANAK MEGHATAROZASARA

3.2.1. RiZS LEVELLEMEZ-ELHAJLASI BIOTESZT (RLIA) ES AZ ALKALMAZOTT RIZSFAJTAK
Kisérleteinkben négy rizsfajtaval dolgoztunk: az ’Arsenal’, a "Hoshinoyume’ és az "M 60°, és
a ’Koshihikari’. Az elOkészitett mintdk BR-tartalmdt Han és mtsai (1997) modszerével
hataroztuk meg. A rizsmagokat 48 oran at csapvizben aztattuk, majd desztillalt vizes agar
felilletén, sotétben, 30°C-on csiraztattuk. A hét napos, azonos magassagii ndvények
hajtascsucsaibdl 4 cm-es darabokat vagtunk, és 24 oraig desztillalt vizben tartottuk 30°C-on. A
lemetszett részeket kezeltiik, majd az inkubaciot kovetéen (30°C, sotétben, 48 oOra) utan a

masodik levéllemez és a szar kozotti szoget (o) az ImagelJ szoftverrel hataroztuk meg.



3.2.2. MINTAELOKESZITES ES UHPLC-MS/MS ELEMZES
A mintael6készitéshez 18 L Klebsormidium tenyészetet hasznaltunk. Centrifugalas utan a
feliiluszot eltavolitottuk, és a sejttdomeget négyszeres térfogati, 80%-os jéghideg metanollal
extrahéltuk 5°C-on egy ¢jszakén at. Az extraktumot ismét lecentrifugaltuk, a feliiluszot hiitve
taroltuk, majd az extrakcidt megismételtiik. Az elvélasztott feliiliszot SPE oszlopon tisztitottuk,
az eluadtumot rotacidés vakuumbeparloval szarazra paroltuk, és 20 mL vizben oldottuk fel. Az
analitikai mérések eldtt a mintakbol 3-(danzilamino)fenilborsavval szdrmazékot képeztiink
Gamoh ¢és mtsai. (1990) protokollja szerint. Az UHPLC-MS/MS elemzést Dionex Ultimate3000
UHPLC rendszerrel és Orbitrap Q Exactive Focus tomegspektrométerrel végeztiik, pozitiv ESI
forrassal. Oszlop: Kinetex C18. Eluensek: A: 0,1% hangyasav, B: acetonitril:0,1% hangyasav
(80:20). Gradiens: 0 perc: 80% B — 5 perc: 100% B — 10 perc: 100% B. ESI paraméterek:
3500 V (+), kapillarishdmérséeklet 256°C, N2 gazok: 47,5/ 11,25/ 2,25 egység. MS/MS: 70 000
felbontas, 50 eV (iitkozési energia; prekurzor: m/z 815, termékion: 174 (mennyiségi

meghatarozas).

3.3. ALGA-DOMINALT BIOLOGIAI TALAJKEREG HATASA A TALAJRA

3.3.1. VIZSGALATI TERULET ES KISERLETI BEALLITAS
A kisérleti teriilet egy forgatas nélkiili miivelésli kukoricatabla volt Esztergalyhorvati kdzelében
(GPS-koordinatak: 46.68200, 17.10556, 133 m tszf)). A talaj gyengén erodalt, valyog
mechanikai 6sszetételll, agyagbemosddasos barna erddtalaj. A kukoricat aprilis 21-én vetettiik,
az algatenyészetet pedig majus 11-én juttattuk ki. A mintavétel és a mesterséges esdztetés 4,5

honappal ezt kdvetden valosult meg.

3.3.2. KLEBSORMIDIUM VISSZAIZOLALASA
A talaj felso rétegébdl mintakbol dusitotenyészetek készitettiink, majd két héten at 20°C-on,

inkubaltuk. A mintak vizsgalatdhoz fénymikroszkdpot hasznaltunk.

3.3.3. KOZOSSEGI DNS 1IZOLALASA ES SZEKVENALAS
A pro- és eukariotak 16S és 18S rRNS géneit amplifikaltuk fazios primerekkel (Teske és
Serensen, 2008; Herlemann és mtsai, 2011; Apprill és mtsai, 2015). PCR-termékeket Qubit
dsDNA HS teszttel mennyiségi szempontbol ellendriztiik, majd Illumina MiSeq v2 2x250 bp

paros végii szekvenalast végeztiink. A szekvenciaelemzést mothur v1.44.3-mal, ARB-SILVA



SSU Ref NR 138 és PR2 v4.10 adatbazisokkal végeztiik, OTU-kat 97%-os kiiszobértékkel
hataroztuk meg (Kozich és mtsai, 2013).

3.3.4. MESTERSEGES ESOZTETES ES TALAJVIZSGALATOK
Beszivargast ¢és er6ziot Meersmans-féle csapadékszimulatorral mértiink, 40 mm h™
csapadékintenzitdssal (Centeri és mitsai; 2011; Jakab és mtsai 2019). Differencialt
talajporozitast 0-6 cm-es rétegb6l 100 cm?-es mintakkal hataroztuk meg (Rowell, 2014). A
vizalld aggregatumok (WSA) aranyat nedves szitalassal mértiik (Kemper és Koch, 1966). A
csapadék utdn kialakult kéreg szerkezetét vékonycsiszolatokon keresztiil, pasztazo

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Jakab és mtsai 2013).

STATISZTIKAI ELEMZESEK

Az egyes vizsgalatokbol szarmazd adatokstatisztikai elemzésekeit minden esetben az R
szoftverrel végeztiik (4.2.1 — R Core Team, 2021; 4.4.3 — R Core Team, 2024) a megfeleld
csomagok felhasznalasal: a vegan (Oksanen és mtsai, 2022), ggplot2 (Wickham, 2016), circlize
(Gu és mtsai, 2014) és nlme (Pinheiro és mtsai 2022).



4. A legfontosabb eredmények tézispontokban
4.1. BARLANGBOL IZOLALT KLEBSORMIDIUM TORZS OKOFIZIOLOGIAI VIZSGALATA

A vizsgalt barlangi eredetii Klebsormidium torzs széles hémérséklettartomanyban képes
fotoszintézisre (5-45°C) és novekedésre (10-40°C). A torzs fotoszintetikus optimuma [30-40°C
(Pmax), illetve 35-40°C (rETRmax)] magasabb, mint a ndvekedési optimuma (20-25°C). A torzs
magas fényhasznositasi tényezOvel (o), és alacsony fényadaptacios paraméterrel (Ik)
rendelkezik. Az optimalis tenyésztési homérséklet, valamint a tenyészetek intracellularis

brasszinoszteroid tartalma kdzott negativ korrelacio figyelheté meg.

4.2. RIZSLEVELLEMEZ TESZT KIDOLGOZASA  KLEBSORMIDIUM  ALGATENYESZETEK
BRASSZINOSZTEROID TARTALMANAK KIMUTATASARA

A rizslevéllemez-elhajlasi bioteszthez (RLIA) a vizsgalt rizsfajtdk koziil — ’Arsenal’,
’Hoshinoyume’, M 60°, ’Koshihikari’ — a ’Koshihikari’ bizonyult a legjobban
alkalmazhatonak a 0,001-0,1 mg L™ BL tartoméanyban. Az alga sejttdmegbdl kivont metanolos
minta, metanol-viz oldészercserét kovetéen alkalmazhaté RLIA-ban. A kidolgozott modszer
segitségével becsiiltiik meg a vizsgalt Klebsormidium tenyészet brasszinoszteroid tartalmat.
Pontos és megbizhat6 dsszefiiggést mutattam ki a RLIA és BR koncentraciok kozt [(R?: 0,947;
RSE: 6,8% (Residual Standard Error — reziduumok szorasa) és RMSE: 16,8% (root mean

square error — négyzetes gyok atlagos hiba)].

4.3. ALGA-DOMINALT BIOLOGIAI TALAJKEREG HATASA A TALAJRA

A kisérlet soran a kijuttatott Klebsormidium algatenyészet a kezdetben szaraz iddjarasi
feltételek mellett is életképes maradt, és biologiai talajkérget képezett mezdgazdasagi
termelésbe bevett gyengén erodalt, valyog mechanikai dsszetételi, agyagbemosodasos barna
erdbtalajon. A kialakult Klebsormidium-dominalt biologiai talajkéreg hatasara szignifikdnsan
javult az erodalt talaj szerkezete, amit a porozitas (+17%), a makroporusok (+52%) és stabil
aggregatumok aranyanak novekedése (+44%), valamint a talaj térfogattomegének csokkenése
(-8%) is alatamasztott. A kijuttatott Klebsormidium talajolté tenyészet képes az erdzios

veszteségek csokkentésére (-43%).
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