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Kivonat

Munkam soran egy Klebsormidium nemzetséghez tartozo, kevésbé kutatott algaban rejld
biotechnologiai hasznosithatosagi lehetdségeket kutattam. A kutatdsom alapjat a torzzsel
végzett korabbi vizsgalataim eredményei szolgaltattak; melyek alapjan elmondhato volt, hogy
kivalo tenyészthetosége mellett, képes talajkolonizaciora, illetve novényi novekedés serkentd

hatéssal is rendelkezik. A torzset a kovetkez6 szempontok szerint vizsgaltam:

1. fiziologiai jellemzdinek feltérképezése,
2. hormontartalmanak meghatarozasa, valamint

3. mezOgazdasagi felhasznalhatésaganak vizsgélata.

A kisérleteim egy részét laboratoriumban hajtottam végre — Um. tenyésztési kisérletek,
fotoszintetikus paraméterek mérése, ndvényi hormontartalom meghatarozasa, visszaizolalasi
kisérletek, talajparaméterek vizsgalata —, de volt lehetéségem szant6foldon is vizsgalni a torzs
erdziocsokkentd hatdsat. Az alabbi f6 megallapitasokat tettem:

1) Az Eszak-magyarorszagi barlang falarol (GPS-koordinatak: 47.90067, 20.37917)
izolalt Klebsormidium térzs 6kofiziologiai vizsgalata soran megallapitottam, hogy a
torzs 10 és 40°C kozotti hdmérséklet kozott képes novekedésre, mig a ndvekedésének
homérsékleti optimuma 20-25°C kozé esik. A tenyészetek brasszinolid tartalmanak
maximumat 35°C-on figyeltik meg. A fotoszintetikus aktivitast tekintve az
oxigéntermelési és klorofill-fluoreszcencia-alapii mérések maximumai 30-40°C, illetve
35-40°C kozé estek. Megallapitottam tovabba, hogy a vizsgalt Klebsormidium torzs
barlangi adaptaciora utal6 jellemzOket mutat, azaz magas fényhasznositasi tényez6 és

alacsony fényadaptacios paraméter jellemzi.

2) A Klebsormidium algatenyészetek brasszinoszteroid (BR) tartalmanak becsléséhez egy
rizslevéllemez-elhajlasi  bioteszt ~ modszerfejlesztését  hajtottam  végre. A
brasszinoszteroidok ndvényi hormonok, melyek fontos szerepet jatszanak a ndvényi
novekedésben, fejlodésben, illetve a novényt érd stresszhatasok hatdsainak
csokkentésében. Ezek a hatasok értékesse teszik ezt a vegyiiletcsaladot mezdgazdasagi
alkalmazasokban. Az 0Ot vizsgalt rizsfajta koziil a 'Koshihikari' bizonyult a
legalkalmasabbnak erre a célra. A kisérletek alapjan ez a bioteszt 0,001-0,1 mg
brasszinolid L™ koncentracié-tartomanyban alkalmazhato. A vizsgalt Klebsormidium
tenyészetb6l az intracellularis BR-tartalmat metanolos extrakciéval nyertem ki. A

kapott extraktumon szildrd-fazist extrakcioval oldészercserét végeztem, majd a



kidolgozott mddszert sikerrel validaltam nagy teljesitményti folyadékkromatografidval
kapcsolt tandem tomegspektrografiaval (UHPLC-MS/ MS). Pontos és megbizhatd
osszefiiggést mutattam Ki a RLIA és BR koncentraciok kozt [(nagy R?, alacsony RSE
(Residual Standard Error — reziduumok szorasa) és RMSE (root mean square error —

négyzetes gyok atlagos hiba)].

3) A talajfelszinre oltott tenyészet a majusi kijuttatasat kovetd 4,5 honap alatt biologiai
talajkérget (BSC) alakitott ki a vizsgalt teriileten, amely szamos tovabbi hatast indukalt
az erdzid syjtotta talajon. A kezelés hatasara a talaj szerkezete és ezzel Osszefliggésben
a vizhaztartdsa is javult. N6tt a makropérusok mennyisége (+52%), aggretdtum
stabilitds (+44%) ¢és a nedvességtartalom (+2%) a talaj fels6 rétegében, mikozben a
mikroporusok szamat az alga nem befolyasolta szignifikansan (+6%). A mesterséges
esOztetési vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a Klebsormidium-dominalt BSC
er6zi6-mérsékld hatassal rendelkezik (-43%). Osszességében megallapitottam, hogy az
algakezelés jelentOsen javitotta a talaj tulajdonsagait és ndvelte annak erdzidval

szembeni ellenallo képességét.



Abstract

During my research, | investigated the potential biotechnological applications of a less-studied
alga belonging to the genus Klebsormidium. The basis of my work was provided by previous
studies with the strain, which indicated that besides being highly cultivable, it is capable of soil
colonization and exerts plant growth-promoting effects. | investigated the strain according to

the following aspects:

1. mapping of its physiological characteristics,
2. determination of its hormone content, and

3. its applicability in agriculture.

Parts of my experimental work were conducted in the laboratory — i.e. cultivation trials,
assessment of photosynthetic parameters, determination of plant hormone content, re-isolation
experiments, and soil parameter analyses — while | also had the opportunity to study in situ the

strain’s erosion-reducing effects. My main findings were the following:

1. During the ecophysiological characterization of a Klebsormidium strain isolated from
the wall of a cave in Northern Hungary (GPS coordinates: 47.90067, 20.37917), | found
that this algae is capable of growing between 10 and 40°C, with an optimum temperature
range of 20-25°C. The maximum brassinolide content of the cultures was found at
35°C. Regarding photosynthetic activity, its maximal values were recorded between 30—
40°C and 35-40°C by oxygen evolution and chlorophyll fluorescence measurements,
respectively. Additionally, | established that the examined Klebsormidium strain
exhibits a characteristics showing an adaptation to cave environment, such as a high

light utilization coefficient (o) and a low light adaptation parameter (Ix).

2. To estimate the brassinosteroid (BR) content of Klebsormidium cultures, | have further
developed a rice lamina inclination bioassay. Brassinosteroids are plant hormones that
play an important role in plant growth and development, as well as in mitigating the
effects of stress factors. These properties make this compound family valuable in
agricultural applications. Among the five tested rice cultivars, ‘Koshihikari’ proved to
be the most suitable for this purpose. Based on the biotests, this bioassay is applicable
over the concentration range of 0.001-0.1 mg L' brassinolide. Intracellular
brassinosteroids were extracted from the Klebsormidium culture using methanol. The

obtained extract underwent solvent exchange via solid-phase extraction, and the
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developed method was successfully validated using ultra-high-performance liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). |
demonstrated a precise and reliable correlation between RLIA and BR concentrations
[high R?, low RSE (Residual Standard Error) and RMSE (Root Mean Square Error)].

. The algae culture, inoculated onto the soil surface, formed a biological soil crust (BSC)
within 4.5 months after its application. The formed BSC induced several beneficial
secondary effects on erosion-affected soil. For instance, the number of macropores
(+52%) and stable aggregates increased (44%), similarly to the soil moisture content
(+2%). The amount of micropores was not affected by the presence of the applied algae
(+6%). According to artificial rainfall simulations, the Klebsormidium-dominated BSC
exhibited erosion-reducing effects (-43%). Overall, | concluded that the algal treatment

significantly improved soil properties and enhanced the soil’s resistance to erosion.



Zusammenfassung

Wihrend meiner Forschung untersuchte ich die potenziellen biotechnologischen Anwendungen
einer bisher wenig erforschten Alge aus der Gattung Klebsormidium. Grundlage meiner Arbeit
bildeten frithere Studien mit dem Stamm, die zeigten, dass er neben einer hohen
Kultivierbarkeit auch in der Lage ist, Bdden zu besiedeln und wachstumsfordernde Effekte auf

Pflanzen auszuiiben. Ich untersuchte den Stamm in Bezug auf folgende Aspekte:
1. Kartierung seiner physiologischen Eigenschaften,
2. Bestimmung seines Hormongehalts und
3. seine Anwendbarkeit in der Landwirtschaft.

Teile meiner experimentellen Arbeit wurden im Labor durchgefiihrt — d.h.
Kultivierungsversuche, Bewertung von photosynthetischen Parametern, Bestimmung des
Pflanzenhormongehalts, Re-Isolationsversuche und Analysen von Bodenparametern —
wihrend ich auch die Moglichkeit hatte, die erosionsmindernden Effekte des Stammes in

situ zu untersuchen. Meine wichtigsten Ergebnisse waren die folgenden:

1. Bei der 6kophysiologischen Charakterisierung eines Klebsormidium-Stammes, der von
der Wand einer Hohle im Norden Ungarns isoliert wurde (GPS-Koordinaten: 47.90067,
20.37917), stellte ich fest, dass diese Alge zwischen 10 und 40 °C wachsen kann, mit
einem optimalen Temperaturbereich von 20-25 °C. Der maximale Brassinolid-Gehalt
der Kulturen wurde bei 35 °C festgestellt. Beziiglich der Photosyntheseaktivitit wurden
die Maximalwerte zwischen 30—40 °C bzw. 35-40 °C durch Sauerstoffentwicklungs-
und Chlorophyllfluoreszenzmessungen ermittelt. Dartiber hinaus stellte ich fest, dass
der untersuchte Klebsormidium-Stamm Merkmale aufweist, die auf eine Anpassung an
die Hohlenumgebung hinweisen, wie z. B. ein hoher Lichtnutzungskoeffizient (o) und

ein niedriger Lichtanpassungsparameter (1k).

2. Zur Abschitzung des Brassinosteroid-(BR)-Gehalts der Klebsormidium-Kulturen habe
ich einen Reislammellen-Neigungsbhioassay weiterentwickelt. Brassinosteroide sind
Pflanzenhormone, die eine wichtige Rolle fiir das Pflanzenwachstum und die -
entwicklung sowie bei der Abschwichung von Stressfaktoren spielen. Diese
Eigenschaften machen diese Stoffgruppe fiir landwirtschaftliche Anwendungen
wertvoll. Unter den fiinf getesteten Reissorten erwies sich ,,Koshihikari® als am besten

geeignet. Basierend auf den Biotests ist dieser Bioassay liber den Konzentrationsbereich



von 0,001-0,1 mg L' Brassinolid anwendbar. Intrazelluldre Brassinosteroide wurden
aus der Klebsormidium-Kultur mit Methanol extrahiert. Der erhaltene Extrakt wurde
iiber Festphasenextraktion einem Lodsungsmittelaustausch unterzogen, und die
entwickelte Methode wurde erfolgreich mit Ultra-Hochleistungs-
Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (UHPLC-
MS/MS) validiert. Ich habe einen genauen und verldsslichen Zusammenhang zwischen
RLIA- und BR-Konzentrationen nachgewiesen [hohes R2?, niedriger RSE (Residual
Standard Error — Standardfehler der Residuen) und RMSE (Root Mean Square Error —

mittlerer quadratischer Fehler)].

. Die auf den Boden aufgebrachte Algenkultur bildete innerhalb von 4,5 Monaten nach
der Anwendung eine biologische Bodenkruste (BSC). Die gebildete BSC fiihrte zu
mehreren positiven Sekunddreffekten auf erosionsgefdhrdeten Boden. Beispielsweise
nahmen die Makroporen (+52 %) und stabile Aggregate (+44 %) zu, ebenso wie der
Bodenfeuchtegehalt (+2 %). Die Anzahl der Mikroporen wurde durch die Anwesenheit
der aufgebrachten Alge nicht wesentlich beeinflusst (+6 %). Laut kiinstlicher Regenfall-
Simulationen zeigte die von Klebsormidium dominierte BSC erosionsmindernde
Effekte (-43 %). Insgesamt schloss ich daraus, dass die Algenbehandlung die
Bodeneigenschaften deutlich verbesserte und die Widerstandsfahigkeit des Bodens

gegeniiber Erosion erhdhte.
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(r*=0,89)

abra A rizslevéllemez-elhajlési teszt 1€pései; csiraztatas (a), egyforma elhajlasi szog
kivalasztasa (b), kezelés (c¢), szogmérés szamitogépes szoftverrel (d)

abra A rizslevéllemez-elhajlasi bioteszt kidolgozasa soran alkalmazott brasszinolid
(BL) koncentraciok

abra Szilard fazisu extrakcio 1épései

abra Az RLIA (rizslevéllemez-clhajlasi teszt) és a Klebsormidium tenyészetekkel
végzett brasszinoszteroid-meghatarozas folyamatdnak véazlatos dbrézolasa

abra A rizs levéllemez dolési szogének brasszinolid-koncentracio-fiiggése a
,Koshihikari” rizsfajtabol izolalt mintakon (n = 9). Osszehasonlitasképpen feltiintetésre
kertilt a kezeletlen kontrollok, valamint az ép Klebsormidium tenyészettel (Kb) kezelt
rizs levéllemezek dolési szoge is. Az oszlopok felett lathatd betlik a Welch-teszt
eredményeit jelolik: az azonos betlikkel jelolt csoportok kozott nincs szignifikans
kiilonbség, mig a kiilonb6z6 betiikkel jelolt csoportok szignifikdnsan eltérnek egymaéstol

abra A metanol hatasa a rizs levéllemez d6lési szogére. A rizs levéllemez d6lését BL
standardok jelenlétében vagy azok nélkiil idéztiik eld a megadott koncentracidk mellett,
viz (kék) vagy 95%/5% viz—metanol keverék (zold) olddszer alkalmazédsaval. A
hibasavok a szorast jelzik (n = 8)

cre

pontok, n = 8) és Klebsormidium kivonatok (zold négyzet, n = 4) jelenlétében (atlag és
szoras). A Klebsormidium kivonatok esetében az x iranyt hibasavok a jelolés méretén
beliil maradnak

abra A talajer6zio mértékének valtozasa 2015 és 2070 kozott. (A) a talajerdziods ratakat
mutatja be, hét osztalyba sorolva az Eurdpai Talajiigyi Hivatal (European Soil Bureau)
besorolasa alapjan. A B-D 4abrak a 2015 és 2070 kozotti éves atlagos talajer6ziod
valtozasait szemléltetik kiilonbozd forgatokonyvek esetén

abra Magyarorszagi erodalt talajok térképe
abra A vizsgalati helyszinek 1égifotoja

abra (a) Glifozatos kezelés két nappal vetés utan (aprilis 23.), illetve (b) az
algakészitmény kijuttatdsa majus 11-én a sorol6 kukoricaban

abra Meermans esOszimulator esdztetés kozben oldalrol (a), és feliilrdl (b)
abra Klebsormidium alkotta biologiai talajkéreg a kezelt talajfelszinen

abra A baktériumok (a) és az eukaridtdk (b) kozosségi Gsszetételében mutatkozo
szignifikans kiilonbségek. A csomopontok a taxondmiai egységeket és az alkalmazott
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32.

33.

34.

kezeléseket jelolik. A szalagok szélessége a taxonomiai egységek atlagos relativ
abundancigjanak aranyat mutatja a kontroll (barna) és a kezelt (z6ld) mintdk kozott. A
baktériumok esetében a torzs-, mig az eukariotak esetében az osztaly (divizid) szintl
egységek szerepelnek

abra A talajfelszin jellemzo6i es6zést kdvetden: (a) a kezelt teriileten, ahol a fehér és
sarga nyilak rendre az aggregalt és az egyedi szemcsés iiledékképzodést jelzik; (b)
aggregatumok nélkiili talajfelszin a kontroll parcellan; (c) aggregatumok az algaval
kezelt parcellan

abra Pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek a tomorodott, szerkezet nélkiili
kontroll rétegrdl (a), valamint az aggregalt, algaval kezelt felszini talajkéreg feliiletérdl
(b). Skala: 1 mm

abra A redundancia analizis (RDA) kétdimenzids dbrdja, amely a legjelentdsebb
prokaridta és eukaridta taxondmiai egységei, valamint kiilonb6z6 talajparaméterek
kozotti kapesolatot mutatja be (barna: kontroll mintdk, zold: algakezelt mintdk, Strept:
Streptophyta, Erosion: talajveszteség, Bulk: tomorség, Moisture: talajnedvesség,
Macropores: makropdérusok, Micropores: mikroporusok, Stability: aggregatum-
stabilitas, Porosity: porozitas)
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Tablazatjegyzék

1. tablazat Mikroalgak hasznositasa kiilonb6zé mezdgazdasagi célokra. A fajok leirgjat és az
Uj taxonomiai neveit az 1. melléklet tartalmazza

2. tablazat A brasszinolidkezelés hatdsa a levéllemez hajlasszogére kiillonbozo rizsfajtak
esetében (atlag és szoras)(n = 8-10). nd = nem meghatarozott

3. tabliazat Az esOszimulaciok fobb beallitott paraméterei, valamint a meghatarozott
hidrologiai jellemzdk és talajveszteség a kezeletlen (kontroll) és az algaval kezelt teriileten
(0,05 >p >0,01; CV: variacios egyiitthato)

4. tablazat A kontroll- és kezelt teriiletr6l szarmazo talajmintak porozitasi paraméterei
(*0,01<p<0,05, **0,001<p<0,01, ***p<0,001, CV: variacids egyiitthatd)
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El6zmények

Munkahelyemen, az Albitech Biotechnoldgiai Kft.-nél egy barlangbol izolalt Klebsormidium
fajjal dolgoztam az elmult 10 évben. Az izolatumrol bebizonyosodott, hogy nem csak lombik-
, hanem féliizemi 1éptékben is kivaloan tenyészthetd fonalas szervezddése ellenére, ami kivalod
alapot szolgaltat a faj lehetséges biotechnoldgiai hasznosithatésagdhoz. Szamos elokisérletet
végeztiink az algatdrzs tulajdonsdgainak megismerésére, amelyek sordn vizsgaltuk tobbek

kozott:

1) talajkolonizacios képességét,
2) UV-ellenallo képességét,
3) kiilonboz6 tipusu talajok nedvességtartalmara gyakorolt hatasat, és

4) novényi novekedést serkentd hatasat.

A vizsgalatok soran biztatd eredményeket kaptunk, ezért szabadalmi bejelentést tettiink
(lajstromszam: 231252, Albitech Biotechnologiai Kft. 2018), illetve a torzset szabadalmi
letétbe helyeztik a Spanyol Algabankba (BEA, Telde, Spanyolorszag), ahol a torzs a
BEA IDA 0061B azonositot kapta 2017-ben, valamint a Mezdgazdasagi ¢és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyijteményébe (292/2017).

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

0sszegylijtott informécidkra alapozva folytattam kutatdsaimat harom f6 iranyvonal mentén:

1) fiziologiai jellemzdinek feltérképezése (a disszertacio 2. alfejezete),
2) hormon tartalmanak meghatarozasa (a disszertacio 3. alfejezete), valamint

3) mezogazdasagi felhasznalhatosaganak vizsgalata (a disszertacio 4. alfejezete).
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1 Bevezetés

1.1 Irodalmi attekintés

1.1.1. Biotechnologia a mezégazdasdagban

A biotechnologiai eljarasok eltéréd csoportokba sorolhaték, amelyeket a konnyebb
megkiilonboztetés érdekében eltérd szinekkel jeldlnek. Kezdetben harom {6 szint hasznaltak: a
pirosat (egészségiigy, orvosi diagnosztika), a zoldet (mezdgazdasag), valamint a fehéret (ipari
alkalmazasok). Azonban ezek szdma a tudomany fejlédésével folyamatosan novekedett, és
napjainkra egész szinskala reprezentalja az eljarasokat (1. abra); példaul sarga — élelmiszeripar,
szlirke — kornyezetvédelem, arany — bioinformatika és szamitogépes technoldgiak, barna —
szaraz, sivatagi teriiletek biotechnologiaja (Kafarski 2012). Dolgozatomban egy fonalas
mikroalga tenyészet mezdgazdasagi alkalmazhatosagaval kapcsolatos kutatasokat végeztem,

ami a felsorolt teriiletek koziil a ,,z61d biotechnologiahoz” tartozik.
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. . g
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1. abra 4 biotechnologia eljarasok szinskalaja
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Az agrarbiotechnolégia fejlédésével parhuzamosan egyre tobb olyan kutatas indult el,

amely figyelembe veszi a koOrnyezetre gyakorolt hatdsokat, az etikai szempontokat, a
szocioOkonomiai megkozelitéseket, a szabalyozasi és jogi kereteket, valamint a szellemi
tulajdonjogokat egyarant (Altman és Hasegawa 2012). Ezen elvarasok miatt egyre nagyobb
figyelem és igény szegezOdik alternativ biotechnologidkra, ilyenek példaul a mikrobiologiai
oltbanyagok ¢és kivonatok eldallitdsa. A kémiai vagy szintetikus novényvédd szerekhez és
mitragyakhoz képest a mikrobioldgiai oltéanyagoknak szamos elénye van (Berg 2009):

e biztonsagosabbak,

e kisebb kornyezeti kdrokat okoznak,

e kevesebb egészségiigyi kockazatot jelentenek az emberre,

e c¢lzottabb hatasuak, kisebb mennyiségben is hatékonyak,

e képesek szaporodasra,

e rovidebb a lebomlasi idejiik,

e arezisztencia kialakulasanak esélye kisebb a tobbféle hatasmechanizmus miatt,

e alkalmazhatok hagyomdnyos vagy integralt ndvényvédelmi rendszerekben is.

1.1.2. Mikrobiologia a mezégazdasagban

A mezdgazdasagi mikrobiologia teriiletén az egyik legfontosabb korai eredmény a 1égkdri
nitrogént megkotd baktériumok felismerése és leirdsa volt (Hellriegel és Wilfarth 1888). Ezek
a baktériumok feleldsek a hiivelyesek gyokérglimdinek kialakulasaért, ahol a nitrogénmegkotés
torténik. Ez a tudés alapozta meg a hiivelyesek oltdanyaganak vilagméretli gyartasat (Wall és
mtsai 2019). Az elsé mikrobiélis oltéanyagot a ,,Nitragin” -t 1896-ban az Egyesiilt Allamokban
szabadalmaztattak, ami egy Rhizobium fajt tartalmazott és a hiivelyes novények talajoltasara
hasznaltak (Ramakrishnan és mtsai 2023). Dobereiner és Day 1976-ban irtak az Azospirillum
nemzetségrol, melyet novényi novekedést serkentd baktériumként (“plant growth-promoting
bacteria”) jellemeztek. A 20. szadzad utols6é évtizedeiben a kutatoknak sikeriilt olyan
Pseudomonas torzseket izolalni, amelyek képesek voltak gatlo hatast kifejteni a korokozod
gombdk novekedésére, de egyuttal a ndvényi novekedést is jelentdsen serkentették. Ekkor
sziiletett meg a PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria — novényi ndvekedést serkentd
rizobaktérium) kifejezés is (Kloepper és mtsai 1980). Napjainkban azokat a baktériumokat
illetik ezzel az elnevezéssel, amelyek legalabb két kritériumnak megfelelnek az alabbiakbol:
intenziv gyokérkolonizaciora képesek, stimulaljak a ndvényi ndvekedést, és biokontroll hatasuk
van (Habig és mtsai 2015, Pathania és mtsai 2020). A mezdgazdasagban alkalmazott

baktériumok hatasai sokrétiiek lehetnek (2. abra).
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2. abra A4 novényi novekedést serkento rizobaktériumok hatdsai (Pathania és mtsai
2020 alapjan)

KOZVETLEN
HATAS

A baktériumok mellett gombadkat is elterjedten hasznalnak a mezégazdasagi biotechnologidban.
A szimbionta mikorrhiza kapcsolatokat az edényes novények és a gombak kozott mar a 19.
szazadban felismerték (Koide és Mosse 2004), azonban sikeres oltast el6szor csak 1953-ban
hajtottak végre szamocan (Mosse 1953). A baktériumokhoz hasonléan a gombédk névényekre

gyakorolt hatasai is sokrétiiek lehetnek:

1. Biokontroll hatds: a ndvényi korokozok elleni antagonista szerepet is képesek egyes
fajok betdlteni szamos kiillonbdz6 mechanizmus révén, példaul metabolitok
termelésével (antibiotikumok, illékony vegyiiletek, enzimek), versengéssel (térért,
szénforrasokért, nitrogénért és egyéb asvanyi anyagokért), parazitizmussal, a névény
szisztémds ellenalld képességének kivaltasaval (Baron és Rigobelo 2022).
Bioinszekticid hatassal rendelkezik példaul a Metarhizium anisopliae valamint a
Beauveria bassiana, fungicid hatasa pedig egyes Trichoderma fajoknak van (Dauda és
Zarafi 2019).

2. Novekedésserkentd hatas: novényi hormonokat is képesek kivalasztani (gibberellineket,
citokinineket, abszcizinsavat, €s indolecetsavat) mellyel képesek a novények
novekedését eldsegiteni (Turbat és mtsai 2020). Ezzel egyiitt indirekt modon képesek
javitani a novények abiotikus stresszel szembeni ellenalld képességét is, ilyenek
lehetnek példaul a Glomus fajok.

3. Javitjak a névények tapanyagelldtasat. az Aspergillus és Penicillum fajok szamos
extracellularis enzimet és vegyiiletet termelnek, példaul szideroforokat, lakkazokat, és

foszfat mobilizatorokat (Hagh-Doust és mtsai 2022).
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A baktériumok és a gombdk mellett a mikroszkopikus algak is egyre fontosabb szerepet

foglalnak el az mezdgazdasagi biotechnologiaban.

1.1.3. Mikroalgak és biotechnoldgiai alkalmazhatdsaguk torténete

Az oxigéntermeld fotoautotr6f mikroorganizmusok (,,mikroalgdk™) filogenetikailag és
morfoldgiailag is rendkiviil heterogén csoportot alkotnak. A csoportba tartozo pro- és eukariota
szervezetek (pl. cianobaktériumok ¢és kiilonb6z6 algatorzsek) lehetnek egysejtiiek, fonalas
szervezéstiek vagy telepesek. A fotoszintézisre képes ecukariotak endoszimbiozis soran
alakultak ki (3. abra), amikor egy heterotrof eukariota gazdasejt bekebelezett egy
cianobaktériumot, amely aztan stabilan integralodott, és végiil szintestté alakult (Leliaert és
mtsai 2012). Ez az elsdleges endoszimbidzis, amely feltehetden 1-1,5 milliard évvel ezelott
tortént, és a kovetkezd alga csoportok kialakulasahoz vezetett: Chlorophyta, Rhodophyta,
valamint Glaucocycstophyta (Bjorn és Govindjee 2009; Yoon és mtsai 2004). A masodlagos és
harmadlagos endoszimbiozist kovetéen tovabbi taxonomiai egységek jelentek meg:
eterokontophyta, Haptophyta, Euglenophyta, Dinoflagellates, Apicomplexans,
Chlorarachniophyta és Cryptophyta (Bhattacharya és Medlin 1998). A cianobaktériumokat
(,,blue green algae”- kékmoszatok, kékalgak) a klasszikus rendszertani megkozelitések sokaig
az algak kozé soroltak, azonban a 20. szazad masodik felében egyértelmiivé valt, hogy a
baktériumokhoz tartoznak (Stanier és Van Niel 1962). Ennek ellenére a tudomanyos
szakirodalomban a mai napig hasznalatos a ,,kékalga” elnevezés, és szamos rangos folyoiratban
is igy hivatkoznak rajuk (Setthamongkol és mtsai 2023; Nozaki és mtsai 2024; Selvaraj és

Arivazhagan 2025). Ezért dolgozatomban én is az algak kdzé sorolom a cianobaktériumokat is.
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3. abra A4 voros, zold, glaukofita és szinesmoszatok evolucios kapcsolatait és

divergenciaidejét bemUtato sematikus abra (Forrds: Bjorn és Govindjee (2009))

Mind a prokaridta, mind az eukaridta mikroalgdk képesek alkalmazkodni a
legkiilonfélébb kornyezeti feltételekhez, ami sejtosszetételiik nagyfokli valtozatossagat
eredményezi. Evolucidjuk soran a mikroalgak szdmos édesvizi €s tengeri ¢l6hely mellett szinte
valamennyi szarazf6ldi biotopot is meghadditottak, beleértve a sivatagokat, a sarkvidékeket és a
magashegységeket is (Grama ¢és mtsai 2022). Ezeken az ¢l6helyeken sokféle 6koszisztéma
szolgaltatast nyujtanak, amelyek jelentdsen hozzajarulnak az emberi joléthez (B-Béres és mtsai
2023; Lengyel és mtsai 2023; Naselli-Flores és Padisak 2023) és az 6koldgiai sokféleséghez.

A mikroalgak eldnyds tulajdonsagait az emberiség mar elég koran felismerte, amelynek
legkorabbi bizonyitéka a Kr.e. 2700 koril irodott ,,Sen-nung gyogyszerészeti kdnonja”, amiben
mar van emlités az algak gyogyhatéasairdl (Oncel és mtsai 2015). A romaiak €s egyiptomiak

els6sorban kozmetikumként alkalmaztdk az algdkat, mig az d4zsiai kultrakban féként
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taplalékként fogyasztottak oOket, ugyanakkor gydgyaszati tulajdonsagaikat is hasznositottak
(Hoppe 1979). A tengeri algéak talajjavito hatdsa mar az 6kori romaiak el6tt sem volt ismeretlen,
de van angol és skot példa is hasznalatukra — el6bbi az 1., utobbi a 7. szazadbol (Monagail és
mtsai 2017).

A 19. szazad végén hoztak 1étre az elsé Chlorella vulgaris mikroalga monokulttrat
(Beijerinck 1890), amit modell organizmusként hasznaltak a fotoszintézis €s a ndvényi
fiziologia megértéséhez (Grobbelaar 2012). A mikroalgdk iranti érdekl6dés a masodik
vilaghéboruban megélénkiilt, amikor felismerték a tenyészetek magas lipidtartalmaban 1évo
lehetdségeket, és felmeriilt alkalmazhatosaguk iizemanyag eldallitasara (Borowitzka 2013). A
masodik vildghaborat kovetéen az algakkal kapcsolatos kutatasok elsésorban a
szennyviztisztitasban vald alkalmazasukra, valamint élelmiszerként torténé hasznositasuk
lehetdségeire iranyult (Paddock 2019). Szamos nagy 1éptékil algagyartasra alkalmas iizemet
1étesitettek szerte a vilagon, igy pl.Stanford Kutatointézetben (USA), Essenben (Németorszag),
vagy Tokioban (Japan) (Goldman 1979). 1942-ben bemutattak, hogy lehetséges hidrogént is
eléallitani mikroalgak segitségével (Gaffron és Rubin 1942). Kezdetben csak Chlorella
tenyészetekkel dolgoztak, de az Otvenes évektdl egyre tobb fajjal kezdtek el foglalkozni:
Scenedesmus, Coelastrum, Spirulina, Porphyridium, Haematococcus, Chlamydomonas,
Chlorococcum, Phaeodactylum (Oncel és mtsai 2015). Kifejezetten Arthrospira algat gyarto
iizemeket is létesitettek az 1980-as évek elején, elészor az USA-ban, majd Thaifoldon és
Kinaban is (Borowitzka 2013). Az Arthrospira mellett kereskedelmileg fontos mikroalga faj
lett a p-karotin tartalmi Dunaliella salina, valamint a magas asztaxantin tartalmu
Haematococcus pluvialis is (Leu és Boussiba 2014).

A kutatok iddvel felismerték az algak mezdgazdasagi hasznositasaban rejlo lehetdségeket
iS. 1982-ben Japanban jelent meg az els6 szabadalom, ami leirta a Chlorella mikroalga
kivonatanak névényi novekedést serkentd hatdsat (Naohiko 1982). Az 1980-as években még
két szabadalmat nytjtottak be az algdk névényekre gyakorolt elonyos hatasaival kapcsolatban,
majd ezt kdvetden 2014-ig tovabbi szabadalom kertilt bejegyzésre (Murata és mtsai 2021).
Amerikai kutatok 2014-ben sikerrel alkalmaztak a CRISPR/Cas9 rendszert Chlamydomonas
reinhardtii génmodositasara (Jiang és mtsai 2014), melyet az 6ta mas algakon is sikerrel
alkalmaznak példaul, Phaeodactylum tricornutum, Chlorella sorokiniana (Tran és mtsai 2025).

A felsorolt eredmények a 4. abran keriiltek 6sszefoglalésra.
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Kr.e. 2700 - az algak 1890 - az els6 Chlorella - 1980-as évek - az els6 2014 - az els6

gybgyhatasanak emlitése, vulgaris monokultdra tHy  Arthrospira gyartd Gizemek '&' CRISPR/Cas9 alkalmazésa
JSen-nung gyogyszerészeti |étrehozésa, Beijerinck |éteslilése az USA-ban mikroalgéban
kanonjg” {Chlamydomonas

reinhardti), Jiang

1. szazad - tengeri algak 1942 - hidrogén . 1982 - az els6 Chiorella
hasznalata talajjavitasra, elééllitdsa mikroalgék (\‘ kivonatan alapulé névényi
,Naturalis Historia” segitségével, Gaffron és NS novekedést serkentd

Rubin szabadalom, Naohiko

4. abra Mikroalgak alkalmazhatosagaval kapcsolatos fobb tudomanyos eredmények

2015-t61 robbanasszeriien megndtt a mikroalgakkal kapcsolatos benyujtott szabadalmak
széama, elsdsorban a novekedés-serkentés, biotragya, rezisztencia-indukcid, biokontroll hatés,
gyomirtd hatds, betakaritast kovetd kezelés teriiletén (Murata és mtsai 2021). Ebben az
iddszakban — a szabadalmakéhoz hasonléan — a publikaciok szdma is novekedésnek indult.
Ferreira (2023) tanulményaban 347 olyan tudomanyos cikket emlit, amelyek az algdk
mezdgazdasagi alkalmazasaval foglalkozik a 2001 és 2022 kozotti id0szakban. Ezekben a
kozleményekben az algak kiilonboz6 hatasait vizsgaltak, amelyek harom nagyobb teriiletre

fokuszalnak (Ferreira és mtsai 2023):

1) 164 cikk vizsgilta az algakat, mint potencialis biostimulansokat. Altaldnossagban
biostimuldnsoknak nevezziik az ,,0olyan anyagokat és/vagy mikroorganizmusokat tartalmazo
készitményeket, amelyeknek az a funkciojuk, hogy a névényekre vagy a rizoszféraba kijuttatva
természetes folyamatokat serkentsenek, ezaltal fokozzdk a tdpanyagfelvételt, a tdpanyag-
hasznositas hatékonysagat, a nem élettani (abiotikus) stresszel szembeni toleranciat és/vagy a

termés mindségét — fliggetleniil azok tapanyagtartalmatol” (Ben Mrid és mtsai 2021).

2) Biotragyaként valo alkalmazhatosagukkal 157 cikk foglalkozott. Bio-tragyaknak
,olyan biologiai készitmények tekinthetdk, amelyek mikroorganizmusokat — példaul algékat,
gombdkat vagy baktériumokat — vagy ezekbdl szdrmazd természetes vegyiileteket

tartalmaznak, és a talaj szintjén fejtik ki hatasukat. Ezek a termékek -eldsegitik a
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novénynovekedést és javitjdk a talaj termékenységét azéltal, hogy novelik az alapvetd

tapanyagok — koztiik a makro- és mikroelemek — elérhetdségét, valamint javitjak a talaj fizikai,

kémiai és biologiai tulajdonsagait” (Ferreira és mtsai 2023).

3) Tovabbi 30 cikk vizsgalta biokontroll-szerként az algakat. Alapvetéen a biokontroll

»el0 szervezetek (beleértve a virusokat is) felhasznalasat jelenti korokozok, kartevok és

gyomndvények elleni kiizdelemre, az emberi jolét szolgalatdban” (Stenberg €s mtsai 2021).

Az 1. tablazat néhany példat mutat be az egyes algafajok a mezdgazdasagi alkalmazéasara

vonatkozdan (Garcia-Gonzalez és Sommerfeld 2016; Renuka és mtsai 2018; Righini és Roberti

2019; Dineshkumar és mtsai 2019; Chamizo és mtsai 2019; Alvarez és mtsai 2021; Mishra ¢és

mtsai 2022; Ferreira és mtsai 2023 nyoman).

1. tablazat Mikroalgak hasznositasa kiilonb6z0 mezdgazdasagi célokra. A fajok leirdjat és az
Uj taxondmiai neveit az 1. melléklet tartalmazza

Funkcio

Alga

N2 kotés

Fungicid hatas

Inszekticid hatas

Antibakterialis hatas

Nematocid hatas

Novényi novekedést serkentd

hatas

Talajjavitas

Téapanyagfelvétel eldsegitése

Novények  abiotikus  stressz
ellenallo képességének javitasa

Biotragyazas

Anabaena sp., A. azotica, Azolla pinnata., Nostoc sp.,
Oscillatoria sp.

Anabaena laxa, Ascophyllum nodosum, Chlorella fusca, C.
vulgaris, Ecklonia maxima, Gracilaria edulis, Nostoc
muscorum, Padina gymnospora, Sargassum latifolium,
Scenedesmus sp.

Anabaena flos aquae, Nostoc carneum, Parachlorella
kessleri

Amphora sp., Chlorella vulgaris, Anabaena variabilis,
Tetraselmis chui, Nannochloropsis sp., Arthrospira
platensis

Amphora coffeaeformis, Oscillatoria chlorina,

Microcoleus vaginatus

Anabaena variabilis, Chlorella sorokiniana, C. vulgaris,
Scenedesmus acutus, S. rubescens

Anabaena spp., Chlorella sp., C. vulgaris, C. sorokiniana,
Scenedesmus quadricauda, Phormidium ambiguum,
Scytonema javanicum

Anabaena spp., Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris,
C. sorokiniana, C. variabilis, Neochloris conjuncta, Nostoc
sp. Scenedesmus obliquus

Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliella
salina, Euglena gracilis, Nostoc muscorum

Chlorella vulgaris, Spirulina platensis, Acutodesmus
dimorphus
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A természetben olyan algak is el6fordulnak, amelyek komplex hatassal rendelkeznek;
ilyenek példaul a BSC-t (Biological Soil Crust - biologiai talajkéreg) alkotdo mikroalgak. A
biologiai talajkéregek olyan szorosan egyiitt ¢16 mikroorganizmusokbol allo kozdsségek,
amelyek a talaj felsd rétegében talalhatok. E kozosségek tagjai kozé tartoznak az algék,
cianobaktériumok, gombak, zuzmok és mohdk. JellemzOen szaraz éghajlati teriileteken
alakulnak ki, ahol a makrofita névényboritas alacsony (Belnap és mtsai 2016). A biologiai réteg
az okologiai funkcioi a talajjavitas és a talajvizgazdalkoddsanak javitasa mellett, kiterjednek a
talajfelszinen é16 mikroszervezetre is (Rodriguez-Caballero és mtsai 2018).

Habar a BSC-t alkot6 algédk Osszetétele €lohelytdl fliggden eltérd, jellemzden az alabbi
nemzetségek alkotjak: Chroococcus, Microcoleous, Stichococcus, Gloeocapsa, Oscillatoria,
Phormidium, Palmellococcus, Chlorella, Interfilum, és Klebsormidium (Zhang és mtsai 2009;
Lababpour 2016; Glaser és mtsai 2018; Joseph és Ray 2024).

1.1.4. A Klebsormidium nemzetség
A Klebsormidium nemzetség a Strepthophyta alorszagba, a Charophyta torzsbe, a
Klebsormidiophyceae osztdlyba, a Klebsormidiales rendbe és a Klebsormidiaceae csaladba
tartozik (Guiry és Guiry 2025). A mikroalgak k6zott a Klebsormidium nemzetség viszonylag
kevés fajt foglal magaban (23 taxon és négy varians; Guiry és Guiry, 2025). A Klebsormidium
nevet Silva ¢és munkatarsai javasoltdk 1972-ben annak érdekében, hogy egyértelmiien
megkiilonboztessék a szakirodalomban korabban tévesen elterjedt Hormidium-tol (Rindi és
mtsai 2008).

A Klebsormidium fajok morfologiajardl elmondhatd, hogy egysoros fonalakat alkotnak
(5. abra), amelyek nem tartalmaznak elkiiloniilt vagy specializalodott sejteket (Sluiman és
Guihal 2008). Sejtjeik henger alakuak, atmérdjiik 4 és 23 pum kozott valtozhatnak (von Berg és
mtsai 2012). Minden sejt egy oldalfali kloroplasztiszt tartalmaz, amely egy pirenoidot foglal
magaban, ami a sejtfal felétdl a haromnegyedéig terjedhet. A sejtek szaporodasa kétostoros,
aszimmetrikus, stigma nélkiili zoosporak utjan torténik, amelyek egyesével képzédnek a nem
specializalt sejtekben, és egy poruson keresztiil tdvoznak (Rindi és mtsai 2011). A tenyészetben
viselkedése, a sejtek atmérdje, a kloroplasztisz alakja, a fonalak hossza, a ,,H” alaka elemek
jelenléte, a fonalak szétesési hajlama, sejtfal szerkezete, a zoosporak csirazasi tipusa, valamint
az iires zoosporangiumok alakja mind fajra jellemzd bélyegek (Skaloud 2006; von Berg és

mtsai 2012).

27



)
A
a ‘o I’I ,r-aﬂ,;' "
5 ." A
A e
A o

4 - R
i g TS

C

5. dabra Klebsormidium fénymikroszkopos (400x nagyitas, a) és sztereomikroszkopos
képei (80x%, illetve 40x nagyitas, b-c), valamint bevonatként talaj felszinén (d)
(Forras: sajat forras)

A Klebsormidium nemzetség fajai hideg és meleg éghajlatu teriileteken egyarant
eléfordulnak. Ritkan vizi él6helyeken is megtalalhatok, de foként szarazfoldi 6koszisztémakat
részesitik elényben (Smith és mtsai 2004; Rindi és mtsai 2011; Kaplan és mtsai 2012; Glaser
¢s mtsai 2017; Donner és mtsai 2017). A nemzetség szamos képviseldje generalista életmodot
folytat (Borchhardt és Griindling-Pfaff 2020), ugyanakkor léteznek olyan vonalak is, amelyek
olyannyira specializalodtak él6helyiikhdz, hogy mas kornyezetben nem életképesek (Skaloud
és Rindi 2013; Skaloud és mtsai 2014). Fontos kiemelni, hogy a jelenleg rendelkezésre 4llo
adatok dont6 tobbsége vizi, illetve szarazfoldi él6helyekrél szarmazd Klebsormidium
izolatumokra vonatkozik, mikoézben a barlangi eredetli torzsekrdl eddig nem alltak
rendelkezésre vizsgélati eredmények.

A talajban €16 Klebsormidium fajok kiilonleges okologiai jelentéséggel birnak, mivel
fontos szerepet jatszanak a kordbban mar emlitett BSC kialakitasdban (Smith és mtsai 2004;

Kitzing és Karsten 2015; Belnap ¢és Biidel 2016; Samolov és mtsai 2019). Ezért ezen
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mikroalgak tenyészeteinek alkalmazasa kornyezetbarat megoldast jelenthet az er6zidnak kitett
terliletek megdvasara, valamint a sivatagosodo teriiletek rehabilitaciojara.

Emellett a Klebsormidium fajok jelentés endogén brasszinoszteroid (BR) tartalommal
rendelkeznek, ami megalapozza mezdgazdasagi biostimuldnsként valé potencialis
alkalmazasukat, valamint akar tesztorganizmusként is szolgalhatnak BR biotesztekben (Stirk
¢s mtsai 2013a). A brasszinoszteroidok polihidroxiszteroid szerkezetii ndvényi hormonok,
amelyek szamos hatdssal birnak a novények novekedésére és fejlodésére, valamint szerepet
jatszanak a biotikus ¢€s abiotikus stresszel szembeni védekezésben is (Hayat és mtsai 2011; Stirk
¢s mtsai 2013a; Nguyen ¢s mtsai 2020), foként mas novényi hormonokkal val6 kdlcsonhatas
révén (Krishna 2003; Oklestkova és mtsai 2015).

A Klebsormidium nemzetség biotechnologiai alkalmazasaban rejlé lehetéségekre tobb
kutatas is ramutatott. Mezdgazdasagi céllal bioherbicidként (Nunes és Melo 2025),
szennyviztisztitdsra (Occhipinti és mtsai 2025; Liu és mtsai 2016), arany nanorészecskék
eloallitasara (Dahoumane és mtsai 2012), allati takarmany adalékként (Fang és mtsai 2022),

bioremediaciora (Oberholster és mtsai 2014) is vizsgaltak alkalmazhatosagukat.
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2. Barlangbdl izolalt Klebsormidium torzs 6kofiziolégiai vizsgalata

2.1 Bevezetés

A Klebsormidium fajok mez6gazdasagi alkalmazas szempontjabol nagy potenciallal
rendelkeznek elsésorban a BSC alkot6 funkcidjuk, valamint a magas endogén fitohormon,
példaul a brasszinoszteroid tartalmuk miatt (Stirk és mtsai 2013a). A bioldgiailag legaktivabb
brasszinoszteroid a brasszinolid (brassinolide - BL) (C2sH0s, (22R,23R)-20,30,22,23-
tetrahidroxi-6,7-seco-5a-kampesztan-6,7-lakton) amely Otszor er6sebb bioldgiai aktivitassal
rendelkezik, mint a bioszintézisének koztes terméke, a kasztaszteron (Fujioka €s mtsai 1995).
A mikroalgak brasszinoszteroid-szintjét kiilonféle abiotikus stresszhatasok befolyasoljak (Stirk
¢s mtsai 2018; Stirk és van Staden 2020).

A fitohormon-termelés mellett a talajfelszin kolonizacidjat, valamint a BSC-k
kialakulasat is szamos abiotikus és biotikus tényez6 jelent6sen befolyasolja (pl. trofikus
stratégia, talajnedvesség, a talaj tdpanyag- és kémiai Osszetétele, hdmérséklet, sugarzas, pH,
COz-koncentracio, stb.; Lepossa 2003; Chen ¢és mtsai 2017; Choi és mtsai 2017; Piotrowska-
Niczyporuk és mtsai 2018; Stirk és mtsai 2018; Beigbeder és Lavoie 2022). Ezek koziil a
fényintenzitas és a hdmérséklet szamitanak a Klebsormidium fajok 6kotipus-szelekcidjanak 6
kornyezeti tényezdinek (Karsten és mtsai 2017; Miguez és mtsai 2020). Fontos megjegyezni,
hogy az eddig rendelkezésre all6 adatok tulnyomo része vizi €s jol megvilagitott szarazfoldi
¢l6helyekrol szarmazo Klebsormidium izolatumoktol szarmazik, mig barlangi eredetii torzsekre
vonatkozoéan eddig nem alltak rendelkezésre adatok.

Jelen értekezés egyik 6 célja egy eddig nem vizsgalt Klebsormidium torzs 6kologiai és
biotechnologiai szempontbdl torténd jellemzése. Ennek érdekében részletesen vizsgaltuk egy
barlangbol izolalt torzs novekedési dinamikdjat és fotoszintetikus aktivitasat kiilonbozo
hémeérsékleteken. A szakirodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy az adott torzs (1) széles
homérsékleti tartomdnyban képes hatékonyan ndvekedni, de az optimalis hdmérséklete inkabb
az alacsonyabb tartomdnyba esik; (2) alacsony fényintenzitasokat részesit elényben, ezért
erdsebb megvilagitds mellett fotoinhibicio jelentkezhet; (3) a BR-tartalom a hdmérséklettel

fliggvényébent valtozik.
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2.2 Anyagok és modszerek

2.2.1 [Izolalas és algatenyésztési kériilmények

A vizsgalt alga torzset tartalmaz6 biofilmet egy észak-magyarorszagi barlang falardl gytijtottiik
be (GPS-koordinatak: 47.90067, 20.37917). A barlang falarél steril spatulaval lekapart
biofilmet steril kémcsdben szallitottuk a laboratériumba, majd szélesztéses eljarassal axenikus
algatenyészetet hoztunk létre. A tenyészetet modositott BBM tapkozegben (Bold’s Basal
Medium, Starr és Zeikus 1993, 2. melléklet) tartottuk fenn 20 = 2°C-on, 35 umol foton m? s
fényintenzitas (36 W meleg fehér fényli Polylux fénycsé [Tungsram, Magyarorszag]) mellett

fénypolcon (5. ébra).

6. abra Klebsormidium tenyészetek fenntartdsa fénypolcon (Forras: sajdt forras)

A kisérletekhez sziikséges algabiomasszat levegdztetett fotobioreaktorokban (8 liter;
0,3 vvm) allitottuk eld (7. abra). A tenyésztés hét napon at tartott, 22°C-on, 20 umol foton m?/s
fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PAR) mellett, amihez a fényt 36 W-os, természetes fehér LED

csovek (V-TAC, Magyarorszag) szolgaltattak.
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7. abra Algatenyésztés levegoztetett reaktorokban 8 liter térfogatban, a ket szélso
bioreaktorban Kiebsormidium tenyészet. Levegoztetés hatdasdra a biomassza a
folyadékfelszinen koncentralodik tenyésztés soran (Forrds: sajat forrds)

2.2.2 Az algatorzs azonositdasa - DNS-szekvencia elemzés

A tOrzsb6l szarmazéd teljes genomi DNS-t DNeasy Plant Mini kit-tel (Qiagen,
Németorszag) vontuk ki. Az 18S rRNS gén és a riboszomalis ITS régi6 (amely tartalmazza az
ITS-1, az 5.8S tRNS gén, az ITS-2, valamint a 28S rRNS gén egy rovid szakaszat) PCR-
amplifikacidjat és szekvenalasat az Euk328f és Chlo02R primerekkel (Moon-Van der Staay ¢és
mtsai, 2000; Zhu és mtsai, 2005), illetve az ITS fés ITS r primerekkel (Liu és mtsai, 2014)
végeztiik, a Somogyi és mtsai (2013), valamint Greipel és mtsai (2023) 4ltal leirt protokollok
alapjan. Az igy kapott szekvencidkat a GenBank adatbazisban helyeztiik el az alabbi
hozzaférési kodok alatt: OR794009 (18S) és OR807367 (ITS). A szekvencidk BLAST-alapu
hasonlosagi vizsgalatit a GenBank adatbazis (Sayers és mitsai, 2022) felhasznalasaval
végeztiik. Az 18S rRNS gén esetében a szekvenciaigazitast a SINA Alignment Service (Pruesse
¢és mtsai, 2012) segitségével végeztiik el, mig az ITS régid igazitdsdhoz a Clustal W algoritmust
hasznaltuk, amely a MEGA 11 szoftverben (Tamura és mtsai, 2021) talalhat6. A maximalis
valoszintiségi (maximum likelihood) elemzést, beleértve a legjobb illeszkedési modell
keresését, szintén a MEGA 11 szoftver segitségével végeztiik el. A torzsfak rekonstrukcidja a
kovetkezd adatkészletek és modellparaméterek alapjan tortént: 817 nukleotidpozicid és K2
modell a 18S rRNS génhez, illetve 757 nukleotidpozici6 és K2P+G modell az ITS régidhoz.

Az 50 feletti bootstrap értékek a csomopontoknal keriiltek feltlintetésre (500 ismétlés alapjan).
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2.2.3 Oxigénhozam mérések

A kisérleteket egy 9-cellas fotoszintetronban végeztiik (Uveges és mtsai, 2011; 8. dbra). Ebben
az inkubécios rendszerben 56 W-os természetes fényii fénycsovek (Tungsram, Magyarorszag)
biztositottak a mérés soran hasznalt kiillonb6zo intenzitdsut PAR megvilagitast (0—5—18—
40—100—200—450—900—1200 umol foton m2 s7'). A fényintenzitadsok meghatarozasara
egy LI-1400 (LI-COR, USA) fénymérdt alkalmaztunk, amelyhez egy US-SQSL-1 (Walz,
Németorszag) gomb alakt (4w) mikroszenzort (szenzorfej a&tmérdje: 3,7 mm) csatlakoztattunk.
A cellak egymassal 0sszekottetésben alltak lehetévé téve a viz aramléasat. A cirkuldld viz
allandé homérsékletét egy Neslab RTE-211 termosztat segitségével allitottuk be és tartottuk
fenn. A kisérlet sordn homogenizalt algatenyészetet toltottlink 250 mL térfogatu Karlsruhe-
lombikokba, amelyekbdl harmat helyeztiink a fotoszintetron minden egyes cellajaba (n=3). A
tenyészeteket egy oran keresztiil teljes sotétségben eldinkubaltuk, majd az oldott oxigén
mennyiségét minden lombikban egy LDO szenzorral (HQ-20, Hach Lange, Németorszag)
lombikokat visszahelyeztilk a fotoszintetron megfeleld celldiba, majd egy oran at
megvilagitottuk 6ket. Ezutan az oldott oxigén koncentraciokat ismételten megmértiik. Ezeket a
méréseket minden vizsgalt hdmérsékleten (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 és 50°C) elvégeztiik,
mindig ujra homogenizalt algakultirdkat hasznalva. Emellett minden alkalommal az
algamintdk klorofill-a tartalmat spektrofotometrikus modszerrel hatdroztuk meg, dimetil-
szulfoxiddal (DMSO) torténd extrakcidt kovetden (Caesar €s mtsai, 2018). Ismert mennyiségli
tenyészetet leszirtiik ivegszalas sziirGpapiron (Macherey-Nagel GF-5 - 45 mm), majd 10 mL
DMSO-ot tartalmazé kémcsoébe helyeztiik. A mintakat ezutan vizfiirdében (Grant Instruments
GD100, Egyesiilt Kiralysag) melegitettiik 65°C-on 90 percen keresztiil. Az inkubaciot kvetden
leszlirtiik redds szlirdpapiron a mintdkat, majd spektrofotométer (Dynamica Halo RB-10,
Egyesiilt Kirdlysag) segitségével harom hulldmhosszon lemértiik az abszorbanciat (665, 700 és

750 nm).
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8. dbra A fotoszintetron rendszer sematikus illusztracioja feliil- (a) és oldalnézetbdl
(b), valamint képek a rendszerrdl (c,d) (Forras: sajat forras)

A fotoszintetikus és respiracids ratakat biomassza-specifikusan szamitottuk ki Wetzel és Likens
(2000) moédszere szerint. Az igy kapott fotoszintézis-fény gorbék (Photosynthesis -Irradiance
Curves - PI gorbék) koziil a telitési gorbéket a Webb és mtsai (1974), mig ahol telitési fénygatlas
volt megfigyelhet6 ott az Eilers és Peeters (1988) altal leirt modellel illesztettiik, amelyekbdl a
fotoszintetikus paramétereket — mint a fényhasznositasi tényezot (o), a fényadaptacios

paramétert (Ix) és a maximalis fotoszintetikus ratat (Pmax) — hataroztuk meg.

2.2.4 Fotoszintetikus aktivitds meghatdrozasa klorofill-fluoreszcencia mérésekkel

Az oxigén tartalom mérésével egyidejilleg a Klebsormidium tenyészetek fotoszintetikus
paramétereit klorofill-fluoreszcencia alapi mddszerrel is meghataroztuk. Ennél a vizsgalatnal
is az alga kulturakat homogenizalast kovetden Karlsruhe-lombikokba t6ltottiik, majd minden
vizsgalt hdmérsékleten (5-50°C) 1 oran at s6tétben inkubaltuk. Ezt kovetd mérések soran gyors
fénygorbéket (RLC) és fluoreszcencia indukcids gorbéket rogzitettink DUAL-PAM-100

méromuszerrel (Heinz Walz GmbH, Németorszag) (9. abra).
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9. abra A fotoszintézis mérésekhez hasznalt DUAL-PAM-100 mérémiiszer (Forras:
sajat forrds)
Az RLC-k esetében 1épcsdzetesen ndveltiik az aktinikus fényintenzitdsokat 11-t61 830 umol
foton m2 s megvilagitasig (logaritmikus névekedéssel, 11 fényintenzitasi 1épésben), minden
1épésnél 30 masodperces akklimacids idével. Az indukcids gorbéket 131 pmol foton m= s
aktinikus fényintenzitds mellett vettiik fel. Mindkét esetben 600 ms iddtartamu, 10,000 pmol
foton m? s intenzitasu telitd fényimpulzusokat (SP) alkalmaztunk. A fotoszintézis
kulcsparamétereit a méréshez hasznalt berendezés szoftverének SP-elemzésével hataroztuk
meg 131 umol foton m2 s™* aktinikus fényintenzitas mellett. Az RLC-k segitségével kiilonb6zd
fényintenzitasok mellett meghataroztuk a II. fotokémiai rendszer (PSII) altal kozvetitett relativ
elektrontranszport ratakat (rETR). Az SP-elemzés alapjan kiszdmitottuk a fotokémiai kioltast
(qP) és a nem-fotokémiai kioltast (qN) az indukcids gorbék adataibol. A fényhasznositasi
tényezOt (o) és a fényadaptacios paramétert (Ik) a PI gorbék kezdeti linedris szakaszdnak

meredekségébdl hataroztuk meg.

2.2.5 Novekedési ratak meghatarozasa

A Klebsormidium névekedési ratait a kovetkez6 hémérsékleteken vizsgaltuk: 10, 15, 20, 25,
30, 35 és 40°C. A kisérletet egy Binder KBWF-720 tipust tenyésztkamraban (Németorszag)
allitottuk be, 150 mL térfogatu batch tenyészetekkel (n=4). A tenyészeteket négy napon at

vizsgaltuk, mikdzben naponta egyszer manualisan felkevertiik 6ket. Hideg fehér fénycsovek
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(Narva Colorlux plus T8-865 LT 30W Cool White, Osram, Németorszag) biztositottak a
megvilatast 85 pmol foton m? s intenzitassal, 12:12 6ras fény/sotét ciklusban. A tenyészetek
optikai denzitasat 750 nm-en (ODg7s0) naponta mértilk Hitachi U2900 UV-Vis kétutas
spektrofotométerrel (Japan), standard 1 cm-es kvarc kiivettakban. A specifikus névekedési

ratakat () Krzeminska és mtsai (2014) modszere alapjan szamoltuk ki.

2.2.6 Brasszinolid meghatadrozas

Az LC-MS analizishez 600 mL mintat szlrtiink & Whatman GF/F szlir6n. A sziirlet szilard
fazisu extrakcigjat (Solid-Phase Extraction, SPE) egy AutoTrace 280 késziilékkel (Thermo
Scientific), polimer gyenge kationcseréld kazettdk (StrataTM-X-CW, 200 mg, 6 cm?;
Phenomenex, USA) felhasznalasaval végeztiik. A kazettdk mosasdhoz és a BR-0k elualasahoz
Maasz és mtsai (2019) protokolljat alkalmaztuk. Végiil minden mintat 0,5 mL tiszta
acetonitrilben (ACN) reszuszpendaltuk, majd borostyanszinii ivegfioldkban 4°C-on taroltunk
az HPLC-MS analizisig. A brasszinolid (brassinolide - BL) standard-bél (Sigma Aldrich) LC—
MS mindségli metanol felhasznalasaval 0,1 mg mL™' koncentracioju torzsoldatot készitettiink,
amelybdl a kovetkezd kalibracios sorozatot allitottuk eld: 5, 10, 100, 500 és 1000 ng L'. A
kromatografias analizist Agilent HPLC rendszerrel (Agilent) végeztiik, amelyhez Phenomenex
Kinetex Polar C18 forditott fazisut HPLC oszlopot (50 % 4,6 mm, 2,6 pm részecskeméret és 100
A poérusméret) alkalmaztunk. A gyenge mobil fazis (A eluens) 0,1% hangyasavat és 10 mM
ammonium-formiatot tartalmazo vizes oldat volt, mig az erds oldészernek (B eluens) ACN-
alapt oldatot hasznaltunk. A mintabol 25 pL-t injektaltunk az oszlopba, majd a kovetkezd
gradiens szerint elualtuk a B eluens alkalmazaséaval: 5% 2 percig, 60% 3 percig, 100% 5 percig,
végil ismét 5% 3 percig.z. A BL detektalasat Bruker amaZon SL ioncsapda
tomegspektrométerrel (Bruker, Németorszag) végeztik. A 300°C homérsekletii szaritogaz
aramlasi sebességét 10 L perc'-re éllitottuk a meghatarozas soran. A kapillaris fesziiltség és a
porlasztogaz nyomdasa 5000 V, illetve 3,8 bar volt. A mérések ESI+ modban torténtek. Az
MS/MS szkennelést 0,4 m/z felbontassal végeztiik a BL azonositdsara, a 315,56 és 479,68 m/z
értékek alapjan, amelyek a fragment €s a prekurzor ionokhoz tartoznak. Az adatok kiértékelését

és elemzését a Bruker Compass DataAnalysis 4.4 SR1 modul segitségével végeztiik.

2.2.7 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket az R statisztikai szoftverrel (4.2.1 verzio, R Core Team, 2021)
végeztiik a ‘vegan’ (Oksanen és mtsai 2022) és az ‘nlme’ csomagok (Pinheiro és mtsai 2022)
felhasznalasaval. A statisztikai elemzés soran Welch-tesztet alkalmaztunk (1) a fotoszintetikus
oxigéntermelés €s a 1égzési oxigénfogyasztas aranydnak (P:R) becsiilt értékeinek, valamint 2)
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a  kiilonb6z6  homérsékleten nevelt  algatenyészetek  brasszinolid  tartalménak
Osszehasonlitdsdhoz. Linearis regresszids modellekkel vizsgaltuk a fotoszintetikus paraméterek

(o, Ik, gN, gP) kapcsolatat a hdmérséklettel.

2.3 Eredmények

2.3.1 A Klebsormidium térzs taxondmiai azonositdsa

A részleges 18S rRNS génszekvencia elemzése alapjan a BEA IDA 0061B torzs
megkiilonboztethetetlen volt (100%-os paros szekvencia hasonlosag intronok kizarasaval) az
autentikus Klebsormidium flaccidum SAG 2307, Interfilum paradoxum SAG 338-1 és az
Interfilum terricola SAG 2100 torzsektél. Az ITS régio vizsgalata alapjan azonban az 0j térzs
98,1-99,3%-0s szekvencia hasonlosagot mutatott mas Klebsormidium flaccidum torzsekkel
(beleértve az autentikus SAG 2307-et is), mig kevesebb, mint 95,4%-0s hasonldsagot mas
Klebsormidium ¢és Interfilum fajokkal. Az 1j torzs taxondmiai azonositasat, mint
Klebsormidium flaccidum (Kiitzing) P.C.Silva, Mattox & W.H. Blackwell, a filogenetikai

elemzés is alatamasztotta (10. abra).
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18S rRNA gene

Interfilum terricola SAG 2100 (EU434033)*

Klebsormidium flaccidum SAG 2307 (OR475658)"

Interfilum sp. SAG 2147 (EU434039)

Interfilum paradoxum SAG 338-1 (EU434030)"

- _ _ . __|BEA_IDA_0061B (OR794009)

Klebsormidium flaccidum SAG 7.91 (EU434019)

Interfilum massjukiae SAG 2102 (EU434038)"
Klebsormidium elegans SAG 7.96 (AM490840)"
Klebsormichum nitens SAG 335-2b (AM490844)

85| Klebsormidium subtile SAG 384-1 (EF372517)"
—— Klebsormidium mucosum SAG 8.96 (EF372516)"
- Hormidiella parvula SAG 2558 (MG652625)"

0.005

ITS region

Pr——
0.10

Klebsormidium flaccidum SAG 2307 (OR475658)"
BEA_IDA_0061B (OR807367)
Klebsormidium flaccidum SAG 7.91 (EU434019)
Klebsormidium subtile SAG 384-1 (EF372517)"
Klebsormidium dissectum BotG2 (SAG 2417) (HG973017)"
Kiebsormidium nitens SAG 335-2b (AM490844)
Klebsormidium nitens SAG 13.91 (HG973047)"
Klebsormidium mucosum SAG 8.96 (EF372516)"
80l Klebsormidium crenulatum SAG 37.86 (HG973041)"
L Klebsormidium elegans SAG 7.96 (AM490840)"
ﬁ Interfilum paradoxum SAG 338-1 (EU434030)"

. Interfilum terricola SAG 2100 (EU434034)"
Interfilum massjukiae SAG 2102 (EU434038)"
— Interfilum sp. SAG 2147 (EU434039)
=iy Hormidiella parvula SAG 2558 (MG652625)"

62

10. abra A vizsgalt fonalas zéldalga térzs (félkéveérrel) 18S rRNS gén és az ITS régio
maximum likelihood térzsfai. A csillagok hiteles torzseket jelolnek

2.3.2 Fotoszintetikus teljesitmény homérsékletfiiggése
2.3.2.1 Fotoszintézis-megvilagitas gorbék

Kétféle PI gorbét rogzitettiink: az egyik az oxigénfejlddést, mig a masik a relativ
elektrontranszport ratat (rETR) abrazolta a fényintenzitds fiiggvényében. Az utdbbi
megkdozelités alapjan minden PI gérbe hasonldé mintdzatot mutatott az 5—45°C kozott vizsgalt
homeérsékleteken: egy kezdeti linedris (fénylimitalt szakasz) utan minden gorbe elérte a
maximumat (fotoszintézis-korlatozott fazis) a novekvd fényintenzitdssal, amelyet egy
latszolagos csokkenés kovetett (11a. dbra). A PI gorbék fobb paraméterei: a kezdeti meredekség

(fényhasznositasi tényez0, o)), az rTETR maximalis értéke (rETRmax), €s a minimalis fénytelitési

38



intenzitds (= fényadaptacids paraméter, Ik). Az oxigénhozam méréseken alapuld PI gorbék
alakja némileg eltérd: egyszeri telitddési gorbét mutattak egy kezdeti fénylimitalt szakasszal,
valamint egy fotoszintézis-korlatozott maximummal, kivéve a 45°C-on rogzitett gorbét, amely
magas fényintenzitasoknal fotoinhibiciot is mutatott (11b. abra). 50°C-on egyik modszerrel sem

figyeltiink meg fotoszintetikus aktivitast. A relativ szoréas egyik esetben sem érte el a 10%-0t.

-o— 5°C
= —e— 10°C
~‘§ i = 15°C
E F %’ & 20°C
2 T o —A- 25°C
k- £ E —v- 30°C
2 B o —v— 35°C
] "
o E —0— 40°C
i —o— 45°C
—+— 50°C
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 1000 1200
Fotoszintetikusan aktiv fénysugarzas Fotoszintetikusan aktiv fénysugarzas
(umol foton m?2s™) (umol foton m?2s™)

11. abra A Klebsormidium PI gorbéi kiilonbozo homérsékleteken. (a) rETR vs.
fényintenzitas gorbék, (b) oxigénfejlodes vs. fényintenzitds gorbék (n = 3; az
atlagertékek feltiintetve)

2.3.2.2 Szarmaztatott fotoszintetikus paraméterek

Az TETRmax €és a maximalis oxigénfejlodési ratdk (Pmax) nagymértékben fiiggtek a
hémérséklettdl (12. abra). Mindkét paraméter fokozatosan novekedett, amig el nem érte a
maximumat 35-40°C-nal (rETRmax) €s 30—40°C-nél (Pmax). Az el6bbi paraméterhez tartozo
értek 47 (relativ egységek) volt, mig az utdobbihoz 272 umol O: (mg Chl a)' h™'. 40°C felett
mindkét paraméter éles csokkenést mutatott, és 50°C-ndl mar nem volt mérhetd aktivitds, ami

Osszhangban van a PI gorbékkel.
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12. abra Az rETR (piros négyzetek) és a maximalis oxigénfejlodés (Pmax, zold
haromszogek) homérsékletfiiggése. Az értékek a 16. abrabol szarmaznak (n = 3; az
atlagértékek vannak feltiintetve)

A klorofill-fluoreszcencia és az oxigéntermelés mérésekbdl szarmazo fényhasznositasi
tényezOk (0eTr €s aps) értékei nagyon hasonld hdmérsékletfliggést mutattak: 5 és 40°C kozott
nem valtoztak szamottevden (a linedris regresszid alapjan p > 0,05), majd ezen a hdmérsékleten

tul szamottevo csokkenést mutattak (13a. dbra).
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13. abra 4 fényhasznositasi tényezé (o, a) és a fényadaptacios paraméter (Ix, b)
homeérsékletfiiggése a vizsgalt Klebsormidium torzs esetében, az oxigénfejlodeés és a
fényintenzitas (zold haromszogek), valamint az rETR és a fényintenzitas kozotti gorbék
(piros négyzetek) alapjan (n = 3, az atlageértékek vannak feltiintetve, a szords kevesebb mint
10%)

Ezzel szemben a klorofill-fluoreszcencia és az oxigénhozam Ik értékei lassu ndvekedést

mutattak egészen 45°C-ig, illetve 40°C-ig (linearis regresszio p<0,001; 13b. abra). Az
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oxigénhozam mérésekkel kapott Ik értékek 40°C felett csokkenést mutattak, szemben a
klorofill-fluoreszcencia mérésekkel, ahol tovabbi novekedés volt megfigyelhetd. Bar a
tendencia mindkét esetben hasonld volt, a konkrét fényadaptacios paraméterek eltértek
egymastol: az rETR vs. fényintenzitas esetében 104—204 umol foton m2 s™!, oxigénfejlodés vs.
fényintenzitas esetében pedig 36—118 umol foton m™2 s ! kdzott valtoztak.

A fotokémiai kioltas (qP) 0,565 és 0,834 kozott valtozott, ¢s novekvd homérséklettel
emelkedd tendenciat mutatott (14. dbra). A széras értékek 10% alatt maradtak. A legmagasabb
értékeket 35 és 45°C kozott figyeltiik meg, amely 6sszhangban volt az rETR ¢és az oxigénhozam
mérésekkel. Ezzel parhuzamosan a nem-fotokémiai kioltas (qN) végig alacsonyabb volt, mint

a qP (tartomany: 0,117 és 0,522) és csokkend tendenciat mutatott a hdmérséklet ndvekedésével
(14. abra).
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14. dabra A Klebsormidium tenyészetek fotokémiai (qP) és nem-fotokémiai kioltasdanak
(qN) homérsékletfiiggése. A qP és gN értékeket fluoreszcencia-indukcios gorbék
alapjan hataroztuk meg, 131 umol foton m= s~ aktinikus fényintenzitas mellett (n =
3, az atlagértékek vannak feltiintetve)

Az oxigénhozam méréseknél nemcsak a megvilagitas hatdsaként fellépd nettod
oxigénfejlodést (a mért oxigénfejlodés és a respiracio kiilonbsége), hanem az oxigénfogyasztast
(respiraciot) is meghataroztuk. Az oxigénfejlédés és a 1égzési oxigénfogyasztas hdmérséklettdl
valo fliggését a 15a. abra mutatja be. A nettd oxigénfejlodés atlaga (a 8 érték atlaga az

oxigénfejlodés vs. fényintenzitas PI gorbékrol, 17b. dbra) €s a 1€gzési oxigénfogyasztas 13 és
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179 umol Oz (mg Chl a)™" h™!, valamint -18 és -6 pmol O: (mg Chl a)! h™' kozott valtozott
(15a. abra). Nemcsak e két paraméter 6nmagaban, hanem azok aranya erds homérsékletfiiggést
mutatott (15b. abra): értéke 1,54 és 18,67 kozott valtozott 25°C-os maximummal, és 5°C-0S
(3,81) ill. 45°C-0s (1,54) minimumokkal.
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15. abra A4 fotoszintetikus oxigéntermelés és a respirdcios oxigénfogyasztas
homeérsékletfiiggése (a), valamint ezek aranya (P:R, b)

2.3.3 A tenyészetek novekedési sebességének homérsékletfiiggése

A Klebsormidium tenyészetek specifikus novekedési sebességeit (i) szintén meghataroztuk a
10°C és 40°C kozotti hdmérséklet tartomanyban. Az alga minden vizsgalt hdmérsékleten képes
volt novekedni (16. &bra), azonban nagyon eltérd sebességgel. A specifikus ndvekedési
sebességei 20 és 25°C-on voltak a legmagasabbak (0,451 £0,013 és 0,475+ 0,011 nap™), mely
értékek statisztikailag nem kiilonboztek egymastol (Welch-teszt, p>0,05). 25 °C felett a
novekedés jelentdsen lelassult, bar még mindig szamottevé maradt 30 és 35°C-on is. Ezzel
szemben a tenyészetek novekedése 10, 15 és 40°C-on nagyon lassi volt (0,067 0,016,
0,126+ 0,012 és 0,063 nap™!).
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16. abra Klebsormidium tenyészetek specifikus novekedési sebessége (1) a homérséklet
fiiggvényében
234 A kiilonbozé homersékleten tenyésztett Klebsormidium tenyészetek brasszinolid
tartalma
A Klebsormidium tenyészetek BL tartalmat 20 és 35°C kozotti hémérsékleti tartomanyban
hataroztuk meg (azaz azon a hémérsékleti tartomanyon, ahol jelentésen magas ndvekedési
sebesseégeket figyeltiink meg), majd a megfeleld tenyészetek biomasszajara (OD7s0) normaltuk.
A BL tartalom 202 és 1892 ng L' kozott valtozott, kevesebb, mint 10%-0s szoréassal, €s erds
Osszefliggést mutatott hdmérséklettel a Welch-teszt alapjan: 20°C-on alacsony volt, 25 és 30°C-

on mérsékelten magas, mig 35°C-on nagyon magas (17. abra).
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17. abra A Klebsormidium fajlagos specifikus novekedési sebességének (zold korok) és atlagos
brasszinolid tartalmanak (lila haromszogek) homérsékletfiiggése. A fajlagos novekedési
sebesség értékeinek illesztéséhez lognormalis fiiggvényt (r? = 0,72), mig az atlagos
brasszinolid-tartalom értékeihez masodfoku polinomialis fiiggvényt haszndltunk (r? = 0,89)

2.4 Diszkusszio

A Klebsormidium nemzetség tagjai szamos potencialis biotechnologiai alkalmazassal
rendelkeznek, ezért vizsgalatuk kiemelt jelentdségli. Ugyanakkor fontos szempont, hogy az
eltérd ¢élohelyekhez valo alkalmazkodas igen jelentds fajok kozotti, sét fajon beliili 6kologiai
¢s fizioldgiai kiilonbségeket eredményezhet. Munkénk egy kevéssé kutatott, barlangi
kornyezetbdl izolalt Klebsormidium torzs vizsgalatara Gsszpontositott. Bar Klebsormidium
fajokat mar kordbban is izolaltak barlangi él6helyrdl (Popovié és mtsai, 2023), ezek mélyrehatd
okologiai és fizioldgiai jellemzése mindeddig elmaradt. Ennek a hianynak a potlasa érdekében
egy barlangi eredetli Klebsormidium térzs 6kologiai tulajdonsagait vizsgaltuk a hémérséklet és
a fény, mint f6 valtozok fliggvényében. A vizsgalt 6kotipus generalista stratégiat képvisel,
amelyet a széles homérsékleti és fénytiirési tartomdny jellemez. Okologiai szempontbél
atfedéseket mutatott mas Klebsormidium torzsekkel, amelyeket polaris, szarazfoldi, vizi,

sivatagi €s alpesi kornyezetekbdl izolaltak.

24.1 Fényigény
A fény, amely energiat biztosit a fotoszintézis folyamataihoz, alapvetd kornyezeti tényezd

minden fotoautotr6f organizmus szamara. A rendelkezésre alld fény intenzitdsa és mindsége

44



alapvetéen meghatarozza ezen fajok elterjedését (Krebs, 2009). A jelen kutatasban vizsgalt
torzs egy alacsony fényintenzitasti ¢€l6helyrdl, egy turisztikailag hasznositott barlang
lampaflordjabol keriilt izolalasra. A fotoszintetizdld mikroorganizmusok ilyen fénylimitalt
koriilményekre megemelkedett pigmenttermeléssel, a fotorendszerek abundancidjaval és/vagy
a fénybegylijtd antenna-komplexek méretének novelésével akklimatizaloédnak (Masojidek és
mtsai, 2013). Az alacsony fényintenzitdshoz alkalmazkodott fotoautotr6f organizmusok
fotoszintetikus aktivitdsa (pl. elektron-transzport sebesség, oxigéntermelés) altaldban gyorsan
novekszik a fényintenzitds novelésével, és viszonylag alacsony fényintenzitasnal éri el a
maximalis értéket (17. dbra).

A vizsgalt Klebsormidium torzs alacsony fényintenzitashoz vald alkalmazkodasat
eredményeink is igazoltak, nevezetesen a magas fényhasznositasi tényezok (a) és az alacsony
fényadaptacios paraméterek (Ix) (19a. abra). Az a értékei latszolag fiiggetlenek voltak a
hémeérséklettdl 5 és 40°C kozott, ami a legtobb eukaridta algafajra jellemzd tulajdonsag
(Davison 1991); e hdmérsékleti tartomany felett azonban meredek csokkenést figyeltiink meg.
Ezzel szemben az Ik értékek szignifikansan novekedtek a homérséklettel, bar 45°C-on az
oxigénhozam-modszer esetében jelentds visszaesés mutatkozott. Mind az o, mind az Ik értékei
Osszhangban allnak irodalmi eredményekkel, amelyeket magashegyi szarazfoldi és édesvizi
¢léhelyekrol izolalt Klebsormidium esetében kaptak (Karsten és mtsai, 2017; Pierangelini és
mtsai, 2017). A szarazfoldi Klebsormidium izolatumok fényhasznositasi tényezdje
alacsonyabb, mig fényadaptaciés paramétere sokkal magasabb volt a vizsgalt, barlangi
kornyezetbdl izolalt torzshoz képest (Karsten és mtsai, 2017). Ezzel szemben ellentétes
tendencidk — azaz magasabb o €s alacsonyabb Ik — figyeltek meg banyateriiletekrdl izolalt
Klebsormidium dissectum (F. Gay) H. Ettl & G. Girtner tdrzs, az ausztriai Otztal-Alpokbol,
valamint varosi falakrél szarmazo izolatumok esetében (Karsten és Rindi 2010; Karsten és
Holzinger 2012; Pierangelini és mtsai, 2017).

A felvett PI gorbék hasonldé mintdzatokat mutatnak a szakirodalomban leirtakkal
(Karsten és Holzinger 2012; Pierangelini és mtsai, 2017). A klorofill-fluoreszcencia mérésekkel
kapott Pl gorbék a tenyészet gyors fotoszintetikus valaszat (,,rapid light curves”) tiikrozik a
fokozatosan novekvd fényintenzitdsokra (30 masodperces lépések), mig az oxigénhozam-
mérések a fényhez valéd alkalmazkodast egy valamivel szélesebb idéskalan (1 ora idtartam)
vizsgaljak. Ez utobbi idotartam elegendden hosszu ahhoz, hogy magas fényintenzitdsoknal
fotoinhibiciot indukaljon. Ugyanakkor fotoinhibiciot csak 45°C-on figyeltiink meg (17b. abra),
méghozza olyan algatenyészetek esetében, amelyek nagyon alacsony P:R ardnnyal

rendelkeztek. Ez a megfigyelés a vizsgalt algatorzs széles hdmérsékleti tolerancidjara utal.
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2.4.2 Homersékleti igények

A homérséklet fotoszintézisre gyakorolt hatasa rendkiviil dsszetett (Berry és Bjorkman, 1980;
Allakhverdiev és mtsai, 2008; Yamamoto ¢és mtsai, 2008). Példaul az enzimek altal katalizalt
biokémiai reakciok exponencialis kapcsolatot mutatnak a hémérséklettel, amely a magas
homérsékleten bekovetkezo reverzibilis vagy irreverzibilis enzim-deaktivacios folyamatokkal
(azaz konformacids valtozasokkal és lebomlassal) egyiitt meghatarozza az adott szervezet
optimalis hémérsékletét. A jelenlegi tudomadnyos konszenzus szerint algak/novények esetében
a hokarosodas elsddleges célpontjai a PSII regeneracios rendszere, a szénmegkotés és az ATP-
termelés (Allakhverdiev és mtsai, 2008).

Magas homérsékleten bekovetkezd masodlagos vagy kozvetett hatdsokrol is
beszamoltak, példaul a P:R ardny csokkenésérdl (Bulthuis és Woelkerling 1983; Marsh ¢és
mtsai, 1986; Raven és Geider 1988; Ralph 1998), a sejten beliili pH-valtozasokrdl (Beer és
Waisel 1982; Beer ¢és mtsai, 20006), a klorofill-fehérje komplexek denaturdciojarol (Briantais és
mtsai 1986), valamint a fotoszintetikus oxigénfejlodési komplex inaktivacidjarol (Samson ¢€s
mtsai 1999).

A hoémérséklet novekedésre gyakorolt hatdsa is igencsak Osszetett: a nem optimalis
hémérsékleti tartomanyban vald novekedés csokkenti a szén-, és nitrogénfelhasznalas
hatékonysagat (Juneja és mtsai 2013), lassitja a fehérjeszintézist (Rhee és Gotham 1981),
befolyasolja az enzimaktivitast, modositja a fehérjéket (Ras és mtsai 2013), valamint hatassal
van a sejtek biokémiai dsszetételére (Nakamura és Miyachi 1982).

A vizsgalt barlangi eredeti Klebsormidium térzs mind a fotoszintézis (545 °C), mind
a novekedési képesség (1040 °C) szempontjabdl széles hdmérsekleti tartomanyban mutatott
aktivitast. Ez az eredmény Osszhangban van a Klebsormidium nemzetség ubikvista
elterjedésével, ami arra utal, hogy tagjai nagy valdsziniiséggel okofiziologiai generalistak, azaz
széles homérsékleti toleranciaval rendelkeznek (Borchhardt és Griindling-Pfaff 2020).

A kisérleteink soran alkalmazott kiilonb6z0 moddszerek eltérd homérsékleti
optimumokat eredményeztek, ami arra utalhat, hogy a vizsgalatok iddtartama is
kulcsfontossagu tényezd lehet az optimumok meghatarozasanal. A legrévidebb kezelési idével
az alkalmazott vizsgalati modszerek koziil az rETR meghatarozas sordn dolgoztunk (1 6ras
inkubacio), ami viszonylag kis eltéréseket eredményezett széles homérsékleti tartomanyon
beliil. Az oxigéntermelési mérések esetében az inkubacids 1d6 hosszabb volt (23 ora), igy
lehetdséget adott néhany hosszabb tavu szabalyozasi folyamat aktivalasara, példaul a sejtek
makromolekularis Osszetételének megvaltozasara. Egyértelmilen a novekedési kisérletek

(amelyek néhany napig tartottak) szolgaltattdk a legpontosabb hdmérsékleti optimumot, mivel
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ezek nemcsak a fotoszintézis, hanem az 0Osszes sejtszintii folyamat homérsékletfiiggését
tilkrozték. Ennek ellenére a torzs képes volt novekedésre széles hdmérsékleti tartomanyban,
hasonldan a korabban vizsgalt Klebsormidium torzsekhez, beleértve mind a szarazfoldi, mind
egyes sarkvidéki populaciokat is (Donner és mtsai 2017; Borchhardt és Griindling-Pfaff 2020).

Bar a homérséklet fotoszintézisre gyakorolt rovid tava hatasait gyakran hasznaljak a
hosszu tava homérsékleti hatdsok indikatoraként, azok nem minden esetben szolgaltatnak
megfeleld informacidt a novekedés hémérsékleti optimumardl (Davison 1991). Példaul
sarkvidéki fajok esetében a fotoszintézis optimalis hémérséklete jelentdsen magasabbnak
bizonyult, mint a kornyezeti vizhoOmérséklet, és rendszerint meghaladta a novekedés optimalis
hémérsékletét is (Healey 1972; Drew 1977). Ez a jelenség azt mutatja, hogy egy adott élettani
folyamat — példaul a fotoszintézis — hdmérsékletfiiggése nem feltétleniil esik egybe a novekedés
hémérsékletfiiggésével, mivel a ndvekedést a hdmérséklet anyageserére gyakorolt Osszetett
hatasa befolydsolja. Ez a paradoxon rdmutat a hdmérsékleti hatdsok bonyolult természetére,
amelyet jelen vizsgalati eredményeink is alatdmasztanak.

A vizsgalt barlangi Klebsormidium térzs novekedési tulajdonsagai nagy hasonlosagot
mutatnak a Kozép-eurdpai gyepekrdl és erdokbdl izolalt torzsekkel (Donner és mtsai 2017),
valamint szamos sarkvidéki Klebsormidium torzzsel is (Borchhardt és Griindling-Pfaff 2020).
Annak ellenére, hogy ezen ¢éldhelyek meglehetdsen eltérdek, hasonld ndvekedési mintazatok
figyelhet6k meg valamennyi esetben, ami ugyancsak alatamasztja a Klebsormidium nemzetség
generalista természetét. A Pl gorbék tekintetében nagyfoku hasonldsdgokat kaptunk tobb
okotipussal; szarazfoldi (Pierangelini és mtsai 2017), vizi (Karsten és mtsai 2017), sivatagi
(Karsten ¢és mtsai 2016) ¢és alpesi (Karsten ¢s Holzinger 2011) ¢€lohelyekrdl szarmazo
torzsekkel. Ugyanakkor a szarazfoldi, hegyvidéki és sivatagi Klebsormidium izolatumok
esetében a legmagasabb P:R ardnyokat 5—-10 °C-on figyelték meg, mig a vizsgalt barlangi torzs
esetében ezek az értékek 10-25 °C kozott voltak a legmagasabbak. A vizsgélt tenyészet
fotoszintetikus oxigéntermelési rataja a sivatagi és alpesi Klebsormidium térzsekkel mutatott
hasonlésagot, mig a csokkent 1égzés az alpesi torzsekhez alltak legkozelebb. A legtijabb
modellek szerint a P:R ardnyok dontd szerepet jatszhatnak a fotoautotr6f mikroorganizmusok
¢él6helyi differenciadlédasaban (Masuda és mtsai 2023).

A fitohormonok fontos szerepet jatszanak a ndvényeket és algdkat érd kiilonb6zd
biotikus és abiotikus stresszhatdsok enyhitésében. A hipotézisiinkkel dsszhangban a sejten
beliili BR-tartalom ebben a Klebsormidium térzsben nagymértékben fiiggott az alkalmazott
hémérséklettdl; a legmagasabb értékeket homérsékleti stressz alatt mutatta (6sszhangban a

megfeleld novekedési ratdkkal). Ennek lehetséges magyarazata lehet, hogy a BR-0k képesek
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modositani a HSP (hdsokkfehérje) transzkripciot és novelni az abszcizinsav szintjét, ami
fokozott hétoleranciat eredményezhet (Bajguz 2009; Bajguz és Hayat 2009; Ahanger és mtsal
2018).
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3. Rizslevéllemez-elhajlasi bioteszt kidolgozasa Klebsormidium

algatenyészetek brasszinoszteroid tartalmanak meghatarozasara

3.1 Bevezetés

A ndvényi hormonok (fitohormonok) jelatvivé molekuldk, amelyek tobbek kozott alapvetd
szerepet jatszanak a novények novekedésének szabalyozasdban, valamint a kornyezeti
stresszhatasokra adott valaszaikban (Kapoore ¢és mtsai 2021). Kémiai sokféleség jellemzi
ezeket a biomolekuldkat; a novényfejlédésre gyakorolt (pozitiv) hatdsaik alapjan a
mezdgazdasagban biostimulansként alkalmazzak Oket a termésmindség javitdsdra és a
terméshozam novelésére (Dhaubhadel és mtsai 1999; Hayat és mtsai 2011; Vriet és mtsai 2012;
Ali 2019). Napjainkban, amikor az 6kologiailag fenntarthaté mezdgazdasagi gyakorlatok iranti
igény folyamatosan novekszik, a biostimulansok jelentdsége is egyre inkabb felértékeldodik.

A mikroalga tenyészeteket régota alkalmazzak a mezdgazdasagban (Gongalves 2021).
A leggyakrabban hasznalt biostimulansként alkalmazott fajok kozé tartozik az Acutodesmus
dimorphus, Calothrix elenkinii, Chlorella ellipsoidea, Chlorella infusionum, Chlorella
vulgaris, Dunaliella salina, Scenedesmus quadricauda és Spirulina maxima (Ronga és mtsai
2019). Szamos tanulmany szamolt be a mikroalgas kultirdk novekedésserkentd hatdsairdl,
kiilénds tekintettel azok auxin-, citokinin- és gibberellin-tartalmara (Orddg és mtsai 2004;
Jiraskova és mtsai 2009; Hussain és mtsai 2010; Stirk és mtsai 2002, 2011, 2013b; Noble és
mtsai 2014). Ezzel szemben lényegesen kevesebb adat 4ll rendelkezésre a szteroid tipusu
novényi hormonok, az tgynevezett brasszinoszteroidok eléfordulasarol (Yokota 1987; Stirk €s
mtsai 2013a, 2014, 2018).

A BR-ok szamos novényi élettani folyamat — igy a ndvekedés, fejlodés—
szabalyozasahoz elengedhetetlenck (Hayat és mtsai 2011, Hussain és mtsai 2020). Fontos
szerepet toltenek be a ndvények biotikus €s abiotikus stresszel szembeni ellenalld képességének
javitasaban (Chakraborty és mtsai 2025). Ennek készonhetéen a mezégazdasagban is kiemelt
jelentdséggel birnak. Az els6ként azonositott BR vegyiiletet repce (Brassica napus) pollenbdl
vontak ki, innen ered az elnevezése is: brasszinolid (Grove és mtsai 1979). A BR-ok jelenleg
mintegy 70 kiilonb6z6 polihidroxi szteroid szdrmazékot foglalnak magukban (Oklestkova €s
mtsai 2015), amelyek koziil a BL és a kasztaszteron (CS) gyakori a mikroalgakban is (Bajguz
2009; Bajguz és Piotrowska-Niczyporuk 2013; Stirk és mtsai 2013a; Kanwar és mtsai 2017).

A két szteroid koziil a BL nemcsak akar 60%-kal nagyobb koncentracidoban van jelen
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sejtszinten, hanem hozzavetdleg 6tszor nagyobb bioldgiai aktivitassal is rendelkezik, mint a CS
(lasd: Stirk és mtsai 2013a; Fujioka és mtsai 1995).

A Klebsormidium flaccidum kultarak kiilonosen magas BR-tartalommal rendelkeznek
mas mikroalga torzsekhez viszonyitva Stirk €s munkatarsai szerint (2013a). Ennek
koszonhetden ez a mikroorganizmus potencialis biostimulansnak €s ipari méretii biotikus BR-
termelésre alkalmas jeldltnek tekinthetd.

A BR-tartalom meghatarozasa mikroalgas kultardkban altalaban érzékeny bioanalitikai
modszerekkel torténik, mint példaul az ultra-nagy teljesitményii folyadékkromatografia tandem
tomegspektrometriaval kombinalva (UHPLC-MS/MS) (Stirk és mtsai 2013a, 2014).
Ugyanakkor a BR-ok biologiai aktivitdsanak meghatarozasara gyakran alkalmaznak
bioteszteket is (Takatsuto és mtsai 1989; Joo és mtsai 2015; Roh és mtsai 2020).

A biotesztek {6 eldnye, hogy a bonyolult és koltséges miiszerparkot igényld analitikai
eljarasokhoz képest egyszeriibb és olcsobb lehetdséget nyujtanak a fitohormonok
mennyiségének becslésére. Kiilonféle biotesztek 1éteznek a kiilonbdzé ndvényi hormonok
kimutatasara; példaul az auxin- és citokinin-szerli aktivitds uborka sziklevél bioteszttel
(Fletcher és mtsai 1982; Zhao és mtsai 1992), az abszcizinsav-tartalom buza koleoptil egyenes
novekedési teszttel (Zhao ¢és mtsai 1992), a BR-koncentracié bab masodik internodium
(Mandava 1988) és rizslevéllemez-hajlas (RLIA — rice lamina inclination assay) segitségével
mérheté (Han és mtsai 1997). Az RLIA a BR-0k kimutatasara jelenleg a leggyakrabban hasznalt
biologiai teszt, mivel rendkiviil specifikus €s érzékeny (Soto és mtsai 2021). Mikroalgdk BR
tartalmanak biotesztalapi meghatarozasara azonban eddig még nem keriilt sor.

Jelen munkank célja egy egyszerli és koltséghatékony modszer kidolgozasa volt a
Klebsormidium kulturakban talalhato bioldgiailag aktiv BR-0k hozzavetdleges mennyiségének
becslésére draga analitikai eszk6zok hasznalata nélkiil. Ehhez a legelterjedtebb és legaktivabb
BR vegyiiletet, a brasszinolidot alkalmaztuk referencia anyagként, és az RLIA segitségével
becsiiltik a Klebsormidium kultarak teljes BR tartalmat. Az eredményeket UHPLC-MS/MS

méréssel validaltuk.

3.2 Anyagok és mddszerek

3.2.1 Rizsfajtak

Harom japan tipusu rizsfajtat, az ’Arsenal’, a ’Hoshinoyume’ és az M 60° fajtakat
valasztottunk ki a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem (Szarvas, Magyarorszag) Ontozési

¢és Vizgazdalkodasi Kutatokozpontjanak Rizs Génbankjabol. Mindhdrom fajta jol terem a
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Magyarorszagon megszokott éghajlati koriilmények kozott (Székely és mtsai, 2022b). A
kivalasztott torzsek dsszehasonlitasi alapként szolgaltak a széles kdrben hasznalt *Koshihikari’
fajtahoz képest, amelyet szintén vizsgaltunk a kisérletekben. A ’Koshihikari’ révid szemi
rizsfajta, amelyet 1956-ban nemesitettek ki (Ishizaki és mtsai 2005). 2016-ban a fajtat Japan
rizstermd teriiletének 36,2%-an termesztették (Kobayashi és mtsai 2018). Rovid tenyészidejii
(Mimoto ¢és mtsai 1989), érzékeny a rizs csikos levélfoltossagat okozd virusra, ugyanakkor
mérsékelt ellenalloképességet mutat a bakteridlis levélfoltossaggal szemben (Kobayashi és
mtsai 2018). Az olasz *Arsenal’ japan tipusu rizsfajtat 2008-ban jegyezték be (Nghi és mtsai,
2021). Magyarorszagon kozepesen hosszu tenyészidejii (140—144 nap). Ellenall a barnarozsda
betegségnek, de mérsékelt a hidegtlirése (Székely és mtsai, 2022a). A *Hoshinoyume’ fajtat
Japanban jegyezték be 1996-ban (Shinbashi ¢és mtsai, 2003). Ezt a fajtit az
’Akitakomachi’/’Douhoku48’ ¢és a ’Kirara397° keresztezésébol hoztak 1étre. A fajta
tenyészideje rovid (130—-135 nap), jol tiiri a hideget, de érzékeny a barnarozsda betegségre. Az
'M 60’ fajtait Magyarorszagon jegyezték be 2002-ben. A ’Balilla’ és a ’H9 muténs’
keresztezésébol szarmazik. Rovid tenyészidejii (128—134 nap), kdzepes hidegtiirésii és ellenall

a barnarozsda betegségnek.

3.2.2 Rizslevéllemez-elhajlasi bioteszt (RLIA)

Az eldkészitett mintak BR tartalmanak meghatarozasahoz Han ¢és munkatarsai (1997)
madszerét vettiik alapul. A kisérletekben hasznalt rizsmagokat eldszor csapvizben aztattuk 48
Oran at (18a. abra), majd 1%-os desztillalt vizes agar feliiletén s6tétben, 30°C-on csiraztattuk.
A 7 napos novények koziil az azonos magassaguakat (kb. 6—8 cm) valogattuk ki. Ezek
hajtascsticsaibol 4 cm hosszu darabokat metszettiink le, amelyek tartalmaztdk a masodik
levéllemezt is. A levagott részeket desztillalt vizben tartottuk 24 6ran at és 30°C-on, majd a
hasonlo elhajlasi szoggel rendelkezdkbdl (kb. 10°-20° ddlésszoggel) véletlenszeriien 10-10
darabot helyeztiink egy 20 mL ismert vagy ismeretlen BR tartalm mintat tartalmazé Petri-
csészébe (18b., 18c. abra). Az inkubacidés idészakot (30°C, sotét, 48 ora) kovetOen
meghataroztuk a méasodik levéllemez és a szar kozotti szoget (o) az ImageJ (Schneider és mtsai,
2012) nyilt forraskoédu szamitogépes szoftver segitségével (18d. abra). A csiraztatds utan
minden miveletet (a mérés kivételével) halvany vords fényben végeztiink, hogy elkertiljiik a

rizslevél nem kivant elhajlasat.
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18. abra A rizslevéllemez-elhajlasi teszt lépései; csirdztatds (a), egyforma elhajlasi szog
kivalasztasa (b), kezelés (C), szogmérés szamitogépes szoftverrel (d) (forrds: sajat)

A kisérletek soran alkalmazott BL koncentraciokat a 19. abran foglaltam dssze.

1l 111. V.
. = e -
- Bioteszt érzékenységének Metanol hatasanak Algatenyészet BR
Rizsfajtak kivalasztasa vizsgdlata vizsgélata g meghatdrozésa
0,1és 1,0 mg L*BL 0,0001, 0,001, 0,01 és 0,1 mg L'* BL 0,001 és 0,01 mg L*BL 0,001, 0,01 és 0,1 mg L'* BL

19. abra A rizslevéllemez-elhajlasi bioteszt kidolgozdsa soran alkalmazott brasszinolid
(BL) koncentraciok

3.2.3 Mintaelokészites
A mintael6készités soran 18 liter Klebsormidium sp. tenyészetet hasznaltunk fel. Centrifugalast
(4500 rpm, 10 perc) kovetden, a kapott feliilliszot eltavolitottuk. Az igy kapott sejttomeget
négyszeres térfogatd, jéghideg, 80%-os metanollal extrahdltuk 5°C-on, egy ¢éjszakdn at. Az
inkubaciot kovetden az extraktumot ismételten centrifugaltuk (4500 rpm, 10 perc), majd az
elvalasztott feliiliszot hiitészekrényben taroltuk. Az extrakcids és centrifugéalasi folyamatot
megismételtilk még egy tovabbi alkalommal.

Az elvalasztott felilluszot EVOLUTE ABN™ (610-0010-H, Biotage, Uppsala,
Svédorszag) szilard fazisu extrakcios (SPE) oszlopon tisztitottuk (20. abra).
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20. abra Szilard fazisu extrakcio lépései

ABN

I

{4) Mosds
{'5) Eldicid

Az igy nyert eluatumot rotacidés vakuumbeparloval (Rotavapor R-114, Biichi Flawil,

Svéjc) szarazra paroltuk, majd végiil vizben oldottuk fel 20 mL végtérfogatig. Az analitikai

mérések elétt a mintdkbdl 3-(danzilamino) fenilborsav (Merck Millipore, USA) segitségével

szarmazékot képeztiink Gamoh és mtsai (1990) protokollja alapjan. A mintael6készités 1épéseit

a21. abra foglalja Gssze.
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21. Abra Az RLIA (rizs levéllemez elhajldsi teszt) és a Klebsormidium tenyészetekkel végzett
brasszinoszteroid-meghatdrozas folyamatdnak vazlatos abrazolasa

3.2.4 UHPLC-MS/MS elemzés

Az UHPLC-MS/MS elemzést nagy felbontasu tomegspektrometriaval végeztiik: Dionex
Ultimate3000 UHPLC rendszerrel (TCC-3000RS oszloptermosztat, HPG-3400RS pumpa,
SRD-3400 olddszertelenitd, WPS-3000TRS automata mintavevd), amely egy Orbitrap Q
Exactive Focus tomegspektrométerhez volt csatlakoztatva, elektrospray ionizacios (ESI)
forrassal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Alkalmazott oszlop: Kinetex C18
oszlop (75 x 3 mm; 2,6 um) (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Eluensek: Eluens A: 0,1%

v/v hangyasav; Eluens B: acetonitril: 0,1% v/v hangyasav (80:20, v/v). Gradiens program: 0,0
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perc: 80% B; 5,0 perc: 100% B (linearis gradiens); 10,0 perc: 100% B (izokratikus). Aramlasi
sebesség: 0,3 m perct. Oszlophdmérséklet: 25°C. Injektalt térfogat: 1,0-10,0 pL. Az ESI forrast
pozitiv médban lizemeltettiik, €s a miikodési paramétereket a beépitett szoftver automatikusan
optimalizalta. Az alkalmazott mikodési paraméterek: permetezéfesziiltség: 3500 V (+);
kapillarishomérséklet: 256°C; védo-, segéd- és tartalék gazok (N2): 47,50, 11,25 és 2,25
onkényes egység, sorrendben. MS/MS (MS2) vizsgalatok: 70 000-es felbontassal, 50 eV
iitk6zési energidval; prekurzor ion: m/z 815, termék ion: 174 (ezen termékion intenzitdsat

hasznaltuk a mennyiségi meghatarozashoz).

3.2.5 Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéseket az R statisztikai szoftver 4.2.1-es verziojaban (R Core Team 2021)
hajtottunk végre a ‘vegan’ csomag (Oksanen és mtsai 2022) hasznalataval. A rizslevél
ddlésének megfigyelt mértékét kéttényezds varianciaanalizissel (multiway ANOVA)
vizsgaltuk annak érdekében, hogy megallapitsuk, az alkalmazott BR koncentraciok és/vagy
rizsfajtak befolyasoljak-e az eredményeket. A fajtak kozotti paronkénti kiilonbségek
Osszehasonlitasahoz Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztunk. A kiilonb6z6 BR koncentraciok
melletti rizslevél dolésszogek kozotti eltérések vizsgalatdira Welch-tesztet végeztiink. A
levéllemez ddlési szogek és a brasszinolid standardok kdzotti kapesolat kimutatasdhoz linedris
regresszios modellt hasznaltunk, melynek értékeléséhez a legfontosabb standard mutatok koziil
az RSE-t (Residual Standard Error — reziduumok szoérasa) és RMSE-t (root mean square error

—négyzetes gyok atlagos hiba) szamoltuk ki.

3.3 Eredmények

3.3.1 Rizsfajta kivalasztasa a rizs levéllemez elhajlasi bioteszthez

A kéttényez6s ANOVA szerint a vizsgalt fajtak rizslevéllemez dolésszogét szignifikansan
befolyasolta a BR tartalom (F érték: 121,194; p < 0,001), valamint a rizsfajta (F érték: 10,326;
p <0,001). Az G6sszes vizsgalt rizsfajta pozitivan reagalt (azaz sokkal nagyobb elhajlasi szoget
mutatott a megfeleld kontrollhoz képest) a BL-kezelésre, bar kiilonbozé mértékben. A
’Koshihikari’, ’M 60> és ’Arsenal’ fajtakra sokkal jobban hatott a kezelés, mint a
‘Hoshinoyume’ fajta esetében (2. tablazat). Mivel a ‘M 60’ fajta mar a Klebsormidium
koncentralt tenyészeteiben varhatd legmagasabb BL szintnél elérte a maximalis lehetséges
ddlésszoget (azaz 180°-ot), ezért ezt a fajtat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. A fennmarado

két fajta koziil a ‘Koshihikari’ sokkal reprodukalhatobb eredményeket adott, és jelentdsen
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magasabb csirazasi hatékonysagot mutatott, mint az ’Arsenal’ fajta. Ezen megfigyelések

alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz a ‘Koshihikari’ rizsfajtat valasztottuk.

2. tablazat A brasszinolidkezelés hatdsa a levéllemez hajlasszogére kiillonbozo rizsfajtak
esetében (atlag és szoras)(n = 8-10). nd = nem meghatarozott

Rizslevéllemez elhajlas (°)

Rizsfajta

J Kontroll 0,1mgL'BL 1,0 mgL"BL
Koshihikari 6616 137+37 144+14
M 60 T1+18 17115 169+10
Arsenal 4248 138+27 13717
Hoshinoyume  43+12 nd. 109420

3.3.2 Az RLIA érzékenységének meghatarozasa

BL kezelés hatasara (22. dbra). Bar mar a 0,0001 mg L™ BL koncentracio is kivaltott bizonyos
hormonalis valaszt (a d6lésszog 7°-kal nétt), a statisztikai elemzés szerint ez a valtozas nem
volt szignifikans (p>0,05). Ezzel szemben 0,001 mg L*-es BL koncentraciotol kezdddéen a
BL jelenléte a teszt soran szignifikdns novekedést idézett el a rizs levéllemezének dolési
szogében (p <0,05). Az RLIA soran alkalmazott 0,001, 0,01 és 0,1 mg L™ BL koncentraciok

rendre 17°, 50° és 78°-o0s novekedést eredményeztek a levéllemez dolési szogében (22. abra).
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22. abra A rizs levéllemez dolési szogenek brasszinolid-koncentracio-fiiggése a
., Koshihikari” rizsfajtabél izolalt mintdkon (n = 9). Osszehasonlitasképpen
feltiintetésre keriilt a kezeletlen kontrollok, valamint az ép Klebsormidium
tenyészettel (Kb) kezelt rizs levéllemezek dblési szoge is. Az oszlopok felett

lathato betiik a Welch-teszt eredményeit jelolik: az azonos betiikkel jelolt
csoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség, mig a kiilonbozo betiikkel jelolt
csoportok szignifikansan eltérnek egymastol

3.3.3 A Klebsormidium BL tartalmanak becslése RLIA segitségével

Ep (azaz nem roncsolt) Klebsormidium sejtek RLIA-ban t6rténd alkalmazasa nem idézett el6
novekedést a rizs levéllemez d6lési szogében, ami arra utal, hogy a Klebsormidium tenyészetek
brasszinoszteroid tartalma f6ként a sejteken beliil helyezkedik el (23. abra). E megfigyelés
alapjan a BR tartalom felszabaditasa érdekében kiilonb6z6 sejtroncsolési €s hormonextrakcids
protokollokat teszteltiink. A kémiai mddszerek koziil a metanolt olddszerként alkalmazd
extrakcid mutatta a legmagasabb latszolagos kivonasi hatékonysagot. Ugyanakkor a BL
standardok és metanol egylittes alkalmazasa kimutatta, hogy ez az olddszer negativ hatassal
van a rizs levéllemez ddlési szogére, amit az adatok értékelésekor figyelembe kell venni. Amint
az a 23. abran lathato, az extrakcidt kdvetden varhatoan jelenlévo 5%-os metanol a kisérletben
atlagosan 34%-0s csokkenést eredményezett a rizslevéllemez dolési szogében (kontroll esetén

p<0,001; 0,001 mg Lt-nél p=0,048; 0,01 mg L1-nél p <0,001).
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23. abra A metanol hatasa a rizs levéllemez dolési szogére. A rizs levéllemez
dolését BL standardok jelenlétében vagy azok nélkiil ideéztiik elé a megadott
koncentraciok mellett, viz (kék) vagy 95%/5% viz—metanol keverék (z6ld)
oldoszer alkalmazasaval. A hibasavok a szordast jelzik (n = 8)

A probléma kikiiszobolésére metanol-viz olddszercserét alkalmaztunk SPE
segitségével. Bar ez a protokoll dsszességében még mindig némi csokkenést eredményezett a
levéllemez dolési szogeében, metanol hianydban a doélés szoge joval magasabb volt, mint
metanol jelenlétében. Ennek megfelelden ezt a megkozelitést (azaz az oldoszercserét)
hasznaltuk fel a Klebsormidium BR tartalmanak becslésére. A mikroalga mintak elokészitését
megelézden elOkisérletben teszteltik a mintaelokészitési modszert BL  standard
felhasznalasaval. Ebben a kisérletben 0,05 mg L végsd koncentraciéju BL-t alkalmaztunk,
amelyet 95% viz és 5% metanol keverékében oldottunk fel. Az oldatot két részre osztottuk: az
els6t kozvetleniil hasznaltuk RLIA-ban, mig a masodikat SPE-eljarassal tisztitottuk. Az igy
kapott eluatumot rotacioés vakuumbeparldval szarazra paroltuk, majd tiszta vizben oldottuk fel,
¢és végiil ezt is RLIA-ban vizsgaltuk. A kétféleképp elokészitett BL standarddal végzett RLIA
mérések kozott nem volt szignifikans kiilonbség a rizslevéllemez ddlési szogében.

A rizslevéllemez ddlési szogének BL koncentraciofiiggését az 24. dbra szemlélteti. Az
adatok szerint a d61ési szog és a BL koncentracioé kozott fél-logaritmikus 0sszefliggés figyelhetd
meg a 0,001-0,1 mg L koncentracié tartomanyban, amely hdrom nagysagrendet fed le. E
hatarérték folott a BL koncentracid ndvelése mar nem eredményezett jelentds hormonalis

valaszt, feltehetden térbeli (szerkezeti) korlatok miatt (figyelembe véve, hogy a maximalisan
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elérhetd dolés 180° lehet). A Klebsormidium tenyészetek BR tartalmanak becslésére valod
alkalmassag meger0sitésére a kovetkezd Iépésben meghataroztuk néhany fiiggetlen
Klebsormidium tenyészet BL-tartalmat tomegspektrometriaval, és az igy nyert adatokat
Osszevetettiik az RLIA-val kapott eredményekkel. A modszer kimutatasi hatara (LOD - Limit
of Detection) 38,9 ng/L, mig a mérési hatara (LOQ - Limit of Quantification) 118,0 ng/L volt.
Az atlagos BL koncentracié a siirti Klebsormidium kivonatokban 14,05 + 1,03 pug L volt (n =
4). Ugyanezen kivonatok RLIA-val vizsgalva 117°+26° atlagos levéllemez-dolési szoget
eredményeztek. Ezeket az értékeket az 24. abran abrazolva jo egyezést mutattak az UHPLC-
MS/MS ¢és az RLIA moédszerrel becsiilt BR-szintek kdzott. A lineéris regresszid pontossaganak
meghatarozasara alkalmazhato diagnosztikai paramétercket tekintve az RSE érték 7,3 volt, azaz
a megfigyelt RLIA értékek atlagosan kortilbeliil 7,3 egységgel térnek el a becsiilt értékektol,
ami 6,8%-os hibaaranynak felel meg. A modell RMSE értéke pedig 19,7 volt (16,8%). Az
alacsony értéke azt jelenti, hogy a modell jobban illeszkedik az adatokhoz és pontosabb

elorejelzéseket ad. Mindkét diagnosztikai paraméter a modell nagyobb pontossagat jelzik.
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7.

standardok (kék pontok, n = 8) és Klebsormidium kivonatok (z6ld négyzet, n =
4) jelenlétében (atlag és szoras). A Klebsormidium kivonatok esetében az x
iranyu hibasavok a jelolés méretén beliil maradnak
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3.4 Diszkusszio

Az RLIA az egyik leggyakrabban alkalmazott bioteszt a ndvényi anyagok és kivonatok
biologiailag aktiv, teljes BR tartalmanak becslésére, vagy egyszeriien annak vizsgalatara, hogy
biologiai mintakban a BR-ek egy bizonyos kiiszobérték felett jelen vannak-e vagy sem. Példaul
ilyen vizsgalatokat alkalmaztak a lebegé makroalga Hydrodictyon reticulatum (Y okota és mtsai
1987), napraforgé (Helianthus annuus, Takatsuto és mtsai 1989) és erdeifeny6 (Pinus sylvestris
(Kim és mtsai 1990) kivonatok biologiai aktivitdsanak tesztelésére. Annak ellenére, hogy az
RLIA szamos potencialis elénnyel rendelkezik, eddig még nem hasznaltak a BR tartalom
becslésére vagy meghatarozasara mikroalga tenyészetekben. Napjainkban ezeket foképpen
UHPLC-MS/MS eljarés €s az izotophigitasi modszer kombinaciojaval végzik (Stirk és mtsai
2014, 2018). Bar ez a modszer nagy pontossaggal szolgaltat kvantitativ adatokat, szamos
korlatja is van, példaul drdga miiszerparkot és vegyszereket igényel, valamint a modszer
hasznalatdhoz magasan képzett szakemberekre van sziikség. Az éltalunk kidolgozott modszer
egy olcsd és egyszerli alternativat kindl a BR-meghatdrozasra mikroalga tenyészetekbol.
Tudomasunk szerint ez volt az els6 probalkozas arra, hogy RLIA-t hasznaljak mikroalgdk BR
tartalmanak vizsgalatara.

Munkank egyik alapvetd része egy megfeleld rizsfajta kivalasztasa volt az RLIA-hoz.
Az alkalmas fajta kivalasztasanak fobb kritériumai a kovetkezok voltak: (1) hatékony
novekedeés a kozép-eurdpai €ghajlati viszonyok kozott, lehetdleg széles korben termesztett €s
konnyen hozzaférhetd fajta, (2) jo csirdzasi hatékonysag laboratoriumi koriilmények kozott,
valamint (3) jol reprodukélhatdé RLIA-valasz egy széles, bioldgiailag relevans BR-
koncentracios tartomanyban. E vizsgéalatokhoz BL standardot hasznaltunk, mivel relativ
érzékenysége Otszorose a masodik legaktivabb BR-nek, a kasztaszteronnak RLIA-ban (Fujioka
¢s mtsai 1995). A négy vizsgalt rizsfajta koziil a *Koshihikari fajta’ felelt meg leginkabb
ezeknek a kritériumoknak, mivel adaxialis sejtjei jobban megnytlnak a vegetativ fejlédés soran,
mint a levél fonakjan taladlhato sejtek, ezaltal sokkal nagyobb elhajlast tapasztalhatunk, mint
példaul a Japanban széles korben alkalmazott *Takanari’ fajtanal (San és mtsai 2018). Ez a
rizsfajta log-linedris valaszt mutatott RLIA-ban a 0,001-0,1 mg L* BL-koncentracios
tartomanyban. Ez a tartomany tokéletesen atfedésben van a mikroalga kivonatokban mért BR-
tartalommal (Stirk és mtsai 2013a).

A mikroalgak vastag sejtfala jelentdsen megneheziti a sejtek feltarasat és ezzel egyiitt a
sejten beliilli BR tartalom kinyerését, igy a RLIA alkalmazasat. Szamos hagyomanyos

sejtroncsold modszert kiprobaltunk, azonban egyik sem bizonyult sikeresnek. Alternativ
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megoldasként a mechanikai sejtrombolé moddszerek helyett megkiséreltiik szerves
oldészerekkel kivonni a szteroid hormonokat a Klebsormidium sejtekbdl, amely megkozelités
altalanosan alkalmazott hidrofob biomolekuldk feltarasakor. A tesztelt szerves oldoszerek
koziil a metanol bizonyult a leghatékonyabbnak a BR-ek kivondsdban, azonban egyuttal
jelentds mértékben csokkentette a rizslevéllemez elhajlasi szogét is. Ezt a problémat a metanol-
viz olddszercsere alkalmazéaséaval sikertilt kikiiszobolntink, amelyet SPE segitségével hajtottunk
veégre.

Lényeges szempont volt a moddszer alkalmazhatosdganak validalasa, ezért a
Klebsormidium tenyészetek BR tartalmat RLIA és UHPLC-MS/MS modszerekkel is
vizsgaltuk. Ellentétben a BL standarddal végzett kisérletekkel, amelyek koncentracidja nagyon
sz€les tartomanyban valtoztathatd (tobb nagysagrend), a vizsgalt mikroalga BR tartalma egy
szlikebb tartomanyban helyezkedett el. Az analitikailag meghatarozott 4tlagkoncentracié a
kivonatokban (900-szoros koncentralds mellett) 14,05+ 1,03 ug L™* BL volt, amely 117° +26°
rizslevéllemez elhajlasi szognek felelt meg RLIA alkalmazasaval (24. ébra). Ez utobbi
8,46+1,88 pug L' BlL-nek felel meg, azonban a két koncentracio kozotti kiilonbség
statisztikailag nem szignifikans. Ezek a BL-koncentraciok a Klebsormidium tenyészetekben
15,60+ 1,14 és 9,40+£2,09 ng L BL koncentracionak felelnek meg. Az UHPLC-MS/MS
(amely szelektiv a BL-re) és az RLIA (amely minden hormonalisan aktiv anyagra érzékeny)
altal meghatarozott sejten beliili BL-koncentraciok kozotti statisztikailag nem szignifikans
eltérés megerésiti a BL magas relativ mennyiségét a Klebsormidium kivonatokban, valamint
annak erés hormonalis aktivitasat (Stirk és mtsai 2013a, Fujioka és mtsai 1995). Ezzel szemben
az 1s kimutattuk, hogy a kivonatokban jelen 1év0 egyéb hormondlisan aktiv anyagok
hozzajarulasa a rizslevéllemez d6lési szogéhez csekély mértékii volt. A vizsgalt Klebsormidium
torzs becsiilt BL-szintjei jelent6sen alacsonyabbak voltak, mint a Klebsormidium flaccidum
esetében korabban kozolt koncentraciok (Stirk 2013a). Az eltérd torzsek kozotti BL-szintek
kiilonbségének okanak feltarasa, valamint a Klebsormidium tenyésztésének optimalizalasa
példaul biotechnologiai célokra nem tartozott a dolgozat céljai k6z¢. Mindazonaltal az RLIA
széles koncentracio-tartomanyban valé alkalmazhatdsaga lehetdvé tette a BR-szint becslését
még a vizsgalt, viszonylag alacsony BR-tartalmu torzsben is. Emlitésre méltd, hogy a
kidolgozott modszerrel lehetéség nyilik a magas BR-tartalmi mikroalga torzseket
kivalasztasara.

Természetesen, mint minden mddszernek, a javasolt modszernek is vannak korlatai,
amelyek kozé tartozik — amint azt fentebb bemutattuk —, hogy (1) az RLIA nem képes a BR-

koncentraciét akkora pontossdggal meghatarozni, mint az analitikai modszerek, (2)
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vitathatatlanul 1iddigényesebb, és (3) nem tudja elkiiloniteni a kiilonb6z6 RLIA-aktiv
vegyiileteket. Ez utébbi nemcsak a BR-ekre (példaul BL, CS stb.) érvényes, hanem az
auxinokra is [példdul indol-3-ecetsav (IAA)]. Az TAA szintén képes bizonyos mértékii
rizslevél-elhajlast kivaltani, azonban a vizsgalt BR koncentracid-tartomanyban az IAA RLIA-
ra gyakorolt hatésa elhanyagolhato (Wada és mtsai 1984; Han és mtsai 1997). Osszességében
a felsorolt negativumokat jol ellensulyozzék a mddszer elény0s tulajdonsagai, mint példaul az
alacsony koltség, az egyszerliség és az alacsony infrastrukturdlis igény, amelyek elérhetdvé

teszik az algaalapti mezOdgazdasagi termékek fejlesztését szélesebb rétegek szdmara is.
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4. Alga-dominalt biolégiai talajkéreg hatasa a talajra

4.1 Bevezetés

A talajerdzio jelen korunk egyik legsulyosabb kornyezeti problémaéja, ui. jelentdsen rontja a
termdfoldek produktivitasat (Pimentel 2006). Az erozidval érintett teriiletek globalis kiterjedése
meghaladja a 3,4 millié km?-t, ami 33,7 millié tonnas, azaz a globalis mezdgazdasagi termelés
0,41%-anak megfeleld veszteséget jelent (Sartori €s mtsai 2019).

A kiilonbozoé éghajlati és gazdasagi forgatokonyvek kombinacioi (SSPs, Shared
Socioeconomic Pathways) 2070-ig 30%-t6l akar 66%-ig terjedd atlagos talajer6zio novekedést
josolnak vilagszinten (25. abra), ami mennyiségileg 56,1 Pg/év, 64,8 Pg/év és 71,6 Pg/év
érteknek felel meg az SSP1-RCP2.6, SSP2-RCP4.5 és SSP5-RCPS8.5 forgatokdnyvekben
(Borrelli és mtsai 2020).

Talajer6zi6 valtozasa 2015 és 2070 kbzt (%, RCP 2.6)

(+) >10 5-10 25-5 05-25 *05 05-25 25-5 5-10 <10 ()

S S

Talajerézié valtozasa 2015 és 2070 kozt (%, RCP 4.5) Talajer6zié valtozasa 2015 és 2070 kozt (%, RCP 8.5)
+) >10 5-10 25-5 05-25 +05 05-25 25-5 5-10 <10 () (+) >10 5-10 25-5 05-25 05 05-25 25-5 5-10 <10 (=)

25. abra A talajerozio mértékének valtozasa 2015 és 2070 kozott. (A) a talajerozios ratakat
mutatja be, hét osztalyba sorolva az Europai Talajiigyi Hivatal (European Soil Bureau)
besorolasa alapjan. A B-D abrak a 2015 és 2070 kozotti éves atlagos talajerozio valtozasait
szemléltetik kiilonbozo forgatokonyvek esetén. (Forras: Borrelli és mtsai 2020)

A legrosszabb esetet feltételezd forgatokonyvben az erdzidhoz kothetd mezdgazdasagi
termeléskiesés 2070-re globalisan akéar 352 milli6 tonnat is elérhet (Sartori és mtsai 2024). Ezek

az eldrejelzések jelentds mértékben fliggnek az éghajlati valtozasoktol, a tdrsadalmi-gazdasagi
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fejlodéstol, az agrar-, és kornyezetpolitikai intézkedésektol, a foldhasznalattol és a termeldk
altal alkalmazott miivelési gyakorlatoktol (pl. vetésforgd, agrotechnikai megoldasok). A
termdtalajok pusztulasa mellett az egyre novekvo terméshozam-ingadozas tovabbi terheket rd
a mezdgazdasagra (Huzsvai és mtsai 2024). Magyarorszagon a sz¢€l-, €és vizer6zid 2,3 millio

hektarnyi teriiletet érint, ami megkozelitdleg hazank teriiletének negyedét teszi ki (26. abra).

Erodalt talajok teriileti elhelyezkedése
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26. abra Magyarorszagi erodalt talajok térképe (Forras: https://portal.nebih.gov.hu)

Ugyanakkor szerencsére szamos stratégia l1étezik az er6zids veszteségek csokkentésére,
ilyen példaul az 6kologiai gazdalkodas, a talaymiivelés elhagyasa (no-till), és a takarondvények
alkalmazasa. Emellett igéretes megoldas a lejtds teriileteken bioldgiai talajkéreg 1étrehozésa is,
amely hozzajarulhat a talajpusztulds mérsékléséhez (Belnap és mtsai 2016).

A BSC-hez kotheté mechanizmusok széles skaldja képes csokkenteni a talaj er6zidval
szembeni kitettségét. A talajkéreg kialakuldsa stabilizalja az egyes talajrészecskéket; ebben
kulcsszerepet jatszanak a fonalas cianobaktériumok, mikroalgak és gombak altal kivalasztott
extracellularis polimer anyagok (extracellular polymeric substances - EPS) (Lu és mtsai 2022).
Az er6zidesokkentd hatasukon kiviil szamos hasznos 6kologiai funkcioval rendelkeznek ezek

a talajkérgek (Belnap ¢és Biidel 2016; Adessi és mtsai 2018; Roman ¢és mtsai 2018; Rodriguez-
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Caballero ¢s mtsai 2018; Sodaeizadeh €s mtsai 2025): a benne €16 cianobaktériumok képesek a
1égkori N2 megkdtésére, tamogatjak a mikroorganizmusok elszaporodasat, eldémozditjak azok
kozotti informacidcserét, kedvezden befolyasoljak a talajszerkezetet, hozzéjarulnak a talaj
vizmegtartd képességének ndveléséhez., valamint ndvelik a talaj tdpanyagtartalmat. Eddig
elsdsorban a cianobaktériumok hatasait vizsgaltdk ebben a témakorben (Kheirfam és mtsai
2017, 2020; Sadeghi és mtsai 2020a, b), mig a zoldalgék er6zidecsdkkentd hatasairdl mindmaig
csak igen korlatozott informacio all rendelkezésre (Metting és Rayburn 1983; Metting 1987;
Lichner és mtsai 2013; Zhang és Koehler 2022).

Szamos vizsgalat elemezte a BSC-k hatasat kiillonbozo talajtipusokon; ezek koziil
kiemelkedik a Soil Crust International Project (SCIN), amely Németorszag, Svédorszag,
Ausztria és Spanyolorszag természetes ¢s félig természetes éldhelyein tanulmanyozta a
talajkérgek eléfordulasat és mitkodését (Biidel és mtsai 2014). Emellett sok egyéb kutatas
foglalkozott a BSC-k szerepével sivatagi és mas extrém ¢l6helyeken (Smith és mtsai 2004;
Chamizo és mtsai 2012; Fischer és mtsai 2013; Colica és mtsai 2014; Gao és mtsai 2017;
Kheirfam és Asadzadeh 2020). A mezdgazdasagi teriileteken taldlhaté BSC-k jelenlétének
kiilonb6z6 talajtani jellemzékre gyakorolt hatasait szintén vizsgaltak (Simansky és mtsai 2014);
ezek a kutatasok azonban kizarolag természetes BSC-kel foglalkoztak.

A BSC-k kialakulasa a természetben lassan valdsul meg, tobb évig vagy akar évtizedig
is eltarthat (Campbell és mtsai 1989), azonban kiilonb6zé mikroorganizmusok oltasaval fel
lehet gyorsitani ezt a folyamatot (Liu és mtsai 2008; Hu €s mtsai 2012; Lan és mtsai 2014;
Mengual és mtsai 2014; Lababpour 2016). Bar tobb tanulmany is foglalkozott mesterséges
BSC-k hatéasaival, ezek dontd tobbsége sivatagi teriiletekre (Tang €s mtsai 2007; Liu és mtsai
2008; Wang ¢és mtsai 2009; Rao ¢és mtsai 2009; Bu és mtsai 2013; Wu és mtsai 2013), erdei
talajokra (Eldridge és Leys 2003), vagy mesterséges laboratoriumi kornyezetre (Lichner és
mtsai 2013; Xiao ¢és mtsai 2015) korlatozodott. A mesterséges talajkéreg-képzddés
mezOgazdasagi teriileteken jelentkezd hatasairol — példaul a talajerdzid, porustérfogat, vagy a
talaymikrobiom 0Osszetétel vonatkozasdban — jelenleg még nem all rendelkezésre elegendd
tudomanyos ismeret.

A zbldalgak csoportjan beliil a Klebsormidium nemzetség szarazfoldi képviseléi a BSC-
k leggyakoribb alkotoi koz¢é tartoznak (Smith és mtsai 2004; Kitzing és Karsten 2015; Belnap
¢s mtsai 2016). A nemzetség tagjai képesek hosszan tartd szaraz peridodusokat tulélni, majd a
nedvesebb id0szakokban ismét rehidratalddni és szaporodni (Karsten és mtsai 2010; Karsten €s

Holzinger 2012).
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Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy egy Klebsormidium fajjal térténd talajoltas
milyen hatdsokat képes kifejteni a talajra lejtés mezdgazdasagi teriileten, azaz
1) Képes lesz-¢ az alkalmazott torzs biologiai talajkéreg kialakitasara?
2) Hogyan befolyasolja a kialakulo BSC a talajnedvességet és porozitast?
3) Befolyasolja-e az algaoltas az erdzios veszteségeket mesterséges esbztetéses

szimuldcio soran?

4.2 Anyagok és médszerek

4.2.1 Vizsgalati teriilet és kisérleti beallitas

A vizsgalati teriilet Délnyugat-Magyarorszagon taldlhaté, dombvidéki kornyezetben, a
Balatontél 12 km-re nyugatra, Esztergalyhorvati kozség kozelében (46°40°55” E, 17°06°20” K,
133 m tszf.). A kutatési teriilet éghajlata meleg nyard, nedves kontinentalis (Rubel és mtsai
2017), a hosszu tavu évi kozéphémérséklete 11 °C, az éves csapadékmennyisége 700 mm
(Hajosy és mtsai 1975). A vizsgalt évben (2020) ezek az értékek 11,5 °C, illetve 615 mm voltak.
Az év korai vegetacios id6szaka szaraz volt (aprilisban és majusban 26 mm, illetve 55 mm
csapadék hullott), ezt kovetden azonban kifejezetten csapadékos volt az iddjaréas (juniusban 116
mm, juliusban 175 mm). A kisérleti teriilet lejtése 4—5% kozott valtozott (3. tablazat). A teriilet
alapkbézete a 10sz, a talaj pedig gyengén erodalt, valyog mechanikai &sszetételd,
agyagbemosodasos barna erddtalaj [Haplic Luvisol (Loamic, Humic); IUSS Working Group
(2022)]. A lejtok konvex fels6 részén alacsonyabb szervesanyag-tartalom, mig az also részeken
a felhalmozodott tiledék miatt kissé mélyebb talajprofil volt jellemzd.

A 0,5 hektéros kisérleti tertiletet két részre osztottuk: €szaki €s déli parcellara. Az oltott
(északi) teriilet sz€lességét az algas oltasra hasznalt 18 méter munkaszélességli permetezd
hatarozta meg (24 kukoricasor), hossza pedig 270 méter volt. A kontroll (kezeletlen) teriilet
ugyanekkora méretli volt, és kdzvetleniil az északi parcellatol délre helyezkedett el (27. abra).

A vizsgalt parcellarészek kijeldlése soran elsddleges szempont volt a teriiletek homogenitasa.
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27. abra A vizsgdlati helyszinek légifotoja (Forrds: HUN-REN CSFKI)

A teriiletet 2010-ig évtizedeken at hagyomanyosan miivelték. 2010 6ta forgatas nélkiili
miivelést alkalmaztak. A repce betakaritasa utan, 2019 6szén kozépmély lazitast végeztek, amit
2020 tavaszan magagykészités kovetett. A kukoricat aprilis 21-én vetették (Pioneer 9718E
WAXY fajta). A ndvényvédelmi kezelések sordn a teriiletet dprilis 23-4n glifozattal (4 L ha™)
permetezték. Az algatenyészet sejtszama: 1,7 x 108 sejt mL 2 volt, amit 10 L ha™ d6zisban majus
11-én juttattak ki. (28. abra).

28. abra (a) Glifozatos kezelés ket nappal vetés utan (aprilis 23.), illetve (b) az

algakeszitmeny kijuttatasa majus 11-én a sorolo kukoricaban (forras: HUN-REN
CSFKI)

A kisérlet eleje (aprilis-majus) igen szaraz volt, mig a juniusi és juliusi iddjaras
csapadékos volt (4. melléklet). A vizsgalatot megeldzé napokban csapadék nem esett, a felszin

igen szaraz volt. Jellemzd volt a felszini 1 cm-nél kisebb repedések jelenléte.
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4.2.2 Klebsormidium tenyészetek visszaizoldlasa talajmintdakbol

Talajmintakat gyiijtottiink a vizsgalati teriiletr6l 4,5 honappal a kijuttatast kovetdéen. A
talaymintakat a kezelt és a kontroll parcellak felsé 1-2 cm-es rétegébdl vettiik (mindkét esetben
n = 20). A mintavétel az adott teriileteken ,, X” alakban tortént. A laboratéoriumban 1 g
talajmintat 10 mL steril BBM taptalajt tartalmazé kémcsébe helyeztiink, majd a mintakat 2
héten keresztiil 20°C-on inkubaltuk fehér fény alatt, 35 pmol foton m2 s™' fényintenzitas
mellett, amelyet 36 W-os Polylux fénycsovek biztositottak. Két hét elteltével a mintakat
fénymikroszkoppal vizsgaltuk (B-510PH, OPTIKA, Olaszorszag), hogy megallapitsuk a
Klebsormidium jelenlétét vagy hianyat. Az eredményeket Gsszesitettiik, majd meghataroztuk,
hogy a kezelt és a kontroll teriiletekrdl szarmazé mintadk hany szidzalékaban volt kimutathatd

Klebsormidium.

4.2.3 Kozosségi DNS izoldlasa, amplifikdlasa és szekvenalasa

A begylijtott talajmintdkbol meghataroztuk a mikrobidlis kozosséget molekularis modszerekkel
is. Ehhez a teljes genom DNS-t DNeasy PowerSoil Pro Kit-tel (Qiagen) izolaltuk a gyartd
utasitasait kvetve, azzal a kivétellel, hogy a sejtek feltarasa 2 percig, 30 Hz rezgési frekvencian
Mixer Mill MM301 késziilékkel (Retsch, Németorszag) tortént. Az izolalt DNS-t —20°C-on
fagyasztva taroltuk tovabbi feldolgozésig.

A  mintdk mikrobidlis kozosségeinek vizsgalatdhoz I[llumina-alapti amplicon
szekvenalast végeztiink, a pro- €s eukaridtak kis alegységii riboszomalis RNS génjeit (16S és
18S) célozva. A taxondémiai markergének PCR-amplifikdlasat CS1/CS2 szekvendlasi
adaptereket tartalmazo fuzios primerekkel végeztiik. A prokaridtak esetében a 16S rRNS gén
amplifikalasahoz az alabbi célspecifikus primereket hasznaltuk: Bacteria esetén B341F (5°-
CCT ACG GGN GGC WGC AG -3’; Herlemann ¢és mtsai 2011) és 805NR (5’- GAC TAC
NVG GGT ATC TAA TCC -3’; Apprill és mtsai 2015), mig Archaea esetén PARCHS519F (5°-
CAG CMG CCG CGG TAA -37; Teske és Serensen 2008) és Arch855R (5°- TCC CCC GCC
AAT TCC TTT AA -3’; Yoshida és mtsai 2005). A PCR-t hdrom parhuzamos reakcidban
végeztilk, mindegyik 20 pL végsd térfogatban. A reakcioelegy Osszetevoi: 1x Phusion HF
puffer (Thermo), 0,2 mM dNTP (Thermo), 0,4 ug pL* Bovine Serum Albumin (Fermentas),
0,4 U Phusion High-Fidelity DNS-polimeraz (Thermo), valamint 0,325 pM minden egyes
primerbdl. Az eukariotak 18S rRNS génjének amplifikalasahoz a 574*f (5°- CGG TAA YTC
CAGCTC YV -3")¢és 1132r(5°’-CCG TCA ATT HCT TYA ART -3’) primereket (Hugerth és
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mtsai 2014) hasznaltuk a fenti modon, harom parhuzamos reakcioban. A kovetkezo
héprofilokkal dolgoztunk:

e Bacteria esetében: kezdeti denaturacié 98°C-on 5 percig, majd 25 ciklus (denaturaciod
95°C-on 30 s, annealing 55°C-on 30 s, elongacido 72°C-on 1 perc), végil végso
elongacio 72°C-on 10 perc.

e Archaea esetében: kezdeti denaturacidé 98°C-on 5 percig, 28 ciklus (denaturacié 95°C-
on 30 s, annealing 60°C-on 30 s, elongacid 72°C-on 30 s), végiil végso elongacid 72°C-
on 10 perc.

e Fukaridtak esetében: kezdeti denaturacio 98°C-on 5 percig, 28 ciklus (denaturacid
95°C-on 30 s, annealing 51°C-on 30 s, elongacié 72°C-on 1 perc), végil végso

elongacié 72°C-on 10 perc.

A PCR-termékeket agaroz gélelektroforézissel ellendriztilk, majd a parhuzamos
reakciokat 6sszevonva mennyiségiiket Qubit dsDNA HS teszttel (Invitrogen) hataroztuk meg.

A DNS-szekvenélasra a Michigani Allami Egyetem Genomics Core Facility RTSF
laboratoriumaban (USA) keriilt sor. A termékekhez Illumina-kompatibilis Kkiterjesztett
adaptereket illesztettiink egy masodik PCR-rel, majd SequalPrep DNS Normalization lemezek
(Invitrogen) segitségével normalizaltuk azokat. Az egyesitett minték tisztitasa és koncentralasa
MinElute purifikdcios oszlopokkal (Qiagen) tortént, amit Qubit dsDNA HS, Agilent 4200
TapeStation HS DNA1000 és Illumina Library Quantification qPCR vizsgéalatokkal (Kapa
Biosystems) torténé mindségellenérzés és kvantifikalas kovetett. A szekvenalast 2x250 bp
paros végli formatumban végezték MiSeq v2 500 ciklusos reagenskészlettel, szabvanyos MiSeq
v2 flow cellan (Illumina). A sziikséges egyedi szekvenald és index primereket a reagens kazetta
megfeleld katjaiba adagoltdk. A bazislehivast az [llumina Real Time Analysis (RTA) v1.18.54
szoftver végezte, az eredményt pedig Illumina Bcl2fastq v2.20.0-val alakitottdk FastQ
formatumbea.

A szekvenciaelemzést a mothur v1.44.3 szoftverrel (Schloss és mtsai 2009) végeztiik a
MiSeq SOP protokoll alapjan (Kozich és mtsai 2013, letdltve: 2022. januar 17.), a
,make.contigs” parancsban a deltaq értékét 10-re allitva. A primer szekvencidkat és az egyedi
(singleton) olvasatokat a Kunin és mtsai (2010) szerint eltavolitottuk. A denoizalas a mothur
pre.cluster parancsaval tortént, az alapértelmezett algoritmust €s az ajanlott 4 bp kiilonbségi
kiiszobot alkalmazva. A kimérdk az integralt VSEARCH segitségével lettek azonositva és
eltavolitva. Az olvasatok illesztése és taxonémiai besorolasa az ARB-SILVA SSU Ref NR 138

referencia-adatbazissal (Quast és mtsai 2012) tortént, minimum 80-as bootstrap értéket
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hasznalva prokariotak esetében, mig eukariotakhoz a PR2 v4.10 referencia-adatbazist (Guillou
¢és mtsai 2013) hasznaltuk. Azokat az olvasatokat, amelyek nem a primer-specifikus taxondmiai
csoportokhoz tartoztak, eltavolitottuk. Operativ taxonomiai egységeket (OTU-kat) 97%-0s

hasonlosagi kiiszobérték alapjan hatdroztunk meg.

4.2.4 Mesterséges esoztetés és talajvizsgalatok

A helyszini beszivargést és erozidérzékenységet egy Meersmans-féle csapadékszimulatorral
mértiik, amelyet a Leuveni Katolikus Egyetemen fejlesztettek (29. abra). A berendezés a
természetes csapadék hatdsainak modellezésére szolgal, kontrollalt kisérleti koriilményeket
teremtve. Ezaltal lehetové valik az esdztetés soran keletkezd lefolyd viz és erodalt talaj
mennyiségének mérése, valamint a talajba beszivargo viz aranyanak pontos meghatarozasa. A
szimulacidés méréseket kezelésenként négy ismétlésben végeztiik. A vizsgalatokhoz Lechler
460.788 tipust teljes kupos fuvokat hasznaltunk, amely 0,4 bar nyoméason 40 mm h™
csapadékintenzitast biztosit, egyenletes eloszlasban. A képzddd cseppspektrum kinetikus
energidja megfelelt az azonos intenzitast természetes csapadéknak (Salles és mtsai 1999). A
favoka harom méterrel a vizsgalt 0,5 m*-es parcellak folott helyezkedett el. A parcellak koré
milanyag edényeket helyeztiink a homogenitds és a felszint elérd valos csapadékintenzitas
meghatarozasdhoz (Centeri és mtsai 2011). Az elfoly6 viz és a talajveszteség mennyiségét
folyamatosan gytjtottilk. Az allandosult végsd beszivargast az id6vel csokkend beszivargas
alapjan, allandd csapadékintenzitds mellett szamitottuk (Jakab és mtsai 2017, 2019). A
csapadék utdn kialakult kéreg szerkezetét vékonycsiszolatokon keresztiil, pasztazod

elektronmikroszkdppal vizsgaltuk (Jakab és mtsai 2013).

V4

29. abra Meermans esdszimulator esoztetés kozben oldalrol (a), és feliilrél (b) (Forrds:
sajdt forras)
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A differencialt talajporozitas méréséhez a mintavételezést 100 cm3-es rézhengerrel
végeztik. Kezelésenként tizenkét bolygatatlan mintat vettiink a 0-6 cm-es rétegbdl. A
viztartalmat kiilonbozo (telitett, szant6foldi vizkapacitasa és 105°C-on szaritott) nedvességi
allapotban mért tomegek alapjan hataroztuk meg (Rowell, 2014). A tomegek kozotti
kiilonbségek kozvetleniil tiikrozik a kiilonb6zoé poérusméreteket térfogatszazalékban, mig a
Szaraz tomeg a térfogatsiriiséget adja meg.

A vizallo aggregatumok (WSA) aranyat Eijkelkamp féle nedves szitaval hatdroztuk meg
a 250 um< méretli aggregatumok aranyanak mérésével (Kemper és Koch, 1966). Kezelésenként
tizenkét mintat gyljtottiink a felszinrél (0—10 cm). A vizsgalathoz a levegdn szaritott mintakbol

1-2 mm-es frakciot valasztottunk ki (Retsch AS200, Németorszag).

4.2.5 Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéseket az R statisztikai szoftverrel végeztiink (4.4.3-as verzid, R Core Team,
2024) a ‘vegan’ (Oksanen €s mtsai 2025), ‘ggplot2’ (Wickham, 2016) és ‘circlize’ (Gu és mtsai
2014) csomagok felhasznalasaval.

A kisérlet soran alkalmazott algaoltas sikerességét Fisher teszttel vizsgalatuk. Egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 6ssze a kontroll és az algaval kezelt mintak
szekvenalas eredményeibdl szamolt kozosségi jellemzoit (fajgazdagsag és Shannon-Wiener
diverzitas). ADONIS2 elemzéseket végeztiink annak vizsgalatara, hogy az algéaval kezelt és a
kontroll teriiletek talaj kozosségi 6sszetétele (pro- és eukariotak esetében) szignifikansan eltéré-
e. Az elemzés sordn 999 permutacidt alkalmaztunk. SIMPER tesztet hasznaltuk azoknak a
taxondmiai csoportoknak az azonositasara, amelyek a hozzéjarultak hozza a kontroll és a kezelt
mintak kozotti  szignifikdns  kiilonbségekhez. Egyutas varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk az algakezelések talajparaméterekre gyakorolt hatasanak vizsgalatara, amit GLM
(Generalized linear model) modell segitségével ellendriztiik. Redundanciaanalizist (RDA)
alkalmaztuk annak értékelésére, hogy a talajvaltozok és a kozosségosszetétel kozott milyen
kapcsolat all fenn, kiilonos tekintettel azokra a taxondomiai egységekre, amelyek pozitiv
Osszefliggést mutatnak a kezeléssel. Az RDA-ban szerepld egyes kényszertényezdk

szignifikanciajat szintén ANOV A-val vizsgaltuk, 999 permutéaci6 alkalmazasaval.

4.3 Eredmények

4.3.1 Az algaoltas sikerességének vizsgalata
Az Ujraizolalas soran a kontroll teriiletrél szarmaz6 mintak kozil csak 20-bol 2-ben (10%)

talaltunk Klebsormidium-szerti morfologiat, mig az algaval oltott teriileten ez az arany 20-bol
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13 minta volt, ami 65%-os el6fordulast jelent (p=0,005). Ez utdbbi esetben, a mintavétel
iddpontjaban a talajfelszin jelentds részét mar ujonnan kialakult biologiai talajkéreg boritotta

(30. abra).

30. abra Klebsormidium alkotta biologiai talajkéreg a kezelt talajfelszinen (forrds:
sajat)
Az Illumina amplicon szekvenalds alapjan a mintdkban mindharom orszag - Bacteria,
Archaea és Eukaryota — képviseldi jelen voltak. A kdzosséget jellemzd metrikakat tekintve az
algaval tortént kezelés nem gyakorolt szignifikans hatdst a Bacteria, Archaea és Eukaryota

fajgazdagsagara ¢s diverzitasara (3. tablazat).
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3. tablazat A mikrobidlis kozosség kiillonbozd paramétereit [llumina amplikon szekvenalassal
hataroztuk meg a kontroll- és a kezelt teriiletrdl szarmazo talajmintdk alapjan. A fajgazdagsag
¢s a Shannon—Wiener diverzitds esetében a 95%-os konfidenciaintervallumok zar6jelben
szerepelnek

Kontroll Kezelt ANOVA
Fertek  p érték
Bacteria
O'svzzslfl:’k 13 957 18 062
Lefedettség 0,993 0,989
Fajszam 1064 (1050-1184) 1034 (1008-1069) 0455 0,455
Diverzitas 5,65 (5,62-5,68) 5,45 (5,42-5,48) 2,574 0,140
Archaea
O'svzzsé‘l?k 485 346
Lefedettség 0,995 0,997
Fajszam 28 (25-34) 30 (29-34) 0145 0,712
Diverzitas 1,66 (1,56-1,78) 1,79 (1,67-1,92) 2,864 0,121
Eukaryota
O'svzj,lsé‘l?k 10 499 10 494
Lefedettség 0,998 0,997
Fajszam 379 (374-390) 357 (351-369) 1,353 0,271
Diverzitas 4,14 (4,11-4,18) 3,94 (3,90-3,98) 1,800 0,210

A kozOsség Osszetételét tekintve azonban szignifikans kiilonbségek mutatkoztak a
kontroll és a kezelt mintdk k6zott (ADONIS2, p =0,004). A SIMPER teszt alapjan 6sszesen 22
torzs esetében mutatkozott eltérés (11. abra, 4a. és 4b. melléklet). A fébb baktérium torzsek,
um. az Actinobacteriota (az Osszes baktérium 33,9%-os atlagos relativ abundanciajaval) és a
Proteobacteria (25,9%) relativ aranyaban nem volt kimutathat6 szignifikans eltérés ellentétben
néhany kisebb abundancidju (0,5% és 5% kozotti atlagos relativ gyakorisag) baktérium torzzsel
(p¢ldaul a Chloroflexi, Myxococcota, Planctomycetota és Verrucomicrobiota torzsek esetében
(31a. 4bra). A legtobb esetben a kezelés hatasara csokkentek a torzsek abundanciai, ami aldl
csupan a Desulfobacterota és az osztalyozatlan baktériumok képeztek kivételt, amelyek
mennyiségére pozitivan hatott az algakezelés. Az eukaridtékat tekintve, azon divizidk koziil,
amelyek legalabb 1%-os 4tlagos relativ abundanciaval rendelkeztek, egyediil a Streptophyta
mutatott szignifikdns pozitiv Gsszefliggést a kezeléssel (31b. abra). A vizsgalt mintdkban a

Streptophyta tagjai kizarolag a Klebsormidiophyceae csaladba tartoztak, azonban nemzetség
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szintli azonositasuk sajnos nem volt lehetséges, feltehetden a referencia-szekvencidk hianyos
adatbazisban valo reprezenticidja miatt. Osszességében az oltas sikerét az is megerdsiti, hogy
a Klebsormidiophyceae relativ abundanciaja szignifikansan magasabb volt a kezelt teriileten

(2,87-12,21%), mint a kontroll teriileten (0,43-0,57%) (p < 0,001).
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31. abra A baktériumok (a) és az eukariotak (b) kozosségi osszetételeben mutatkozo
szignifikans kiilonbségek. A csomopontok a taxonomiai egységeket és az alkalmazott
kezeléseket jelolik. A szalagok szélessége a taxonomiai egységek atlagos relativ
abundanciajanak aranyat mutatja a kontroll (barna) és a kezelt (z61d) mintak kozott.
A baktériumok esetében a torzs-, mig az eukariotak esetében az osztaly (divizio)
szintii egységek szerepelnek.
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A vizsgalati teriiletet tomorodott, erodalt, megrepedezett talaj jellemezte szakértéi megfigyelés
alapjan. Az alkalmazott nagy intenzitasi mesterséges csapadék (3. tablazat) jelentésen
csOkkentette a felszin érdességét azaltal, hogy a kiemelkedd részeket lesimitotta, mig a mélyebb
pontokon iiledékkel toltotte fel. A kontroll parcellan az esdcseppek hatdsara szétestek az
aggregatumok, majd a 1étrejovo tiledék hataséara vizzaro fizikai kéreg képzodott (32a, 32b abra).
Az algaval kezelt parcellan a stabil felszini szerkezés mtsaiatt a levalt részecskék jellemzden
aggregatumként tilepedtek le, igy beszivargast elésegitd szerkezetet alakitottak ki (32c abra).
Mindkét iiledékképzddési folyamat jelen volt valamennyi vizsgalt parcellan, de a kezelt

teriileteken magasabb aranyban jelentek meg stabil aggregatumok megfigyeléseink alapjan.

32. abra A talajfelszin jellemzoi esozést kovetoen: (a) a kezelt teriileten, ahol a fehér és
sarga nyilak rendre az aggregalt és az egyedi szemcsés iiledékképzodest jelzik, (b)
aggregdtumok nélkiili talajfelszin a kontroll parcellan, (c) aggregatumok az algaval
kezelt parcellan. (Forrdas: HUN-REN CSFKI)

Ezeket a megfigyeléseinket elektronmikroszkdpos vizsgélatok is megerdsitették, A

kontroll teriileteken nagyobb aranyban jelent meg az elemi szemcsék alkotta tomorodott agyag
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bevonat a felszinen, mig az algaval kezelt teriileteken az aggregalt formaban szallitott hordalék

¢s annak lerakodasa dominalt (33. abra).

33. abra Pdsztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek a tomorodott, szerkezet
nélkiili kontroll rétegrél (a), valamint az aggregalt, algdval kezelt felszini talajkéreg
feliiletérdl (b). Skala: 1 mm (Forras: HUN-REN CSFKI)

4.3.3 Az algakezelés hatdsa a felszini beszivargdsi sebességre és a talajveszteségre

Osszesen nyolc esészimulaciot végeztiink a vizsgalt szantofoldi parcelldkon. A kontroll és a
kezelt parcellak végsO beszivargasi és lefolyasi sebességei nem mutattak szignifikans
eltéréseket (3. tablazat). Az esOszimuldcid soran azonban szignifikdns csokkenés volt
megfigyelhetd a talajveszteségben az algaval kezelt parcellan (0,276 +28%, g mm™ m?2,
p=0,013), szemben a kontrollal (0,399 + 19%, g mm ' m2). Az ANOVA eredményeket a GLM
modell is megerdsitette, miszerint az adott paraméterek koziil csupan a talajveszteség

mutatkozott szignifikansnak (p = 0,001991).
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3. tablazat Az esOszimulaciok fobb beallitott paraméterei, valamint a meghatarozott
hidrologiai jellemzok és talajveszteség a kezeletlen (kontroll) €s az algaval kezelt teriileten
(0,05 >p>0,01; CV: variacios egyiitthato)

Kontroll Kezelt ANOVA
Paraméter Mértékegység  Min. Max. Atlag CV Min. Max. Atlag CV p erték
Teriilete mérete cm? 6431 7266 6740 0,05 6464 7239 6684 0,06 0,836
Terilet fok 500 500 500 000 400 500 475 011 0356
meredekseége
Esoztetés mmh® 3950 54,30 4433 015 3660 47,30 4100 011 0447
intenzitasa
Esoztetés hossza S 1712 2339 1934 0,14 1526 2539 2091 0,21 0,570
Esé mennyisége mm 18,60 2620 22,93 0,15 19,20 27,50 22,80 0,15 0,961
Técsasodas ideje s 297 445 381 016 302 541 383 0,36 0,973
Végleges lefolyasi mm h 14,04 2160 16,65 021 12,60 22,68 1620 0,28 0,880
intenzitas
Végleges
beszivargas mm h'l 22,60 32,70 27,70 0,15 21,20 27,30 24,83 0,11 0,296
intenzitasa
Lefolyas ideje s 457 1073 667 041 467 764 624 024 0,788
Talajveszteség gmmim? 0,399 0,707 0,549 028 0,276 0,382 0,315 0,19  0,013*

4.3.4 A talaj porozitasanak és aggregatum-stabilitasanak valtozasa az algakezelés hatdsara
A talajparaméterekre vonatkozo részletes eredményeket az 4. tablazatban foglaltam dssze. Az
algaval kezelt felso talajréteg teljes porozitasa (49,6+11,4%, v/v) szignifikdnsan magasabb volt,
mint a kontroll mintaké (42,449,1%, p=0,002). Ez az eltérés Osszhangban volt a mért
térfogattomeg értékekkel is, amelyek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a kezelt teriileten
(1,33£10,8% g cm?) a kezeletlenhez képest (1,44+5,1% g cm3, p=0,048). A fokozott porozitas
elsésorban a makroporusok nagyobb ardnyanak volt koszonheté a kezelt teriileten
(15,5+42,3%), szemben a kontroll értékkel (10,2+22,7%, p=0,020). A mikroporusok térfogata
nem valtozott jelentdsen (p=0,163). A talaj nedvességtartalma szintén szignifikansan magasabb
volt a kezelt teriileteken (6,4+0,2%, v/v), mint a kezeletleneken (6,3+0,6%, p=0,048). Az
algakezelés hatdsdra megndtt a vizstabil aggregatumok aranya is, atlagosan 23,7+9,3%-16l

34,3+7,3%-ra (p=0,016).
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4. tablazat A kontroll- és kezelt teriiletr6l szarmazo6 talajmintdk porozitasi paraméterei
(*0,01<p<0,05, **0,001<p<0,01, ***p<0,001, CV: varidcios egyiitthato)

Parameter
Mikropérusok

Makropoérusok
Porozitas

Térfogattomeg

Aggregatum-
stabilitas

Talajnedvesség

Kontroll

Kezelt

% kiilonbség ANOVA

Mértékegység Min. Max. Atlag CV

% (v/v)

% (v/v)
%

gcm?®

%

%

23,22 35,52 32,17 0,10

7,87 15,33 10,22 0,23

32,76 48,01 42,39 0,10

132 156 1,44 0,05

13,50 41,70 23,76 0,39

6,05 654 6,27 249

Min. Max. Atlag
27,71 36,30 34,06

9,07 29,25 15,50
40,50 56,96 49,56
1,13 151 133

21,50 40,00 34,32

6,07 6,76 6,41

Ccv

0,08

0,42
0,11
0,11

0,21

3,16

6%

52%
17%
-8%

44%

2%

p erték
0,163

0,020*
0,002**
0,048*

0,016*

0,048*

435 Az RDA eredményei

A redundancia analizis eredményeit a 34. abra foglalja 6ssze, sziirkével jelolve azon taxonokat,

amelyek sziginifikdnsan megvaltoztak a kezelés hatasara. Az 1. és a 2. tengelyek egylittesen a

paraméterek variancidjdnak 99,8%-at magyarazzak. Lathato, hogy a kontroll és kezelt mintak

jol elkiiloniilnek az 1. tengely mentén (96,9%), és hogy a kezelés szignifikansan korrelal a

Streptophyta abundanciajaval (p=0,007). Az algakezelés szignifikdnsan 6sszefligg a magasabb

makropdérus arany, porozitas, aggregatum-stabilitas, nedvességtartalom, ill.

tomorség és talajerozid értékekkel.

alacsonyabb
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Moisture

RDA 2 (2.9 %)

RDA 1 (96.9 %)

34. abra A redundancia analizis (RDA) kétdimenzios abraja, amely a legjelentosebb
prokariota és eukariota taxonomiai egységei, valamint kiilonbozo talajparaméterek
kozotti kapcsolatot mutatja be (barna: kontroll mintak, zold: algakezelt mintdk,
Strept: Streptophyta, Erosion: talajveszteség, Bulk: tomorség, Moisture:
talajnedvesség, Macropores: makroporusok, Micropores: mikroporusok, Stability:
aggregatum-stabilitds, Porosity: porozitds)

4.4 DiszKkusszio

4.4.1 A mesterséges algaoltas sikere

Természetes koriilmények kozott a BSC-k kialakulasa altaldban tobb évet, extrém esetekben
akar évtizedeket is igénybe vehet (Weber és mtsai 2016). Bebizonyosodott, hogy a talaj
mikroalgakkal torténd oltasa jelentdsen felgyorsithatja ezt a folyamatot (Lababpour, 2016). Ezt

még szaraz koriilmények kozott is kimutattdk, amikor homokos felsd talajréteget
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cianobaktérium-keverékkel (Anabaena sp., Nostoc sp., Phormidium sp., Scytonema sp. és
Tolypothrix sp.) inokulaltak. Annak ellenére, hogy az adott vizsgalati helyszineken nem tortént
ont6zés, 80 napos inkubaciot kovetden akar 50%-0s BSC-fedettséget is megfigyeltek (Zhao és
mtsai 2021). Ezekkel az irodalmi adatokkal j6 egyezésben eredményeink azt mutattak, hogy
4,5 honap alatt Klebsormidium-dominanciaju BSC alakult ki szant6foldi koriilmények kozott,
¢s mindez jelentds hatést gyakorolt a talaj porozitasara €s nedvességtartalmara. A legjellemzdobb
korai BSC-képz6 mikroorganizmusok a cianobaktériumok, zoldalgak, gombak €s baktériumok
(Guida és mtsai 2023). Az RDA-analizis soran megerdsitést nyert, hogy a vizsgalt csoportok
koziil a Streptophyta-k gyakoroltak a legjelentdsebb hatast a kiilonb6z6 talajparaméterekre. A
kontroll teriileten megfigyelt Klebsormidium jelenléte magyarazhatd egyrészt a sz¢l altali
terjedéssel, masrészt azzal, hogy ezek az algik természetes moddon is el6fordulhatnak a

vizsgalati teriilet talajaban.

442 A talaj porozitasaiban és aggregatum-stabilitasaban bekévetkezett vdltozasok
algakezelés hatasara
A Dbiokéreg-képz0 mikroorganizmusok hozzajarulnak a talaj aggregalédasdhoz
(Gholamhosseinian és mtsai 2021). A porozitast tekintve a kontroll teriileteken alacsonyabb
szorast mértiink, ami ezeknek a teriileteknek a kisebb heterogenitdsara utal, 6sszehasonlitva a
kezelt teriiletekkel, ahol — feltételezhetéen a megnovekedett biologiai aktivitas kovetkeztében
— a térfogattomeg nagyobb mértékben valtozott. A kisérleteink soran a mikroporusok szama
nem valtozott az algaval kezelt teriileten, mig a makroporusok szadma nétt. Ez 6sszhangban van
Al-Maliki és Ebreesum megfigyelésével (2020), akik szerint az algas kezelés ndvelte a
makroaggregatumok képzOdését, de nem volt hatdssal a mikroaggregatumok mennyiségére. A
talajnedvesség-tartalom jellemzOen a mikroporozitassal van Osszefiiggésben, ami nem
valtozott, ugyanakkor a biofilmek EPS-tartalma szintén befolyasolhatja a talaj viztartalmat
(Rossi és mtsai 2012; Colica és mtsai 2014; Adessi és mtsai 2018). A Klebsormidium nemzetség
tagjai képesek EPS-t kivalasztani (Halaj és mtsai 2018; Blanco és mtsai 2019), ami — a novekvo
porozitassal €és csokkend térfogatsiiriséggel egylitt — valoszinlisithetden hozzajarult a kezelt
talaj jobb vizmegtartdsdhoz. Ezt a jelenséget kordbban természetes BSC-k esetében is
megfigyelték (Xiao és mtsai 2019; Zheng és mtsai 2021; Sun és mtsai 2022, 2023; Li és mtsai
2024). A BSC-k felszini parolgas csokkentdé hatasa is eldsegitheti a talaj magasabb
nedvességtartalmat, azonban az ezzel kapcsolatos kutatasok eredményei nem egyértelmiiek,
mivel vannak olyan eredmények, amik megerdsitik ezt a hipotézist (George és mtsai 2003), mig

vannak kutatdsok melyek nem szdmolnak be szamottevd hatdsrol (Chamizo és mtsai 2013).
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Bar az algak a talajfelszinen telepednek meg, jelentds hatassal vannak a talajfelszin
alatti talajparaméterekre is (Chatterjee és mtsai 2017). A kontroll és a kezelt teriiletekrdl vett
talajmintdk egyarant rossz aggregatum stabilitast, degradalt szerkezetet és kedvezdtlen
hidrologiai viszonyokat mutattak, valosziniileg a konvencionalis szantdsos muvelés miatt
(Bartlova ¢és mtsai 2015; Juhos és mtsai 2023). Ugyanakkor még ezek kozott a kedvezdtlen
kortilmények kozott is a kezelt teriilet talaja a felsé 10 cm-es rétegében emelkedett aggregatum-
stabilitdst mutatott, ami nagy valoszintiséggel az algas kezelés kozvetett hatdsa. A megvaltozott
felszini viszonyok ugyanis novelték a porozitast és a nedvességtartalmat még 10 cm
mélységben is, ami fokozott biologiai aktivitast €s jobb talajallapotot eredményezett. Ezek a
hatasok kapcsolatban allhatnak az algafonalak stabilizalé hatdsaval, valamint a biofilmek EPS-
tartalmaval. Ennek eredményeképp az algakezelés a felszin alatt is jelentdsen javitja a talaj

allapotat.

4.4.3 Az algakezelés hatasa az eroziora

A betakaritds utani talajallapot — amelyet ndvényzetmentes, tomorodott, kéreggel boritott
felszin jellemez — kiilonosen kritikus iddszakot jelent a csapadék-visszatartas és a talajvédelem
szempontjabol, mivel &ltaldban az ebben az iddszakban bekovetkezd erdzids események
okozzak a legsulyosabb talajpusztulast (Stathopoulos és mtsai 2017). A kisérlet 4,5 honapos
id6tartama lefedi ezt a kritikus 1ddszakot is. A BSC-k harom f6 mechanizmuson keresztiil
javithatjak a talajstabilitast ill. csokkenthetik az er6zidt: (1) a csapadékcseppek felfogasaval és
a talaj esdcseppekkel szembeni ellenallasanak novelésével, (2) a felszini lefolyas térfogatanak
¢s sebességeének csokkentésével a felszin érdességének €s porozitasanak novelésével, és (3) a
talajaggregatumok stabilizaldsaval (Guida és mtsai 2023). A csapadékszimulacidé soran a

csapadék intenzitisidt 40 mm ora’l

értekre allitottuk be. Ilyen intenzitdsu, 15 perces
csapadékhullas 4tlagosan néhany évente fordul el a vizsgalati teriileten, mig hasonlo, egyoras
események visszatérési valoszinlisége koriilbeliil 15 év Magyarorszagon (Lakatos €s mtsai
2020). Fontos megjegyezni, hogy a vizsgilt talajfelszinen heterogenitasok — repedések €s
érdességek — voltak megfigyelhetok. Eredményeink szerint a repedések elsdsorban a korai
infiltraciot segitették, majd néhany tiz percen beliill zarodtak, ahogy a csapadékhullas
folytatodott. Igy ezek nem gyakoroltak jelentSs hatast a végsé infiltracios ratakra. Ezek a
tulajdonsagok befolyasoltak a "lefolyas kezdetéig eltelt id6" paramétert is, amely inkabb a
beszamoltak a BSC miatti beszivargas csokkenésrdl is (Li és mtsai 2016). Azonban a jelen

vizsgalatban az algakezelés nem csokkentette a beszivargast.

81



Eredményeink megerdsitik azokat az irodalmi adatokat, amelyek az algak 4altal
eloidézett biologiai kéregképzOodés hatdsara bekovetkezd talajveszteség-csokkenésrol
szamoltak be (Gao ¢és mtsai 2017, 2020). Ez magyarazhatd az algafonalak stabilizalo
szerepével, amely potencialisan nagyobb szerepet jatszik a talaj stabilizalasaban, mint az altaluk
kivalasztott EPS (Bowker és mtsai 2008). Ezt a feltételezést tovabb erdsitik Lichner és
munkatarsai (2013) eredményei, akik szerint a fonalas Klebsormidium subtile jelentésebb hatast
gyakorolt a talaj hidroldgiai tulajdonsagaira, mint a nem fonalas algatdrzsek. Megfigyelték azt
is, hogy a K. subtile elsésorban a talajfelszint kolonizalja, sokkal stir(ibb réteget képezve, mint
mas torzsek. A szerzok feltételezték, hogy a kialakulo BSC jelentds mértékben hozzajarul a
tapanyag-visszatartashoz €s a parolgasi veszteségek csokkentéséhez szaraz iddszakokban.
Ugyanakkor megjegyezték azt is, hogy nedvesebb koriilmények kozott ezek a kéregképzodések

fokozhatjak a felszini lefolyast és csokkenthetik a szivargast.

4.4.4  Gyakorlati alkalmazhatosag

A vizsgalt megkdzelités, amely BSC-képz6 algakulturdk hasznalatat javasolja a talajjavitasra,
z061d technologidnak tekinthetd, amelynek nincsenek ismert karos kornyezeti mellékhatasai. A
kisérlet tervezése soran a vizsgalt algatenyészeten alapul6 kereskedelmi forgalomban kaphato
termék engedélyokirataban rogzitett alkalmazasi dozissal dolgoztunk. Lényeges, hogy mar
nagyon alacsony kijuttatasi dézis (10 L ha™) mellett is hatékony, igy nem jelent szamottevd
anyagi terhet a végfelhasznalok szamara mas talajjavitd technologiakhoz képest (Sadeghi és
mtsai 2020a). Laboratoriumi kisérletek igazoltak, hogy az inokulaciés dozis novelése mellett a
¢s agyag hozzaadésaval (Zhang és Koehler 2022). A ndvények és fiivek termesztése arnyéekot
biztosithat a BSC szamara, mérsékelve a nedvességvesztését, megakadalyozhatja az algasejtek
kiszaradasat (Meng és mtsai 2018). Az algatenyészet hatdsat olyan mezdgazdasagi miivelésbe
bevont teriileten vizsgaltuk, amelyen talajkimélé mitivelést alkalmaznak, és amely a globalis
metaanalizisek alapjan 80%-kal képes mérsékelni a mezOgazdasagi teriileteken jelentkezé
atlagos talajpusztulast (Du és mtsai 2022). Szentgyorgyvaron még ennél is nagyobb
kiilonbségeket mértek hét év talajpusztulasanak az atlagat figyelembe véve a talajkimélo (0,12
t hal) és a konvencionalis (3,05 t hal) talajmiiveléssel miivelt szant6foldi teriileteken
(Madarasz és mtsai 2011). Megjegyezendd, hogy az algakezelés hatdsa ilyen mértéki
erozidcsokkentd hatds mellett is jelentkezett. A talajra gyakorolt hatdsaik mellett érdemes
megemliteni, hogy az algdk jelentds mennyiségben tartalmaznak ndvényi hormonokat is,

amelyek eldsegithetik a novények novekedését, ndvelhetik a terméshozamot €s fokozhatjak a
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stressztlirést (Gonzalez-Pérez ¢és mtsai 2021). Az algdk alkalmazasakor azonban keriilni kell a
herbicidek és mas, algandvekedést gatld vegyszerek hasznalatat a kijuttatds idején. Tovabba
hatdsuk nem azonnali — a BSC réteg kialakulasa jelentds idot vesz igénybe —, és fizikai
bolygatés utan a kéreg véddhatasa jelentdsen csokken, idore van sziikség az Gjraképzdédéshez
(Williams és mtsai 1995). A BSC kialakulasara hatassal vannak a talaj tulajdonsagai, a
rendelkezésre 4ll6 nedvesség és fény, a homérséklet, valamint a mikrobialis kozosség
Osszetétele is (Bu és mtsai 2014). A mintateriiletre kijuttatott glifozat Klebsormidium
tenyészetre vonatkozatott pontos hatasait nem ismerjiik, ezért tovabbi vizsgalatok kellenenek
ennek felderitésére. Az algatenyészet hossza tavi hatasainak, valamint a kiilonb6z6 kornyezeti
tényezoOk (példaul talaj és éghajlat) és talajmiivelési modok szerepének vizsgalatara a jovoben

tovabbi kisérleteket terveziink.
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5. Konklazio

Munkam soran egy kevéssé kutatott és ismert, barlangi kérnyezetb6l izolalt Klebsormidium
torzs kiilonféle tulajdonsagait vizsgaltam elsdsorban biotechnologiai szempontbdl. Eldszor
felmértem a torzs szant6foldi koriilmények kozotti potencidlis alkalmazhatdsagat, majd ezt
kovetden meghataroztam a fotoszintézisének ¢és ndvekedésének homérsékleti és fény
optimumat, végiil kidolgoztam egy olyan modszert, amely alkalmas az alga tenyészetének BR

(brasszinoszteroid) tartalmanak meghatarozasara.

A szant6foldi vizsgalatok soran a Klebsormidium ill. a segitségével 1étrehozott BSC
talajparaméterekre gyakorolt kedvezd hatasat figyeltem meg. A kéreg jelenlétében szamottevd
novekedés volt tapasztalhato a talaj aggregatum-stabilitasaban, porozitdsdban és vizmegtartd
képességében. Mindemellett, a talajer6ziot is szignifikansan csokkenti. A Klebsormidium
tenyészet alkalmazasa szantofoldi koriilmények kozott igéretes “z6ld” biotechnologiai
megoldas lehet az er6zid sujtott talajok rehabilitacidja soran. Fontos kiemelni, hogy a modszer
mar nagyon alacsony alkalmazasi dézis (10 L/ha) mellett is pozitiv hatasokat idézhet el6, igy a

hasonl6 célu talajvédelmi technikakhoz képest 1ényegesen olcsobb megoldast jelenthet.

A vizsgalt barlangi eredetli Klebsormidium torzs tenyészete széles hémérsékleti
tartomanyban képes fotoszintézisre €s novekedésre, €s toleralja a magas fényintenzitdsokat
anélkiil, hogy fotoinhibiciot szenvedne. Megallapitottam, hogy fotoszintézisének hémérsékleti
maximuma eltér a tenyésztési vizsgalatok soran megallapitott tenyésztési optimumtol,
hasonléan egyes sarkvidéki algafajokhoz. Bebizonyitottam tovabba, hogy a sejten beliili
brasszinoszteroid-szintek ebben a torzsben nagymértékben fiiggenek az alkalmazott
homérséklettdl: a legmagasabb BR értékeket hdmérsékleti stressz alatt kaptam.

Rizs levéllemez elhajlasi biotesztet (RLIA) alkalmaztam a vizsgalt Klebsormidium
tenyészet brasszinoszteroid tartalmanak meghatirozasara. Eredményeim alapjan a modszer
kozelitd becslést adhat a cellularis brasszinoszteroid-szintrél, amit UHPLC-MS/MS analizissel
validaltam. Noha a médszer pontossaga elmarad a korszerii analitikai médszerekétdl, az RLIA
egyszerli és olcso alternativat nyujt a brasszinoszteroidok mennyiségi meghatarozasara.

Osszeségében elmondhatd, hogy a vizsgalt torzs biotechnologiai szempontbdl szamos
igéretes tulajdonsaggal rendelkezik: jol tenyészthetd, magas a brasszinoszteroid tartalommal
rendelkezik, és a segitségével létrehozott biologiai kéreg pozitiv hatast fejt ki a degradalt talajra

—, ami alatamasztja alkalmazhatosagat, mint talajolto, €s talajjavito anyag.
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7. Hozzajarulas

A dolgozat elkészitése soran az Osszes kisérlethez sziikséges algatenyészetet sajat

magam allitottam eld, tovabba aktivan részt vettem a kisérletek tervezésében, az adatok

elemzésében ¢és az eredmények kiértékelésében. A tovabbi hozzajarulasaim az aldbbi

témakorok szerint foglalhatok 6ssze:

> Barlangbdl izolalt Klebsormidium torzs okofiziologiai vizsgalata:

Klorofill fluoreszcencia és oxigéntermelésen alapul6 fotoszintetikus

@)
vizsgalatok,
o klorofill mérés tenyészetekbdl,
o tenyészetek extrakcioja,
o mintaelékészités analitikai mérésekhez.
> Rizslevéllemez-elhajlasi bioteszt kidolgozasa Klebsormidium

algatenyészetek brasszinoszteroid tartalmanak meghatarozasara

O

O

O

O

biotesztek végrehajtasa,
mintaelokészités analitkai vizsgalatokhoz,
tenyészetek extrakcidja,

oldoszercsere szilard fazisa extrakcioval.

> Alga-dominalt biologiai talajkéreg hatasa a talajra

O

talajmintavétel,

o visszaizolalasi vizsgalatok.
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8. Tézis pontok

1. Barlangbol izolalt Klebsormidium torzs 6kofizioldgiai vizsgalata

A vizsgalt barlangi eredetti Klebsormidium torzs széles homérséklettartomanyban képes
fotoszintézisre (5-45°C) és ndvekedésre (10-40°C). A torzs fotoszintetikus optimuma [30-40°C
(Pmax), illetve 35-40°C (rETRmax)] magasabb, mint a névekedési optimuma (20-25°C). A torzs
magas fényhasznositasi tényezdvel (o), és alacsony fényadaptacios paraméterrel (Ik)
rendelkezik. Az optimalis tenyésztési hOmérséklet, valamint a tenyészetek intracelluléris

brasszinoszteroid tartalma ko6zott negativ korrelacio figyelheté meg.

2. Rizslevéllemez teszt kidolgozasa Klebsormidium algatenyészetek brasszinoszteroid

tartalmanak kimutatasara

A rizslevéllemez-elhajlasi bioteszthez (RLIA) a vizsgalt rizsfajtdk kozil — ’Arsenal’,
"Hoshinoyume’, M 60°, ’Koshihikari’ — a ’Koshihikari’ bizonyult a legjobban
alkalmazhatonak a 0,001-0,1 mg L™ brasszinolid tartomanyban. Az alga sejttomegbdl kivont
metanolos minta, metanol-viz oldoszercserét kovetden alkalmazhaté RLIA-ban. A kidolgozott
modszer segitségével becsiiltik meg a vizsgalt Klebsormidium tenyészet brasszinoszteroid
(BR) tartalmat. Pontos és megbizhatd 0sszefiiggést mutattam ki a RLIA és BR koncentraciok
kozt [(R?: 0,947; RSE: 6,8% (Residual Standard Error — reziduumok széréasa) és RMSE: 16,8%

(root mean square error — négyzetes gyok atlagos hiba)].

3. Alga-dominalt bioldgiai talajkéreg hatasa a talajra

A kisérlet soran a kijuttatott Klebsormidium algatenyészet a kezdetben szaraz idGjarasi
feltételek mellett is életképes maradt, és bioldgiai talajkérget képezett mezdgazdasagi
termelésbe bevett gyengén erodalt, valyog mechanikai dsszetételii, agyagbemosddasos barna
erddtalajon. A kialakult Klebsormidium-dominalt biologiai talajkéreg hatasara szignifikdnsan
javult az erodalt talaj szerkezete, amit a porozitas (+17%), a makropdrusok (+52%) és stabil
aggregatumok aranyanak novekedése (+44%), valamint a talaj térfogattomegének csokkenése
(-8%) is alatamasztott. A kijuttatott Klebsormidium talajoltd tenyészet képes az er6zios

veszteségek csokkentésére (-43%).
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9. Key Results in Thesis Points

1. Ecophysiological Investigation of a Cave-Isolated Klebsormidium Strain

The investigated cave-origin Klebsormidium strain is capable of photosynthesis over a wide
temperature range (5—45°C) and growth between 10—40°C. Its photosynthetic optimum [30—
40°C (Pmax) and 35-40°C (rETRmax)] is higher than its growth optimum (20-25°C). The strain
exhibits high light-use efficiency (o) and a low light adaptation parameter (Ix). A negative
correlation was observed between the optimal cultivation temperature and the intracellular

brassinosteroid content of the cultures.

2. Development of Rice lamina inclination Test for Detecting Brassinosteroid Content in
Klebsormidium Cultures

Among the rice varieties tested for the rice lamina inclination bioassay (RLIA) — ‘Arsenal’,
‘Hoshinoyume’, ‘M 60°, and ‘Koshihikari’ — ‘Koshihikari’ proved to be the most suitable for
the 0.001-0.1 mg L' BL range. Methanolic samples extracted from algal biomass can be
applied in the RLIA after a methanol-water solvent exchange. Using the developed method, the
brassinosteroid content of the investigated Klebsormidium cultures was estimated. |
demonstrated a precise and reliable correlation between RLIA and BR concentrations [R*:

0.947; RSE: 6.8% (Residual Standard Error) and RMSE: 16.8% (Root Mean Square Error)].

3. Effect of Alga-Dominated Biological Soil Crust on Soil

In the experiment, the applied Klebsormidium culture remained viable even under initially dry
conditions and formed a biological soil crust on weakly eroded, loamy, clay-illuvial brown
forest soil commonly used in agricultural production. The resulting Klebsormidium-dominated
crust significantly improved the structure of the eroded soil, as indicated by increases in
porosity (+17%), macropores (+52%), and the proportion of stable aggregates (+44%), along
with a decrease in bulk density (-8%). The inoculated Klebsormidium culture was also able to

reduce erosion losses by 43%.
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13. Fiiggelék

1. Melléklet

Mezdgazdasagi célokra alkalmazott mikroalgak leir6i €s 11 taxondmiai nevei (amennyiben

eltéro)

Régi forma Jelenleg elfogadott forma
Fajnév Fajleiro Publikalva | Fajnév Fajleiro Publikalva
Anabaena azotica Ley 1959 - - -
Acutodesmus dimorphus  P.M.Tsarenko 2001 T_etradesmus M.J.Wynne 2016
dimorphus
Amphora coffeaeformis Kiitzing 1844 Hala_m pho_ra Mereschkowsky, C. 1903
coffeiformis
Brébisson ex Bornet & Dolichospermum Wacklin, P., Hoffmann, L.
Anabaena flos-aquae Flauhault 1886 flos-aquae & Komarek, J. 2009
Anabaena laxa A. Braun 1886 - - -
R Kiitzing ex Bornet & Trichormus Komarek, J. &
Anabaena variabilis Flahault 1886 variabilis Anagnostidis, K. 1989
Arthrospira platensis Gomont 1892 L|mnos_p|ra Santos, K.R.S., Hentschke 2023
platensis
Ascophyllum nodosum Le Jolis, A. 1863 - - -
Chlorella sorokiniana Shihira & R.W.Krauss 1965 - - -
Chlorella variabilis Shihira & R.W.Krauss 1965 - - -
Chlorella vulgaris Beijerinck 1980 - - -
Chlorella fusca Shihira & R.W.Krauss 1965 Desmodesmus Hegewald, E.[H.] 2000
abundans
Dunaliella salina Teodoresco, E.C. 1905 - - -
Ecklonia maxima Papenfuss, G.F. 1940 - - -
Euglena gracilis G.AKlebs 1883 - - -
Gracilaria edulis P.C.Silva 1952 - - -
Microcoleus vaginatus Gomont, M. 1892 - - -
Neochloris conjuncta P.A.Archibald 1973 - - -
Nostoc carneum ]éornet, E. & Flahault, 1886 - - -
. Hrouzek, P., LukeSova,
Nostoc muscorum Bornet, E. & Flahaul, 1886 Desmonostoc A., Mares§, J. & Ventura, 2013
C. muscorum S
Oscillatoria chlorina Gomont, M. 1892 Kamptonema Strunecky, O., Komérek, 2014
chlorinum J. & Smarda, J.
Padina gymnospora Sonder, O.G. 1871 - - -
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Parachlorella kessleri

Phormidium ambiguum
Sargassum latifolium

Scenedesmus acutus
Scenedesmus obliquus

Scenedesmus
quadricauda

Scenedesmus rubescens

Scytonema javanicum

Spirulina platensis

Tetraselmis chui

Krienitz, L., Hegewald,
E.H., Hepperle, D.,
Huss, V.A.R., Rohr, T.
& Wolf, M.

Gomont
Agardh, C.A.

Meyen, FJ.F.
Kiitzing, F.T.

Brébisson, L.A. de &
Godey, L.L.

Kessler, E., Schifer, M.,
Hiimmer, C.,
Kloboucek, A. & Huss,
V.AR.

Bornet, E. & Flahault,
C.

Geitler, L.

Butcher, R.W.

2004

1892
1820

1829

1833

1835

1997

1886

1925

1959

Tetradesmus
obliquus
Tetradesmus
obliquus

Halochlorella
rubescens

Limnospira
platensis

Wynne, M.J. & Hallan,
JK

Wynne, M.J. & Hallan,
JK

Tsarenko, P.M.

Santos, K.R.S.,
Hentschke, G.S., Ferrari,
G., Andreote, A.P.D.,
Fiore, M. de F.,
Vasconcelos, V. &
Sant’Anna, C.L

2015

2015

2011

2023
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2. Melléklet

Bold’s tapkozeg Osszetétele (Starr és Zeikus 1993)

BBM
Komponens Koncentracié (mg L™
KNOs 250
K2HPO4 75
MgSO4 x 7 H.0 75
KH2PO, 175
NaCl 25
CaCl; x 2 H.0 25
Vas oldat 1mlL?
Mikroelem oldat 1mlL?

Mikroelem oldat

Komponens Koncentracié (mg L™)
H3BOs 61
(NH4)sMo7 x 4 H,0O 38
CuSO4 6
CO(NO3)2 X 6 H,O 6
ZnCl, 2
MnCl; x 4 H,0 4

Vas oldat

Komponens Koncentracié (mg L™
Na;EDTA 189
FeCl; x 6 H,0O 244

116



3. Melléklet

A vizsgalt iddszak csapadék adatai (Didskal) (mm)

iU s aprilis midjus Jnias jils | augusrus | soeptember
1 T 12 E =
2l 7 | =
a | 2 2 a3
4]  a | =2
5 2 | s
sl & I = Il s
7 I = | s
a
9
10 I 12
1 | a 1 =
12 | =
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15 | 2 0 17
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» | a
n
s s | a4 I 1
s I 11 G | s
% I u B s
n [ =
= I =
= [ s | =
a0 | 2
Osomsen 27 2% 55 116 175 120 61
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43, Melléklet

Baktérium taxonémia egységek atlagos abundanciaja és szorasa a kontroll és a kezelt teriileten, illetve

a SIMPER teszt eredménye (+ = volt szignifikans kiilonbség, - = nem volt szignifikans kiilonbség)

Baktérium taxonémia , Kontroll o , Kezelt o SIMPER
egyseg Atlag Széras Atlag Széras
Alveolata_unclassified 0,035 0,025 0,111 0,084 -
Apicomplexa 0,164 0,232 0,679 0,750 -
Ciliophora 6,967 2,387 4,400 4,012 -
Amoebozoa_unclassified 0,185 0,201 0,072 0,004 -
Conosa 1,791 0,486 2,207 1,484 -
Lobosa 0,896 0,191 0,397 0,245 +
Apusomonadidae 0,011 0,015 0,009 0,012 -
Archaeplastida_unclassified 0,009 0,012 0,000 0,000 +
Chlorophyta 22,073 18,095 43,499 13,913 -
Streptophyta 0,503 0,098 7,589 6,675 +
Eukaryota_unclassified 2,055 0,307 1,829 0,919 -
Discoba 0,009 0,012 0,000 0,000 +
Centroheliozoa 0,011 0,015 0,000 0,000 +
Cryptophyta 0,035 0,049 0,000 0,000 +
Katablepharidophyta 0,011 0,015 0,000 0,000 +
Choanoflagellida 0,037 0,052 0,011 0,015 -
Fungi 45,628 11,048 24,925 6,980 +
Mesomycetozoa 0,093 0,027 0,056 0,019 +
Metazoa 0,641 0,160 0,314 0,383 -

Opisthokonta_unclassified 0,185 0,127 0,152 0,140

Cercozoa 8,310 5,389 6,471 1,700 -
Ochrophyta 5,383 2,576 4,195 2,386 -
Opalozoa 0,009 0,012 0,048 0,067 -
Pseudofungi 4,781 0,815 2,849 0,467 +
Sagenista 0,169 0,104 0,188 0,034 -
Stramenopiles_unclassified 0,011 0,015 0,000 0,000 +
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4bh. Melléklet

Eukariota taxonomia egységek atlagos abundanciaja és szorasa a kontroll és a kezelt teriileten, illetve

a SIMPER teszt eredménye (+ = volt szignifikans kiilonbség, - = nem volt szignifikans kiilonbség)

Eukariota tz?xonémia , Kontroll N ’ Kezelt N SIMPER
egyseg Atlag Széras Atlag Széras
Alveolata_unclassified 0,035 0,025 0,111 0,084 -
Apicomplexa 0,164 0,232 0,679 0,750 -
Ciliophora 6,967 2,387 4,400 4,012 -
Amoebozoa_unclassified 0,185 0,201 0,072 0,004 -
Conosa 1,791 0,486 2,207 1,484 -
Lobosa 0,896 0,191 0,397 0,245 +
Apusomonadidae 0,011 0,015 0,009 0,012 -
Archaeplastida_unclassified 0,009 0,012 0,000 0,000 +
Chlorophyta 22,073 18,095 43,499 13,913 -
Streptophyta 0,503 0,098 7,589 6,675 +
Eukaryota_unclassified 2,055 0,307 1,829 0,919 -
Discoba 0,009 0,012 0,000 0,000 +
Centroheliozoa 0,011 0,015 0,000 0,000 +
Cryptophyta 0,035 0,049 0,000 0,000 +
Katablepharidophyta 0,011 0,015 0,000 0,000 +
Choanoflagellida 0,037 0,052 0,011 0,015 -
Fungi 45,628 11,048 24,925 6,980 +
Mesomycetozoa 0,093 0,027 0,056 0,019 +
Metazoa 0,641 0,160 0,314 0,383 -

Opisthokonta_unclassified 0,185 0,127 0,152 0,140

Cercozoa 8,310 5,389 6,471 1,700 -
Ochrophyta 5,383 2,576 4,195 2,386 -
Opalozoa 0,009 0,012 0,048 0,067 -
Pseudofungi 4,781 0,815 2,849 0,467 +
Sagenista 0,169 0,104 0,188 0,034 -
Stramenopiles_unclassified 0,011 0,015 0,000 0,000 +
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