Baktérium-gomba koélcsonhatasok elemzése laskagomba (Pleurotus
ostreatus) szubsztrat atszovése és termotest képzése soran

Zarojelentés

Palyazat szama: OTKA K 83764

1 A palyazat kérdesfelvetése és célja

A laskagomba (Pleurotus ostreatus) a fehér korhaszt6 gombék egyik modell szervezete,
amely tdpanyagtartalmanak ¢és gyogyaszati tulajdonsagainak kdszonhetéen az egyik
legnépszeriibb termesztett gomba. A laskagombat Eurdpaban részlegesen komposztalt,
pasztorizalt és kondicionalt buzaszalman termesztik. Igy a gomba novekedése kdzben
talalkozik a termesztési alapanyagban (szubsztratban) jelen 1év6 baktériumokkal.

A gombék és baktériumok kozott kialakulé kapcsolatrendszerek vizsgalata az elmalt
évtizedekben kerlilt a tudomanyos kutatdsok fokuszaba. Munkéank ebbe a terliletbe kivant
bekapcsolodni, hiszen annak ellenére, hogy mar legalabb fél évszazada folyik a laskagomba
nagyuzemi termesztése, kevés infoméacidval rendelkeziink arrél, hogy az alapanyag belsejében
milyen kapcsolat, kdlcsdnhatas alakul Ki a laskagomba és a baktériumok kdzott.

Munkank céljai a kovetkezdek voltak:

e Hogyan valtozik a laskagomba (P. ostreatus HK-35-0s torzse) hifak szerkezete és
lignocelluléz-bontd enzimkészlete az alapanyag becsirazasatdl annak kolonizaciojan
keresztiil a termétestképzésig. Milyen hatassal vannak ezen folyamatokra a jelenlévd
baktériumok?

e Milyen baktérium-kozosségek fordulnak el6 az alapanyagban? Milyen hatassal van
rajuk a laskagomba névekedése?

e Kialakul-e a hifan biofilm, és ha igen, hogyan valtozik a hifdk Oregedesével?
El6fordulnak-e intrahifalis baktériumok?

e A baktériumok kolonizaljak-e a gomba primordium és termétest belsejét, vagy csak
az alapanyagban fordulnak el6?

2 A laskagomba alapanyag-kolonizac6janak és novekedésének jellemzése Kiilonbozé
korulmények kozott

A laskagomba novekedése soran az alapanyag lignocelluloz-tartalmabol fedezi
tapanyagsziikségletét a jelenlévd bakterialis biomassza bontasa mellett. Igy a
lignocellulézbontd enzimek aktivitasanak mérésével jol lehet kdvetni a gomba ndvekedését és
termotestképzését, ahogy erre mar korabbi vizsgalatok is rdmutattak.

A nagylzemi termesztés sordn a gombahifakkal vald atszovetés az egész szubsztratban
egyenletesen zajlik le. Ebben az alapanyagban természetesen jelen vannak a baktériumok is.
A baktériumok hatasat indirekt médon azok eltavolitasaval, sterilizalt szubsztrat segitségével
tudjuk vizsgalni. E célbol, és hogy idében egyszerre tudjuk vizsgalni az atszovetés egyes
fazisait laboratériumi modellrendszert alakitottunk ki. A kilonbozéképpen kezelt alapanyagot
csovekbe toltottik és egyik végén laskagombacsirdval oltottuk be. A csdveket
novényneveldben a nagyiizemi koriilményeknek megfeleléen inkubaltuk négy hétig, a
majdnem teljes kolonizacidig. Kisérleteink elsd szakaszaban Onmagat az atszovetést
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vizsgaltuk, ezért a csoveket még a teljes kolonizacio eldtt felnyitottuk, hogy el tudjuk
kiiloniteni az 4t nem sz6tt régiot, a kolonizacid hatarat és a kiillonbozd idépontokban atszott
régiokat. Késébbiekben mar a termdtestképzésre is kivancsiak voltuk, ezért a csoveket tovabb

inkubaltuk a teljes atszdvetésig. Ezutan a korilmények megvaltoztatasaval indukéltuk a

termotestképzést. Az igy inkubdlt csoveket 8 hét utan bontottuk fel, amikor mar a nagy
résziikdn tobb termdtest is megjelent, a csdvek oldalan eldre vagott lukakon keresztiil.

Modellrendszeriinkben el6észor a természetes (normal), autoklavban, illetve gamma-
sugarzassal sterilizalt alapanyagon novo laskagomba aktivitasat hasonlitottuk ossze. A
ligninbontasban résztvevé lakkaz aktivitasa a fronthifak vonaldban volt a legnagyobb, majd az
aktivitds fokozatosan nagyjabol a felére csokkent a régebben atszOtt régiokban. A
ligninbontasban szintén szerepet jatsz6 MnP (mangan peroxidaz) aktivitasa az egész atszott
régioban nagy wvolt. A celluléz- (endocelluldz, cellobiohidrolaz és pB-gliikozidaz) és
xilanbontasban (endoxilandz, xilozidaz) résztvevd enzimek aktivitdsa a mar régebben atszott
régidkban a volt legnagyobb, majd folyamatosan csokkent a hifafront felé. A kezelésektol
fuggetlenil az Aatszdvetés mindségében és az enzimaktivitisok fobb trendjében nem
tapasztaltunk jelent6s eltéréseket. Ezt meger6siti az exokitinaz stabil, nagy aktivitasa a kezelt
és a nem kezelt csdvekben is. Az at nem sz6tt természetes, nem sterilizalt alapanyag
enzimaktivitdsa nagyon Kkicsi volt. Valosziniisitheté tehat, hogy az atszovetés soran a
baktériumok nem jatszanak kozvetleniil jelentds szerepet a lignocelluléz bontasaban (Vajna és
mtsai, 2012a).

Valoszintileg a kiilonboz6 kezelések (autoklavozas és gamma-sterilizalas) sorén
megvaltozott a szubsztrdt szerkezete és kemiai 0Osszetétele (pl.: makromolekulak
darabolodasa). Ezert a kovetkezd kisérletben megprobaltuk kettévalasztani az autoklavval
torténd  sterilizalas szubsztrat-roncsold és baktérium-mentesité hatasat. A termesztési
modellrendszeriinkben kész laskagomba alapanyaggal toltéttink meg csoveket, majd
sterilizaltuk 6ket. Ezutan a csovek egy részét visszaoltottuk a kész alapanyaghol lerazatott
baktériumok szuszpenzidjaval (AB), méasodik résziket ezen szuszpenzié sejtmentes
sziirletével (AS), harmadik résziiket egy — a laskagomba ndvekedését Petri csészében gatld
(v6. 5.4 pont) — Bacillus amiloliquefaciens térzs szuszpenzidjaval (AG), negyedik résziiket
pedig — a beoltast ellendrizendé — steril vizzel (AV). Az ¢sszes csovet ezutan egyik vegukon
beoltottuk P. ostreatus HK-35 torzsével. Kontrollként normal, nem sterilizalt (N) illetve
sterilizdlas utdn csak laskagombaval beoltott csoveket (A) alkalmaztunk. A csovek elsé felét a
majdnem teljes kolonizcidig inkubaltuk, méasodik felikdn pedig indukaltuk a
termétestképzést, ahol a primordiumok a csovek oldalan szart apré lyukakon tudtak kinéni. A
kovetkezoket figyeltiik meg (Banfi és mtsai, 2015b; Banfi és mtsai, 6sszeallitas alatt):

e A sterilizalas hatasara a szubsztrat a normal alapanyaghoz képest sokkal érzékenyebb lett
a csovek oldalso lukain keresztiil torténd beferté6zédésre (1/a abra), ami egybevég azzal a
hagyoméanyos nézettel, hogy az alapanyag mikrobainak fontos védelmi szerepe van a
kiils6 mikroorganizmusokkal szemben. Akkor sem alakult ki Gjra a ,,véd6” szerep, ha
csak egy — amugy a laskagomba novekedését Petri csészén gatld — baktériummal oltottuk
vissza a sterilizalt szubsztratot. Azonban 6nmagéban nem is gatolta ez a baktériumtorzs a
gomba ndvekedését, ami jol jelzi, hogy egy Petri csészén végrehajtott konfrontacios teszt
eredménye nem biztos, hogy egy az egyben atiiltetheté egy komplex rendszerbe! Ha
viszont a normal termesztOkozegrél szarmazé baktérium-kdzosséggel oltottuk vissza a
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sterilizalt szubsztratot ismét megfigyelhetd volt a ,,véd0” szerep. Ami viszont talan ennél
is jelentosebb, hogy ha ezen baktériumok sziirletét alkalmaztuk, szintén csokkent a
befert6zodés aranya. Vagyis nem is Kifejezetten a baktériumok jelenlétére, hanem az
altaluk termelt és az extracellularis térbe kivalasztott anyagcseretermékekre volt sziikség
a ,,védo” hatas kialakulasahoz. Izolaltuk a fert6z6 mikrobakat és bazissorrend elemzés
alapjan a Penicillium, Aspergillus, Podospora és Fusarium nemzetségbe voltak
sorolhat6ak, amik nem kifejezetten a laskagombara nézve patogén gombak, de hatassal
lehetnek ra.

e A  Dbefert6z0déssel parhuzamosan az Aatszdvetés sebességében (1/b. &bra) is
megfigyelhetéek voltak kiilonbségek, bar itt mar nagyobb volt a szorés a parhuzamos
csovek kozott. Legnyilvanvalobb talan az volt, hogy az autoklavozott szubsztratban a
laskagomba kolonizacidja lassabb volt és sokkal nagyobb szorast mutatott, mint a normal

termesztokozegben.
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1. dbra. (a) Az egyes csovek befert6z6dottsége a befert6zodott oldalsé lukak szazalékos
aranyaban kifejezve. (b) A hifafront elérehaladasa a 4-hetes inkubacio soran. A kezelések
kodjai: A — autoklavban sterilizalt kontroll;, AB - a normal alapanyagbol szdrmazo
baktériumszuszpenzidval visszaoltott; AG — a gatldé baktérium szuszpenzidjaval visszaoltott;
AS — a normal alapanyagbdl szarmaz6 baktériumszuszpenzid sziirletével visszaoltott; AV —
visszaoltasi kontroll steril vizzel; N — normal, nem sterilizalt kontroll.

e A laskagomba enzimaktivitasa a kovetkezOképpen alakult. A lakkéz és MnP aktivitasara
a kezelések nem voltak jelentésen hatassal. Elobbi a fronthifdk régidiban volt nagyon
aktiv, utobbi a mar régebben atszétt régiokban mutatott folyamatos nagy aktivitast. Az
endoglukanaz, cellobiohidrolaz és a B-glukozidaz aktivitasa a teljesen atszétt illetve a
termotestképzésre indukalt régiokban volt nagy a normal illetve az AB és AS kezelések
soran. Az A, AG és AV kezeléseknél is megndtt aktivitasuk ezen régiokban de kisebb
mértékben, mint az el6z6 csoportokban. Vagyis utdbbi esetekben nem csak lassabb a
gomba névekedése, de kevéshé hatékonyan bontja a rendelkezésére all6 tapanyagokat.

e Termétestet viszont valamennyi kezelés soran képzett a laskagomba, vagyis ezen
folyamathoz nem elengedhetetlen a baktériumok jelenléte.

A kovetkez6kben a laskagomba ligninbonté enzimeit kdédold gének expresszidjat
vizsgaltuk. Modellrendszerben normél és autokldvozott szubsztraton kvantitativ reverz
transzkripcios PCR (RT — gPCR) modszerrel a lacc2, lacc3, lacc6, laccl0, lacc12 valamint az



mnp3, mnp4 és mnp9 gének expressziojat kdvettilk nyomon. A lakkézok esetében a lacc2 és a
laccl0 mig a mangan-peroxidaz gének kozil az mnp3 és mnp9 bizonyult dominansnak. A
génexpresszids szinteket nagyon nagy szoras jellemezte a parhuzamos mintak (kiilonb6z6
csovek azonos régidi) kozott. Csupan a kevésbé dominans lacc3 és mnp4 esetén volt
megfigyelheté szignifikansabban nagyobb értéek a fronthifak régidiban. Vizsgalataink azt
mutattak, hogy a nagy eltérések elsGsorban nem az egyes termeszté csévek azonos régidin
beluli mikroheterogenitast, hanem a csovek kozti makroheterogenitast tikrozik. Az
autoklavozott mintak esetében azonban a mikroheterogenitas szignifikansan nagyobbnak
bizonyult a normal szubsztrathoz képest (Vajna és mtsai, 2013).

Végll Osszevetettik a modellrendszerben kapott eredményeket az eredeti nagylizemi
termesztéssel, ezért veégigkovettiink 10 héten &t egy teljes termesztési folyamatot. A termesztd
a szubsztratot laskagombaval valo beoltds utdn milanyag zsakokba, Gigynevezett blokkokba
toltotte, majd ezeket a blokkokat termesztd satrakban inkubélta. A modellrendszerhez
hasonloan itt is az atszovetés, majd a termére forditas €s a termdtestképzés kovetkezett. De
ezutan a korilmények megvaltoztatdsaval egy masodik atszovetés, majd egy ujabb termére
forditas és termOtestképzés is tortént, hogy az adott mennyiségii szubsztratrol minél tobb
gombét lehessen leszedni. A ligninbontd enzimek a legnagyobb aktivitdst a kezdeti
kolonizacio soran mutattadk. Ezen beliil is a lakkéaz aktivitds az elsé héten, mig a mangan-
peroxidaz aktivitas a harmadik héten érte el maximumat. Az endocellulaz, B-glikozidaz,
endoxilandz és exokitinaz enzimek a legaktivabbak a negyedik héten voltak, amikor a
termOtestképzés tortént. A cellobiohidrolaz és a xilozidaz enzim aktivitdsanak véltozdsa nem
mutatott kiilonosebb tendenciat. Az 6tbél négy megvizsgalt termesztési blokk enzimaktivitasa
hasonl6 tendenciat mutatott az elsé hét hét soran. Mindossze egy blokk értékei csusztak el egy
héttel, de ott a termOtestképzés is egy héttel késébb kezdddott (Banfi és mtsai, 2015a).

3 A laskagomba kolonizaciojanak és primordium-képzésének mikroszkopos vizsgalata

A modellrendszerben a steril alapanyag atszovetédésének harom fazisat vizsgaltuk fény-és
elektronmikroszkoppal.

A fronthifak régiojaban a szubsztrat anyagai, foként a novényi sejtfalak és a valamikor €16
allapoti  novényi anyag sejtmaradvanyai voltak megfigyelhetéek. Sejtorganellumok
maradvanyai és szamos egyéb komponens még kevéssé valtozott meg. Kevés Pleurotus
ostreatus hifa volt lathatd, de néhany vastagabb fali gombafonal mellett a felszivasban fontos
vékony falu hifdk is megjelentek. A szubsztrdtra oltott gomban felil baktériumok (a
sterilizalds miatt elhalt, kevés €16 allapota, és szdmos spora) is megfigyelhetoek voltak. A
szubsztrat fo tomegét ado sejtfalak tobbségében intakt allapottiak voltak, bar helyenként
lathaté volt degradacié, ami az alapanyag-gyartds soran lezajlott komposztalasi fazis
bakterialis aktivitasara vezethetd vissza.

A szubsztrat kozepes atszOvetésekor sejtfalakban gyakran lathaté wvolt a gomba
enzimatikus aktivitdsabol szarmazo iiregesség. Ezeket a lyukakat részben a kis atmérdji, a
szubsztrat lebontésat végz6 hifak alakitottak ki. A gyors kolonizaciot biztositd, legtdbbszor a
novényi szovet sejtjeinek hossztengelyével parhuzamosan nové vastag hifak eldgazasokkal
tobb iranyba fejlédtek tovabb, és a falak gyors atlépésével Ujabb sejtekbe jutottak. Ezeket a
hifakat a gyakori eldgazasok, a kozepes denzitasu citoplazma, sz&mos szemcsét tartalmazo
vakuolum és viszonylag vekony sejtfal jellemezte. Az interszeptalis részek hosszuak voltak, a
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citoplazmatartalmukban szamos esetben denzitds-gradiens volt megfigyelhetd. Kiilonosen az
elagazési régiok plazmaja volt stiriibb.

A csaknem teljes atszovetési allapotnal a hifak gyakoriak voltak a névenyi szubsztratum
minden részében, alig akadt olyan ndvényi sejt, amelyikbe ne &gazott volna le hifa. A
kolonizal6 hifdk mellett nagy szdmban voltak lathatok vékony fali lebontd-felszivé hifak is.
Noha a szubsztrat sterilizalt volt, a gombafonalak kozelében (is) gyakran el6fordultak egyéb
mikroorganizmusok a névényi eredetli sejttormelék maradvanyaiban. A novenyi részlet (pl.
szalmaszal darab) feliiletén gyakran megfigyelhetok voltak rovid interszeptalis részekbdl allo,
valtoz6 ultrastrukturaju gombafonalak, melyek egymaéssal kapcsolédva mechanikai-kémiai
kapcsolatban voltak. Ez a fajta strukturaltsag alapvetd a késObbi termétest iniciumok
létrejottében.

Az is kiderilt, hogy a laskagomba nem képez vastag, jol preparalhaté hifanyalabokat.
Ezért munkank sordn nem a hifa korlli egyes zonékat valasztottuk el, hanem a hifaval
kiilonboz6 mértékben és ideje atszott alapanyag régidkat.

A kovetkez6kben fénymikroszkopos és transzmisszios elektronmikroszkopos médszerrel
vizsgaltuk a termesztésbol, Petri-csészés steril kdrnyezetbdl (malatés taptalajon) és sterilizalt
szubsztraton nott termétestkezdeményeket. A termotestkezdeményeken belul sem
fénymikroszkoppal, sem elektronmikroszkdppal nem sikerilt baktériumokat kimutatni a steril
kozegekben. A termesztésbdl szdrmazd primordiumokon voltak baktériumok, de kizardlag
felszini helyzetben. Ez egybevag azzal a megfigyeléssel, hogy a termétest belsejébdl
lerazatott darabokon DAPI festes utan nem lattunk baktérium alaki struktdrakat. Petri-csészés
tenyészetekben a primordiumokban sok vékony, 6sszeesett hifa volt lathato, feltehet6en a
relative kis hozzaférheté vizmennyiség miatt. Szerkezeti szereplik azonban nem Kizéarhato,
mivel kozottiik szamos jo megtartasu hifa is megfigyelheté volt. Ez utdbbiak ,,pozicionalasa”
lehet a szerepe a vékony hifdknak. A termdtest elsé fejlddési stadiumaiban az autofagia és
glikogén felhalmozas jelentds volt. Az autofagia a vakuolum képzésben jatszhat szerepet, de
citoplazma részek lefliz6désével a citoplazma megtjulasi folyamatdban is részt vesz.
Vizsgaltuk a kezdeményekben a hifaszovedék tomottségét ¢és citologiai jellemzdit.
Morfometriai mérésekkel igazoltuk, hogy a hifak denzitisa nem valtozik jelentésen az
inicium - primordium atmenet sordan (70 és 78,7% egységnyi teriiletre), mig a hifak
vakuolizaltsaganak mértéke jelentdsen, csaknem kétszeresére nétt (10,8 és 19,2%). Ez korai
differenciaciés folyamatokra wutal az iniciumbdl Kkialakuld primordium strukturdlis
tulajdonsagainak jelentdsebb megvaltozasa nélkiil. Az iniciumban rovidebb, dusabb
citoplazmaju hifak voltak lathatdéak, amelyek a vakuolizaltsdg novekedesével Kissé
megnyultabbaka valtak. A kalap kezdeményének kialakulasakor a termétestkezdemény felsé
felszine kevéssé volt kompakt, mig a tonk fels6é harmadaban orientalt hifak tomott rétege
fedte a primordiumot.

Végll laskagomba steril tenyeszetében vizsgaltuk az autofagia szerepét az éhezési stressz
sordn. Harom, kiilonbozé tapanyag-ellatottsagot biztositd tenyeszetben jellemeztik
morfologiailag az indukalt autofagiat a kialakuld micéliumban. A malata agaron kifejlodo,
normal novekedést mutatdé micélium fiatal hifaiban bdséges, denz citoplazma és kevéssé
fejlett vakuolaris kompartment volt jellemzé. Makroautofagiara jellemzé endoszomak kis
szamban fordultak eld, amik meglétét a hifan beliili atépitd folyamatok indokoljak. Az
idésebb hifatagok kiiiriilése volt megfigyelhetd, a csdkkent denzitasu citoplazméban nagyobb
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vakuolumok alakultak ki a hifa teljes elhalasa el6tt. Gyakori volt a glikogén, mint tartalék
tdpanyag jelenléte. Ezutan a malata taptalajt tizszeresére higitottuk, ekkor a kifejlédod
micélium mennyisége jelentésen csokkent, de szamottevé és ezzel kapcsolatosan észlelt
fokozott autofagias aktivitas viszont ultrastrukturdlisan nem volt detektalhat6. Az autofagiaval
Osszefliggésbe hozhatd endoszomalis képletek szama nem ndtt meg jelentésen, a hifak
szerkezetében nem volt lényeges valtozas a kontrollhoz képest. Vizagaron a ndvekvd
micélium tapanyagellatdsa csak a leoltasi inokulumbol szdrmazhatott egy ideig, de csak a
tenyészet indulasanak korai szakaszaban. Ebbol kovetkezhetett a tapasztalt gyenge ndvekedés.
Féleg a léghifik szinte teljes hidnya volt feltling. Ultrastrukturalisan az autofagiara jellemzd
kés6i endoszomdk és multivezikularis testek nagy szama jellemezte az igy nétt micéliumot, a
vakuolumokba juté és ott lebomlé citoplazma részletek, lipidcseppek gyakran voltak
lathatéak. Mielintestek, degradalédd sejtmagok és az alacsony denzitast citoplazma
altalanosan eléfordult. Normal denzitast, varhatéan normalis szintli metabolizmust folytatd,
kis vakuolumtartalmt hifatagok csak a legfiatalabb hifavégeken fordultak elé. A glikogén
csak ilyen hifdkban, és csak kis mennyiségben volt jelen.

Ahogy fentebb irtuk a terméshullam és termétest leszedésének idészakaban a cellulozbontd
enzimek aktivitdsa emelkedett meg. Azonban nem volt Kifejezett kilénbség a normal
szubsztratmicélium és egy termdtest alatti micélium aktivitdsa és a kornyezetében 1évo
baktériumkozosség Osszetétele kozott. Igy valésziniisithetd, hogy a primordium- és
termétestképzés sordn lejatszodo folyamatok, nem csupan a termdtest sziik kornyezetét
érintik, hanem a teljes szubsztratblokkban hasonld események zajlanak. Vagyis a teljes
hifarendszer a termétestképzést segiti el elsésorban az intenziv celluloz- és
hemicellul6zbontéssal illetve a cukrok termétest felé valo szallitassal.

4 A baktériumkdzosség szerepe és atalakulasa a laskagomba névekedése soran

A termesztés kiilonbozé fazisaibol torzsgylijteményeket hoztunk Iétre. A legelsd,
becsirazas elétti alapanyagbdl szarmazo torzs-kollekcio kialakitasakor szem el6tt tartottuk a
tapagarok Osszehasonlitdsdval az alapanyagban ¢l6 baktérium kozosség tapanyag
felhasznalasi lehetdségeit (R2A, KingB-, zab-, szukcinat-, celluléz-ammoniumnitrat-, savanyu
malata-, oldhaté keményité agar), illetve a gyengén novekvd szervezetek novekedésének
elosegitését (kristalyibolya agar). Kiprobaltunk a tenyésztéshez egy altalunk készitett taptalajt
is, amelyben a természetes, komposztalt alapanyag sziirletét hasznaltuk fel, egyéb kiegészitd
anyagok nélkiil (komposzt agar). Osszesen 79 térzset izolaltunk a kiilonbozd taptalajokon. A
legnagyobb telepszamokat az oldhaté keményité, KingB-, cellul6z-ammdniumnitrat
tdpagarokon talaltuk. Az izolatumokbdl 64 torzset sikerlilt a 16S rRNS gén parcidlis
szekvencidja alapjan azonositani. A torzsek 90,4 %-a a Firmicutes (Bacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus, Solibacillus, Brevibacillus spp.), 1,6%-a a Deinococcus-Thermus
(Deinococcus spp.), 3,2 %-a az Actinobacteria (Kocuria spp.) és 4,8 %-a a Proteobacteria
(Chelatococcus, Pseudoxanthomonas spp.) baktérium taxonba tartozott. Figyelembe véve,
hogy a kiilonbozé taptalajokon, milyen szervezeteket sikerillt izolalni, a tovabbi
torzsgylijtemények létrehozdsdhoz csak a tapanyagban dis KingB, a tapanyagokban
szegényebb R2A és a Gram-negativ baktériumokat pozitivan szelektalo kristalyibolya
taptalajokat hasznaltuk.



A kovetkezokben a kivalogatott taptalajokon a kesz, kdzvetlenill becsirazas utani, majd a 3
és 5-hetes atsz6tt alapanyagokbol hoztunk Iétre torzsgyiijteményeket. A legutolsd idépont a
termétestek kialakulasanak idejére esett. A torzseket ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction ~ Analysis)  moddszerrel  csoportositottuk, = majd ~ meghataroztuk  a
csoportreprezentansok 16S rRNS génjének parcidlis szekvencidjat (2. abra). Minden fazisban
a Bacillus fajok voltak dominansak, bar a 3-hetes alapanyagbdl szdmos Proteobacteria és
Bacteriodetes tdrzsbe tartozd baktériumot is sikerilt izolalni. Fontos, hogy a tenyésztés
szelektivitaisa miatt nem szabad a taxonomiai Osszetételbol tul messzire mend
kodvetkeztetéseket levonni. Tudomanyra nézve 0j baktériumfajokat nem talaltunk az izolalt
torzsek kozott.
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2. abra. A torzsgytjtemények azonositott tagjainak nemzetség szerinti eloszlasa.

A torzsgylijtemény viszont lehetévé tette, hogy a kész alapanyaghdl szarmazoé tagjaival
konfrontacids teszteket végeztiink a laskagombaval szemben malatakivonatos taptalajon. A
laskagomba az esetek donté tobbségében atnétt a baktérium-telepeken. Kivétel példaul
néhany Bacillus amiloliquefaciens torzs volt, amelyek akadalyoztak a gomba ndvekedését
(Banfi és mtsai, 2012). Ezek kozil az egyiket hasznaltuk fel a visszaoltdsos Kisérletiinkben
(v6. 5.2 pont).

A reprezentativabb felmérés érdekében a kovetkezOkben molekuldris modszereket
alkalmaztunk. El6szor a kész alapanyag baktérium-k0z0sségét vizsgaltuk meg, hiszen velik
talalkozik a laskagomba novekedése soran. A dominans Kklénok nagy része az
aktinobaktériumok (Thermobifida, Thermomonospora, Thermopolyspora és Thermobispora
nemzetsegek), a Thermus nemzetség és a Firmicutes taxon (Bacillus, Geobacillus,
Ureibacillus és Thermobacillus nemzetségek) tagjai kdzé volt sorolhat6. Emellett szamos
klén még tenyésztésbe nem vont és igy le nem irt nemzetsegekbe tartozott (Vajna és mtsai,
2012b).

Ezutan a baktériumkdzosség atalakulasat vizsgaltuk a kész alapanyag laskagombaval vald
atszovése majd a termOtestképzés soran a modellrendszeriinkben a normal alapanyag
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alkalmazéasa esetén, illetve a nagyilizemi termesztésben a 16S rRNS gén els6 harmadan
alapulé T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) segitségével.
Mindkét esetben egy hatarozott atalakulast lehetett megfigyelni a baktériumkdzosség
Osszetételében (Luzics, és mtsai, 2013; Vajna és mtsai, 2015; Vajna és mtsai, 0sszeallitas
alatt) (3. &bra). Mikdzben a laskagomba az els6 2-3 hét soran gyorsan atszétte a szubsztratot,
annak bakterialis koz6ssége még nem tendencidzusan alakult at. Csak a 3-4. hétt6l lehetett
megfigyelni egy jol kovetheté bakterialis k6zosségatrendez6dést. Bar a parhuzamos mintak
elég nagy szorast mutattak, a kdzosségek hasonl6 iranyban alakultak at. CCDA (Combined
Cluster and Discriminant Analysis) elemzés szerint a mintak a kovetkez6 szignifikansan
elkiiloniilé csoportokat alkottak: kiilon-kulon csoportosultak az elsé harom hét mintai (1., 8.
és 12. nap), majd a kovetkezé csoportba tartoztak a 22-43. nap mintai, végll szintén
elkuldniltek az 50-71. nap mintéi (Vajna és mtsai, 6sszeéllitas alatt).
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3. dbra. A baktériumkdzosseg atalakuldsa (16SrDNS T-RFLP alapjan) a nagylzemi
laskagomba-termesztés sordn fékomponens elemzés segitségével abrazolva. A-tl E-ig
szerepel az 5 darab parhuzamosan vizsgalt blokk, ahol a kicsi piktogramok jel6lik az egyedi
mintakat egyre vilagosabb szinkitdltéssel az id6 elorehaladtaval. Az ellipszisek a hetenkénti
(1-71 napig szdmozva) 5 minta atlaga kortli egységnyi szérasu terlletet jelolik, ahol a nyilak
az egymas uténi atlagok felé mutatnak. A kék szinnel megjel6lt 6 minta dsszetételét vizsgaltuk
meg NGS mddszerrel.

A kodzosségi atalakulas pontosabb feltarasara NGS (next generation sequencing) technika
alkalmazésaval (Roche, GS Junior keszllék) azonositottuk a fobb baktériumcsoportokat két
blokk kiindulasi (1. nap), illetve a két termdtestképzési fazis (30. és 57. nap) mintaibol
(1. tAblazat). Jol lathatd, hogy az aktinobaktériumok és a Thermus nemzetseg tagjai szinte
teljesen eltlintek a termesztés végére. Utobbi oka elsésorban a csokkend hémérséklet. A
Proteobacteria torzson belil a sdkedvel6 Halomonas nemzetség valt dominanssg, ill. egy csak
csalad szintjén azonositott Hyphomicrobiaceae szekvencia (8-10%-0s abundanciaval),
melynek legkozelebbi rokonai komposztalasi rendszerekbdl leirt kornyezeti klonok. A
termesztés soran a Firmicutes torzs tagjai valtak abszolut dominanssa az Lysinibacillus,
Thermobacillus, Ureibacillus nemzetség tagjaival és egy a Paenibacillaceae csaladba tartoz6
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szekvencidval (5-10%-0s abundanciaval) (Vajna és mtsai, 0sszedllitds alatt). Fontos
megjegyezni, hogy ez az NGS technologiaval megfigyelt kdzosség-atalakulas nagyon
hasonldan alakult a modellrendszeriinkben is, mind a Firmicutes, mind a Halomonas taxonok
mennyiségi viszonyait illeten (Luzics és mtsai, 2013).



1. tdblazat. Az egyes taxonok szazalékos el6fordulasa (16S rDNS NGS alapjan) a nagyizemi
laskagomba-termesztés sordn. Az egyes phylumokon belll azon nemzetségek szerepelnek,
amelyek legalabb egy mintdban 0,5%-0s abundanciaval rendelkeznek.

1l.nap 30.nap 57.nap
1

AN B A B A B
Actinobacteria’ 15 8 7 4 1 1
Mycobacterium 2 1 2 1 0 0
Streptomyces o o0 1 0 0 0O
Thermobifida® 5 2 1 1 0 0
Thermopolyspora 1 1 1 1 1 1
Thermobispora 1 1 0 1 0 0
Bacteroidetes 0o 0 o 0O o0 O
Chloroflexi 4 1 2 4 0 0
Roseiflexus 1 0 0 0o 0 O
Sphaerobacter 1 0 2 3 0 0
Cyanobacteria 2 0 1 1 0 o0
Deinococcus-Thermus 17 16 2 2 0 O
Thermus 16 16 2 2 0 0
Firmicutes 41 44 66 58 84 62
Tumebacillus 0 0 0 2 0
Bacillus 2 2 2 1 2
Caldibacillus 2 2 0 0 0
Geobacillus o 0 4 3 6 3
Ureibacillus 1 2 17 12 17 11
Brevibacillus 0 0 1 0 0
Paenibacillus 1 1 2 2 1

[y
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=
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]

Thermobacillus

Lysinibacillus 7 9 6 6 8 9
Rummeliibacillus o 0 0O o o0 1
Solibacillus 3 4 0 0 1 1
Clostridium o 0 o 1 2 1
Defluviitalea o 0 1 0o 1 o0
Mobilitalea 0O 0 0 1 1 0
Gemmatimonadetes i1 1 0 0 0 O
Planctomycetes 0O 0 o 0 O0 O
Proteobacteria 19 22 21 30 14 36
Camelimonas 0O 0 0O 1 0 o0
Chelatococcus 1 1 0 0 0 o0
Microvirga 1 0 0 0o 0 O
Thermovum 3 3 0 0 0 o0
Bdellovibrio o 0 o 1 2 1
Vulgatibacter 1 1 1 1 0 0
Halomonas 1 2 9 15 10 28
Acinetobacter 0 1 0 0 0 0
Saccharibacteria 0 0 O 0O O O
Tenericutes 0 1 0 0 0 O
Verrucomicrobia 1 1 0 0 0 0
Azonositattlan® 1 6 0 0 0 O

1 A” és | B” két parhuzamosan vizsgalt blokk; 2Vastagon szedve adtuk meg a phylumokat; *Az
5%-nal nagyobb aranyban eléfordulé nemzetségek szamértéke vastagon szedett; ‘Phylum
szinten nem beazonosithatd szekvencidk arany
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A megfigyelt kozosség-atalakulas fontos kérdése, hogy mogotte a baktériumok (Firmicutes
taxon, egyes Proteobacteria csoportok) aktiv szaporodasa vagy csak a kozdsség mas tagjainak
(pl.: aktinobaktériumok és a Thermus nemzetség képvisel6i) eltiinése all. Valoszinisithetd
ugyanis, hogy a laskagomba a jelenlévé baktériumokat tapforrasként is felhasznalja, de az
endosporét is Kialakitani képes Firmicutes taxon tagjait nehezebben lizélja. Tehat fontos
kérdésként fogalmazodott meg, hogy a fentebb megfigyelt kozésségatalakulas soran hogyan
valtozik a baktériumok abszolit mennyisége.

A baktérium mennyiségét elészor klasszikus, csiraszambecsléses eljarassal vizsgaltuk a
nagyiizemi termesztés els6 5 hete soran 7-es pH-ju R2A téptalajon (4. 4bra). (Hasznaltunk a
kdrnyezethez jobban hasonlit6 5-0s pH-ju R2A taptalajt is, de azon sajnos semmilyen
baktérium nem nétt ki.) A baktériumok mennyisége nagyséagrendileg nem valtozott, ANOVA
elemzés alapjan csak a 3. heti csiraszamok szignifikansan kisebbek a 2. és a 4. hetieknél. A
harmadik heti csokkenés hatterében huzoddhat, hogy ekkor tortént a termdtestindukciohoz
sziikséges homérséklet-csokkentés. Az utana torténd novekedés talan a baktériumkdzosseg
alacsonyabb hémérséklethez vald alkalmazkodasaval magyarazhat6. De mindezen adatok
csak a tenyésztésbe vonhato baktériumok mennyiségérdl adnak szamot.

T T
I I I T
T ' T E
Kozvetlendl 1-hetes 2-hetes 3-hetes 4-hetes 5-hetes
becsirdzds utdn atsz6tt alapanyag

[ " LI =2 I~ N« - B o]

Osszcsiraszam (10°7 TKEfg)

[y

o

4., 4bra. Osszcsiraszam értékek valtozasa a nagyiizemi termesztés elsd 5 hete soran.

A kovetkez6 1épésben ezért fluoreszcens in situ hibridizécié (FISH) segitsegével kivantuk
megvizsgalni a baktériumok szamat és térbeli elhelyezkedését. El6szor a modellrendszeriink
laskagombaval kiilonb6z6é mértékben 4atsz6tt mintdival dolgoztunk. Azért hogy egyes
baktériumcsoportok térbeli elhelyezkedését is meg tudjuk figyelni, az egyes mintakat
agardzba agyaztuk. Igy igyekeztiink elkeriilni és csokkenteni a sejtek kimosodasat, térbeli
helyzetik megvaltozasat a preparalds sordn. Ezutdn a mintakat 3%-os paraformaldehidben
vagy abszolut etanolban fixaltuk. Majd a mintakbol vékony szeleteket vagtunk, amiket
lizozimmel és proteinaz-K-val kezeltiink, hogy a Gram-pozitiv sejtekbe is bejuthassanak a
FISH prébak. Sajnos szamos probalkozas utan is csak nagyon gyér, nehezen reprodukalhat6
fluoreszcens jelet kaptunk (5. abra), annak ellenére, hogy a sejtek akridin-naranccsal illetve
DAPI-val jol lathatéan festédtek (6. abra). A jelenségnek tobb oka is lehet. Az akridin-
narancs minden nukleinsavhoz kotddik, igy az inaktiv, kis rRNS-tartalommal rendelkezd
sejteket is képes megfesteni, mig az rRNS-hez kotédé FISH-probak csak az aktivabb sejteket
festik meg jol lathat6an.
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5. &bra. Jol atszott alapanyag mikroszkdpos képe Cy3 jelolt Firmicutes taxonra specifikus
prébaval hibridizaltatva. (a) GFP csatorna: csak a hattér fluoreszcencia lathato. (b) Cy3
csatorna: apré pontokkent lathatd baktériumsejtek az ellipszisen belul. A méretvonal 10 pm-
nek felel meg.

6. abra. JOl atszott alapanyag mikroszkopos képe (GFP csatorna) akridin-naranccsal és
kalkofluorral festve. JOl lathatdak hifarészletek (fehér nyil) és koruldttik nagy szamu
baktérium (piros nyil).

Ez az eredmény azt a hipotézisiinket erdsitette, hogy az atszovetés sordn a laskagomba
mellett a bakterialis sejtek aktivitasa csokkent, ezért nehezebb Oket FISH-probakkal
megjeldlni. Azt is megtapasztaltuk, hogy a szalma erds autofluoreszcenciaja gatolja az amigy
is halvany jel detektélasat. Ezért le kellett mondanunk eredeti terviinkrél, hogy a baktériumok
térbeli elhelyezkedését is megvizsgaljuk, és a tovabbiakban a mintakrdél lerdzatott baktérium-
szuszpenzioval dolgoztunk. Ahogy az a 7. abran lathaté a mikroszkopikus sejtszdmok
legalabb egy nagysagrenddel magasabbak, mint a fentebb bemutatott 6sszcsiraszamok. A
fixalas modja (etanol vagy paraformaldehid) jelentés hatassal van a kapott eredményekre, de
két trend azert vilagosan latszik. Egyrészt a sejtszdm értékek az 5 hét alatt nagyjabol a felére
csokkentek. Mésreszt a DAPI festékkel jelolt sejteknek nagyjabol csak a fele-kétharmada
jelolédott az altalanos Bacteria-specifikus (EUB) probaval.
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7. abra. Baktériumok mikroszkopikus sejtszamanak valtozasa a nagyiizemi termesztés elsé
5 hete soran.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a baktériumoknak nemcsak a kozosségszerkezete
rendezédik at a termesztés soran, hanem mennyiségiik €s §ssz-aktivitasuk is legalabb a felere
csokken.

5 Kovetkeztetések

A laskagomba ¢€s a baktériumok kdzott tehat nagy valoszintiséggel nem egyfajta kdzvetlen
kapcsolat alakul ki. A baktériumok szerepe elssorban az alapanyag-gyartds soran jelentds,
ahol részt vesznek az alapanyag el6készitésében és a betoltik azokat az lires niche-eket, amik
az alapanyag-gyartds soran elpusztitott — részben a laskagombédra nézve patogén -
mikroorganizmusok révén keletkeznek. Ezenfellil a baktériumok olyan metabolitokat
termelnek, amik a késdbbiekben — az atszovetés soran — csokkentik az alapanyag kiviilr6l
torténd befertdzddésének esélyét. igy a gomba hatékonyabban és gyorsabban kolonizélja az
alapanyagot, és az ott 1év6 baktériumokat tapanyagként is hasznosithatja.
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