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2 BEVEZTES

A fitopatogén gombak szantéfoldi kartétele jelentds termésveszteséghez vezet, illetve
az altaluk esetlegesen termelt mésodlagos metabolitok révén az allatokra és az emberekre
nézve egészséglgyi kockazatot is jelenthetnek. A gombafert6zés megel6zésére/kezelésére
kiilonb6z6 modszereket alkalmaznak, mint példaul a vetésforgo, a rezisztens novényfajtak
nemesitése és a szintetikus vegyszerek hasznalata. A gombadld szerek tulzott hasznalata
azonban toxicitast okozhat az €16 szervezetekben, karosithatja a természetes 0koszisztémat, és
a rezisztens populaciok megjelenését is kivalthatja. A névényvédelemben a gombadlészerek
alkalmazéasa helyett biokontroll mikroorganizmusokat is hasznalnak (biocontrol agent, BCA).
A rizoszféraban taldlhatd baktériumok, mint példaul a Bacillus, a Streptomyces és a
Pseudomonas hatékony BCA organizmusoknak bizonyultak a gombas betegségek
megel6zésében. A Bacillus, Streptomyces és Pseudomonas nemzetségekbe tartozd
baktériumok kozétt vannak olyanok, amelyeket mar kereskedelmi termékként bejegyeztek és
forgalmaznak biokontroll aktivitaisuk miatt. Jelenleg az EU-ban 13 baktériumalapu
antimikrobialis  biolégiai novényvédé szert tartanak nyilvan. A biokontroll
mikroorganizmusokat jelenleg csak korlatozottan hasznaljak a mezégazdasagban, ugyanis
hatékonysagukat tekintve kiillonbozdek, a piaci elérhetdségiik korlatozott, valamint a termeldk

is bizalmatlanok hasznéalatukat tekintve.



3 IRODALMI ATTEKINTES
3.1 Biokontroll mikroorganizmusok

A ndvények, a talaj, az ott é16 mikroorganizmusok és a talaj mikrofaundja kozott
intenziv kolcsonhatasok figyelhetdek meg. A ndvények példaul szamukra elényds rizoszféra-
mikroorganizmusokkal (baktériumokkal, gombakkal, algdkkal) Iéphetnek kapcsolatba,
amelyek segithetnek ellenallobba tenni 6ket a kiillonb6zd kornyezeti stresszfaktorokkal és
betegségekkel szemben (Nunes és mtsai, 2001; Bonaterra és mtsai, 2022). Ezeket a
rizoszféraban talalhatd, jellemzGen antagonista gombakat (Trichoderma sp.), valamint
baktériumokat (Pseudomonas spp., Bacillus spp., Sreptomyces spp.) hasznéljak a bioldgiai
védekezésben (Calderén és mtsai., 2013; Bonaterra és mtsai, 2022). A biokontroll
mikroorganizmusok sokféle mechanizmust alkalmazhatnak a fitopatogénekkel szemben, akér
egyet, vagy tobbfélét kombinalva kozvetlenil, vagy kdzvetve kdlcsonhatva a korokozoval
(Rauscher és mtsai., 1997; Lahlali és mtsai., 2022).

3.2 Biokontroll mechanizmusok
3.2.1 Kozvetlen kodlcsonhatas

A BCA kozvetlen kapcsolatba léphet a patogénekkel antimikrobidlis vegyuletek
kivalasztasa révén, melyek a korokozok ndvekedését vagy metabolikus aktivitasat csokkentik
(antibiozis). llyen metabolitok a sejtfalbonté enzimek, az antibiotikumok, a mikrobiélis
illékony vegyiletek, a lipopeptidek, és a biofeluletaktiv anyagok. Tovabba a BCA
beavatkozhat a korokozok quorum sensing (QS) rendszerébe is ugy, hogy a fertézések
inicialasahoz sziikséges jelzOmolekulak szintézisét gatolja vagy olyan enzimeket termel
(laktonaz, pektindz, kitinaz), melyekkel lebontja a QS-jelzémolekulakat, igy redukélva a
korokozok virulencigjat és csokkentve a ndvényi betegségek megjelenését (Usta és mtsai.,
2013; Lahlali és mtsai., 2022).

A BCA parazitaként is viselkedhet. Egyrészt a patogén infekcidja elétt vagy kozvetleniil
utana elpusztithatja annak gazdasejtjeit, majd a felszabaduld tdpanyagokat felhasznalja
(nekrotrof parazitizmus) (Mendes €s mtsai., 2011), vagy fejlédéséhez inkabb az €16, mint a
halott gazdaszervezetet 1étesiti elonyben (biotréf parazitizmus) (Berg €s mtsai., 2014).

A BCA a patogénekkel versengve is csokkentheti azok novekedését és infekcios nyomasat,

mely sordn kompetitiv kizaras érvényesil (Lahlali és mtsai., 2022). A kompeticid esetében



elsésorban a vashoz hasonld mikrotapanyagokert vald versengés a jellemz6 (Bonaterra és
mtsai., 2022).

3.2.2 Kozvetett kolcsonhatas

A kozvetlen kolcsonhatasok mellett a BCA kozvetett modon is védekezhet a
fitopatogénekkel szemben, példaul egy védekezési valasz kivaltasaval, vagy a novények
novekedésének eldsegitésével (Rauscher és mtsai., 1997; Lahlali és mtsai., 2022). A BCA
szisztémas rezisztencia kivaltasaval fokozhatja a gazdaszervezet (ndvény) védekezd
mechanizmusait, ami a strukturalis barrierek felnalmozodasat eredményezi, valamint szamos
biokémiai és molekularis védekez6 valaszreakciot VAlt ki a gazdaszervezetben. Ez a
korokozdk széles korével szemben védelmi rendszert biztosit. A ndvények ndvekedését
elésegithetik azaltal, hogy fokozzak az &svanyi anyagok és a viz felszivodasat, vagy olyan
novekedést serkenté hormonokat termelnek, amelyek javitjak a novények fitneszét (Lahlali és

mtsai., 2022).

Kozvetlen
Antibiozis
Parazitizmus — e

Kompeticio

1. abra BCA mikroorganizmusok kozvetlen és kdzvetett kdlcsonhatasai (BioRender.com segitségével
készilt).

3.3 Pseudomonas fajok altalanos jellemzdi

A GTDB (Genome Taxonomy Database) szerint jelenleg 7 nemzetség tartozik a
Pseudomonadaceae csalddba (Azomonas, Azotobacter, Entomomonas, Oblitimonas,
Pseudomonas, Thiopseudomonas, és Ventosimonas) (Girard és mtsai., 2021)

(https://gtdb.ecogenomic.org/tree?r=f __Pseudomonadaceae, accessed on 10 July 2021).



Diverzitasat illetben a Pseudomonas nemzetség kiemelkedd, hiszen tobb mint 250 fajjal
rendelkezik (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature, Girard és mtsai.,
2021) (https://lpsn.dsmz. de/genus/pseudomonas, accessed on 10 August 2021), a fajok szdma
folyamatosan ndvekszik, ugyanis 2020 marcius és 2021 marcius kodzétt tobb mint 30 Uj
Pseudomonas fajt irtak le (Girard és mtsai., 2021). A kornyezetben széles korben elterjedtek
kivald alkalmazkodoképességiiknek koszonhetben, illetve a fenotipusos tulajdonsagok széles
skalaja miatt, beleértve a masodlagos metabolitokat is, vonzo kutatasi fokuszt jelentenek
(Saati-Santamaria és mtsai., 2021; Tchagang és mtsai., 2018). A Pseudomonas nemzetségbe
tartozd fajok nem sporaképz6 aerob Gram-negativ baktériumok. Morfoldgidjukat tekintve

palca alakuak, polarisan elhelyezkedé flagellumokkal.

2. abra Pseudomoas putida elektronmikoroszkopos képe (Harwood és mtsai., 1989).

A nemzetség jelentdsebb csoportjai a P. fluorescens, a P. aeruginosa, a P. putida és a P.
syringae. A legtébb faj szaprofita, melyek altaldban vizekben és talajokban talalhatdak meg.
Egyes fajok, mint példaul a P. aeruginosa, mindenditt jelen vannak, és mind a névényekkel,
mind az allatokkal téarsithatok. Néhany szaprofita faj érdekes tulajdonsagokkal rendelkezik,
igy olyan biotechnolégiai alkalmazasokban hasznéljak, mint példaul a novények
alkalmazhat6ak (Hofte és Altier, 2010). A P. aeruginosa csoport fajai ndvények, allatok és
emberek korokozdi. Opportunista human kérokozoként fontos megemliteni, hogy
multirezisztens tulajdonsagokkal rendelkeznek. A P. fluorescens csoport egyes fajai
fitopatogének (Hofte és Altier, 2010).

3.4 Pseudomonas fajok altal termelt bioaktiv vegytiletek

A Pseudomonas nemzetség tagjai kiemelkedé bioaktiv tulajdonsagokkal rendelkezd
masodlagos metabolitok termeldi, amelyek gyakran tamogatjak valtozatos életmodjukat,
valamint fontosak a rizoszféraban zajld6 kooperativ és kompetitiv kolcsdnhatasok
szempontjabol. Ilyen bioaktiv vegyuletek példaul a szideroférok (magas vaskotoképességi

anyagok), az antibiotikumok (Tchagang és mtsai., 2018), a hidrogén-cianid, litikus



exoenzimek (Thomashow és Weller, 1996) a ciklikus lipopeptidek és a homoszerin laktonok

(Raaijmakers és mtsai, 2006).
34.1 Szideroforok

A ritka kivételektél eltekintve a vas csak haromértékii formaban all a
mikroorganizmusok rendelkezésére. Kiilonboz6 oxid-hidratjainak alacsony disszociécios
allanddja miatt a szabad Fe®* koncentracidja pH=7 mellett legjobb esetben is csak 101" mol/L
lehet, mig az €16 sejteknek 10°® mol/L koncentraciora lenne szilkségiik (Schalk és mitsai.,
2020). A talajbaktériumok altal termelt szideroforok, mint komplexképz6 anyagok képesek a
szervetlen Fe3*-t hozzaférhetévé tenni (Schalk és mtsai., 2020). A Pseudomonas fajok a
szideroférok segitségével konnyebben hozzajutnak a vashoz, ezaltal gatoljak a talajban
megjelend egyéb mikroorganizmusok szamdra a vasfelvételt, de csak bizonyos pH

kortlmények esetén tudnak érvényesilini (Schalk és mtsai., 2020).
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3. bra Pioverdin (A) és piocelin (B) szerkezeti képlete.

2

A fluorescens pioverdinek (3.abra, A) az egyik legfontosabb szideroférok. A pioverdinek 3
részbél tevédnek Ossze: a kromofor kinolinbol, egy peptidlancbol és egy dikarbonsavbol
(Schalk és mtsai., 2020; Kloepper és mtsai., 1980).

A pioverdinen kivil a Pseudomonas fajok kulonféle masodlagos szideroférokat is termelnek,
amelyek a Fe®-hoz alacsonyabb affinitissal kotddnek, mint példaul a piocelin (PCH), a
pszeudomonin, a korrugatinok, az ornikorrugatinok, a yersiniabaktin és a tiokinolobaktin
(Haas és mtsai., 2005; Schalk és mtsai., 2020). A PCH (3. abra, B) bar gyengén kotédik a
vashoz, de Cu?*, Zn?* kelator is, igy feltételezhetben réz és cink hianyt is okozhat a

kompetitiv mikroorganizmusban (Cuppels és mtsai., 1987; Haas és Défago, 2005).



3.4.2 Antibiotikumok

A Pseudomonas fajok kiilonféle antibiotikumokat allitanak elé, hogy megvédjék
¢l6helyeiket a mikrobialis vetélytarsakkal szemben. Az antibiotikumok héskoraban korulbeldl
50 kiilénbozé Pseudomonas fajbdl szarmazo antibiotikumot fedeztek fel, viszont ezek kozil
csak kett6 ipari gyartasa valosult meg, a piocianiné és a pirrolnitriné. Az Actinomycetales és a
gombak altal termelt antibiotikumok sokfelesegéhez képest a Pseudomonas fajok altal termelt
antibiotikumok kémiai szempontbol egységesebbek: hidroxifenazinokat, hidroxifenazin-
karbonsavakat, N-metil-fenazinokat, pirrolnitrin-tipust antibiotikumokat, piovegyuleteket,
valtozatos szerkezetli alkil-kinolinokat, N-hidroxi (di-, trihidroxi) kinolinokat és
indolszarmazékokat tartalmaznak. Ezek az antibiotikumok az aromas aminosavak
bioszintézisének kozbensd termékeibdl vagy végtermékeibdl szarmaznak (Leisinger és mtsai,
1979).
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4. abra Piocianin (A) és fenazin-1-karbonsav (B) szerkezeti képlete.

A Pseudomonas nemzetség képviseldinek antimikrobialis hatésait elsésorban a fenazinok
termel6désének tulajdonitjak. A fenazinok nitrogén-heterociklikus gytiriiket tartalmaznak,
illetve élénk szinukrdl is ismertek. A novényi rizoszféraban aktivan résztvevé fluoreszkalod
Pseudomonas-ok csak néhany torzse ismert arrdl, hogy egyidejiileg tobb kiilonbozo
fenazinszarmazékot termel (Kumar és mtsai. 2005; Shahid és mtsai., 2021). A piocianin (4.
abra, A), a fenazin-1-karbonsav (PCA) (4. dbra, B), a fenazin-1-karboxamid (PCN), és a 2-
hidroxi-fenazin a leggyakrabban eléfordulok (Shahid és mtsai., 2021). A fenazinok az
elektron-transzportot gatoljak és a ferripiocelin jelenlétében a hidroxigyokok képzédését
segitik el6, amelyek a lipideket és egyéb makromolekulakat karositjak (Haas és Défago,
2005). Erdekes modon a redukalt fenazin-1-karboxiamid oldhatatlan Fe(OH)s-bol képes
oldhaté Fe?*-ionokat felszabaditani semleges pH-n, ami a vas mobilizaciojat és felvételét teszi
lehetévé (Haas és Défago, 2005).
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5. &bra 2,4-diacetil-floroglucinol (A) és pirrolnitrin (B) szerkezeti képlete.

A floroglucinolok a P. fluorescens altal termelt metabolitok egy fontos csoportja, melyek
képesek szisztémas rezisztenciat (ISR) indukalni a ndvényekben, és a fitoalexinek és mas
hasonlod védelmi molekuldk specifikus aktivatoraként szolgalnak (Dwivedi és Johri, 2003,
Jayakumar és mtsai., 2011) A legismeretebb a floroglucinolok kozil a 2,4-diacetil-
floroglucinol (DAPG) (5. abra, A), amely a gombak membranjat képes karositani. A
pirrolnitrint (5. &bra, B) egyes gombak légzési lancanak inhibitoraként irtdk le (Tripathi és
mtsai., 1969), mig a hidrogén-cianidot (HCN) a fémtartalml enzimek, foként a réztartalmi

citokrom C inhibitoraként.
3.4.3 Bioszurfaktansok

A bioszurfaktansok olyan feliiletaktiv molekulak, amelyek minimalisra csokkenthetik a
feluleti és a fellletek kozotti feszlltséget. A Pseudomonas fajok ciklikus lipopeptideket

(Cyclic Lipopeptide, CLP) és ramnolipideket termelnek, mint bioszurfaktans vegytleteket.
3.43.1  Ciklikus lipopeptidek

A Pseudomonas CLP vegyiletek egyik meghataroz6 tulajdonsaga a zsirsavfarok
jelenléte (Geudens és Martins, 2018; Raaijmakers és mtsai., 2010), ami egy 7-25 aminosavbol

allo gylirthoz kapcsolodik.

6. dbra A viszkozin szerkezeti képlete.

10



A kémiailag hasonl6 CLP-ket csoportokba soroltdk, melyeket egy adott CLP
prototipusrdl neveztek el, ezek a viszkozin (6. abra) (Groupé et al., 1951), az orfamid (Gross
és mtsai., 2007), az amfizin (Sorensen és mtsai., 2001), a sziringomicin (Segre és mtsai.,
1989), a sziringopeptin (Ballio és mtsai., 1991) és a tolaasin csoportok (Rainey és mtsai.,
1991; Bassarello és mtsai., 2004). A CLP vegyuletek gatoljak a baktérium novekedését
azéltal, hogy befolyéasoljék a sejtfal bioszintézisét vagy a sejtmembran integritasat (Zhou és
mtsai., 2021). Beépulhetnek a plazmamembranba és a mikrodoméneken keresztil
megvaltoztathatjdk a membran fluiditdsat (Zhou és mtsai., 2021). A plazmamembran
atrendezédésének kovetkeztében depolarizaciovaltozas torténhet, ionszivargast vagy
ionbearamlast okozva. Mindketté sejthalalt vagy karosodott proliferdciot indukalhat (Zhou és
mtsai., 2021).

3.43.2 Ramnolipidek

A ramnolipidek (RL), olyan bioszurfaktans anyagok osztalyaba tartoznak, amelyek
cukorrészként egy vagy két L-ramnézt tartalmaznak 1,3-B-hidroxilezett zsirsavliancokhoz
kapcsoldédva. A P. chlororaphis és a P. putida termel ramnolipideket (Soberon-Chavez és
mtsai., 2021).

7. &bra Egy monoramnolipid szerkezeti képlete.

3.4.4 Homoszerin—laktonok

A QS egy jol tanulmanyozott kommunikacios folyamat, amelyet szamos baktérium
hasznal a kiilonboz6 sejtfunkciok szabalyozasara (antibiotikumtermelés, biofilmképzes,
génexpresszio, felszini kotddés és virulencia), ugyanis szamos bioldgiai folyamat
denzitasfiiggé (Li és Nair, 2012, Kerényi Adam, 2014). A Gram-negativ baktériumok N-
acilezett homoszerin laktonokat (AHL) hasznalnak a sejtstirliség érzékelésére, amely egy
homoszerin laktongytirib6l (HSL) és ahhoz kapcsolodd valtozé hosszisagn (3-18 C-atom)
alkil-lancbol all (Li és Nair, 2012).
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A homoszerin laktonok nemcsak az oldallancok hosszaban kiilonbdzhetnek, hanem

telitettségben, valamint a C3 pozicidban 1évé oxo, ill. hidroxil-csoportok alapjan is
valtozatossagot mutatnak. Az AHL-ok fajspecifikusak. A baktériumok képesek figyelemmel

kisérni a sejtstiriséget az AHL-ok, mint jelzdmolekulak koncentracidjanak érzékelésével

(Haas és mtsai, 2005).

O )W
N CH
0 H

8. dbra N-hexanoil-homoszerinlakton szerkezeti képlete.

3

Tobb bioaktiv metabolit szerepét igazoltdk mar kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal szemben
(1. tAblazat).

1. tblazat Pseudomonas eredetii biokontroll vegyiiletek és hatasuk.

orzvealrl?ilzelfus Vegyiilet Hatas Célszervezet Hivatkozas
P. chlororaphis fenazin-1-karbonsay erés odtlis Fusarium Hu és mtsai.,
P, aurantiaca & graminearum 2014;
P, fluorescens . L o e, Phytophthora Agusti és
fi -1-karb d s gatl .
EPS894 I e1o8 BaTAS cactorum misai., 2011
L . biologiai Bonaterra és
Pseudomonas sp. 2,4-diacetil-floroglucinol Vggeii;;zs mtsai., 2022
P. chlororaphis PCL 2-hexil-5-propil- gom.baellen.c:s.es Rosellinia. Calderon és
; antibakterialis . :
1606 rezorcinol haté necatrix mtsai. 2013
atas
. . kalaszfuzariozi Huang és
P. chlororaphis GO5 pirrolnitrin a aS(ZFHZ];)nOZIS Fusarium mtsai. g 018
Pythium )
P famidok antimikrobialis Ma és mtsali,
> protegens orfamido hatds Phytophthora 2016, a
Rhizoctonia
Pythium
. .. . gombaellenes aphanidermatum Sindhu és
Pseudomonas sp. hidrolitikus enzimek aktivitas Rhizoctonia Dadarwal, 2001
solani
Plasmopara L
P, fluorescens PTA- ISR viticola Lak-kls és
CT2 . mtsai., 2019
Botrytis cinerea
. rezisztencia Phytophthora Tran és mtsai.,
P tolid A
Jluorescens masszetolid novelés infestans 2007
. Ma és mtsai.,
Pseudomonas sp fenazinok ISR 2016, b
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3.5 Metabolomika

Amig a genomika a gének, a transzkriptomika az mRNS, a proteomika a fehérjék
szerkezeti és funkciondlis vizsgélataval foglalkozé bioldgiai tudomanyterilet, a metabolomika
a kis molekulatomegii (<2000 Da) bioaktiv vegyiileteket és azok koncentraciovaltozasait
tanulmanyozza és ezzel kozvetlen képet ad az adott organizmusban lejatszodd biokémiai
folyamatokrol. Az egy organizmusban jelen 1év0 metabolitok Osszessége alkotja az
ugynevezett metabolomot.

A metabolomikai vizsgalatok az elsédleges és masodlagos metabolitok analizisére iranyulnak,
melyek kémiai tulajdonsagaikat tekintve lehetnek vizben oldédé (polaris), vizben nem old6do
(apolaris) és illékony vegyuletek, amelyek egyarant megtalalhatdéak intracellularisan és
extracellularisan is (Horak és mtsai., 2019). Az elsddleges metabolitok elengedhetetlenek a
tuléléshez, és olyan fontos sejtfolyamatokhoz sziikségesek, mint a ndvekedés, a fejlodés és a
szaporodas. Mivel gyorsan cseréloédnek, a sejtben &ltaldban kis mennyiségben fordulnak el6.
Ennek kovetkeztében a sejten beliil az elsédleges metabolitok szintje altaldban alacsonyabb,
mint a masodlagos metabolitok szintje (Horak és mtsai., 2019). A masodlagos metabolitok
megjelenése a stresszre adott valasszal és a ndvekedési sebességgel kapcsolatos (Pinu és
mtsai. 2017).

Bar az elsddleges és a madasodlagos anyagcsere jelentdsen kiilonbdzik, mégis szorosan
kapcsolédnak egymashoz, ugyanis az elsOdleges anyagcsere biztositja a masodlagos
metabolizmushoz az energiat és a prekurzor molekulédkat (Horak és mtsai., 2019). A
mikrobidlis masodlagos metabolizmus a bioaktiv molekulak gazdag forrasa (Barkal és mtsai.,
2016).

3.5.1 Metabolomikai vizsgalatok tipusai

A metabolomikai vizsgalatok alapvet6en két csoportba sorolhatdk a vizsgalat céljatol
fiiggéen. A metabolomikai profilvizsgalat (metabolite profiling) egy elére meghatarozott
metabolitcsoport (pl.: aminosavak), vagy egy meghatarozott metabolikus Utvonalhoz
kapcsolodo metabolitok minéségi és mennyiségi analizise.

A metabolikus ujjlenyomat készités (metabolite fingerprinting) célja kiilonb6z6 bioldgiai
allapotii vagy eredetii mintak kiilonbségeinek feltarasa, igy nem az 6sszes, hanem csak a

megkiilonboztetd metabolitok meghatarozasa.
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3.5.2 Analitikai modszerek a metabolomikaban

A metabolitok fizikai-kémiai sokféleségébdl adodoan a jelenleg rendelkezésre alld
analitikai méréstechnikak egyike sem képes 6nalldan atfogd képet adni a teljes metabolomrol.
Kiilonb6z6 analitikai médszerek kombinacidjaval azonban lehetséges a metabolom teljeskorii
elemzése (Jeyarajah és mtsai, 2006, Wishart, 2008).

A metabolomikai vizsgalatokban ket spektroszkopiai modszer terjedt el, az NMR
spektroszképia (Nuclear Magnetic Resonance, Magmagneses Rezonancia) és a
gazkromatogréafiaval vagy folyadékkromatografiaval kombinalt tomegspektrometria (Wishart,
2008). A nagyfoku ismételhetéség, a metabolitok kdnnyli azonositasa és a roncsolasmentes
analizis azok a jellemzOk, amelyek alkalmassd teszik az NMR spektroszkopiat a
metabolomikai vizsgélatokra (Wishart, 2008). A tomegspektrometria viszont kiemelked6
szelektivitasanak és érzékenységének koszonhetden terjedt el. Az illékony, illetve
szarmazékképzés segitségével illékonnya tehetd vegyiiletek gazkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometriaval vizsgalhatok (Gas-Chromatography - Mass Spectrometry, GC-MS).
Ezek els6sorban az elsédleges metabolizmusban részt vevé metabolitok (Gao és Xu, 2015,
Peng és mtsai., 2015). A termikusan labilis, de nem illékony vegyiletek elemzését teszi
lehetévé a folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (High Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS), ami a leggyakrabban alkalmazott eljaras a
metabolomikai vizsgalatokban. A kiilonboz6, egymast kiegészitd ionizacids technikak,
ugymint az elektroporlasztasos, (Electrospray, ESI), az atmoszférikus nyoméasd kémiai
ionizacids (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) és az atmoszférikus nyomasu
fotoionizacios (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI) ionforrdsok alkalmazéasaval a
metabolitok szeles polaritastartomanyban vizsgalhatok HPLC-MS modszerrel. A vegylletek
valtozatos kémai tulajdonsdga miatt a mintékat pozitiv és negativ ionizaciés modban is
szilkséges elemezni a metabolom minél teljesebb lefedéséhez. A metabolomikai
profilvizsgélatban elsdsorban a harmas kvadrupdl tdmegspektrométerek hasznalata terjedt el,
a metabolikus ujjlenyomat készitéshez viszont elengedhetetlen a nagyfelbontds és nagy
tdmegpontossag, amit pl. a repiilési id6 (Time of Flight, TOF), Fourier-transzformacios ion
ciklotron rezonancia (FT-ICR) és az orbitalis ioncsapda (Orbitrap) analizatorokkal ellatott
késziilékek biztositanak. Fontos megjegyezni, hogy a kiilonb6z6 ionforras-kialakitasoknak,
analizatoroknak koszonhetden a kiilonbozd késziilékekkel kapott tomegspektrumok eltérnek,

igy a spektrumegyezésen alapul6 metabolitazonositas nehézkes.
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353 Adatelemzés

A metabolomikai profilvizsgalathoz sziikségszerii nagyfelbontasu tomegspektrometrias
vizsgalatok esetén nagy mennyiségii adat keletkezik. A nyers HPLC-MS adatok kiértékelése
és értelmezése egy hosszadalmas, tobblépcsds folyamat, amely vagy a miszergyartok altal
készitett, vagy késziilékfiiggetlen, szabad hozzaférésli programok segitségével végezhetd el.
Az adatelemzés elsO 1€épése a szlirés, ami eltavolitja a zajt és a szennyezddéseket. Ezt
kovetden az alapvonal-eltolodast kell korrigélni, mivel a mérés sordn a retencios id6
novekedésevel az alapvonal emelkedése figyelhetd meg. A kovetkezd 1épés a metabolitokat
reprezentald prekurzor (eld) ionokhoz €s az azonositast lehetové tevd fragmentacio (MS/MS
mérés) soran keletkezd ionokhoz rendelhetd cslicsok azonositdsa. Végiil a retencids 1d6
eltolédasanak korrigalasa és az ugyanazon metabolithoz tartoz6 prekurzor ionok
csoportositasa szlikséges annak biztositasara, hogy tobb minta vizsgélata esetén mindig
ugyanazt az iont hasonlitsak 6ssze. Ezutan kovetkezik a statisztikai elemzés, melynek célja
azon metabolitok kimutatasa, amelyek intenzitasszintje szignifikansan valtozik a kiilonb6z6

bioldgiai csoportok kdzott (Zhou és mtsai., 2012).
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4 CELKITUZESEK

Az A. flavus a termésmindség romlasaval, és a magok aflatoxinnal torténd
szennyezésével jelentGs gazdasagi ké&rokat okoz, melynek mérséklésére alternativat
jelenthetnek a Pseudomonas fajok altal termelt bioaktiv vegyiletek.

Célunk az volt, hogy azonositsuk a kutatocsoportunk korabbi kisérletei soran A. flavus

novénypatogén gombaval szemben antagonista hatast mutat6 Pseudomonas izolatumok

biokontroll hatadsaban szerepet jatsz6 metabolitokat.

A kitlizott cél eléréséhez a kovetkezo feladatok megvaldsitasat terveztiik:

1. Adatbazis létrehozasa az irodalomban leirt Pseudomonas bioaktiv vegyuletek alapjan.

2. Pseudomonas izolatumok metabolitprofiljanak meghatarozdsa HPLC-ESI-HRMS
maodszerrel.

3. A mar ismert bioaktiv vegylletek azonositdsa az adatbazis és a metabolitprofil
felhasznalasaval.

4. A biokontroll hatds szempontjabol aktiv eés nem aktiv Pseudomonas izolatumok
metabolitprofiljanak Osszehasonlitdsdval az eltérd viselkedést esetlegesen okozd

metabolitok kiszlrése.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Felhasznalt torzsek

A metabolomikai vizsgélatokat kutatocsoportunk korabbi kisérletei soran A. flavus
ndévénypatogén gombaval szemben antagonista hatast mutatd (aktiv) és antagonista hatast
nem mutatd (nem-aktiv) 32 Pseudomonas izolatum felhasznéldsaval végeztik. A
Pseudomonas izolatumokat 3 csoportba soroltuk Girard és munkatarsai (2021) munkaja

nyoman: P. putida, P. chlororaphis és P. fluorescens (9. abra).
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9. dbra Aktiv és nem-aktiv Pseudomonas izolatumok.
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5.2 Felhasznalt anyagok

5.2.1 Tapoldat
PD (Potato Dextrose), VWR International, USA

522 Metabolomikai vizsgélatok

A metabolitokat HPLC tisztasdgu etil-acetattal extrahaltuk a tapkozegbdl (VWR
International, USA). Belsé standardként buszpiront és homovaniliasavat alkalmaztunk
(Merck). A HPLC-HRMS vizsgalatokhoz LC-MS tisztasdgu metanolt, acetonitrilt, vizet és
hangyasavat hasznaltunk (VWR International, USA).
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5.3 Tenyésztés koriilményei

Burgonya-dextr6z tapoldatban (24 g/L), 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokban
tenyészettik sotétben, 25°C-os inkubatorban egy éjszakdn at 130 rpm fordulatszamon a
felszaporitott  baktériumokat. A  tenyészetek OD  értékét SPECTROstar Nano
spektrofotméterrel (BMG Labtech) 0,6-ra értékre allitottuk be.

5.4 Extrakcio

A tenyészetek 5 ml térfogatat hangyasavval savanyitottuk pH 3 értékig, majd 2 Iépésben
4-4 ml etil-acetattal extrahaltuk a metabolitokat. A metabolitokban gazdag egyesitett felsé
fazisokat nitrogénaram alatt bepéroltuk, majd 500 pl 2 ng/pl buszpiront és 10 ng/pl
homovaniliasavat, mint belsd standardot tartalmazd 8/2 metanol/viz elegyben visszaoldottuk

és a HPLC-HRMS analizisig -20 °C hémérsékleten taroltuk.
5.5 HPLC-HRMS-mérés koriilményei

A Pseudomonas izolatumok masodlagos metabolitjait Dionex UltiMate 3000 UHPLC
(Thermo Scientific) késziilékhez csatlakoztatott Q-Exactive Plus (Thermo Scientific) tipusu
elektronporlasztasos ionforrdssal (Heated electrospray ionisation, HESI) ellatott
tdmegspektrométerrel vizsgaltuk.

A metabolitok elvalasztidsat Gemini NX, 150x2mm, 3um C18 oszlopon hajtottuk végre, viz
+0,1% hangyasav (A) és acetonitril/metanol (1/1, V/V) + 0,1% hangyasav (B) mozgo6fazisok
alkalmazésaval 0,2 ml/min &aramlasi sebességgel. Az oszlop hémérsékletét 25 °C-ra allitottuk.
Az elvalasztas gradiens elucidval tortént, ami 5% ,,B” dsszetétellel indult, 2 perc izokratikus
szakasz utan 11 perc alatt az Osszetételt 95% ,,B” -re valtoztattuk, majd 6 perces izokratikus
szakasz utan fél perc alatt visszallitottuk a kiindulasi Osszetételt és a rendszert 4,5 percen
keresztll hagytuk stabilizalodni. Minden mintabol 3 ul térfogatot injektaltunk.

A metabolitokat pozitiv és negativ ionizacios mdodban vizsgaltuk pasztazd-adatfiiggé MS/MS
modban (fullscan-ddms2). A pasztazéd adatgytjtéshez a 100-1500 m/z tomegtartomanyt
alkalmaztuk 70 000 felbontas, 1x108 AGC (Automatic Gain Control), és 100 ms IT (isolation
time) mellett. Az adatfiiggd6 MS/MS mérések esetén a felbontas 17 500 volt, a kvadrupdl
izolacios ablaka 0,4 m/z, a normalizalt Utkdzési energia pedig 35 tetszOleges egység Volt.

Az aktiv izoldtumokra jellemz6 metabolitok kivalasztdsat kovetden, azonositdsukhoz
parhuzamos reakcio monitorozas (parallel reaction monitoring, prm) és pasztaz6-minden iont

fragmentalo, semleges vesztésen alapuld adatfiiggé MS/MS (full scan-AlF, NL-ddms2)
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modokat alkalmaztunk. Mindkét esetben az MS paraméterek megegyeztek a fullscan-ddms2

maodban hasznéalt paraméterekkel.
5.6 Alkalmazott szoftverck

Az HPLC-HRMS alapadatok gytijtéséhez Xcalibur 3.1 (Thermo Scientific) szofvert
hasznaltunk.
A nyers merési eredményeket a CompoundDiscoverer 3.3 (CD, Thermo Scientific) program
segitségével dolgoztuk fel az 10. &bran lathaté munkamenet szerint. A fékomponens-analizist

(PCA) a CD PCA programcsomagjaval hoztuk létre.
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(ChromAlign)
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( 3 Search mzCloud J ‘é Detect Compounds ‘ Lg Search ChemSpider ‘
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Annotations

Generate Molecular a 3 = é‘ .
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é Mark Background < 6. Apply SERRF QC
Compounds Correction

10. 4bra A metabolomikai elemzés munkafolyamata.

A szimulalt fragmentaciokat a MassFrontier 8.1 (Thermo Scientific) és az online CFM-ID 3.0

programokkal végeztik el.

A vegylletek szerkezeti képletét a ChemSketch (ACD/Labs) programmal rajzoltuk meg.
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A MetaboAnalyst 6.0 (Wishart Research Group) online program segitségével hataroztuk meg
a szignifikans metabolitokat. Els6 1épésként a CD programbol az adott feltételek szerint szlirt
metabolitokat feltoltottik az aldbbi paraméterekkel: Data type: peak intensities, format:
Samples in columns. A normalizadlast még a MetaboAnalyst eldtt elvégeztik. A
varianciaanalizis (ANOVA) utan vegrehajtott post-hoc analizisnek a Fisher’s LSD féle tesztet
valasztottuk 0,05 szignifikanciaszinttel (p>0,05). A hotérképet (Heatmap) a program
alapbeallitasaival hoztuk létre.
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6 EREDMENYEK

Nem-célzott metabolomikai vizsgalatok segitségevel terveztiik azonositani azokat a
vegylileteket, amelyek az elOkisérletek soran az A. flavus gombdaval szemben antagonista

viselkedést mutaté Pseudomonas izolatumok biokontroll hatasat okozhattak.
6.1 Adatbazis készitése

A sajat Pseudomonas adatbazisunk létrehozasahoz elsé 1épésként Osszegylijtottik
azokat a publikaciokat, amelyek Pseudomonas fajok bioaktiv mésodlagos metabolitjait irjak
le. Ezt kovetden molekularajzolé program segitségével megrajzoltuk a PubChem
adatbazisban nem szerepld vegyliletek szerkezeti képletét, hogy az Osszegképletet és a
monoizotdpos tomeget kiszamithassuk. A kész (bar a késdbbiekben folyamatosan bdvitendd)
adatbazis 263 darab metabolit nevét, 6sszegképletét és monoizotdpos tomegét tartalmazza. A
tovabbiakban ezt az adatbazist hasznaltuk fel a vizsgalt Pseudomonas izolatumok bioaktiv

metabolitjainak azonositaséhoz.
6.2 HPLC-HRMS vizsgalatok
6.2.1 El6sziirés

A nem célzott metabolomikai vizsgéalatok Kkivitelezésére HPLC-HRMS modszert
valasztottunk, mivel a bakterialis eredeti masodlagos metabolitok nem illékonyak és
szarmazékképzéssel sem tehetdk illékonnya. Az irodalmi adatok szerint a Pseudomonas

metabolitok leginkabb polaros vegylletek, ezért elektroporlasztasos ionizaciot alkalmaztunk.
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11. abra A 4. izolatum fermentlevének teljes ionkromatogramja pozitiv (A) és negativ (B) ionizaciés

modban.
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Egyes vegyliletek csak negativ, vagy csak pozitiv ionokat képeznek (esetleg mindkettd)
HPLC-ESI-MS mérési kortilmények kozott, ezért valamennyi extraktumot pozitiv és negativ
ionizacidés modban is vizsgaltuk. Az 11. abran a 4. izolatum fermentlevének pozitiv (A) és
negativ (B) ionizaciés modban mert teljes ionkromatogramja lathato.

Ha megvizsgaljuk a komponensek eloszlasat a futtatas teljes idétartalma alatt (12. &bra)

megallapithatjuk, hogy a komponensek eloszlasa egyenletesnek tekinthetd.
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12. &bra Akomponensek eloszlasa a futtatas teljes id6tartama alatt.

Baktériumok és gombak nem-célzott metabolomikai vizsgalatai soran tébb 1000 komponens
megjelenése varhatd, melyek alapvonalig torténd elvalasztdsa az altaldnosan hasznalt
kromatogréafias oszlopokon 15-30 perc id6tartam alatt lehetetlen. Az egy idépontban elualodo
és egytt ionizalddé komponensek befolyasoljak egymas ionizacidjat és igy detektalasukat is.
Az egyenletes eloszlassal minimalizaljuk annak a veszélyét, hogy komponenseket veszitsunk.
Megallapithatjuk tehat, hogy az alkalmazott gradiens modszer megfeleld rendszereink
vizsgalatara. A HPLC-MS alapu metabolomikaban a vegylletek tdmegspektrometrias
detektalasahoz ionokat kell Iétrehozni. Egy metabolit akar tobb mokelulaiont is képezhet az
alkalmazott elvéalasztasi koriilményektdl fliggéen. Metabolomikai vizsgalatainkhoz viz-,
metanol-, acetonitril- és hangyasav tartalmi mozgé fézisokat alkalmaztunk, melyek
jelenlétében tobbféle molekulaion is képz6dott. Az Orbitrap analizator altal biztositott
felbontds és pontos témegnek kdszonhetéen a CD program segitségével az aldbbiakban
felsorolt molekulaionokat/ adduktokat (features) azonositottunk. Pozitiv ionizaciéos mddban:
[M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [2M+H]*, [2M+K]*, [2M+Na]*, [M+ACN+Na]*, [M+ACN+H]*,
negativ ionizaciés modban pedig: [M-H], [M-H-H20], [M+FA-H], [2M-H]", [2M+FA-H],

[M-2H+Na]". A Na* és K* ionok az tivegesz6zokbdl és oldoszerekbdl szarmaznak.
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A nyers mérési eredményeket CD program segitségével dolgoztuk fel (10. abra). A program a
kromatogramok alapvonal-eltol6dasanak korigalasa utan elvégezte az ionok annotécidjat az
altalunk elére megadott ionlista alapjan, majd csoportositotta a vegyiileteket a legjellemzébb
ionok figyelembevételével (pozitiv ionizaciés médban a [M+H]*, negativ ioniz&ciés mddban
pedig [M-H]), majd meghatarozta a vegyuletek 0©sszetételét és spektrumkonyvtarak,
adatbazisok segitségével azonositotta Oket. A metabolitok azonositasahoz az mzCloud
spektrumkonyvtarat, és a ChemSpider, EFS HRAM, Extractables and Leachables HRAM,
Natural Products Atlas 2021, Endogenous Metabolites, online adatbazisokat, valamint az

altalunk 6sszeallitott Pseudomonas bioaktiv vegyuleteket tartalmazo adatbazist hasznaltuk fel.

2. tdblazat Aktiv metabolitok sziirése.

Pozitiv ionizacié Negativ ionizacid
Osszes elkiilonitett metabolit 21028 17379
Compound Izotépeloszlassal rendelkezik 16746 14547
Discoverer Va.rlm MSZ sPektrum_a 11333 10113
Kusngerte!f feletti 9874% 8400**
csucsteriilete
4900 4593 P.p.*
MetaboAnalyst Szignifikans metabolitok 1638 412 P.c.**
7395 7319 P.f

*A kiiszobérték: 4*10° csticsterilet.
A kiisz6bérték: 3*108 cstcsterilet.
*P. putida

**P. chlororaphis

++*P fluorescens

A program pozitiv ionizaciés médban 21028, negativ ionizacios modban 17379 db vegyiletet
kulonitett el (2. tablazat). Ahhoz, hogy megtalaljuk az aktiv vegyiileteket, kiilonbozo
szempontok szerint sziikitettiik a talalatok szamat. Elsé 1épésként csak azokat a vegyiileteket
vettik figyelembe, amelyek izotdpeloszlassal rendelkeztek, mivel a program Altal
meghatarozott 6sszegképlet csak ebben az esetben tekintheté megbizhatonak (2. tablazat). A
vegyuletek azonositdsdhoz elengedhetetlen, hogy MS/MS spektrumuk (fragmentacios
mintazatuk) megegyezzen az online spektrumkdnyvtarakban, publikaciokban megtalalhato
MS/MS spektrumokkal, illetve azokkal a fragmensekkel, melyeket kilénb6z6 online
programok becsuilnek meg a fragmentacios szabalyok felhasznélaséval. Tehat a vegyuletek
korét sziikitettiik azokra a metabolitokra, melyekr6l MS/MS spektrumok késziiltek a
vizsgélatok sordn (2. tablazat). A nem megfelelé intenzitasu csucsok kisziiréséhez a
kromatogramok tanulmanyozasaval meghataroztunk egy kiiszobértéket, és csak a kiiszobérték

feletti tertiletli csucsokat vettiik figyelembe (2. t4blazat).
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A CD program segitségével a teljes metabolitprofilt figyelembe véve fékomponens-analizist
végeztlink el. A 13. abra alapjan megallapithato, hogy nem kiilonithetéek el egymastdl az
aktiv és nem aktiv izoldtumok, tovabba a P. putida, a P. chlororaphis és a P. fluorescens

csoportok sem szeparélédnak.
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13. &bra Fékomponens-analizis (PCA) a teljes metabolitprofil alapjan.

6.2.2 Ismert Pseudomonas metabolitok azonositasa

Az irodalomban leirt Pseudomonasok fajokra jellemzé vegyiiletekb6l készitett adatbazis
alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy az izolatumok termelik-e ezeket az ismert vegytileteket.
Mivel az azonositaskor a tébbi adatbazist is figyelembe vettik, talaltunk olyan vegyuleteket,
amelyek a Pseudomonas fajokra jellemzd metabolitokhoz hasonlé szerkezetiiek. Irodalmi
adatokra tdmaszkodva megvizsgaltuk, hogy rendelkeznek-e bioaktiv tulajdonsagokkal. A
vegyuletek azonositdsdhoz a pontos tdmegen (és az az alapjan szamitott ésszegképleten) kivil
felhasznaltuk az irodalomban publikalt fragmentacios mintazatokat (MS/MS spektrumok),
vagy ha ez nem allt rendelkezésiinkre, akkor a MassFontier programmal szimulalt

fragmenseket. Egy metabolitot akkor tekintettiink azonositottnak, ha a pontos tomege,

24



Osszegképlete és fragmentacios mintazata, illetve az elméletileg szamitott fragmensek pontos
tdmege megegyezett az irodalmi, vagy szimulalt értékekkel. A 3. tablazatban ésszefoglalt 19

ismert bioaktiv Pseudomonas metabolitot tudtuk azonositani az izolatumok fermentlevébdl.

3. tAblazat Pseudomonas adatbazis alapjan azonositott bioaktiv metabolitok.

Detektalt ion

Bioaktivitas Metabolit Osszegképlet RT (min) s
2-acetamidofenol CgHaNO, 9,39 152,0711
piocianin CisH10N20 14,47 211,0867
fenazin-2-karbonsav C13HsN20 13,34 225,0659
fenazin-1-karbonsav C13HsN20: 12,60 225,0659
Biokontroll ciklo-(L-Pro-L-Met) C10H16N20,S 935 229,1007
ciklo-(L-Phe-L-Val) CiaH1sN20, 10,79 247,1443
ciklo-(L-6-Hyp-L-Phe) C14H16N203 9,72 261,1234
lahorénsav C Ci6H200: 14,12 245,1537
lahorénsav B C17H2203 14.19 275,1642
_ ) 8-hidroxikinolin CoH/NO 8,45 146,0606
Sziderofor tiokinolobaktin C11HoNOsS 11,24 236,0378
N-butiril-L-homoszerin CeH1sNOs 749 172,0972
lakton
_ N-dekanoil-L-homoszerin - ¢,,H,sNOs 1498 256,1907
Homoszerin- lakton
lakton N-(3-oxodekanoil) -L- ¢, HuNO, 1380 270,701
szarmazék homoszerin lakton
(QS) N-(3-hidroxidekanoil) - ¢,,H,sNO, 13,60 272,1857
DL-homoszerin lakton
N-(3-hidroxid_odekanoil) = CisHesNO, 15.09 300,2182
homoszerin lakton
Qs 2-aminoacetofenon CeHoNO 8,70 136,0758
Ciklikus masszetolid H/B CssHooNgO1s 18,556 1154,7287

lipopeptid  viszkozin/ masszetolid F~ CsaHusNsO1s 17,769 1126,6972

Az azonositott vegyiletek fele biokontroll hatasd vegyulet. A legismertebb fenazin-1-
karbonsav és piocianin mellett a kevésbé ismert lahorénsavat, 2-acetamidofenolt és a
kiilonb6zo Osszetételti dipeptideket termelték az izolatumok. Két sziderofort detektaltunk, a
tiokinolobaktint és a 8-hidroxikinolint. A metabolitok kdzel fele homoszerin lakton
szarmazeék, illetve a 2-aminoacetofenon egy QS molekula. Az irodalmi adatok szerint a
tablazatban bemutatott biokontroll hatast vegyuleteket a P. chlororaphis és a P. fluorescens

torzsek termelik (Shahid és mtsai, 2021), a mi esetinkben is az ezekbe a csoportokba
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sorolhato izolatumok termelték. Megfigyeléseink szerint azonban a P. putida csoportba
tartozd torzsek is képesek eldallitani a piocianint. Tovabba detektaltunk kis mennyiségben
fenazin-2-karbonsavat, melynek biokontroll hatasarol és Pseudomonas altali termel6désérél
nem taldltunk informéciot. Eredményeinkkel Osszhangban, a tablazatban szerepld
szideroférok termelédését P. fluorescens torzsek esetében irtak le (3. tablazat) (Sazinas és
mtsai, 2019), ugyanakkor vizsgalataink szerint mind a harom Pseudomonas csoport (P.
putida, P. chlororaphis, P. fluorescens) termelte. A detektalt homoszerin laktonok nem a QS
folyamatokért felels acil-homoszerin laktonok csalédjaba/csoportjaba tartoznak. Az oxo- és
hidroxi-homoszerin laktonokat P. chlororaphis térzsekre jellemz6en irtak el (Shahid és mtsai,
2021), azonban mi a P. putida csoportba tartoz6 izoldtumainkban is detektaltuk. A 2-
aminoacetofenont mind a harom csoportban detektaltuk, bar irodalmi adatok szerint

jellemz6en a P. chlororaphis és a P. aeruginosa termeli.
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14. bra Biokontroll-hatast, ismert Pseudomonas metabolitok eléfordulasa a vizsgalt izolatumokban.

A 14. abran mutatjuk be az azonositott bioaktiv vegyuletek kozil a biokontroll-hatasu
metabolitok eléfordulasat az izolatumokban. Megallapithatd, hogy nincs olyan metabolit,
amelyet csak az aktiv izolatumok (4, 57, 58, 66, 68, 9) termeltek, tehat az A. flavus
novénypatogén gombaval szemben tapasztalt antagonista hatds nem magyarazhaté ezekkel a

vegyluletekkel.
6.2.3 Aktivitashoz hozzajarulé metabolitok

A CD program altal elkilonitett, kiiszobérték feletti csucsteriiletettel rendelkezé
vegyuleteket (2. tablazat) fajonként (P. putida, P. chlororaphis és P. fluorescens (Girard €s
mtsai., 2021)), szignifikanciavizsgélatnak vetettik ala a MetaboAnalyst online szoftver
segitségével. A tovabbi szamitasoknal csak a szignifikdns metabolitokat vettik alapul. A

biokontroll hatdsban szerepet jatszd metabolitok kisziiréséhez egy adott csoporton belll a
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biokontroll szempontbdl aktiv és nem aktiv izolatumokkal (9. dbra) valamennyi vegyiiletbdl
aranyparokat hoztunk létre, majd kivalasztottuk azokat a vegyuleteket, amelyek legalabb
tizszeres mennyiségben fordultak el6 a csoportra jellemz6é valamennyi aktiv izolatumban. Ezt
kovetden leellendriztiik, hogy ezek a metabolitok nagy mennyiségben termel6dtek-e a masik
két csoport nem-aktiv izolatumaiban. Pozitiv és negativ ionizaciés mddban ¢sszesen 7 olyan
metabolitot talaltunk, amelyek csak az aktiv izolatumokban termel6dtek (4. tablazat).
Erdemes megjegyezni, hogy mind a 7 vegyiilet nitrogéntartalmi, ami jellemz$ a
Pseudomonas bioaktiv vegyuletekre. A P. putida csoportban 3, kizérdlag pozitiv ionizécids
modban detektalt vegyuletet talaltunk. Ugyanennyi, de elsdsorban negativ ionizaciés modban
detektalhato vegyulet keletkezett az aktiv P. chlororaphis izolatumokban. A P. fluorescens
izolatumokban Kizardlag pozitiv ionizaciés modban talaltunk egy, az aktiv izolatumokra

jellemzd vegyiiletet.

4. tablazat Kizarolag az aktiv izolatumok &ltal termelt metabolitok

Pseudomonas lonizaciés  Molekula pontos .. . Retencios
. R Osszegkeéplet . .
csoport mad tdmege (g) id6 (min)
293,2731 C19H3sNO 17,648
P. putida +

331,2529 C18H37NO,S 17,151

343,2891 CxH37NO 19,012

241,0618 C7/H1sNO6S 13,549

P. chlororaphis 428,2049 C22H28N4Os 14,240
+ 1153,6844 CssHesNoO17 17,705

P. fluorescens + 577,6137 CasH7sNO 17,111

Egyik vegyulet sem mutatott egyezést az altalunk dsszedllitott, Pseudomonas fajokra jellemz6
metabolitokat tartalmazo6 adatbazisban talalhato vegyuletekkel. Azonban két metabolit pontos
tdmege megegyezett az alkalmazott adatbazisokban szerepl6 két vegyilet pontos tdmegével.
Ezek alapjan els6 1épésként megvizsgaltuk, hogy a 293,2731 pontos tdmeggel jellemezhetd
metabolit lenet e a ChemSpider adatbazis szerinti  4-[(1S)-1-Ciklohexil-2-(2-
piperidinil)etil]ciklohexanol, illetve a 428,2049 tomegii pedig a Natural Product Atlas szerinti
cianociklin C. Egyik vegyiiletr6l sem talalhato a publikdciokban MS/MS spektrum, igy a
CFM-ID online program segitségével szimulaltuk a fragmentaciot. A szimulalt fragmensek
(és igy az MS/MS spektrumok) nem egyeztek az altalunk tapasztaltakkal, tehat a metabolitok

nem az adatbazisok altal javasolt vegytiletek.

27



A 2410618 és az 577,6137 pontos tomegii vegylletekr6l nem talalhaté az online
adatbazisokban adat és sem az Osszetételilk, sem a fragmentacidos mintazatuk alapjan nem

tudjuk azonositani dket (15. abra, 16. abra).

68_2_neg (F120) #6362, RT=13.525 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 240.0545@35, -1)
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15. abra A 241,0618 pontos tomegii vegyiiletek MS/MS spektruma.

9 1 pos (F223) #8796, RT=17.011 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 578.6212@35, +1)
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16. abra A 577,6137 pontos tomegil vegyiiletek MS/MS spektruma.

A 331,2529; a 343,2891 és a 293,2731 pontos tomegli metabolitok MS/MS spektrumat
megvizsgalva megallapithatjuk, hogy ezek a metabolitok ugyanazt a molekula részletet
tartalmazzak, ami a tdmegspektrumokon a 194,205 semleges vesztéssel jellemezhetd. Ez a
tomeg a CisH2s Osszetételnek felel meg, ami egy telitetlen alkénlanc. Fragmensei (m/z
67,0546; 69,0701; 83,0861; 97,1021) valamennyi metabolit MS/MS spektruméanak Kkis
tomegli tartomanyaban megjelennek. A visszamaradt molekula részletek (m/z 138,0550;

150,0918; 100,0766) tartalmaznak egy hidroxilcsoportot (15. &bra) is.
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57 3 _pos (F287) #9121, RT=17.611 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 294.2804@35, +1)

900 4
800 4
700 4
600 4
500 4
400 4
300 4
200 4

100 4
0 ‘h L |‘ ..| 1

50 100 150 200 250 300
m/z

Intensity [counts] (1073)
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57_3_pos (F287) #9842, RT=18.894 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 344.2963@35, +1)
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17. abra A 293.2731 (A); a 331.2529 (B) és a 343.2891 (C) pontos tomegii vegyiiletek MS/MS
spektruma.

Feltetelezzik, hogy ez a harom vegyilet szerkezetileg rokon vegydlet. Felmerul a kérdés,
vajon nem termelnek-e tobb, hasonld szerkezetli vegyiiletet az aktiv izolatumok. Ennek
elddntése érdekében az extraktumokat Ujra analizaltuk, de csak a 194,205 tomegl semleges
vesztéssel jellemzheté vegyiileteket kerestik. Azt tapasztaltuk, hogy az aktiv izolatumok
extraktumai tobb, hasonld szerkezetli vegyliletet tartalmaznak (336,2543; 338,1698;
343,2671; 348,2750), melyek valamennyien a kromatogramok 17 - 19 perces szakaszaban
jelennek meg.

Az 1153,6844 pontos tomegili vegylilet nagy tomegébdl és fragmenticids mintdzatabol

kovetkezben feltételezziik, hogy ciklikus lipopeptid (bioszurfaktans) (18. abra).

29



59 3 pos (F293) #9097, RT=17.676 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 1154.6929@35, +1)
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18. &bra m/z 1153.6851 vegyiilet MS/MS spektruma.

A metabolit protonalt molekulaionjanak fragmensei (18. abra) az irodalomban leirt és az
altalunk is detektalt masszetolid vegyuletekre (masszetolid H/B 18. &bra, viszkozin (19. abra))
jellemzoek (m/z 284,22; 266,15), azonban a CD program &ltal meghatérozott dsszetétele eltér

a masszetolidokra jellemzé 6sszetételtdl (NoO1s helyett NoO17).

59_3_pos (F293) #9148, RT=17.770 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 1126.6973@35, +1)
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19. dbra m/z 1125.6899 vegyilet MS/MS spektruma.

Ciurko és mtsai munkaja alapjan, melyben a viszkozin (masszetolid F) Na*-adduktjanak
fragmentécios mintazata és az egyes fragmensek dsszetétele megtalalhato, tervezzilk ennek a
masszetolid szarmazéknak az azonositdsat. Az azonositast segiti, hogy az izolatumok
tartalmaztak egy masik masszetolid szarmazékot (masszetolid H/B) is. Az azonositas elsd
Iépéseként a ciklikus lipopetideket nagy mennyiségben tartalmazd extraktumokat
Ujraanalizaltuk, de az eddig alkalmazott modszertdl eltéréen kizérdlag a masszetolidok
protonalt molekulainojait és Na*-adduktjait fragmentaltuk. Az MS/MS spektrumok értékelése

folyamatban van.
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7 OSSZEFOGLALAS

Kutatdcsoportunkban kukorica rizoszférabol izolalt Pseudomonas torzsek antagonista
hatasat vizsgaltak a mezO6gazdasagban vilagszerte hatalmas karokat okozd, karcinogén
mikotoxinokat termelé A. flavus ndvénypatogén gombéaval szemben. Az 50 vizsgalt
izolatumbdl P. putida, P. chlororaphis, P. fluorescens csoporthoz tartozé 6 torzs gatolta a
gomba novekedését és toxintermeld képesseégét.

Célunk az volt, hogy metabolomikai vizsgalatokkal azonositsuk az antagonista hatasért felelds
metabolitokat.

Az izolatumok PDB tenyészetbol etil-acetattal extrahdlt metabolitjait HPLC-ESI-HRMS
maodszerrel pozitiv és negativ ionizaciés modban analizaltuk. A nyers adatokat Compound
Discoverer program segitségével dolgoztuk fel, majd a program altal elkilonitett nagyszamd
vegyliletet megfeleld szempontok szerint szirtik. Megallapitottuk, hogy a teljes
metabolitprofilt alapul véve nem kiilonithetéek el egymastol a biokontroll szempontbdl aktiv
és nem aktiv izolatumok, tovabbéa a P. putida, a P. chlororaphis és a P. fluorescens csoportok
sem szeparalodtak.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy az izolatumok termelik-e az irodalomban leirt
Pseudomonas fajokra jellemzé bioaktiv vegyiileteket. A metabolitok pontos tomegét és
MS/MS spektrumat figyelembe véve biokontroll (9 db), sziderofér (2 db), ciklikus lipopeptid
(2 db), quorum sensing (1 db) és azzal rokon szerkezetii (5 db) vegyuleteket azonositottunk
(4. tablazat). Ezen vegylletek bizonyos részét azok a Pseudomonas fajokhoz tartozo
izolatumok termelték, melyeket az irodalomban is leirtak. Detektaltunk olyan metabolitokat
is, melyr6l nem talaltunk Pseudomonas fajokhoz kotheté informaciokat, de szerkezetlk
rokonsagot mutatott egyes bioaktiv vegyuletekkel. Nem azonositottunk olyan biokontroll
hatasd, ismert Pseudomonas metabolitot, amelyet csak az aktiv izolatumok (57, 58, 66, 68, 4,
9) termeltek, tehat eredményeink szerint az A. flavus névénypatogen gombaval szemben
tapasztalt antagonista hatas nem magyarazhat6 ezekkel a vegyuletekkel.

A biokontroll hatasban szerepet jatszo metabolitok kisziiréséhez, adott feltételek mellett
megvizsgaltuk mind a harom csoporton (P. putida, P. chlororaphis és P. fluorescens) beliil az
egyes vegyiiletek el6fordulasat az aktiv és a nem aktiv izolatumokban. Hét olyan metabolitot
talaltunk, amelyeket csak az aktiv izolatumok termeltek. A metabolitok azonositasahoz a
rendelkezésiinkre all6 pontos tdmeg, az MS/MS spektrumok és a kiilonbozé adatbazisok nem
voltak elegend6ek. Fontos kiemelni, hogy a P. putida izolatumoknal taldltunk olyan

vegylleteket, melyek fragmentaciés mintazata alapjan kijelenthetd, hogy tartalmaznak
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hasonlé molekularészletet, ami valdsziniileg egy telitetlen alkén lanc. Pontos tdmege (és az ez
alapjan szamitott 6sszegképlete) és framentacidés mintazata alapjan az egyik metabolitrdl
megallapitottuk, hogy bioszurfaktans, egy masszetolid szarmazék. Azonositdsa a
fragmentacios mintazat alapjan folyamatban van. Erdemes megjegyezni, hogy mind a 7
metabolit tartalmaz nitrogénatomot, ami jellemz6 a Pseudomonas bioaktiv vegyuletekre.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy béar az adatbazisok segitségével talaltunk olyan
metabolitokat, amelyek ismert biokontroll-hatast Pseudomonas vegytletek, az izolatumok A.
flavus ndvenypatogén gombéval szemben tapasztalt antagonista hatdsa nem magyarazhatd
ezek jelenlétével. Azonban detektaltunk 7, kizarolag az aktiv izolatumokra jellemzo

metabolitot, mely kozil egyet siker(lt részlegesen azonositani.
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