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Abstract

A silézas a takarmdnynovények tartdsitdsinak az a folyamata amely sordn anaerob
koriilmények kozott a tejsavbaktériumok a vizoldékony szénhidratokat szerves savakra
bontjak. A kutatas célja killonbozé tipusi silék mikrobidlis kozosségének vizsgalata volt.
A kutatds soran a hdrom tipusa silébdl (kukorica, lucerna és szendzs) Gsszesen 190
baktérium izolatumot sikeriilt izolélni, amelybdl 55 torzset szelektéltunk jotékony
tulajdonséagaik alapjan, amelyek 19 fajhoz tartoznak, A silékbdl izolalt baktériumtorzsek
a kovetkezé génuszokhoz tartoztak: sp., Paenibacillus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus
sp. si Weissella sp. Az izolalt, szelektélt és jellemzett baktériumtorzsek alkalmazhatdk a
sildzést elGsegité bioprepardatumok el6allitasanal.
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Bevezeto

silézas célja a takarmanynovények tartositdsa azzal a céllal, hogy a benne 1évé tap-
Aanyagok és vitaminok minél nagyobb ardnyban megmaradjanak. A silézas sordn el6-
allitott takarmanyt az allatok elldtisara hasznaljak. Az igy el@éllitott takarmany hosszabb
ideig tartés marad, mint a mas tipust takarményok. Silézasra csak az 50-60%-os nedvesség-
tartalmi névényi anyag alkalmas, a magasabb viztartalma novényeket a silézasi folyamat
el6tt fonnyasztani kell a kivant nedvességtartalom eléréséig. Sil6zas el6tt a novényi anyagot
szlikséges apritani, amelyet a sil6térbe behordva tomoritenek, majd 1égmentesen lezarnak.
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Az erjedési folyamat lényege, hogy az apritott névény vagy novényi részekbdl a levegd
minél tokéletesebb kiszoritdsa kovetkeztében kialakulé anaerob koriilmények kozott a
tejsavas erjesztd mikroorganizmusok gyorsan, nagymértékben elszaporodjanak, anyag-
cseréjilknek koszonhetéen elGsegitve a tartdsitdsi folyamatot és novelve a lebonthatd
tdpanyagtartalmat (http://www.agraroldal.hu/kukorica-9.html). Fontos a sil6zds sordn
keletkezé takarmany vizoldhaté szénhidrat és szdrazanyagtartalma (250-400 g/kg) amelyet
nagy mennyiségben kell tartalmazzon (Mohd-Setapar et al., 2012).

Egyes eurdpai orszagokban, mint Hollandia, Németorszag és Dénia olyan takarmény-
novényeket mint a kukorica, ftifélék, zoldségfélék és btiza 90%-ban silézzak a termelés
helyén. Ez a technika biztonsigos, kornyezetbarat, és természetes termékként tartjak
szamon (Mohd-Setapar et al., 2012).

Romadnidban a takarménynévények termesztését tekintve zoldtakarmanyt 2007-2012
kozott 210-230 ezer ha teriileten termesztettek, ahol 6sszesen 2200-3350 millié tonna
termést értek el, mig lucernit és I6herét 560-660 ezer ha teriileten termesztettek, ahol
dsszesen 7330-10660 millié tonna termést regisztraltak (Romén Statisztikai Evkényv,
2013). Nem taldltunk szakirodalomi adatokat, hogy ezen névényeket milyen mértékben
tartésitjak silézdssal Romdanidban.

A sil6 mikrobidtaja kulcsszerepet jatszik a sikeres tartdsitdsi folyamatban. Ezen
mikrobiéta hatasukat tekintve két nagyobb csoportba sorolhaté: jotékony és karos mikro-
organizmusokra. A jotékony mikrobdk a tejsavbaktériumok, a kérosak kozé tartoznak
killonb6z6 aerob (éleszték, penészek, bacilusok) vagy anaerob (klosztridiumok, entero-
baktériumok) mikroorganizmusok (Oude Elferink et al., 1999).

A fermentdcidban szerepet jatsz6 jotékony mikroorganizmusok egyik csoportjat a
tejsavbaktériumok képezik. Ezen mikroorganizmusok jelenlétének koszonhet6en csokken a
novényi légzés és az enzim aktivitds, nd a tejsav és mas szerves savak mennyisége, mely
maga utdn vonja a kozeg pH-janak csokkenésétgatlé hatast fejtve ki a nembkivinatos
mikrobdak ellen.

A masik baktériumcsoport, amely szereppel bir a silézasi folyamatban a strukturdlis
szénhidrat bonté mikroorganizmusok. Azon baktériumok tartoznak ide, amelyek a nagy
molekuldju szénhidratokat, mint példaul a celluléz, hemicellul6z (xildn), lignin és pektin
képesek lebontani és kis molekuldja cukrokat szabaditanak fel, amit a tejsavbaktériumok
anyagcseréjiikk soran felhasznalnak és tejsavat eredményeznek (Contreras-Govea et al,
2013).

Kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a székelyfoldi silék mikroorganizmus
kozosségét kiilonos tekintettel a strukturdlis szénhidrat bonté baktériumokra. A kutatas
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soran kiilonbozé tipusu silék mikroorganizmus kozosségét vizsgaltuk, azért, hogy a helyi
koriilményekhez alkalmazkodott jétékony hatdsu torzsek szelektdldsat kovetéen Székely-
foldon alkalmazhaté biopreparatum javaslatot tudjunk osszeéllitani.

Anyag és modszer
A vizsgdlt silok tipusa, szdrmazdsa és a mintavételezés modja

A potencidlis szénhidratbonté baktériumtorzsek izoldlasit a kovetkezd tipust
fermentalt takarmanyokbdl végeztiik: szenazs, lucerna sild, kukorica silé. A harom tipust
silét egy csikszentkiralyi gazda bocsatotta rendelkezésiinkre.

A mintavételezés a silébdl, a silé megbontasét kovetden steril mintavevével, steril 100
ml-es {ivegedénybe tortént. A mintavétel a silo belsejébdl tortént, steril kiirdlmények
kozott, miianyag keszty(i segitségével, hogy elkeriiljiik a minta mikrobidalis fert6zését. A
mintat a feldolgozasig 4°C-on taroltuk, hlitészekrényben.

A strukturdlis szénhidrdtbonto torzsek izoldldsa

Az izoldlni kivant mikroorganizmusok esetében higitasi sort készitettiink 1 g minta
valamint 9 ml fizioldgias sé oldattal 10-2 higitasig, ezt kovetGen a 10-1 valamint a 10-2
higitasokbdél 0,1 ml-et szélesztéssel oltottunk az el6re elkészitett szelektiv taptalajok
felilletére. A téptalajok kiilonb6z6 szénforrasokat tartalmaztak: celluldzt, xilant, karboxi-
metil-cellul6zt (CMC), pektint valamint fitdtot.

A strukturdlis szénhidratbonté baktériumok izoldldsa egy strukturalis szénhidratot
tartalmaz6 tdpagaron tortént (celluléz, CMC és xildn) amelyhez sékat és kongdvoros
indikdtort adtunk. A kongé6voros indikator segitségével meghataroztuk a potencidlis struk-
turdlis szénhidratbonto torzseket, a telepek koriil kialakult korgytir(i segitségével. Mivel a
kongdvords a strukturdlis szénhidratokhoz kot6édik, a vildgos korgytirt (halo zoéna)
jelenléte a strukturalis szénhidrat kioldését jelenti a baktérium telep koriil.

A pektinbontas képességét is vizsgaltukpektin tartalmu taptalajon. Ebben az esetben
az alapszuszpenziobol oltottunk le a taptalaj felilletére. A fitatbontd képesség esetében,
viszont Na-fitat tartalmu tdptalajt készitettiink és ennek a feliiletére oltottunk le a 10-1
valamint a 10-2 higitdsokbdl. Ezt kovette az inkubalds szobahémérsékleten 3-5 napig,
aerob illetve anaerob koriilmények kozott. Az anaerob koriilményeket Anaerocult
edényekben valésitottuk meg.

Az inkubdlas utan a kifejlodott telepeket felvettiik és kiszélesztettiik tiszta tenyészetek
elérése céljabol. A Petri csészéket 3-5 napig inkubaltuk szobahémérsékleten, aerob vagy
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anaerob maédon. Az igy kapott kiilonall6 telepeket Nutrient ferdeagarra oltottuk at, tiszta

tenyészetekként

A strukturdlis szénhidrdtbonto képességgel rendelkezd baktériumtorzsek azonositdsa

A baktérium torzsek azonositdsa a fajra jellemzé 16S rDNS szekvencia analizis alapjan
torténik. A kiillonb6z6 szénforrasbonté képesség eredményét attekintve, azokat a torzseket
szelektaltuk ki, amelyek képesnek bizonyultak az adott szénforrasokat bontani. Ezeket a
torzseket el6neveltiik Nutrient taplevesben, majd 12 dras tenyészetekbdl 1,5 ml lecentrifu-
galtunk steril Eppendorf tubusba DNS izoladlds céljabdl. A genomi DNS izoldldsa az
AccuPrep Genomic DNA Extraction Kit segitségével tortént, kovetve a gyarté altal mega-
dott utasitasokat. A DNS kivonas sikerességét agaréz gélelektroforézis segitségével
ellendriztik.

A Dbakteridlis genomi DNS 16S rDNS szakaszit az univerzdlis 27f 5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ és 1492r 5TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’
primerek segitségével szaporitottuk fel. Az 50 ul PCR reakcidelegy a kovetkezd Ossze-
tevéket tartalmazta: 5 pul 10xPCR puffer, 2 pl ANTP, 4 pl MgCl2, 4-4 pl R és F primer, 0,25
ul Taq polimerdz és 33,75 ul ultratiszta viz. A PCR reakcié koriilményei: 3 perc inicidlis
denaturdlas 94°C, amelyet 30 ciklus kovet, a kovetkezé szakaszokat foglalva magaba 94°C
(30 sec), 50°C (25 sec), and 72°C (2 min), végsd elongdcié 72°C (10 perc).

A felszaporitott terméket az LGC Genomics céggel szekvendltattuk meg. A szekven-
cidkat a Chromas és a MEGA 4 programok segitségével dolgoztuk fel, majd a kapott ered-
ményeket Osszehasonlitottuk a GenBank-ban 1évé szekvenciakkal. Egy szazalékndl kisebb
kiillonbség esetén az EzTaxon rendszerben mar meglévé szekvencia és az dltalunk vizsgalt

baktérium szekvencia kozott a baktérium izoldtumainkat rendszertanilag besoroltuk.

Eredmények és targyaldsa
A strukturdlis szénhidrdtbonto baktériumtorzsek izoldldsa és azonositdsa

Munkénk soran 190 baktérium izoldatumot kaptunk. A kiillonb6zé erjesztett takar-
manyokbdl izoldlt baktériumtorzsek izoldldsi koriilményei aerob illetve anaerobok voltak.
A legjobb tulajdonsagokkal rendelkezé baktériumtorzseket szelektaltuk, jellemeztiik, és
azonositottuk molekuldris biolégiai mddszereket alkalmazva. Az 55 szelektalt baktérium
izolatum 19 kiilonbozé fajba tartozik. A harom kilénb6zd sild tipusbdl izolalt bakté-

riumfajok a kévetkezé nemzetségekbe sorolhatéak: Bacillus sp., Paenibacillus sp., Arthro-
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bacter sp., Micrococcus sp. és Weissella sp.. A Székelyfoldi silok strukturalis szénhidrat
bonté baktériumkozosségét 78%-ban Bacillus sp. fajok alkotjak, 14%-ban Paenibacillus sp.
fajok, 4%-ban Micrococcus sp. fajok is megtaldlhatéak, mig 2-2%-os aranyban jelen vannak
az Arthrobacter sp. és Weisella sp. fajok is (ldsd 1 dbra).

A sil6 mikrobidtéjara vonatkoz6 szakirodalom mind a tejsav mind pedig a strukturalis
szénhidrat bonté baktériumokat is targyalja. Li-Nishino (2011) kukorica silé6 mikrobiétajat
tanulmanyozva a Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium, Lactobacillus aceto-
tolerans, Lactobacillus panis, Lactobacillus buchneri, Stenotrophomonas maltophilia,
Acetobacter pasteurianus torzsek mellett Bacillus sp. fajokat is izolalt.

A kukorica silén végzett mikrobioldgiai vizsgalatok eredményeként Dolci et al. (2011)
tobb tejsavbaktérium mellett (Lactobacillus buchneri, Lactobacillus amylovorus, Lacto-
bacillus plantarum) az Acetobacter pasteurianus és a Bacillus subtilis baktériumfajokat is

azonositotta.

2%

2%
W Arthrobacter
Bacillus

B Micrococcus
W Paenibacillus

m Weisella

1. abra A kiilonbozé silokbol izoldlt baktériumtorzsek nemzetségek szerinti eloszldsa

A Bacillus torzsek ardnya jéval meghaladja a mds génuszokba tartozo torzsekét, amint
azt az el6z6 abran lathattuk. A Bacillus nemzetségen belill, a faji megoszlas tekintetében a
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum bizonyult a leggyakoribbnak amelybdl 6sszesen 12

izolatumot izolaltunk (lasd 2 4bra.).
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2. dbra: Kiilonbozé silokbol szarmazo szelektdlt baktériumtorzsek eloszldsa

A Bacillus licheniformis és a Bacillus aryabhattai fajokbdl dsszesen hat-hat torzset
izolaltunk a rendelkezéstinkre all6 silokbol. A Bacillus aerophilus faj négy izoldtumat
azonositottuk molekuldris médszerekkel. A Bacillus fajok mellett mas fajok is el6fordultak:
a Micrococcus luteus, a Paenibacillus amylolyticus, és a Weissella paramesenteroides fajbdl
két-hdrom izoldtum Kkeriilt azonositdsra (2. dbra).

A strukturdlis szénhidrdtbonto torzsek eloszldsa silo tipusonként

A legnagyobb diverzitas a lucerna silébdl szarmazé baktériumok esetében figyelhet6
meg, ahonnan 13 baktériumtoérzset izoldltunk amelyek kilenc fajhoz tartoztak és 6t nem-
zetségbe sorolhatdak be (Bacillus sp., Paenibacillus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp.
és Weissella sp. ). A szenazs esetében elmondhatd, hogy az izoldlt 20 baktériumtorzs, nyolc
fajhoz tartozott rendszertanilag és Osszesen két génuszba volt besorolhaté (Bacillus sp.,
Paenibacillus sp.). A kukorica siléban taldlhaté strukturdlis szénhidratbonté képességgel
rendelkez baktériumok 6sszesen 11 baktériumtorzse keriilt el amely nyolc fajhoz tarto-
zott és hdrom nemzetsége volt besorolhat6 (Bacillus sp., Paenibacillus sp., Arthrobacter
sp.) (lisd 3 4bra).
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3. dbra: Baktériumtorzsek szama a kiilonbozé silok esetében

Az eredmények alapjin elmondhaté, hogy az altalunk izolalt baktériumokbol 14
CMC-t, 15 xilant és a 16 cellulézt hidrolizal6 baktériumtorzset kaptunk, amelyek
szenazsbdl, lucerna és kukorica silékbdl szarmaztak (lasd 4. dbra).

A CMC tartalmu szelektiv taptalajon nyolc aerob és hat anaerob mikroorganizmust
izolaltunk. Ebbdl hat torzs (42,8%) szarmazott szendzsbol, harom (21,5%) lucerna silobél és
Ot (35,7%) kukorica sil6bdl. A xildn tartalmu szelektiv taptalajon 7 aerob és 8 anaerob
baktériumtorzset kaptunk. Ennek 53,33%-ét (nyolc torzs) szendzsbol, 33,33%-4t (6t torzs)
lucerna sil6bél és 13,33%-4t (két torzs) kukorica silébdl izolaltuk.

A cellul6zhasznosité baktériumok koziil nyolc aerob és nyolc anaerob torzset
kaptunk, amely koziil hét torzs (43,75%) szendzsbdl, 6t torzs (31,25%) lucerna silobdl és
négy izolatum (25%) pedig kukorica sil6bol szarmazott.
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4. dbra: A kiilonbozé erjesztett takarmdanyokbdl izoldlt szénhidrdtbonto
baktériumtorzsek szdama
Az izoldlt és azonositott baktériumtorzsek tekintetében a hirom tipusu erjesztett
takarmdny koziil szendzs bizonyult a leg fajgazdagabbnak, ahonnan 21 darab CMC, xilan és
cellulézhasznosité baktériumtorzset sikeriilt azonositani. A lucerna sil6bél 13 mig a kuko-
rica silébdl 11 strukturalis szénhidrat bont6 baktériumtozset izolaltunk és azonositottunk.

Kovetkeztetések

® A hdrom tipust fermentdlt takarmanybdl szelektiv tdptalajon dsszesen 190 bakté-
rium izolatumot sikeriilt izolalni. Ebbél a 190 izolaitumbdl 55 szelektalt izolatum faji
szinten lett meghatdrozva. Ebbdl megallapitottuk, hogy a fermentalt takarméanyok
autochton strukturdlis szénhidrat bonté baktériumkozossége nagy diverzitdst
mutat, 6sszesen 6t nemzetséghez tartozé 19 fajt sikeriilt azonositani.

e Az azonositott strukturdlis szénhidrat bontdsdra képes, Székelyfoldrél szarmazé
erjesztett takarmanyokban el6forduld fajok a kovetkezé nemzetségekbe tartoztak:
Bacillus sp., Paenibacillus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp. és Weissella sp. .

215



2016. 1. évfolyam 1. szdm

e Kilonbozé tipust silétakarmanyokbdl koézel azonos ardnyban sikeriilt karboxi-
metil-celluléz (14 torzs, 31,11%), celluléz (15 torzs, 33,33%) és xilan (16 torzs.
35,55%) hasznosité képességgel rendelkez6 baktériumtorzseket azonositani.

e Eredmények alapjan elmondhaté hogy az elemzett silok baktérium diverzitisa nagy.
Az izoldlt és azonositott baktériumtorzsek rendelkeznek strukturdlis szénhidrat-
bonté képességgel.

o A szelektalt baktériumtorzsek koziil, annak koszonhetéen, hogy helyi silokbdl lettek
izoldlva (helyi klimatikus koriilményekhez alkalmazkodtak és spontanul kialakult
mikrobidlis kozosségbdl lettek izoldlva) potencidlisan is alkalmazhatéak lennének
mint oltdanyag a helyi sildk beoltasara.

Koszonetnyilvdnitds:

A szerzd koszonettel tartozik a SILOPREP (POSCCE-A2-02.1.1-2010-2 (Nr.565/
09.09.2013, 45816,) kutatési projektnek a kutatds tdmogatasaért.
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Abstract

Silage is a preservation method of moist crops whereby lactic acid bacteria convert
water-soluble carbohydrates into organic acids under anaerobic conditions. The aim of
our research was the isolation and characterization of structural carbohydrate degrading
microorganisms from corn, alfalfa and grass silage. As result of our research we isolated
190 bacterial isolate, selected 55 bacterial strains and identified 19 species using 16S
rDNA sequence analysis. The bacterial genera isolated from the 3 different type of
silages were the following: Bacillus sp., Paenibacillus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus
sp. and Weissella sp. The isolated, selected and characterized bacterial strains have
potential for the development of silage inoculants.

Rezumat

Insilozarea este o metoda de conservare a plantelor furajere unde bacteriile lactice
realizeaza in conditii anaerobe conversia carbohidratilor solubile in apé in acizi organici.
Obiectivul cercetarii a fost izolarea si caracterizarea bacteriilor care degradeaza
carbohidratii structurali din diferite tipuri de siloz. In urma cercetirii am izolat 190 de
izolate bacteriene, din care am selectat 55 tulpini bacteriene apartindnd de 19 specii.
Genurile bacteriene izolate din cele trei tipuri de siloz au fort urmatoarele: Bacillus sp.,
Paenibacillus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp. si Weissella sp. Tulpinile bacteriene
izolate, selectate si caracterizate au potential in formularea unor inoculanti bacterieni de

siloz.
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