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2. BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség szamos képviseldje az emberi jolétre jelent6s hatast
gyakorl6 mikroorganizmusok kozé sorolhatd. A Trichoderma fonalasgombak
alkalmazasara tobb lehet6ség is nyilik. A Trichoderma torzsek koziil keriilnek ki a
leggyakrabban hasznalt biofungicidek ¢és novénynovekedés-serkentok, ezen tal szamos
iparag altal hasznositott extracellularis enzimek forrasai is lehetnek. Valtozatos
masodlagos metabolitok termelésére képesek, néhany fajuk klinikai jelentGséggel is
rendelkezik, mig mas torzseket tigy modositottak, hogy altaluk lehetdség nyiljon fehérjék
szervetlen vegyiiletek, valamint nehézfémek felvételének szabalyozasa révén (Schuster és
Schmoll, 2010; Harman 2011a,b; Mukherjee és mtsai., 2013).

Az utdbbi évtizedekben kétségkiviil megnovekedett a Trichoderma fajokrol szolo
tanulmanyok, valamint szabadalmak szdma. A ,,Google Scholar Database” adatbazis a
,»Trichoderma” keresdszora a 2013-as évben ~138 ezer talalatot adott ki, mig ez a szam a
2016-o0s évre kozel duplajara emelkedett, elérve a ~269 ezer talalatot. A nemzetséget még
az 1794-es évben Persoon (Persoon, 1794; Mukherjee és mtsai., 2013) irta le, az egyes
fajok hasznositasaban rejlo lehetéségeket azonban csak az 1930-as években ismerték fel.
Mindez Weindling (1932, 1934) munkéassaganak koszonhetd, aki bizonyitotta a
Trichoderma fajok mikoparazitizmusat, antibiotikum-termelését és a biologiai védekezés
céljaira torténd alkalmazasuk lehetdségét. Az elkdvetkezd 30 évben viszonylagos csend
allt be a Trichoderma torzseken alapulod bioldgiai védekezéssel kapcsolatos vizsgalatok
teriiletén, mig az 1970-es években szabadfoldi kisérletek sordn be nem bizonyitottdk
hatékonysagukat. Napjainkban mar a legtobbet, és legszélesebb korben tanulmanyozott
mikroorganizmusok kozé tartoznak, ami a rendelkezésre allo szakirodalom mennyiségébdl
is jol lathato.

Kezdetben a Trichoderma torzsek azonositasa soran féleg a morfologiai jegyekre
tamaszkodtak, ami a nemzetség pontatlan taxonémiajahoz vezetett. Attorést a molekularis

biolodgiai modszereken, koztik a vonalkéd-szekvenciakon —alapuld moddszerek

(,,barcoding”) hoztak (http://www.isth.info/). Ma mar szamos, pontosan beazonositott torzs
érhet6 el kiilonbozd torzsgylijteményekben, és nagy mennyiségben allnak rendelkezésre
DNS-szekvenciaadatok is. A Trichoderma torzsek esetében sajnos a pontos, fajszintii
azonositast sokszor elhanyagoljak, pedig esetiikben ez két okbol is igen fontos lenne: 1.

egyes eldny0s tulajdonsagok faj- illetve torzsspecifikusak lehetnek, ennél fogva fontos a
6
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pontos azonositds az egyes torzsekben rejld Osszes lehetdség maximalis kihasznaldsa
érdekében; 2. a pontos azonositds még fontosabb a biztonsagi szempontok szem el6tt
tartasa miatt, hogy az alkalmazni kivant térzs a gyartora, a felhasznalora és a kornyezetre
se jelentsen kockazatot. Itt meg kell emliteni, hogy a rendelkezésre all6 technikak,
valamint internetes adatbazisok ellenére sajnalatos modon a kereskedelemben elérhetd
Trichoderma-alapt készitményekben jelenlevd torzsek jelentGs része tévesen, vagy

semmilyen formaban sem lett azonositva.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Trichoderma fajok altalanos el6fordulasa

A Trichoderma nemzetség képviseléi kozmopolitak, széles korben elterjedtek és
vilagszerte szamos Okoszisztéma allandé tagjai (Kubicek és mtsai., 2008; Kredics ¢és
mtsai., 2014). A Trichoderma fajok el6fordulasaban kiilonb6z6é faktorok jatszanak
szerepet, melyek kozott megtalaljuk az adott €l6hely mikrokliméjat, a rendelkezésre allo
szubsztratumokat, valamint komplex oOkologiai kolcsonhatasokat (Hoyos-Carvajal és
Bissett, 2011). A Trichoderma gombak talélése az eltéréd foldrajzi adottsagokkal
rendelkez0 ¢élohelyeken a rendelkezésre 4all6 tapanyagok széles korben torténd
hasznositasaval, a magas reproduktiv kapacitissal, és a hatékony kompetitiv
tulajdonsagokkal hozhatd Osszefiiggésbe (Cardoso Lopes és mitsai., 2012). Valtozatos
¢léhelyekhez torténd alkalmazkodasra vald képességiiket szemlélteti, hogy izolaltak mar
Trichoderma torzseket tengeri szivacsokbol (Paz és mtsai., 2010; Gal-Hemed és mtsai.,
2011), fufelekbol és lagyszard ndvényekbdl, valamint endofita gombaként is szdmon
tartjak 6ket (Samuels és mtsai., 2006a; Zhang és mtsai., 2007; Mulaw és mtsai., 2010). A
nemzetség képviseldi a kiilonféle gombafajokrdl, korhadt fakrél, fakéregrol, talajbol és a
novények rizoszférajabol leggyakrabban izolalt gombafajok kozott is jelen vannak.

Gombaellenes hatasuk a nagy mennyiségben termelt extracellularis enzimeknek és
antibiotikus hatasti vegyiileteknek koszonhetden érvényesiil, igy képesek valtani a
szaprotrof €s biotrof ¢letmdd kozott. A jelenleg rendelkezésre allo szakirodalmi adatok
alapjan az 6sszes Trichoderma faj képes biotrof kapcesolat kialakitasara (Jaklitsch, 2009;

Druzhinina és mtsai., 2011; Druzhinina és Kubicek, 2013).

3.2. A Trichoderma nemzetség taxonémiai attekintése

A Trichoderma fajok taxonomiaja (Hypocraceae, Hypocreales, Ascomycota)
rovidebb multra tekint vissza, mint a kordbbi taxondmiai terminologidban hasznalt
teleomorf Hypocrea nemzetségé. Kezdetben a Trichoderma fajok azonositasa kiilonb6z6
morfologiai bélyegek alapjan tortént. Ez alapjan az egyes fajok elkiilonitése igen nehéznek
bizonyult a viszonylag kevés eltéré morfologiai karakternek koszonhetden, ezaltal
atfedések jottek létre a fajok kozott, ami pontatlan fajazonositasokhoz vezetett (Samuels,
2006). Mivel a morfologiai alapon torténd azonositds még napjainkban is komoly kihivas,
a nemzetséggel kapcsolatos attorést a molekularis alapon térténd azonositds hozta meg.

Samuels (2006), valamint Druzhinina és Kopchinski (2006) a vonalkéd-szekvenciakon
8



alapuld meghatarozas segitségével 100 Trichoderma faj jellemzését végezték el. Ezt
kovetéen a Trichoderma torzsek diverzitasanak vizsgalatat célzo tanulmanyok sokkal
nagyobb jelentdségre tettek szert, mellyel parhuzamosan kiterjedt mintavételezés folyt az
egész vilagon (Chaverri és mtsai., 2003a; Hoyos-Carvajal és mtsai., 2009; Jaklitsch, 2009,
2011; Migheli és mtsai., 2009; Gal-Hemed és mtsai., 2011), igy a nemzetség taxondomiaja

rovid 1d0 alatt nagy fejlddésen ment keresztiil.

3.2.1. A Trichoderma nemzetség molekularis taxonémiaja

A nukleinsav-polimorfizmus molekularis modszereken alapuld jellemzése nagyon
nagy szamban biztosit lehetdséget a potencialis markerek taxondmiai vizsgalatok céljaira
torténd azonositasara (Lieckfeldt és mtsai., 1998). Az 1990-es évek végére a
szekvenciaelemzés elfogadott és standard moddszerré valt a gomba-rendszerbioldgiaban
(Fujimori és Okuda, 1994; Kuhls és mtsai., 1996; Kindermann és mtsai., 1998; Dodd és
mtsai., 2000), melynek kovetkeztében a Trichoderma fajok azonositasa IS egyre
megbizhatobba valt (Druzhinina és Kubicek, 2005; Druzhinina és mtsai., 2006; Samuels,
20006; Jaklitsch, 2009) és folyamatosan ndvekedett az azonositott fajok szama. Az elsé 100
molekularisan jellemzett Trichoderma fajrol 2006-ban nyujtottak attekintést Druzhinina és
munkatarsai (2006).

A nemzetséget érintd elsd molekuldris taxondmiai vizsgalatok soran a riboszomalis
szakaszat, valamint az 5,8S rRNS-t kodolo gént hasznaltak fel (Kindermann €s mtsai.,
1998; Lieckfeldt ¢s mtsai., 1998; Dodd és mtsai., 2000). Az ITS-szekvencidk ugyan nem
biztositanak megfelelé mértékii filogenetikai felbontast, de alkalmasnak bizonyultak a
vonalkod-alapi meghatarozashoz (Druzhinina és mtsai., 2005; Kredics és mtsai., 2014).
Az ITS1 és ITS2 szekvenciakban megtalalhatd ,horgony”-szakaszok azonositasa az

interneten elérheté TrichOKey program (www.isth.info) segitségével lehetové teszi a

leggyakrabban el6fordulé fajok azonositasat. Mindezek mellett Gjabb és ijabb markerek
jelentek meg, amelyek segitségével novelni lehetett a filogenetikai fak felbontdsat. Ezen
markerek kozott megtalalhatéak a 18S, valamint a 28S RNS-t kodold szakaszok, a
transzlacios elongacios faktor 1-alfa (tefl) kiilonbozo szakaszai, tovabba az endokitinazt
(ech42=chi18-5) (Lieckfeldt és mtsai., 2000; Kullnig-Gradinger és mtsai., 2002), az RNS
polimeraz II-t (rpb2) (Chaverri és mtsai., 2003a), az aktint (act) és a kalmodulint (call)
(Samuels és mtsai., 2006a,b; Jaklitsch és mtsai., 2008a) kodolo gének egyes szakaszai. A

nemzetségen beliil ezen markerek koziil a filogenetikai vizsgalatok céljaira a tefl gén 4. és
9
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5. intronjai bizonyultak a legalkalmasabbnak (Jaklitsch és mtsai., 2006a,b; Samuels és
mtsai., 2006a; Jaklitsch, 2009, 2011).

3.2.2. A Trichoderma nemzetség szekcidinak jellemzése

A T. longibrachiatum ¢és a T. pseudokoningii kiilon-kiilon a Rifai altal 1969-ben
l1étrehozott 9 fajaggregatum részét képezték (Samuels és mtsai., 2012), késébb pedig a
Longibrachiatum szekcid alapjaul szolgaltak. Kuhls és munkatarsai 1996-ban irtak le a T.
reesei-t, mint a szekcio 0j képviseldjét, melynek az ivaros (teleomorf) alakja korabban
Hypocrea jecorina-ként volt ismert. Druzhinina és munkatarsai 2012-ben elvégezték a
Longibrachiatum szekcio feliilvizsgalatat, és az Gjonnan leirt fajokkal egyiitt 21 6nallo fajt
soroltak a szekcidba.

A legtobb Trichoderma faj a Trichoderma szekcioba tartozik (Kulling-Gradinger és
mtsai., 2002, Druzhinina és Kubicek, 2005). Ez a szekcid alapvetéen megegyezik a Bissett
(1991b) altal bevezetett szekcioval, késébb azonban szamos faj keriilt at ide, féleg a
Pachybasium szekciobol, tobbek kozott a T. hamatum, a T. pubescens és a T. strigosum
(Kindermann és mtsai., 1998; Dodd és mtsai., 2000; Lieckfeldt és mtsai., 2001; Kulling-
Gradinger és mtsai., 2002). A kdzelmultban a T. koningii szubkladot, valamint a Viride és
a Viridescens kladot irtak le a szekcio uj tagjaiként (Jaklitsch és mtsai., 2006a; Samuels és
mtsai., 2010). Késobb Jaklitsch (Jaklitsch, 2009, Jaklitsch és mtsai., 2012) munkassaganak
koszonhetden a Trichoderma szekcio tjabb 27, majd 43 fajjal boviilt.

A Pachybasium szekciot Bissett (1991a) a T. hamatum-ra (korabban Pachybasium
hamatum) alapozta, melyet kés6bb tovabbi 20 fajjal, tobbek kozott a T. harzianum-mal, T.
piluliferum-mal, T. polysporum-mal és a teleomorf H. gelatinosa—val bévitett (Bissett,
1991b). A szekciordl azonban kideriilt, hogy parafiletikus (Kindermann és mtsai., 1998;
Kulling-Gradinger és mtsai., 2002), ezért tovabbi 5 kladra osztottak fel. A T. hamatum-ot
pedig egymastol fiiggetlen kladokba (Ceramica, Chlorospora, Harzianum, Semiorbis,
Strictipilosa és Stromaticum) soroltak (Chaverri és Samules, 2003; Jaklitsch, 2009;
Jaklitsch, 2011). A T. hamatum athelyezésével a Bissett (1991a) altal létrehozott
szekcionevet mar nem hasznaltak tovabb. A szekciot késébb Lu és munkatarsai (2004)
szervezték ujja a T. polysporum/H. pachybasioides koré, a T. minutisporum-mal és egyéb
ujonnan leirt fajokkal egyiitt. A szekcid6 a Pachybasioides nevet kapta, am késdbb
Jaklitsch-nak (2011) koszonhetéen Pachybasium ,,core” kézponti csoportnak nevezték el,

10



mely tovabb boviilt a Podostroma és Podocrea nemzetségekkel (Chamberlain és mtsai.,
2004; Jaklitsch és mtsai., 2008b).

A Hypocreanum szekciot Bissett (1991a) a T. lacteum-bol eredeztette. A késdbbick
folyaman Overton és munkatarsai (2006a,b) vizsgaltak feliil a szekciot, majd a legijabb
multilokusz-vizsgalaton alapuld filogenetikai elemzés soran 13 fajt soroltak a
Hypocreanum szekcioba, tobbek kozott a T. austriacum-ot, a T. citrinum-ot, a T. decipiens-
t, a T. phellinicola-t, a T. pulvinatum-ot és a T. sulphureum-ot.

A Bissett altal felallitott szekciokon tul szamos tovabbi kladot hoztak 1étre. A
legnagyobb ezek koziil a Harzianum klad, melybe zold aszkosporakkal rendelkez6 fajok
tartoznak (Jaklitsch, 2009; Druzhinina ¢és mtsai., 2010). A klad {6 képviseldje a
kozmopolita T. harzianum sensu lato fajkomplex, amely nagyfoku filogenetikai
valtozatossagot mutat. Tovabbi filogenetikai vizsgalatokat Chaverri és Samuels (2002,
2003), valamint Chaverri és munkatarsai (2003b) végeztek, majd Druzhinina és
munkatarsai (2010) tovabb folytattak a klad vizsgalatat. Druzhinina és munkatarsai (2010)
vizsgalataik alapjan két, a H. lixii-t61 kiilonb6z06, genetikailag eltéré anamorf fajt igazoltak,
a T. harzianum sensu stricto-t és a korabban még le nem irt T. ,,afroharzianum”-ot. Mivel
egyértelmiien kideriilt, hogy a H. lixii és a T. harzianum sensu stricto nem egy faj, a H. lixii
— T. harzianum teleomorf — anamorf kapcsolatot megsziintették (Druzhinina és mitsai.,
2010). A H. lixii és a T. harzianum sensu stricto mellett a klad 18 fajt szamlal, melyek
kozott megtalalhaté a T. aggressivum (Samuels és mtsai., 2002), a T. pleuroti és a T.
pleuroticola, melyek termesztett gombak zoldpenészes fertdzéséért tehetdk feleléssé (Park
¢és mtsai., 2006; Komon-Zelazowska €és mtsai., 2007).

A Harzianum Kklad mellett tovabbi 8 kisebb klad (Chlorospora, Spinulosa,
Strictipilosa, Ceramica, Semiorbis, Brevicompactum, Psychrophyla, valamint Lutea) kertilt
még meghatarozasra (Chaverri és Samuels, 2003; Degenkolb és mtsai., 2008; Jaklitsch
2009, 2011).

3.3. A névénypatogén gombak jelentésége, kartétele, védekezési stratégiak

3.3.1. A vizsgalatainkban szereplé ndvénypatogén gombak és mezogazdasagi
kartételiik

A takarméanynOvényeket érintd betegségek oriasi jelentOséggel rendelkeznek a
mezogazdasagban, és évrdl-évre stulyos terméskieséseket €s gazdasagi karokat képesek

okozni (Viterbo és Horwitz, 2010; Mesterhazy €s mtsai., 1999). A talajban eléfordul6 és
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azon keresztiil fertézni képes mikroorganizmusok koziil is a talajgombdk a
legjelentdsebbek (Viterbo és Horwitz, 2010).

A Fusarium nemzetség a ndvénypatogén gombak egy nagyon valtozatos csoportjat
alkotja, képvisel6i széles gazdaspektrummal ¢és foldrajzi elterjedtséggel rendelkeznek
(Doohan és mitsai., 2003). A novénypatogén Fusarium-ok a gabonak szamos kiilonb6z6
megbetegedését képesek eldidézni, tobbek kozott a palantak levélfoltosodasat (,,seedling
blight”), fuzariumos térothadasat (,,foot rot”), valamint a kalaszfuzariézist (FHB -
,Fusarium head blight”). A kukoricanovények legtobb részét is képesek megfertézni a
csirdzas kezdetétdl egészen az érés folyamatanak legvégéig (Sutton, 1982; Parry és mtsai.,
1995).

A Fusarium fajokhoz hasonldoan az egész vilagon nagy szamban okoznak
fertézéseket az Alternaria nemzetség képviseldi. Gazdandvényeik kozé sorolhatunk
szamos gazdasagilag jelentOs zoldséget és gytimolesot (pl. alma, brokkoli, karfiol, répa,
burgonya, paradicsom) (Johnson ¢és mtsai., 2001; Mora és Earle, 2001; Weir és mtsai.,
1998). Szamos disznovényt és fiifélét is képesek megfertézni (Laemmlen, 2001a). Az
Alternaria fajok altal okozott fert6zések leggyakrabban a novények fold feletti részein
kovetkeznek be. A fertézés legelsd, kezdeti tiinete egy apro fekete pont megjelenése a levél
felszinén, melynek mérete a fert6zés elérehaladtaval folyamatosan novekszik.

Kiilonféle kornyezeti koriilmények kozott képes a ndvények korében globalis
problémat okozni a gombak altal kivaltott palantaddlés is. A palantaddlés elnevezése a
hajtas és a gyokér szoveteinek szétesésére, vizenydssé és puhava valasara utal (Laemmlen,
2001b). A legtobb palantadélést kivaltani képes ndvénypatogén gomba a kifejlett
novényen is képes kiilonféle fertézések kialakitasara. A palantaddlésért felelds két
leggyakoribb gomba a Rizoctonia solani, valamint a Pythium-ok, de a betegséget
okozhatjak Botrytis, Sclerotinia, Alternaria, Phytophthora és Fusarium fajok is
(Laemmlen, 2001b).

Tobb mint 500 gazdandvénnyel (mezdgazdasdgi-, €s diszndovények, fak) és
nagyfoku negativ gazdasagi hatassal rendelkezik a Rhizoctonia solani (Anderson, 1982;
Sneh és mtsai.,, 2013; Kai és mtsai.,, 2007). A 2000-es években Europdban dramai
novekedés kovetkezett be a betegség eléfordulasainak szamaban, ezaltal meghatarozo
szereplojévé valt a ndvénypatogén gombak altal kivaltott fertézéseknek (Grosch és mtsai.,
2005). A R. solani szaprotrof és nekrotrof torzsei széles korii foldrajzi elterjedtséggel
rendelkeznek, szklerociumaik igen ellendllovd teszik a szélsOséges kornyezeti

behatasokkal szemben (Kai és mtsai., 2007).
12



A tokfélék ismert kartevéje a Phoma cucurbitacearum, amely a ndvények
novekedése soran a ragacsos szarfoltossagot idézi eld, a termés megjelenését kovetden
pedig fekete rothadast képes kivaltani (Keinath és mtsai., 1995). A Cucurbita nemzetségen
beliil a Phoma torzsek altal okozott fekete rothadasnak a siit6tok esetében is jelentds
gazdasagi Szerepe van, ugyanis betakaritas elott és a raktarozas soran is sulyos karokat
képes okozni (Zitter és Kyle, 1992).

A levegében a szél és az esO altal terjesztett egyik legjelentdsebb nekrotrof
novénypatogén gomba a Botrytis cinerea, amely tobb mint 200 gazdandvénnyel
rendelkezik vilagszerte (Williamson ¢és mtsai., 2007a), koztik facsemetékkel,
zoldségekkel, disz-, és szant6foldi novényekkel, de a gyiimolesosok is Ki vannak téve a
Botrytis torzsek altal okozott lagyrothadasnak és sziirkepenészes megbetegedésnek. A
Botrytis torzsek betakaritas el6tt és utan is egyarant képesek a fertézés kivaltasara, mely a
legtobb esetben a novény fold feletti részein kovetkezik be (Williamson és mtsai., 2007b).
A kifejlett, vagy mar 6regedd fazisban 1évo kétszikii ndvények vannak leginkabb kitéve a
fertézéseknek. A Botrytis elleni védekezés igen nehézkes, mivel a talajban micélium és
konidium form4jaban is huzamosabb ideig tulél, valamint rovid id6 alatt kialakulhat
rezisztencia a védekezéshez hasznalt fungicidekkel szemben, ezért a legtobb esetben

kombinalt kezeléseket alkalmaznak (Williamson és mtsai., 2007a).

3.3.2. A névénypatogén gombakkal szembeni lehetséges védekezési stratégiak

A novénypatogén gombak ellen torténd védekezéshez elengedhetetlentil sziikséges,
hogy alapos informéciéval rendelkezziink a ndvénypatogén kérokozorol, a gazdandveényrdl
¢s a fertdzés kialakuldsahoz sziikséges kornyezeti feltételekrdl (Koike és mitsai., 2003).
Egy hatasos védekezési stratégianak mindenféleképpen gazdasdgosnak is kell lenni, a
védekezésre forditott Osszeg nem haladhatja meg a betakaritast kdvetden a terménybdl
szarmazd hasznot (Koike és mtsai., 2003). Ezért a védekezés sordn nagyon nagy a
jelentdsége az eldvigyazatossagnak és a novények folyamatos megfigyelésének, kiilonds
tekintettel azokra a novényekre, amelyeken mar jelentkeznek valamely fert6zés kezdeti
tiinetei. A fert6zéssel szembeni beavatkozas iddzitése is kulcsszereppel bir. Mindezek
mellett ahhoz, hogy a védekezés gazdasagos legyen, az alabbi feltételeknek is meg kell
felelni: legyen egyszerli, biztonsagos és koltséghatékony, tovabba kelléen hatdsos ahhoz,
hogy a fertézést, elfogadhatdé mértékben tudja csokkenteni vagy megsziintetni. A
leghatasosabb azonban mégis az, ha tobb kiillonb6zd stratégiat alkalmazunk egyszerre

(Koike és mtsai., 2003).
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A novénytermesztés soran alapvetd lehet a kiilonféle ndvénypatogén agensekkel
szemben ellendlld, nemesitett novényfajtdk hasznalata, igy elkeriilve a fert6zések okozta
terméskieséseket (Wink, 1988; Hammond-Kosack és Parker, 2003).

A novény optimalis fejlodéséhez sziikséges kortilmények kialakitasa is fontos
szereppel bir. Az idedlis koriilmények megteremtése soran minimalizalhatd az esélye
annak, hogy a korokozo6 taldlkozzon a gazdandvénnyel. A vetés ¢&s liltetés eldtt a megfeleld
talajelokészités ebben az esetben elengedhetetlen. Tovabba segit, ha a vetés olyan foldbe
torténik, ahol még nem fordult elé kordbban az adott korokozoé 4altal kivaltott
megbetegedés. Emellett a megfeleld6 mindségii vetémag hasznalata is nélkiilozhetetlen
(Koike és mtsai., 2003).

A ndvénypatogénekkel szembeni védekezés eszkdoze a kémiai védekezés is, a
vegyszerek hasznalata azonban nagyon koltséges lehet és szigortan szabalyozott,
mindezen tul pedig a kornyezetre is kockéazatot jelenthet. A kémiai védekezés eszkozei
kozé tartozik példaul a vetést megel6zo talajfertdtlenités, amely hatékonyan képes a
novénypatogén gombdk szamdnak csokkentésére. A csdvazott vetdmagok hasznalata is
segitséget nyjt a magokat illetve a paldntdkat megtdmad6d korokozok ellen. A kémia
védekezés hatranya, hogy az adott ndvénypatogén gombaknal a rezisztencia hamar
megjelenhet (Tjamos és mtsai., 2013).

Erre nyujthat megoldést az aldbb felsorolt védekezési stratégidkon tul a bioldgiai
védekezés is, amely egyre nagyobb teret nyer a hatékony antagonista biokontroll
agenseknek koszonhetéen, igy megvalositva az eredményes integralt ndvényvédelmet

(Monte, 2001).

3.4. A Trichoderma fajok jelentosége a mezégazdasagban

A modern mezdgazdasag sikereinek ellenére még mindig vannak olyan
gyakorlatok, melyek novelik a novényeket érintd betegségek kialakuldsanak kockéazatat és
a rovarok altal okozott kartétel mértékét. Ezek kozé tartozik a klondlis ndvények
folyamatos monokultirdkban térténd termesztése, valamint a koérokozokkal szemben
érz¢keny fajtandovények hasznalata is. Tovabbi problémat vet fel a nitrogénalapt
miitragyak tulzott hasznélata, mely szintén nodvelheti a ndvényeket érintd fertdzések
kockazatat (Harman és mtsai.,, 1996). A talajban eléforduld korokozok koziil a stlyos
veszteségeket okozd gombak jelentdsége a legnagyobb. Szdmos ndvénypatogén gomba, pl.

a Pythium, Phytophthora, Botrytis, Rhizoctonia és Fusarium fajok kartételének mértéke
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vilagszerte egyre jelentdsebb. Negativ hatasuk nem kizarolag a fejlédé ndvényen
jelentkezik, hanem az elraktarozott terményeken is (Chet és mtsai., 1997). A
mezégazdasagban a vegyszerck alkalmazasaval (kémiai védekezés, ,,chemical control”)
szamos gazdasagilag jelentés haszonndvényt ¢érintd ndévényi koérokozot sikertilt
visszaszoritani. A vegyszerek haszndlatdval szemben azonban aggalyok mertiltek fel,
mivel a rovarkartevok és korokozok fogékonysaga ezekre a vegyszerekre nézve
folyamatosan csokkent, és a rezisztencia is megjelent veliik szemben. Mindezek mellett a
kémiai novényvédOszerek a kornyezetre és az emberek egészségére IS egyarant karos
hatast fejthetnek ki. Eppen ezért napjainkban egyre nagyobb érdeklédés ovezi a kiilonbozd
alternativ mezdgazdasagi technikdkat, melyekkel lehetdéség nyilik a biologiai alapt
novényvédelemre. A biologiai védekezés, vagy biokontroll (,,biological control”,
,biocontrol”) soran egy vagy tobb mikroorganizmusnak (természetes ellenség, kompetitor,
antagonista), vagy azok valamilyen termékének eldre eltervezett és jol atgondolt
alkalmazéasa valésul meg a kiilonb6z6 kartevd ¢és korokozd mikroorganizmusok
populacidinak visszaszoritdsa céljabol. A biologiai védekezés ezen feliil iranyulhat a
haszonndvényt érintd negativ hatasok csokkentésére is. Manapsdg szamos baktérium-, és
gombaalapi biokontroll készitmény valt eclérhetévé, melyek kozott a Trichoderma
nemzetség képviseldi is megtalalhatéak. A nemzetségen beliil a T. virens, T. viride fajok és
a T. harzianum fajkomplexum (THSC) képvisel6i a leggyakrabban alkalmazott biokontroll
agensek (Grondona és mtsai., 1997). A Trichoderma torzsek, mint biokontroll agensek
(,,biocontrol agent”, BCA) sikere szamos kedvezé tulajdonsagukon alapul. Ilyen a magas
reproduktiv kapacitds, a kedvezdtlen korilmények nagyfoki toleralasa, ¢és az a
tulajdonsadguk, hogy kivald hatékonysaggal képesek a kiilonféle tapanyagok
hasznositasara, tovabba a rizoszféra kolonizacidjara. Ezek a tobbségében talajban
eléfordulo mikroorganizmusok sikerrel keriiltek a kereskedelmi forgalomba annak
érdekében, hogy noveljek a terméshozamot a novény novekedésének serkentése, €s a
széles korben elterjedt novénykorokozokkal (baktériumok, gombak, oomycotak) szembeni

bioldgiai védekezés révén (Monte, 2001; Harman és mtsai., 2004a).

3.5. A Trichoderma fajok biokontroll mechanizmusai

A biokontroll agensek €16 szervezetek, melyek aktivitasa jelentés mértékben fiigg a
kornyezet fizikokémiai paramétereitl. Ebbdl az okbol kifolyolag a Trichoderma torzsek

altal kifejtett biokontroll tevékenység sokszor megjosolhatatlan. Az egyes biokontroll
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Trichoderma fajok torzsei kozotti genetikai sokszinliség megismerése, valamint
biokontroll mechanizmusaik alaposabb tanulmanyozasa révén a torzsek sokkal
hatékonyabb alkalmazasa valdésulhat meg. A biokontroll mechanizmusok Osszetettek, a
korokozokkal szembeni védekezés a kiilonb6zé mechanizmusok egyiittes hatdsa altal
valosulhat meg (Howell, 2003). Mindezek hatterében allhat a tapanyagért és élohelyért
folytatott kompeticio, és a Trichoderma altal termelt masodlagos anyagcseretermékek,
melyek gatolhatjdk a novénypatogén gombak sporainak csirazasat (fungisztazis). A
biokontroll Trichoderma torzsek el is pusztithatjdk a célszervezetet (antibiozis), vagy
modosithatjdk a rizoszférat azaltal, hogy savanyitjdk kornyezetik pH-jat, igy
megakadalyozva a korokozok novekedését. A biokontroll megvalosulhat a patogén és a
BCA kozotti direkt kapcsolat, azaz a mikoparazitizmus altal, ami a fizikai kapcsolaton tul
magaba foglalja kiilonféle hidrolitikus enzimek, tovabba toxikus vegyiiletek és
antibiotikumok termelését, melyek egyiittesen is hathatnak a korokozoéra. A Trichoderma
BCA-k pozitiv hatast gyakorolnak a ndvényekre a novény novekedésének serkentése altal
(biofertilizacid), valamint a novények védekez6 rendszerének serkentése révén is (Harman

és mtsai., 2004b).

3.5.1. Fungisztazis a talajban

A talaj fungisztatikus hatasa (Lockwood, 1997), valamint az a képességiink, hogy
erdsitsiik, vagy éppen gyengitsiik a talajnak ezt a tulajdonsagat (Papavizas és Lumsden,
1980), jelentds hatassal lehet a természetes ton jelenlevd vagy a mesterségesen kijutatott
Trichoderma fajok tulélésére és populacioméretére (Papavizas, 1985). A Trichoderma
konidiumok ellenalloak lehetnek ezzel a fungisztatikus hatassal szemben (Mitchell és Dix,
1975), de vannak érzékenyek fajok is (Lockwood, 1997). Az érzékenység semleges vagy
lugos kémhatasu talajokban jobban érvényesiil (Danielson és Davey, 1973a).

A jo antagonista képességgel rendelkez6 Trichoderma torzsek képesek a talaj mas
mikroorganizmusok és ndovények metabolitjai altal kialakitott fungisztatikus hatdsanak
kikiiszobolésére, igy képesek ebben a kompetitiv kdrnyezetben talélni (Benitez és mtsai.,
2004). A Trichoderma torzsek a talajba juttatast kovetéen gyors novekedésre képesek,
melyben jelentds szerepet jatszik, hogy nagyfokll természetes -ellenallo-képességgel
rendelkeznek szamos toxikus vegyiilettel szemben. Ez a rezisztencia az ABC transzport-
rendszerek mitkodésének koszonhetden képes l1étrejonni (Vyas és Vyas, 1995). A toxikus
vegyliletek kozott kiilonféle herbicidek, fungicidek és peszticidek egyarant megtaldlhatoak

(Chet és mtsai., 1997).
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3.5.2. Tapanyagokért folytatott verseny

A Trichoderma fajok kozos jellemzdje, hogy képesek mas gombafajokat kiszoritani
a rizoszférabol, igy mind az ¢€l6helyért, mind pedig a tdpanyagokért zajlé verseny kitlind
kompetitorai (Harman ¢és mtsai., 2004b). Azok a Trichoderma torzsek, amelyek
hatékonyabb tapanyagfelvételt €s gyorsabb ndvekedést mutatnak, jelentds elonyhoz
juthatnak.

A talajban normalis koriilmények kozott a vas oldhatatlan allapotban van jelen,
azonban a baktériumok és a gombak egy specialis rendszer segitségével kelatoljak és
felvehetd formajuva alakitjak. Ez a rendszer magaba foglalja a szideroférok, valamint
olyan peptidek termelését, amelyek ligandként és vastranszporterként miikodnek. Jalal és
munkatarsai (1986) T. virens esetében 3 hidroxamat sziderofort azonositottak, mig Wilhite
és munkatarsai (2001) elvégezték a T. virens peptid-szintetazt kodolo psyl génjének
delécigjat, amelynek valdszinlisithetéen a sziderofor-szintézisben van szerepe.
Eredményeik alapjan azonban nem mutatkozott kiilonbség a delécid hatasara a P. ultimum-
mal és R. solani-val szembeni biokontroll képességben.

Bar még nem jelenthetd ki teljes bizonyossdggal, hogy a vas felvételéért
szideroforok révén megvaldsuldo verseny a biokontroll mechanizmusok része, a
rendelkezésre allo eredmények azonban erre utalnak. Harom Trichoderma faj, a T. reesei,
THSC ¢és T. atroviride 0sszehasonlitd genomelemzésének eredményei alapjan a
Trichoderma nemzetség biokontroll képességekkel rendelkezd képviseldi kiterjedt, a
kelatolt vas felvételében kozremiikodd sziderofor-transzporter rendszerekkel rendelkeznek

(Kubicek ¢és mtsai., 2011; Kredics és mtsai., személyes kozlés).

3.5.3. Mikoparazitizmus

A talajra Osszetett biologiai él6helyként tekinthetiink. Kiilonosképpen igaz ez a
rizoszférara, ahol jelentds szamu bioldgiai kdlcsonhatast figyelhetiink meg a baktériumok,
gombak, nematédak és a novények kozott (Singh és mtsai., 2004). Minden egyes
organizmus a tulélésért kiizd ebben az erésen kompetitiv kornyezetben. A Trichoderma
fajok és mas gombak kozott 1étrejovo direkt kapcsolatokat hagyoményosan nekrotrof
hiperparazitizmusnak vagy mikoparazitizmusnak nevezziikk (Harman, 2011a), melynek
soran olyan antagonista kapcsolat jon létre két gombafaj kozott, ahol az egyik faj
képviseldje kozvetleniil tamadja a masik faj képviseldjét. A gombak kozotti parazita
kapcsolatokat két fO0 csoportba sorolhatjuk az alapjan, hogy a parazita mekkora

agresszivitast mutat a gazda felé. Az elsé csoportba a biotrof kapcsolatokat soroljuk,
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melynek soran a gazda tapanyaggal latja el a parazitat, mely nem okozza a gazdaszervezet
pusztulasat. A masodik nagy csoportot a nekrotrof kapcsolatok alkotjak. Az ebbe a
csoportba sorolhaté mikoparazita gombak szélesebb gazdakorrel és nagyobb foku
agresszivitassal rendelkeznek, és végs6 soron a gazdaszervezet pusztulasat okozzak. Mivel
a mikoparazita Trichoderma fajok az elpusztult gombakbol allé6 biomasszat is képesek
tapanyagforrasként hasznositani, ezért életmodjukat mikoparazita helyett mikotrofhak is
nevezhetjiik, mely elnevezés magaba foglalja mind a biotr6f, mind pedig a szaprotrof
taplalkozasi stratégiakat (Druzhinina és mtsai., 2011). A Trichoderma nemzetség azon
képviseldit, melyekre nekrotrof mikoparazitizmus jellemz6, igazoltan is hatékony

biokontroll 4genseknek tekinthetjiik (Herrera-Estrella és Chet, 2003).

3.5.3.1. A gazdagomba jelenlétének érzékelése

A (nekrotréf) mikoparazitizmushoz vezetd ut komplex folyamat, melynek elsé 1épése a
gazdagomba jelenlétének érzékelése. Ennek megismeréséhez 3 kiilonbozé Trichoderma faj
genomszekvenalasabol (Kubicek és mtsai., 2011), valamint transzkriptomikai analiziséb6l
(Lorito és mtsai.,, 2010; Seidl és mtsai., 2009) szarmazo adatok nyujtottak atfogod
ismereteket. A kiilonb6z6 Trichoderma torzseknél a gazdagombaval létesitett tényleges
kapcsolat kialakitasa el6tt megfigyelték szamos protedzt, és oligopeptid transzporter
fehérjét kodolo gén kifejezddését (Seidl és mtsai., 2009; Suarez és mtsai., 2007). Ezen
proteazok tobbsége a T. cf. harzianum CECT 2413 torzs transzkriptomajardl biokontroll
koriilmények kozott szerzett adatok alapjan a szubtilizin-szerli szerin protedzok
csoportjaba tartozott (Suarez és mtsai., 2007; Seidl és mtsai., 2009). Azok a T. atroviride
torzsek, amelyek tultermelik a prbl gén altal kodolt proteazt, emelkedett mikoparazitikus
aktivitassal rendelkeznek (Flores és mtsai., 1997). Ezek a proteazok miikddésiik soran
oligopeptideket szabaditanak fel a gazdagomba sejtfalabol, melyek ezutan a T. atroviride
megfeleld receptoraihoz kotddve segitik a nitrogén hianyanak érzékelését (Seidl és mtsai.,
2009) (1. abra). A G protein-kapcsolt receptorokat (,,G protein-coupled receptors”,
GPCRs) tekintjiik ezen oligopeptidek szenzoranak. Tovabbi G protein-kapcsolt receptorok
IS szerepet jatszanak a gazdagomba érzékelésében. Ilyen példaul a Gprl, amely a cAMP
receptor-szerit GPCRs csalad tagja, mely szintén a T. atroviride mikoparazitizmusaban

jatszik szerepet (Omann és mtsai., 2009).
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1. abra. A Trichoderma fajok mikoparazitizmusa a talajban.

A Trichoderma fajok altal termelt és szekretalt proteazok hatasara a gazdagombabol kiilonféle peptidek
szabadulnak fel. Ezek a peptidek vagy a G protein-kapcsolt receptorokhoz (Gprl) vagy a nitrogén-érzékeld
receptorokhoz kotédnek, igy elinditva egy kaszkddmechanizmust, mely a MAPK-okon keresztiil egy eddig

ismeretlen transzkripcios faktort aktival, ami aztan a sejtfal lebontasaban szerepet jatszo enzimek és
masodlagos metabolitok termelddését valtja ki. A gazdagomba altal termelt metabolitok és a reaktiv oxigén

srer

mtsai. (2011) nyoman.

A gombdikban megtalalhat6 jelatviteli utak koziil a legjelentdsebb a mitogén-
aktivalta protein kinaz (MAPK) ttvonal (Schmoll, 2008) (1. abra). A Trichoderma fajok
genomjaban hiarom MAPK-t kodold gént taldlhatunk. Az egyik az ugynevezett
patogenitasért felelds MAPK (TmkA; ismert még Tvkl €s Tmkl néven). A kovetkezd a
sejtintegritasért felelds kindz (TmkB), a harmadik pedig az ozmoregulacioban jatszik
szerepet (Hogl) (Schmoll, 2008). A tmkA delécidoja a T. virens ‘P’ torzsébdl (gliovirin-
termeld, Pythium fajokkal szemben hatasos biokontroll térzs) a Sclerotium rolfsii-val
szemben mutatott antagonizmusanak elvesztését eredményezte, ellenben a R. solani elleni
antagonizmusra valo képessége megmaradt (Mukherjee €s mtsai., 2003; Viterbo és mtsai.,
2005). Mindezekkel ellentétben a tmkA delécidja a ‘Q’ torzsben (nagy mennyiségben
termel gliotoxint, R. solani-val szemben hatasos) tovabb javitotta a torzs R. solani-val
valamint, P. ultimum-mal szemben mutatott biokontroll képességét. Minderre a
masodlagos metabolitprofilban jelen 1évo kiilonbség szolgaltathat magyarazatot. A masik
két MAPK-r6l (TmkB ¢és a Hogl) sokkal kevesebb informacio all rendelkezésiinkre, mivel

a vizsgalt mutansok gyenge ndvekedést mutatnak, ami kizarja Oket a sikeres
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antagonizmusbol. A TmkB mutans T. virens mikoparazitizmusa sériilt S. rolfsii-val
szemben (Kumar és mtsai., 2010), mig a Hogl mutans T. atroviride nem mutatott

mikoparazita aktivitast (Delgado-Jarana és mtsai., 2006).

3.5.3.2. A tényleges kapcsolat kialakulasa a mikoparazita és a gazdagomba kozott

A mikoparazitizmus megvaldsulasdhoz a gazdagomba hifajanak felismerésén tul
sziikség van a direkt kapcsolat kialakulasara is, amely az ugynevezett ‘coiling’
mechanizmus révén valosul meg. Ennek soran a Trichoderma hifa jellegzetes hurokszerti
novekedést mutat a gazdagomba micéliuma koriil (1. abra). Ez a jelenség a gazdagomba
hifajanak felszinén jelen 1év6 lektinek felismerésén alapul (Inbar és Chet, 1996). Azonban
a novényi lektinek is ugyanolyan mértékben képesek a ‘coiling’ mechanizmust indukalni,
ami arra utal, hogy nem a lektinek hatarozzak meg a folyamat gazdaspecificitasat (Rocha-
Ramirez és mtsai.,, 2002). Egyes Trichoderma torzsek gazdaszervezet jelenlétének
hianyaban képesek a sajat hifaik koriil is korbetekeredni, ami viszont arra utalhat, hogy
nincs szoros 0sszefiiggés a ‘coiling’ és a mikoparazitizmus kozott.

A Trichoderma fajok mikoparazita timadasa soran a gazdagomba hifajanak mentén
torténd novekedéssel parhuzamosan papillaszerti képletek kialakulasat is megfigyelhetjiik
(1. abra). A folyamat késObbi 1épései soran a gazdagomba sejtfalanak lebontasa és a
penetracio is ezen papilla-szerli képlet kialakulasanak helyén fog bekdvetkezni (Harman,
2011b; Harman és mtsai., 2004a; Chacon és mtsai., 2007). Ezek a képletek analogok a

novénypatogén gombak appresszoriumaival.

3.5.3.3. A mikoparazitizmus végsé 1épése

A mikoparazitizmus legvégs6 1épésében a Trichoderma torzsek gombaellenes
masodlagos anyagcseretermékeik (antibiozis) és sejtfalbontd enzimek egylittes hatdsa
révén a gazda gombak pusztulasat okozzak (1. abra). A penetracio utan a Trichoderma
hifa intracellularisan novekedik a gazdagomba hifajanak belsejében, és tapanyagként

hasznositja annak beltartalmat.

3.5.4. Sejtfalbonté enzimek és szabalyozasuk

A mikoparazitizmus soran a felismerés, majd a Trichoderma hifa azt kovetd
morfologiai valtozasai utan a hidrolitikus enzimek termelése kulcsfontossagu szerepet
toltenek be a sikeres mikoparazita kolcsonhatas létesitésében, a gombasejtfal jelenti
ugyanis az elsé akadalyt a gazdagomba és a mikoparazita kozott. A sejtfal lebontasaban

szamos enzim (kitinazok, glukanazok, N-acetilgliikozaminiddzok, proteazok) egyiittesen
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jatszik szerepet (Di Pietro és mtsai., 1993; Schirmbdck és mtsai., 1994; Mishra, 2010).
Mindezeket alatamasztandd, kiilonféle kisérleti korilmények kozott  vizsgaltak
Trichoderma torzsek razatott tenyészeteit. Amikor a torzsek novekedéséhez sziikséges
szén-, illetve nitrogénforrasok jelen voltak a tapkozegben, akkor a litikus enzimek
kifejezodéséért felelos gének represszalt, nyugalmi allapotban voltak (Mach és mitsai.,
1999; Olmedo-Monfil és mtsai., 2002). Mivel a hidrolitikus enzimek specifikus szerepet
toltenek be a mikoparazitizmus soran csakugy, mint a lehetséges gazdagomba
felismerésében, igy két kiilonb6z6 Trichoderma torzs egylittes leoltasaval vizsgaltak az
enzimeket kodold gének kifejezddését. A tapanyag mennyiségének csokkenése altal
bekovetkezett korlatozé koriilmények sem eredményezték azonban az enzimszint
novekedését (Reithner és mtsai., 2011). Masrészrdl tapanyaglimitald koriilmények kozott a
gazdagomba sejtfalkomponenseinek tapkozeghez torténé hozzaadasa a sejtfalbontod
enzimeket kodolo gének kifejezddésének fokozasat idézte eld (Olmedo-Monfil és mitsai.,
2002; Suarez és mtsai., 2007).

3.5.4.1. Kitinazok

Bar a gazdagomba sejtfalanak lebontasa tobb litikus enzim egyiittes hatdsa révén
valosul meg, a mikoparazitizmusban a kitinazok jatszak a kulcsszerepet, a legtobb gomba
sejtfalaban ugyanis a legnagyobb aranyban kitint talalunk (Baek és mtsai., 1999; Peberdy,
1990). A kitinolitikus enzimeket harom f6 csoportba sorolhatjuk (Harman és mtsai., 1993;
Sahai és Manocha, 1993). Az els6 csoport képvisel6i kozé tartoznak az endokitinazok (EC
3.2.1.14), amelyek véletlenszeriien hasitjak a kitinlancokat kitotetradz, kitotrioz és kitobioz
egységekre. A masodik csoportba az exokitinazok — vagy kitobiozidazok (EC 3.2.1.29) —
tartoznak, melyek kitobi6z-egységeket hasitanak le a kitinlancrol anélkiil, hogy egyéb
mono-, vagy oligoszacharid képzédne. Az utolsé csoportot az N-acetil-B-D-
gliikozaminidazok — mas néven kitobiazok (EC 3.2.1.30) — alkotjak, melyek monomereket

hasitanak le a Kitin, illetve a kitin oligomerek nem redukalo végeirdl.

3.5.4.2. Glukanazok

A kitinazok mellett igen fontos szerepet jatszanak a mikoparazitizmusban a -1,3-
gliikanazok (laminarinazok) (Harman és mtsai., 2004a) is, melyek két f6 csoportra
oszthatok (Manczinger és mtsai., 2002). Az endo-B-1,3-gliikanazok (EC 3.2.1.29) a j-
kotéseket random helyeken hasitjdk a poliszacharidlanc mentén, ezaltal rovid

oligoszacharidokat szabaditanak fel. Ezzel szemben az exo-B-1,3-glikanazok (EC
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3.2.1.58) gliikkoz egységeket hasitanak le a szubsztrat nem redukald lancvégérdl. Az elsé
Trichoderma B-1,3-glukanaz enzim tisztitasat Tangarone €s munkatarsai (1989) hajtottak
végre egy T. longibrachiatum torzsbol. Késébb Vazquez-Garciduenas és munkatarsai
(1998) egy THSC torzs B-1,3-glukanaz rendszerének 7 tagjat azonositottak laminarin-

indukcid révén.

3.5.4.3. Cellulazok

Mivel a Trichoderma fajok tobbsége szaprotrof életmodot folytat, igy részt vesznek
a celluloz, hemicelluléz és kitin biopolimerek lebontasaban is (Schuster és Schmoll, 2010).
A Trichoderma fajok cellulaz (EC 3.2.1.4.) termelését ezért els6sorban ipari jelentésége
miatt tanulmanyozzék nagyon széles korben (Kubicek és mtsai., 1990). Amig a celluloz -
1,4 kotéssel kapcsolodd glikoz egységekbol épiil fel, addig a hemicelluléz egy
heteropolimer, amely kiillonb6z6 pent6zokbol és hexo6zokbol épiil fel. Ezek gyakran
acetilalva is vannak ¢és elagazasokat is tartalmaznak (Do Vale és mtsai., 2014). A cellul6z
¢s hemicellul6z lebontasahoz szamos extracelluldris enzim egyiittes hatasara van sziikség.
A Trichoderma fajok rendelkeznek a lebontashoz sziikséges Osszes enzimmel. A
legjelentdsebb cellulaztermeld fajuk a T. reesei, amely rendkiviili gazdasagi jelentoséggel
rendelkezik. Az altala termelt cellulazokat felhasznaljak az élelmiszeriparban (Galante és
mtsai., 1998b), a textiliparban (Galante és mtsai., 1998a), papirgyartas soran (Buchert és
mtsai., 1998), valamint biolizemanyag gyartasahoz is (Seiboth és mtsai., 2011). Mindezek
mellett egyes jo cellulaztermeld képességgel rendelkezé Trichoderma torzsek az aratast
kovetden a talajba torténd kijuttatdsuk esetén segithetik a ndvényi szarmaradvanyok
lebomlasat is Khan és Amin (2012).

A Trichoderma fajok cellulazai az Oomycota torzsbe tartozo Pythium fajokkal
szembeni mikoparazitizmus sordn is fontos szerepet jatszanak a gazdagomba hifajaba

torténd penetracidban (Benhamou és Chet, 1997).

3.5.4.4. Proteazok

Egyéb sejtfalbontod enzimek kisebb polimereket és fehérjéket hidrolizalnak, melyek
végsé soron hozzajarulnak a gazdagomba sejtfalanak teljes széteséséhez. Flores és
munkatarsai (1997) egy THSC torzs biokontroll aktivitasanak emelkedését mutattak ki egy
proteinaz fehérje tultermeltetése kovetkeztében, igy igazolva a protedzok szerepét a

gazdagomba sejtfalaban talalhaté fehérjekomponensek lebontasaban Szekeres €s mitsai.,
2004).
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3.5.5. Antibiozis, a masodlagos anyagcseretermékek szerepe a biologiai védekezésben

A masodlagos anyagcseretermékek (,,secondary metabolites”, SM) kisméretii
szerves molekulak, melyek jelenléte nem létsziikséglet az organizmus noévekedéséhez,
fejlédéséhez és szaporodasahoz. Specifikus koriilmények kozott azonban fontos szerepet
toltenek be kiilonféle jelatviteli utakban és sziikségesek az egyéb mikroorganizmusokkal
valé kapcsolatok kialakitdsdhoz. Ennél fogva a biokontroll folyamatok soran betdltott
szereplk vizsgalata nagy jelentéséggel bir. Ismeretes, hogy a Trichoderma fajok szamos
kis molekulatomegii, apolaros masodlagos metabolitot (pl. pironokat, terpenoidokat,
szteroidokat és poliketideket) képesek termelni. A Trichoderma fajok képesek szideroforok
termelésére is, és nagy szamban kiilonféle peptaibolt is eldallitanak, amelyek rendhagyo
aminosavakban gazdag, nem riboszomalis fehérjeszintézis utjan szintetizalodé metabolitok
(Degenkolb és mtsai., 2006).

3.6. A lakkaz enzim el6fordulasa, hasznositasi lehetéségei

A lakkazok (EC 1.10.3.2, benzéndiol: oxigén oxido-reduktazok) polifenol-
oxidazok, melyeket ‘multicopper oxidase’-nak is neveznek, mivel 4 rézatomot
tartalmaznak. A lakkazok széles korben elterjedtek a magasabbrendii novényekben,
valamint a rovarok és baktériumok korében is, de kiilonféle gombak altal termelt
lakk4zokat is azonositottak (Gianfreda és mtsai., 1999). Az eddig legtdbbet vizsgilt,
gombak altal termelt lakkazokat a fehérkorhaszté gombakbol tisztitottdk (Kiiskinen és
mtsai., 2004). A gomba-lakkazok szerepet jatszhatnak a novényekkel szembeni
patogenitasban, a pigmenttermelésben ¢s a lignocelluléz lebontasdban (Thurston, 1994,
Gianfreda és mtsai., 1999).

A lakkazok szamos szubsztratot képesek hasznositani, ezért a kiilonb6z6 iparagak
nagy érdeklddést mutatnak irantuk. Alkalmasak lehetnek a textilfestékek fehéritésére, a
papirgyartds soran pedig a lignocelluléz lebontisara. Felhasznalhatok tovabba
bioszenzorokban, detoxifikacios és bioremediacios folyamatokban is (Gianfreda és mtsai.,

1999; Xu, 1999)

3.6.1. A Trichoderma fajok lakkaztermelése

Kutatasok bizonyitottak a Trichoderma fajok (T. atroviride, THSC)
lakkaztermelését, melyet a zold pigment termelésével hoztak Osszefiiggésbe (Holker és
mtsai., 2002; Sadhasivam ¢€s mtsai., 2008; Chakroun és mtsai., 2010). Két talaymintakbodl

szarmazo6 torzs, egy T. viride és egy T. reesei esetében is kimutattdk a lakkaztermelést, a
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két torzs molekularis azonositasa azonban még nem tortént meg (Gochev és Krastanov,
2007; Krastanov ¢és mtsai., 2007). Mindezen munkék ellenére is csak igen kevés tanulméany

foglalkozik a Trichoderma torzsek altal termelt lakkazokkal.

3.7. A kiilonféle fungicidek és azok csoportositasa hatasmechanizmusuk alapjan

A novénypatogén gombakkal szembeni lehetséges védekezési stratégidk kozé
tartozik a kémiai védekezés, ahogy ez mar a 3.3.2.-es fejezetben is emlitésre keriilt. A
kémiai védekezés kiilonbozé fungicidek révén valdsithatd meg. A fungicidekkel torténd
védekezés kulcsfontossagi szerepet jatszik a kiillonféle ndvénykorokozokkal szembeni
integralt novényvédelemben. Hasznalatuk sordn a rezisztencia megjelenése fontos
korlatozd tényezdvé valt a fungicidek hatékonysagat és hasznilhatosaganak iddtartamat
figyelembevéve, igy az ujabb és ujabb fungicidek kifejlesztése egyre magasabb
koltségekkel jar (Ma és Michailides, 2005). Megoldast nyujthat azonban az egyes
biokontroll agensek és a csokkentett mennyiségli fungicidek egyiittes alkalmazasa az
integralt novényvédelem keretein beliil (Monte, 2001).

A kiilonbozé fungicideket hatasmechanizmusuk alapjan csoportosithatjuk, igy
megkiilonboztethetiink kontakthatast és szisztémas hatast fungicideket.

A kontakthatasti szerek kozé tartoznak a réz-, és kénvegyiiletek, valamint a
ditiokarbamat szarmazékok (mankozeb, maneb, tiram), tovabba kiilonb6zé ftalimid-
szarmazékok is, mint pl. a folpet és a kaptan, melyek a sejtlégzés gatlasara képesek (Siegel,
1971).

A szisztémas hatasu fungicidek k6z¢ soroljuk a dikarboximid fungicideket, példaul
az iprodiont, amely a gombdk DNS-szintézisének gatlasan keresztiil fejtik ki hatasukat
(Pappas és Fisher, 1979).

Egy masik, nagy csoportot alkotnak a benzimidazolok, melyek kozé sorolhatod a
benomil, a karbendazim és a tiofanat-metil. Hatdsmechanizmusukrol megallapitottdk, hogy
a tubulin szintézisének gatlasara képesek (Davidse, 1973).

Ujabb nagy csoportot alkotnak a szterol-bioszintézis gatloi, ezeken beliil
megkiilonboztetjikk a szterol-C1l4-demetilaz inhibitorokat, melyeket az angol elnevezésiik
alapjan DMI-fungicideknek neveznek. Legfébb képvisel6ik az azolok, mint a triazol,
imidazol és a pirimidin fungicidek (Russell, 1995). A kiilonféle morfolinszarmazékokkal

(spiroxamin) a A8-A7 izomeraz és a A14 reduktaz gatlésa lehetséges (Russell, 1995).
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3.8. A novények novekedésének és fejlodésének serkentése és ennek mechanizmusai

Evekkel ezelStt még tartotta magat az a nézet, miszerint a Trichoderma fajok
novénynovekedést serkentd hatasukat a csekély veszélyt jelentd ndvénypatogén gombak
elpusztitasan keresztiil érik el. Ez a felvetés azt sugallta, hogy a nem steril kornyezetben
1évé novények mindegyike szenved valamilyen mértékii fertézést6l, igy maximalis
novekedési potencialjukat csak abban az esetben tudjak elérni, ha a Trichoderma elnyomja
a ndvénypatogén gomba altal okozott negativ hatast, ezaltal ndvényndvekedést serkentd
hatast kifejtve (Stewart és Hill, 2014). A kérokozok gatlasa azonban nem lehet az egyediili
magyarazat, mivel a Trichoderma fajok hatasa steril illetve félsteril koriilmények kozott,
hatranyos talajmikroflora nélkiil is érvényesiil. Azota szamos egyéb mechanizmus szerepe
kertilt el6térbe a Trichoderma fajok novénynovekedést serkentd hatasa kapcsan, tobbek
kozott a novényi hormonok szintézise, vitaminok termelése, a talajban talalhato
tapanyagok szolubilizdldsa, a gyokérzet fejlodésének erdsitése, valamint a fotoszintézis €és
a novények védekezd rendszerének fokozasa (Harman, 2000, 2006; Harman és mtsai.,
2004a; Inbar ¢és mtsai., 1994). Valoészinl, hogy az egyes Trichoderma torzsek ezen
tulajdonsagok koziil egy, vagy akar tobb mechanizmus egyiittmiikodése révén fejtik ki
pozitiv hatasukat. A THSC T-22 iranyitotta névénynovekedés-serkentést megfigyelték pl.
tiveghézi, valamint szabadfoldi kisérletek soran is, melynek hatterében a mar emlitett
tulajdonsagok allhatnak. Fontos mechanizmus a gyokerek gyorsabb fejlddésének
eldsegitése is, ami noveli a novények szarazsaggal szembeni ellenalloképességét (Altomare

és mtsai., 2000; Harman, 1999; Harman és mtsai., 2004b, Mastouri és mtsai., 2010).

3.8.1. Rizoszféra-kompetencia

A ndvények novekedésének serkentése kapcsan meg kell emliteni a Trichoderma
torzsek rizoszféra-kompetenciajat. A rizoszféra, mint él6hely altalanosnak tekinthet a
Trichoderma torzsek esetében, ezen az éléhelyen lehet6ségiik van mind biotrof, mind
szaprotrof életmod kialakitasara. Mindezeket alatamasztja az a vizsgalat, melynek soran
nagyon nagy szamban és valtozatossagban izolaltak Trichoderma torzseket egy etiopiai
kavéiiltetvény kavénovényeinek (Coffea arabica) rizoszférajabol (Mulaw és mtsai., 2010).
Ezzel ellentétben, egy olaszorszagi tanulmany soran a nem rizoszféra-jellegii talajmintak
vizsgalatakor kevés Trichoderma fajt izolaltak (Migheli és mtsai., 2009).

A Trichoderma fajok rizoszférahoz mutatott affinitasat két okkal is

magyardzhatjuk. Az elsé lehetséges magyarazat, hogy a szarazfoldi novények 92%-anak
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gyokerén megtalalhatoak a mikorrhizaalkotdé gombak, melyek potencidlis gazdaszervezetei
a mikoparazita Trichoderma torzseknek. A mikorrhizaalkoté gombak és a Trichoderma
fajok kozott 1étrejovo kapesolat azonban még mindig kevéssé tanulmanyozott (Calvet és
mtsai., 1993; Datnoff és mtsai., 1995; McAllister és mtsai., 1994; Nemec és mtsai., 1996;
Siddiqui és mtsai., 1996; Green és mtsai., 1999). Egyes tanulmanyok szerint szinergista
hatéas figyelheté meg a két gomba kozott (Calvet és mtsai., 1993; Datnoff és mtsai., 1995;
Nemec és mtsai., 1996), mig masok megfigyelései alapjan a Trichoderma fajok elnyomjak
az arbuszkularis mikorrhizat képzé gombakat (McAllister és mtsai., 1994; Siddiqui és

mtsai., 1996; Green és mtsai., 1999).
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2. abra. A Trichoderma fajok és egyéb szervezetek kozott 1étrejovo kapcsolatok.

A Trichoderma fajokbol szamos vegyiilet szabadul fel, melyek képesek indukalni a ndvények szisztémas
rezisztenciajat (peptaibolok és a kerato-platanin), igy végsé soron kiilonféle enzimek (hidrogén-peroxid liaz,
peroxidaz, ammonia-liaz) szintjének emelkedéséhez vezetnek. A Xilanaz (Eix) feltehetéen mikroba-asszocialt

molekularis mintazatként (,,microbe-associated molecular pattern”, MAMP) viselkedik, ezaltal erdsiti a

ndvények védekezd rendszerét. Az ACC deaminaz gatolja a novényben az etilén képzddését, ami a gyokér
novekedéséhez fog vezetni. Az indolecetsav (IES) képzédéséhez konstitutiv nitrilaz-szekréciora van sziikség.
A Trichoderma torzsek gyokéren torténé megtapadasaban segit a szwollenin és a hidrofobin. A Trichoderma

torzsek szénforrasként hasznositjak a novények altal termelt szacharozt. Nematofag hatasukat a szekretalt

kitinaznak és a szubtilizin-szerii S8 proteaznak koszonhetik (SSCP). Druzhinina és mtsai. (2011) nyoman.

A masodik magyardzat a novények gyokerén megtaldlhatd gyokérsiiveg legkiilsd
sejtrétege altal kivalasztott gélszerli kapszula, az Gn. mucigél, melynek f6 alkoto6ja a pektin
és hemicelluloz (ramnogalakturonan és arabinoxilan) (2. abra). Ezek a komponensek

konnyen lebonthatéak a Trichoderma hemicellulazok altal, melyek azért fejlodhettek ki,
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hogy lehetévé tegyék a gazdagombak altal lebontott novényi részekbdl felszabaduld
poliszacharidok lebontasat (Druzhinina és mtsai., 2011).

A novények altal a rizoszféraba kivalasztott mono-, és diszacharidok fontos
szénforrast jelentenek a mikorrhizaalkotdé gombak szamara (Nehls és mtsai., 2010), melyek
koziil a szacharéznak tovabbi szerepe van a rizoszféra T. virens altali kolonizaciojaban
(Vargas és mtsai.,, 2009) (2. abra). A T. virens ugyanis specifikus szachar6z-
transzporterrel rendelkezik, mely a gyokér kolonizacidjanak kezdetén indukalodik, és
nagyfok hasonlosagot mutat a novények szachardz-transzportereivel (Vargas és mtsai.,

2011). Mindez arra utal, hogy a szachar6z aktivan juthat el a novénytdl a gombaig.

3.8.2. A gyokér kolonizacidja

Egyes Trichoderma torzsek a gyokér kolonizacidjara is képesek, melynek soran a
gyokér epidermiszén atjutva intracellularis ndvekedést mutatnak. A gyokér epidermisze, a
kortex, illetve az edénynyalabok ugyanakkor valtozatlanok maradnak. A gyokér
kolonizacidja kall6z és celluloz felhalmozddasa révén a kornyezd sejtekben a sejtfal
megvastagodasat valtja ki. Mindemellett fenolos vegyiiletek is termelédnek, amelyek
peroxidaz-iranyitotta keresztkdtések révén még nagyobb stabilitdst eredményeznek a
sejtfalban. A sejtfal ily modon torténé modositasa meggatolja, hogy a gomba a gyokér
mélyebb sejtrétegeibe is eljusson (Yedidia és mtsai., 1999).

A gyokér kolonizacidja soran a Trichodermd-nak egyiitt kell miikddnie a novény
védekez6 rendszerével, mely kiilonféle antimikrobialis vegyiileteket (fitoalexineket)
termel. A sikeres Trichoderma-névény kapcsolat maga utan vonja a gomba detoxifikalo és
védekezO rendszerének aktivalasat (2. abra). Ebb6l addédoan a gombanak hatasos
rendszerrel kell rendelkeznie, hogy az 6t karositd vegyiileteket el tudja tavolitani. Ruocco
¢s munkatarsai (2009) T. atroviride-ben azonositottak a TAABC2 ABC-transzportert, mely

kiilonbozd kdrnyezeti feltételek mellett is segitette a sikeres kolonizéaciot.

3.8.3. Az asvanyi anyagok szolubilizaldsa, tApanyagfelvétel novelése
A talaj tapanyagtartalma fontos tényezd, mely jelentds hatassal van a
novénynovekedést serkentd gombak ndvekedésére és aktivitdsdra. Ennek a serkentd
hatasnak a mértéke a tapanyagban szegény talajok esetében rendelkezik a legnagyobb
jelentéséggel. A nitrogénrdl tudjuk, hogy nélkiilozhetetlen a novények fejlodéséhez és a
maximalis terméshozam elérésé¢hez. Harman és Bjorkman (1998) THSC T22 torzsével
torténd kukoricakezelést kovetden megallapitottak, hogy a kezelt névények nagyobbak és
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zoldebbek voltak a kontroll novényeknél. Az intenzivebb ndvekedést a fokozottabb
tapanyagfelvételnek tulajdonitottak, és munkajuk soran kimutattak, hogy a THSC T22-es
torzsével kezelt kukoricanak 40%-al kevesebb miitragyara volt sziiksége a kezeletlen
novényekhez képest. Mivel szamos orszagban a mitragyak alkalmazasara korlatozasokat
1éptettek ¢€letbe, igy a Trichoderma torzsek alkalmazasa jo alternativ megoldast nyujthat a
gazdaknak a megfelelé terméshozam fenntartasaban (Stewart ¢s Hill, 2014). A T22-es
torzsrél szintén megallapitottdk, hogy szerepet jatszik kiilonféle tapanyagok
szolubilizalasaban, a novények szamara felvehetd formajuva alakitasaban. Ezek kozott
megtalalhaté a foszfat (,,rock phosphate), a Fe**, a Cu®*, a Mn** ¢és a Zn®* (Altomare és
mtsai., 2000; Harman és mtsai., 2004b).

3.8.4. A klorofilltartalom és a fotoszintetikus aktivitas fokozasa

Az Inbar és munkatarsai (1994) altal a THSC T203-as torzsével elvégzett tiveghazi
kisérletek soran a szaraztomeg novekedésével parhuzamosan megfigyeltek a levélfeliilet
novekedését, valamint a klorofilltartalom emelkedését is. A kezelések hatasara javult a
kisérletben szerepldé uborka- és paprikandvények altalanos allapota is, annak ellenére, hogy
a rendelkezésre allo tapanyagokban (nitrogén, foszfor és kalium) nem volt kiillonbség
(Harman és Bjorkman, 2005). Hasonlo eredményeket értek el a T22-es torzzsel kukorica
esetében is, igy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kezelések hatdsara a novények

fotoszintetikus aktivitasa fokozodott (Harman, 2000).

3.8.5. Az abiotikus stresszhatiasok mértékének csokkentése

Szamos Trichoderma torzsrél megallapitottak, hogy képesek egyes novények azon
gyokereinek a szamat megnovelni, melyek a talajfelszintdl szdmitott 1 méteres mélységet
is elérik. Ezen gyokerek segitségével a novények hatékonyabb vizfelvételi képességre
tesznek szert, igy a szarazsaggal szemben is n6 az ellenalloképességiik (Harman, 2012). A
Trichoderma torzsek altal torténé gyokérkolonizacd késlelteti a szarazsag hatasara
bekdvetkezd karos valtozasok hatéasat is, melyek érintik példaul a sztoma-konduktanciat, a
zold fluoreszcencia-emissziot, valamint a fotoszintézist is, igy Osszességében javitjdk a

novények vizhaztartasat (Bae és mtsai., 2009).

3.8.6. Masodlagos metabolitok termelése
A novények novekedésének vizsgalata sordn Windham ¢és munkatérsai (1986) a

talaj sterilizalasat kovetéen annak THSC és T. koningii torzsekkel torténé beoltasat
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hajtottak végre. Kutatdsaik soran paradicsom- és dohanyndvényeket vizsgaltak, és a 8.
hetet kovetden a gyokér és a hajtas szaraztomegében 313%-0s illetve 318%-o0s ndvekedést
tapasztaltak. Kisérleteiket kés6bb megismételték ugy, hogy a csirdz6 magokat a
Trichoderma torzsektdl egy réteg celofan valasztotta el, a Trichoderma torzsek csirazast
segitd hatasat azonban igy is sikeriilt kimutatniuk. A szerzOk arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy diffuzibilis novekedést segité faktornak vagy faktoroknak kell jelen lennitik,
melyek masodlagos anyagcseretermékek és névényi hormonok lehetnek (2. abra). Cutler
¢és munkatarsai (1986, 1989) tovabbi, a Trichoderma fajok masodlagos metabolitjainak
novényndvekedést serkentd hatasait érintd vizsgalatokat végeztek, melynek soran T.

koningii-bdl izolaltak a koningin A-t, THSC-bdl pedig a 6-pentil-alfa-piron-t.

3.8.7. Novényi hormonok bioszintézisének fokozasa

Az utobbi években szdmos tanulmany vizsgalta a novényi hormonok jelenlétét a
mikrobak altal kivaltott novényndvekedés-serkentés folyamata soran. A névényi hormonok
szerepének vizsgalata két iranybdl is zajlott: tanulmanyoztak, hogy a mikroba sajat maga is
képes-e novényi hormon megtermelésére, vagy valamilyen alternativ Giton serkenti egyes
novényi hormonok termelését (Sofo és mtsai., 2011). A Trichoderma torzsek altal indukalt
novényndvekedés serkentés esetében mindkét Gitvonalat valdsziniisiteni lehetett.

Sofo és munkatarsai (2011) cseresznyét vizsgalva igazoltdk a THSC T22-es torzs
novénynovekedést serkentd hatdsat, de a novényi hormon tapkdézegbdl torténd
azonositasaval nem jartak sikerrel. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) és
tomegspektrometriai analizis segitségével azonban mind a gydkérben, mind a hajtasban
sikeriilt kimutatniuk az auxinok koziil az IES és a gibberelinsav szintjének
megemelkedését (2. abra).

Gravel és munkatarsai (2007) hidroponiés koriilmények kozott tanulmanyoztak egy
T. atroviride torzs paradicsompalantakra kifejtett novekedésserkent$ hatasat. A tapkozeget
a torzs novekedésserkentd hatdsa is fokozddott. Mindez arra utal, hogy a vizsgalt

Trichoderma torzs egy triptofanfiiggd ttvonalon képes az indolecetsav szintézisére.
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4. CELKITUZESEK

Munkank soran célul tiztik ki

1. Trichoderma torzsek izolalasat Magyarorszagon termesztett zoldségek rizoszférajabol,

¢és molekularis modszerekkel torténd azonositasat,

2. in vitro antagonista képességeik felmérését kiilonféle novénypatogén gombakkal

szemben agar-konfrontacios tesztekben,

3. kiilonb6z6é kornyezeti tényezOk (hdmérséklet, pH, vizaktivitas) micéliumnovekedésre

gyakorolt hatdsdnak vizsgélatat,

4. cellulozbontd és foszfatmobilizald, valamint lakkaz enzim termelésére valo képességiik

vizsgalatat,

5. kiilonféle fungicidekkel szembeni érzékenységiik vizsgalatat,

6. novénynovekedés serkentésére valo képességiik vizsgalatat, valamint

7. novényvédd ¢és novénynovekedést serkentd Dbioeffektor Trichoderma torzsek

szelektalasat gyakorlati alkalmazas céljara.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Mintavételezés, mintavételi helyek

A termesztett zoldségek mintavételezését 6 magyarorszagi telepiilés — Balastya,
Hatvan, Ozd, Szeged-Sziksos, Szentes és Veszprém — haztaji gazdasagaiban végeztiik el
egyszeri alkalommal 2011. augusztusa és szeptembere kozott (3. abra). A mintavételezés
soran 3-3 paprika-, paradicsom-, répa-, salata-, spenot-, tok-, karalabé-, petrezselyem- és
zellernovény kerlilt begyiijtésre. A zoldségek gyljtése soran azokat a talajbol frissen
felszedve steril mintavev zacskokban helyeztiik el, majd a feldolgozasig 4 °C-on taroltuk.
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3. abra. Mintavételezési helyek Magyarorszagon

5.2. Trichoderma torzsek izolalasa és azonositasa

5.2.1. Trichoderma torzsek izolalasa a zoldségrizoszféra-mintakbdol

A termesztett zoldségek rizoszféra-mintainak feldolgozasa soran a Trichoderma
torzsek izolalasat Bengal-Rozsa (0,5% pepton, 0,1% KH,PQO4, 1% gliikoz, 0,05% MgSO,4 x
7H,0, 2% agar majd sterilezés utan 0,5 ml/l 0,2%-os dikloran etanolos oldata, 0,25 ml/1
5%-0s Bengal-rozsa vizes oldata, 0,01% oxitetraciklin, 0,01% sztreptomicin, 0,01%
kléramfenikol) taptalajon végeztiik el. A steril mintavevd zacskokban taldlhato zoldségek
gyokerének felszinérdl steril csipesz €s szike segitségével tortént a mintak taptalajra
helyezése. 5 napos, 25 °C-on torténd inkubaciot kovetéen a megjelend Trichoderma
telepeket éleszté-gliikkozos (YEG) (0,5% gliikoz, 0,5% KH,PQOy, 0,1% élesztdkivonat, 2%
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agar) taptalajra oltottuk at tiszta tenyészetek készitése céljabol. Csikhiizasos modszer
segitségével tiszta tenyészeteket készitettiink, fenntartasukat élesztd-gliik6zos taptalajon

végeztik. Az izolalt torzseket a Szegedi Mikrobiologiai Torzsgylijteményben

(www.szmc.hu) helyeztiik el.

5.2.2. Genomi DNS kivonasa az izolalt Trichoderma torzsekboél

A DNS-mintak izolalasahoz a Trichoderma torzseket 25 ml YEG tapoldatot
tartalmazé Erlenmeyer lombikokba oltottuk le. 5 nap inkubaciot (25 °C, 180 rpm)
kovetden a folyadéktenyészetekbdl a micéliumot szlrdtdlcsér és vakuumpumpa
segitségével elkiilonitettiik a tapoldattoél. Az egyes torzsek micéliumait egy éjszakan at
fagyasztva szaritottuk, majd dorzsmozsarban folyékony nitrogén segitségével poritottuk.
Az igy kapott poritott micéliumokat hasznaltuk fel a DNS izolaldsahoz, amit az E.Z.N.A.®
Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-tek) segitségével végeztiink el a gyartd utasitasainak

megfelelden.

5.2.3. Az izolalt Trichoderma torzsek azonositasa

A Trichoderma izolatumok azonositisihoz polimeraz lancreakciot (PCR)
végeztiink ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3?) €s ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) inditészekvenciak felhasznalasaval (Naeimi és mtsai.
2011). A PCR-elegyek 6sszetétele a kovetkezo volt (25 pl-re): 2,5 ul 10x Tag-polimeraz
puffer (Fermentas), 5 ul dNTP mix (2 mM, Fermentas), 2,5 ul MgCl; (25 mM, Fermentas),
0,5 — 0,5 pl primer (10 pM) és 0,25 pl Tag-polimeraz (5 U/ul, Fermentas) enzim. A
felszaporitashoz T3 Thermocycler késziiléket (Biometra) hasznaltunk a kovetkezd
hémérsékleti profil beallitasaval: 94 °C 5 perc, melyet 35 ciklus — 94 °C 30 sec, 48 °C 40
sec, 72 °C 1 perc kovetett, majd zarasként 3 perc 72 °C-on. A PCR-fragmentumok
szekvencidjanak meghatarozasahoz kiilsé szolgaltatast vettiink igénybe, melyet az ITS-
szekvencidk alapjan az ,, International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea
Taxonomy” internetes honlapjan (www.isth.info) elérhetd, vonalkédokon (barcoding)

alapulé TrichOKEY 2.0 (http://www.isth.info/tools/molkey/) program segitségével torténd

azonositas kovetett (Druzhinina et al. 2005). Amennyiben a tdrzsazonositds nem volt
lehetséges a program hasznalataval, akkor a TrichoBLAST
(http://www.isth.info/tools/blast/) (Kopchinskiy és mtsai., 2005) vagy az NCBI (National

Center for  Biotechnology Information) honlapon elérhetd BLASTN
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) homologiakeresés (Zhang ¢és mtsai., 2000)

segitségével végeztiik a torzsek azonositasat.

5.3. Agar-konfrontacids teszt

A vizsgalt Trichoderma torzsek in vitro antagonista képességeinek felmérése
céljabol agar-konfrontacios teszteket végeztiink (Szekeres és mtsai. 2006). A teszteket 9
novénypatogén gombaval, koztik 4 Fusarium solani fajkomplexumba (FSSC) tartozo
torzzsel (SZMC 11057F, SZMC 11064F, SZMC 11067F ¢és SZMC 11070F), egy F.
oxysporum fajkomplexumba (FOSC) tartozé torzzsel (SZMC 6237]), és egy-egy
Alternaria alternata (SZMC 16085), Phoma cucurbitacearum (SZMC 16088), Botrytis
cinerea (SZMC 6244]) és Rhizoctonia solani (SZMC 6252)) torzzsel végeztiik el. Az agar-
konfrontacios teszteket 3 parhuzamosban végeztik MEA taptalajon (1% glikoz, 0,5%
¢élesztokivonat, 0,4%-os malatakivonat, 2% agar). A tesztekhez 9 cm atmérdjii Petri-
csészéket hasznaltunk gy, hogy a Petri-csészék kozéppontjatol 1,5 — 1,5 cm tavolsagra két
pontot rajzoltunk, igy meghataroztuk a Trichoderma torzsek, valamint a vizsgalt
névénypatogén gombak leoltasa kozott 1évo tavolsagot, mely minden esetben 3 cm volt. A
leoltast mindig a novénypatogén gombaval végeztiik el elsének, azok fiatal tenyészeteibdl
dugéfardval vagott, 5 mm atmér6jii agarkorongokkal (4. abra). Két nappal késébb a
Trichoderma torzsek kertiltek leoltasra hasonldéan 5 mm atmér6ji agarkorongokkal, 1,5 cm
tavolsagra a csésze kozepét6l. Hét napos, 25 °C-on tortént inkubaciot kovetden a Petri-
csészékrol Nikon Coolpix P7700 digitalis fényképezogép segitségével 18 cm-es
tavolsagbol felvételeket készitettiink. Ezt kovetden a digitalis fényképeket atméreteztiik az
Irfan View v4.30 szoftver segitségével, majd a felvételek alapjan a Scion Image v4.02
szoftver segitségével meghataroztuk a Trichoderma torzsek altal elfoglalt teriilet, valamint
a Trichoderma ¢és a novénypatogén gomba altal egyiittesen elfoglalt teriilet nagysagat.
Ezutan Microsoft Excel 2010 szoftver felhasznalasaval meghataroztuk a Biokontroll Index
(BCI) értékeket a kovetkezd képlet alapjan: (Trichoderma torzs altal elfoglalt teriilet /

Trichoderma torzs és a novénypatogén gomba altal egyiittesen elfoglalt tertilet) x 100.
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4. abra. A biokontroll index (BCI) értékek meghatirozéasa soran alkalmazott leoltasi séma

1) a névénypatogén gomba telepe MEA taptalajon; 2) a tesztelt Trichoderma torzs telepe MEA taptalajon; 3)
a ndvénypatogén gomba 5 mm atmérdjui agarkoronggal torténd leoltasa a konfrontacios csészére; 4) a tesztelt
Trichoderma térzs 5 mm atmérdjii agarkoronggal torténé leoltasa a konfrontacios csészére 48 oraval a
ndvénypatogén gomba leoltdsa utan; 5) konfrontacids csészek 7 nap inkubacid utan
(Szekeres és mtsai. 2006 nyoman).

5.4. Kiilonb6z6 kornyezeti paraméterek hatasa a micéliumnovekedésre

Kiilonb6z6 kornyezeti paraméterek (hémérséklet-, pH-, és vizaktivitas) vizsgalata
YEG taptalaj felhasznalasaval tortént. A kisérleteket 3 parhuzamosban végeztiik, melyek
soran a Trichoderma torzsek leoltasa 5 mm atmérdji agarkorongokkal tortént 9 cm
atmér6jii  Petri-csészék  kozéppontjaba. A Trichoderma torzsek telepatmérdjének
novekedését az inkubacios 1d6 alatt naponta mértiik vonalzo segitségével.

A hémérséklet hatasanak vizsgalata soran 8 kiilonbozé értéket (5, 10, 15, 20, 25,
30, 35 és 40 °C) allitottunk be. A pH hatasanak vizsgalatat 7 kiilonboz6 pH-értéken (pH
2,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) végeztiikk, melyeket Mcllvain pufferoldatok (A torzsoldat: 0,2 M
Na,HPO,x2H,0; B torzsoldat: 0,1 M citromsav x H,0) felhasznalasaval allitottuk be.
Ebben az esetben a megfeleld pH-val rendelkez6 oldatokat, valamint a YEG taptalajt is
kétszeres toménységben készitettilk el, melyek a sterilizalast koveté Osszedntés soran
higultak ki a végs6 koncentracio-értékekre.

A vizaktivitas (ay) értékek beallitasahoz a YEG taptalajt 0%, 1%, 3%, 5%, 6%, 8%,
9% és 12% NaCl-dal egészitettiik ki. A kiilonboz6 NaCl koncentraciok az alabbi ay
értékeknek felelnek meg: 0,997, 0,991, 0,980, 0,968, 0,962, 0,951, 0,945 és 0,922 (Chirife
¢és Resnik, 1984).
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5.5. A Trichoderma torzsek cellulozbonté és foszfatmobilizalé képességének vizsgalata

A cellulozbont6 ¢és foszfatmobilizald képességek vizsgalatat szintetikus minimal
(1% gliikoz, 0,5% (NH4)2SO4, 0,5% KH,PO4, 0,01% MgSO,4 x 7H,0) és kukoricaszar-
Orleményt tartalmazé (0,2%  kukoricaszar-6rlemény, 0,1% NaNO;) tapoldatok
felhasznalasaval végeztiik. A minimal tapoldatot 2x10° konidiummal, mig a kukoricaszarat
tartalmazé tapoldatot minimal tadpoldatban 5 napig eldnevelt, majd Biichner-tdlcsérben
szlrGpapir segitségével a fermentlétdl elvalasztott, steril desztillalt vizzel atmosott
Trichoderma micéliummal oltottuk le, majd 5 napig torténé razatas (180 rpm, 25 °C) utan
kromogén paranitrofenil szubsztratokkal mértiik az enzimaktivitasokat. A cellulozbonto
képességet a cellobiohidrolaz és B-gliikozidaz enzimek aktivitasanak mérésével vizsgaltuk
paranitrofenil-B-D-cellobiozid ¢és paranitrofenil-p-D-gliikkopiranozid szubsztratokkal, a
foszfatmobilizalo képességet pedig paranitrofenil-foszfat szubsztrattal. Ezekrél a
szubsztratokrol enzimaktivitds esetén lehasad a paranitrofenol sarga szinreakciot
eredményezve, melynek intenzitasa aranyos a jelen 1évé enzim mennyiségével (5. abra). A
mikrotiterlap megfelelé mintahelyeire 100 pl fermentléhez 100 ul 1 mg/ml koncentracioji
szubsztratoldatot adtunk, majd a lemezeket 1 6rdn keresztiil, 25 °C-on inkubdltuk. Az
inkubacio letelte utan a reakciokat 50 pl 10%-0s Na,CO3 oldat hozzaadasaval allitottuk le.
A mintak optikai denzitasat SPECTROstar™" mikrotiterlap-leolvasé segitségével mértiik
405 nm-es hullamhosszon (ODags), harom parhuzamosban. Kontrollként a tdpoldatokbdl a

leoltas idOpontjaban vett mintakat alkalmaztuk.
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5. abra. A p-nitrofenil tipus kromogén szubsztratok mikodési elve.
A B-gliikkozidaz enzim miikodési elve megegyezik a vizsgalatainkban szerepld tobbi szubsztratéval.

5.6. A Trichoderma torzsek altal termelt lakkaz enzimek vizsgalata

5.6.1. A Trichoderma torzsek lakkaz enzimeinek kvalitativ vizsgalata

A 45 Trichoderma izolatum lakkaz enzimek termelésére vald képességét ABTS
[2,2'-azinobisz-(3-etilbenztiazolin-6-szulfonat)] vagy gvajakol (Sigma-Aldrich)
szubsztratot tartalmazd szelektiv taptalajokon (0,1% gliikéz, 0,1% élesztékivonat, 0,02%

Na,HPO,, 0,04% KH,PO,, 2% agar, 0,0004% digitonin + 0,05% ABTS vagy 800 ul
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gvajakol) végeztiik el. A lakkaz enzimek termelését az egyes szubsztratoknak megfeleld
szinreakciok jelezték. Az ABTS szubsztrat esetében a termeld Trichoderma torzsek telepei
koriil kék csapadék jelenik meg, mig a gvajakol esetében ez a csapadék vordses-barnas
szinli. A kisérlethez hasznalt szelektiv taptalajt ezen feliill még digitoninnal egészitettiik ki,
amely a Trichoderma torzsek gyors ndvekedését gatolja, igy lehetéségiink nyilt egy Petri-

csészén tobb izolatum vizsgalatara.

5.6.2. A Trichoderma torzsek lakkaz-termelésének kvantitativ vizsgalata

A lakkaz enzimek termel0dését razatott tenyésztéssel vizsgaltuk 30 ml MEA
tapoldatot tartalmaz6 Erlenmeyer-lombikokban. A lombikokat Trichoderma konidiumok
szuszpenziodjaval 2x10%/ml végkoncentraciora oltottuk le. A 4 napos, 25 °C-on torténd
inkubacié (180 rpm) alatt 24 oranként 1-1 ml mintat vettiink a tapoldatokbol, melyet
centrifugalassal iilepitettiink (10000 rpm, 5 perc). Az enzimmérésekig a mintakat -20 °C-
on taroltuk. A méréseket a sejtmentes feliiliszokbol készitett 10x higitasu oldatokkal
végeztiik mikrotiterlapon, 3 parhuzamosban, melynek soran 100 ul fermentléhez 100 ul 25
mM szukcinat pufferben (A torzsoldat: 0,2 M borostyankésav, B torzsoldat: 0,2 M NaOH,
pH=3,5) felvett 5 mM ABTS szubsztratoldatot adtunk. A mérésekhez kontrollként 100 pl
MEA tépoldathoz mértiink 100 pl szubsztratoldatot. Az optikai denzitast 25 °C-on torténd
12 6ras inkubéciot kovetéen SPECTROstar™"® mikrotiterlap leolvaso segitségével mértiik

436 nm-en.

5.6.3. Trichoderma torzsek altal termelt lakkazok pH-fiiggésének vizsgalata

A szekretalt lakkadzok pH-fiiggésének megallapitdsdhoz szintén a sejtmentes
feliiluszok 10x-es higitasait hasznaltuk fel. 25 mM-os szukcinat-puffer segitségével 5
kiilonboz6 pH értéket (3,5, 4, 5, 6, 6,5) allitottunk be. Az enzimmérés 5 mM-0s ABTS

szubsztrat alkalmazasaval tortént az 5.6.2. fejezetben leirtak szerint.

5.7. Kiilonb6z6é fungicidek minimalis gatlo koncentraci6 (MIC) értékeinek
meghatarozasa

A Trichoderma torzsek fungicidekkel szembeni érzékenységének vizsgalatat
mikrodilucios moddszer segitségével végeztik 3  parhuzamosban, 96 lyuku
mikrotiterlapokon. Kisérleteink soran 14 fungicidet (karboxin, ciprokonazol, fenhexamid,
fludioxonil, flutriafol, folpet, imazalil, iprodion, penkonazol, spiroxamin, tiofanat-metil,

tiram, triadimefon és triadimenol, Pestanal® analitikai standard, Fluka) vizsgaltunk 256
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ug/ml és 0,5 pg/ml kozotti koncentraciotartomanyban. Az egyes fungicidekbél 1 - 1 mg-ot
el6szor 100 ul DMSO-ban oldottunk fel, majd ezt kovetden 900 pul YEG-tapoldatot adtunk
hozza. Ezt kovetéen a fungicid-oldatokbol felez6 higitasi sorozatot készitettiink YEG
tapoldatban. A leoltashoz 2x10°/ml-es koncentracioji  konidium-szuszpenziokat
készitettiinka torzsekb6l YEG-tapoldatban. A mikrotiterlap minden egyes mintahelyére
100 pl konidium-szuszpenziot, valamint 100 pl fungicid-oldatot mértiink az egyes higitasi
1épcsdkbol. Kontrollként 100 pul YEG-tapoldathoz adott 100 pl konidium-szuszpenziot
hasznaltunk. A mintdk optikai denzitasat 72 ora, 25 °C-on tortént inkubaciot kovetden 620

nano

nm-es hullamhosszon mértiik SPECTROstar mikrotiterlap-leolvas6 segitségével. A
MIC-értékek meghatarozasa Microsoft Excel 2010 szoftver felhasznaldsaval tortént. A
meghatarozas soran a 72 6ras mérések eredményeibdl levonasra keriiltek a 0. percben mért
eredmények. Az igy kapott értékeket megszoroztuk szazzal, majd elosztottuk a novekedési
kontroll 3 parhuzamos mintajabol meghatarozott atlagértékekkel. Abban az esetben
fogadtuk el a vizsgalt fungicidek gatldo hatasat, amennyiben a Trichoderma torzsek

novekedése nem haladta meg a 20%-ot a pozitiv kontrollhoz viszonyitva, és a szazalékos

szoras (relativ standard deviacid, RSD%) kisebb volt, mint 10%.

5.8. Paradicsomndvényeken végzett kisérletek és mérések

5.8.1. Novénynevelés és a kisérleti elrendezés

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Ailsa craig
paradicsomndvényeket hasznaltunk fel. A csirdztatas 3 napon keresztiil sotétben, 26 °C-on
tortént nedvesitett sziirGpapiron. Ezt kovetden a ndvények 6 hetes korukig 6x6 cm
atmér6jii mianyag cserépben, 50 ¢ t6zegalapi termesztokozegben (Terracult GmbH,
Németorszag) novekedtek kontrollalt koriilmények kozott. A novényeket hetente kétszer

tapoldattal locsoltuk, melynek 0Osszetétele a kovetkezé volt: 2 mM Ca(NO 1 mM

2y

MgSO,, 0,5 mM KH,PO,, 0,5 mM Na,HPO,, 0,5 mM KCI + mikroelemek: (10_6 M

MnSO,, 510" M ZnSO,, 10" M CuSO,, 10" M (NH,);M0,0,,, 10° M H,80,), 210" M
Fe-EDTA, pH 5,8) (Poor és mtsai. 2011). A névényeket 12 6ras nappali és 12 Oras éjszakai
periodus, 300 uM m?st fényintenzitas (F36 W/GRO fénycsovek, Sylvania, Németorszag),
24/22°C nappali/éjszakai hdmérséklet és 55-60%-os relativ paratartalom mellett neveltiik.

A novények Trichoderma-kezelése 20 pl-es mennyiségli 1x10%/ml-es koncentracioju

konidium-szuszpenzidval tortént a hdrom napos csirdzast kvetéen. A mérésekhez minden
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esetben a feliilrdl szamitott harmadik levélemeletrél szarmazod, kifejlett leveleket

hasznaltuk fel. A kisérleteket 9 és 18 6ra kozott végeztiik és 3-5 alkalommal ismételtiik.

5.8.2. A paradicsomnovények biomassza-produkcidjanak a vizsgalata

A gyokér-, és hajtashossz-vizsgalatokhoz eldszor csapviz alatt torténd moséssal
eltavolitottuk a termesztokozeget, majd a felesleges viz leitatdsa utan mérdszalag
segitségével megmértiik a hosszadatokat. Ezt kovetéen mérleg segitségével meghataroztuk

a frisstomegeket mind a gyokér, mind pedig a hajtas esetében.

5.8.3. A sztomakonduktancia és a CO,-asszimilacio meghatarozasa

A sztomakonduktanciat és a COj-asszimilacidt hordozhatd fotoszintézisméro
rendszerrel (LI1-6400, Lincoln, Nebrasca, USA) és a hozza kapcsolt infravoros
gazanalizator segitségével hataroztuk meg. A kamrdban a mérés soran mindvégig standard
koriilményeket biztositottunk (25 °C, 65+10% nedvességtartalmu levegd, 500 pM m%s?
levegbaramlasi sebesség, 300 pM m™?s™ fényintenzitas). A méréseket 400 uM M™ CO,-
koncentracion végeztiikk, miutdn a leveleken 15 perces fényadaptaciot hajtottunk végre

(Poor és mtsai., 2011).

5.8.4. A klorofill a fluoreszcencia indukcios paramétereinek meghatarozasa

Az intakt levelekben a klorofill a fluoreszcencia indukcios paramétereit hordozhato
fotoszintézisméré rendszerrel (LI-6400, Lincoln, Nebrasca, USA) hataroztuk meg. A
mér6kamraban a mérés soran mindvégig standard koriilményeket biztositottunk (25 °C,
65+10% nedvességtartalma, 400 uM M™T COp-tartalma levegd, 500 pM m?s?
levegdaramlasi sebesség).

A mérések soran a leveleken 15 perces sotétadaptaciot végeztiink, majd a beallitott
paraméterekkel (aktinikus fény: 300 uM m'zs'l) elinditottuk a mérést (Poér és mitsai.,
2011).

A mért klorofill a fluoreszcencia-értékekbdl (Fm, Fo, Fv, Fs, Fm’, Fo’) a kdvetkez6
paramétereket hataroztuk meg (Rohacek, 2002):

1. Fv/Fm, ami megadja a masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasat,
azaz a reakcidcentrumok altal begytijtott 6sszes energia fotokémiai folyamatokra fordithatéd

részeét.
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2. A masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasat (Phi PSIl = (Fm’-
F)/Fm’), ami a teljes energidnak az éppen nyitott reakciocentrumokban fotokémiai
munkavégzésre felhasznalt része (Genty és mtsai., 1989).

3. A fotokémiai kioltasi paramétert (qP), azaz qP=(Fm’-Ft)/(Fm’-Fo”) (Bilger és Schreiber,
1986).

4. A nem fotokémiai kioltast (NPQ), azaz NPQ=(Fm-Fm’)/Fm’ (Bilger és Bjorkman,
1990)

5.8.5. A fotoszintetikus pigmenttartalmak meghatarozasa

A Kklorofill és a karotinoid pigmenttartalmak meghatarozasanal Lichtenthaler (1987)
modszerét hasznaltuk fel. 50 mg tomegl levélszovethez 1 ml 100%-os acetont adtunk, és
24 orén keresztiil allni hagytuk sotétben 4 °C-on. Ezutan centrifugaltuk a mintakat (15000
rpm, 15 perc, 4 °C), majd a feliiliszot félretéve ismét 24 6ras extrakcionak vetettiik ala 1
ml 80%-o0s acetonnal, 4 °C-on, s6tétben. Az abszorpcioméréseket KONTRON kétsugaras
spektrofotométer (Milano, Olaszorszag) segitségével végeztik. Az extraktumok
pigmenttartalmait 470, 534, 643 és 661 nm-en mért abszorpciok alapjan szamitottuk ki a
kovetkez0 képletek segitségével:
Kl a =10.01261*Ags1- 0.001023*As34 - 0.00022* Aga3
Kl b =0.02255* Agss3 - 0.00439* As34 - 0.004488* Age1
Antocianin = 0.0821*As34 - 0.00687* Agaz - 0.002423* Age1
Karotinoidok = (A470 — 17.1*(Chl a + Chl b) — 9.479 * Antocianin) / 119.26

A pigmenttartalmakat pg g *friss tdmegre (FT) vonatkoztatva adtuk meg.

5.8.6. Az dsszcukortartalom meghatarozasa

Az Osszcukor mennyiségének meghatarozasara Dubois és munkatarsai (1956)
modszerét hasznaltuk fel. 1 g friss ndvényi mintat desztillalt vizben eldorzsoltiink, majd 10
ml-re kiegészitve 90 °C-on, 45 percig forraltuk. Miutan lehilt a kivonat, centrifugaltuk
(12000 rpm, 15 perc, 4 °C) és a feliiliszobol 40 pl extraktumot, 0,36 ml desztillalt vizet,
0,4 ml 1,8%-os fenol oldatot, valamint 2 ml cc. H,SO4-et mértiink dssze. A mintakat
Osszeraztuk, majd 15 perc elteltével 490 nm-en fotometraltuk (KONTRON kétsugaras
spektrofotométer, Milano, Olaszorszag). Az 6sszcukor mennyiségét szacharozzal készitett
kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg 20-250 pg/ml koncentracio-intervallumban.

Az bsszcukor-mennyiségeket mg g™ FT-re vonatkoztatva adtuk meg.
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5.9. Az adatok feldolgozasa és értékelése

A mért adatokat Microsoft Office Excel 2007 program és SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc., Erkrath, Németorszag) programok segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik
ki. A kontrolltdl vald szignifikans kiilonbségek meghatarozasara Student-féle t-tesztet
hasznaltunk fel, ahol a kapott eredmények P< 0,05 (*), 0,01 (**), vagy 0,001 (**%*)

valdsziniliségi szinteken kiilonbdznek egymastdl szignifikansan.
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

6.1. Torzsek izolalasa, az izolalt torzsek valtozatossaga

A Magyarorszagon termesztett zoldségek rizoszférajabol szarmazo 16 mintabol
Osszesen 45  Trichoderma  torzset izolaltunk. A  tdorzsek  ITS-régidjanak
szekvenciaelemzésével torténd azonositasat kovetden az izolatumokat 10 kiillénb6zo fajba
tudtuk besorolni (1. tablazat).

Az izolalt torzsek kozott legnagyobb szamban a THSC képviseldit sikeriilt
azonositanunk (55,6%). A Szeged-Sziksoés teriiletér6l szarmazo karalabé- és paradicsom-
rizoszférabol szdrmaz6 mintdkban ez a faj volt meghatarozo, csakiigy, mint a veszprémi
paradicsom-rizoszférabol szarmazo mintak esetében is. A Szeged-Sziksos teriiletérdl
szarmaz6 paradicsom-rizoszférabol szarmazd mintakbol sikeriilt a legtobb Trichoderma
torzset izolalni, 6sszesen 15 izolatumot, melyek kozott két Trichoderma taxont (THSC és
T. koningiopsis) sikeriilt azonositani. Erdekességként a masodik leggyakoribb fajnak a T.
pleuroticola adodott, karalabé-, paradicsom- és borsorizoszféra mintakbol Osszesen 4
izolatummal (8,9%). A T. pleuroticola a laskagomba z6ldpenészes megbetegedését okozod
agensként ismert (Hatvani és mtsai.,, 2008). Paradicsom-, paprika- és petrezselyem
mintakbol 3-3 T. atroviride és T. asperellum torzset azonositottunk. A salata-, spendt- és
tokrizoszféra mintakbol 1-1 izolatumot azonositottunk T. longibrachiatum/T. orientale
(ITS szekvencia alapjan torténd pontos azonositasuk nem lehetséges) és T. citrinoviride
torzsként. Mindkét taxonrol elmondhato, hogy legyengiilt immunrendszeri emberekben
opportunista human patogénként képesek fertdzéseket, mikodzisokat kivaltani (Kredics €s
mtsai., 2011). Fentiek mellett még a T. koningiopsis/T. ovalisporum, T. hamatum, T. virens
¢s T. gamsii fajok képviseldit azonositottuk paradicsom-, sargarépa-, salata- és
paprikarizoszféra mintakbol.

Eredményeink 0Osszhangban vannak Mulaw ¢és munkatarsai (2010), valamint
Naeimi ¢és munkatarsai (2011) altal végzett kutatdsok eredményeivel 1is, akik
kavéiltetvényrdl ¢és rizsfoldrél szarmazo mintakbol végezték el Trichoderma torzsek
izolalasat és azonositasat. Az altaluk izolalt Trichoderma fajok kozott is a legnagyobb
szamban a THSC-t, masodik leggyakoribb fajként pedig a T. hamatum-ot (Mulaw és

mtsai., 2010) illetve a T. virens-t (Naeimi és mtsai., 2011) azonositottak.
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1. tablazat. A vizsgalt Trichoderma torzsek izolalasanak és azonositasanak adatai (a

részletes vizsgalatainkhoz kivalasztott Trichoderma torzseket vastagon és piros szinnel

kiemelve jeloltiik).

Izoldlds helye Rizoszféra- Torzsszam ITS azonositészam  TrichOkey 2.0 A legkizelebbi
minta (GenBank) diagnozis eredménye NCBI BLAST
taldlat
Szeged-Sziksos karalabé SZMC 20852 JX173840 T. pleuroticola
SZMC 20853 JX173841 THSC
SZMC 20854 JX173842 THSC
SZMC 20855 JX173843 THSC
SZMC 20856 JX173844 THSC
SZMC 20857 JX173855 THSC
SZMC 20774 JX173849 T. pleuroticola
paradicsom SZMC 20858 JX173851 THSC
SZMC 20859 JX173852 THSC
SZMC 20758 JX173850 THSC
SZMC 20759 JX173853 THSC
SZMC 20760 JX173854 THSC
SZMC 20761 JX173832 THSC
SZMC 20762 JX173833 THSC
SZMC 20777 JX173864 THSC
T. koningiopsis /
SZMC 20763 JX173834 T. ovalisporum
SZMC 20764 JX173835 THSC
SZMC 20765 JX173836 THSC
T. koningiopsis /
SZMC 20778 JX173865 T. ovalisporum
T. koningiopsis /
SZMC 20766 JX173837 T. ovalisporum
SZMC 20767 JX173838 THSC
SZMC 20768 JX173839 THSC
borso SZMC 20863 JX173845 THSC
SZMC 20864 JX173846 T. pleuroticola
paprika SZMC 20769 JX173847 THSC
SZMC 20779 JX173848 T. virens
Veszprém petrezselyem JX173861 azonositatlan
SZMC 20865 Trichoderma faj THSC
SZMC 20866 JX173862 T. asperellum
paradicsom SZMC 20770 JX173856 THSC
SZMC 20771 JX173857 THSC
SZMC 20772 JX173859 THSC
SZMC 20773 JX173858 THSC
azonositatlan T. atroviride
SZMC 20780 JX173860 Trichoderma faj
spendt SZMC 20867 JX173863 T. longibrachiatum/
T. orientale
Szentes paradicsom azonositatlan T. gamsii
SZMC 20783 JX173876 Trichoderma faj
Balastya paradicsom SZMC 20776 JX173875 T. pleuroticola
tok SZMC 20868 JX173874 T. citrinoviride
Ozd sargarépa SZMC 20784 JX173868 T. hamatum
paradicsom SZMC 20781 JX173866 T. atroviride
SZMC 20782 JX173867 T. atroviride
Hatvan fiiszerpaprika SZMC 20786 JX173869 T. asperellum
SZMC 20787 JX173870 T. asperellum
salata SZMC 20785 JX173871 T. hamatum
SZMC 20788 JX173872 T. longibrachiatum
zeller SZMC 20869 JX173873 THSC
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6.1.1. A részletes vizsgalatainkhoz felhasznalt Trichoderma torzsek kivalasztasanak
szempontjai

A molekularis modszerrel azonositott 45 Trichoderma torzs koziil eltéré fajokba,
sorolhatd, Osszesen 14 izolatumot valasztottunk ki részletes jellemzésre (in vitro
antagonizmus, okofiziologiai sajatsagok), melyek az 1. tablazatban vastagon kiemelten
szerepelnek. A Trichoderma torzsek kivalasztasa soran szerepet jatszott, hogy az adott
torzsek kiilonb6z6 mintavételezési helyr6l és novényrél szarmazzanak, fontos
szempontnak tekintettiilk tovabba azt is, hogy a vizsgalt torzsek kozott minél tobb faj
képvisel6i szerepeljenek, ezért a kezdeti vizsgalatainkba 1-1 opportunista human
patogénként is ismert T. longibrachiatum és T. citrinoviride, valamint laskagomba-kartevo
T. pleuroticola izolatumot is bevontunk.

Tovabbi vizsgalatainkhoz (extracellularis enzimek termelése, fungicidérzékenység
vizsgalata) azonban az eldzetes vizsgalatok eredményei és szakirodalmi adatok alapjan
eredményesen alkalmazhato, ismert biokontroll fajokba tartozdo 6 Trichoderma torzset

valasztottunk ki. Ezeket a torzseket az 1. tablazatban piros szinnel is kiemeltiik.

6.2. A Trichoderma torzsek in vitro antagonizmusa

A Trichoderma torzsek biokontroll aktivitasanak in vitro vizsgalatat agar-
konfrontacios tesztek segitségével végeztiik el, majd a képelemzést kovetéen Biokontroll
Index (BCI) értékeket szamoltunk, melyeket a 2. tablazatban foglaltunk 6ssze. A vizsgalt
novénypatogén gombakkal szemben mért legmagasabb BCI-értékeket a két T. asperellum
torzs esetében mértiik (6. abra). Mindkét torzs 3-3 novénypatogén gomba ellen bizonyult a
leghatasosabbnak. A T. asperellum SZMC 20866 két F. solani fajkomplexumba (FSSC)
tartozo torzzsel (SZMC 11057F és az SZMC 11064F), valamint a P. cucurbitacearum
torzzsel szemben, a T. asperellum SZMC 20786 pedig a vizsgalatainkba bevont masik két
FSSC izolatummal (SZMC 11067F ¢és SZMC 11070F), valamint az A. alternata SZMC
16085 torzzsel szemben mutatta a legnagyobb BCI-értékeket. A két T. atroviride torzs
koziil az SZMC 20781 bizonyult hatékony in vitro antagonistanak a vizsgalt F. oxysporum
fajkomplexumba (FOSC) tartoz6 SZMC 6237] torzzsel szemben, mig a masik T.
atroviride izolatum (SZMC 20780) a tesztelt B. cinerea térzzsel szemben mutatott magas
BCl-értéket. Az agar-konfrontacios tesztekbe bevont R. solani-val szemben a Trichoderma
izolatumok tobb mint fele mutatott 100-as BCl-értéket, ezek az izolatumok képesek voltak

teljes mértékben randvekedni a R. solani micéliumara és azon konidiumokat képezni.
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A kiilonbdzé ndvénypatogén gombak, pl. a Botrytis, Fusarium és Rhizoctonia fajok
altal torténd fertézések mértéke évrdl évre folyamatosan novekszik (Chet és mtsai., 1997),
ezért egyre nagyobb a biopeszticidek (példaul a Trichoderma torzsek) jelentdsége, melyek
alkalmazasa hatasos lehet a kiilonféle korokozok ellen (Harman, 2005). Elad és
munkatarsai (1993) az uborkarél izolalt THSC T39-es torzsérdl allapitottak meg, hogy
hatasos Botrytis altal okozott fertézésekkel szemben. Vizsgalataikat uborka-, paradicsom-
és szolonovényeken végezték. Ezzel az eredménnyel Osszhangban az altalunk izolalt
THSC torzsek is hatékonyak lehetnek Botrytis és Rhizoctonia altal okozott fertézésekkel
szemben, annak ellenére, hogy nem az esetilkben mértiik a legmagasabb BCI-értékeket.

Egy argentin tanulmany (Mdnaco €és mtsai., 2004) arrdl szdmol be, hogy az altaluk
izolalt Trichoderma torzs az agar-konfrontacios tesztekben 41% és 61% kozotti
hatékonysaggal gatolta az A. alternata-t. Ezen eredményhez hasonloan az altalunk kapott,
A. alternata-val szembeni BCI-értékek 25,07 és 64,33 kozott voltak. Munkank soran a
BCl-értékek meghatarozasahoz a Szekeres és munkatarsai (2006) altal kifejlesztett
modszert alkalmaztuk, mely a Fusarium fajokon tul mas novénypatogén gombak esetében
is alkalmazhatonak bizonyult, a kapott eredmények jol 6sszevethetdek egymassal. Cuervo-
Parra ¢és munkatarsai (2013, 2014) is ennek a modszernek az alkalmazasaval vizsgaltdk az
altaluk izolalt Trichoderma torzsek in vitro antagonista képességeit a kakaofa (Theobroma
cacao) termését karosité novénypatogén gombakkal szemben. A mddszer a jovOben egyre
szélesebb korben elterjedhet a kiilonb6z6 Trichoderma torzsek biokontroll képességeinek

felmérésére.
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2. tablazat. Trichoderma torzsek novénypatogén gombakkal szemben meghatarozott biokontroll index (BCI) értékei. (A 70-es vagy annal

nagyobb BCl-értékeket piros szinnel jeldltiik a tablazatban).

Novénypatogén gombak

FSSC FSSC FSSC FSSC FOSC A. alternata P. cucurbitacearum B. cinerea R. solani
Vizsgalt Trichoderma torzsek

SZMC 11057F SZMC 11064F SZMC 11067F SZMC 11070F SZMC 6237] SZMC 16085 SZMC 16088 SZMC 6244) SZMC 6252]
T. asperellum SZMC 20866 79,77 £1,22 76,90 + 1,35 71,38 +£3,04 75,61 +£5,35 48,18 + 4,05 64,32+ 0,53 81,36 £1,26 75,97 +2,39 100,00 + 0,00
T. asperellum SZMC 20786 77,76 £0,96 64,45 + 8,87 88,84 +5,48 85,76 £2,12 48,66 £4,26 65,77 + 1,42 80,63 £ 0,50 73,26 + 0,51 100,00 + 0,00
T. atroviride SZMC 20780 62,41+2,90 73,91+ 6,10 37,63+2,15 51,19+ 0,96 66,99 + 1,71 51,43 +0,42 59,21 + 1,37 92,21 +7,95 100,00 + 0,00
T. atroviride SZMC 20781 63,91+ 0,76 59,64 + 4,80 39,93+2,14 48,39 £2,53 69,45+ 5,76 54,16 + 0,27 56,82 + 1,20 87,55 + 10,82 100,00 + 0,00
T. citrinoviride SZMC 20868 53,76 + 1,69 24,45+ 1,20 46,97 + 1,85 48,15+ 1,92 39,22 + 1,50 47,30 +2,55 61,98 +0,19 44,54 +2 36 71,19 + 3,67
T. gamsii SZMC 20783 60,82 + 1,42 50,39 + 0,89 39,97 + 1,74 59,36 + 1,34 59,33 +2,91 49,22 £ 2,06 60,14 + 0,75 50,70 + 7,26 100,00 + 0,00
T. hamatum SZMC 20784 68,22 + 0,73 46,81+ 0,77 47,88+ 1,75 62,52 + 0,63 51,05+2,84 61,28 + 1,38 67,96 + 1,19 46,82 + 1,06 100,00 + 0,00
THSC SZMC 20761 63,02 + 5,40 65,83+ 1,72 63,39 + 1,69 64,92 + 0,87 49,82 £ 2,68 60,77 + 1,06 61,19+ 1,35 44,20+ 4,21 100,00 + 0,00
THSC SZMC 20853 75,13 + 0,88 46,71 +427 52,79 £ 1,83 70,04 +3,39 54,17 + 0,85 60,26 + 0,81 60,45+ 0,77 49,75+ 4,56 100,00 + 0,00
THSC SZMC 20869 42,19+2,53 42,06 + 3,08 37,83+0,17 38,40 + 0,95 4571+3,39 18,02 + 1,02 14,92 + 1,89 42,26 + 4,55 74,87 +7,34
THSC SZMC 20762 63,69+ 1,23 52,00 £ 6,30 47,91+0,37 59,77 + 1,79 60,46 + 1,43 59,33+0,53 57,84+ 1,95 49,43 + 3,03 100,00 + 0,00
T. pleuroticola SZMC 20852 64,54 + 2,23 62,84 + 3,54 47,10+ 2,14 68,06 + 1,07 63,43 + 4,49 61,01 +0,78 63,88 +0,79 46,45 + 3,20 63,54 +2,17
T. longibrachiatum SZMC 20788 60,19 + 1,68 38,31+3,82 43,00 + 0,47 56,40 + 2,63 51,58 +4,92 59,84 + 1,09 57,79 + 1,65 46,37 +5,13 45,39 + 3,05
T. virens SZMC 20779 40,66 + 1,51 35,93 + 1,68 53,43+ 0,62 49,10 +2,91 41,38 +2,20 25,07 +2,33 35,59+ 1,91 45,32 + 8,37 62,37 +5,36
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6. abra. Trichoderma torzsek in vitro antagonizmusa agar-konfrontacios tesztekben

A, B, C: T. asperellum SZMC 20866 in vitro antagonizmusa FSSC SZMC 11057F (A), SZMC 11064F (B)
és P. cucurbitacearum SZMC 16088 (C) torzsekkel szemben. D, E, F: T. asperellum SZMC 20786 in vitro
antagonizmusa FSSC SZMC 11067F (D), SZMC 11070F (E) és A. alternata SZMC 16085 (F) torzsekkel
szemben. G: T. atroviride SZMC 20781 in vitro antagonizmusa FOSC SZMC 6237J (G) torzzsel szemben.
H, I: T. atroviride SZMC 20780 vitro antagonizmusa B. cinerea SZMC 6244J (H) és R. solani SZMC 6252J
(I) torzsekkel szemben. A Trichoderma torzsek a Petri csészék bal oldalan, mig a névénypatogén gombak a
csészEk jobb oldalan talalhatdak.

6.3. A vizsgalt Trichoderma torzsek okofiziologiai jellemzése

A részletes jellemzésre kivalasztott 14 torzs esetében elvégeztik kiilonbozd
kornyezeti tényezok (homérséklet, pH és vizaktivitas) novekedésére gyakorolt hatasanak

felmérését.
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6.3.1. A hémérséklet hatasa a micéliumnovekedésre

A kiilonb6zd hémérsékleti értékek micéliumnovekedésre gyakorolt hatdsanak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy 5 °C-on egyik Trichoderma torzs sem mutatott
novekedést, és 10 °C-on is csak a T. hamatum SZMC 20784 ¢és a T. longibrachiatum
SZMC 20788 torzseknél tudtunk kimutatni csekély mértékii novekedést (7. abra). 15 °C-
on a torzsek kismértékli novekedést mutattak. A T. asperellum torzsek esetében egyarant
30 °C bizonyult optimalisnak a névekedéshez, mig a két T. atroviride torzs esetében eltérés
mutatkozott: mig a T. atroviride SZMC 20780-as torzs novekedéséhez sziikséges optimalis
hémérséklet 20 °C volt, addig az SZMC 20781-es torzs esetében ez az érték 30 °C-nak
bizonyult. A vizsgalt THSC torzsek kozott szintén eltéréseket tapasztaltunk. A THSC
SZMC 20761 és SZMC 20762 optimuma 30 °C-nak adddott, ezzel szemben a masik két
vizsgalt THSC torzsé (SZMC 20853, SZMC 20869) 25 °C-nak. A T. atroviride SZMC
20781 és a T. longibrachiatum SZMC 20788 torzsek esetében a vizsgalt hdmérsékleti-
értékek alapjan kapott adatokbol nem rajzolodtak ki egyértelmii optimumgorbék. Adataink
alapjan a hémérséklet tovabbi novelésével 35 illetve 40 °C-on egyre csokkent a ndvekedés
mértéke. A T. citrinoviride és T. longibrachiatum térzsek micéliumnévekedése 35 és 40 °C
kozott is megfigyelhetd volt, ebbdl kifolyolag e két faj képviselje feltehetden képes lehet
potencialis human patogén fertézéseket kivaltani (Antal és mtsai., 2005; Hatvani és mtsai.,
2013). Az altalunk szerzett és a szakirodalomban mar korabban leirt adatok alapjan is
megallapithatd, hogy a novekedéshez sziikséges optimalis hémérsékleti értékekben
eltérések mutatkoznak az egyes Trichoderma fajok kozott (Danielson és Davey, 1973b;
Samuels, 1996). Mivel a legtobb Trichoderma torzs mezofil, igy ezen torzsek biokontroll
agenskeént torténd alkalmazasa hideg Oszi és tavaszi iddjarasi feltételek mellett nem nyujt
megfeleld védelmet a hidegkedveld ndvénypatogén gombdkkal szemben (Kredics és
mtsai., 2003). Az alkalmazni tervezett biokontroll toérzsekrél eltéré hémérsékleteken
szerzett micéliumnovekedési adatok fontos informéciokkal segithetik az adott torzs

megfeleld alkalmazasat.
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T. asperellum SZMC 20786

T. asperellum SZMC 20866
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7. abra. A homérséklet hatasa a vizsgalt Trichoderma torzsek micéliumndvekedésére YEG

taptalajon
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THSC SZMC 20853 THSC SZMC 20869
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7. abra (folytatas). A hdmérséklet hatasa a vizsgalt Trichoderma torzsek
micéliumndvekedésére YEG taptalajon

6.3.2. A pH hatasa a micéliumnovekedésre

A kiilonbozd pH-értékek novekedésre gyakorolt hatdsdnak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a Trichoderma torzsek igen széles tartomanyban képesek novekedni
(8. abra). A grafikonok alapjan a pH vizsgalatanal sem rajzoldodtak ki jellegzetes optimum
gorbék. A vizsgalt Trichoderma torzsekr6l altalanossagban elmondhatd, hogy pH
optimumuk 3 és 5-0s értéken volt megfigyelhetd, ezen pH-értékeken mért ndvekedési

adatok kozotti eltérés is csekélynek mutatkozott. A 2,2-es pH-értéken eltérés mutatkozott a
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torzsek kozott: mig nagyobb résziik esetében az optimalis értékhez kozeli telepatmérd-
adatokat mértiink, a tobbi torzsnél joval alacsonyabb volt a ndvekedés. 5-0s pH érték felett
a novekedés visszaesését tapasztaltuk, 8-as pH-értéken mar csak 5 torzs volt képes
Kismértékii novekedésre (T. asperellum SZMC 20786 és SZMC 20866, T. atroviride
SZMC 20780, T. gamsii SZMC 20783 és T. pleuroticola SZMC 20852).

A Trichoderma torzsek biokontroll agensként torténd alkalmazasa soran figyelembe
kell venni, hogy a kiilonb6z6 mezdgazdasagi talajok pH-ja eltérd. Ebbdl kifolyodlag fontos,
hogy informaciot szerezziink a pH micéliumnovekedésre gyakorolt hatasarol (Kredics €s
mtsai., 2003). Az extracellularis enzimek termelésére is eltérd hatast gyakorolnak a
kiilonboz6 pH-értékek, ahogy ezt Delgado-Jarana és munkatarsai (2000) bizonyitottak
THSC B-1,6-glukanaz-termelése esetében.

6.3.3. A vizaktivitas hatasa a micéliumnovekedésre

A torzsek telepatméré-novekedését 8 kiilonbozo vizaktivitas-értéken (ay) IS
megvizsgaltuk. Eredményeinket a 9. 4bra oszlopgrafikonjain foglaltuk 0Ossze. A
Trichoderma torzsek tobb mint fele 0,997-es ay-értéken mutatott optimalis novekedést,
mig a tobbi torzs esetében a 0,991-es a,-érték bizonyult optimalisnak. A T. atroviride
torzsek esetében ismét eltérés mutatkozott, mivel az SZMC 20781-es torzs 0,997-es ay-
értéken mutatott optimalis ndvekedést, ezzel szemben az SZMC 20781-es torzs 0,991-es
aw-érteken. A THSC torzsek kozott is kiilonbséget tapasztaltunk, esetiikben egy torzs
(SZMC 20869) optimumanak a 0,997-es ay-értek, mig a tobbi torzs (SZMC 20761, SZMC
20762 és SZMC 20853) esetében a 0,991-es érték adodott. A vizaktivitds folyamatos
csokkenésével a torzsek telepatmérdje is egyre csokkent, 0,945-06s ay-értéken mar csak 3
torzs (T. asperellum SZMC 20786, THSC SZC 20761, T. citrinoviride SZMC 20868)
mutatott igen csekély novekedést, mig 0,922-es ay-értéken mar egyik térzs sem volt képes
novekedni. A Trichoderma torzsek alacsony szintli ozmotoleranciaja képes korlatozni a
torzsek biofungicidként torténd alkalmazasat (Kredics és mtsai., 2003), mivel a vizaktivitas
jelentds hatassal van a novekedésre. A vizsgalatainkba bevont Trichoderma torzsek gyors
novekedésre csak a 0,997-es és a 0,991-es a,-értékeken voltak képesek, igy eredményeink
Osszhangban vannak a Kredics és munkatirsai (2000, 2004) altal végzett korabbi
kutatasokkal.
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T. asperellum SZMC 20786

T. asperellum SZMC 20866
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taptalajon
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9. abra (folytatas). A vizaktivitas hatasa a vizsgalt Trichoderma torzsek
micéliumndvekedésére YEG taptalajon

6.4. Cellulézbonté és foszfatmobilizalo képesség vizsgalata

6.4.1. A Trichoderma torzsek cellulozbonto képességének vizsgalata

A Trichoderma torzsek cellulézbontéd képességének vizsgalatat szintetikus minimal,

¢és kukoricaszar-6rleményt tartalmazé tapoldatokban torténd razatott tenyésztést kovetden a
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micéliumoktdl elvalasztott fermentlevekben végeztiik. Minimal tapoldatban a legmagasabb
cellobiohidrolaz (10. abra) és P-glikozidaz (11. abra) alapaktivitassal a THSC SZMC
20761 és T. hamatum SZMC 20784 torzsek rendelkeztek, viszont ezen torzsek
enzimtermelése jelentdsen visszaesett kukoricaszar-orleményes tapoldatban. A minimal
tapoldatban a fenti két torzsnél alacsonyabb, de Osszességében igy is a 3. legmagasabb
cellobiohidrolaz ¢s B-gliikozidaz alapaktivitassal rendelkez6 THSC SZMC 20869 torzs
enzimtermelése viszont drasztikusan megemelkedett a kukoricaszar-6rleményes
tapoldatban.

Az elmult évtizedben a lignocellul6z névényi biomassza magdra vonta szamos
kutaté figyelmét, mint megujuld energiaforras, melyet felhasznalhatnak biolizemagyag,
valamint kiilonféle vegyszerek eldallitdsdhoz is (Laothanachareon ¢és mtsai., 2015).
Intenziv kutatasok folytak ennek megfeleléen a lignocelluloz Osszetett lebontasanak
részletes megismerésére. A bonyolult enzimatikus folyamatok révén megvalosuld ndvényi
biomassza lebomlasanak vizsgalataval lehetdség nyilhat a lignocelluléz lebontasahoz
sziikséges, még hatékonyabb enzimrendszerek kifejlesztésére is (Laothanachareon és

mtsai., 2015).

p Cellobiohidrolaz
B Minimal
[ Kukoricaszar-6rlemény
3 A
*hkk
v
32 7] *hkx
)
o
1 4
*hkk
*kx A ravees
) B e B Y o EP B

1
T. asperellum T. asperellum  T. atroviride T. atroviride THSC THSC
SZMC 20866 SZMC 20786  SZMC 20780 SZMC 20781 SZMC 20761 SZMC 20869

10. abra. A vizsgalt Trichoderma térzsek cellobiohidrolaz enzimaktivitasai.

A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniliségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek.
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A gombak hatékony enzimrendszerrel rendelkeznek, mellyel képesek a
lignocelluléz lebontdsdra. Ez az enzimrendszer magéaba foglalja a celluldzokat
(cellobiohidrolaz, endoglukanaz), a hemicelluldzt (xilanaz), valamint a B-gliikkozidazt
(Soliman és mtsai., 2013). Khan és Amin (2012) egy T. viride torzs cellulaztermelését
vizsgélta bananfa szdrmaradvanyanak lebontdsdban. Eredményeik alapjan megallapitottak,
hogy a bananfa szarmaradvanyanak cellulazok révén megvaldosuld lebontasa soran a
kiindulasi sulydnak 90%-at elvesztette, tehat nagyfoku lebomlason ment keresztiil. A
celluloz lebontasardl altalunk szerzett eredmények alapjan elmondhat6, hogy a THSC
SZMC 20869-es torzs nagyfoku cellobiohidrolaz és B-gliikozidaz aktivitassal rendelkezik,
igy ennek a Trichoderma torzsnek a termdfoldre torténd kijuttatasa az aratast kovetden
elosegitheti a szarmaradvanyok lebontasat a talajban, ami a talaj mindségének javulasahoz,
valamint a novénypatogén gombak szamanak csokkenéséhez vezethet, mivel azok

szaporitoképletei a szarmaradvanyokon képesek attelelni, majd ujabb fertdzéseket

kialakitani.
4
- Minimal *kE
[ Kukoricaszar-6rlemény ES
34
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T. asperellum T. asperellum  T. atroviride T. atroviride THSC THSC
SZMC 20866 SZMC 20786  SZMC 20780 SZMC 20781 SZMC 20761 SZMC 20869

11. abra. A vizsgalt Trichoderma torzsek B-glikkozidaz enzimaktivitasai.

A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniliségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek.
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6.4.2. A Trichoderma torzsek foszfataz aktivitasanak vizsgalata
A vizsgalt Trichoderma torzsek koziil foszfataz aktivitdst minimal tapoldatban
egyik torzs esetében sem tapasztaltunk, mig kukoricaszar-6rleményes tapoldatban THSC

SZMC 20869 torzs mutatta a legmagasabb foszfataz aktivitast (12. abra).

4 Foszfataz
I Minimal
[ Kukoricaszar-érlemény o
al =
v
g2 -
a
@)

T. asperellum  T. asperellum  T. atroviride T. atroviride THSC THSC
SZMC 20866 SZMC 20786  SZMC 20780 SZMC 20781 SZMC 20761 SZMC 20869

12. abra. A vizsgalt Trichoderma torzsek foszfataz enzimaktivitasai.

A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek.

A noévények novekedésének a nitrogén utan a masodik legfontosabb limital6 eleme
a foszfor (P) (Beileski, 1973), amely a novények szarazanyag-tartalmanak 0,2%-at teszi ki.
A szolubilis P koncentracioja a talajban 0,05 €és 10 ppm kozott van, azonban a P tobb
(Bhattacharya és Jain, 2000), mint 80%-a a novények szamara nem hasznosithato
formaban van jelen (Holford, 1997). Ennél fogva nagy a jelent6sége azoknak a
mikroorganizmusoknak, amelyek szerepet jatszanak a P szolubilizalasaban. Kapri és
Tewari (2009) munkdjuk soran kiilonboz6é faknak (fenyd, himaldjai cédrus, bambusz,
guava ¢és tolgy) a rizoszférajabol izolalt Trichoderma torzsek P-mobilizald képességét
vizsgaltdk. Uveghézi kisérleteik sordn kimutattdk, hogy a Trichoderma izoldtumok a
csicseriborso (Cicer arietinum) novekedését serkentették. Novekedést értek el mind a
hajtds ¢és gyokér hosszdban, mind pedig a nedves- ¢és szaraztomegben P-hidnyos

tapkozegben. Ezen eredmények figyelembevételével a THSC SZMC 20689 torzsnél mért
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magas foszfataz aktivitas arra utal, hogy ez a torzs a talajba kijuttatva serkentheti a P
mobilizaciojat, ezaltal hatast gyakorolva a névények novekedésére is.

Az eredmények alapjan a THSC SZMC 20869 torzse igéretes szervezet lehet egy
Osszetett  biologiai  készitmény cellulézbontdé ¢és  foszfatmobilizdlo  képességi

Osszetevojeként.

6.5. A Trichoderma torzsek lakkaztermelésének vizsgalata

6.5.1. Lakkaztermel6 Trichoderma torzsek azonositasa

A rizoszféra-mintakbol szarmazo Trichoderma torzsek lakkaz enzimek termelésére
valo képességének vizsgalatat ABTS vagy gvajakol szubsztratokkal Kiegészitett
taptalajokon végeztik. A modszer segitségével az izolalt Trichoderma torzsek kozott
Osszesen 3 tOrzset azonositottunk, melyek erds lakkaztermeld képességet mutattak. A
torzsek kozott megtalalhato volt a két vizsgalt T. asperellum (SZMC 20786, SZMC
20866), valamint a T. atroviride SZMC 20780. A T. asperellum SZMC 20866 mindkét
szubsztrat esetében pozitiv reakciot mutatott, mig az SZMC 20786 jelii torzs csak gvajakol
jelenlétében, a T. atroviride SZMC 20780 pedig csak ABTS alkalmazasa esetén (13.

abra).

13. abra. Trichoderma torzsek lakkaztermelésének kimutatasa ABTS (A) és
gvajakol (B) tartalmu szelektiv taptalajokon.

A) Balrdl jobbra haladva a csészék jobb oldalan a T. atrovoride SZMC 20780 és a T. asperellum
SZMC 20866 kék szinii pozitiv szinreakcidi. B) A csésze bal fels6 részén a T. asperellum SZMC 20786, jobb
fels6 részén a T. asperellum SZMC 20866 vordses-barnas szinreakcidi. Lakkaz enzimet nem termeld
kontrollként mindkét abran a THSC SZMC 20770 torzs szerepel.
6.5.2. Az igazolt lakkaztermel6 torzsek lakkaz-aktivitasanak vizsgalata
Az eldzetes vizsgalatok sordn pozitiv reakciét mutatd 3 torzs esetében tovabbi
vizsgalatokat végeztiink annak érdekében, hogy megallapitsuk, a tenyésztés mely napjan a

legmagasabb a relativ lakkaz-aktivitdas. Mindharom torzs esetében a tenyésztés 2. napjan

volt a legmagasabb a relativ lakkaz-aktivitas, a T. asperellum SZMC 20786 torzs
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kivételével a 3. napon azonban mar csak az alapaktivitast tudtuk detektalni. A 3 torzs koziil
a T. atroviride SZMC 20780 esetében 3 nagysagrenddel nagyobb lakkaz-aktivitast
mértiink, mint a masik két térzsnél (14. abra). Holker és munkatarsai (2002) egy T.
atroviride torzs lakkaztermelését vizsgaltak és megallapitottak, hogy a tenyésztés 7. napjan
volt a legmagasabb, szemben az altalunk kapott eredményekkel. Sadhasivam és
munkatarsai (2008) a THSC lakkaztermelését vizsgaltak, és a tapoldatban a 2. napon
tudtak el@szor kimutatni lakkaz-aktivitast, amely az altalunk kapott eredményeknek
megfelel. Azonban ez az aktivitds a 4. napra elérte a maximumat, a 8. naptdl pedig mar
nem volt kimutathato, az altalunk vizsgalt Trichoderma torzsek lakkaz-aktivitasa viszont
mar a 3. naptol visszaesett. A gombdk lakkdztermelésérdl bebizonyitottdk, hogy
nagymértékben fligg a tenyésztés koriilményeitl, a rendelkezésre 4ll6 szén-, ¢és
nitrogénforrastol (Sadhasivam és mtsai., 2008), tovabba fiigghet a tapkozegben jelenlevo
mikroelemekt6l vagy éppen azok hianyatol. Ezek a tényezOk befolyasolhatjak, hogy az
egyes torzsek esetében a tenyésztés kezdetétol szamitva mikor éri el maximumat a lakkaz-
aktivitas (Sadhasivam és mtsai., 2008). Altalanossiagban elmondhaté, hogy a gombéak
vegyitiletekkel kiegészitve tobbszordsére novelhetd az enzim koncentracioja (Lee és mtsai.,

1999; Vasconcelos és mtsai., 2000).
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Eredményeink alapjan az igéretes biokontroll képességekkel rendelkezé THSC
SZMC 20786-o0s torzs lakkaztermelésre vald képessége révén lignocelluloz-bontési és

bioremediacios potenciallal is rendelkezik.

6.5.3. A lakkaz-aktivitas pH-fiiggésének kimutatasa

Miutan meghataroztuk, hogy a vizsgalt Trichodema torzsek lakkaztermelése a
tenyésztés 2. illetve a 3. napjan volt a legmagasabb, megvizsgaltuk a torzsek lakkaz-
aktivitasainak pH-optimumat is. Mindhdrom torzs esetében a 3,5-0s ¢s a 4-es pH-értékek
tekinthetéek optimalisnak, 6-0s pH-érték folott pedig az aktivitasok jelentds csokkenését
figyelhettik meg (15. abra). Eredményeinket részben aldtimasztja a Chakroun és
munkatarsai (2010) altal végzett kutatas, melyet szintén egy T. atroviride torzzsel
folytattak, ahol a lakkaz enzim pH-optimuma 2 és 3 kozottinek bizonyult. A Sadhasivam
¢s munkatarsai (2008) altal vizsgalt lakkaz esetében meghatarozott pH optimum 4,5-6s pH-
értéknek adodott ABTS szubsztrat haszndlata mellett. A 4,5-0s pH-érték f6lott az
aktivitasban folyamatos csokkenést figyeltek meg, mely az altalunk vizsgalt Trichoderma

torzsekrdl is elmondhato.
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15. abra. A 3 vizsgalt Trichoderma torzs lakkaz enzimaktivitasai kiilonb6z6 pH-értékeken.
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6.6. A torzsek fungicidekkel szembeni érzékenységének vizsgalata

Vizsgalataink soran meghataroztuk 14 kiilonb6z6 fungicid Trichoderma torzsekkel
szembeni minimalis gatld koncentracio-értékeit. Az egyes torzsek esetében kapott MIC-
értékeket az 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az eredmények alapjan a rizoszférabol izolalt
Trichoderma torzsek természetes toleranciaval rendelkeznek a kisérletben tesztelt
fungicidekkel szemben. A T. asperellum SZMC 20866-o0s torzs egyediiliként az Osszes
vizsgalt fungiciddel szemben rezisztensnek bizonyult. A T. atroviride SZMC 20781 és a
THSC SZMC 20761 jelt torzsek egy-egy fungicid irant bizonyultak érzékenynek, elobbi
az imazalilra, utobbi pedig a tiramra. A T. asperellum SZMC 20786-o0s t6rzs az imazalil és
a tiram irant mutatott érzékenységet. A THSC SZMC 20869-es torzs ndovekedését szintén
két fungicid, a spiroxamin ¢és a tiofanat-metil volt képes kismértékben csokkenteni. A
torzsek kozil legérzékenyebbnek a T. atroviride SZMC 20781 bizonyult, névekedését a
ciprokonazol, az imazalil, a penkonazol és a tiofanat-metil is gatolta.

Eredményeink alapjan az egyes fungicidek gatlo hatasa, valamint azok
hatasmechanizmusa kozott nem mutathatd ki egyértelmii Osszefliggést. A fungicidek
tekintetében a legtobb érzékeny torzs az imazalil irant mutatkozott, azonban felhasznélésat
tekintve az imazalilt f6leg citrusfélék kezelésére alkalmazzak (Eckert és mtsai., 1994), igy
esetlinkben a torzsek biokontroll eljarasokban torténé alkalmazasuk soran ez nem okoz
problémat.

Hatvani és munkatarsai (2006) szintén Trichoderma torzsek (THSC T66 és T
atroviride T122) fungicidekkel szembeni érzékenységét vizsgaltak. Eredményeik alapjan a
két torzs toleransnak bizonyult karboxinnal, fludioxonillal és triadimefonnal szemben, mig
az imazalil és a tiram esetében a mért MIC-értékek 100 illetve 50 pg/ml-nek bizonyultak.

Mivel a ndvénypatogén gombak elleni védekezés alapjat a hagyomdnyos
mezdgazdasagban a kémiai védekezés jelenti (Vinale és mtsai., 2008), igy ezen szerek
haszndlata a kornyezetre gyakorolt karos hatasaikon tul tobbszords rezisztenciaval
rendelkezd novénypatogén gombak megjelenéséhez ¢€s elterjedéséhez vezethet (Naseby és
mtsai., 2000). Elad és munkatarsai mar 1992-ben izolaltak tobbszords rezisztenciaval
rendelkezé Botrytis cinerea torzset, de az elsé fenilamid-tipusu peszticid, a metalaxil
hasznalata is révid 1d6 alatt szamos ellenallo torzs kialakulasdhoz vezetett (Georgopoulos,

1985).
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3. tablazat. A biokontroll-jelolt Trichoderma torzsekkel szemben meghatarozott MIC-

értékek (ug/ml) a kiilonb6z6 fungicidek esetében. (Az egyes fungicidek gatld hatasat piros

szinnel jeloltiik)

T. asperellum T. asperellum T. atroviride T. atroviride THSC THSC

SZMC 20866 SZMC 20786 SZMC 20780 SZMC 20781 SZMC 20761 SZMC 20869
Karboxin > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Ciprokonazol > 256 > 256 64 > 256 > 256 > 256
Fenhexamid > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Fludioxonil > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Flutriafol > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Folpet > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Imazalil > 256 128 64 128 > 256 > 256
Iprodion > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Penkonazol > 256 > 256 64 > 256 > 256 > 256
Spiroxamin > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 256
Tiofanat-metil > 256 > 256 256 > 256 > 256 128
Tiram > 256 256 > 256 > 256 128 > 256
Triadimefon > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Triadimenol > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256

Az ilyen jellegli vizsgalatok kovetkeztében mara nagy mennyiségli informaci6 all
rendelkezésiinkre a novénypatogén gombak fungicidekkel szembeni ellenalloképességérol.
Ezzel szemben a pontencialis biokontroll torzsek fungicid-rezisztenciajarol mar jelentésen
kevesebb adattal rendelkeziink, pedig ezek megismerése igen fontos lenne az integralt
novényvédelem minél hatékonyabb alkalmazasa szempontjabol. Az integralt
novényvédelem keretein belil fungicidrezisztens biokontroll toérzsek csokkentett
mennyiségii fungiciddel torténd egyiittes alkalmazasa hatékonyabb megoldast jelenthet a
ndvénypatogén gombakkal szemben, tovabba a fungicidek koérnyezetkarositdo hatasa is
mérsékelhetd (Chet és Inbar, 1994; Monte, 2001). Az altalunk izolalt és vizsgélatainkba
bevont legtobb Trichoderma torzs a névénypatogén gombakkal szemben mutatott in vitro
antagonista képességeiken tul nagyfokt ellendlloképességgel rendelkezett a vizsgalt
fungicidekkel szemben, igy sikeriilt potencialis jeldlteket azonositanunk a hatékony
integralt novényvédelem megvalositasahoz. Eredményeink alapjan a THSC-be tartozo
torzsek kivalo cellulaz- (I1d. 6.4.1. fejezet) és foszfatdztermeld (1d. 6.4.2. fejezet)
képességekkel rendelkezé6 SZMC 20869-os jelii térzse mutatott a legtobb fungiciddel
szemben toleranciat, és a kivald in vitro antagonista képességekkel rendelkezd T.
asperellum SZMC 20786-o0s torzs (Id. 6.2. fejezet) is csak a tiofanat-metillel szemben

mutatott kismértékii érzékenységet. Ezek alapjan a torzsek egy biologiai készitmény
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szarbontd6 ¢és foszformobilizald, illetve biokontroll komponenseiként integralt

novényvédelmi stratégidkban is potencidlisan alkalmazhatdak lehetnek.

6.7. A T. asperellum SZMC 20786-os torzs paradicsomnovények novekedésére és
fotoszintetikus aktivitasara gyakorolt hatasanak vizsgalata

Mivel a jo biokontroll képességekkel rendelkez6 Trichoderma torzsek gyakran
rendelkeznek novénynovekedés-serkentd képességekkel i1s, a paradicsomndvényeken
végzett kisérletek céljaira legmegfelelébb Trichoderma torzs kivalasztasa a rendelkezésre
allo adataink elemzése alapjan tortént. A kivalasztott T. asperellum SZMC 20786-os torzs
rendelkezett a legmagasabb BCI-értékekkel szamos névénypatogén gombaval szemben, az
okofiziologiai vizsgalatok sordn széles homérsékleti, pH- és vizaktivitas-tartomanyban
képes novekedni és a kiilonféle fungicidek koziil is csak az imazalilra és a tiramra
bizonyult érzékenynek. A kivalasztas soran azt is figyelembe vettik, hogy a
szakirodalomban a legtobbet hivatkozott és vizsgalt Trichoderma torzset (T203; Samuels
¢és mtsai., 2010) elészér THSC-ként (Kullnig és mtsai., 2001) azonositottak, majd késébb
mar T. asperellum fajként szerepelt szamos vizsgalatban (Yedidia és mtsai., 2003; Shoresh
és mtsai.,, 2005; Viterbo és mtsai.,, 2010). Samuels és munkatarsai (2010) részletes
filogenetikai elemzés utjan azonositottak egy T/G bazispar-szubsztituciot a T. asperellum
sensu lato csoporton beliil, igy 3 faj elkiilonitését tették lehetdvé. Ezen fajok a két
morfologiailag nagyon hasonld T. asperellum sensu stricto, valamint a T. asperelloides,
tovabba e két fajtol morfologiailag kiilonbozd T. yunnanense voltak. E munkajuk kapcsan
a T203-as torzset is bevontdk részletes vizsgalataikba, és T. asperelloides-ként
azonositottak. A T203-as torzs rendszertani atsorolasaval kapcsolatos, szakirodalomban
fellelhet6 adatok is mind a T. asperelloides fajra vonatkoznak, a T. asperellum sensu
stricto vizsgalataval ennek kovetkeztében csak kevés tanulmany foglalkozott (Brotman és
mtsai., 2013; Gupta és mtsai.,, 2014). Az SZMC 20786 jelii torzset ITS-szekvencidja
alapjan T. asperellum-ként azonositottuk, ezaltal lehetéségiink nyilt ezen faj részletesebb

jellemzésére és ndovényekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara.

6.7.1. A T. asperellum SZMC 20786 torzzsel tortént kezelés paradicsomnovények
biomassza-produkciéjara gyakorolt hatasanak vizsgalata

A paradicsomnovények T. asperellum SZMC 20786 torzzsel torténd kezelését
kovetden nyomon kdovettiik a novények hajtas- és gyokérhosszanak ndvekedését, melynek

eredményeit a 16. abra foglalja 6ssze. Eredményeink alapjan a Trichoderma-kezelés
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hatasara szignifikans gyokér-, és hajtashossznovekedés kovetkezett be a kezeletlen
kontrollndvényekhez képest.

A paradicsomnovények gyokerének és hajtasanak hosszadatait koveten a kontroll,
valamint a kezelt névények frisstomegének Osszehasonlitasat is elvégeztiik, az igy szerzett
adatokat a 17. abra mutatja be. Az eredmények alapjan mind a gyokér, mind pedig a hajtas
frisstomegében jelentés novekedés kovetkezett be a Trichoderma-kezelés hatasara a
kezeletlen kontroll névényekhez képest.

Eredményeink szamos kutatassal 6sszhangban allnak, melyek soran mar igazoltadk a
kiilonféle biokontroll Trichoderma torzsek novénynovekedés-serkentd hatasat. Lindsey és
Baker mar 1967-ben térpe paradicsomot vizsgalva igazoltak egy T. viride torzs pozitiv
hatasat: a hajtas hosszdban 28%-0s, tOmegében pedig 8%-0s ndvekedést mértek. A
rendelkezésre 4llo szakirodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy az egyik legtobbet
tanulmanyozott Trichoderma torzs, a T203 taxonomiai besorolasat a leglijabb adatok
alapjan T. asperellum-rol T. asperelloides-re modositottak, a T. asperellum sensu stricto
novekedésserkentd hatasanak vizsgalataval igy valdjaban csak kevés tanulmany
foglalkozott. Qi ¢és Zhao (2013) munkajuk soran uborkandvényeket vizsgalva igazoltak a
T. asperellum Q1 torzsének novekedésserkentd hatasat, mely abban az esetben is
érvényesiilt, amikor a novényeket sostressznek tették ki. A hajtasndovekedés mértéke a
kontroll novényekhez képest elérte a 11,6%-0t, mig a ndvényeket sostressznek kitéve a Q1

torzzsel tortént kezelés hatasara bekovetkezé novekedés 38,9%-0s volt.

40

Novekedés I Hajtas
[ZZ2 Gyokér

30 A

20 4

Hossz (cm)

Kontroll Trichoderma
Kezelések

16. abra. A novekedés valtozasa paradicsomndvények levelében és gyokerében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek.
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17. abra. A frisstomeg valtozasa paradicsomnovények levelében és gyokerében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (*¥*) vagy 0,001 (***) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek.

6.7.2. A T. asperellum SZMC 20786 torzzsel torténé kezelés hatasa a
paradicsomndvények fotoszintetikus aktivitasara

Munkank soran a  Trichoderma-kezelést kovetéen  megvizsgaltuk a
paradicsomndvények leveleiben a fotoszintézis hatékonysagat. A kiilonféle paraméterek
(sztdbmakonduktancia, CO; asszimilacio, klorofill a fluoreszcencia indukcids paraméterek)
nyomonkovetése révén megfigyelhetjiik a fotoszintetikus rendszer mikodését. Az
Osszcukortartalom, valamint a klorofill a+b és a karotinoidok tartalmanak mérése a
paradicsomnévények levelében tovabbi adatokkal szolgal a Trichoderma novényekre

gyakorolt hatasairol.

A Sztémakonduktancia B CO, asszimilacié

Sztémakonduktancia (mél H,0 m™s™)
CO, asszimilacio (mmoél CO, m?s™)

Kontroll Trichoderma Kontroll Trichoderma

Kezelések

18. abra. A sztdmakonduktancia (A) és a CO, asszimilacio (B) valtozasa
paradicsomndvények levelében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniliségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek (ns: nem szignifikans).
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A 18. abra mutatja a sztdomakonduktancia (A), valamint a CO, asszimilacio (B)
mérési eredményeit. Az Osszcukortartalom meghatarozasabdl szarmazd adatokat a 19.
abran tintettik fel. A T. asperellum SZMC 20786 torzzsel torténd kezelés hatasara a
sztdbmakonduktancia nétt a kontroll névényekhez képest. Habar ez a novekedés nem
mondhato szignifikasnak, mégis arra utal, hogy a sztomak nyitottsaga hozzajarulhat a CO,
asszimilacigjanak ndvekedéséhez, ami a noOvekedési adatokkal (17. abra) egylitt
hatékonyabb fotoszintetikus aktivitisra és biomassza-produkciora utal. Mivel a
fotoszintézis végtermékei kiilonféle cukrok, igy ezt az dsszcukortartalomban bekovetkezd
novekedés (19. abra) is megerdsiti. Eredményeink 0Osszhangban vannak Doni és
munkatarsai (2014) altal elvégzett kisérletek eredményeivel, akik rizsndvények kezelését
végezték el Trichoderma izolatumokkal, és a novekedésserkentésen tl a CO; asszimilacio

¢és a sztomakonduktancia ndvekedését is megfigyelték a kezelés hatasara.

Osszcukor tartalom

®
L

Osszcukor tartalom (mg g™')

Kontroll Trichoderma
Kezelések

19. abra. Az 6sszcukortartalom valtozasa paradicsomndvények levelében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek.

Szintén a fotoszintetikus apparatusban bekovetkezd valtozasokra utalhat a klorofill
a fluoreszcencia indukcios paramétereinek megvaltozasa, melyek vizsgalatabol szarmazo
adatokat a 20. abran foglaltuk 0Ossze. A masodik fotokémiai rendszer (PSII)
reakcidcentrumainak maximalis kvantumhasznositasaban (Fv/Fm), a masodik fotokémiai
rendszer effektiv kvantumhasznositasban (Phi PSII), a fotokémiai kioltasban (QP),
valamint a hédisszipacido mértékében nem mutattunk ki jelentds valtozast a Trichoderma-

kezelés hatasara.
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20. abra. A klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterek (A: Fv/Fm; B: Phi PSII; C:
qP; D: NPQ) valtozésa paradicsomnovények levelében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (¥*) vagy 0,001 (***) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek (ns: nem szignifikans).

Mig a fotoszintetikus apparatusban nem, addig a paradicsomnovények
Trichoderma-kezelésének hatasara a  fotoszintetikus pigmentek  (klorofill —a+b,
karotinoidok) szintjében novekedést tapasztaltunk (21. abra). Bar ez az emelkedés nem
bizonyult szignifikdnsnak, mégis O0sszhangban van a szakirodalmi adatokkal. Korabbi
tanulmanyokban mar leirtak kiilonb6z6 Trichoderma izolatumok fotoszintetikus
pigmentekre gyakorolt pozitiv hatasat paradicsomnovényeken (Azarmi és mtsai., 2011),
tovabba igazoltak THSC esetében buza- (Al-Ezerjawi és Kadhim, 2014), valamint T.

hamatum esetében mungdbabnovényeken is (Badar és Qureshi, 2012).
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21. abra. A klorofill a+b (A) és a karotinoidok (B) tartalmanak valtozasa
paradicsomnodvények levelében.

A mérések 6 héttel a T. asperellum SZMC 20786-os torzzsel tortént beoltas utan zajlottak (Atlag+SE, n=10).
A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek (ns: nem szignifikans).

6.8. Novényvédo és novénynovekedést serkenté bioeffektor Trichoderma torzsek
kivalasztasa, termékfejlesztés

Eredményeink alapjan a kivalo in vitro antagonista képességekkel, lakkaztermeld
képességgel, széles kortu fungicidrezisztenciaval és paradicsomndvények novekedésének
serkentésére valo képességgel rendelkezé T. asperellum SZMC 20786-os torzset, valamint
a kivalo cellulaz- és foszfataztermeld képességekkel rendelkezd, fungicidekkel szemben
polirezisztens THSC SZMC 20869-os torzset valasztottuk ki egy tobbkomponensii
bioeffektor készitmény fejlesztésének céljara. A torzseket egy humuszképzésre szelektalt,
kivalo peroxidaz-termeld képességekkel rendelkezé Streptomyces albus torzzsel és egy
nitrogénkotésre  szelektalt, nitrogénforrds-mentes taptalajon is novekedni képes
Azotobacter vinelandii torzzsel egyiitt atadtuk a szegedi székhelyii BioeGO Kft.-nek
(bioego.hu) egy tobbkomponensii mikrobialis bioeffektor talajjavitdé készitmény
kifejlesztése céljabol, melynek folyamatat nyomon kovettilk és szakmai tanacsadassal
optimalizalasat a Bay Zoltdn Alkalmazott Kutatasi K6zhaszni Nonprofit Kft. munkatérsai
végezték. A termék prototipusanak engedélyeztetési vizsgalatai a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Novény-, Talaj- és Agrarkornyezetvédelmi Igazgatosaganak Pécsi
Talajbiologiai Laboratériumaban torténtek, melyek sordn a mikrobiologiai készitmény

csernozjom talajon novelte a talaj nitrogén-, foszfor- és kaliumtartalmat, barna erdétalajon
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pedig a kontrollhoz viszonyitva tobb mint 7%-kal novelte a tarlobontd aktivitast. Az
engedélyeztetést kovetden a termék ,,.BioeGO talajorganizator” néven keriilt forgalomba
2015-ben (22. abra). Az azéta Dél-alfoldi Innovacios Dijjal elismert termékkel a Szegedi
Tudomanyegyetem Mezdgazdasagi Karanak munkatérsai szantofoldi kisérleteket végeztek
sargarépa kulturdban, melyek soran a mitragyakezelt kontroll teriilethez képest a
mitragyakezelést BioeGO-val kiegészitve hektaronként 20,91 tonnéds termésmennyiség-
novekedést mértek, ami 17,87%-0s novekedésnek felelt meg. A szerves tragyaval kezelt
kontroll teriilethez képest pedig a szervestragya-kezelést BioeGO-val kiegészitve a

karotintartalomban 40%-0s novekedést mértek.

= Bi %GO

mikrobioldgial készﬂm#"

22. abra. A BioeGO talajorganizator.

A z61d szinii kupakkal jelzett kannaban a két Trichoderma torzs talalhato, mig a sarga kupakkal
jeloltben az Azotobacter és a Streptomyces torzsek.

A készitmény felhasznalasaval kapcsolatban sargarépa (23. abra), kukorica (24.
abra), paprika, petrezselyem (23. abra), retek, foldieper, napraforgd (25. abra),
paradicsom és dohany esetében egyarant pozitiv visszajelzések érkeztek a gazdalkodok
részérél. A vizsgalatok soran a készitmény kijuttatasa az Onto6zOvizzel, vagy traktor
segitségével a talaj felszinére permetezve, majd szantds segitségével a talajba forgatassal
tortént. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak feltérképezése céljabol, hogy a BioeGO
egyes Trichoderma- és baktériumkomponensei milyen mértékben jarulnak hozza a

készitmény hatékonysagahoz a kiilonb6z6é novénykultarakban.
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23. abra. A BioeGO talajorganizator pozitiv hatdsa sargarépa €s petrezselyen
esetében.

24, abra. A BioeGO talajorganizator pozitiv hatasa kukorica esetében.
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25. abra. A BioeGO talajorganizator pozitiv hatdsa napraforgd esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Trichoderma nemzetség képviseléi kozmopolitak, vilagszerte elterjedtek és a
kiilonféle Okoszisztémak allandd tagjai, mivel a rendelkezésre 4all6 tapanyagok széles
korben torténd hasznositdsara képesek, tovabba magas reproduktiv kapacitassal ¢és
hatékony kompetitiv tulajdonsagokkal rendelkeznek. Szamos Trichoderma faj jelentds
hatast gyakorol az emberi jolétre, alkalmazasukra ezért szamos lehetéség nyilik. Koziilikk
kertilnek ki a leggyakrabban hasznalt biofungicidek és novényndvekedés-serkentdk, ezen
tal szamos ipardg altal hasznositott extracellularis enzimek forrasai is. Valtozatos
masodlagos metabolitok termelésére képesek, néhany fajuk klinikai jelentOséggel
mez6gazdasagban a sikerek ellenére még mindig szamos olyan gyakorlat 1étezik, amelyek
a novényeket érintd betegségek kialakulasanak kockazatat novelik. Tovabbi problémakat
vet fel a tOlzott miitragyahasznalat, valamint a fertdzni képes ndvénypatogén gombak
(Pythium, Phytophthora, Botrytis, Rhizoctonia, Fusarium) jelenléte a talajban, melyek
kartétele évrol évre egyre jelentésebb. Ezen gombakartevok ellen torténd védekezés
elsésorban kiilonb6z6 vegyszerek alkalmazasaval torténik (,,chemical control”). A kémiai
szerek kornyezetkarositd hatasan tal komoly problémat jelent a patogének korében
megjelend rezisztencia is. Napjainkban ezért egyre nagyobb érdeklodés dvezi a kiilonbdzo
alternativ mez6gazdasagi technikakat, melyekkel lehetéség nyilik a biologiai alapt
novényvédelemre (,,biocontrol”). Napjainkra szamos baktérium-, és gombaalapt
biokontroll készitmény valt elérhetévé, melyek komponensei kozott a Trichoderma
nemzetség képviseldi is nagyszamban megtalalhatoak. A nemzetségen beliil a T. virens és
T. viride fajok, valamint a THSC képvisel6i a leggyakrabban alkalmazott biokontroll
agensek. A Trichoderma torzsek, mint biokontroll agensek sikere szamos kedvezd
tulajdonsadgukon alapul. Ilyen a magas reproduktiv kapacitds, a kedvezdtlen koriilmények
nagyfoku tolerdldsa, és hogy kivalé hatékonysaggal képesek a kiilonféle tapanyagok
hasznositasara, tovabba a rizoszféra kolonizaciojara. Ezek a tobbségében talajban
eléfordulo  mikroorganizmusok sikerrel keriiltek kereskedelmi forgalomba annak
érdekében, hogy noveljék a terméshozamot a novény novekedésének serkentése, és a
széles korben elterjedt novénykorokozokkal (baktériumok, gombak, oomycotak) szembeni
biologiai védekezés révén.

Munkank soran célul tlztiikk ki Trichoderma torzsek izolalasat €s molekularis
modszerekkel torténd azonositasat Magyarorszagon termesztett zoldségek rizoszférajabol,
az izolalt torzsek részletes jellemzését in vitro antagonista képességeik felmérésével,
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valamint  kiilonb6z6é  kornyezeti  tényezék  (hémérséklet, pH,  vizaktivitas)
micéliumndvekedésre gyakorolt hatdsanak vizsgalataval. Céljaink kozott szerepelt tovabba
az igéretes torzsek celluldzbontd és foszfatmobilizald képességeinek vizsgalata, lakkaz
enzim termelésére valdo képességiik felmérése, kiilonféle fungicidekkel szembeni
érzékenységiik vizsgalata, valamint a legigéretesebb torzs novényndvekedés-serkentd
hatasanak felmérése is.

A Magyarorszagon termesztett zoldségek rizoszférajabol szarmazd 16 mintabol
Osszesen 45 Trichoderma torzset izolaltunk. A torzsek ITS szekvencian alapuld
azonositasat kdveten a Trichoderma izolatumokat 10 kiilonb6z6 fajba tudtuk besorolni. A
torzsek kozott legnagyobb szamban a THSC képviseldit sikeriilt azonositanunk (55,6%).
Izolatumaink kozott a masodik leggyakoribb fajnak a T. pleuroticola adodott, ami a
laskagomba z6ldpenészes megbetegedését okozd fajként ismert. Azonositottunk tovabba T.
longibrachiatum/T. orientale és T. citrinoviride torzseket is, melyek legyengiilt
immunrendszerli emberekben opportunista human patogénként képesek fertdzéseket,
mikoézisokat kivaltani. Fentiek mellett még a T. koningiopsis/T. ovalisporum, T. hamatum,
T. virens és T. gamsii taxonok képvisel6it azonositottuk paradicsom-, sargarépa-, salata- és
paprikarizoszféra-mintak esetében.

A Trichoderma torzsek biokontroll aktivitasanak in vitro vizsgalatat agar-
konfrontacios tesztek segitségével végeztiik el, majd ezt kovetéen biokontroll index (BCI)
értekeket hatdroztunk meg. A vizsgalt ndvénypatogén gombdakkal szemben mért
legmagasabb BCl-értékeket a két T. asperellum torzs esetében mértiik. Mindkét torzs 3-3
novénypatogén gomba ellen bizonyult a leghatasosabb Trichoderma izolatumnak. A T.
asperellum SZMC 20866 két FSSC-be tartozo torzzsel (SZMC 11057F és SZMC 11064F),
valamint a P. cucurbitacearum torzzsel szemben, a T. asperellum SZMC 20786 pedig a
vizsgalatainkba bevont masik két FSSC izoldtummal (SZMC 11067F és SZMC 11070F),
valamint az A. alternata SZMC 16085 torzzsel szemben mutatta a legnagyobb BCI-
értekeket.

Tizennégy, részletes jellemzésre kivalasztott torzs esetében elvégeztiik kiilonbozd
kornyezeti tényezOk (hémérséklet, pH és vizaktivitas) micéliumndvekedésére gyakorolt
hatdsanak felmérését. A kiilonb6z6 homérsékleti értékek hatasdnak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy 5 °C-on egyik Trichoderma térzs sem mutatott novekedést, és 10
°C-on is csak két torzsnél mutattunk ki csekély mértékii novekedést (T. hamatum SZMC
20784, T. longibrachiatum SZMC 20788). 15 °C-on a torzsek kismértékii novekedést

mutattak, azonban hémérsékleti optimumuk atlagosan 20 és 30 °C kozott volt
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megfigyelhetd. A homérséklet tovabbi novelésével 35 illetve 40 °C-on egyre csokkent a
torzsek novekedése. A T. citrinoviride ¢és a T. longibrachiatum torzsek
micéliumndvekedése 35 és 40 °C kozott is megfigyelhetd, e két faj képviseloi ezért
potencialis human patogénként kezelendoek. A kiilonb6zé pH-értékek vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a torzsek igen széles pH-tartomanyban mutattak novekedést. Az
Osszes Trichoderma torzs esetében a ndovekedés optimumanak a 3-as illetve 5-6s pH-érték
bizonyult. A vizsgalt izolatumok esetében 4-es pH-érték folott a ndvekedés intenzitdsanak
jelentds csokkenését figyeltik meg. A vizaktivitds hatdsanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a Trichoderma torzsek tobb, mint fele 0,997-es a,-értéken mutatott
optimalis novekedést, mig a tobbi torzs esetében a 0,991-es ay-érték bizonyult
optimalisnak. A vizaktivitas folyamatos csokkenésével a torzsek telepatmérdje is egyre
csokkent, 0,945-6s ay-értéken mar csak 3 torzs mutatott novekedést, mig 0,922-es ay-
értéken mar egyik torzs sem volt képes ndvekedni.

A Trichoderma torzsek cellulozbonto és foszfatmobilizald képességének vizsgalatat
szintetikus minimal, és kukoricaszar-6rleményt tartalmazo tapoldatokban torténd razatott
tenyésztést kovetden a micéliumoktdl elvéalasztott fermentlevekben végeztiik. Minimal
tapoldatban a legmagasabb cellobiohidroldz és B-gliikkozidaz alapaktivitassal a THSC
SZMC 20761 és T. hamatum SZMC 20784 torzsek rendelkeztek, viszont ezen torzsek
enzimtermelése jelentdsen visszaesett kukoricaszar-6rleményes tapoldatban. A minimal
tapoldatban a fenti két torzsnél alacsonyabb, de Osszességében igy is a 3. legmagasabb
cellobiohidroldz és B-gliikkozidaz alapaktivitassal rendelkez6 THSC SZMC 20869 torzs
enzimtermelése viszont drasztikusan megemelkedett a kukoricaszar-Orleményes
tapoldatban. A vizsgalt Trichoderma torzsek koziil foszfataz aktivitast minimal tapoldatban
egyik torzs esetében sem tapasztaltunk, mig kukoricaszar-6rleményes tapoldatban szintén a
THSC SZMC 20869 torzs mutatta a legmagasabb foszfataz aktivitast.

A rizoszféra-mintakbol szarmazé Trichoderma torzsek lakkaz enzimek termelésére
vald képességének vizsgalatait ABTS, illetve gvajakol szubsztratokkal kiegészitett
taptalajokon végeztiik. A moddszer segitségével az izolalt Trichoderma torzsek kozott
Osszesen 3 torzset azonositottunk, melyek erds lakkaztermeld képességet mutattak (T.
asperellum SZMC 20786 és SZMC 20866; T. atroviride SZMC 20780). Ezen torzsek
esetében megallapitottuk, hogy a tenyésztés 2. napjan volt a legmagasabb a relativ lakkaz-
aktivitas. A 3 torzs koziil a T. atroviride SZMC 20780 esetében 3 nagysagrenddel nagyobb
lakkaz-aktivitast mértiink, mint a masik két torzs esetében. Miutan megallapitottuk, hogy a
vizsgalt torzsek lakkaztermelése a tenyésztés 2. illetve 3. napjan volt a legmagasabb,
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megvizsgaltuk a torzsek lakkaz-aktivitasainak pH-optimumat is. Mindharom torzs esetében
a 3,5-0s és a 4-es pH-érték tekinthetd optimalisnak, 6-os pH érték folott pedig a lakkaz
aktivitasok jelentds csokkenését figyelhettiilk meg.

Vizsgalataink soran meghataroztuk 14 kiilonb6z6 fungicid Trichoderma torzsekkel
szembeni minimalis gatldé koncentracio-értékeit. Az eredményeink alapjan a rizoszférabol
izolalt Trichoderma torzsek természetes toleranciaval rendelkeznek a kisérletben tesztelt
fungicidekkel szemben. A fungicidek tekintetében a ciprokonazol, az imazalil, a
penkonazol, a spiroxamin, a tiofanat-metil és a tiram esctében sikeriilt gatlo hatést
Kimutatnunk.

Munkank soran vizsgaltuk a T. asperellum SZMC 20786  torzs
paradicsomndvényekre gyakorolt novényndvekedést serkentd hatdsat. Eredményeink
alapjan a Trichoderma-kezelés hatasara szignifikans gyokér-, és hajtashossz-novekedés
kovetkezett be a kezeletlen kontrollndvényekhez képest. Ez a pozitiv hatds a frisstdmeg-
adatokban is jelentkezett. A kezelést kovetéen megvizsgaltuk a paradicsomndvények
leveleiben a fotoszintézis hatékonysagat, az 6sszcukortartalom, valamint a klorofill a+b és
a karotinoidok tartalmanak mérése alapjan. A sztomakonduktancia és a CO-asszimilacio
értekek esetében mért novekedések a fotoszintézis indukcidjara utalnak, melyet megerdsit
az 0sszcukortartalomban mért névekedés is.

Eredményeink alapjan két Trichoderma torzset valasztottunk ki egy
tobbkomponensii bioeffektor készitmény fejlesztésének céljara: az egyik torzs a kivalo in
vitro  antagonista  képességekkel, lakkaztermeld  képességgel, széles  korl
fungicidrezisztenciaval ¢és paradicsomndvények novekedésének serkentésére valod
képességgel rendelkez6 T. asperellum SZMC 20786-os torzs, a masik pedig a kivalo
cellulaz- ¢és foszfataztermeld képességekkel rendelkezd, fungicidekkel szemben
polirezisztens THSC SZMC 20869-os torzs. A tervezett bioeffektor készitményt
kiegészitettiik egy humuszképzésre szelektalt, kivaldo peroxidaz-termeld képességekkel
rendelkez6 Streptomyces albus torzzsel és egy nitrogénkotésre szelektalt, nitrogénforras-
mentes taptalajon is ndvekedni képes Azotobacter vinelandii torzzsel. A torzseket atadtuk a
BioeGO Kft.-nek. Az engedélyeztetést kovetden a termék ,,BioeGO talajorganizator”
néven keriilt forgalomba 2015-ben, melyet azéta a Dél-alfoldi Innovacioés Dijjal is

elismertek.
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8. SUMMARY

Members of the genus Trichoderma are cosmopolitan fungi, widespread throughout
the world as permanent members of different ecosystems. They can utilize wide scale of
available nutrients and possess high reproductive capacity and competitive properties. A
number of Trichoderma species has a significant impact on human welfare and numerous
opportunities for application. They are the most commonly used biofungicides and plant
growth promoters and they are also good resources of extracellular enzymes that can be
used by several industries. Trichoderma species produce wide range of different secondary
metabolites. Some species of the genus have clinical importance while others play roles in
soil bioremediation. Despite the success of modern agriculture, there are still a lot of
practices (e.g. excessive use of inorganic fertilizers) that increase the risk of diseases
affecting plants. Moreover, plant pathogenic fungi present in the soils may raise further
problems. The damages caused by Pythium, Phytophthora, Botrytis, Rhizoctonia and
Fusarium species are increasing from year to year. The application of different chemicals
(chemical control) is predominant to control their growth, however, these chemicals have
negative environmental impacts and the emergence of resistant strains is also a serious
problem. Nowadays there is a growing interest towards the alternative agricultural
techniques, as they can provide e. g. a good opportunity for biological control. A number
of bacterial- and fungal-based biocontrol products became available and a high incidence
of Trichoderma strains can be observed among them. Within the genus Trichoderma, the
species T. virens, T. viride and the THSC species complex are the most frequently used
biocontrol agents. The success of Trichoderma species as biocontrol agents is based on
their numerous positive properties such as the high reproductive capacity and a high degree
of tolerance of adverse condition. They have high efficiency to utilize various nutrients as
different carbon sources and the capability to colonize the rhizosphere. These mostly
soilborne fungi have been marketed successfully in order to increase the crop yield by their
plant growth promoting effects and biocontrol abilities against plant pathogenic
microorganisms (bacteria, fungi, oomycetes).

The aims of this study were to isolate Trichoderma strains from Hungarian
vegetable rhizosphere samples, to identify the isolates by molecular tools, and to
characterize the strains via the assessment of their in vitro antagonistic capabilities and
investigation of the effects of various environmental factors (temperature, pH, water
activity) on their mycelial growth. Our aims also included the investigation of the
cellulose-degrading and phosphate-mobilizing capabilities of the most promising strains, as
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well as the examination of their laccase production and their sensitivity to different
fungicides. Finally we aimed to study the plant growth promoting effect of the most
promising strain.

Altogether we isolated 45 Trichoderma strains from 16 vegetable rhizosphere
samples collected in Hungary. Based on ITS-sequence analysis we could identify 10
different Trichoderma species. The most abundant taxon among the isolates was the THSC
species complex (55.6%). The species T. pleuroticola - known as one of the causal agents
of oyster mushroom green mould disease - was the second most common species. We also
identified representatives of the T. longibrachiatum/T. orientale and T. citrinoviride
species. These strains are potential opportunistic human pathogens and may cause
infections and mycoses in immunocompromised patients. In addition to the above
mentioned species, we also isolated T. koningiopsis/T. ovalisporum, T. hamatum, T. virens
and T. gamsii strains from tomato, carrot, salad, and paprika rhizosphere samples.

In order to describe the in vitro antagonistic abilities of the Trichoderma strains, we
performed dual confrontation assays and determined the biocontrol index (BCI) values.
The highest BCI values against the tested plant pathogenic fungi were determined in the
case of the two T. asperellum strains. Both of these strains proved to be the most effective
against 3-3 plant pathogenic fungi: T. asperellum SZMC 20866 was the most effective
against FSSC SZMC 11057F, SZMC 11064F and P. cucurbitacearum, while T. asperellum
SZMC 20786 was the most effective against the other two FSSC isolates (SZMC 11067F
and SZMC 11070F) and A. alternata SZMC 16085.

We studied the effects of various environmental factors (temperature, pH, water
acivity) on the mycelial growth in the case of 14 Trichoderma strains selected for detailed
characterisation. None of the examined Trichoderma strains could grow at 5 °C and only 2
strains (T. hamatum SZMC 20784, T. longibrachiatum SZMC 20788) were able to grow at
10 °C. The strains showed slight growth at 15 °C, while the optimal growth temperatures
were between 20 and 30 °C. The mycelial growth of the strains decreased gradually by
rising the temperature to 35 and 40 °C. We should treat T. citrinoviride and T.
longibrachiatum strains as potential human pathogens, as they are able to grow between 35
and 40 °C. The Trichoderma strains showed mycelial growth in a wide range of pH values.
All strains had their pH optima at 3 or 5. Decreased mycelial growth was observed above
pH 4. In the case of water activity, more than half of the examined strains showed optimal
growth at the a,, value of 0.997, whereas the growth optimum was at 0.991 in the case of

the remaining strains. When the water activity was decreased, the diameters of the colonies

77



decreased as well. Only 3 strains showed growth at a,, 0.945, while none of them could
grow at 0.922.

The cellulose degrading and phosphate mobilizing capabilities of the selected
Trichoderma strains were examined on liquid minimal and corn stem powder containing
media. The mycelium-free ferment broths were used for the enzyme activity
measurements. In liquid minimal medium, strains THSC SZMC 20761 and T. hamatum
SZMC 20784 had the highest cellobiohydrolase and B-glucosidase activities, however, the
enzyme productivity of these strains decreased in corn stem powder containing liquid
medium. The enzyme production of THSC SZMC 20869 increased dramatically in corn
stem powder containing liquid medium, but in minimal liquid medium its
cellobiohydrolase and B-glucosidase activities were lower than that of the previously
mentioned two strains. None of the examined Trichoderma strains showed phosphatase
activities in minimal liquid medium. In corn stem powder containing liquid medium,
THSC SZMC 20869 had the highest phosphatase activity.

The laccase production capability of Trichoderma strains derived from rhizosphere
samples were studied on Petri plates containing a medium supplemented with ABTS or
guaiacol as substrate. Three laccase-producing Trichoderma strains (T. asperellum SZMC
20786, SZMC 20688 and T. atroviride SZMC 20780) could be identified. The relative
laccase activities of these strains were the highest on the second day of the fermentation. T.
atroviride SZMC 20780 showed 3 fold higher laccase activities than the T. asperellum
strains. We used ferment broths derived from the 2" and 3™ day of fermentation for the
determination of the pH optimum of the laccase enzymes. The optimum pH for the
laccases produced by the above mentioned Trichoderma strains were pH 3.5 and 4. We
could measure a decrease in laccase activities above pH 6.

We determined the MIC values of 14 fungicides towards the selected Trichoderma
strains. Our results showed that these rhizosphere-derived Trichoderma strains possess
natural tolerance against the tested fungicides. Only 6 fungicides (cyproconazol, imazalil,
penconazol, spiroxamine, thiophanate-methyl, thiram) showed inhibitory effects towards
the examined Trichoderma strains.

We studied the plant growth promoting effect of T. asperellum SZMC 20786 strain
on tomato plants. Significant growth in the length of shoots and roots could be detected.
This positive effect was present in the case of plant fresh weight. After the treatment with
Trichoderma, the photosynthetic efficacy of the plants was examined. We also collected

data about the total sugar, chlorophyll a+b and carotenoid contents of the tomato plants.
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The increased stomatal conductance and CO; assimilation, as well as the higher total sugar
content suggest that the photosynthesis was induced in the tomato plants after the
Trichoderma treatment.

Based on our results, 2 Trichoderma strains were selected as the components of a
composite bioeffector product. The first one was T. asperellum SZMC 20786, a strain
possessing excellent in vitro antagonistic and laccase-producing capabilities as well as
tolerance towards a wide range of fungicides and plant growth promoting effects in tomato,
while the second one was THSC SZMC 20869, a strain with the ability to produce high
amounts of cellulase and phosphatase enzymes and polyresistance to the tested fungicides.
The planned bioeffector product has been amended with a Streptomyces albus strain with
excellent peroxidase-producing abilities as a humus-producing component, and an
Azotobacter vinelandii strain with the capability to grow on nitrogen source-free medium,
thus having the potential to provide excess nitrogen for crops. The previously mentioned
strains were provided to the BioeGO Ltd. After the licencing of the product, it was named
as “BioeGO soil organizer” and introduced into the market in 2015. Since then the product

was recognised with the Southern Plain’s Innovation Award.
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