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1. Bevezetés

I. BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség (Hypocreales, Ascomycota) tagjai talajbdl és korhad6
novényi részekbdl altaldnosan izoldlhaté kozmopolita anamorf fonalasgombak [Samuels,
1996; Klein és Eveleigh, 1998]. A talaj biomasszdjanak jelentds részét teszik ki [Widden és
Abitbol, 1980; Nelson, 1982], de gyakran jelen vannak épiiletek gombafertézéseinek
populdcidiban is [Thrane és mtsai., 2001]. Kiemelkedd extracelluldris enzimrendszeriikkel
biopolimerek sokasdgat képesek hidrolizélni, pl. xildnt [Gupta és mtsai., 1994], kitint [Uloha,
és Peberdy, 1992], fehérjéket [Kredics és mtsai., 2005] és cellulézt [Kubicek és Penttila,
1998]. A nemzetség emiatt egyrészt ipari szempontbdl jelentés [Kubicek és mtsai., 1990],
masrészt egyes torzsek extracelluldris enzimeik segitségével képesek mds gombdk sejtfalat
feloldani [Ridout és mtsai., 1986; Sivan és Chet, 1989]. Kiilonb6z6 fonalasgombakat tudnak
ezaltal parazitdlni, koztiik a névénypatogén Fusarium [Sivan és Chet, 1993], Pythium [Naseby
és mtsai., 2000], Rhizoctonia [Lewis és Larkin, 1997], Botrytis [Elad, 2000] és Sclerotinia
[Elad, 2000; Naar és Kecskés, 1995] fajokat. Szdmos faj termel kiillonbozd tipusd
antibiotikumokat is [Sivasithamparam és Ghisalberti, 1998; Szekeres és mtsai., 2005], melyek
extracellularis enzimekkel szinergizdlé hatdsa a mikoparazitizmus sordn mar bizonyitott
[Schirmbock és mitsai., 1994; Lorito és mtsai., 1996]. Gyors kolonizicidéra képesek a
rizoszféraban, és hatékony biofertilizdcion keresztiil segitik a novények novekedését, valamint
stimuldljdk a novények védekezési reakcidit, az igy kialakult rezisztencia az indukci6tol
szamitva akdr tobb hoénapig is fennmaradhat [Harman és mtsai., 2004]. Meg kell azonban
emliteni az utébbi idokben napvilagot latott kedvezdtlen tulajdonsdgaikat is, egyes
Trichoderma fajok wugyanis az opportunista humdnpatogén gombdk egyre népesebb
csoportjdba sorolhaték [Kredics és mtsai., 2003b], mig masok a termesztett gombdkon vald
kartételeikkel okoznak komoly problémat [Hatvani és mtsai., 2002; Samuels és Dodd, 2002].

A Trichoderma fajok az emlitett elonyos tulajdonsdgaik révén kivéaléan alkalmasak arra,
hogy beldlik a novénypatogén gombdk elleni biologiai védekezésben felhasznalhatod
biofungicid torzseket allitsunk eld [Papavizas, 1985; Benitez és mtsai, 2004; Manczinger és
mtsai., 2002]. A folyamat része az igéretes torzsek izolalasa, okofizioldgiai tulajdonsagaik
feltérképezése és az egyes torzsek nemesitése. A nemesitési programok célja egyrészt az,

hogy a gazda gomba sejtfalanak bontdsaban résztvevd extracelluldris kitindz, glukanaz és
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protedz enzimek konstitutivan, nagy mennyiségben termelddjenek, masrészt pedig az, hogy

ezek az enzimek idében kordn jelenjenek meg a kultivacio sordn.

Munkank soran célul tuztiik ki:

- hazai Trichoderma torzsek izoldlasat 6szi buza rizoszférdjabal,

- az izoldtumok morfoldgiai bélyegek alapjin torténd azonositisat,

- az izolatumok molekuléris és biokémiai bélyegeken alapul6 taxondémiai és faji diverzités
vizsgalatat,

- az izolatumok konstitutiv extracellularis enzimtermelésének és antibiotikum termelésének
felmérését,

- jol definidlhat6 moddszerek alkalmazdsit a torzsek biokontroll tulajdonsdgainak
jellemzésére és mérésére,

- a kiilonbozd extracelluldris enzimek szintje és a biokontroll tesztek eredményei kozotti
kapcsolatok keresését statisztikai eszkozokkel,

- a biokontroll tulajdonsdg kialakitdsaért felelds extracelluldris enzimeket tdltermeld

torzsek nemesitését UV-mutagenezissel.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. Trichoderma torzsek taxonémiaja

Annak ellenére, hogy a Trichoderma nemzetséget Persoon mar 1794-ben leirta
[Persoon, 1794], a nemzetség taxondmidja és tagjainak identifikdldsa a mai napig nehézkes és
ellentmonddsokkal terhelt. 1969-ig csaknem minden Trichoderma torzset T. viride-ként
azonositottak az irodalomban, kdszonhetéen a Bisby [1939] 4ltal bevezetett koncepcidnak,
mely szerint a Trichoderma nemzetséget az elébb emlitett egy faj alkotja. Rifai [1969]
vizsgilatai hoztdk meg az A4ttorést, aki bevezette a nemzetség taxondmidjaba a
»fajaggregatumok™ koncepcidjat és 9 fajcsoportot kiilonitett el. Mér Rifai is valdszintsitette,
hogy szdmos aggregitum — kiilondsen a 7. hamatum - tartalmazhat t6bb, morfolégiailag nem
elkiilonithetd fajt. Bissett munkdssaga sordn atdolgozta a folytonos morfoldgiai jellegek kis
kiillonbségeinek felismerésén alapulé Rifai rendszert [Bissett, 1984; 1991a; 1991b; 199Ic;
1992; Gams és Bissett, 1998], kiterjesztve mdas Hypocrea anamorfokra és a kordbbi
Gliocladium fajokra. Bizonyos Rifai faj-aggregdtumok azonban elég helytallonak bizonyultak
az elemzések sordn, ezért Bissett [1991a] a nemzetség szekcidkra (Longibrachiatum,
Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum, Hypocreanum) tortén6 felosztasat javasolta.

A molekuldris technikdk elterjedésével a gombdk rendszertana is jelentds valtozasokon
ment keresztiil, melynek l4that6 jelei a 90-es évek kdzepén mutatkoztak meg a Trichoderma
nemzetség taxondmidjdban. Megtortént a Bissett-féle Longibrachiatum szekcid revizidja az
ITS 1-2 rDNS szekvencidk analizisével és RAPD (random amplified polymorphic DNA),
valamint izoenzim mintdzatok segitségével [Kuhls és mtsai., 1996; 1997; Samuels, 1996;
Samuels és mtsai, 1998; Turner és mtsai, 1997]. A munkak soran a szekcié monofiletikusnak
bizonyult és elsd izben igazoltak néhany konkrét anamorf-teleomorf kapcsolatot (H.
schweinitzii/T. citrinoviride; H. pseudokoningii/T. pseudokoningii; H. jecorinalT. reesei; H.
orientalis/T. longibrachiatum). A szekcidhoz csatoltdk a két fajt (7. saturnisporum és T.
ghanense [Doi és mtsai., 1987]) tartalmaz6 kordbbi Saturnisporum szekciot is, és az is
kideriilt, hogy a T. ghanense és a T. parceramosum azonos fajok.

A Longibrachiatum szekci6 azonban csak egy kis szelete a nemzetségnek, a legkisebb
szekcio, mely filogenetikailag a legtdvolabb helyezkedik el a tobbi szekciotdl. Kindermann és
mtsai. tettek el0szor kisérletet a teljes génusz molekuldris filogenetikai elemzésére az ITS 1

szekvencidk alapjan, és azt tapasztaltik, hogy a legnagyobb szekcid, a Pachybasium
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parafiletikus, és két nagy csoportra dgazik [Kindermann és mtsai.,1998A filogenetikai
vizsgdlatok ma mar tobb gén egyiittes elemzésén alapulnak [Kullnig-Gradinger és mtsai.,
2002; Chaverri és mtsai., 2003a], ennek koszonhetden 1j molekuldris filogenetikai
kapcsolatokra deriilt fény. Bebizonyosodott példdul, hogy a T. hamatum nem tagja a Bissett
féle Pachybasium kladnak, hanem egy csoportban van a T. pubescens és a T. strigosum

fajokkal és egy klaszterben helyezkedik el mas Trichoderma szekcidbeli fajokkal is (1. abra).

Bissett Rifai

—— T. virens ] G

T. spirale A &

58 , ‘

T. inkamatiim B

s H. semiorhis .

5 T. hargiansm L]

T. croceum o

T. fertile L 4

T. longipile ‘

_|: T. crassum .
_T. fomeeniosum L 4

56 H. gelatinosa G
61 L T sirictipile "
| T. hargianum "2" ]
L T. oblongisporum &
53 T. miinutisporum &
_|: T. polysporum A1 [

7. piluliferum ] A

T. koningii - .

a4
&6 T. viride O
e T\ atroviric [
64 T. viride "'2" A2 8
— 91 T b

100 . pubescens <
—: T. hamatum ‘

T. strigosum &

L T fascicilatium <&

— I. longibrachiatim

1. abra. Huszonhét Trichoderma faj ITS 1 szekvencidjanak parsziménia analizise
[Kindermann és mtsai.,1998]. Az dgakon 1év0 szamok a bootstrap értékeket jelolik. A
fiiggbleges vonalak és a betiik a kapott csoportokat (A, B) és szubkladakat (A1, A2) jelzik. A
Bissett altal leirt szekcidkat iires (Pachybasium) és fekete (Trichoderma) téglalap jelzi. A A a
T. piluliferum, a ® a T. polysporum, a © a T. viride, a m a T. koningii, a0 a T. harzianum, a ¢ a

T. hamatum, a C a Gliocladium Rifai-fajaggregatumokat reprezentalja.
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Sajndlatos moédon azonban a konkrét morfoldgiai kiilonbségek hidnydban a
Pachybasium A és B elnevezés tovabbra is haszndlatban maradt. Problémds tovdbbd a
Pachybasium B szekcid fajainak (pl. T. harzianum) taxonOmiai elemzése, nagyon nagy
molekuldris szinti genetikai variabilitdsuk ugyanis azt sugallja, hogy egy-egy mai fajnév tobb
tovabbi fajt is takarhat, annak ellenére, hogy hatdrozott morfolégiai kiilonbségek nem
mutathat6ak ki kozottiik [Kullnig és mtsai., 2000; Kubicek €s mtsai., 2003b; Wuczkowski és
mtsai., 2003; Gherbawy és mtsai., 2004; Druzhinina és mtsai., 2005ab]. fgy sziikséges lenne
az eredeti morfoldgiai fajfogalom modositasdra és a Taylor [Taylor és mtsai., 2000] altal
bevezetett, a filogenetikai leszdrmazdssal Osszhangban 1évé fajfogalom (GCPSR:
Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition) adaptdldsira a nemzetség
taxonémidjaban [Druzhinina és Kubicek, 2005b]. Ehhez azonban tobb fiiggetlen gén
analizisére lenne sziikség, amire 1éteznek probdlkozdsok [Kullnig-Gradinger és mtsai., 2002;
Chaverri €s mtsai., 2003a], de az egész génuszra kiterjedd, filogenetikailag maradéktalanul
elfogadott Osszefoglald6 mii még nem késziilt. Druzhinina és Kubicek a GenBank-ban
fellelhetd kiilonb6z6 DNS szakaszok szekvencidinak részletes vizsgédlata utdn arra
kovetkeztetett, hogy a fefl (transzlacios elongacié faktor 1-alfa) nagy intronja és utolsé nagy
exonja, az rpb2 (RNS polimerdz B alegység 2) gén, az ech42 (42 kD endokitindz) utols6 nagy
exonja €és az ITS 1-2 szekvencidk egyiittes vizsgilata megbizhat6 filogenetikai eredményre
vezethet [Druzhinina és Kubicek, 2005b]. Kozleményiikben jelent meg a nemzetség jelenleg
elfogadott legtjabb felosztasa is, mely 49 Hypocrea, 25 Trichoderma és 14 anamorf-telemorf
parositott taxont tartalmaz 3 szekciéba és 14 kladba rendezve (Longibrachiatum;
Trichoderma: Rufa, Pachybasium A; Pachibasium: Pachibasioides, Hypocreanum,
Chlorospora, Lixii/catoptron, Virens, Semiorbis, Strictipilis, Stromatica, Ceramica, Lutea,
Psychrophila, ,,Lone lineages”).

Annak ellenére, hogy a filogenetikai elemzések ilyen komplex molekuléris
hattérmunkat kivannak, az egyes fajok identifikdldsa viszonylag egyszerlien kivitelezhet6 az
ITS 1-2 szekvencidk elemzésével. Ezek a szekvencidk nagy szdmban fordulnak elé a
genomban (90 kopia/genom) és konnyen amplifikalhaték [Druzhinina és Kubicek, 2005b].
Novényeknél és mds fonalas gombaknal, mint példaul a kozeli rokon Fusarium fajoknal is,
leirtak a rDNS gének paralog kopidkban valé el6forduldsit, amely a fajazonositdst nem
minden esetben teszi lehetové [O’Donnell, 1992; Buckler és mtsai., 1997; Lieckfeld és
Seifert, 2000], a Trichoderma fajokndl azonban ilyet nem tapasztaltak [Druzhinina és

Kubicek, 2005b]. Druzhinina és mtsai. az ITS 1-2 szekvencidk diagnosztikus oligonukleotid
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szekvenciarészein alapuld ,,vonalk6d”’-mddszert vezetett be, melynek internetes feliilete
TrichOkey néven barki szdmara elérhet6 (www.isth.info) és nagyban megkonnyiti az egyes
izolatumok azonositasat. A médszer 77 vizsgélt Hypocrea és Trichoderma tajbdl hetvenet tud
nagy biztonsdggal azonositani. Bar, nem tud kiilonbséget tenni a 7. crassum és T. longipile
fajok és a T. tomentosum és T. cerinum fajok kozott, az elsd esetben azonban a morfoldgiai
kiilonbségek megdllapitisa egyszerli [Bissett, 1991b; Chaverri és mitsai., 2003b], mig a
madsodik esetben a fajok eltérd foldrajzi eléforduldsa segiti az elkiilonitést [Druzhinina és
Kubicek, 2005b]. A Rufa klad tagjaira még nem elérhetd a ,,vonalk6d” azonositds, de nem a
diagnosztikus oligonukleotid szekvencidk hidnya, hanem a kldd folyamatban 1év0 revizidja

miatt.

I1.2. Trichoderma torzsek okofiziolégiai tulajdonsagai

Az okofizioldgia, mint tudoményos diszciplina egyrészt az egyes él6lények kornyezeti
tényezOkre adott vdlaszreakcidinak leird elemzésével, madsrészt a megfeleld ©koldgiai
szempontbél nem fiiggetlen fizioldgiai mechanizmusok ok-okozati kapcsolatainak
felderitésével foglalkozik Az Okofizioldgiai megkozelités figyelembe veszi az individudlis
véalaszok polimorfizmusat, amely nagyban felelds az adott egyedekbdl all6 populédcié adaptiv
kapacitdsdért. Ebben a tekintetben az oOkofiziol6giai tanulmanyok olyan informdaciok
megszerzésére torekednek, amelyek alapvetdek az adaptiv stratégidk alapelveinek
megértésében (Société d’Ecophysiologie, France).

A modern agrartechnoldogidban nagy a jelentésége a jol jellemzett Okofizioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkezé  biokontroll izoldtumok novényvédelemben — torténd
alkalmazasdnak, veliikk ugyanis kivélthatéak a kornyezetszennyezd, vegyi alapu szintetikus
fungicidek, melyek mezdgazdasagi alkalmazdsa szamos szdrazfoldi- €és vizi okoszisztémat
veszélyeztet. A torzsek okofizioldgiai jellemzését megtehetjiik a torzsek kiilonb6zd kornyezeti
stressz-tolerancidjanak vizsgalatdval, vagy az igazoltan kornyezeti tényezOk hatdsat modulald
fizioldgiai kulcselemek konkrét, célzott vizsgalataval. Illyen kornyezeti tényezd a hdmérséklet,
amely hatdssal lehet a spdracsirdzasra és csiratomlé-novekedésre [Magan, 1988], a micélium-
novekedésre és kompetitiv képességekre [Badham, 1991], a szaprofita képességre [Eastburn
és Butler, 1991] és az extracelluldris enzimaktivitasokra [Antal és mtsai., 2000]. Jelentds a
torzsek alkalmazhatdsagénak tekintetében a kdrnyez6 ozmotikus potencialhoz val6 viszonyuk

€s ennek hatdsdra a kiilonbozd életfolyamataik (novekedés, szaprofita képességek,



II. Irodalmi dttekintés

toxintermelés, enzimtermelés) valtozasa [Luard és Griffin, 1981; Eastburn és Butler, 1991;
Magan és Lynch, 1986; Magan és Lacey, 1984; Cuero és mtsai., 1987; Marin és mtsai., 1997;
Sarrette és mtsai., 1992]. A nehézfémek szintén befolyasoljdk a Trichoderma torzsek altal
elfoglalt niche kiterjedését, hatdssal vannak a ndvekedésre, sporaképzésre [Babich és mitsai.,
1982; Somashekar és mtsai., 1983] és differencidlédasra [Frank és mtsai., 1993] is. Az
abiotikus kornyezeti hatdsokhoz sorolhatok a kiilonb6z0 peszticidek is, melyek Trichoderma
torzsek 4ltali tolerancidjanak vizsgdlata kiemelkedd jelentdségli a novényvédodszerekkel
torténd kombindlt alkalmazds szdmdra. A peszticidek hatdssal lehetnek a szubsztratkoloniz4ld
képességre [Davet, 1981] és magdra a vitalitdsra is [Abdel-Fattah és mtsai., 1982; Kay és
Stewart, 1994].

A Trichoderma nemzetség tagjainak a kornyezeti tényezok hatdsat moduldlé egyik
legjelentOsebb fizioldgiai eszkoze az Osszehangoltan szabdlyozott, egyedi enzimekbdl 4llo
extracelluldris enzimrendszer, amely mind az abiotikus, mind a biotikus hatdsokra adott
vélaszreakciokban szerepet jatszik. Ezen szekretalt extracelluldris enzimek alapvetd szerepet
toltenek be mind a kompeticié, mind a mikoparazitizmus folyamataiban. A kompeticié ebben
az esetben az élohelyen elérhetd tdpanyagok minél gyorsabb energidva alakitdsat, mig a
mikoparazitizmus a gazdaszervezetet felépitd biopolimerek hatékony enzimes hidrolizisét és
sejtbe transzportdlhaté forméba alakitdsit jelenti. A kompetitiv sajatsdgokat demonstraltak
Jackson és mtsai. [1991], akik tdpanyag-hasznositdsi képességeket vizsgéltak Trichoderma
torzsek esetében. Hasznos adatokat szolgaltatott ebben a témaban Manczinger és Polner
[1987] kozleménye is, melyben 65 Trichoderma izolatum szénforrds-hasznositasi képességét
regisztraltdk 127 kiilonbozo szénforrason.

A Trichoderma celluldazokat foként ipari jelentOségilk miatt tanulményozzak
intenziven [Kubicek és mtsai., 1990]. A természetben ez az enzimrendszer végzi a ndovényi
sejtfal legelemibb Osszetevdjének gliikkézig torténd lebontdsat. A cellul6z tobb 1épcsdben
torténd fokozatos lebontdsit harom fO6 enzimcsoport végzi. Az endoglukandzok
véletlenszertien hasitanak a B-1,4-glukdn ldncban, melynek kovetkeztében az adott enzim
specificitasatol  fiiggd  polimerizdciés  fokd  oligoszacharidok  keletkeznek. A
cellobiohidroldzok az oligoszacharidok nem-redukalé végérdl cellobidz egységeket vagnak le,
melyet a f-gliikoziddzok hasitanak gliik6z egységekre [Persson és mitsai., 1991]. Az egyes
csoportok egymashoz viszonyitott ardnya a tdpkozegben elérheté szubsztrat indukcid
fiiggvénye, de viszonylagos dllandésigot mutat; endoglukandzok ~ 20-36%,

cellobiohidrolazok ~ 64-80%, p-glikoziddzok ~ 1% [Harkki és mitsai.,, 1991]. A
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cellul6ztartalmu sejtfallal rendelkez6 Oomycota Pythium fajok elleni mikoparazitizmusban a
Trichoderma torzsek celluldzai is fontos szerepet jatszhatnak, eldsegithetik az antagonista
bejutdsat a gazda hifdgjaba [Benhamou €s Chet, 1997].

A novényi hulladékanyagok legnagyobb mennyiségben jelenlevo alkotoi a cellulézon
kiviil a hemicelluléz és a pektin [Carpita és McCann, 2000]. A novényi sejtfal bonyolult
hemicellul6z frakcidjanak lebontdsdban a xilandz enzimrendszer - endo-fB-1,4-xilandzok, [3-
xiloziddzok - jatsza a fOszerepet [Haltrich és mtsai., 1996]. Ezt egészitik ki a xildngerincen
gyakran, nagy mennyiségben jelenlévd szubsztituensek eltdvolitdsit végzd hidrolitikus
enzimek, Ugymint arabinofuranoziddzok (arabinéz), a-gliikuroniddzok (4-o-metil-
gliikuronsav), acetil-xildn-észterazok (ecetsav), feruloil-észterdzok (ferulasav) kumaroil-
észterazok (kumadrsav) [Christov és Prior, 1993]. A hemicellulézok kozott vannak még
tovabbi glikozidos kotéstipusokat (B-1,4; a-1,2; a-1,3) tartalmazé polimerek is
(arabinoxilanok, xiloglukdnok és ezek szdrmazékai), ezek lebontdsa tovabbi enzimcsoportokat
igényel: B-mannandzok (mannooligoszacharidok), mannoziddzok (manndz), és a celluldz
rendszer néhany nem sziik szubsztratspecificitdsa tagja [De Vries és Visser, 2001].

A Trichoderma fajok jelentés endo-B-1,4-xilandz és B-xiloziddz [Ximenes €és mtsai.,
1996; Antal és mtsai., 2001; Cacais és mtsai., 2001] és acetil-xildn-észteraz [Biely és mtsai.,
1997; Kremnicky és mtsai., 2004] szekrécidos képességgel rendelkeznek. Ezeknek az
enzimeknek a termelése jelentds kooperativitast mutat [Biely és mtsai, 1986]. Mivel a cellul6z
hidrolizisében szerepet jatsz6 enzimek részt vehetnek a hemicellul6zok lebontasdban is, nem
meglepd, hogy a celluldz és a xilandz enzimrendszer k6zott kolcsonos indukcid is felléphet
[Caudhary és Tauro, 1986; Royer és Nakas, 1989]. Az arabinofuranoziddzok [Poutanen, 1988;
Nogawa €s mtsai., 1999], az a-gliikuronidazok [Siika-aho és mtsai., 1994; Margolles-Clark és
mtsai., 1996], a B-mannandzok [Higglund és mitsai., 2003; Ferreira és Filho, 2004] és a
mannoziddzok [Kulminskaya €s mtsai.,, 1999] szintén részét képezik a nemzetség
hemicellul6zbontést végz6 extracellularis enzimrendszerének.

A novényi sejtfalban szintén nagy mennyiségben jelen 1évo pektin f6 gerincének
bontésat a pektindz enzimrendszer végzi, melynek részei a kiilonbozd pektin- és pektat-lidzok,
valamint poligalakturondzok. Mivel a pektin a cellulézzal, a ligninnel €s a hemicellul6zzal
asszocidltan fordul el6 komplex polimerhdlézatot alkotva, ezért lebontdsdban részt vehetnek a
kordbban emlitett észterazok is [De Vries €s Visser, 2001]. A Trichoderma fajok is képesek a
pektin hidrolizisére, Markovi¢ €s mtsai. [1985] pektin észterazt és poligalakturondzt, mig

Mohamed és mtsai. [2003] két poligalakturondz izoenzimet tisztitottak és jellemeztek
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Trichoderma reesei torzsekbol. A kiilonbozo részlegesen hidrolizalt névényi poliszacharidok
lebontdsaban, valamint a f6bb szénhidrat-polimerek oldallancainak lehasitdsdban az eldbbiek
mellett részt vesznek az a- és B-D-galaktoziddzok is [De Vries és Visser, 2001], mely enzimek
szintén képviseltetik magukat a Trichoderma torzsek extracellularis enzimrendszerében
[Zeilinger és mtsai., 1993; Savel’ev és mtsai., 1997; Seiboth €s mtsai., 2005].

Az elhullott novényi részekben taldlhatdé keményitd lebontdsiat az amilaz
enzimrendszer biztositja, amelynek jelenléte a Trichoderma fajokndl is igazolt [De Azevedo
és mtsai., 2000; Pacheco-Chavez és mtsai., 2004].

A Trichoderma nemzetség a mikoparazitizmusban mutatott aktivitdsat a kitindz,
glukandz és protedz extracelluldris enzimrendszereknek koOszonheti, a lehetséges gazda
Basidiomycota és Ascomycota gombdk sejtfala ugyanis foleg kitin és B-glukan fibrillumokat
tartalmaz amorf fehérjehalozatba dgyazva [Wessels és Siestma, 1981].

Sahai €s Manocha [1993] szerint a kitinbonté enzimeket harom csoportra oszthatjuk:
endokitindzokra, melyek interndlis helyeken véletlenszeriien hasitjak a kitin mikrofibrillumot,
s mitkodésiik nyoman kitotetradz, kitotriéz és diacetil-kitobiéz egységek szabadulnak fel; S-
1,4-N-acetil-gliikozaminiddzokra, melyek a kitotetradz, kitotrioz és diacetil-kitobidz
molekuldk nem redukdld végérdl N-acetil-glilkézamin monomereket hasitanak le; valamint
exokitindzokra, melyek diacetil-kitobidz egységeket hasitanak le a kitin mikrofibrillum nem
redukal6 végérol. Ulhoa és Peberdy T. harzianumbdl tisztitott €s jellemzett egy extracelluldris
endokitinazt [1992] és egy, a P-1,4-N-acetil-glikézaminiddzok csoportjdba tartozd
extracellularis kitobidzt [1991]. Haran és mtsai. [1995] hat kiilonb6z6 enzimet azonositottak:
két P-1,4-N-acetil-gliikk6zaminidazt, és négy endokitinazt. A T. harzianum Kkitinbontd
enzimrendszerének indukcidja lehet a mikoparazitizmus korai eseménye [Inbar és Chet,
1995], de az tjabb kutatdsok a kitindz gének biokontroll-specifikus, kaszkadszerii
expresszidjarél szamolnak be [Kubicek, 2003a].

A B-glukandzok szubsztratjai a glukdnok, melyek B-kotéssel kapcsolodd D-gliikéz
egységekbdl felépiil6 homopolimerek. A [B-glukandzokat miikodésiik szerint két részre
oszthatjuk. Az endo-f-glukandzok lancon beliili kotéseket hasitanak véletlenszeriien a
poliszacharid gerinc mentén, mig az exo-f-glukandzok a lanc nem redukdlé végérdl gliikkéz
egységeket hasitanak le. A B-gluként hidrolizal6 enzimeket a hasitott kotés tipusa (B-1,3-, B-
1,4-, B-1,6-) alapjan is csoportosithatjuk [Fleet és Phaff 1981; Yamamoto és Nevins 1983;
Pitson és mtsai., 1993]. A Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii és Pythium aphanidermatum

fajok sejtfalanak Trichoderma torzsek éltali lebontdsdban a kitinazokat és 3-1,3-glukandzokat
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talaltdk a legfontosabb enzimeknek [Elad és mtsai., 1982; Sivan és Chet, 1989]. Az elso,
kizar6lag glukanokat hasité Trichoderma B-1,3-glukanazt T. longibrachiatum-bdl tisztitottak
[Tangarone és mtsai., 1989]. A T. harzianum B-1,3-glukdnbont6 rendszere laminarinnal valé
indukci6 alapjin legalabb hét extracellularis enzimbdl 4ll [Vazquez-Garciduenas és mitsai.,
1998]. De la Cruz és mtsai. [1995] endo-B-1,6-glukandzt tisztitottak és jellemeztek és
igazoltdk jelentOségét a T. harzianum mikoparazitizmusaban.

A protedzok a mikoparazitizmus folyamata sordn mind a korai, mind a kés6i
penetrdcids fazisban szerephez jutnak, szubsztratjaik a fonalas gombdk sejtfalaban és
citoplazmdjaban megtaldlhat6 fehérjék. A gazdaszervezet lizise sordn felszabadul6 peptideket,
oligopeptideket aminosavakkd bontjak, melyeket aztin a torzsek taplalékforrasként
hasznositanak. A preproenzimként szintetizdlédott protedzok mds enzimeket, valamint
Trichoderma toxinokat is aktivalnak. Flores és munkatérsai [1997] bizonyitottak, hogy a T.
harzianum egy protedzt kédold génjének emelt szintli kifejezOdése fokozott biokontroll
aktivitdst eredményezett, ami arra utal, hogy a protedzok fontos szerepet toltenek be a
gazdasejtfal proteinkomponenseinek lebontdsdban és a gazdasejtek teljes lizisében. Elad és
Kapat [1999] a kozelmdiltban T. harzianum protedzok Botrytis cinerea elleni bioldgiai
védekezésben betoltott szerepét vizsgalta. A Trichoderma fajok extracellularis protedzainak
termelési profiljait, az eddig tisztitott enzimek jellemzdit, a leirt protedzokat kédol6 géneket,
valamint a protedzok mikoparazitizmusban betoltott szerepét és ipari jelentOségét foglalja

0ssze Kredics és mtsai. rendszerez6 munkdja [2005].

11.3. Trichoderma torzsek nemesitése

A jovO mezdgazdasagdban lehet a jelentdsége a novénykartevé gombdkkal szemben jo
biokontroll aktivitdssal rendelkezd Trichoderma fajok felhaszndldsadnak. Trichoderma-alapi
készitmények mar ma is kaphatdak a kereskedelmi forgalomban, a készitmények hatasfoka
viszont még meglehetdsen alacsony. A sikeres bioldgiai védekezés egy gramm talajban 10°-
10° propagulum jelenlétét igényli [Adams, 1990], de az ilyen nagy mennyiség sem okoldgiai,
sem gazdasagi, sem kozegészségiligyi szempontbdl nem kivdnatos. A probléma megoldasat
fokozott biokontroll aktivitdsi Trichoderma torzsek nemesitése jelentheti. Hatékonyabbak
lehetnek azok a nemesitett vonalak, melyek nem igényelnek olyan hosszid indukcids
folyamatot a lebonté enzimek termeléséhez, mint a kiinduldsi torzsek, melyek éltalaban

konstitutivan termelik a [B-1,3-glukandzokat, mig a kitindz és protedz enzimrendszerek
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bizonyos Osszetevoinek miikodése indukciot feltételez [Tilburg és Thomas, 1993; Haran és
mtsai., 1996].

A nemesitési munkdk masik f6 célja a fungicidrezisztencia kialakitdsa vagy fokozdsa
az egyes torzsekben, amely lehetOséget biztosithat a talajpban a mar kordbbi vegyszeres
kezelések sordn visszamaradt esetleges fungicid szermaradvanyok tolerancidjara, vagy éppen
a torzsek fungicidekkel torténd egyiittes alkalmazdsara [Ahmad és Baker, 1988; Sivan és
Chet, 1992].

A fellelhetd szakirodalom hdrom nemesitési modszerrdl tuddsit: a protoplasztfizid, a
mutagenezis és a transzforméacid.

A protoplasztfizié az igéretes torzsek kedvezd tulajdonsdgainak kombindldsat teszi
lehetévé, melyet sikerrel alkalmaztak Trichoderma torzsek nemesitése soran kedvezdbb
sajatsagokkal rendelkezd genetikai rekombindnsok 1étrehozaséra [Stasz és mtsai., 1988; Stasz,
1990; Pe'er és Chet, 1990; Sivan és Harman, 1991]. A transzformécié lehetdséget biztosit az
adott sajitsagért felelos gének kozvetlen sejtbejuttatdsara, ehhez azonban sziikség van
hasznalhat6 transzformacids rendszerekre [Lorito és mtsai., 1993; Lo és mtsai., 1998; De
Groot és mtsai., 1998; Herrera-Estrella €s mtsai., 1990; Hazel és mtsai., 2000; Te’o és mtsai.,
2002, Zeilinger, 2004] és szelekcids rendszerekre [Bae és Knudsen, 2000; Kubodera és mtsai.,
2002]. Az irodalomban egyarant taldlunk adatokat Trichoderma gének, pl. kitinazok [Baek €s
mtsai., 1999; Deane és mtsai., 1999; Giczey és mtsai., 1998], endoglukandzok [Sanchez-
Torres és mtsai., 1994], B-gliikoroniddz [Freeman és mtsai., 2002] és protedzok [Flores és
mtsai., 1997] klénozasardl és transzformdacidjardl, és heteroldég gének expresszidjardl is
[Manczinger és mtsai., 1997; Antal és mtsai., 1997; Seiboth és mtsai., 2005; Karaffa és
mtsai., 2006].

Viszonylag kevés publikaciot talalhatunk a mutagenezissel torténd nemesitésrol.
El6fordulnak kozlések random izoldtumok tesztelésérol és fungicidrezisztens mutdnsok
izoldlsardl, de az enzimszekrécids képességek mutagenezissel torténd fokozasardl csak
néhany adat all rendelkezésre [Sinha és Upadhyay, 1993; Manczinger és mtsai., 1994], pedig a
kornyezetvédelmi szervek az igy eldallitott torzsek szabadfoldi alkalmazdsat konnyebben

engedélyezik, mint a protoplasztfizidval vagy a transzformacidval nemesitett torzsekét.
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IIL. ROVIDITESEK JEGYZEKE

6PGDH - 6-foszfogliikonat dehidrogenaz

ATCC — American Type Culture Collection

Atr I — magyarorszagi T. atroviridegenotipus

BCI - Biokontroll Index

Bre I — val6szjniileg j, Stromatica kladhoz tartoz6 fajokat reprezentdld genotipus
CAE - cellul6z-acetat izoenzim-elektroforézis

CBH - cellobiohidrolaz

CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures

CECT - Coleccién Espaiola de Cultivos Tipo

CEP1 - N-acetil-Leu-p-nitroanilidet hasit6é kimoelasztaz-tipusu protedz

CEP2 — N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Leu-p-nitroanilidet hasité kimoelasztiz-tipusd proteaz
CM - Centro Nacional de Microbiologia, Immunologia y Virologia Sanitaria

col — telepmorfoldgiai mutdns torzsek elnevezése (colonial)

CTP1 - N-benzoil-L-Tyr-p-nitroanilidet hasité kimotripszin-tipusu protedz

CTP2 — N-szukcinil-L-Phe-p-nitroanilidet hasité kimotripszin-tipusud proteaz
CTP3 — N-sukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidet hasité kimotripszin-tipusu protedz
DAOM - Department of Agriculture, Ottawa, Mycology

ET - elektroforetikus tipus

Ex — extipus

Ex/a — méasodik extipus a T. atroviride fajnal

GO6PDH - gliik6z-6-foszfat dehidrogendz

Gen 1, 2a, 2b, 3, 4, 5 — genotipusok a 7. harzianum fajon beliil

GPI - gliik6z-6-foszfat izomeraz

Har I, II, III, IV — magyarorszagi genotipusok a 7. harzianum fajon beliil

IP — Institut Pasteur

ITS - internal transcribed spacer

LB — Luria-Bertani

LETS — LiCl, EDTA, Tris, SDS tartalmu puffer
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LPEP - Leu-aminopeptiddz

MTT - metiltiazolil-difenil-tetrazélium-bromid

NAG - B-1,4-N-acetil-gliik6zaminidaz

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NRRL - Agricultural Research Service Culture Collection

Obl LII - T. oblongisporum genotipusok

PCR - polymerase chain reaction

PDA - potato dextrose agar

PEP A — peptiddz A

PEP B — peptidaz B

PEP D — peptiddaz D

pfa — a p-fluor-fenilalanin rezisztens mutans torzsek elnevezése

pFFA — p-fluor-fenilalanin

PGM - foszfoglilkomutéiz

PMS - fenazin-metaszulfat

RAPD - random amplified DNA

rDNS — rRNS-t kédolé DNS szekvencia

Ros I, I - 7. rossicum genotipusok

Ruf I, Ruf II — a Rufa kladon beliii valészjniileg 1j fajokat reprezentdlé genotipusok
SNA - Synthetischer nihrstoffarmer agar

SZMC - Microbiological Collection of the University of Szeged

TE — Tris, EDTA tartalmu puffer

TRP1 — N-a-benzoil-DL-Arg-p-nitroanilidet hasité tripszin-tipusud protedz
TRP2 — N-benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitroanilidet hasité tripszin-tipusu protedz
UAMH - University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium
Vir Ex — T. virens faj extipusa

Vir I, I, I11, IV — filogenetikai csoportok a T.virens fajon beliil

YEG - élesztékivonatos tdptalaj vagy tapoldat

aGLU - a-gliikoziddz

BGAL - B-galaktozidaz

BGLU - B-gliikozidaz

BXYL - B-xilozidaz
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Mikroorganizmusok és novények

A 0Oszi biza novényeket tartalmazé talajmintdkat 5 kiilonb6zd mezdgazdasagi
teriiletrdl gytjtottiik 18 mintavételi pontbdl, S cm x 5 cm mintavevo segitségével kivitelezett
véletlen mintavételi eljards sordn. A mintdkat azonnal steril polietilén zacskdkba helyeztiik és
a kioltasig 4 °C-on taroltuk. Munkénk sordn 116 Trichoderma nemzetségbe tartozd torzset
izolaltunk (7. tablazat). A tisztitott torzseket a Szegedi Tudomdnyegyetem Mikrobioldgiai
Tanszékének gylijteményében (Microbiological Collection of the University of Szeged —
SZMC) helyeztiik el.

A kezdeti celluléz-acetat elektroforézis vizsgédlatokhoz torzsgylijteményekbol

szarmazdé 10 klinikai és 4 nem-klinikai Trichoderma izolatumot alkalmaztunk (1. tablazat).

1. tablazat. A torzsgyljteményekbdl szarmazo klinikai és nem klinikai torzsek.

Torzsszam®” Izolalas helye Foldrajzi eredet
ATCC 201044 borlézidé Texas

ATCC 208859 HIV+ beteg Texas

CBS 446.95 tido Ausztria

1P 2110.92 tiido, agy, sziv, gyomor Franciaorszag
UAMH 9515 peritonedlis folyadék Kanada
UAMH 7955 akut invaziv szinuszitisz Pennsylvania
UAMH 7956 tiido, ma Iowa

UAMH 9573 peritonedlis katéter Kanada

CM 382 peritonedlis folyadék Kanari-szigete
043.99 orrvéladék Graz, Ausztria
UAMH 999 mormota tiido Kanada
CECT 2412 gombakomposzt Wales

CECT 2606 talaj Sierra Leone
CECT 2937 talaj Antarktisz

*ATCC: American Type Culture Collection; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures; IP:
Institut Pasteur; UAMH: University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium; CM:
Centro Nacional de Microbiologia, Immunologia y Virologia Sanitaria; CECT: Coleccién

Espaiiola de Cultivos Tipo

® Dr. W. Buzina sajét gytijteménye, ENT University Hospital, Karl-Franzens-University

A nemesitési kisérletekben haszndlt T. harzianum T334 jelii torzset Manczinger és

munkatérsai izolaltak a dél-magyarorszagi Asotthalom kozelében 16v6 erdé talajdbdl [Antal,

Z. és mtsai., 2000].
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Az egész populdciora kiterjedd in vitro antagonizmus-vizsgalatokban és a médositott
agresszivitdsi  tesztekben ~az = Agricultural ~ Research  Service  (Magyarorszag)
torzsgylijteményébdl szarmazo, igazoltan jelentds buzakartevd Fusarium culmorum NRRL
29371 [T6th és mtsai., 2004], mig a nemesitési kisérleteknél és az antibiotikum-termeld
képesség vizsgdlatandl a szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kht. torzsgylijteményébdl
szarmazé novénypatogén Fusarium culmorum 1181, Fusarium oxysporum, Pythium
debaryanum és Rhizoctonia solani torzseket hasznéltuk. A gombatorzseket élesztokivonatos
tdptalajon tartottuk fenn (1% gliikdz, 0,5% é€lesztd kivonat, 1% KH,POu, 2% agar, desztillalt
viz) [Manczinger és Ferenczy, 1985].

A Trichoderma torzsek antibiotikum-termel6 képességének baktériumokra gyakorolt
hatdsit a Szegedi Tudomdnyegyetem Mikrobioldgiai Tanszékének torzsgylijteményébdl
szarmaz6 Gram-pozitiv (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus) és
Gram-negativ (Escherichia coli, Serratia marcescens) baktériumokon vizsgaltuk. A
baktériumtorzseket LB-tdptalajon (1% tripton; 0,5% élesztokivonat; 1% NaCl; 1,5% agar,
desztillalt viz) tartottuk fenn.

A modositott agresszivitdsi tesztekben a Tt-RC103 jelti, Fusarium-fertézésre
érzékeny buizavonalat alkalmaztuk, melyet a Gabonatermesztési Kutaté Kht. gyiijteményébol

szereztiink be.

IV.2. Tenyésztési koriilmények

IV.2.1. Izolalas

A 0szi buza mintdkbdl a novények gyokereit haszndltuk inokuldciéra. A levagott
gyokereket gyors, steril vizes lemosds utdn 30 ml szelektiv téptalajt (0,5% pepton, 0,1%
KH,PO4, 1% gliik6z, 0,05% MgSO4x7H,0, 0.05% 0.2%-os diklordn-etanol oldat, 0,025%
5%-os Rose Bengal oldat, 2% agar, desztilldlt viz; a sterilezés utidn kiegészitve: 0,01%
oxitetraciklin, 0,01% sztreptomicin, 0,01% kléramfenikol) tartalmazé Petri-csésze felszinére
helyeztik. A nodvekvd Trichoderma telepek sz€lérdl tovédbbi atoltasokat végeztiink a
sziikséges szdmban a tisztatenyészetek eléréséig a fenti antibiotikumokkal kiegészitett,

élesztokivonatos tdptalajon (0,2% élesztd kivonat, 0,5% KH,POu, 2% agar, desztillalt viz).
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IV.2.2. In vitro antagonizmus-tesztek

Az izoldlt Trichoderma torzsek novényparazita gombdkkal szembeni antagonista
képességét 25°C-on Fusarium culmorum NRRL 29371 torzsel szemben, mig a nemesitési
kisérleteknél Fusarium oxysporum, Pythium debaryanum és Rhizoctonia solani torzsekkel
szemben vizsgaltuk. A tesztekhez a Trichoderma izoldtumokat 2 napig, a ndvénypatogén
torzseket 3 napig elOtenyésztettiik élesztOkivonatos tdptalajon, majd a telepek a IV.8.1. rész
alapjan keriiltek leoltasra. A Biokontroll Index (BCI) meghatdrozédsara kidolgozott mddszer
sordn a négy Trichoderma izoldtum (SZMC 1623, SZMC 1670, SZMC 1678, SZMC 1706)
novénypatogén gombdkkal szembeni antagonizmusat élesztokivonatos és burgonyakivonatos
(potato dextrose agar - PDA, Sigma) tdptalajon dllandé fényben vagy élland6 sotétben
inkubdlva, a teljes izolatumpopulédcié antagonizmusat élesztOkivonatos és minimal (0,2%
glikéz, 0,1% KH,PO4, 0,1% MgSOs x 7H,0, 0,1% NaNOs, 2% agar, desztilldlt viz)
taptalajon fényben inkubdlva, a nemesitési kisérletekben alkalmazott Trichoderma torzsek
antagonizmusat kiilonb6zd nitrogénforrast (0,1% NaNO; vagy 0,1% (NH4),SO4 vagy 0,1%
élesztd kivonat) tartalmaz6é minimal tiptalajon természetes fény—sotét fényviszonyok kozott

vizsgéltuk.

1V.2.3. Médositott agresszivitas-tesztek

A Fusarium culmorum NRRL 29371 torzset malatds taplemezre (0,25%
élesztokivonat, 0,5% malata, 1% gliik6z, 2% agar, desztillalt viz) oltottuk és 3 napig 25 °C-on
inkubdltuk. A lemezek felszinét 3 ml steril desztilldlt vizzel mostuk és az igy kapott
szuszpenziot haszndltuk a 200 ml rdzatott tenyészetek (0,25% élesztd, 0,5% malata, 1%
gliik6z, desztillalt viz) leoltdsara. A tenyészeteket 180 rpm-el razattuk 25°C-on 4 napig.

A kisérletben a biokontroll tulajdonsdg tesztelésére a szemi-in vivo koriilmények
kozott, a Trichoderma torzsek élesztds taptalajon nott 4 napos telepeirdl steril desztillalt vizes
lemosassal készitett, 10° konidium/ml koncentraciéju szuszpenzidt haszndltuk fel a IV.8.2.

részben leirtak szerint.

1V.2.4. Enzimtermelés-vizsgalatok
A torzsek tenyésztése az enzimtermelés-vizsgalatokhoz 25 ml tdpoldatot tartalmazé 50
ml-es Erlenmeyer-lombikokban tortént, melyeket steril desztillalt vizes

konidiumszuszpenzidkkal oltottunk be 10° konidium/ml-es végkoncentraciora.
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A 0Oszi buiza gyokerérdl izolélt Trichoderma torzsek Konstitutiv enzimtermelésének
vizsgalatéra élesztokivonatos (0,2% élesztokivonat, 0,5% KH,POu4, 2% agar, desztillalt viz) és
minimal (0,2% gliikéz, 0,1% KH,POu, 0,1% MgSO4 x 7TH0, 0,1% NaNOs, desztillalt viz)
tapoldatokat alkalmaztunk. A lombikokat 25°C-on inkubdéltuk és rdzétalcan 5 napig, 200 rpm-
es fordulattal razattuk.

A nemesitési vizsgdlatok sordn a vad tipusi T334-es és a mutdns torzseket tapoldatba
(0,3% mannit, 0,1% NaNOs, 0,1% KH,;PO4 0,1% MgSO4 x 7TH,0, desztillalt viz) oltottuk €s
25 °C-on razétalcan 220 rpm-es fordulattal razattuk.

A vad tipusi T. harzianum T334 torzs proteazszekrécidjanak szén- €s nitrogénforras
fliggését tdpoldatban (1% szénforrds, 0,5% nitrogénforrds, 0,1% KH,PO4, 0,1% MgSO4 %
TH,0, desztillalt viz) vizsgéltuk, mely kiegésziilt a megfeleld szén- (gliik6z, mannit, szorbit)
€és nitrogénforrdsokkal (NaNOj3, (NH4),SO4 glutamin), és 25 °C-on rdzétalcan 3 napig 220
rpm-es fordulattal razattuk.

A Sephadex G-100 oszlopkromatografidhoz a kivalasztott torzsek eldtenyésztése 100
ml térfogatban élesztOkivonatos tdpoldatban (0,1% élesztOkivonat, 0,5% gliikéz, 0,1%
KH,PO4, 0,1% MgSO, x 7H,0, desztilldlt viz) tortént, melyet 10° konidium/ml-es
végkoncentracioban oltottunk le. A tdpoldatot 25 °C-on 5 napig 220 rpm-es fordulattal

razattuk.

IV.2.5. Taxon6miai és antibiotikum-termelési vizsgalatok

Az intracelluldris fehérjék és a DNS kivondsdhoz, valamint az antibiotikum
extrakcidhoz a Trichoderma izolatumokat 250 ml-es Erlenmeyer-lombikokban 200 ml
élesztokivonatos tdpoldatban tenyésztettiilk, melyeket konidiumszuszpenzidval oltottunk be
10° konidium/ml végkoncentraciora. A tenyészedényeket raz6talcan 4 napig inkubéltuk 25°C-
on 200 rpm-el.

A morfoldgiai vizsgalatokhoz a torzseket minimal taplemezeken 25 °C-on 3 napig
novesztettiik.

Az antibiotikum hatdsvizsgélatokra a IV.1. részben felsorolt Gram(-) és Gram(+)
baktériumtorzsek egész éjszakan at LB-tdpoldatban (1% tripton; 0,5% élesztOkivonat; 1%
NaCl; desztillalt viz) razatott tenyészetének 400 pl-ét 2 ml 1%-os agartartalma, 40 °C-os LB
taptalajba kevertiik, amelyet elézetesen kiontott LB tdplemezek felszinére rétegeztiink. A
Fusarium culmorum 1181, Fusarium oxysporum, Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani

indikéatorként alkalmazott novénypatogén gombatdrzsek 4 napos, élesztokivonatos tdptalajon
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novesztett tenyészeteibdl élesztokivonatos tdplemezeket oltottunk be oltdékaccsal a csészék

kozepére pontban oltva.

1V.2.6. A Trichoderma torzsek novekedésének mérése

A linedris novekedési ratat telepatméré-mérésekkel hataroztuk meg PDA t4ptalajon
35°C-on, SNA taptalajon (0,02% gliik6z, 0,02% szahardz, 0,1% KH,POy4, 0,1% KNOs, 0,05%
MgSO4 x 7TH,0, 0,05% KCl, 2% agar, desztillalt viz) pedig 35°C-on. A 9 cm atmérdju
csészékbe ontott 30 ml taptalajt aktivan novekvo telepek sz€élérdl dugéfirdval kivagott, S mm-
es korongokkal oltottuk le, majd a lemezeket 3 napig inkubaltuk. A telepatmérdket vonalzéval

mértiik a hifakorong sz€1€t6l a telepsz€lig. Minden mérést két parhuzamosban végeztiink.

IV.3. Taxonémiai vizsgalatok

IV.3.1. Morfolégiai vizsgalatok

A TIV.2.5. részben leirtak szerint tenyésztett, buzagyokérrdl izoldlt torzsek
telepszéleinek felszinérdl landzsatlivel vett fehér szinli, kevés konidiumot tartalmazé
hifaszovedéket targylemezre cseppentett 20 ul desztillalt vizben finoman szétdorzsoltiik €s a

feddlemez rahelyezése utdn mikroszkdpban vizsgaltuk 40x-es ill. 100x nagyitdsokkal.

2. tablazat. A Trichoderma torzsek azonositasa soran vizsgalt morfoldgiai jellegek.

Morfoloégiai képlet Vizsgalt paraméterek Paraméterek értékei

Konidium alak gdmbolyl, ovalis, ellipszoid
méret szélesség, hossz (Lum)
méretek ardnyai hossz/sz€lesség
szin z01d, sziirkészold, sarga,

fehér

Konidiofér alak slirlin-, ritkan eldgazé
pusztulak van, nincs, elhelyezkedés a

telepen
fertilis és sterilis van, nincs
hajtasok

Fialidok méret hossz, alapi €s kozépponti

szélesség
méretek ardnyai hossz/legnagyobb szélesség
elhelyezkedés orvos, ujjszert
interkalaris fialidok van, nincs
Telep telepsugar PDA-n, SNA-n

telep illata

kékuszillat, nincs
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Az egyes morfologiai képletek mérését objektiv- és okuldrmikrométer segitségével
hatdroztuk meg. Az 2. tablazatban foglaltuk Gssze az altalunk rogzitett paramétereket,
melyeket az elérhetd legijabb morfoldgiai hatdrozdkulcsok alapjan értékeltiink (http://nt.ars-

grin.gov/taxadescriptions/keys/).

1V.3.2. Molekularis taxonémiai vizsgalatok

IV.3.2.1. Mintael6készités

A IV.2.5. részben leirtak szerint el6tenyésztett torzsek micéliumat Whatman No. 1
sziirOpapiron vdkuum-szlrtiikk, majd hdromszori 50 ml-es desztillalt vizes mosds utin
liofilizéltuk. A szaritott micéliumot dérzsmozsarban poritottuk és a felhasznélasig -20°C-on

taroltuk.

1V.3.2.2. Izoenzim-elektroforézis

1V.3.2.2.1. Fehérjekivonas

A fehérjekivonds sordn Laday és Szécsi mddszerét kovettiik [Laday és Szécsi, 2001].
Eppendorf-csovekben (1,5 ml) 25 mg micéliumport 0,3 ml extrakcios pufferrel (0,1 M Tris
[pH 8,0], 1 mM EDTA-Na,, 10 mM KCl, 350 mM polivinil-pirrolidon, 6,5 mM ditiotreitol,
0.15 mM NADP) homogenizaltunk €s 1 6rdig inkubaltuk 4 °C-on. A homogenizitumot 13000
rpm-el 15 percig centrifugéltuk, majd a tiszta feliiliszot a zavaros fazishatar megsértése nélkiil

Ovatosan begytijtottiik. Az extraktumokat 50 pl-es részekre osztva -70°C-on taroltuk.

1V.3.2.2.2. Elektroforézis

A cellul6z-acetat izoenzim-elektroforézis (CAE) vizsgdlatokhoz a sziikséges
felszereléseket a Helena Laboratories-t6l (Beaumont, TX, USA) szereztiik be és Hebert és
Beaton médszerét kovettiik [Hebert és Beaton, 1993]. A Titan III celluléz-acetat géleket (Kat.
szam: 3024) pufferedényben (Kat. szdm: 5093), az elektroforézis-pufferben (0.25 mM Tris-
glycine, pH 8.5) aztattuk 30 percig, majd Whatman No. 1 sziirOpapirlapok kozott szaritottuk.
Az elektroforézis-tankot (Kat. szam: 1283) 2x120 ml elektroforézis-pufferrel toltottiik fel, és a
tank vélaszfalaira Whatman No. 1 szlrOpapircsikot helyeztiink. A CAE-géleket az
illesztéalapra (Kat. szam: 4094) helyeztiik, majd az enzimeket tartalmazé mintdkat Super Z-

12 applikétorral (Kat. szdm: 4090) helyeztiik a gélekre. Ha az enzimek aktivitdsa nem volt jol
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detektdlhaté a gél festése sordn, ezt a miiveletet tobbszor is megismételtiik. Az elektroforézist

180 V-on 20 percig végeztiik.

1V.3.2.2.3. A celluléz-acetat gélek festése

Az enzimaktivitidsokat agarfeliilontéses (1,6% agar, desztillalt viz) technikdval
detektaltuk [Hebert és Beaton, 1993], a tesztelt enzimeket és az alkalmazott mddszereket
foglalja Ossze a 3. és 4 A., B. tablazat. A reakcidelegy Osszedllitisa sordn a 60°C-on
temperalt agar-oldat 2 ml-éhez félkémcsOben hozzamértiik a megfeleld Osszetevoket majd a
gélre ontottiik.

Az egyes enzimek futdsi mintdzatait két fiiggetlen fehérjekivondsbol szarmazéd
mintdkkal ellendriztiik. Az egyes sdvokat és mintdzatokat mobilitdsuk szerint rendszereztiik

az abécé betliinek megfelelden, az anddhoz legkdzelebb 1€vo savtdl kezdve.

1V.3.2.3. DNS-szekvenciak vizsgalata

1V.3.2.3.1. Nukleinsavkivonas

A teljes nukleinsav izoldldsdra a Leach €s mtsai. [Leach és mtsai., 1986] A4ltal
kidolgozott mddszert alkalmaztuk. Eppendorf-csovekbe a torzsek 8 pg elporitott micéliumét
mértiik és 500 ul LETS (0,1 mol LiCl, 10 mmol EDTA, 10 mmol Tris [pH=8,0], 0,5% SDS)
pufferrel homogenizédltuk. A homogenizatumokhoz 500 ul fenol : kloroform : izoamilalkohol
25:24:1 aranyd keverékét adtuk, majd az udjabb homogenizaldst kovetéen 10 percig
centrifugaltunk 12000 rpm-es fordulattal. A feliiliszéhoz 700 ul kloroformot mértiink, majd a
keverés utdn udjra centrifugdltuk az eldzdek szerint. A feliilliszéban 1évé nukleinsavakat
kétszeres térfogati 96%-os etanollal kicsaptuk, majd 20 percig -20°C-on inkubdltuk. Ujabb
centrifugaldsi 1€pést (10 perc, 12000 rpm) kovetden a feliilisz6 leontése utdn a csapadékot
500 ml 70%-o0s etanollal mostuk, majd 10 perc liofilizdlds utdn a mintdkat 300 ml TE
pufferben (0,121% Tris [pH= 8,0], 0,037% EDTA) vettiik fel.
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3. tablazat. Az elektroforézis sordn vizsgalt intracellularis enzimek.

Enzim

Rovidités E.C. szam

Eljaras

6-Foszfogliikonét
dehidrogenaz

6PGDH

1.1.1.44

0,6 ml Tris, (pH=8,0)

1,5 ml NADP

6 csepp 6-foszfogliikonsav
6 csepp MgCl,

S csepp MTT
5 csepp PMS
2 ml agar

Akonitaz

ACN

4.2.1.3

16 csepp cisz-akonitsav (pH 8,0)
1,5 ml NADP

6 csepp MgCl,

5 csepp MTT

5 csepp PMS

10 ul izocitrat dehidrogendz

2 ml agar

Gliik6z-6-foszfat
dehidrogenaz

G6PDH

1.1.1.49

0,6 ml Tris, pH=8,0

1,5 ml NADP

12 csepp D-gliik6z-6-foszfat
6 csepp MgCl,

S csepp MTT

5 csepp PMS

2 ml agar

Gliik6z -6- foszfat izomeraz

GPI

5.3.1.9

1,0 ml Tris, pH=8,0

1,5 ml NAD

5 csepp frukt6z-6-foszfat
S csepp MTT

5 csepp PMS

10 pl gliik6z-6-foszfat
dehidrogendz

2 ml agar

Glicerol-3- foszfat
dehidrogenaz

GPDH

1.1.1.8

1 ml D-frukt6z-1,6-difoszfat oldat
1,5 ml NAD
5 csepp Na,HAsOq

5 csepp MTT
5 csepp PMS
2 ml agar

Malat dehidrogendz

MDH

1.1.1.37

1,0 ml Tris, pH=8,0

1,5 ml NAD

13 csepp DL-almasav oldat (pH=8)
5 csepp MTT

5 csepp PMS

2 ml agar
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Enzim

Rovidités

E.C. szam

Eljaras

Peroxidaz

PRX

1.11.1.7

2,0 ml 0,02M Na,HPO, (pH=7,5)
4 csepp H,O; oldat (1%-0s)

8 csepp o-dianizidin

2 csepp MnCl,

2 ml agar

Peptiddz A (Gly-Leu),
Peptiddz B (Leu-Gly-Gly),
Peptidaz D (Phe-Pro)

PEP A, B,
D

3.4.11/13

2.0 ml 0.02M Na,HPO. (pH=7.5)
4 csepp peroxidaz

8 csepp o-dianizidin

2 csepp MnCl,

8 csepp dipeptid (15 mg/ml)
4 csepp L-aminosav oxidédz
2 ml agar

Foszfogliikomutaz

PGM

5422

1,0 ml Tris, pH=8,0
1,5 ml NAD
5 csepp MgCl,

5 csepp gliik6z-1-foszfat oldat
5 csepp MTT

5 csepp PMS

20 ul gliik6z-6-foszfat
dehidrogeniz

2 ml agar

Shikimat dehidrogendz

SKDH

1.1.1.25

1,0 ml Tris, pH=8,0

13 csepp shikimat oldat
1,5 ml NADP

5 csepp MTT

5 csepp PMS

2 ml agar

Szukcinat dehidrogenéz

SUD

1.3.99.1

1,0 ml Tris, pH=8,0

13 csepp dinétrium-szukcinét oldat
4 csepp ATP oldat

1,5 ml NAD

5 csepp MTT

5 csepp PMS

2 ml agar
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4. A. tablazat. Az elektroforézis soran haszndlt vegyszerek és oldatok.

Koncentracié  Sigma-Aldrich

Vegyilet (mg/ml) kat. szam
NAD 2 N-7381
NADP 2 N-0505
6-foszfogliitkonsav 20 P-7877
MgCl, 20 449172
MTT 10 M-2128
PMS 2 P-9625
cisz-akonitsav 10 A-3412
D-gliik6z-6-foszfat 20 G-7879
frukt6z-6-foszfat 20 F-3627
D-frukt6z-1,6-difoszfat 100 F-0377
Na,HAsOy4 10 A-6756
DL-almasav 70 M-153
o-dianizidin 4 D-3252
MnCl, 20 244589
gliik6z-1-foszfat 50 G-7000
shikimat 100 S-5375
ATP 10 A-5394
dinatrium-szukcinat 20 W-327700

4. B. tablazat. Az elektroforézis sordn haszndlt enzimek.

Enzimek Koncentracié Sigma kat. szam
(unit/ml)
izocitrat dehidrogendz 50 1-1877
gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz 300 G-5885
peroxidaz 1000 P-8125
L-aminosav oxidaz 10 A-5174

A 3. és 4. tablazat rovitései: ATP (adenozin-trifoszfat), PMS (fenazin-metaszulfat), MTT (metiltiazolil-difenil-

tetrazolium-bromid), NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid), NADP (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat).
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1V.3.2.3.2. PCR-reakciok

Az ITS 1-2 (internal transcribed spacer) €s az 5,8S rRNS régidkat tartalmazé magi
rDNS szakasz amplifikdlasdhoz PCR (polymerase chain reaction) technikét alkalmaztunk. A
reakci6 sordn 5’ primerként az ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’), 3’ primerként az
ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) oligonukleotidokat hasznaltuk [White és mtsai.,
1990]. Az 50 pl térfogatd reakcidelegy 1,25-1,25 pl primert, Sul 10-szeres toménységii
reakcidpuffert (500 mM KCI, 100 nM Tris-HCI [pH=9,0], 1% TritonX 100 - ZENON), 5 ul
25 mM-os MgCl, oldatot (ZENON), 0,5 ul 5 Unit/ml-es Tag DNS-polimerazt (Dupl-a-Taq"™
- ZENON), 5 ul dNTP mixet (Promega), 5 pul templat DNS-t és 27 ul bidesztillalt vizet
tartalmazott.

A reakcié megfelel6 homérsékleti 1épéseinek biztositdsira T3 Thermocycler
(Biometra) PCR-késziiléket alkalmaztunk. A reakcié sordn a kezdeti denaturacié (94°C, 5
perc) utdn a 35 ciklusba foglalt denaturdcids (94°C, 1 perc), primer bekotddési (annealing;
48°C, 1 perc) és lancpolimerizécids (72°C, 2 perc) 1épések kovetkeztek majd egy végsod

polimerizacios 1€pés (72°C, 7 perc).

1V.3.2.3.3. Elektroforézis és szekvencia meghatarozas

A PCR-termékek 5 pl-ét 2 pl futtaté (loading) oldathoz (0,1% etidium-bromid, 0,1%
bréomfenolkék) adtuk hozzd és 0,5 mg/l etidium-bromidot tartalmazd, 1,5%-os agardz
minigélekre vittiikk, majd 1 6rdig elektroforetizaltuk 1 x TBE pufferben (1% Tris [pH 8,0],
5,5% boérsav, 0,1% EDTA-Na,). Az elektroforézis utdn a gélben 1évé DNS fragmenteket UV-
fényben vizsgaltuk. A fenmarad6 PCR-termékeket (20 pl) GenElute PCR Clean-Up kit
(Sigma) segitségével tisztitottuk és BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Termék szdm: 4337456) alkalmazdsaval Applied Biosystems 3730x] DNA
Analyser késziiléken szekvendltattuk. A kapott szekvencidkat a FinchTV v.1.3.1 (Geospiza
Inc.) programmal analizdltuk és feltoltottik a GenBank internetes adatbdzisaba

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

27



1V. Anyagok és modszerek

IV.4. Extracellularis enzimaktivitasok mérése

Az extracelluldris enzimaktivitisok mérésére paranitrofenol- €s paranitroanilin
tartalmi kromogén szubsztratokat (Sigma) hasznaltunk (5. tablazat). A szubsztratokat 1 ml
dimetil-szulfoxidban oldottuk fel és a koncentraciot desztillalt vizzel 200 pug/ml-re allitottuk
be. A fermentlevek 100 pl-ét 100 pul szubsztratoldattal inkubéltuk mikrotiterlapokon 2 6rdn at
35 °C-on, majd Labsystems Uniskan II mikrotiterlap-spektrofotométer segitségével
meghataroztuk a mintdk optikai denzitdsat 405 nm-en. A kontroll reakciéelegyben 100 pl
desztillalt vizet adtunk a mintdkhoz. A paranitrofenil szubsztratok alkalmazisa esetén a
mérések eldtt az enzimreakcidkat 50 wl 10% Na,CO; hozzdaddsaval allitottuk le. Az egyes
méréseket haromszor végeztiik el. Az enzimaktivitdsok értékeit unit-ban (U) allapitottuk meg,
1 U az az enzimmennyiség, amely 1 nmol/ml p-nitro-fenol vagy p-nitro-anilin felszabadulasat

katalizélja 1 perc alatt 35 °C-on.

IV.5. Részleges antibiotikum-tisztitas és biolégiai aktivitas-vizsgalat

Az eldzetes tesztelések sordn a IV.2.5. részben leirtak szerint el0készitett 3 Gram-
pozitiv, 2 Gram-negativ baktérium €és 4 ndvénypatogén gombatorzs tiplemezeibe 5 mm
atmér6ju lyukakat furtunk steril lyukfirdval, melyekbe a &szi biza gyokerérdl izolalt
Trichoderma torzsek fermentleveinek 40 pl-ét pipettdztuk. A tdplemezeket 25 °C-on
inkubaltuk.

A kivélasztott termeld torzsek tenyészeteit Whatman No. 1 szlirépapiron vdkuum-
szurtiik. A sziirletet liofilizaltuk, metanolban 10-szeresre toményitettiik, majd ennek 10 pl-ét
teszteltiik a bioldgiai aktivitdsra az el6zdek szerint.

Az extraktumok vékonyréteg-kromatografids vizsgalatat Kieselgel 60 F254 szilika
lapokon végeztiik, mobil fazisként kloroform/metanol/ecetsav/viz (65/25/4/3) olddszerek
elegyét hasznaltuk, a foltokat UV-fényben és anizaldehid reagens
(anizaldehid/kénsav/ecetsav-1/0,5/20)  segitségével  vizsgdltuk. A  kapott  foltokat

visszaoldottuk 30ul metanolban €s teszteltiik a bioldgiai aktivitést.
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5. tablazat. A vizsgalt extracellularis enzimek és a mérések soran alkalmazott szubsztratok.

Szubsztrat Enzim E.C.szam Rovidités
N-acetil-Leu-p-nitroanilid kimoelasztiz-tipusu proteaz EC 3.4.21.- CEP1
N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Leu- kimoelasztaz-tipusu proteaz EC 3.4.21.- CEP2
p-nitroanilid
N-o-benzoil-DL-Arg-p- tripszin-tipusu proteaz EC3.4.21.4 TRP1
nitroanilid
N-benzoil-Phe-Val-Arg-p- tripszin-tipusu proteaz EC3.4.21.4 TRP2
nitroanilid
N-benzoil-L-Tyr-p-nitroanilid kimotripszin-tipust proteaz EC3.4.21.1 CTPI
N-szukcinil-L-Phe-p- kimotripszin-tipust protedz EC3.4.21.1 CTP2
nitroanilid
N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe- kimotripszin-tipusu proteaz EC3.4.21.1 CTP3
p-nitroanilid
L-Leu-p-nitroanilid Leu-aminopeptidaz EC3.4.11.1 LPEP
p- nitrofenil-N-acetil-B-D- B-1,4-N-acetil-gliik6zaminiddz EC 3.2.1.52  NAG
gliik6zaminid
p-nitrofenil-o-D-gliikozid a-gliikkozidaz EC3.2.1.20 oGLU
p-nitrofenil-B-D-gliikozid B-gliikozidaz EC3.2.121 BGLU
p-nitrofenil-B-D- -galaktozidaz EC3.2.1.23 BGAL
galaktopiranozid
p-nitrofenil-B-D-xilopiranozid B-xilozidaz EC3.2.1.37 BXYL
p-nitrofenil-B-D-cellobiozid  cellobiohidrolaz EC3.2.1.150 CBH

IV.6. Nemesités

IV.6.1. UV-fénnyel szembeni érzékenység meghatarozasa

A T334-es Trichoderma torzs 10000 konidium/ml-es szuszpenziéjait 30 ml
élesztOkivonatos tdptalajt tartalmazé taplemezre szélesztettiik. A leoltott tdplemezeket
beszaradds utan kiillonboz6 ideig (0-60 s) UV-sugarzdsnak tettiik ki, 23 cm magassagban 1évo
Phillips 15W-o0s germicidldampaval, majd a besugarzott csészéket 25 °C-on négy napig
inkubdltuk. Az UV-kezelés nélkiili kontroll csészén szdmolt telepszamot 100%-nak tekintve
kiszamoltuk a talélési szdzalékot az egyes kezelési idok esetében. A késObbi kisérletekben a
sugarzas idotartamat ugy valasztottuk meg, hogy a tulélési szdzalék a 10-30%-os
tartomanyban legyen, a szuszpenzid sejtkoncentracigjat pedig ugy allitottuk be, hogy az egy

csészén novo telepek szama hozzavetdlegesen 30 db legyen.
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1V.6.2. A p-fluor-fenilalanin érzékenység vizsgalata

Téptalajhigitdsos moddszerrel kiillonbozd koncentracidja (0-1000 pg/mol) p-fluor-
fenilalanin (pFFA) tdplemezsorozatot (0,5% gliikéz, 0,5% (NH4)>SO4, 0,5% KH,;PO4, 0,1%
Mg SO, x 7TH,0, 0,5% glutamin, 2% agar, 0,01% sztreptomicin, desztillalt viz) készitettiink.
A kiilonbozé pFFA-koncentracidju taptalajokat Petri-csészékbe oOntottiilk, majd pontoltassal
rdoltottuk a T334-es torzs konidiumait és 72 6ra inkubacié utdn mértiik a telepdtméroket. A
kés6bbi nemesitési kisérletekben, a pFFA-érzékenységi gorbe alapjan (32. abra) az aminosav-

analégot 300 pl/ml-es koncentracidban adtuk a taptalajokhoz.

IV.6.3. Mutansok izolalasa

A morfoldgiai mutdns torzsek esetében a kompakt novekedésii telepeket - melyeknél
mikroszkoppal vizsgdlva a hifaelagazasok kisebb tavolsagokban helyezkedtek el a vad
torzshoz képest -, mig a pFFA-rezisztens mutdnsok esetében a jol novo telepeket korbevagtuk,
€s az agarkoronggal egyiitt szélesztettiik élesztOkivonatos tdptalajt tartalmazé csészékre. A

tiszta mutanstenyészeteket a masodik, harmadik szélesztéseknél sikeriilt Iétrehozni.

IV.7. Sephadex G-100 oszlopkromatografia

A réazatott tenyészeteket vattdval bélelt iivegtolcsér segitségével centrifugacsébe
szlrtik, és 10 perc 6000 rpm-es centrifugéldst kovetden a feliiliszot liofilezd talcdba
gyujtottiik. Fagyasztds, majd egy €jszakdn at tartd liofilezés utdn a szaritott anyagot 10 ml
desztillalt vizben oldottuk fel, és a felhaszndldsig — 20 °C-on taroltuk. A liofilezéssel
tizszeresére toményitett fermentlevek 2 ml-ét Sephadex G-100 gélt tartalmazé K 90
(Pharmacia) kromatogréfids oszlopra (0,9 x 60 cm) vittiik fel. Eluensként 0,01% MgCl,-ot és
0,1% NaCl-ot tartalmazé oldatot haszndltunk. A minta teljes atfolydsa utdn a 10-10 cseppet
tartalmazé frakciokat —20°C-on taroltuk. Az enzimaktivitisok mérései a I'V.4. fejezetben leirt
moédon torténtek. Az aktivitdscsucsoknak megfeleld frakcidtartomanyokra meghataroztuk a

megoszlasi koefficiens (K,y) értékét:

Ve-VO

R
t 0

ahol V. az elucios térfogat (megfeleld frakcié szdma X 1 frakcié térfogata [0,52 ml]), Vo a

kizarasi térfogat (6,24 ml), V,pedig a gélagy ossztérfogata (35,6 ml).
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Az aktivitdscsicsoknak megfeleld hozzavetdleges molekulasuly-értékeket kalibracios

gorbérdl hataroztuk meg a kapott K,, értékek segitségével.

IV.8. Biokontroll vizsgalatok

IV.8.1. In vitro antagonizmus-tesztek és a Biokontroll Index meghatarozasa

A hagyomdnyos in vitro antagonizmus-vizsgilatok sordn a tesztelt Trichoderma
torzsek €s a novénypatogén torzsek 5 mm atmérdjii hifa-korongjai egymastdl pontosan 3 cm
tavolsdgban kertiltek leoltdsra a IV.2.2. részben kozolt taptalajokra. A Trichoderma torzseket
a novénypatogének leoltdsat kovetd harmadik napon oltottuk le, majd a csészéket 10 napig
inkubdltuk €s mértiik a novénypatogén torzsek telepatmérdjét. A végso telepatméro-értékeket
harom fiiggetlen mérés eredményeibdl szamoltuk.

Az altaldnos BCI moédszerének kidolgozasanal a torzsek eldtenyésztésébdl szarmazo
hifakorongok leoltdsat az elozdekben leirtak szerint végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a
Trichoderma torzseket (IV.2.2.) 24 O6raval a novénypatogén leoltdsa utdn helyeztiik a
tidplemezre. Az egyes antagonizmus teszteket minden IV.2.2. részben leirt inkubdcids
koriilmény bedllitasaval elvégeztiikk (PDA-dlland6 sotét, PDA-dlland6 fény, élesztokivonatos
tptalaj-dllando sotét, élesztokivonatos tdptalaj-dllando fény) hdrom fiiggetlen ismétlésben. Az
egyes tidplemezeken a torzsek novekedését az antagonizmus folyamata sordn 24 6ranként
digitélis fényképek készitésével kovettiik, melyhez 18 cm magassdgban rogzitett fotoéallvanyra
szerelt Kodak DX 3900 digitdlis fényképezdgépet hasznaltunk. Az eredeti, 1800 x 1200
pixeles képeket az IrfanView v3.95 (www.irfanview.com) szoftverrel 900 x 600 pixeles
felbontdsra méreteztiik at Lanczos filter [Duchon, 1979] felhaszndldsdval. A digitalis
fényképeken a Trichoderma torzsek altal elfoglalt és a mindkét gomba éltal elfoglalt teriiletet
Scion Image v.4.02 (Scion Corp., Frederick, MD, USA) program segitségével korberajzoltuk
€s megmértiik.

A torzsek antagonizmusra vald képességét dimenzié nélkiilli BCI értékekben

allapitottuk meg az alabbi képlet szerint:

a Trichoderma telep teriilete

100
a Trichoderma és a patogén altal elfoglalt teriilet X

BCI=

A modszer kidolgozéasat kovetéen a BCI értékeket az egész Oszi buza gyokerérol

izolélt Trichoderma populécidra elvégeztiik 10 napos inkubdcids idével, dlland6 fényben.
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IV.8.2. Médositott agresszivitas tesztek

Kisérleteink sordn az eredeti Fusarium torzsekre Mesterhdzy altal kidolgozott
[Mesterhdzy, 1985] agresszivitdsi teszteket mdoddositottuk. A Fusarium tenyészeteket
homogenizéiltuk (Mechanika Precyzyjna, Homogenizer type 3), majd a zizalékba steril 9 cm-
es szlirdpapirkorongokat (Schleicher & Schnell, Németorszag) aztattunk €s 12 6rdig 25 °C-on
inkubdltuk. A hifazizalékot tartalmazé szlirépapirkorongokat kettesével Petri csészékbe
helyeztik. A IV.23. 1rész szerint elddllitott Trichoderma torzsek 10 ml
konidiumszuszpenzidiban és a kontroll csésze esetében desztillalt vizben 50-50 darab
blizaszemet csavaztunk egy é&jszakdn 4at, majd a szemeket 25-0sével az eldkezelt
szliropapirokra helyeztiik. A csészéket 25 °C-on 4 napig inkubdltuk, a megfeleld nedvességet
naponta 2 ml/csésze steril desztilldlt viz hozzdaddsdval biztositottuk. A kisérletet két

parhuzamossal végeztiik és az értékelés sordn a csirdzott biizaszemeket szamoltuk.

IV.9. Az adatok elemzése

IV.9.1. Filogenetikai elemzések
IV.9.1.1. A cellul6z-acetat izoenzim-elektroforézis validalasa

Az izoenzim-adatokbdl bindris matrixot képeztiink az adott mobilitdsndl taldlhatéd
savok megléte (1), vagy hidnya (0) szerint. Az egyezési koefficiensek (simple matching
coefficient) felhaszndldsdval tavolsdg matrixot készitettiink, majd a bootstrap-értékeket
[Felsenstein, 1985] 1000 ismétlésbol szamoltuk a PHYLTOOLS [Buntjer, 1997] program
segitségével. A legkozelebbi szomszéd (neighbor-joining) mddszer [Saitou és Nei, 1987]
alapjan késziilt filogenetikai fat a PHYLIP (v.3.57c) programcsomag NEIGHBOR és
CONSENSE programjainak [Felsenstein, 1995] felhasznaldasdval hatdroztuk meg.
Kiilcsoportként a 7. koningii 043.99 torzset alkalmaztuk. Az ITS-szekvencidkat a GenBank
adatbazisbol gyijtottik (1. melléklet). A szekvencidkat a CLUSTAL X 1.83 szoftverrel
illesztettiik [Thompson és mtsai., 1997], majd manudlisan korrigaltuk az illesztést a Genedoc
(v2.6) programmal [Nicholas és Nicholas, 1997]. A filogenetikai fit a CLUSTAL X

programmal készitettiik, a bootstrap-értékeket 1000 ismétlésbol szamitottuk.
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1V.9.1.2. Az izolalt Trichoderma torzsek filogenetikai analizise

1V.9.1.2.1. Izoenzim-mintazatok filogenetikai analizise

Az izoenzim-adatokbodl bindris matrixot képeztiink az (IV.9.1.1.) részben leirt mddon,
€s ezt hasznaltuk fel a legkozelebbi szomszéd €s a parszimdnia-analizisek sordn. A bootstrap-
értékek szamitdsdhoz az 1000 szdrmaztatott matrixot a Linux alapi PHYLIP (v.3.65)
programcsomag [Felsenstein, 2005] SEQBOOT programjaval készitettiik. Az elsé mddszer
sordn az egyezési koefficiensek (simple matching coefficient) felhaszndldsaval a tavolsag
matrix eldallitdsara a PHYLTOOLS programot hasznaltuk, majd a I'V.9.1.1. részben foglaltak
szerint futtattuk a tovdbbi szamolasokat.

A parszimOnia-analizis sordn a szarmaztatott matrixokat a PARS programmal
elemeztilk a Wagner-algoritmus szerint [Eck és Dayhoff, 1966; Kluge és Farris, 1969].
Mindkét esetben a konszenzus filogenetikai fait a CONSENSE programmal hoztuk 1étre.

IV.9.1.2.2. ITS 1-2 szekvenciaadatok filogenetikai analizise

A szekvencidkat a CLUSTAL X 1.83 szoftverrel illesztettiik, manuélisan korrigaltuk
az illesztést a Cinema 5 v. 0.2.1 beta (Utopia) programmal, majd teszteltiik az EMBOSS (v.
3.0.0.) programcsomag [Rice és mtsai., 2000] PLOTCON szoftverével. Az illesztésekbdl
tavolsdgokat szdmoltunk a DNADIST, majd 1000 ismétlést generdltunk a SEQBOOT
programmal, melyeket a legkozelebbi szomszéd és a parsziménia analizisekben 1is
felhaszndltunk. Az eloébbit a NEIGHBOR programmal végeztik az izoenzim-adatok
analizisénél leirtak szerint, mig az utébbi esetben a DNAPARS programot hasznéltuk. A
konszenzus filogenetikai fakat a CONSENSE programmal szdmoltuk ki.

A Bayesian-analizist a MrBayes (v.3.1) [Huelsenbeck és Ronquist, 2001; Ronquist és
Huelsenbeck, 2003] programmal végeztiik a rates=invgamma, nst=6 lset, ngen=7000000,
samplefreq=100 mcmc paraméterekkel. Az adatok elemzésénél a lancok felflitése miatt az

elsé 17500 lancot nem vettiik figyelembe (sump burnin=17500; sumt burnin=17500).

1V.9.1.2.3. Az izoenzim mintazatok és az ITS 1-2 szekvencia-adatok egyiittes elemzése

Az egyiittes analizist a Bayesian mddszerrel végeztiik a MrBayes (v.3.1) [Huelsenbeck
€s Ronquist, 2001; Ronquist és Huelsenbeck, 2003] programmal. A beviteli NEXUS file-t
[Maddison és mtsai., 1997] az alabbi sorokkal egészitettiik ki:
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begin mrbayes;

charset ITS = 1-419;

charset rest = 420-457;

partition favored = 2: ITS, rest;
set partition = favored;

end.
Az analizis sordn az Iset applyto=(1) nst=6 rates=invgamma, lIset applyto=(2)
rates=equa  coding=noabsencesites, unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all)

pinvar=(all), prset applyto=(all) ratepr=variable paramétereket alkalmaztuk.

1V.9.2. Statisztikai analizisek

Az in vitro antagonizmus €s a mért konstitutiv extracelluléris enzimaktivitdsok kozotti
kapcsolatokat regresszidés faanalizissel vizsgédltuk, ahol a magyardazé valtozok az
extracellularis enzimaktivitdsok, mig a magyardzott valtoz6 az antagonizmus volt. Mivel a
Trichoderma és a Fusarium altal elfoglalt teljes teriilet szignifikdnsan nem valtozott a
kiillonbozd izoldtumok esetében, az analizisben a Trichoderma torzsek éltal elfoglalt
teriiletértékek atlaganak logaritmusat hasznaltuk fel, hogy az adatok eloszldsa jobban
kozelitsen a normdl eloszldshoz (minimal t4ptalaj: Pearson’s r=0,15, d=90, p=0,15;
élesztokivonatos tdptalaj: r=-0,013, d=90, p=0,90). A deviancidk alapjan a ,raforditas-
Osszetettség” (cost-complexity) modell alkalmazdsaval a regresszids fakrdl elhagytuk a
kevésbé jelentds particiondldsbol szarmazd 4dgakat. Az analizist az R v.2.0.1 [R
Developmental Core Team, 2004] szoftver TREE csomagjdval végeztiik [Ripley, 2005].

Az R v.2.0.1 szoftver STATS csomagjaval vizsgaltuk a korrelaciét az egyes mért

adatsorok kozott, és a tobbdimenzids skalazast is ezzel a csomaggal hajtottuk végre.

1V.9.3. Diverzitas

A Shannon-féle diverzitdsi indexet [Shannon, 1948] hasznaltuk az izoldtumaink faji
diverzitdsdnak jellemzésére az egyes mintahelyeken ¢és a dél-magyarorszagi teljes
mintaszdmra. Az index figyelembe veszi a fajok szamat €s azok relativ abundancidjat is az
alabbi képlet szerint:

k
H=-2pInp,
ahol H a diverzités értéke, p; az i-edik csoport el6forduldsdnak valdszinlisége, amit a relativ

gyakorisaggal (a csoporthoz tartozé egyedek szama / az 0sszes egyed) kozelitettiink.
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V. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
V.1. A Trichoderma torzsek izolalasa
Széaztizenhat Trichoderma torzset izoldltunk 5 dél-magyarorszdgi mezdgazdasagi
teriilet 18 mintavételi helyérél 2002. janudrjaban (6. tablazat). Az izolalas kozvetleniil a 6szi

bliza gyokerérol tortént.

6. tablazat. Az izolalt Trichoderma torzsek mintavételi helyek szerinti eloszldsa.

. PR (re en: Torzsek -
Foldrajzi hely Mintaveteli Izolalt’torzsek mintavételi helyek
helyek szama .
aranya

Algyo 1 7 7
Deszk 1 5 5

3 5

4 5

5 5
Kunszentmiklos 1 15 10,5

2 6
Ruzsa 1 11 5,8

2 1

3 2

4 8

6 11

7 2
Tiszasziget 1 5 6.6

2 6

3 11

4 5

5 6

A talajmintakbdl valé izoldlds sordn a gyorsan ndovO jaromspords gombdk sok esetben
lehetetlenné teszik az egyes fonalasgomba telepek felismerését a tdplemezeken, azonban az
alkalmazott Rose Bengal tartalmu taptalaj j61 haszndlhaténak bizonyult a Trichoderma torzsek
izolalasara (2. dbra). Az izolalt torzsek szama a Kunszentmiklés 1 mintavételi helyen volt a
legnagyobb (15 db) a Rizsa 2 mintavételi helyen a legkisebb (1 db). Az &tlagos, egy

mintavételi helyre esd izolaitumok szdma 6,4 volt. Az izoldtumszadm — mintavételi hely ardny a
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kunszentmiklési mezdgazdaséagi teriileten volt a legnagyobb (10,5), a deszki teriileten (5)

pedig a legkisebb.

2. abra. Trichoderma torzsek izoldlasa 0szi biza gyokerérol.

V.2. Izolalt Trichoderma torzsek taxonémiai vizsgalata

V.2.1. Morfolégiai fajazonositas

A morfoldgiai kulcsok alapjdn 89 izoldtumot, az izoldtumok 76,7 %-at azonositottuk
fajszinten. A hatarozas szempontjabol a leghasznalhatobb morfologiai bélyegeknek a telepek
sugara PDA-n és SNA-n 35°C-on, a telepmorfoldgia, a konidioférok és fialidok habitusa, a
konidiumok alakja és a pusztuldk esetleges eloforduldsai bizonyultak. Az izolatumok PDA-n

és SNA-n mért telepeinek sugarait a 7. tablazatban foglaltuk ossze.
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7. tablazat. Az izolalt torzsek telepeinek sugarai a hatarozashoz hasznalt taptalajokon.

Telep sugara

Telep sugara

(mm) Morfolégiai (mm) Morfolégiai
Torzsszam ———— faj Torzsszam ———— faj
PDA SNA PDA SNA
35°C 35°C 35°C 35°C
SZMC 1600 48 19 T. harzianum SZMC 1628 55 24 -
SZMC 1601 54 42  T. harzianum SZMC 1629 30 24 T. harzianum
SZMC 1602 48 39 T. harzianum SZMC 1630 54 31 T. harzianum
SZMC 1603 24 42 T. virens SZMC 1631 2 4 -
SZMC 1604 24 38 T.virens SZMC 1632 29 26 -
SZMC 1605 33 20 T. virens SZMC 1633 33 29 T. harzianum
SZMC 1606 54 39 T. harzianum SZMC 1634 53 33 T. harzianum
SZMC 1607 2 5 T. atroviride SZMC 1635 34 32 T. harzianum
SZMC 1608 21 22 T. harzianum SZMC 2636 55 34 T. harzianum
SZMC 1609 2 5 T. atroviride SZMC 2637 52 30 T. harzianum
SZMC 1012 78 66 T. longibrachiatum SZMC 1638 38 32 T. harzianum
SZMC 1610 6 8 - SZMC 1639 55 25 T. harzianum
SZMC 1611 2 2 T atroviride SZMC 1640 29 22 T. harzianum
SZMC 1612 25 16 T. harzianum SZMC 1641 48 24 T. harzianum
SZMC 1613 5 5 - SZMC 1642 52 40 T. harzianum
SZMC 1614 4 5 T. atroviride SZMC 1643 36 34 T. harzianum
SZMC 1615 2 5 T. atroviride SZMC 1644 53 24 T. harzianum
SZMC 1158 78 66 T. longibrachiatum SZMC 1645 3 5 -
SZMC 1616 33 38 T. virens SZMC 1646 3 2 T. atroviride
SZMC 1159 78 58 T. longibrachiatum SZMC 1647 55 16 T. harzianum
SZMC 0559 55 42 T. harzianum SZMC 1648 14 18 -
SZMC 1617 6 5 - SZMC 1649 48 25 -
SZMC 1618 1 5 - SZMC 1650 47 38 T. harzianum
SZMC 1619 54 33 T. harzianum SZMC 1651 39 42 T. virens
SZMC 1620 33 41 T. harzianum SZMC 1652 38 32 T.virens
SZMC 1621 32 41 T. virens SZMC 1653 14 10 -
SZMC 0931 21 35 T. virens SZMC 1654 3 4 -
SZMC 1622 50 45 T. harzianum SZMC 1655 51 24 T. harzianum
SZMC 0560 53 48 T. harzianum SZMC 0566 53 40 T. harzianum
SZMC 1623 54 41 T. harzianum SZMC 1656 4 6 -
SZMC 1624 36 38 T.virens SZMC 1657 22 18 -
SZMC 0886 78 65 T. longibrachiatum SZMC 1658 3 6 -
SZMC 1625 29 35 T. virens SZMC 1659 1 5 -
SZMC 0887 75 62 T. longibrachiatum SZMC 1660 8 18 -
SZMC 1626 55 40 T. harzianum SZMC 1661 2 5 -
SZMC 1627 3 5 T. atroviride SZMC 1662 3 5 -
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Telep sugara Telep sugara

(mm) Morfolégiai (mm) Morfolégiai
Torzsszam ———— faj Torzsszam ——— faj
PDA SNA PDA SNA
35°C 35°C 35°C 35°C

SZMC 1663 3 2 T atroviride SZMC 1683 40 26 T. virens
SZMC 1664 51 36 T. harzianum SZMC 1684 33 32 T.virens
SZMC 1665 49 32 T. harzianum SZMC 1685 33 38 T. virens
SZMC 1666 42 12 - SZMC 1686 40 36 T.virens
SZMC 1667 38 20 T. harzianum SZMC 1687 3 5 T. atroviride
SZMC 1668 48 35 T. harzianum SZMC 1688 43 35 T.virens
SZMC 0561 41 34 T. virens SZMC 0930 51 13 -
SZMC 1669 4 5 - SZMC 1689 55 43 T. harzianum
SZMC 1670 35 33 T virens SZMC 1690 54 38 T. harzianum
SZMC 1671 39 37 T. virens SZMC 1691 38 34 T. virens
SZMC 1672 32 36 T.virens SZMC 1692 42 35 T. virens
SZMC 0919 50 37 T. harzianum SZMC 1693 29 24 -
SZMC 1673 39 41 T. harzianum SZMC 1694 34 31 T. virens
SZMC 1674 32 25 T. harzianum SZMC 1695 24 32 T. virens
SZMC 1675 38 38 T. virens SZMC 1696 38 36 T. virens
SZMC 1676 35 31 T. harzianum SZMC 1697 39 33 T. virens
SZMC 1677 53 42 T. harzianum SZMC 1698 54 34 T. virens
SZMC 1678 29 35 T. harzianum SZMC 1699 38 33 T. virens
SZMC 1679 6 15 - SZMC 1700 41 34 T. virens
SZMC 1680 55 40 T. harzianum SZMC 1701 33 31 T. virens
SZMC 1681 34 33 T virens SZMC 1702 2 4 -
SZMC 1682 28 37 - SZMC 1703 3 5 -

A meghatdrozott izolatumok koziil 44 a T. harzianum fajba tartozott. A PDA-n a mért
telepsugarak 21-55 mm kozé, mig SNA-n 16-48 mm koz€ estek, pusztuldkat nem képeztek. A
telep el0szor sarga szind, késObb sargdszold, a sarga pigment esetenként a tdptalajba is
diffunddl. A konidiofér parosan eldgazd, a fialidok hossza 6,5-6,7 um, altaldban 2-4 4ll
csigavonalban, de egyediildll6 formdjuk is megtaldlhatd; a csoportosan allok lombik alakuak,
mig az egyediilallok és a termindlisokon 1évok hosszukasak (3. abra). A zold szinli konidium
alakja gombolydedtdl tojasdadig valtozik.

Ot izoldtum 7. longibrachiatum-nak bizonyult a hatdrozds sordn. A telepsugar PDA-n

75-78 mm, SNA-n 58-66 mm volt.
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3. abra. A T. harzianum SZMC 1623 (A., F.), SZMC 1620 (B.), SZMC 1642 (C.), SZMC
1602 (D., E., H.), SZMC 1630 (G.) izoldtumok morfoldgiai képletei.

4. abra. A T. longibrachiatum SZMC 0886 (A., B.), SZMC 1012 (C., E.), SZMC 1159

(D.) izoldtumok morfoldgiai képletei.
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A T. longibrachiatum telepek felszinén a pusztuldk nem tipikusan, de megjelenhetnek
apro bolyhok (<0,5 mm) form4jdban, a konidiumok 35 °C-on 1 nap mulva elboritjak a telepet
sotétzold konidium-pédzsitot képezve, amely vattaszerli, fehér foltokkal tarkitott. A pazsit
felszinén alig észrevehetd sdrga hifaszovedék lathatd. A konidiofdrra jellemzd az erdsen
fejlett centrdlis tengely, amely cstcsi részen hosszabb, parosan eldgazé dgakat tartalmaz. A
fialidok a mésodlagos dgakrol erednek, de interkalarisan gyakoriak, magdnyosan, esetleg laza
orvekben dllnak (4. abra). Hosszuk 2,2-17,2 um, alakjuk hengeres, amely lehet egyenes vagy

gorbe, esetleg kampds. A z6ld szinli konidiumok alakja a lekerekitett téglalaptdl az ellipszisig

valtozik.

P

S. abra. A T. virens SZMC 1621 (A., B.), SZMC 0561 (C., E., F.), SZMC 1684 (D.),
SZMC 1670 (G.) izoldtumok morfoldgiai képletei.

A morfoldgiai vizsgalatok sordn 31 izoldtumot 7. virens-nek azonositottunk. A telepek
sugarai PDA-n 21-43 mm, SNA-n 20-42 mm voltak, pusztuldkat nem képeztek. A
konidioférok Gliocladium-tipustiak, a légmicéliumokrdl csoportosan erednek, a csucs felé

eldgazdak. Az dgak végén csoportosan (3-6), ujjszertien erednek fialidok, melyek csak ritkan
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allnak maganyosan vagy pdrosan (5. abra). A zold konidiumok széles ellipszis alakiak és
teljesen elboritjdk a telepet 3 nap utdn a minimal taptalajon.

A T. atroviride torzsek telepei (9 izolatum) jellegzetes ,kokusz” illatdak, a sugér
PDA-n 2-4 mm, SNA-n 2-5 mm volt. A konidiumok a telepek kdzepén diszperzen jelennek
meg 3-4 cm atmérdji korben és denz zold pusztuldkon a telep szélén. A konidiof6r tipikusan
unilaterdlis, de a pdros eldgazas is eléfordul, az eldgazasok szoge kozel 90°-0s. A 4,2-15 um
hosszi fialidok orvosen (2-4) vagy magédnyosan dllnak, melyek eredhetnek a kozponti
tengelyrdl is. Alakjuk éltaldban lombikszer(i, a termindlisokon hengeres, lehetnek egyenesek
vagy gorbék akér az egészen kampodsig (6. abra). A zold szinl konidium a gombolydedtdl a

tojasdadig véltozhat.

6. abra. A T. atroviride SZMC 1627 (A., D., C.), SZMC 1615 (B.) izolatumok morfolégiai

képletei.
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V.2.2. Molekularis taxonomia

V.2.2.1. Celluléz-acetat izoenzim elektroforézis
V.2.2.1.1. A médszer elézetes tesztelése

A modszer bevezetése sordn vizsgalatainkat kis mintaszdmmal, mar meghatarozott,
torzsgylijteményekben torzsszammal rendelkezd 10 klinikai €s 4 szaprofita Trichoderma
torzzsel kezdtiik, amelyeket sajat izoldlasbol szdrmazd, a morfoldgiai vizsgélatok soran T.
virens-nek (SZMC 0931, 0561) és T. harzianum-nak (SZMC 0559, 0560, 0566, 0919)

azonositott, illetve nem azonositott (SZMC 0930) torzsekkel egészitettiink ki.

8. tablazat. A tesztelt enzimek aktivitdsa és az elektroforetikus mintdzatok szama.

Enzim Aktivitas  Elektroforetikus mintazatok szama
6-Foszfogliikondt dehidrogenéz +
Akonitaz i
Gliik6z-6-foszfat dehidrogenéz
Gliik6z-6-foszfat izomeraz

(9

+ +
AN O\

Glicerol-3-foszfat dehidrogenaz - -
Malét dehidrogenaz - -
Peroxidaz -

Peptidaz A (Gly-Leu)
Peptiddz B (Leu-Gly-Gly)
Peptiddz D (Phe-Pro)
Foszfogliikomutaz
Shikimat dehidrogenaz - -
Szukcinat dehidrogenaz - -

Kezdetben tizenharom intracellularis enzimet teszteltiink arra nézve, hogy aktivitasuk,
és az egyes mintazatok megfeleléek-e a taxonomiai vizsgélatok céljaira (3., 8. tablazat). Hét
enzim mutatott jol lathaté, hatdrozott és jol reprodukdlhaté mintdzatot a vizsgdlt
izoldtumokban, melyek Osszesen 40 kiilonb6z6 mintdzatot és egyben bindris értéket
eredményeztek az in silico analizis szamara (8. tablazat).

A gliikk6z-6-foszfat izomeraz (GPI), foszfoglikomutiz (PGM), peptidiz A (PEP A),
peptiddz B (PEP B) és a 6-foszfogliikonat dehidrogendz (6PGDH) elektromorfjai egysavosak

voltak minden izoldtum esetében, mig a peptidiz D (PEP D) mintdzata ketté vagy harom
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savbol allt (7. abra). A glikéz-6-foszfat dehidrogenaz (G6PDH) futdsa komplex

elektromorfokat eredményezett, de a kiilonbozd hatdrozott mintdzatokat jol el lehetett

kiiloniteni.

7. abra. Cellul6z-acetat gélek GOPDH (a), GPI (b), PEP A (c), PEP B (d), PEP D (e) és PGM
(f) enzimek aktivitasara festve. ET IV: 1. oszlop (043.99); ET V: 4. oszlop (UAMH 999); ET
VII: 7. oszlop (UAMH 9573); ET VIII: 3. oszlop (CECT 2937); ET X: 2. oszlop (CECT
2412), 5-6. oszlopok (CM 382, IP 2110.92) és 8-10. oszlopok (ATCC 208859, UAMH 9515,
CBS 446.95).

A kivdlasztott enzimek interspecifikusan polimorfnak mutatkoztak a vizsgalt
populédciéban. Magas intraspecifikus polimorfizmust tapasztaltunk a 7. longibrachiatum
torzsek esetében a PEP D, a 6PGDH és a GOPDH enzimek mintdzatainak vizsgalata sordn (4,
3 és 3 elektromorf), ez azonban a PEP A, a PEP B és a GPI enzimek esetében kisebbnek
mutatkozott (2 elektromorf). A PEP D és GPI izoenzimek a T. harzianum torzsek esetében

mutattak magas intraspecifikus polimorfizmust.
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9. tablazat. Izoenzim fenotipusok és a Trichoderma torzsek elektroforetikus tipusai a 7

vizsgélt I6kuszon.

Elektroforetikus Izoenzim lokusz
tipus PGM G6PDH PEPA PEPB PEPD 6PGDH GPI

ETI1 A D A A B B A
ETII C B D B H A

ET III E C B D H C C
ET IV B A D C A C B
ETV B A D C B C C
ET VI D E E E C E E
ET VII D E C C F C D
ET VIII D C C B F B D
ET IX D F C C E D F
ET X D E B C G B F
ET XI D E C C D C F
ET XII D E C C D B F

Annak érdekében, hogy az izoenzim-mintdzatokb6l nyert eredményeket
felhasznalhassuk a késObbi taxondmiai €s filogenetikai analizisekben, meg kellett vizsgalni a
modszer nemzetségen beliili elkiilonitd erejét. Ehhez az enzimmintazatokat felhasznélva
elektroforetikus tipusokat (ET) kiilonitettiink el. A vizsgdlt populdciéban 12 ET-t tudtunk
elkiiloniteni (9. tablazat). Ezek a csoportok a kovetkezOképpen szervezodtek a fajok eredeti
leirasa szerint: ET I - T. koningii, ET II, ET IV és ET V - T. harzianum, ET 1ll - T. virens, ET
VI és ET VI - T. citrinoviride, ET VII és ET X - T. longibrachiatum, ET IX és ET XI - T.
pseudokoningii, és végiil az ET XII, amelyhez hdrom kiilonboz6 fajba tartozé izolatum is
tartozott: T. longibrachiatum, T. pseudokoningii és T. koningii. Ezek az eredmények azt
sugalltak szdmunkra, hogy vagy a mddszer alkalmatlan taxondémiai célokra a Trichoderma
nemzettségen beliil, vagy pedig azok az izolatumok, amelyek az ET VIII, IX, XI és XII-be
tartoznak, helyteleniil lettek meghatarozva, és valOszinilileg a 7. longibrachiatum faj
képviseldi.

Filogenetikai fat készitettiink az izoenzim-adatok felhasznalasaval a legkozelebbi
szomszéd moédszer alapjan (8.a. abra). A T. koningii 043.99 torzs, amely a Trichoderma
szekcid Rufa kladjat reprezentdlja a nemzetség jelenlegi fajkoncepcidja szerint [Druzhinina és
Kubicek, 2005b; Chaverri és mtsai., 2004], az izoenzim-mintazatai alapjan (ET I) teljesen

elkiiloniilt a tobbi vizsgélt izolatumtdl (7.a.-f. abra, 1 oszlop), ezért kiilcsoportnak hasznaltuk
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az analizis sordn. A vizsgalt izoldtumok két nagy klaszterbe rendezddtek a dendrogramon

(8.a. abra).

043.99 |ETI T koningii 043.99
. szmco9s0 | ET I T. brevicompactum SZMC 0930
100 SZMC 0931 | ET I T virens szmc 0931‘ o |
SZMC 0561 SZMC 0561
85
100 SZMC 0566 | ETIV SZMC 0566
SZMC 0919 8
89 . ZM 1
T harzianum S2MC 0919
% | SZMC 0559 |eTv e
| s2MC 0560 SZMC 0560
UAMH 999 [ETWI T citrinoviride UAMH 999
o 5 CECT 2606 |ET VI CECT 2037 T =
95
© —————————UAMH 9573 [ ET v ATCC 201044
CECT 2937 |ET IX CECT 2606
58
— ATCC 201044
o |ETX UAMH 7956
UAMH 7956 |ETXI CBS 446.95
88
CBS 446.95 . . CM 382
21 T longibrachiatum 1P 2110.92
IP 2110.92 UAMH 9515
UAMH 9515 ET XII ATCC 208859
ATCC 208859 CECT 2412
CECT 2412 UAMH 7955
o UAMH 7955 UAMH 9573 — 001

8. abra: (a) Az izoenzim-adatokon alapulé dendrogram a kiilonb6z6 elektroforetikus
tipusokkal. (b) ITS szekvencia-adatok filogenetikai analizisén alapul6 torzsfa. Az dgakon 1évo

szamok a bootstrap értékeket jelolik.

Az elsé klaszter 7 nem-klinikai izoldtumot tartalmazott, melyek a nemzetség
Pachybasium B szekcidjaba tartoznak: két T. virens izolatum (Virens klad, ET III), négy T.
harzianum izolatum (Lixii/catoptron klad, ET IV és ET V), a nem azonositott Trichoderma
sp. (Lutea klad, ET II). A masodik klaszter az ET VI-XlII-vel rendelkezd, Longibrachiatum
szekci6 képviseldit tartalmazta. A T. citrinoviride UAMH 999 (ET VI) kiilon dgat formalt a
csoporton beliil. Ez a klaszter tartalmazta az 6sszes T. longibrachiatum izoldtumot, valamint a
kordbban T. citrinoviride-nek leirt UAMH 9573, a T. koningii-nek leirt CM 382 és a T.
pseudokoningii-nek leirt CECT 2412, és az UAMH 7955, UAMH 7956, 1P 2110.92 és
CECT2937 torzseket. Az VII-XII elektroforetikus tipusok jol elkiiloniild csoportot alkotnak a
fan a koztiik 1év0 nagyfoku biokémiai hasonldsdgnak koszonhetden, ami alatdmasztja azt a
feltételezés, hogy a fent emlitett 5 klinikai €s két nem-klinikai izoldtum is a T.

longibrachiatum fajba tartozik.
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Hipotézisiink igazoldsdra, és a CAE modszer megbizhatésdganak maradéktalan
ellendrzésére sziikkség volt mas molekuldris taxondmiai modszer alkalmazasara. A korabbi
tanulmanyok szerint a Trichoderma nemzetség Longibrachiatum szekcidjan beliil a fajok
elkiilonitésére az ITS régidk analizise megfeleld mddszer [Kuhls és mtsai., 1997], ezért a
CAE eredmények validdldsdra a vizsgélt torzseink kordbban 4ltalunk [Kredics és mitsai.,
2003a] és Kuhls és mtsai. [1999] éltal szekvendlt ITS 1 régidit haszndltuk fel. Elkészitettiik a
torzsek ITS 1 szekvencidjan alapul6 dendrogramot (8.b. abra), amelyet 6sszehasonlitottunk
az izoenzim-adatokkal. Az izoenzim-mintdzatokon és az ITS 1 szekvencidkon alapul6
csoportok jo egyezést mutattak, a CAE eredmények viszont nagyobb felbontdst adtak a 7.
longibrachiatum fajon beliil. Elvardsainknak megfelelden a T. longibrachiatum izoldtumok jol
definidlt klasztert képeztek, amely tartalmazta azt az 6t klinikai és két nem-klinikai izolatumot
is, amelyek eredetileg nem 7. longibrachiatum-ként lettek azonositva. Els6ként alkalmaztuk
tehat a CAE moddszerét a Trichoderma torzsek izoenzimeinek analizisére, €s a kezdeti
tesztelések sordn igazoltuk, hogy a médszer j6l haszndlhaté a késObbi taxondmiai munkdk

soran, tovabba javaslatot tettiink néhdny vizsgalt izolatum reidentifikalasa.

V.2.2.1.2. Az izolalt Trichoderma torzsek izoenzim-analizise

Az ¢el6z0 részben leirtak alapjdn a teljes, 116 torzsre kiterjedd izoenzim-analizist 6t
kivélasztott enzim (10. tablazat) mintazatainak vizsgdlataval végeztiik. Az enzimek minden
esetben jol értékelhetd aktivitdsokat mutattak, a populdciéban Osszesen 38 elektromorfot
regisztraltunk (10. tablazat). Az egyes enzimekhez tartozé kiillonb6zé mobilitdsokat a 11.
tablazat és a 9. abra foglalja Ossze. A vizsgdlt populdciéban az ET XIII (32) fordult el6 a
legnagyobb szdmmal, az ide tartozé torzsek megfeleltek a morfoldgiai hatdrozds sordn 7.
harzianum-ként azonositott faj képviseldinek.

A fennmarado 11 T. harzianum torzs az I-es (1), XII-es (3), XVI-o0s (3) és XVII-es (5)
ET-kbe tartozott. A T. virens torzsek a masodik legnagyobb populédcidju XXII-es ET-be (30)
és a XXI-es ET-be (2) tartoztak. A ET XV foglalta magéba a T. longibrachiatum izolatumokat
(5),az ET IV, V, VI és VIII pedig a T. atroviride izoldtumokat. A 31 nem azonositott torzs az

izoenzim-analizis soran 14 kiilonbdz6 ET-be tartozott (9. abra).
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10. tablazat. A vizsgalt enzimek elektroforetikus mintazatainak szama.

Enzim Aktivitas Elektroforetikus mintazatok szama
6-Foszfogliikonat dehidrogenaz + 7
Gliik6z-6-foszfat dehidrogendz + 6
Gliik6z-6-foszfat izomeraz + 8
Peptidaz B (Leu-Gly-Gly) + 6
Foszfogliikomutaz + 11

11. tablazat. [zoenzim-fenotipusok és a Trichoderma torzsek elektroforetikus tipusai.

Izoenzim 16kusz Elektroforetikus tipusok
I I m v VvV VI vII VIIT IX X XI XII XII
PGM A A A A A A A B B B C C C
G6PDH A D D D D D D D E E A A A
PEP B D B B D D D E D D E C D D
6PGDH F B F B B B F B C C B F F
GPI E A A A CD C D C C D A D
Torzsek szama 1 3 4 1 3 2 1 1 2 1 1 3 32
Izoenzim Elektroforetikus tipusok
Iokusz  XIV XV XVI XVII XVIII XIX XX XXI XXII XXII XXIV XXV XXVI
PGM D E F F F G G G G H I J K
G6PDH B F A A cC A A C C A A A A
PEP B C D D F E A D E E D D D D
6PGDH A E G D G F F F F F F G G
GPI D G D D G F F B D F D G H
Torzsek 3 5 3 5 3 3 1 2 2 1 1 3 2

szama
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V.2.2.2. ITS szekvenciak analizise

A IV.3.2.3. szakaszban leirtak szerint felszaporitott ITS 1 — 5,8S — ITS 2 rRNS régiot
tartalmazé kb. 600 bp-os magi rDNS szakaszok szekvencidit hasznéltuk a taxondmiai
vizsgalatokhoz. A kiilonb6zé rDNS szakaszok szekvencia-hatdrainak megallapitdsaban (12.
tablazat) az NCBI internetes adatbazisiban (www.ncbi.nlm.nih.gov) megtalalhat6 18S, 5,8S

és 28S rRNS szekvenciak adataira tamaszkodtunk.

12. tablazat. A Trichoderma fajokra jellemz6 rDNS szakaszok szekvenciahatarai.

rDNS szakasz Szekvenciahatarok

Kezdet Vég
18S rRNS - ggatcatta
5,8S rRNS aaactttca gagcgtcattt
28S rRNS ttgacctcg -

Az irodalmi adatoknak megfeleléen [Kuhls és mtsai., 1997] a vizsgalt Trichoderma
populdcidban az 5,8S rRNS szakasz szekvencidi minden torzs esetében megegyeztek. Az ITS
1 és ITS 2 szekvencidkban jelentds kiilonbség mutatkozott, melyet fajmeghatdrozasra az
oligonukleotid-,,vonalkdd” (bar-code) azonositds sordn haszndltunk ki [Druzhinina és mtsai.,
2005a]. A ,,vonalkéd”-okon alapulé TrichOkey 1.0 program (www.isth.info) segitségével 69
izoldtumot lehetett fajszinten azonositani, melyek koziil 16 T. virens-nek, 40 T. harzianum-
nak, 4 T. brevicompactum-nak, 1 T. spirale-nek és 5 T. longibrachiatum-nak bizonyult.
Hérom izolatum, a leirds elott all6 — T. harzianum faj-aggregatumbdl kivalt — egyeldre egy
izolatum nevét viseld Trichoderma sp. DAOM 175924 csoportba tartozott. Tizennyolc torzset
csak klddszinten hatdrozott meg a modszer, melyek mind a Rufa klddba tartoztak, 29 torzs

pedig ismeretlen Trichoderma faj képvisel6jének bizonyult (13. tablazat).
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13. tablazat. Az izolatumok taxondmiai helyzete az oligonukleotid - ,,vonalk6d”-ok alapjan.

Szekcio Klad Faj Torzsszam

Pachybasium B Virens T. virens 1701, 1675, 1685, 1681, 1605,

1621, 1604, 1700, 1698, 1697,
1696, 1691, 1688, 0931, 1624,
1683

Lixii/catoptron T. harzianum 1634, 1600, 1665, 1635, 1689,
1690, 0560, 0559, 0566, 0919,
1606, 1619, 1626, 1620, 1633,
1641, 1642, 1643, 1650, 1664,
1673, 1674, 1680, 1601, 1602,
1622, 1629, 1630, 1636, 1637,
1638, 1639, 1644, 1647, 1655,
1668, 1676, 1677, 1623, 1678

Lixii/catoptron Trichoderma  sp. 1608, 1612, 1667

DAOM 175924

Lutea T. brevicompactum 0930, 1693, 1628, 1632

»Lone lineages” T. spirale 1649
Longibrachiatum - T. longibrachiatum 0887, 0886, 1159, 1158, 1012
Trichoderma Rufa Trichoderma sp. 1609, 1615, 1687, 1614, 1627,

1663, 1607, 1611, 1646, 1682,
1679, 1666, 1656, 1648, 1657,
1653, 1659, 1660

Ismeretlen Ismeretlen Trichoderma sp. 1699, 1692, 1616, 1684, 1603,
1651, 1694, 1695, 1686, 1625,
1652, 1671, 0561, 1670, 1672,
1640, 1617, 1613, 1610, 1658,
1618, 1631, 1645, 1661, 1662,
1654, 1703, 1702, 1669

A Rufa klad tagjait és az ismeretlen Trichoderma fajokat a TrichoBLAST lokalis
BLAST adatbazisdban és az NCBI BLAST adatbazisdban taldlhaté szekvencidk illesztésével
probaltuk meg azonositani, azonban ez nehézségekbe iitkozott, ahogy ez a 14. tablazatbél is
latszik. Ezek alapjan a 15 T. virens torzs faji meghatarozasa elfogadhatd, de a fennmaradé 32
izoldtum fajszintli taxonémiai helye még kérdéses maradt. Meglepd, hogy a TrichOkey 1.0
altal Rufa kladba sorolt torzsek a TrichoBLAST alapjan a Longibrachiatum szekcid T.
taiwanense fajahoz [Bissett és mtsai., 2002] tartoznak, holott mindkét szekvenciaalapu
hatarozékulcsot az ISTH iizemelteti (http://www.isth.info/). A lokdlis BLAST szerint az
egyeldre egy izolatum nevét viseld Trichoderma sp. PPRI 3559 csoporttal vald egyezés is

kérdéses, ugyanis az adatbazisban taldlhat6 ITS 1-2 szekvencia nem teljes, szdmtalan ,,N”
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bazist tartalmaz. Ezek a hidnyossagok, €s az, hogy a 15 T. virens fajba tartoz6 torzs ITS 1-2
szekvencidit nem ismerte fel a rendszer, azt mutatja, hogy az oligonukleotid ,,vonalkéd”-okon

alapul6 azonositds még tartalmaz hibakat, igy fejlesztésre szorul.

14. tablazat. A fennmaradd, nem meghatarozott izoldtumok taxonémiai helyzete

TRICHOBLAST lokalis BLAST és az NCBI BLAST adatbazisa szerint.

ISTH-lokalis BLAST NCBI-BAST Torzsszam

T. virens T. virens 1699, 1692, 1616, 1684, 1603, 1651, 1694,
1695, 1686, 1625, 1652, 1671, 0561, 1670,
1672

T. virens T. harzianum 1640

T. virens T. tomentosum 1617, 1613, 1610

T. sp. PPRI 3559 T. rossicum 1658, 1618, 1631, 1661, 1654, 1703, 1702

T. sp. PPRI 3559 T. stromaticum 1645, 1662, 1669

T. taiwanense T. atroviride 1609, 1615, 1687, 1614, 1627, 1663, 1607,
1611, 1646, 1682, 1679, 1656, 1657, 1653,
1659

T. taiwanense T. viride 1666, 1648, 1660

Az ITS 1-2 szekvencidk, az izoenzim-mintdzatok és a morfolégiai hatdrozds szerint
Osszehasonlitva az egyes taxondmiai csoportokat, azt tapasztaltuk, hogy mind a TrichOkey 1.0
szerinti T. virens izolatumok, mind a késébb BLAST adatbézis alapjan azonositott 7. virens
izoldtumok a morfoldgiai hatdrozds szerint is a 7. virens faj képviseldi, és az izoenzim-
mintdzatuk szerint a kordbban is emlitett, két jol elkiiloniild elektroforetikus tipusba tartoztak
(9. abra). Ez is alatamasztja, hogy a ,,vonalk6d”-ok alapjan nem identifikalt 15 torzs valoban
a T. virens fajba tartozik. A T. harzianum torzsek az ET 1, XII, XIII, XVII-be tartoztak, koztiik
az SZMC 1640-es izolatum is (ET XIII) amelynél a BLAST analizissel sem tudtunk konkrét
meghatdrozasig jutni.

A harom Trichoderma sp. DAOM 175924 izoldtum az izoenzim-analizis sordn is
elkiilontilt (ET XVI), de a morfologiai hatdrozds sordn tévesen 7. harzianum-ként
azonositottuk. Ez annak koszonhetd, hogy még nem leirt - a 7. harzianum-hoz kozeli - fajrol
van sz0, igy morfolégiai kulcsok sem dllnak rendelkezésre. Az ET XI és az ET XIV
tartalmazta a T. brevicompactum, az ET XV a T. longibrachiatum torzseket. Az ET XVIII-
ban j6l elkiiloniiltek a SZMC 1617, 1613, 1610 torzsek (7. virens/T. tomentosum — lokélis
BLAST/NCBI-BLAST), hasonléan az SZMC 1645, 1662, 1669 torzsekhez (ET XIX - T. sp.
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PPRI 3559/T. stromaticum). Azonban, a T. sp. PPRI 3559/T. rossicum, a T. taiwanenselT.
atroviride és a T. taiwanenselT. viride izolatumok tobb ET-hez is tartoztak, melyek kozott
atfedések is el6fordultak.

A morfoldgiai-, az izoenzim- és az ITS 1-2 szekvencia-vizsgdlatok utdn még sziikség
volt az adatok filogenetikai analizisére is, hogy a fennmarad6é 32 izolatum fajszintii

taxondmiai pozicigjat meg tudjuk hatérozni.

V.2.2.3. Filogenetikai vizsgalatok

V.2.2.3.1. Izoenzim adatok filogenetikai analizise

Az izoenzim-mintdzatok filogenetikai analizisét parsziménia és a legkozelebbi
szomszéd modszer segitségével készitettiik el. A két modszer alkalmazdsa sordn kapott
konszenzus fak jo egyezést mutattak (10. abra, 2. melléklet). A parszimdnia-analizis soran
az izolatumok két nagy klaszterbe rendezddtek. Az elsé klaszter tartalmazta a 7. virens
izolatumokat (ET XXII, XXI) és a ,,vonalk6d”-ok alapjan besorolt Rufa klad képviseldit,
melyek az izoenzim-mintédzataik alapjn is egy szubklddba rendezddtek.

A T. harzianum (ET XVII, I, XII, XIII), a 7. sp. DAOM 175924 (ET XVI), a T.
brevicompactum (ET XI, XIV) és a T. spirale (ET XXIV) izolatumok a mésodik klaszterbe
rendezddtek. A tiz nem meghatarozott torzs ET-i (XXIII, XX, XIX) egy viszonylag magas
(57) bootstrap értékkel elkiiloniild, kiillon csoportba tartoztak, amely a foleg 7. harzianum
fajokat tartalmazé kladba €kelddott.

A kladok jol elkiiloniiltek a fdn, de az izoenzim-mintdzatok alapjan készitett
dendrogram nem tiikr6zi a napjainkban elfogadott Trichoderma nemzetségen beliili
filogenetikai kapcsolatokat. A CAE-mintdzatok azonban jol definidljdk az egyes fajokat és jol
hasznalhat6ak a fajon beliili biokémiai diverzitds elemzésére, amint ezt a klinikai izolatumok

esetében is tapasztaltuk.
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10. abra. Az izoenzim adatokon alapul6 legk6zelebbi szomszéd dendrogram a kiilonb6z6
elektroforetikus tipusokkal. Az dgakon 1év6 szdmok a bootstrap értékeket, a fiiggdleges
vonalak az egyes kladokat, a szinek a szekcidkat jelolik. (piros - Longibrachiatum, kék -

Pachybasium B, z6ld — Trichoderma, fekete — nem meghatérozott)
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V.2.2.3.2. ITS 1-2 szekvenciak filogenetikai analizise

A fajazonositiasra is alkalmazott ITS 1-2 szekvencidkat haszndltuk a filogenetikai
analizisek sordn is, a taxondmiai csoportok kozott 1€v0 genetikai tavolsagok vizsgdlatara, és a
morfoldgiai-, izoenzim-, és az egyedi szekvenciaelemzések utin még nem meghatirozott
izolatumok nemzetségen beliil elfoglalt helyének megallapitdséra.

Az illesztés soran az illesztett szekvencidk hossza 419 bazisnak megfelelé konszenzus
szekvencia volt (11.abra), a kiilonb6z6 torzsekhez tartozé tényleges szekvenciahosszakat €s
az illesztés paramétereit a 3. melléklet mutatja be.

A parsziménia-analizis alkalmazdsakor az elobb emlitett konszenzus szekvencia
elemeit hasznaltuk fel, melybdl 300 konstansnak, 12 valtozénak és parszimoénia-
uninformativnak, mig 107 parszimoénia-informativnak bizonyult a szamolds sordn. Szaz
egyenrangu filogenetikai fat generdltunk a heurisztikus keresés sordn, a konzisztencia index
(CI) 0,6245, a retencids index (RI) 0,9588, a homopldzids index (HI) pedig 0,3755 volt. A
tdvolsdg matrix, a parszimdnia €s a Bayes-analizis sordn kapott fak hasonld topoldgiat

mutattak (12.abra, 4.melléklet).

CCCGAGTTTACAACTCCCAAAACCCAAATGTGAACGTTACCAAAACTGTTGCCTCGGCGG
GATCTCTTTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGATCCCAAGGCGCCCGCCGGAGGGACCA
ACCTAAAACTCTTATTGTATCTCCGTCGCGGACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATTGC
TCTGAGCCTTTCTCGGCGCCCCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCACAACCCTCGAACC
CCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGCCCTTCCTNAGCCTGGGGGGGGCCGGLCLCCC
GAAATACAGTGGCGGTCTCGCGCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCAT
CGGAGAGACCGCGGACGCGTCCCACAGGCCGTTAAACACCCCAAAAAGTTGGTGAAATG

QLSNP O v T
O L YO P
O L7 W A
ﬁm‘ U I I !

T

11.4abra. Az illesztés soran kialakult konszenzus szekvencia €s az egyes relativ poziciokban

1év6 bazisok hasonldsdganak mértéke.
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12. abra. Az ITS 1-2 szekvenciak Bayesian analizise, a kiilonb6z6 izoenzim elektroforetikus

tipusokkal. Az dgakon 1év0 szamok a bootstrap értékeket, a fiiggdleges vonalak az egyes

kladokat, a szinek a szekciokat jeldlik. (piros - Longibrachiatum, kék - Pachybasium B, zold

— Trichoderma, fekete — nem meghatarozott)
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A kapott filogenetikai fak jol egybevagnak az irodalmi adatokkal a meghatirozott
fajok tekintetében [Kullnig-Gradinger €s mtsai., 2002]. A Longibrachiatum szekcié mind ITS
1-2 szekvencidk (12. dbra), mind az izoenzim-mintdzat alapjan (10. abra) jol elkiiloniilt a
tobbi szekciotdl. A Pachybasium B szekcié két nagy klaszterben taldlhaté a fan, mely
megfelel a Kullnig-Gradinger és mtsai. [2002] altal megéllapitott B1 és B2 csoportnak. A T.
brevicompactum fajok az ITS 1-2 szekvencidk alapjan két csoportra tagozddtak, ahol az egyes
csoportok kozott a CAE-mintdzatok is kiilonbséget tettek. A 7. harzianum izoldtumok I-es,
XVIl-es, XVIII-as ET-je kiilon agon volt az ITS 1-2 filogenetikai fan is, de az ET XII, XIII és
a szekvenciacsoportok kozott atfedések mutatkoztak az egyes torzseknél.

Az SZMC 1634 torzs (ET XII) egy klaszterben volt az SZMC 1600, 1623, 1690, 0560,
1626 (ET XIII) torzsekkel, mig egy kiilon csoportot alkottak az SZMC 0566, 0919 (ET XII) és
SZMC 1677, 1678, 1674, 1647, 0559, 1676, 1673, 1642, 1601, 1639, 1602, 1643, 1637 (ET
XIII) torzsek, valamint egy djabb dgon helyezkedtek el az SZMC 1655, 1668, 1630, 1620,
1644, 1629, 1640, 1665, 1619, 1641 izolatumok (ET XIII). Hasonldkat tapasztaltunk a T.
virens fajndl is, ahol az SZMC 1699, 1700 torzsek (ET XXI) egy klaszterben voltak az ET
XXI1I izoenzim-tipusokkal, az SZMC 0931, 0561 (ETXXII) izoldtumok pedig egy oldaldgon
helyezkedtek el.

A T. harzianum faj az irodalmi adatok alapjdn is valdsziniisithetden tobb fajt
tartalmazé aggregitum, de legaldbbis tobb genotipusra tagolddik [Kullnig és mtsai., 2000;
Chaverri és mtsai., 2003a]. Megvizsgdltuk az altalunk izolalt torzseket, hogy ITS 1-2
szekvencidik alapjan melyik genotipushoz tartoznak (15. tablazat).

Az illesztés sordn az értékelésbdl ki kellett hagyni a szekvencidk els6 38 és utols6 32
nukleotidot tartalmazé részét (5 CCGA....TACC.... 3’ és 5’....ACAG....AAATG 3’), mert
szamos referencia szekvencidbdl ez a régié hidnyzott, valamint a CBS 226.95 torzs
szekvencidja tartalmazott nem meghatdrozott nukleotidokat is (K és M). A filogenetikai
elemzésbdl latszik, hogy a hazai T. harzianum fajok koziil a legtobb izolatum (14) a Kulling
€s mtsai. altal leirt, a szibériai Krasnoyarsk térségébdl izolalt 1-es genotipust reprezentdlja
(Gen 1) [Kulling és mtsai., 2000]. Nyolc izoldtum a Nyugat-Urdli (2a genotipus - Gen 2a),
két izolatum a Nepdli (2b genotipus - Gen 2b) torzsekkel mutatott egyezést. Az SZMC 1633
torzs csak egy nukleotidban tért el a Druzhinina €s mtsai. altal izoldlt DAOM 231643 torzstol
(242. pozicié G/-). Tiz izolatum az 5-0s (Gen S), 6t izolatum a 3-as és a 4-es genotipusokkal

mutatott rokonsdgot (Gen 3, 4). A hazai torzsek szdmos esetben magas bootstrap értékkel
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agaztak el (13. dabra), melyek nagyobbak, mint az egyes kordbban leirt genotipusok kozott
megtaldlhaté kiilonbségek, mutatva, hogy a magyar izoldtumok ,,magyar” genotipusokat
reprezentdlnak, melyeket eddig még nem kozoltek az irodalomban. Ezekbdl a tipusokbdl
négyet kiilonitettiink el és Har-el jeloltiik 6ket (13. abra).

A T. virens izoldtumok esetében 1is végeztink Osszehasonlité filogenetikai
vizsgélatokat az eddig kozolt szekvencidk segitségével (16. tablazat). Az illesztés sordn az
értékelésbol ki kellett hagyni a szekvencidk els6 26 és utols6 4 nukleotidjat
(5°....CCGA....CAAT....3’ és 5°....AATG....3”), mert a referencia szekvencidkbol ez a rész
hidnyzott, valamint a GL 3, GL 21, GL 20, GLi 39 torzseknél az ITS 1 - 5,8S RNS

szekvenciahatarok hibasan voltak definidlva az adatbazisban.

15. tablazat. A T. harzianum fajok felhasznalt ITS 1-2 szekvencidi.

Torzsszam Genbank Referencia

TUB F-769 AF149865 Kullnig és mtsai., 2000

TUB F-768 AF149862 Kullnig és mtsai., 2000

TUB F-776 AF149868 Kullnig és mtsai., 2000

TUB F-781 AF149870 Kullnig és mtsai., 2000

TUB F-771 AF149864 Kullnig és mtsai., 2000

CBS 226.95 AY605713 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 220786 AY 605724 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 222343 AY605735 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
DAOM 222183 AY605747 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 222149 AY605748 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
DAOM 176235 AY605751 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 231617 AY605754 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
DAOM 231646 AY605723 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 231408 AY605730 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
DAOM 229907 AY605734 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
CPK 836 AJ606385 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 231414 AY605729 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
DAOM 231643 AY605722 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
CPK 839 AJ606388 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
CPK 837 AJ606386 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
NR 5555 AF194009 Druzhinina és mtsai., elokész.-1
GJS 00-18 AF443929 Druzhinina és mtsai., el0kész.-1
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SZMC1635
SZMC1€64

TUB F-781) Gen 4
—1 NR 5555
TUB F-771 | Gen$s
SZMC 1665
SZMC 1640 I Har 111
SZMC 1629
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SZMC 1641
SZMC 1630
6 SZMC 1655
SZMC 1668 Har IV
SZMC 1620
SZMC 1644
SZMC 1619

[ DAOM 229907
DAOM 231414
CPK 836
CPK 837
CPK 839

13. abra. A T. harzianum izolatumok és a GenBank-ban taldlhat6 torzsek ITS 1-2
szekvencidinak parszimdnia-analizise. A genotipusok Kulling és mtsai. szerint jelolve - Gen

1, 2a, 2b, 3, 4, 5; Har - Gj magyarorszagi genotipusok.
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A DAOM 167651 esetében az adatbazisban az ITS 1 szekvencia 3° vége
(5°....CGAAAATGAATCA....3’) az 5,8S RNS régi6 5’ végéhez tartozott és az ITS 2 5 vége
tartalmazta az 5,8S RNS régié 3’ nyolc nukleotidjat (5°....AGCGTCAT....3’). Az emlitett

hibakat az illesztés sordn korrigdltuk.

16. tablazat. A T. virens fajok felhasznalt ITS 1-2 szekvenciai.

Torzsszam Genbank szam Referencia
GL 20 AF099007 Samuels €s mtsai., 2000
GLi 39 AF099005 Samuels és mtsai., 2000
Tvir2 AF057603 Ospina-Giraldo és mtsai., 1999
DAOM 167651
AF222865 Kullnig-Gradinger és mtsai., 2002
(CBS 249.59)
TUB F-748 AF149860 Kullnig és mtsai., 2000
TUB F-686 AF149853 Kullnig és mtsai., 2000
TUB F-870 AF486011 Kullnig és mtsai., 2000
GL 3 AF099006 Chaverri és mtsai., 2001
GL 21 AF099008 Chaverri és mtsai., 2001

Az altalunk izolélt T. virens torzsek koziil 12 azonosnak bizonyult az extipus DAOM
167651-es izolatummal (Vir Ex), 15 kozeli iker-klasztert alkotott (Vir IIT), mig két csoport
(Vir I, II) az extipus oldaldgaként jelent meg, a Vir II esetében magas bootstrap értékkel (14.
abra). A Vir IV csoport nagyrészt szibériai izolatumokat tartalmazott (TUB F-748, TUB F-
686, TUB F-870). Az egyes csoportok szekvencidi az illesztés 46. pozicidjaban T (Vir I, II,
I, Ex) vagy C (Vir IV) nukleotidot, a 124. poziciéban T (Vir II, IIT) vagy hidnyt (gap-et;
Vir I, IV, Ex) és a szekvencidk 3’ termindlisan ...-CTTCT-GAAAT (Vir III, IV, Ex) vagy
....CTTCTTGAAAT (Vir I) vagy ...GGTGGT-GAAAT (Vir II) nukleotid régiot
tartalmaztak.

A T. spirale faj taxonémiai pozicidja még bizonytalan az irodalmi adatok alapjén,
hasonléan a T. helicum (,,Lone lineages”) fajhoz [Druzhinina és mtsai. 2005b], az altalunk
izolalt torzs izoenzim-mintdzatai alapjan a 7. harzianum torzsekkel mutatott kozelebbi
filogenetikai rokonsigot, mig az ITS 1-2 szekvencidk alapjan a T. virens torzsekhez volt

kozelebb.
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SZMC 0887 T. longibrachiatum

100

SZMC1684
SZMC1672
SZMCI1651
SZMC1603
SZMC1695
SZMC1625
SZMCI1616
SZMC1652
SZMC1694
SZMC1699
SZMC1692
SZMC1670
SZMC1671
SZMCl1624
SZMC1686

Vir 111

SZMC1681 I —_—
SZMC1605

95 I
|

SZMC1685
SZMC1683
SZMC1604
DAOM 167651
SZMC1688
SZMC1621
GL 21

SZMC1698
SZMC1675
GL 20
SZMC1701
SZMC1696
SZMC1700
SZMC1697
GL3
SZMC1691
GLi139
TUB F-748

TUB F-870

Tvir2

TUB F-686

Vir IV

SZMC0931
Vir 1l
SZMCO0561

Vir Ex

14. abra. A T. virens izolatumok és a GenBank-ban taldlhatoé torzsek ITS 1-2

szekvencidinak parsziménia analizise. Ex — extipus; Vir I, I, III — 4j magyarorszagi

genotipusok; Vir IV — szibériai tipus
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A Rufa kladba tartozé izoldtumok hdrom klaszterbe rendezddtek, mely felbontés
szintén nem feleltethetd meg teljesen az egyes ET-knek. A kladon beliil a torzsek
azonositdsdhoz az irodalomban kozolt referencia torzsek és a BLAST illesztés sordn
legkozelebb 4llo izolatumok GenBankban taldlhaté ITS 1-2 szekvencidinak parszimodnia-

analizisét hasznaltuk fel (17. tablazat).

17. tablazat. A Rufa kladba tartozo izolatumok azonositdsahoz felhasznélt két kozeli rokon

faj és az extipusok.

Faj Torzsszam GenBank szam Referencia

T. atroviride CBS 142.95 AY380906 Dodd és mtsai., 2003

T. atroviride MA 3643 AJ507136 Wuczskowski és mtsai., 2003

T. erinaceum 3DK2 AY266658 Bissett €s mtsai., 2003

T. koningii CBS 459.96 7779628 Lieckfeldt és mtsai., 1998

T. ovalisporum Dis 70a AY380897 Samuels, el0kész.

T. sp. T-137 AY222341 Maymon és mtsai., 2004

T. strigosum CBS 348.93 AY387661 Kullnig-Gradinger és mtsai., 2002
T. viride Tr22 AJ230678 Lieckfeldt és mtsai., 1999

T. viride D isolate CPK 998 AY 665698 Druzhinina és mtsai., el0kész.-2

A filogenetikai fan a 7. strigosum faj egy gyokérhez kozeli dgat alkotott, mig a klad
tobbi tagja egy nagy klaszterbe sorolodott (15. abra). A sajat izolatumok egy része a T.
atroviride torzsek csoportjanak (CBS 142.95, extipus-Ex; MA 3643, Ex/a) egy ikerdgaként
jelent meg, melyet Atr I-el jeloltink (9 izoldtum). Az Ex és az Ex/a torzsek ITS 1-2
szekvencidi kozott csak az illesztés 76. (T/C) pozicidjaban volt eltérés az Ex/a-n beliil pedig a
312. pozicidban (T-137/ MA 3643 — G/A). Az Atr I csoportban a 76. pozicidoban T és C is
eléfordul, a 312. poziciéban pedig A taldlhat6. Az SZMC 1614 és 1684 torzs a 339.
pozicidban egy C-t tartalmaz, amely a tobbi Atr I és az Ex , Ex/a torzsekbdl hidnyzik.

Az Atr I csoport elkiiloniilésének f6 oka az ITS 2 szekvencidk 3’ régidjaban taldlhatd
14 nukleotidot tartalmaz6 termindlis rész. Lathat6, hogy az Atr I csoport egy kiilon
genotipust csoportot reprezentdl, azonban ez a csoport a 7. atroviride fajon beliil helyezkedik

el. Ezt jol aldtdmasztja az izoldtumok morfoldgiai bélyegek alapjan torténd azonositésa is,
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ugyanis a hatdrozott 7. atroviride sajatsagokkal (novekedés, telep- és konidiofér-szerkezet)

rendelkezd torzsek (V.2.1. rész) az Atr I csoportba tartoztak.

0887 T longibrachiatum
CBS348.93 T strigosum
SZMC 1682
SZMC 1660
SZMC 1611

99 SZMC 1663

SZMC 1609

97

SZMC 1607

SZMC 1646

CBS 142.95 T arroviride

r MA 3643 T atroviride
T-137 T sp

3DK2 T erinaceum

Dis 70a T ovalisporum

3 . — Tt22 T viride

: o
SZMC 1666

SZMC 1657

SZMC 1656

SZMC 1659

SZMC 1653

10

£ SZMC 1615 Atr |

1 [ SZMC 1627

SZMC 1687

SZMC 1614

Ex/a

CBS 459.96 T koningii

CPK 998 T. viride D isolate

Ruf |

Ruf Il

15. abra. A Rufa kladba tartozo izolatumok és az extipusok ITS 1-2 szekvencidinak

parszimonia analizise. A valdszintsithetden uj fajokat zold, az 1 genotipus-csoportokat piros

szinnel jeloltiik.

A tovédbbi 9 Rufa izolatum teljesen elkiiloniilt az eddig leirt fajoktdl, a koztiik és a leirt

fajok szekvenciai kozotti kiilonbség nagyobb, mint a mdr leirt fajok egymashoz viszonyitott
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kiilonbsége, tehat ezek valdszintlileg 1j fajokat képviselnek. Az SZMC 1682 és 1660 torzsek
egyedi dgakon helyezkedtek el, mig az SZMC 1679, 1666 és az SZMC 1657, 1648, 1656,

1659, 1653 torzsek egy-egy jol koriilhatarolt klasztert képeztek (Ruf I, Ruf II).

18. tablazat. Az ismeretlen izolatumok azonositdsdhoz felhasznalt ITS 1-2 szekvencidk.

Klad Faj Torzsszam GenBank Referencia”
szam
Pachybasium A* T. hamatum DAOM 167057 748816 1.
T. asperellum CBS 433.97 AY380912 1.
Pachybasioides T. polysporum CBS 820.68 748815 2.
T. minutisporum  DAOM 167069 AY865634 2.
T. piluliferum CBS 814.68 748813 2.
Lixii/catoptron  T. tomentosum DAOM 178713  AF149869 3.
T. cerinum TUB F-778 AF149869 4,
T. velutinum TUB F-801 AF149873 4,
Virens T. virens DAOM 167651 AF222865 1.
T. crassum CBS 336.93 AF414317 3.
Semiorbis T. fertile DAOM 167161  AF400260 1.
T. oblongisporum DAOM 176226 AF149854 1.
Strictipilis T. strictipilis CBS 347.93 AF400263 3.
T. longipile CBS 340.93 AF414317 3.
Stromatica T. stromaticum CBS 101.875 AF098287 3.
T. sp. PPRI1 3559  PPRI 3559 AF011972.1 1.
T. rossicum MA 3637 AJ507132 5.
T. rossicum MA 2475 AJ507062 5.
T. rossicum MA 3641 AJ507134 5.
T. rossicum MA 2996 AJ507130 5.
T. rossicum MA 2995 AJ507087 5.
T. rossicum MA 2997 AJ507131 5.
Lutea T. brevicompactum SZMC 0930 DQ118086 6.
“Lone lineages” T. spirale CBS 346.93 AF400262 1.
T. helicum TUB F-902 AF486020 4,
Nem ismert T. taiwanense GJS 95.93 DQ313141 7.

* A T. pubescens faj ITS 1-2 szekvencidja nem elérhetd.

bJelmagyarétzat:l. Kullnig-Gradinger és mtsai., 2002; 2. Lu és mtsai., 2004; 3. Chaverri €s

mtsai., 2004; 4. Bissett és mtsai., 2003; 5. Wuczskowski és mtsai., 2003; 6. Kraus és

mtsai., 2004; 7. Bissett €s mtsai., 2002.
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100

SZMC 08R7 T longibrachiatum

73

54

SZMC 0930 1! brevicompactum
SZMC 1661

2 SZMC 1654
— ., ——— SZMC 1669 Bre |
SZMC 1645
o SZMC 1702

_: MA 2997 T rossicum
MA 2995 T, rossicum

59

Ros Il

SZMC 1631
SZMC 1658

SZMC 1703

63

MA 2996 T. rossicum

61 |p——— MA 2475 T rossicum ROS I

MA 3637 T rossicum
MA 3641 T rossicum

E CBS 101.875 T stromaticum
PPRI 3559 T. sp.

DAOMI167651 T virens

{ CBS 336.93 1. crassum
CBS 340.93 T longipile

CBS 346.93 T spirale

64

—I: CBS 34793 T .v!!'ic':‘i}r)fﬁ.\‘
DAOM 167161 1. fertile

TUB F-902 T. helicum

TUB F-801 T. velutinum
96 —— TUBF-778 T cerinum

100

e DAOM 178713 T, tomentosum
DAOM 176226 T, oblongisporum | Obl I

95 — SZMC 1613
72 SZMC 1617 ‘ Obl ”
SZMC 1610

GIS 9593 T taiwanense

89

$: CBS 433.97 T asperellum
DAOM 167057 T. hamatum

DAOM 167069 T. minutispora

[ CBS 820.68 T. polysporum
L CBS814.68 T piluliferum

16. abra. A ,,vonalkéd”-ok alapjan nem identifikalt izolatumok és az extipusok ITS 1-2

szekvencidinak parszimdnia-analizise. A valészintisithetéen Uj fajokat zold, az 4j genotipus-

csoportokat piros szinnel jeloltiik.
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A ,,vonalkéd”’-ok alapjan nem identifikalt izoldtumok ITS 1-2 szekvencidinak
parsziménia analizisét is elvégeztik a GenBankban elérheté extipusok (18. tablazat)
szekvencidinak segitségével (16. abra). Az SZMC 1702, 1631, 1618 és 1658 torzsek ITS 1-2
szekvencidi nagy hasonlosdgot mutattak a 7. rossicum egyik tipusaval [Wuczkowski és mtsai.
2003], ezt a csoportot Ros II-nek neveztiik. A csoporton beliili kiillonbségekért az ITS 2
szekvencidk 3’ vége felelds, ami az SZMC 1618 és 1658 torzsek esetében
5°....AAAGTTGGTGAAATC...3’, mig a SZMC 1631 esetében 5.
AAAGTTTGTGAAATC....3’, az SZMC 1702 esetében 5°.... AAAGTTC-TGAAATG...3’,
a referencia torzseknél pedig 5°....AAACTTC-TGAAATG....3’. Az SZMC 1703 izolatum az
illesztés 158., 178. és 381. (T/C, C/T és T/-) pozicidjdban kiilonbozott a Ros I csoportot
alkot6 referencia torzsektdl. Habar a referencia torzsek ITS 1-2 szekvenciditdl vald eltérés
viszonylag nagy (3-4 nukleotid) — ez a Longibrachiatum szekcié esetében kiilon fajokat
definidl — mégis ugy gondoljuk, hogy az éltalunk izolalt 5 térzs a T. rossicum fajba tartozik.

Hérom izoldtum (SZMC 1613, 1617, 1610) a T. oblongisporum faj tipustorzsével
képezett klasztert. Két torzs (SZMC 1613, 1610) ITS 1-2 szekvencidja teljes egyezést mutatott
€s az illesztés 393. és 398. pozicidjdban (-/G és G/T) tért el az SZMC 1617 szekvencigjatol. A
torzsek a referencia torzstdl egyontetiien eltértek a 134. és 268. pozicidéban (-/T, -/C) és kiilon-
kiilon eltértek az ITS 2 3’ termindlis részében. Izoldtumaink tehédt a 7. oblongisporum faj
magyarorszagi genotipusai.

A fan elkiiloniild és a T. brevicompactum fajhoz filogenetikai affinitdst mutaté Bre I
izolatumok a Bayes analizis sordn a Virens és a Lixii/catoptron kladdal mutattak rokonsagot
(16. abra). A Bre I csoporton beliili izolatumok ITS 1-2 szekvencidi kozotti kiilonbségeket

mutatja a 19. tablazat.

19. tablazat. A Bre I csoporton beliili izolatumok ITS 1-2 szekvencidi kozotti kiilonbségek.

Torzsek ITS 1-2 szekvencia részletek
T e T T e T I
140 360 370 375 400 405 410

SZMC 1661 5’ . . TTT-—-—-ACT....AGACG.. ..GT-CC.. ..GGTGGTGAAATC..3'
SZMC 1654 5’ . . TTT==---ACT....AG-CG.. ..GTACC.. ..GGTGGTGAAATG..3'
SZMC 1662 5’ . . TTTTT--ACT....AG-CG.. ..GT-CC.. ..GGTGGTGAAATG..3'
SZMC 1645 5’ . . TTTTT--ACT....AG-CG.. ..GT-CC.. ..GGTG-TGAAATG..3'
SZMC 1669 5’ . . TTTTT--ACT....AG-CG.. ..GTACC.. ..GGTGCTGAAATG..3'
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A csoport szekvencidi a T. brevicompactum taj szekvencidjatdl az illesztés soran 30
nukleotidnyi eltérést mutattak, a Virens és a Lixii/catoptron klad tagjaitdl pedig esetenként
még ennél is nagyobb volt a kiilonbség, ami arra utal, hogy ezen izolatumok esetén is 1j

fajokrdl lehet szo.

V.2.2.3.3. Osszesitett filogenetikai analizis

A Trichoderma fajok taxonémidja folyamatosan valtozik. A probléma felolddsat a mai
tendencidk szerint a tobb gén szekvencidjan alapulé multigénikus elemzések fogjak adni,
azonban az egyes potencidlis szekvencidk kivélasztasanak szempontja tovdbbra is a fenetikus
jegyek altal kozvetitett rendszerekhez valdé igazodds [Druzhinina és mtsai. 2005b]. A
filogenetikai kapcsolatok feltdrasat ezért segitheti és jol kozelitheti egyes kivalasztott
szekvencidk és fenetikus jellegek egylittes elemzése. A MrBayes program lehetdséget nyujt
ilyen vegyes adatok elemzésre [Ronquist és Huelsenbeck, 2003], ezért munkdnk sordn
elvégeztiik az ITS 1-2 szekvencidk €s az izoenzim mintdzatok Osszesitett analizisét (17.
abra). A dendrogam j6 egyezést mutat a jelenleg elfogadott filogenetikai szemlélettel
[Druzhinina és mtsai. 2005b]. Az irodalomban a Lutea klad helyzete bizonytalan, ugyanis
még nem tisztazott, hogy a klad a Pachybasium B szekcidba tartozik-e, vagy annak ikerkladja,
esetleg a Trichoderma kladdal egy 4agon taldlhaté [Kullnig-Gradinger €s mitsai., 2002,
Chaverri €és mtsai., 2004; Druzhinina és mtsai. 2005b]. A mi esetiinkben a Pachybasium B és
Trichoderma kladoktdl elkiiloniilten helyezkedett el a fan. A szintén problémads ,,Lone
lineages” csoport a Virens kladdal mutatott kdzeli rokonsdgot, annak oldaldgaként jelent meg.
A Semiorbis klad (T. oblongisporum) az ITS 1-2, 28S rDNS, tefl, ech42 és a mitokondridlis
rDNS kis alegységének szekvencidi alapjan a 7. virens és a T. harzianum fajokat tartalmazé
csoport iker-klasztere [Kullnig-Gradinger és mitsai., 2002], a mi esetiinkben azonban a
Lixii/catoptron klad oldaldgan helyezkedett el.

Az ITS 1-2 szekvencidk alapjan meghatdrozott genotipus-csoportok nem minden
esetben kiiloniiltek el a kordbban emlitett ET-4atfedések miatt, azonban bizonyos esetekben a
csoportok taxondémiai létjogosultsdgat a fenetikus bélyegek is jol aldtdmasztottdk. Az 1j
fajokat tartalmazé Bre I csoport a kordbbi ITS 1-2 parsziménia analizissel szemben a

Stromatica kladba tartozott.
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17. abra. Az ITS 1-2 szekvencidk és az izoenzim-mintazatok Osszesitett filogenetikai

analizise. A valdszinlisithetOen uj fajokat piros, az dj genotipus-csoportokat kék szin, az egyes

klad és szekcidhatarokat sarga és zold halmazok jelolik.
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V.2.3. A fajok el6fordulasa az egyes mintahelyeken és Magyarorszagon

A 116 izolalt Trichoderma torzs 13 fajba tartozott. Ebbdl nyolc mar leirt faj (7.
harzianum, T. virens, T. atroviride, T. longibrachiatum, T. brevicompactum, T. spirale, T.
rossicum és T. oblongisporum), 5 pedig nagy valészintiséggel 1j faj (T. sp. Bre I; 7. sp. Ruf I;
T. sp. Ruf II; Rufa klad: SZMC 1682, SZMC 1660). A fajok és az izoldlds helye kozott nem
taldltunk korrelaciét (p=95; Pearson: 0,199). A dél-magyarorszagi izolatumok faji diverzitdsa
[Shannon, 1948] 1,85 volt. Az egyes mintavételi helyeken izolélt torzsek fajok szerinti

el6fordulasat és a mintahelyenkénti faji diverzitast mutatja a 18. abra.

16 - —

= =k
%] e
" i

=
[
i

Izolatumok szama
[n)] [un]

AL D1 D3 D4 D3> K1 K2 R R R3I R4 RE RYF T T2 T3 T4 T35

Izoldas helye

lzolidlt fajok:

m 7. harzianum m 7 virens O 7. oblongisporum
a 7. rossicum m 7. brevicompactum B 7. alroviride

m 7 .longibrachiatum m7 sp Brel m7 sp Rufa

m7 sp Rufll m [ spiale m7 sp Rufl

18. abra. A fajok el6fordulasa mintavételi helyenként. A szdmok a faji diverzitast jelolik.

(AL - Algy6, D - Deszk, K - Kunszentmiklds, R - Rizsa, T - Tiszasziget)

A legnagyobb szdmban a 7. harzianum torzsek fordultak el6 a Oszi buza
rizoszférajaban, ami egybevag a T. harzianum magyarorszagi izoldtumok kozott elfoglalt
elékeld helyérdl tuddsitdé irodalmi adatokkal [Vajna, 1983; Manczinger és Polner, 1987;

Bissett, 1991b; Turdczi és mtsai.,, 1996; Kuhls és mtsai., 1996; Ospina-Giraldo és mtsai.,
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1999; Kraus és mtsai., 2004]. Tuaroczi és mtsai. altal hazai mintdkbdl izolélt potencidlis
biokontroll torzsek csaknem 30 %-a volt T. harzianum, ami 0sszevethet® az altalunk izolalt
37 %-al. Az emlitett szerzOk szintén tobb csoportot tudtak elkiiloniteni a fajon beliil RAPD-
mintdzatok alapjan. Hat szdzalékban volt jelen a T. atroviride a biokontroll izolatumok kozott
(2 torzs) [Turoczi és mtsai., 1996], ami a mi esetiinkben 8% volt. Kevés adat talalhaté T.
longibrachiatum eléforduldsrdl [Vajna, 1983; Thrane és mtsai., 2001] ami a viszonylag kis
ardnyd jelenlétének koszonhetd a hazai populdcidban. Nem taldltunk a rizoszféraban a
Magyarorszagon mdr izoldlt 7. koningii [Vajna, 1983; Tuardczi és mtsai., 1996; Lieckfeldt,
1999], T. aureoviride [Vajna, 1983; Manczinger €s Polner, 1987], T. viride [Vajna, 1983;
Manczinger és Polner, 1987; Arisan-Atac, 1995; Turéczi és mtsai., 1996], T. longipilis (=T.
longipile) [Taréczi és mtsai., 1996], T. hamatum [Manczinger és Polner, 1987; Turéczi és
mtsai., 1996], T. minutisporum [Tur6czi €s mtsai., 1996] és T. citrinoviride [Antal és mtsai.,
2000] fajokat.

Ismereteink szerint a 7. virens, T. rossicum, T. spirale, T. brevicompactum és T.
oblongisporum fajok hazai el6forduldsar6l mi szamolhatunk be eldszor. A T. virens faj
képviseldi éltalanosan izoldlhatok mérsékelt égovi régidkban [Chaverri és mtsai., 2001], és
gyakran alkalmazzdk oket bioldgiai védekezés céljara (kordbban Gliocladium virens néven).
A T. rossicum fajt, ahogy a neve is mutatja, eredetileg Oroszorszdgban (Krasnoyarsk)
izolaltdk és irtdk le [Bissett és mtsai., 2003], eléforduldsa viszont mar igazolt Kozép-
Eurépaban is (Mannsworth, GroB3-Enzersdorf) [Wuczkowski és mtsai., 2003], ehhez tovabbi
adalék a mi ot torzsiink. A T. oblongisporum szintén megtaldlhaté a szibériai Krasnoyarsk-ban
[Kulnig és mtsai., 2000], de Kanaddban irtdk le el0szor [Bissett, 1991a], eurdpai
eléforduldsardl viszont eddig nem volt tudomédsunk. A 7. spirale és T. brevicompactum
fajokat szintén nem izoldltdk még Eurdpdban, elterjedésiik eddig fdleg az amerikai
kontinensen volt ismert [Bissett., 1991a; Kraus., 2004].

Az irodalomban nem sok adatot taldlhatunk a Trichoderma nemzettség tagjainak Oszi
buiza rizoszférajaban val6 eléforduldsardl. Pigta és mtsai. szerint [2000] a Trichoderma fajok
a Oszi buza aratds utdn vizsgdlt talajdban nagyobb szdmban fordulnak eld, mint amelybe
rozsot, tritikdlét vagy burgonyéit vetettek. A mintdzds harom évében T. hamatum (36
izolatum), T. harzianum (56 izolatum), T. koningii (43 izoldtum), 7. viride (62 izoldtum)
fajokat izolaltak. Bateman és Kwasna [1999] vizsgdlataik sordn Oszi buza gyokerérdl az
altalunk is izolalt T. atroviride, T. harzianum valamint a T. aureoviride, T. crassum, T.

hamatum, T. koningii, T. longipilis, T. polysporum, T. viride fajokat tudtdk kitenyészteni.
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V.3. Az izolalt Trichoderma torzsek okofiziolégiai vizsgalata

Kutatasaink egyik f6 célja olyan Trichoderma torzsek izoldldsa volt, melyek a
késObbiekben eredményesen alkalmazhatok biokontroll dgensként a talajszinten tdmado,
buzanovényeket karositdé Fusarium fajokkal szemben. Ezt célozta a specifikus helyrdl,
specifikus klimatikus viszonyok mellett torténd mintavételezés. A rizoszférabdl izoldlt,
bizonyos szintli kolonizdciéban jelenlévd és a téli, fagyos talajban is magas fitnesszel
rendelkezd torzsek nagyobb hatékonysdggal védhetik meg a gombakartevOktdl a
bizanovényeket. A gyakorlati felhasznélas eldtt azonban sziikséges a potencidlis izolatumok
kivalasztdsa, kompeticios €és antagonista képességeik eldzetes felmérése. E tulajdonsidgok
kialakitdsaban jelentds szerepet tolt be az egyes extracelluldris enzimek szekrécidja [Benitez
és mtsai., 2004]. Ezért megvizsgaltuk a 0szi biza gyokerérdl izoldlt és fajszinten azonositott
torzsek koziil 92 torzs extracelluldris enzimek termelésére vald képességét, valamint a
gyakorlati felhaszndldshoz kozelitve kiillonboz6é bedllitdsi in vitro koriilmények kozott

teszteltiik 6ket egy kivalasztott Fusarium culmorum térzssel szemben.

V.3.1. Extracellularis enzimek konstitutiv termelése

A konstitutivan szekretalt extracelluldris enzimek aktivitdsa nagy variabilitdst mutatott
mind a minimal, mind az élesztOkivonatos tipoldatokban (20. tablazat, 5., 6. melléklet).

A torzseket minimal tdpoldatban tenyésztve az alacsony enzimaktivitds dltaldnos volt a
vizsgélt populdcioban a rovid szubsztratokat hasité proteazok (CEPI1, a TRP1, a CTPI, a
CTP2), valamint a kompeticiés folyamatokban szerepet jatszé enzimek aGLU, BGLU,
BGAL, BXYL, CBH, és LPEP) esetében (19. abra, 5. melléklet).

Magas enzimaktivitdsokat tapasztaltunk viszont a hosszi (tobb aminosavat tartalmazd)
szubsztratokat hidrolizdlni képes protedzokndl (CEP2, TRP2, CTP3) és a NAG esetében,
ahogy ez a valtozok tobbdimenzids skalazasan is latszik (20.A. abra ). Ezek az enzimek
kiemelten fontos szerepet jatszanak a biokontroll folyamatokban [Manczinger, 2001; Kubicek,

2001; Kredics, 2005].
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20. tablazat. Az izolalt Trichoderma torzsek extracelluldris enzimeinek jellemzo értékei

minimal tdpkozegben.

Az aktivitas

Enzimek . Atlag Moédusz Median
intervalluma
Unit
CEPI 0-0,13 0,063 0,064 0,064
CEP2 0-2,03 0,127 0 0,045
TRP1 0-0,15 0,055 0,034 0,052
TRP2 0-2,41 0,170 0,105 0,076
CTP1 0-0,11 0,053 0,053 0,053
CTP2 0-0,10 0,044 0,043 0,045
CTP3 0-2,50 0,146 0,023 0,041
LPEP 0,01-1,28 0,093 0,113 0,081
NAG 0-0,73 0,135 0,081 0,096
oaGLU 0-0,08 0,023 0 0,018
BGLU 0-0,27 0,054 0,015 0,047
BGAL 0-0,07 0,021 0 0,019
BXYL 0-0,34 0,046 0 0,032
CBH 0-0,06 0,015 0 0,009

Magas enzimszekrécidval jellemezhetd torzsek minden vizsgdlt enzim esetében
eléfordultak, amint ez az enzimaktivitdsok hisztogramjain is jol lathaté (19. abra). A CEP2,
TRP2, CTP3, LPEP, NAG, aGLU, BGLU, BGAL, BXYL és CBH enzimek aktivitasainak
eloszldsa exponencidlis, mig a CEP1, TRP1, CTP1 és CTP2 enzimek eloszldsa normal
eloszlast mutatott a vizsgélt populéciéban.

Az extracelluldris enzimek aktivitdsa az élesztOkivonatos tdpkozegben dltalaban
magasabb volt, mint a minimdl tipkozegben, mely jelenség oka valészinlileg az
élesztokivonat hidroldz enzimeket serkento hatasaban keresendo [Fiedurek és mtsai. 1996],
kivételt képeztek ez aldl a LPEP, a NAG, a BGLU és a BXYL enzimek. Az el6z6ekhez
hasonléan a CEP2, a TRP2 és a CTP3 aktivitdsa kiemelkedéen magasnak mutatkozott a
populacidban (20.B. abra), azonban a NAG aktivitasa jelentdsen lecsokkent (21. tablazat, 6.
melléklet). Az enzimaktivitdsok eloszldsa ebben a tapkozegben is exponencidlis volt a CEP2,
a TRP2, a CTP3, a LPEP, a NAG, az aGLU, BGLU, a BGAL, a BXYL és a CBH esetében, és
normdl eloszlast mutatott a CEP1 és a CTP1 (21. abra). A hisztogramok egyes
intervallumaiba es6 gyakorisdgok azonban eltértek a minimal tdpoldatnadl tapasztalt értékektdl,

a TRP1 és a CTP2 pedig exponencialis eloszlast mutatott.
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19. 4bra A CEPI (A), CEP2 (B), TRP1 (C), TRP2 (D), CTPI (E), CTP2 (F), CTP3 (G),
LPEP (H), NAG (I), aGLU (J), BGLU (K), BGAL (L), BXYL (M), CBH (N) enzimek

aktivitdsainak eloszldsa minimal tdpkozegben.
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2D .

20. abra Az extracellularis enzimaktivitasok értékeinek tobbdimenzids skaldzasa

minimal (A) és élesztOkivonatos (B) tapkozegben.

21. tablazat. Az izolalt Trichoderma torzsek extracelluldris enzimeinek jellemz0 értékei

élesztOkivonatos tapkozegben.

Az aktivitas

Enzimek . Atlag Médusz Median
intervalluma
Unit
CEP1 0-0,23 0,073 0 0,067
CEP2 0-2,50 0,225 0 0,054
TRP1 0-0,74 0,100 0 0,080
TRP2 0-2,45 0,653 0 0,288
CTP1 0-0,19 0,066 0 0,065
CTP2 0-0,39 0,062 0,063 0,052
CTP3 0-2,50 0,236 0 0,073
LPEP 0-0,42 0,070 0,070 0,063
NAG 0-0,32 0,076 0,031 0,068
aGLU 0-0,24 0,038 0 0,031
BGLU 0-0,16 0,038 0 0,034
BGAL 0-0,14 0,035 0 0,021
BXYL 0-0,14 0,031 0 0,025
CBH 0-0,14 0,033 0 0,026
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21. 4bra A CEP1 (A), CEP2 (B), TRPI (C), TRP2 (D), CTP1 (E), CTP2 (F), CTP3 (G),
LPEP (H), NAG (I), aGLU (J), BGLU (K), BGAL (L), BXYL (M), CBH (N) enzimek

aktivitdsainak eloszlésa élesztOkivonatos tipkozegben.

IR

az élesztokivonatos tadpkozegekben azt tapasztaltuk, hogy az egyes intervallumokhoz tartoz6
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izolatumok nem feleltetheték meg egymdsnak a kiilonb6z6 enzimek kozott. Ezt mutatja a
logaritmikusan transzformalt enzimaktivitds-értékek kozotti korreldcidk vizsgalata is. A
paronkénti Pearson korreldciés értékeket mutatja a 22. tablazat. Az esetek nagy részében nem
mutathaté ki szignifikdns korreldcié az egyes enzimek szekrécidja kozott, és a szignifikdns
esetek korrelacidés egyiitthatd értékei sem tesznek lehetdvé minden esetben hatdrozott
diszkussziot. Viszonylag magas korreldcids értékkel jellemezhetd kapcsolat van azonban a
NAG-BGLU, CTP3-CEP2, TRPI-CTP2, TRP2-LPEP enzimpdrok ko6zott minimadl
tapkozegben, amely a konstitutiv dllapotot tiikkrozi, és a BGAL-aGLU, BXYL-BGAL, CBH-
BGAL, TRPI1-LPEP, TRP1-NAG és az 1-hez kozeli értékkel rendelkez6 CTP3-CEP2
enzimpdrok kozott élesztOkivonatos tapkozegben.

Az egyes fajok €s az enzimaktivitdsok szintje kozott nem volt kimutathaté statisztikai
Osszefiiggés. Az egyes enzimekhez tartozé tiz legnagyobb enzimaktivitdst mutatd izoldtumot a
két alkalmazott tadpkozegben a 7.a., b. melléklet mutatja be, jelolve az egyes fajokat. Ezeknél
az izolatumokndl minimdl tdpkodzegben jellemzd volt a magas enzimaktivitds tobb enzim
esetében is (23. tablazat). Csak egy enzimre mutatott magas aktivitast az SZMC 1631, 1675,
1700 (CEP1), 1663 (CEP2), 1637 (TRP2), 1622, 1640 (CTP1), 1688 (CTP2), 1629 (CTP3),
1602 (LPEP), 1613 (NAG), 1624, 1646, 1655 (aGLU), 1623, 1658, 0561, 0930 (BGAL).
Elesztékivonatos tapkozegben is jelentds volt a tobb enzim esetében is magas aktivitdst
mutat6 izolatumok szdma, a tiz legnagyobb aktivitdsérték figyelembe vételével (24. tablazat).
Azonban csak egy enzim aktivitdsa volt magas az SZMC 1619, 1670 (CEP1), 1694 (TRP1),
1611, 1615, 1678 (TRP2), 1673, 1697 (CTP1), 1606, 1629, 1688 (LPEP), 1661, 1672 (NAG),
1639, 1656, 1664, 1676 (BGLU), 1631 (BGAL) torzseknél.
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23. tablazat. Tobb extracelluldris enzim esetében is magas enzimaktivitast (m) mutatd

izolatumok minimal tipkozegben.

Torzsszam

CEP1
CEP2
TRP1
TRP2
CTP1
CTP2
CTP3
LPEP
«GLU
BGLU
BGAL
BXYL
NAG

SZMC 0559
SZMC 0560
SZMC 0886
SZMC 1012
SZMC 1158
SZMC 1600
SZMC 1601
SZMC 1603
SZMC 1604
SZMC 1605
SZMC 1606
SZMC 1607
SZMC 1609
SZMC 1614
SZMC 1616
SZMC 1617
SZMC 1620
SZMC 1628
SZMC 1638
SZMC 1639
SZMC 1641
SZMC 1647
SZMC 1650
SZMC 1652
SZMC 1656
SZMC 1661
SZMC 1664
SZMC 1665
SZMC 1668
SZMC 1690
SZMC 1695

SZMC 1699 I

Mindkét tapkozegben a tiz kiemelkedo torzs kozé tartozott a CEP1 aktivitds esetén az
SZMC 0560, 1012, 1158, a CTP2 aktivitds esetén az SZMC 0560, 1158, a BGAL aktivitas
esetén az SZMC 1600, a NAG aktivitas esetén az SZMC 1638, az aGLU aktivitas esetén az
SZMC 1690, és a BXYL aktivitds esetén az SZMC 1600 és 1690. Szintén mindkét taptalajon
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magas aktivitdsokat mutatott az SZMC 0886, 1647, 1695, 1631, 1629 és 1688, de kiilonb6z6

enzimek esetében.

24, tablazat. Tobb extracelluldris enzim esetében is magas enzimaktivitast (=) mutatd

izolatumok élesztokivonatos tapkozegben.

Torzsszam

CEP1
CEP2
TRP1
TRP2
CTP1
CTP2
CTP3
LPEP
oGLU
BGLU
BGAL
BXYL
NAG

SZMC 0560
SZMC 0561
SZMC 0886
SZMC 0887
SZMC 0919
SZMC 1012
SZMC 1158
SZMC 1159
SZMC 1600
SZMC 1612
SZMC 1614
SZMC 1622
SZMC 1623
SZMC 1624
SZMC 1633
SZMC 1638
SZMC 1642
SZMC 1643
SZMC 1647
SZMC 1651
SZMC 1655
SZMC 1658
SZMC 1675
SZMC 1684
SZMC 1690
SZMC 1692
SZMC 1695
SZMC 1700
SZMC 1701
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V.3.2. Antibiotikum termelés

Az izolatumok koziil 17 torzs bizonyult antibiotikum-termeldnek az alkalmazott
tenyésztési feltételek mellett a kezdeti vizsgalatokban. A termelt antibiotikumok azonban nem
mutattak antifungédlis hatdst, és hatdstalanok voltak Gram-negativ baktériumokkal

(Escherichia coli, Serratia marcescens) szemben is (22. abra). A tomény metanolos oldatok

Gram-pozitiv baktériumokon mutatott gatlasi értékeit a 25. tablazat tiinteti fel.

22. abra. Az SZMC 1692 t6rzsbdl részlegesen tisztitott antibiotikum-extraktum hatdsa a
vizsgdlt mikroorganizmusokra. Bs: Bacillus subtilis; Ec: Escherichia coli; Ml: Micrococcus
luteus; Sa: Staphylococcus aureus; ¥e: Fusarium culmorum;, Fo: Fusarium oxysporum;

Pd: Pythium debaryanum; Rs: Rhizoctonia solani

A metanolos kivonatok vékonyréteg kromatogréfids futtatdsa, és a kapott foltok
bioldgiai aktivitdsdnak tesztelése sordn azt tapasztaltuk, hogy az egyes izolatumok tobb
antibiotikumot is termelhetnek (23. abra). Az alkalmazott tisztitdsi 1épések és az
antibiotikumok mikroheterogén populdcidkban val6é el6forduldsa, valamint az eldzetes
hidrolizis-kisérletek (az adatok nincsenek feltiintetve) azt sugalljdk, hogy a termelt

antibiotikumok a peptaibolok csalddjaba tartoznak.
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Az antibiotikumot termeld izolatumok egy kivétellel (SZMC 1678, T. harzianum) a T.
virens fajhoz tartoztak. Az izoldtumok tobb mint fele (10) tiszaszigeti mintabdl szarmazott, a

tobbi Kunszentmikldsrol (4), Deszkrdl (1), Razsardl (1) és Algyordl (1).

25. tablazat. Az antibiotikum-termeld izolatumok fermentlé-kivonatdnak gatlasi értékei

Gram-pozitiv baktériumokkal szemben.

Torzsszam Bacillus subtilis  Staphylococcus aureus  Micrococcus luteus
Gdtldsi zona dtmérdje mm-ben
SZMC 1692 14 9 21
SZMC 1616 13 8 27
SZMC 1651 20 11 28
SZMC 1700 18 10 24
SZMC 1683 14 6 28
SZMC 1685 18 9 29
SZMC 1671 18 9 28
SZMC 1695 19 8 27
SZMC 0561 23 10 31
SZMC 1672 16 7 15
SZMC 1675 15 6 14
SZMC 1603 9 - 21
SZMC 1691 6 - 14
SZMC 1684 13 6 18
SZMC 1694 13 9 19
SZMC 1652 22 13 24
SZMC 1678 - 8 10

<
<

23. abra. A SZMC 1652 torzsbdl tisztitott antibiotikumok vékonyréteg kromatografias
vizsgalata. (1. metanolos extraktum; 2., 3. a szilikarétegbdl eludlt bioaktiv mintak

tisztasagéanak ellendrzése; =) . bioaktiv foltok, —»: a futds irdnya
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V.3.3. Invitro antagonizmus

V.3.3.1. A Biokontroll Index meghatarozasanak moédszere

A kordbbi tanulmdnyokban az antagonizmus mértékének megallapitasara altaldnos
modszerként az in vitro agarlemezes kisérletek szerepeltek [Bell et al., 1982; Sivan and Chet,
1989; Bankole and Adebanjo, 1996; Grondona et al., 1997; Melo and Faull, 2000; Antal et al.,
2000], melyek informécidtartalma jol megfeleltethetdé az in vivo vizsgdlatok nytjtotta
eredményeknek [Arisan-Atac et al., 1995]. Megfeleld, szabvanyositott mérési modszerek és
eszk6zok hidnyaban azonban e vizsgalatok kiértékelése nem ad 0sszehasonlithaté eredményt a

vildg tdvoli laboratériumaiban vizsgdlt, kiilonbdz6 potencidlis biokontroll izoldtumok

esetében.
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24. abra A kivalasztott Trichoderma telepek teriiletének valtozasa a F. culmorum jelenlétében
PDA (A) és élesztékivonatos tiptalajokon (B) fényben, valamint PDA (C) és élesztokivonatos

taptalajokon (D) sotétben inkubdlva, a tenyésztés idejének fiiggvényében.
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Munkénk célja ezért az volt, hogy a Trichoderma torzsek biokontroll tulajdonsagainak
mennyiségi kiértékelésére kifejlessziink egy pontos képanalizisen alapulé mddszert, valamint
megfeleld szabvanyositott koriilményeket javasoljunk az in vitro antagonizmus-
vizsgalatokhoz, hogy a kiilonbozd helyszineken elvégzett tesztek eredményei
Osszehasonlithatova, 6sszevethetdvé valjanak.

Négy, az izoldtumokbdl véletlenszerlien kivdlasztott Trichoderma torzs antagonista
képességeit vizsgdltuk az 4ltaldnosan hasznélt gombatiptalajok két tipusdn Fusarium
culmorum NRRL 29371 torzzsel szemben. A névénypatogén gombatdrzs kivalasztisaban a o
szerepet az jatszotta, hogy ez a torzs kiemelkedd karosité képességekkel rendelkezik
bizanovényeken [T6th és mtsai., 2004].

A kezdeti in vitro antagonizmus-teszteknél a Trichoderma telepek teriiletének
valtozdsat naponta kovettiik két héten keresztiill a novénypatogén gomba jelenlétében (24.
abra). Az els6 4-5 napban a telepek erés novekedést mutattak, majd a teriiletiik valtozasa a 9-
10. napon szinte megallt mind a PDA, mind az élesztdkivonatos taptalajon dllandé fényben és
sotétben inkubdlva. Ezért a tovdbbiakban a digitalis fényképeket a tizedik napon készitettiik a

BCI szamolasahoz. A vizsgdlat sematikus menete a 25. abran lathato.

25. abra A BCI kisérletben alkalmazott 1épések sematikus menete. 1. harom napos Fusarium
telep, 2. két napos Trichoderma telep, 3. a Fusarium torzs leoltasa, 4. a Trichoderma torzs

leoltésa, 5. a lemezek fényképezése, X a Petri-csésze kozéppontja.
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A digitélis fényképeken a Trichoderma és a Fusarium telepek eltérd telepsziniiknek
koszonhetden jol elkiilonithetdek voltak, igy a telepteriiletek hatdrainak megallapitdsa csak
minimalis hibat okozott a mérés soran (26. abra).

A teriiletek 4tlagidt és a szordst hdarom fiiggetlen ismétlésbdl szdmoltuk a négy
kiilonb6z6 inkubacios koriilmény sordn két fiiggetlen kisérletben (26. tablazat); a megfeleld
szamitott BCI értékeket a 27. tablazat tartalmazza. A vizsgalt torzsek mas-mas BCI értékeket
mutattak a négy alkalmazott taptalaj-fényviszony kombindciéban az in vitro antagonizmus
tesztekben, az értékek azonban az adott torzsekre nézve karakterisztikusnak bizonyultak. A
moddszer reprodukdlhatésagat a 26. tablazat kicsi szorasértékeinek és a 27. tablazat
megfeleld értékeinek Osszevetése igazolja. A mdodszer tehdt megfelel annak az igénynek, hogy
jol definidlt kornyezeti paraméterek haszndlatdval barhol alkalmazhaté legyen egy adott
laborban izolélt Trichoderma torzsek antagonista képességeinek a mar leirt torzsekkel vald
osszehasonlitasara, akar a konkrét Osszehasonlitani kivant torzsek beszerzése nélkiil is. A
kordbban hasznélt technikdkkal szemben tehdt mddszeriink jelentOs eldrelépés a potencidlis

biokontroll Trichoderma izolatumok elOzetes tesztelésében.

26. abra A SZMC 1623 torzs telepei (T, kék vonal) és a Trichoderma és a Fusarium telepek
altal elfoglalt teljes teriilet (Tt.r, sdrga szaggatott vonal) az alkalmazott tenyésztés 10. napjan.

(A: PDA/sotét, B: YEG/sotét, C: PDA/fény, D: YEG/fény).
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26. tablazat. A vizsgalt Trichoderma torzsek teriileteinek atlaga a két in vitro antagonizmus
kisérletben. Tt: a Trichoderma telep teriilete (kék vonal a 26. abran); Tr.r: a Fusarium és a

Trichoderma torzsek altal elfoglalt teljes teriilet (sdrga szaggatott vonal a 26. abran)

Elsé in vitro antagonizmus tesztek

Sotétben inkubalt
PDA Elesztékivonatos
T/ cm? Trr/ cm? Tt/ cm’ Tt/ cm’
SZMC 1623 213,52+296 22397+£2,65 197,98 +3,83 224,08+ 3,50
SZMC 1670 214,32+228 23326+1,76 149,73 +5,04 237,391+4,74
SZMC 1678 131,65+2,84 22845+1,80 203,96+593 233,44+3,83
SZMC 1679 207,26 £2,02 229,68 0,81 106,01 £7,63 232,22+2,70
Fényben inkubalt
PDA Elesztékivonatos
Ty / cm?® Tr.r / cm? Ty / cm? Tr.r / cm?
SZMC 1623 218,11 1,77 226,86+ 0,16 200,18 +7,70 234,68 +4,42
SZMC 1670 201,29+6,46 228,05+£2,76 107,43£6,16 235,01+4,71
SZMC 1678 211,73 +2,15 222,12+3,32 204,79+7,01 232,79 + 3,32
SZMC 1679 208,94 +347 226,80+£2,48 198,46+£6,96 232,30%2,03
Masodik in vitro antagonizmus tesztek
Sotétben inkubalt
PDA Elesztékivonatos
Ty / cm? Trr/ cm? Tt/ cm’ Tt/ cm’
SZMC 1623 213,58 +4,44 220,53 +£4,61 204,602,728 22588+2,63
SZMC 1670 217,48 +£2,10 233,35+4,12 158,52+7,22 234,43+1,84
SZMC 1678 140,17 4,63 22343+£2,53 200,12+£2,59 229,26+2,82
SZMC 1679 209,59 +5,81 227,80%+4,70 123,54+0,47 235,15+1,27
Fényben inkubalt
PDA Elesztékivonatos
T/ cm? Tr.r / cm? Tr/ cm? Tr.r / cm?
SZMC 1623 210,30+3,07 225,25+0,69 188,67+2,08 233,90%5,55
SZMC 1670 186,73 +£5,99 222,01+3,87 112,17+9,10 229,99 +7,59
SZMC 1678 209,16 £ 1,64 222,82+283 203,53+£791 230,51 +£0,98
SZMC 1679 206,63 £2,02 222,73+6,01 201,05+6,69 232,73+1,75
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27. tablazat. A négy vizsgalt Trichoderma torzs BCI értékei.

Elsé in vitro antagonizmus tesztek

BCI
Sotétben inkubalt Fényben inkubalt
PDA Elesztékivonatos PDA  Elesztékivonatos
SZMC 1623 95 88 96 85
SZMC 1670 92 63 88 46
SZMC 1678 58 87 95 88
SZMC 1679 90 46 92 85

Masodik in vitro antagonizmus tesztek

BCI
Sotétben inkubalt Fényben inkubalt
PDA Elesztékivonatos PDA  Elesztékivonatos
SZMC 1623 97 91 93 81
SZMC 1670 93 68 84 49
SZMC 1678 63 87 94 88
SZMC 1679 92 53 93 86

V.3.3.2. Az izolalt Trichoderma torzsek Biokontroll Indexei

A BCI szamitds moddszerének kidolgozdsa utdn a teljes Trichoderma populaciot
vizsgaltuk, és a torzseket rangsoroltuk a Fusarium culmorum NRRL 29371 ndvénypatogén
gomba ellen mutatott antagonista képességiik szerint élesztds és minimal taptalajon.

Az in vitro tesztek sordn szdmos izoldtum bizonyult hatdsos antagonista partnernek
(28. tablazat, 8. melléklet), ugyanis képesek voltak randni a patogén telep felszinére, és ott
esetenként nagy mennyiségii konidiumot képeztek. A BCI-k a minimdl tdptalajon egy szlikebb
intervallumba estek, mint az élesztokivonatos tiptalajon, a populdcié atlagos BCI-je azonban
a minimdl tiptalajon magasabb volt. A BCI-értékek normadl eloszlast mutattak mindkét
taptalajon a populacidéra nézve (27. abra), de a hisztogramok egyes intervallumai a két
taptalajon nem voltak megfeleltethetdk egymasnak. A 29. tablazat a 10 legnagyobb BClI-vel

rendelkez0 izolatumot mutatja be.
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28. tablazat. Az izolatumok jellemz6 BCI értékei a két alkalmazott taptalajon.

Taptalaj BCI intervallum Atlag Modusz Median
Minimal 28 — 52 43,690 45 44
YEG 13 -60 31,760 39 30,5

29. tablazat. A tiz legnagyobb BCI-vel rendelkez6 izolatum az egyes taptalajokon.

Taptalaj Torzsek BCI intervallum
Minimal 1617, 1636, 1638, 1649, 1655, 1664, 1666, 1676, 1684, 1692 49 - 52
Elesztés 1607, 1609, 1611, 1614, 1615, 1637, 1646, 1663, 1706, 1684 47 - 60
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27. abra. A BCI-k eloszldsa minimal (A) és élesztékivonatos (B) taptalajon.
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V.3.4. Médositott agresszivitas-tesztek

Az eredeti agresszivitasi teszteket a Fusarium torzsek fert6zo képességének mérésére
hasznaltdk buzanovényeken kvazi in vivo koriilmények kozott [Mesterhdzy, 1985]. Mi az
eredeti kisérleti paramétereket modositva a Trichoderma izolatumokat is bevittik a
rendszerbe, hogy a szabadfoldi torténésekhez jobban kozelitsiik az in vitro folyamatot (28.

abra).

28. abra. Az SZMC 1649 (A) és az SZMC 1672 (B) izolatum viselkedése példdzza a

moédositott agresszivitasi tesztekben tapasztalhat6 sz€lsdséges eseteket.
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29. abra. Az izolatumok Fusarium culmorum-ot gatlé hatdsanak eloszlasa a médositott

agresszivitasi tesztekben.
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Megallapithat6, hogy a kifejlesztett mddszer alkalmas a biokontroll tulajdonsagok
skalazaséara és az egyes torzsek rangsoroldsdra, de nem ad olyan finom felbontast, mint a BCI
szamitasaval kapott értékek sorozata (9. melléklet). Azaltal viszont, hogy a kisérleti rendszer
jobban kozeliti a valds folyamatokat, a j6 fertdzési redukcidt mutatd izolatumok valdszintileg
a mezodgazdasagi alkalmazds soran is megalljék a helyiiket.

A populaciészintli elemzés szerint a csirdz0 buzaszemek szamat tekintve az
izolatumok exponencialis eloszlast mutattak (29. abra), osszhangban a mddszer robusztus
jellemzoéivel. A vizsgélt izoldtumok 13%-a a kontrollal egyezd fert6zési redukcids hatést

fejtett ki, 6 torzs viszont jelentds 46 % feletti bizanovény talélést biztositott (9. melléklet).

V.3.5. Az antagonizmus és az extracellularis enzimtermelés kapcsolata

Az izolatumok extracelluldris enzim-szekréciés €s in vitro antagonista
tulajdonsagainak mérése utdn - a két tipusu tdpkozegben - regresszids faanalizissel vizsgaltuk
az esetleges kapcsolatokat. Az adatok eloszldsdnak alapjan két izolatumot kihagytunk az
analizisbol, mind az élesztOkivonatos (SZMC 1663, SZMC 1688), mind pedig a minimal
tapkozegben (SZMC 0886, SZMC 0887).

Minimdl tapkozegben az antagonizmus logaritmikus teriiletének dtlaga 4,709 volt. Az
analizis soran a legnagyobb logaritmikus teriiletatlag 4,784 és 4,786, mig a legkisebb 4,600
volt a regressziés fa termindlis dgain (30.A. abra). Ez az enzimek viszonylag kis hatdsat
mutatja az antagonizmusban az adott kisérleti koriilmények kozott. A fa eldgazasainal 1évo
logaritmikus antagonizmus atlagait mutatja a 30. tablazat. A 14 vizsgélt enzim koziil hat
antagonizmusban jatszott szerepe tlinik meghatirozénak. Az antagonizmus-értékek
legnagyobb részét a PGAL aktivitdsai magyardazzdk meg, majd a tovabbi csomépontokért a
regresszids fan a CTP1, a aGLU, a CTP3, a BXYL és a BGLU aktivitdsai a felelések. Léthato,
hogy az adott koriilmények kozott az antagonista képesség kialakuldsit a vizsgélt szinteken,
két mikoparazitizmusban €s harom kompeticiéban szerepet jatsz6 enzim konstitutiv aktivitdsa

befolyésolta leginkdbb.
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30. tablazat. A regresszids fa extracellularis enzimekkel jelolt elagazasainal 1évo logaritmikus

antagonizmus-értékek dtlagai.

Elagazas Log-transzformalt Elagazas Log-transzformalt
teriiletatlag teriiletatlag
Minimadil tdpkozeg Eleszt6s tdpkozeg
BGAL 4.709 TRP2 4411
CTP1 4.724 aGLU 4.263
CTP3 4.705 LPEP 4.595
BXYL 4.682 BGLU 4351
BGLU 4.663 CEP2 4.504
aGLU 4.657 CEP1 4.220
A EGAL; 0 0aE B mp;.l: 111887
{82) :';2:
CTP1 = 00485 aGLLUY - 0.028ax
CTP3- 00085 ‘ 800 5o
(44) aTer ) (12)
e oGLU | <o oasexa LPEP}: cosss
BXYL] < o o4a6ss7 |_ _|
:.1:,4 (38 BGLUY - o aiminey ;._-'.?.5 J:;."
BGLU < po15 CEP2} nootzma CEP1)«omssamn
32 475 7 (29)
1B}
i .-5 |‘ 452 308
4 4,830 4] 13
{8 (24

30. abra. Az izolatumok mért extracelluldris enzimeinek hatdsa az elfoglalt teriiletekre (log-
transzformaélt) az in vitro antagonizmus tesztben minimél (A) és élesztdkivonatos tdptalajon
(B). A fa eldgazdsaindl az enzimek neve, a particiondlds hatarértéke (OD), €s zaréjelben az

izoldtumok szdma; a termindlisokon a log-transzformalt teriiletatlagok lathatok.
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Az élesztékivonatos tdpkozegben az izoldlt populdcié alkalmazott antagonizmus-
teriileteinek atlaga 4,411 volt, 4,795 legnagyobb és 4,003 legkisebb értékkel a termindlisokon
(30.B. abra). Az analizis szerint hat vizsgalt enzim jatszik fontos szerepet az antagonista
képesség kialakitdsaban, a TRP2, a aGLU, az LPEP, BGLU, a CEP1 és a CEP2. Ebben az
esetben is mind a mikoparazitizmusban szerepet jatsz6 (TRP2, CEP1, CEP2), mind a
kompeticiés enzimek (aGLU, PBGLU, LPEP) aktivitdsai befolydsoltdk az in vitro

antagonizmus eredményességét.

V.4. Mikoparazita Trichoderma torzsek nemesitése UV-mutagenezissel

A novényvédelemben biofungicidként alkalmazhaté Trichoderma  torzsek
felhaszndldsdt nagyban hatrdltatja, hogy a megfelel6 hatds eléréséhez nagy
propagulummennyiség sziikséges a talajban [Adams, 1990]. Ez a tény tette indokoltta olyan 4j
torzsek eloallitdsat, melyeknek antagonizmusban €s mikoparazitizmusban szerepet jatszo
enzimeinek termelése vagy a vad torzsénél emelkedettebb szintet mutat, vagy kevesebb
indukcidés 1dot igényel, vagy maga az enzim mutat erdsebb aktivitdst. Az extracellularis
enzimek tdltermelésének  hatterében  kiilonb6zd  poszttranszlaciés  eseményekben
bekovetkezett valtozdsok dallhatnak, amelyek az extracellulédris fehérje szekrécids utakkal
vannak kapcsolatban. Ilyen valtozadsok jatszottak szerepet az extracelluldris protein tiltermeld,
N-metil-N’-N-nitrozoguanidin kezeléssel létrehozott 7. harzianum mutins esetében, ahol a
membranpermeabilitds megvaltozdsa magas enzimszekrécioval parosult [Rey és mtsai., 2001].
Az Osszes mutagenizalt telep enzimeinek vizsgalata koltséges és nehezen kivitelezhetd, ezért
olyan jol észlelheté markereket kerestiink, amelyek kapcsolatban édllhatnak az extracelluléris
enzimek termelésével, megvéltozdsuk igy jelezheti annak moddosuldsait, lehetdséget adva
ezzel olyan mutdnsok szelektdldsara, melyek eredményesen alkalmazhaték a bioldgiai
novényvédelemben. Ilyen bélyeg lehet a telepmorfoldgia megvaltozasa, amely a morfogenezis
soran bekovetkezd sejtfalszintézis dereguldcidjara utalhat [Deshpande, 1992], és ilyen lehet
egy aminosav-analdg rezisztencia kialakuldsa, amely a nitrogén anyagcsere derepresszidjara
[Cohen, 1973; Hanson és Marzluf, 1975], vagy a permedz funkcidk megvaltozasara utalhat

[Rao és mtsai., 1975; DeBusk és DeBusk, 1980].
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V.4.1. Az UV-mutagenezis optimalizalasa

Az UV-sugirzds letalitisanak meghatdrozasdhoz felvettik a besugarzott id6

fliggvényében a T. harzianum T334-es torzs telepeinek UV-sugarzas utdni tilélését a kontroll

csészéhez képest (31. abra).
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31. abra. A T. harzianum T334-es torzs telepszamanak valtozasa UV-sugarzas hatdsara.

Az abran jol lathatd, hogy az 5-30 mdésodperces besugdrzassal kezelt torzsek még
viszonylag magas tulélést mutattak, de a magasabb muticiés gyakorisdg ennek a
tartomanynak a nagyobb értékei felé tolddott el a telep-deficiens mutansok esetében. Ezért a
mutagenezist 15-30 madsodperces intervallumban végeztikk, igy a mutdcidés gyakorisagot
2:100-nak taldltuk. A morfolégiai mutansok konnyen elkiilonithetéek voltak a vad torzstol, jol
megfigyelhetd volt a kompakt novekedés, az adott hifahosszra es6 eldgazdsok szamdnak
novekedése. A nemesitett torzseket az eredeti torzs nevéhez illesztett col (colonial)
roviditéssel jeloltik. A pFFA-érzékenységi gorbe alapjan (32. abra) az aminosav-anal6got
300 pl/ml-es koncentracioban adtuk a taptalajokhoz. A létrehozott 40 nemesitett torzset az

eredeti torzs nevéhez illesztett pfa (p-fluor-fenilalanin) roviditéssel jeloltiik.
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32. abra. T. harzianum T334-es torzs pFFA-érzékenysége.
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V.4.2. A vad tipusi torzs proteaztermelésének vizsgalata

A sziil6i torzsek konstitutiv TRP2- és CTP3-termelése mérsékelt aktivitdsokat
mutatott a NaNO; tartalmud taptalajon (33. abra) a 0Oszi biza gyokerérdl szarmazod, jo
termelOnek szamitd izoldtumokhoz képest. Az ammonium- és a glutamdtion gatolta a TRP2
szekréciot mindhdrom vizsgalt szénforrdas jelenlétében (33.A. abra). Hasonlé represszids
profilt tapasztaltunk a CTP3 esetében is, kivéve a glutamét-gliik6z nitrogénforris-szénforras
kombinéaciot (33.B. abra). Az irodalomban mar extracellularis kitindzok esetében igazoltak a
karbon és a nitrogén katabolit repressziot [Donzelli és Harman, 2001; De las Mercedes Dana

és mtsai., 2001], mely szabdlyozas az extracellularis protedzok szekrécidjaban is jelentOs.
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33. abra. A T. harzianum T334-es torzs TRP2 (A) és CTP3 (B) aktivitasa kiilonb6z6 szén- és

nitrogénforrasokon az inkubécié 3. napjan.
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V.4.3. A mutans torzsek proteaztermelésének vizsgalata

A 100 létrehozott torzs enzimszekrécidjat vizsgdlva nagy szdmban taldltunk protedz
tiltermeld torzseket mind a pfa (40) mind a col (60) mutdnsok kozott a 3 napos, nem induktiv
koriimények kozotti inkubdcié utdn. Az extracelluldris protedzt kédold struktirgén
Neurospora crassa esetében is tobb szigndl hatdsiara kapcsol be, melyek kozt kiemelkedd
helyet foglal el a nitrogén elvonasa a tdpkozegbdl [Hanson és Marzluf, 1975]. Hasonl6an az
elézoekhez az Aspergillus nidulans is 6sszetett kontroll alatt expresszal neutrdlis €s alkalikus
protedzokat, melyek szekrécigjat szintén limitédlja a nitrogén [Cohen, 1973]. A pfa muténsokat
a toxikus aminosav anal6g, a pFFA tiptalajhoz keverésével szelektdltuk glutamin
jelenlétében, amely er0s represszora tobbek kozott a nitrogén agyagcesere enzimeinek, melyek
részt vehetnek az aminosav analdg detoxifikdlasaban (pl. L-fenilalanin-ammonia-lidz, L-
aminosav oxiddz). A pFFA-rezisztencia kialakuldsa sordn a mutdnsok nitrogénanyagcseréje
esetleg derepresszalttd valik, és igy az extracelluldris enzimek termelésében is deregulaci6
Iéphet fel, ahol a szekrécids rendszer tulajdonképpen felszabadul a glutamin gétlas aldl a
szimultan derepresszié hatdsara.

Egy masik lehetséges mechanizmus a pFFA rezisztens torzsek kialakuldséara a permeaz
funkciok megvaltozdsa a sejtmembranban. A N. crassa muticidja a pmg 16kuszon — melyet
pFFA rezisztencidra szelektdlva értek el — az éltaldnos aminosav transzport rendszer (II)
mukodésének karosodasdhoz vezetett [DeBusk és DeBusk, 1980; Rao és mtsai., 1975]. A
Neurospora pmg génjét késObb izoldltdk és jellemezték [Margolis-Clark és mtsai., 2001];
szekvencidja nagyfokd hasonlésagot mutatott a 7. harzianum Inda 1 vélelmezett permeaz
génjével, amelyet kordbban a biokontroll folyamatokban szerepet jatsz6 Trichoderma gének
keresésekor irtak le. Az Inda 1 gén expresszidja ugyanis R. solani sejtfaltoredékén torténd
tenyésztés sordn indukdlddott [Vasseur és mtsai., 1995].

A col torzsek esetében a megvaltozott sejtfal-bioszintézis dllhat a telepmorfolégia

megvaltozdsanak és a protedzszekrécio emelkedésének a hatterében.

V.4.3.1. A mutans torzsek proteaztermelése

A 8 legigéretesebb mutans torzset véalasztottuk ki a tovabbi részletesebb vizsgalatokra.
A TRP2 aktivitdsdnak szintje 0,041£0,02 U és 0,251+0,04 U kozott valtozott. A legnagyobb
aktivitdsokat a pfa 5, a pfa 6, a pfa 37 és a col 2 torzsek esetében mértiik, amely a vad torzs
altal mutatott aktivitas 6-12,5-szerese. A mutansok CTP3 aktivitasai 0,09+0,02 U és 0,8+0,03

U kozé estek, ahol a legnagyobb aktivitdsokat a pfa 6, a pfa 37, a pfa 38 és a col 22 térzsek
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mutattdk, amelyek 10-16-szor nagyobbnak bizonyultak, mint az eredeti T334-es torzsé (34.
abra). Bizonyos pfa mutansok (pl. pfa 37) magas aktivitadsokat mutattak mind a TRP2, mind

pedig a CTP3 esetében is.

DN TRP2 EEEE CTP3
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c - 06 €
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34. abra. A kivalasztott col és pfa torzsek és a T. harzianum T334 (vad) torzs TRP2 és CTP3

aktivitdsa 3 napos inkubaci6 utén.

V.4.3.2. A proteazok idobeli megjelenése

Az enzimaktivitisok megjelenését az idOben a tenyésztés 1., 2., 3. és 6. napjin
vizsgéltuk, ugyanis a természetes €él6helyen a niche eredményes betoltésének feltétele lehet a
mar alapszinten szekretdlt magas enzimmennyiség mellett az enzimek idOben korai
megjelenése is. A mutansok szekrécids profiljat a 35. abra mutatja.

A hatodik napon megjelend magas aktivitasi értékek feltehetden mar indukcids
allapotot tiikroznek, ugyanis a legjobb enzimkészlettel rendelkezd torzsek a rendelkezésre all6
tdpanyagforrast felélve onmagukat kezdhetik emészteni, az ennek kovetkeztében felszabadul6
komplex fehérjék és peptidek pedig hatékonyan indukalhatjdk a szekréciét. A TRP2
maximalis aktivitast a col torzsek esetében a 2-3. napon mutatott (35.A. abra), mig a CTP3

aktivitdsa a col 2 és a col 15 kivételével a 2. napon volt a legmagasabb (35.B. abra). A pfa
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mutansokndl mindkét vizsgalt protedz aktivitdsdnak csicsa a 2-3. nap utdn volt tapasztalhat6

pd
(35.C., D. abra).
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35. abra. A TRP2 (A, C) és CTP3 (B, D) aktivitdsainak idobeni megjelenése a col (A, B) és a
pfa (C, D) mutansokndl a T. harzianum T334 (vad) torzshoz képest.

V.4.3.3. A nemesitett torzsek proteazainak vizsgalata oszlopkromatografiaval

A fenti kisérletek alapjan a col 26 és a pfa 37 torzsek - a két mutdnsvonal egy-egy
legmagasabb protedzszekréciot mutatd torzse - tenyészetének feliiluszoit Sephadex G-100-as
oszlopkromatografiaval frakciondltuk, majd az egyes frakciokban mértiik a TRP2 és a CTP3
aktivitasat. A TRP2 (36. abra) és a CTP3 (37. abra) aktivitasanak profilja is komplex képet
mutatott az izoenzimek nagy szdménak koszonhetden. A Trichoderma torzsek protedzainak
pH-fliggését tanulméanyoz6 kordbbi munkdban a vad torzs mindkét protedz esetében magas

relativ aktivitdst mutatott pH 5,0 és 9,0 kozott. Ez a tapasztalt tdg pH optimum valészintileg
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tobb izoenzim jelenlétének lehet a kovetkezménye, melyek kiilonbozé pH optimummal
rendelkeznek [Kredics és mtsai., 2004].

A vad T334-es torzs legalabb két TRP2 izoenzimet termel (hozzavetdleg 90 és 55
kDa; 36.A. abra), a col 26-os torzs szamos izoenzimet szekretil az 5.4 - 90 kDa
mérettartomanyban (36.B. abra), mig a pfa 37 esetében egy csucsot detektaltunk a 11 - 24

kDa-os mérettartomanyban (36.C. abra).
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36. abra A TRP2 izoenzimek aktivitdsanak gélsziirés utani profilja. A. T. harzianum T334, B.
T334 col 26, C. T334 pfa 37.

A vad torzs legaldbb két, hozzédvetdlegesen 99 és a 32 kDa-os CTP3 enzimet termelt
(37.A. abra). Az utébbi valésziniileg megfeleltethetd a T. harzianum PRB1-nek, amely egy
N-szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid szubsztratot nagy affinitdssal hasité, 31 kDa-os

bazikus protedz [Geremia és mtsai., 1993].
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37. abra A CTP3 izoenzimek aktivitdsanak gélszlirés utani profilja. A. T. harzianum

T334, B. T334 col 26, C. T334 pfa 37.

Két csucsot adott a frakciok CTP3 aktivitdsa a col 26 esetében (hozzavetdlegesen 58

és 16 kDa; 37.B. abra), mig a pfa 37 esetében legalabb 4 izoenzimbdl all6 (hozzavetdlegesen
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58, 39, 24 és 5,2 kDa; 37.C. abra) intervallumrdl beszélhetiink. Erdekes, hogy mind a
szekretalt protedzok aktivitisa, mind pedig az izoenzim-profilok erdsen eltértek a vad

torzshoz képest.

V.4.4. Nemesitett Trichoderma torzsek novénypatogén gombakkal szembeni in vitro

antagonizmusa

A mutédns Trichoderma torzsek kompeticios képességeit in vitro antagonizmus-tesztek
segitségével vizsgaltuk kiilonb6z0 nitrogénforrdsok jelenlétében. A 8 kivalasztott torzs
antagonizmusa a 31. tablazatban lithat6. A mutans torzsek és a vad torzs antagonista
képessége kozott kicsi volt a kiillonbség az élesztOkivonatos tdptalajon, mig az ammoniumion
jelenlétében ez az eltérés kifejezettebbnek mutatkozott. A tapasztaltak a nitrogénanyagcsere
derepresszidjara vezethetok vissza. Szdmos mutdns torzs hatékony antagonista partnernek
bizonyult az alkalmazott novénypatogén gombdkkal szemben, képes volt ranOni azok telepére
(pl. pfa 5, pfa 37, col 26; 38. abra). A magas proteaz produkcié azonban nem minden esetben

eredményezett jobb antagonista képességet (pl. col 2).

38. abra A T. harzianum col 26 (A), pfa 37 (B), pfa 5 (C) és a sziiléi T344 (D) torzsek in
vitro antagonizmusa R. solani-val szemben. A nyilak a mutansok randvésének zonadit jelolik.
Az 4ltalunk létrehozott mutdns torzsek alacsonyabb protedz aktivitdsokkal
jellemezhetdk, mint a prbl gén transzformdcié utjan torténd tulkifejezésével 1étrehozott

nemesitett torzsek [Flores, A., 1997]. Az utébbi, extrém magas protedzszintet produkdléd
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transzformédnsok viszont nem bizonyultak jé biokontroll 4dgensnek. Ez éppen a tulzott
protedzszekrécidval magyardzhatd, mely mds, a mikoparazitizmusban szerepet jatszé fehérjék
részleges-, vagy teljes proteoliziséhez, degradicidjdhoz vezethet [Flores, A., 1997]. Ezért a
biokontroll torzsek nemesitésénél inkabb az lehet a kovetendO ut, ha csak mérsékelten
emeljiilk az egyes extracellularis enzimek szintjét a nemesités soran [Rey, M., 2001].
Erdeményeink alapjdan az UV-mutagenezis megfelel ezeknek az elvarasoknak. Meg kell
azonban emliteni, hogy néhany protedz-tiltermeld torzsiink esetében csak mérsékelt
antagonista aktivitast tapasztaltunk, ami a robusztus mutagénkezelés nemkivanatos hatdsainak
tudhaté be, melynek sordn az antagonizmus komplex folyamatdban résztvevd mas gének is
valtozast szenvedhetnek. Ezért - biokontroll dgensként torténd gyakorlati alkalmazasukat
megelézden — a mutagenezissel nemesitett Trichoderma torzsek Okoldgiai fitneszének

részletes vizsgalatara van sziikség.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A bioldgiai novényvédelemben alkalmazhaté mikroorganizmusok a kornyezetbarat
novényvédelem legigéretesebb eszkozei kozé tartoznak. Szdmos képviseldjiik rendelkezik
kimagaslé antagonizdlé képességgel novénypatogén gombdkkal szemben, s igy sikeresen
alkalmazhatdak e kérokozok éltal eldidézett novénybetegségek lekiizdésére. Az antagonizmus
folyamata kiilonb6z0 mechanizmusokon alapul, melyek koziil kiemelkedd jelentdségli az
€léhelyért €s a tdpanyagokért folytatott kompeticid, valamint a mikoparazitizmus. A
mezogazdasagi alkalmazds céljaira megfeleld0 gombafajok koziil szdmos tartozik az
Ascomycota torzs Hypocreales rendjének Trichoderma nemzetségébe, mely a nemzetség
tagjainak kiemelkedden gyors novekedésével, valamint jelentds mennyiségli antibiotikum és
extracellularis enzim termelésére valo képességével hozhat6 Gsszefiiggésbe.

Munkénk soran 5 kiilonb6z6 mezdgazdasagi teriileten, 18 mintavételi pontbdl gytijtott
Oszi buza novények gyokerérdl szdrmazd 116 Trichoderma izoldtumot, valamint kordbban
Manczinger €s munkatdrsai éltal erdei talajbdl izoldlt 9 Trichoderma torzset tanulmanyoztunk.
A tisztitott és taxonOmiailag meghatdrozott torzsek a Szegedi Tudomdnyegyetem
Mikrobiol6giai Tanszékének gyiijteményében (Microbiological Collection of the University of
Szeged — SZMC) keriiltek elhelyezésre.

A mezbgazdasagi teriiletekrél szarmazd izoldtumok fajszinti azonositdsat és
filogenetikai vizsgdlatdt morfoldgiai és molekuldris mddszerek segitségével végeztiik. A
morfoldgiai vizsgédlatok sordn a telepek habitusdt, valamint a konidiumok, fialidok és
konidioférok alakjit és méretét hasznéltuk fel hatarozdsi bélyegként, mely lehetdvé tette 89
izolatum fajszinten torténd meghatarozasat. A molekuléris diverzitds vizsgalatdhoz celluldz-
acetdt izoenzim-elektroforézist (CAE) és a riboszomélis DNS szekvencidk analizisén alapul6
technikdkat alkalmaztunk.

Az celluloz-acetat géleken végzett izoenzim-analizis mddszerének bevezetése sordn
vizsgalatainkat kis mintaszdmmal, mar meghatdrozott, torzsgylijteményekben torzsszammal
rendelkezd 10 klinikai és 4 kornyezeti Trichoderma izolatummal kezdtiik, melybe bevontunk
7 altalunk izolalt szaprofita torzset is. Tizenhdrom intracelluldris enzimet teszteltiink, hogy
aktivitdsuk, és az egyes mintdzatok megfeleldek-e a taxondmiai vizsgalatok céljaira. Hét
enzim (6-foszfogliikonat dehidrogendz, gliik6z-6-foszfat dehidrogendz, gliik6z-6-foszfat
izomerdaz, peptidaz A, B, D, foszfoglikomutdz) mutatott j6l hasznalhaté mint4zatot a vizsgalt

izoldtumok esetében. A moddszer felbontdsanak és megbizhatésdganak ellendrzésére
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elkészitettik a torzsek ITS 1 DNS szekvencidjan alapulé dendogramjit, amelyet
Osszehasonlitottunk az izoenzim-analizis sordn kapott adatatokkal. Az izoenzim-mintazatokon
é€s az ITS 1 szekvencidkon alapulé csoportok jo egyezést mutattak, ezen til a CAE
eredmények esetenként még nagyobb felbontést is adtak a fajokon beliil. A kezdeti kisérletek
soran igazoltuk, hogy a mddszer j6l hasznalhat6 a kés6bbi taxondmiai munkak soran, tovabba
javaslatot tettiink néhany vizsgalt izolatum reidentifik4lasa.

A teljes, 116 torzsre kiterjedd izoenzim-analizist 6t kivdlasztott enzim mintdzatainak
vizsgélatdval végeztiik, melynek sordn 26 elektroforetikus tipusba tartozé 38 elektromorfot
regisztraltunk.

A DNS-szekvencia alapi taxonomiai moddszer esetében a PCR technikaval
felszaporitott ITS 1 — 5,8S rRNS — ITS 2 régidkat tartalmazé kb. 600 bp-os magi rDNS
szakaszok szekvencidit hasznaltuk fel az egyes fajok un. ,,DNS-vonalkéd”-okon alapuld
azonositdsdra, melynek segitségével 69 izolatumot fajszinten 18-at pedig klddszinten lehetett
azonositani. Az izoenzim-mintizatok mutatta nagyfokud biokémiai hasonlésdg alapjan tovébbi
15 torzset sikeriilt fajszinten meghatdrozni.

A taxonOmiai vizsgalatok sordn gytijtott adatok filogenetikai elemzését parszimonia,
tavolsdg matrix és Markov lanc Monte Carlo mddszerek segitségével vizsgaltuk kiilon-kiilon
analizisekben az ITS 1-2 szekvencidk illesztésére és az izoenzim adatokra, végiil a Markov
lanc Monte Carlo médszerrel k6zos Osszevont analizist is végeztiink, melynek segitségével
pontosan meghatdrozhattuk az dsszes torzs taxondmiai poziciojét.

Az elemzésekben a Longibrachiatum szekciéba tartozé 5 jol elkiiloniilo T.
longibrachiatum torzset hasznaltuk kiilcsoportként. A 41 T. harzianum-nak bizonyult torzs 4
madr leirt ITS 1-2 genotipust (Gen 1, Gen 2a, b, SZMC 1633) és 4 eddig csak a jelen
tanulmanyban szerepld magyarorszigi genotipust reprezentdlt (Har I, II, III, IV). Hirom
izolatum, a Trichoderma sp. DAOM 175924 torzzsel mutatott hasonlésdgot. Az altalunk
izolélt T. virens torzsek (31) a filogenetikai elemzések alapjan 4 genotipusba sorolhatok,
melybdl egy azonos az extipusssal (Vir Ex), harom pedig 4j genotipusnak bizonyult. A T.
atroviride izolatumok (9) az elfogadott extipus ikerdgaként jelentek meg (Atr I). Hirom
izolatum a 7. oblongisporum fajhoz (Obl II), négy a T. brevicompactum tajhoz, egy izolatum
a T. spirale fajhoz, mig 6t izolatum két genotipussal (Ros I, II) a T. rossicum fajhoz tartozott.
Az eddig leirt fajoktdl teljesen elkiiloniilve, viszonylag nagy filogenetikai tdvolsaggal
helyezkedett el 14 izoldtum, melybdl 9 a Rufa kladhoz (Ruf I, Ruf II, SZMC 1682, SZMC

1660), 5 pedig a Stromatica kladhoz tartozott (Bre I). Ezek az izolatumok valészintileg 5 4j
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faj képviseloi. A T. virens, T. rossicum, T. spirale, T. brevicompactum €s T. oblongisporum
fajok magyarorszdgi eléforduldsiar6l eddig nem jelent meg kozlemény, a jelen tanulmény
allapitja meg elészor jelenlétiiket a Karpat-medencében.

Az Okofizioldgiai tanulmanyok sordn a Oszi buza gyokerérdl szarmazd torzsek
extracelluldris enzimtermelését, antibiotikum-termelését és biokontroll tulajdonségait
vizsgéltuk.

Az extracelluldris kimoelasztdz-, tripszin- €s kimotripszin-tipusi protedz, Leu-
aminopeptidaz, B-1,4-N-acetil-gliikézaminidaz, a-glikkozidaz, B-glikkozidaz, B-galaktozidaz,
B-xiloziddz és cellobiohidroldz enzimek konstitutiv aktivitdsait mértik a torzsek
fermentleveinek feliilisz6ibdl, mivel ezek az enzimek fontos szerepet jatszanak mind a
kompeticid, mind a mikoparazitizmus folyamataiban. Jellemeztiik az enzimek szekrécidjanak
eloszlasat a vizsgalt populdcidban, és statisztikai moddszerekkel vizsgaltuk az esetleges
kapcsolatokat az egyes enzimek termelddése kozott. Magas enzimszekrécidval jellemezhetd
torzsek minden vizsgalt enzim esetében eldfordultak, de az esetek nagy részében nem volt
kimutathaté szignifikdns korrelacié az egyes enzimek szekrécidja kozott. Az egyes
taxonOmiai csoportok €s a termelt enzimek szintje kozotti kapcsolatok tanulményozdsa soran
sem taldltunk kimutathat6 statisztikai 6sszefiiggéseket.

Az izolatumok koziil 17 torzs bizonyult antibiotikum termeldnek, a termelt vegyiiletek
Gram-pozitiv baktériumokkal szemben mutattak jelents bioldgiai aktivitast. A fajok és az
antibiotikumok termelése kozott erds Osszefliggés mutatkozott az antibiotikumot termeld
izolatumok ugyanis egy kivétellel (SZMC 1678, T. harzianum) a T. virens fajhoz tartoztak.

A torzsek biokontroll képességeit két modszerrel hatdroztuk meg. Egyrészt
kidolgoztunk egy uj, az in vitro antagonizmus tesztek kép-analizisén alapulé moédszert, mely
lehetdséget teremt a jovOben fonalasgomba torzsek biokontroll tulajdonsdgainak mennyiségi
kiértékelésére megfeleld szabvanyositott koriilmények kozott. Ennek révén a kiillonbozd
helyszineken elvégzett tesztek eredményei Osszehasonlithatovd, Osszevethetové vélnak,
lehetdség nyilik az egyes izoldtumok skdldzasara antagonista tulajdonsagaik alapjan, mely egy
relativ Biokontroll Index (BCI) értékkel jellemezhetd. Az izoldtumok biokontroll képességét
az in vivo koriilményeket kozelitd, modositott agresszivitas-tesztekben is regisztraltuk.
Megillapithato, hogy a BCI szamitasaval kapott értékek sorozata finomabb felbontast ad, mint
a modositott agresszivitds-tesztek eredményei, ami viszont a jé fert6zési redukciét mutatd
izoldtumok természetes koriilmények kozotti alkalmazhatésdgardl szolgdltat hasznos

informaciot.
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A BCI értékeket f6 valtozonak, az extracelluldris enzimaktivitasi adatokat magyarazo
véltozonak tekintve regresszids fa-analizissel vizsgéltuk a kapcsolatokat az egyes enzimek
termelésének jellemz6i és a biokontroll képesség kozott. Megallapithatd, hogy mind a
mikoparazitizmusban szerepet jatsz6 mind a kompeticios enzimek aktivitdsai befolyasoltak az
in vitro antagonizmus eredményességét, de azt, hogy mely enzimek jatszanak igazan fontos
szerepet a folyamatban, az alkalmazott tdpkozeg is nagymértékben befolydsolja.

Az erdei talajbdl szarmazé izolatumok antagonista képességének javitisara UV-
mutagenezissel torzsnemesit végeztiink az extracelluldris protedz enzimeket tultermeld
mutansok eldallitdsa céljabol. Az egyes mutans torzseket p-fluoro-fenilalaninnal szembeni
rezisztencidara €és megvaltozott telepmorfoldgidra szelektaltuk. Szdmos protedztiltermeld
mutdns torzs hatdsos antagonista partnernek bizonyult az alkalmazott ndvénypatogén
gombdkkal szemben, azonban tényleges mezdgazdasdgi alkalmazdsuk eldtt sziikség van a
végsd igazolast adod szabadfoldi kisérletekre.

Osszeségében a természetes é&ldhelyekrdl, és a nemesitések sordn is sikeriilt
kiemelkedd biokontroll képességgel rendelkezd Trichoderma torzseket izolédlni, melyek jo
kiindulési alapot teremtenek a biol6giai védekezési stratégidk tervezéséhez. Az izolatumok
filogenetikai relacioit és taxonémiai helyét morfoldgiai és molekularis eszkozokkel tisztaztuk,
€s az egyes Okofizioldgiai tulajdonsdgok mérésével - két megkozelitésben - magyardzatot

kerestiink az el0nyds antagonizald képesség kialakuldsara.
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There is a worldwide need to adopt the practice of sustainable agriculture, using
strategies that are environment-friendly, less dependent on agricultural chemicals and less
damaging to soil and water resources. One of the key elements of such sustainable agriculture
is the application of biocontrol agents for plant protection. Species in the filamentous fungal
genus Trichoderma belonging to the Hypocreales order of the Ascomycota division are of
great economic importance as sources of enzymes and antibiotics; plant growth promoters;
degraders of xenobiotics, and most importantly, as commercial biofungicides, thus they are
potential candidates for biocontrol applications. The selection of promising strains, the
investigation of antagonistic abilities, the tolerance of environmental parameters, and the
production of extracellular enzymes, as well as the improvement of the strains for better
antagonistic properties are in progress these days.

In this study we investigated Trichoderma strains that were isolated partly from roots
of winter wheat grown in five agricultural fields of southern Hungary (116 strains from 18
different defined test holes), partly from forest soil. The purified and taxonomically identified
isolates were deposed in the Microbiological Collection of the University of Szeged (SZMC).

The identity and diversity of the strains isolated from the agricultural fields were
examined based on morphological and molecular characters, and a detailed phylogenetic
analysis was performed. Morphological data were collected by measuring the structure and
shape of conidiophores, phialides and conidia as well as the colony morphology and growth
characteristics. During these investigations we were able to identify 89 isolates at the species
level. For the investigation of molecular diversity, sequence analysis of the internal
transcribed spacer (ITS) region and cellulose-acetate electrophoresis (CAE) mediated
isoenzyme analysis were applied.

For the optimization of the CAE method, we started our experiments with a small
sample amount including 10 clinical and 4 environmental isolates deriving from culture
collections and 7 of our field isolates. After initial testing of 13 enzymes for activity and
resolution of bands, 7 of them (glucose-6-phosphate dehydrogenase, glucose-6-phosphate
isomerase, 6-phosphogluconate dehydrogenase, peptidase A, B, D and phosphoglucomutase)
proved to be appropriate for the analysis of the full sample set. Comparing the different
electrophoretic types, each of these 7 enzymes could be used as a molecular marker for the

identification of members of the genus Trichoderma. The CAE-based identifications were

104



VII. Summary

supported by previous data from sequence analysis of the internal transcribed spacer region of
the isolates. During the phylogenetic analysis, the groups based on isoenzyme patterns and
ITS 1 sequence data corresponded well with each other, furthermore, CAE proved to be
superior to ITS 1 regarding the discriminatory power of the methods within the species T.
longibrachiatum. Our results support the hypothesis that most of the Trichoderma strains
involved in opportunistic infections are restricted to the Longibrachiatum section of the
genus, and that previous reports about the isolation of other Trichoderma species from
immunocompromised patients may not have been correct.

After this optimization experiment, the CAE-based isoenzyme analysis was
subsequently expanded to the full set of strains isolated from root of winter wheat. We were
able to determine 38 electromorphs belonging to 26 electrophoretic types based on the running
patterns of five selected enzymes.

The approx. 600 bp long ITS 1 - 5.8S rRNS- ITS 2 region was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) and applied as a marker to identify the strains at the species
level with the aid of oligonucleotide barcodes. This method enabled the identification of 69
isolates at the species level and 18 isolates at the clade level. The comparison of the CAE and
barcode results enabled the identification of further 15 strains at the species level.

Data collected during the taxonomical investigations were analysed phylogenetically
with the methods of parsimony, distance matrix and Markov chain Monte Carlo in separated
analysis of ITS 1-2 sequences and isoenzyme data. Finally, to identify the taxonomic position
of all examined isolates, a combined phylogenetic analysis was carried out with the Bayesian
method using the Markov chain Monte Carlo algorithm.

In the analysis, five well separated T. longibrachiatum strains belonging to the section
Longibrachiatum were used as the outgroup. Forty-one strains proved to be T. harzianum
representing 4 ITS-genotypes that have been described already (Gen 1, Gen 2a, b, SZMC
1633) and 4 further Hungarian genotypes that were firstly obtained during this study (Har I,
II, IIL, IV). Three isolates were related with the Trichoderma sp. DAOM 175924 ex-type
strain. The isolated 7. virens strains (31) could be classified into 4 genotypes, one from these
is identical with the ex-type (Vir Ex), while three proved to be novel genotypes. The T.
atroviride isolates (9) formed a twin-branch of the ex-type strain on the phylogenetic trees
(Atr I). Three isolates proved to belong to 7. oblongisporum, four to T. brevicompactum, one

to T. spirale, while five isolates to two genotypes (Ros L, II) of 7. rossicum.
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Fourteen strains appeared to be completely separated from the species described
previously in the literature. Nine of them proved to be members of the Rufa clade (Ruf I, Ruf
II, SZMC 1682, SZMC 1660), while 5 belonged to the Stromatica clade (Bre I). Based on our
investigations, these isolates probably represent five new species. To our knowledge, our
study is the first to demonstrate the occurrence of the 7. virens, T. rossicum, T. spirale, T.
brevicompactum and T. oblongisporum species in Hungary.

During the ecophysiological experiments we studied the secretion of extracellular
enzymes, production of antibiotics and determined the biocontrol properties of the isolates.

The strains were investigated for the production of B-xylosidase, o-glucosidase, [3-
glucosidase, B-galactosidase, cellobiohydrolase, trypsin-, chymotrypsin- and chymoelastase-
like proteases and N-acetyl-f3-glucosaminidase, which are extracellular enzymes important for
the processes of competition and mycoparasitism. The secretion of enzymes was followed by
the means of specific chromogenic p-nitroanilide and p-nitrophenyl substrates. The
distributions of the secretions of the examined extracellular enzymes were characterised in the
isolated population and the occuring relationships between the produced enzymes were
investigated by statistical tools. Some of the examined enzymes were secreted constitutively,
their amounts showed high variability within the isolates. However, there were no significant
correlations between the secretions of the enzymes. Similarly, no correlation could be found
between the taxonomical positions and the enzyme productions of the strains.

Biocontrol properties were tested in vitro against Fusarium culmorum NRRL 29371, a
significant pathogen of wheat. In vitro confrontation assays performed on agar plates are
generally applied for the evaluation of antagonistic abilities of Trichoderma strains, as results
of these assays correlate well with in vivo studies. A direct confrontation assay was applied for
recording the inhibition effect, which was expressed as the value of biocontrol index (BCI)
calculated from the image analysis of ratio of the area occupied by Trichoderma and the total
area of Trichoderma and the plant pathogen. A modified plant pathogen aggressiveness test
was carried out on wheat seeds for the investigation of reduction in disease severity in the
presence of Trichoderma strains.

The presence of antibiotics-producing strains (17) among the isolates was examined by
biological tests, the detected antibiotics were partially purified. These compounds showed
antimicrobial activity against the tested Gram-negative bacteria. The detection of antibiotics
was in correlation with the taxonomical positions of the isolates: except for a single strain

(SZMC 1678, T. harzianum), all of the producers proved to belong to 7. virens.
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After collecting the data about biocontrol properties and extracellular enzyme
secretion, the relationships and regression were examined by statistical analysis. Statistical
methods were used to predict the values of the target variable (areas of colonies in in vitro
antagonistic tests) with values of the extracellular enzyme activities as explanatory variables.
The enzymes playing a role both in the competition and mycoparasitism influenced the in
vitro antagonisms, but the enzymes, which are important in these processes depended on the
applied media.

To improve the antagonistic capacity of some Trichoderma strains isolated from forest
soil, a mutagenetic program was undertaken for the isolation of derivatives that are
overproducing extracellular proteases. The mutant strains were obtained by means of UV-
irradiation and were selected for p-fluorophenyl-alanine resistance or altered colony
morphology. Both trypsin-like and chymotrypsin-like protease secretion was elevated in most
of the mutant strains. The profiles of protease isoenzymes were different between the mutants
and the wild-type strain, when examined by gel filtration chromatography. Certain mutants

proved to be better antagonists against plant pathogens in in vitro antagonism experiments.
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X. Melléklet

X. MELLEKLET

1. melléklet. A celluléz-acetit izoenzim-elektroforézis validalasdhoz felhasznalt klinikai €s

nem klinikai izolatumok.

Fajok az eredeti Fajok az ITS 1

PERNAY . Torzsszam . .. Genbank szam

morfologiai leiras szerint szekvenciak alapjan

Klinikai izoldtumok

T. citrinoviride UAMH 9573 T. longibrachiatum  AY328038

T. longibrachiatum ATCC 201044  T. longibrachiatum  AY585879
CBS 446.95 T. longibrachiatum  AY328039
UAMH 9515 T. longibrachiatum  AY328035
ATCC 208859 T. longibrachiatum  AY328042

T. koningii CM 382 T. longibrachiatum  AY328034

T. pseudokoningii UAMH 7955 T. longibrachiatum  AY328040
UAMH 7956 T. longibrachiatum  AY328041
1P 2110.92 T. longibrachiatum 782902

T. viride 043.99 T. koningii AY328036

Nem klinikai izoldtumok

T. citrinoviride UAMH 999 T. citrinoviride X93940

T. koningii CECT 2412 T. longibrachiatum  AF027216

T. longibrachiatum CECT 2606 T. longibrachiatum  X93929

T. pseudokoningii CECT 2937 T. longibrachiatum 782912

T. virens SZMC 0931 T. virens DQ118083

T. virens SZMC 0561 T. virens DQ118085

T. harzianum SZMC 0559 T. harzianum DQ118087

T. harzianum SZMC 0560 T. harzianum DQ118084

T. harzianum SZMC 0566 T. harzianum DQ118088

T. harzianum SZMC 0919 T. harzianum DQ118089

T. harzianum SZMC 0930 T. brevicompactum  DQ118086




X. Melléklet

2. melléklet. Az izoenzim-adatokon alapulé parszimoénia dendrogram a kiilonb6z6
elektroforetikus tipusokkal. Az dgakon 1év6 szdmok a bootstrap értékeket, a fiiggdleges
vonalak az egyes kladokat, a szinek a szekcidkat jelolik (piros - Longibrachiatum, kék -

Pachybasium B, zold — Trichoderma, fekete — nem meghatérozott).
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3. melléklet. A téli buza rizoszférabdl izolélt Trichoderma torzsek ITS 1-2 szekvencidinak és

illesztésének paraméterei a ,,vonalkdd” alapjan meghatédrozott, és a végleges faji

kategoridkkal.

Fajnév Torzsszam Genbank Fajnév Hossz Gap- Gap-
(,,vonalkod™) szam szam hossz
T. harzianum SZMC 0559 DQ118087 T. harzianum 377 20 41
T. harzianum SZMC 0560 DQ118084 T. harzianum 375 20 43
T. sp. SZMC 0561 DQI118085 T. virens 370 21 48
T. harzianum SZMC 0566 DQ118088 T. harzianum 377 20 41
T. longibrachiatum SZMC 0886 DQ345821 T. longibrachiatum 391 15 27
T. longibrachiatum SZMC 0887 DQ345823 T. longibrachiatum 391 15 27
T. harzianum SZMC 0919 DQ118089 T. harzianum 377 20 41
T. brevicompactum SZMC 0930 DQ118086 T. brevicompactum 370 18 48
T. virens SZMC 0931 DQI118083 T. virens 371 20 47
T. longibrachiatum SZMC 1012 DQ345803 T. longibrachiatum 391 15 27
T. longibrachiatum SZMC 1158 DQ345810 T. longibrachiatum 391 15 27
T. longibrachiatum SZMC 1159 DQ345812 T. longibrachiatum 391 15 27
T. harzianum SZMC 1600 DQ345793 T. harzianum 374 21 44
T. harzianum SZMC 1601 DQ345794 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1602 DQ345795 T. harzianum 376 21 42
T. sp. SZMC 1603 DQ345796 T. virens 369 22 49
T. virens SZMC 1604 DQ345797 T. virens 368 22 50
T. virens SZMC 1605 DQ345798 T. virens 369 21 49
T. harzianum SZMC 1606 DQ345799 T. harzianum 377 21 41
T. sp. /Rufa SZMC 1607 DQ345800 T. atroviride 361 18 57
T. sp. DAOM SZMC 1608 DQ345801 T. sp. DAOM 374 21 44
175924 175924

T. sp. /Rufa SZMC 1609 DQ345802 T. atroviride 361 18 57
T. sp. SZMC 1610 DQ345804 T. oblongisporum 375 22 43
T. sp. /Rufa SZMC 1611 DQ345805 T. atroviride 361 18 57
T. sp. DAOM SZMC 1612 DQ345806 T.sp. DAOM 374 21 44
175924 175924

T. sp. SZMC 1613 DQ345807 T. oblongisporum 375 22 43
T. sp. /Rufa SZMC 1614 DQ345808 T. atroviride 362 17 56
T. sp. /Rufa SZMC 1615 DQ345809 T. atroviride 360 18 58
T. sp. SZMC 1616 DQ345811 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1617 DQ345813 T. oblongisporum 377 20 41
T. sp. SZMC 1618 DQ345814 T. rossicum 373 19 45
T. harzianum SZMC 1619 DQ345815 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1620 DQ345816 T. harzianum 377 21 41
T. virens SZMC 1621 DQ345817 T. virens 368 22 50
T. harzianum SZMC 1622 DQ345818 T. harzianum 376 21 42
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Fajnév Torzsszam Genbank Fajnév Hossz Gap- Gap-
(,,vonalké6d™) szam szam hossz
T. harzianum SZMC 1623 DQ345819 T. harzianum 373 22 45
T. virens SZMC 1624 DQ345820 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1625 DQ345822 T. virens 369 22 49
T. harzianum SZMC 1626 DQ345824 T. harzianum 375 20 43
T. sp. /Rufa SZMC 1627 DQ345825 T. atroviride 361 18 57
T. brevicompactum SZMC 1628 DQ345826 T. brevicompactum 371 16 47
T. harzianum SZMC 1629 DQ345827 T. harzianum 374 22 44
T. harzianum SZMC 1630 DQ345828 T. harzianum 377 21 41
T. sp. SZMC 1631 DQ345829 T. rossicum 373 19 45
T. brevicompactum SZMC 1632 DQ345830 T. brevicompactum 368 19 50
T. harzianum SZMC 1633 DQ345831 T. harzianum 375 22 43
T. harzianum SZMC 1634 DQ345832 T. harzianum 377 19 42
T. harzianum SZMC 1635 DQ345833 T. harzianum 372 22 46
T. harzianum SZMC 1638 DQ345836 T. harzianum 373 23 45
T. harzianum SZMC 1639 DQ345837 T. harzianum 376 21 42
T. sp. SZMC 1640 DQ345838 T. harzianum 375 22 43
T. harzianum SZMC 1641 DQ345839 T. harzianum 377 20 41
T. harzianum SZMC 1642 DQ345840 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1643 DQ345841 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1644 DQ345842 T. harzianum 376 22 42
T. sp. SZMC 1645 DQ345843 T. sp.Brel 375 20 43
T. sp. /Rufa SZMC 1646 DQ345844 T. atroviride 362 17 56
T. harzianum SZMC 1647 DQ345845 T. harzianum 379 18 39
T. sp. /Rufa SZMC 1648 DQ345846 T. sp. Rufll 359 19 59
T. spirale SZMC 1649 DQ345847 T. spirale 365 23 53
T. harzianum SZMC 1650 DQ345848 T. harzianum 375 21 43
T. sp. SZMC 1651 DQ345849 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1652 DQ345850 T. virens 369 22 49
T. sp. /Rufa SZMC 1653 DQ345851 T. sp. Rufll 360 18 58
T. sp. SZMC 1654 DQ345852 T.sp.Brel 375 18 43
T. harzianum SZMC 1655 DQ345853 T. harzianum 377 21 41
T. sp. /Rufa SZMC 1656 DQ345854 T. sp. Rufll 360 18 58
T. sp. /Rufa SZMC 1657 DQ345855 T. sp. Rufll 360 18 58
T. sp. SZMC 1658 DQ345856 T. rossicum 374 18 44
T. sp. /Rufa SZMC 1659 DQ345857 T. sp. Rufll 360 18 58
T. sp. /Rufa SZMC 1660 DQ345858 T. sp. Rufa 360 18 58
T. sp. SZMC 1661 DQ345859 T. sp.Brel 375 19 43
T. sp. SZMC 1662 DQ345860 T. sp.Brel 377 18 41
T. sp. /Rufa SZMC 1663 DQ345861 T. atroviride 361 18 57
T. harzianum SZMC 1664 DQ345862 T. harzianum 374 22 44
T. harzianum SZMC 1665 DQ345863 T. harzianum 373 22 45
T. sp. /Rufa SZMC 1666 DQ345864 T. sp. Rufl 358 20 60
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Fajnév Torzsszam Genbank Fajnév Hossz Gap- Gap-
(,,vonalkod”) szam szam hossz
T. sp. DAOM SZMC 1667 DQ345865 T. sp. DAOM 375 20 43
175924 175924

T. harzianum SZMC 1668 DQ345866 T. harzianum 378 20 40
T. sp. SZMC 1669 DQ345867 T. sp.Brel 377 18 41
T. sp. SZMC 1670 DQ345868 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1671 DQ345869 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1672 DQ345870 T. virens 370 21 48
T. harzianum SZMC 1673 DQ345871 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1674 DQ345872 T. harzianum 376 20 42
T. virens SZMC 1675 DQ345873 T. virens 368 22 50
T. harzianum SZMC 1676 DQ345874 T. harzianum 376 21 42
T. harzianum SZMC 1677 DQ345875 T. harzianum 377 18 41
T. harzianum SZMC 1678 DQ345876 T. harzianum 376 19 42
T. sp. /Rufa SZMC 1679 DQ345877 T. sp. Rufl 359 19 59
T. harzianum SZMC 1680 DQ345878 T. harzianum 377 20 41
T. virens SZMC 1681 DQ345879 T. virens 369 21 49
T. sp. /Rufa SZMC 1682 DQ345880 T. sp. Rufa 359 19 59
T. virens SZMC 1683 DQ345881 T. virens 368 22 50
T. sp. SZMC 1684 DQ345882 T. virens 369 22 49
T. virens SZMC 1685 DQ345883 T. virens 368 22 50
T. sp. SZMC 1686 DQ345884 T. virens 369 22 49
T. sp. /Rufa SZMC 1687 DQ345885 T. atroviride 364 15 54
T. virens SZMC 1688 DQ345886 T. virens 368 22 50
T. harzianum SZMC 1689 DQ345887 T. harzianum 377 19 42
T. harzianum SZMC 1690 DQ345888 T. harzianum 375 20 43
T. virens SZMC 1691 DQ345889 T. virens 368 22 50
T. sp. SZMC 1692 DQ345890 T. virens 368 23 50
T. brevicompactum SZMC 1693 DQ345891 T. brevicompactum 371 16 47
T. sp. SZMC 1694 DQ345892 T. virens 369 22 49
T. sp. SZMC 1695 DQ345893 T. virens 369 22 49
T. virens SZMC 1696 DQ345894 T. virens 368 22 50
T. virens SZMC 1697 DQ345895 T. virens 368 22 50
T. virens SZMC 1698 DQ345896 T. virens 368 22 50
T. sp. SZMC 1699 DQ345897 T. virens 369 22 49
T. virens SZMC 1700 DQ345898 T. virens 368 22 50
T. virens SZMC 1701 DQ345899 T. virens 368 22 50
T. sp. SZMC 1702 DQ345900 T. rossicum 372 20 46
T. sp. SZMC 1703 DQ345901 T. rossicum 370 22 48
T. harzianum SZMC 2636 DQ345834 T. harzianum 376 20 42
T. harzianum SZMC 2637 DQ345835 T. harzianum 375 21 42
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4. melléklet. Az ITS 1-2 szekvencidk tavolsdg matrix (A) és parszimonia (B) analizise. Az

agakon 1évd szamok a bootstrap értékeket jelolik.
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5. melléklet. A téli biiza rizoszférajabdl izolalt torzsek mért extracellularis enzimeinek

aktivitdsa minimal tapoldatban.

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords
(U) (U) (U) (U)
1600 0,0371 0,0026 0,0529 0,0052 0,1083 0,0019 0,1420 0,0019
1601 0,0704 0,0052 0,1241 0,0026 0,0749 0,0025 0,2927 0,0040
1602 0,0033 0,0058 0,0154 0,0063 0,0000 0,0000 0,0928 0,0059
1603 0,0962 0,0045 03177 0,0044 0,0704 0,0062 0,1815 0,0029
1604 0,0783 0,0058 0,8007 0,0045 0,0679 0,0073 0,6970 0,0045
1605 0,0987 0,0066 0,0071 0,0031 0,0658 0,0038 0,1212 0,0054
1606 0,0978 0,0052 04634 0,0033 0,1407 0,0071 0,7682 0,0037
1607 0,0924 0,0045 0,7320 0,0065 0,1103 0,0040 0,1345 0,0038
1609 0,0958 0,0029 0,0675 0,0057 0,1262 0,0045 0,0841 0,0007
1012 0,1228 0,0031 1,6692 0,0071 0,1486 0,0045 0,3835 0,0057
1610 0,0679 0,0029 0,0408 0,0019 0,0683 0,0038 0,1053 0,0014
1611 0,0537 0,0057 0,0025 0,0043 0,0346 0,0056 0,0745 0,0019
1612 0,0612 0,0033 0,0167 0,0014 0,0762 0,0057 0,0870 0,0052
1613 0,0712 0,0045 0,0650 0,0057 0,0625 0,0057 0,1053 0,0050
1614 0,1203  0,0050 0,0962 0,0045 0,0949 0,0050 0,0916 0,0019
1615 0,0908 0,0059 0,0450 0,0033 0,0816 0,0038 0,0495 0,0019
1158 0,1324 0,0057 0,0600 0,0037 0,1108 0,0038 0,2278 0,0038
1616 0,0974 0,0062 11,1513 0,0052 0,0708 0,0050 0,2919 0,0019
1159 0,0533 0,0040 0,0158 0,0047 0,0429 0,0019 0,1478 0,0007
0559 0,0421 0,0052 04413 0,0144 0,0329 0,0019 04767 0,0052
1617 0,1062 0,0037 0,0575 0,0070 0,0862 0,0050 0,2581 0,0062
1619 0,0749 0,0025 0,0096 0,0047 0,0699 0,0057 0,1882 0,0069
1620 0,0845 0,0064 0,0096 0,0052 0,0595 0,0056 0,2223 0,0082
1621 0,0637 0,0033 0,1145 0,0044 0,0558 0,0050 0,0221 0,0019
0931 0,0916 0,0064 0,1262 0,0025 0,0683 0,0031 0,0458 0,0052
1622 0,0695 0,0050 0,1191 0,0038 0,0595 0,0056 0,0600 0,0033
0560 0,1153 0,0036 0,1882 0,0029 0,0737 0,0045 0,0046 0,0040
1623 0,0741 0,0007 0,1291 0,0064 0,0654 0,0026 0,0500 0,0033
1624 0,0712 0,0045 0,1087 0,0037 0,0533 0,0029 0,0808 0,0031
0886 0,0733 0,0019 0,1008 0,0050 0,0237 0,0045 0,0470 0,0069
0887 0,0308 0,0040 0,0670 0,0056 0,0162 0,0070 0,0283 0,0031
1628 0,0495 0,0029 0,0829 0,0044 0,0337 0,0022 1,2778 0,0062
1629 0,0816 0,0062 0,1091 0,0044 0,0904 0,0056 0,0192 0,0031
1630 0,0928 0,0069 0,1045 0,0052 0,0833 0,0019 0,0162 0,0033
1631 0,1020 0,0050 0,0200 0,0012 0,0308 0,0019 0,3035 0,0076
1633 0,0650 0,0045 0,0554 0,0056 0,0466 0,0050 0,1274 0,0033
1635 0,0758 0,0038 0,0383 0,0031 0,0429 0,0059 0,1041 0,0248



X. Melléklet

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
2636 0,0587 0,0054 0,0429 0,0040 0,0470 0,0031 0,0804 0,0026
2637 0,0691 0,0069 0,1270 0,0064 0,0575 0,0062 0,5438 0,0038
1638 0,0724  0,0057 0,0154 0,0040 0,0550 0,0057 0,0749 0,0057
1639 0,0983 0,0007 0,0512 0,0022 0,0928 0,0052 0,0791 0,0050
1640 0,0196 0,0056 0,0537 0,0054 0,0179 0,0052 0,0171 0,0038
1641 0,0462 0,0057 0,0266 0,0050 0,0508 0,0040 0,0920 0,0026
1642 0,0787 0,0025 0,0000 0,0000 0,0712 0,0012 0,0729 0,0019
1643 0,0175 0,0057 0,0350 0,0033 0,0092 0,0038 0,0421 0,0044
1646 0,0724  0,0025 0,0208 0,0056 0,0583 0,0026 0,0508 0,0069
1647 0,0720 0,0014 0,0354 0,0047 0,0762 0,0025 0,1120 0,0029
1649 0,0466 0,0040 0,0000 0,0000 0,0379 0,0019 0,0391 0,0014
1650 0,0774  0,0025 0,0595 0,0040 0,0787 0,0045 0,2365 0,0019
1651 0,0670 0,0050 0,0204 0,0148 0,0533 0,0038 0,0829 0,0052
1652 0,0637 0,0057 0,0820 0,0040 0,0962 0,0054 0,0916 0,0036
1653 0,0516 0,0026 0,0083 0,0056 0,0321 0,0040 0,0554 0,0062
1655 0,0300 0,0054 0,0304 0,0052 0,0325 0,0045 0,0400 0,0045
1656 0,0516 0,0019 0,0604 0,0052 0,0495 0,0040 0,0595 0,0044
1658 0,0312 0,0057 0,0575 0,0045 0,0446 0,0026 0,0762 0,0033
1661 0,0666 0,0031 0,0500 0,0045 0,1103 0,0031 2,4120 0,0033
1663 0,0341 0,0026 0,2219 0,0071 0,0458 0,0040 0,0966 0,0031
1664 0,0683 0,0019 0,0516 0,0050 0,0100 0,0050 0,0629 0,0019
1665 0,0341 0,0059 0,0650 0,0057 0,0679 0,0031 0,6437 0,0040
1666 0,0075 0,0045 0,0645 0,0044 0,0200 0,0025 0,0625 0,0037
1667 0,0462 0,0050 0,0362 0,0045 0,0454 0,0050 0,0620 0,0044
1668 0,0804 0,0019 0,0470 0,0069 0,0774 0,0050 0,4538 0,0040
0561 0,0637 0,0050 0,0000 0,0000 0,0337 0,0057 0,0733 0,0019
1670 0,0325 0,0037 0,0121 0,0050 0,0625 0,0025 0,0208 0,0052
1671 0,0241 0,0056 0,0179 0,0050 0,0046 0,0040 0,0158 0,0019
1672 0,0217 0,0026 0,0316 0,0031 0,0100 0,0022 0,0358 0,0047
0919 0,0908 0,0040 0,0050 0,0043 0,0516 0,0026 0,0908 0,0038
1673 0,0862 0,0045 0,0321 0,0038 0,0562 0,0050 0,2273 0,0033
1674 0,0791 0,0052 0,0212 0,0057 0,0325 0,0025 0,0479 0,0076
1675 0,1062 0,0065 0,0029 0,0026 0,0379 0,0019 0,0358 0,0019
1676 0,0691 0,0040 0,0366 0,0059 0,0416 0,0031 0,0308 0,0050
1677 0,0974 0,0037 0,0000 0,0000 0,0054 0,0052 0,0008 0,0014
1678 0,0550 0,0045 0,0137 0,0033 0,0058 0,0040 0,0641 0,0059
1680 0,0516  0,0007 0,0458 0,0019 0,0183 0,0026 0,0708 0,0052
1684 0,0416  0,0050 0,0279 0,0031 0,0316 0,0031 0,0433 0,0029
1685 0,0470  0,0050 0,0000 0,0000 0,0387 0,0037 0,0250 0,0066
1686 0,0396  0,0056 0,0529 0,0026 0,0337 0,0054 0,0304 0,0040

1687 0,0462 0,0025 0,0100 0,0057 0,0595 0,0031 0,0225 0,0012



X. Melléklet

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (V) (U) (U)

1688 0,0458 0,0038 0,0400 0,0050 0,0583 0,0059 0,0762 0,0054
0930 0,0629 0,0040 0,0296 0,0059 0,0645 0,0050 0,1357 0,0038
1689 0,0108 0,0056 0,0071 0,0056 0,0366 0,0052 0,0167 0,0019
1690 0,0362 0,0045 0,0816 0,0040 0,0600 0,0050 0,0833 0,0007
1691 0,0175 0,0043 0,0183 0,0029 0,0291 0,0038 0,0495 0,0052
1692 0,0171 0,0026 0,0325 0,0057 0,0358 0,0047 0,0412 0,0033
1693 0,0537 0,0043 0,0291 0,0038 0,0629 0,0019 0,1045 0,0058
1694 0,0179 0,0019 0,0774 0,0033 0,0487 0,0037 0,0208 0,0019
1695 0,0441 0,0047 2,0310 0,0037 0,0441 0,0044 1,2479 0,0066
1696 0,0379 0,0019 0,0108 0,0019 0,0137 0,0045 0,0092 0,0063
1697 0,0333 0,0044 0,0371 0,0161 0,0337 0,0057 0,0117 0,0019
1699 0,0558 0,0019 0,2132 0,0064 0,0641 0,0052 0,0516 0,0019
1700 0,1058 0,0062 0,0529 0,0038 0,0479 0,0026 0,0520 0,0026
1701 0,0933 0,0050 0,0371 0,0031 0,0454 0,0050 0,0375 0,0025
Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP

Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitas Szords Aktivitds Szords

(U) (U) (U) (U)

1600 0,0583 0,0059 0,0058 0,0044 0,0620 0,0019 0,0891 0,0038
1601 0,0579 0,0007 0,0325 0,0045 0,1536 0,0025 0,3722 0,0076
1602 0,0554 0,0062 0,0000 0,0000 0,0396 0,0044 0,1703 0,0058
1603 0,0446 0,0038 0,0433 0,0047 0,3318 0,0040 0,1116 0,0109
1604 0,0754 0,0058 0,0446 0,0031 0,8511 0,0050 0,1033 0,0106
1605 0,0550 0,0025 0,0745 0,0059 0,0204 0,0044 0,0824 0,0043
1606 0,0854 0,0038 0,0296 0,0031 0,4871 0,0012 0,0833 0,0056
1607 0,0820 10,0052 0,0354 0,0031 0,7948 0,0038 0,1049 0,0065
1609 0,0824 0,0057 0,0724 0,0045 0,0733 0,0050 0,1282 0,0050
1012 0,0983 0,0044 0,0774 0,0045 11,7533 0,0056 0,1466 0,0031
1610 0,0566 0,0050 0,0537 0,0025 0,0387 0,0045 0,0862 0,0012
1611 0,0450 0,0025 0,0300 0,0057 0,0279 0,0026 0,0866 0,0085
1612 0,0504 0,0052 0,0554 0,0052 0,0167 0,0007 0,0983 0,0038
1613 0,0529 0,0052 0,0675 0,0045 0,0708 0,0050 0,0937 0,0050
1614 0,0529 0,0007 0,0591 0,0019 0,1149 0,0037 0,1224 0,0082
1615 0,0366 0,0014 0,0495 0,0052 0,0537 0,0025 0,0654 0,0056
1158 0,0845 0,0044 0,0741 0,0038 0,0695 0,0047 0,1262 0,0070
1616 0,0416 0,0058 0,0666 0,0062 1,2354 0,0057 0,1299 0,0066
1159 0,0225 0,0033 0,0579 0,0014 0,0296 0,0019 0,0545 0,0059
0559 0,0454 0,0052 0,0142 0,0040 0,5471 0,0054 0,0787 0,0050

1617 0,0362 0,0045 0,0637 0,0025 0,1890 0,0019 0,0824 0,0070



X. Melléklet

Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1619 0,0291 0,0031 0,0500 0,0025 0,0146 0,0036 0,0545 0,0059
1620 0,0300 0,0057 0,0704 0,0050 0,0092 0,0047 0,0991 0,0031
1621 0,0845 0,0044 0,0587 0,0033 0,0287 0,0022 0,0200 0,0022
0931 0,0779  0,0056 0,0770  0,0040  0,0629 0,0064 0,0504 0,0007
1622 0,1003 0,0038 0,0533 0,0056 0,1149 0,0070 0,0541 0,0069
0560 0,0466 0,0047 0,1045 0,0047 0,2282 0,0031 0,0325 0,0045
1623 0,0729 0,0044 0,0716  0,0036 0,1690 0,0044 0,0687 0,0066
1624 0,0795 0,0044 0,0554 0,0052 0,1083 0,0040 0,0612 0,0050
0886 0,0995 0,0040 0,0749 0,0054 0,0745 0,0031 0,0321 0,0047
0887 0,0841 0,0044 0,0291 0,0050 0,0745 0,0019 0,0058 0,0052
1628 0,0841 0,0031 0,0429 0,0026 0,0962 0,0033 1,2753 0,0050
1629 0,0579 0,0038 0,0608 0,0026 0,2860 0,0033 0,0104 0,0062
1630 0,0687 0,0045 0,0579 0,0063 0,1232 0,0062 0,0112 0,0033
1631 0,0408 0,0052 0,0462 0,0050 0,0462 0,0082 0,1212 0,0054
1633 0,0904 0,0038 0,0433 0,0050 0,0512 0,0045 0,0945 0,0059
1635 0,0791 0,0052 0,0479 0,0056 0,0271 0,0038 0,1053 0,0026
2636 0,0654 0,0040 0,0433 0,0007 0,0396 0,0047 0,1116 0,0040
2637 0,0675 0,0057 0,0437 0,0025 0,1212 0,0070 0,0849 0,0033
1638 0,0799 0,0022 0,0745 0,0062 0,0229 0,0031 0,1191 0,0071
1639 0,0354 0,0059 0,0491 0,0044 0,0529 0,0019 0,1195 0,0059
1640 0,0949 0,0070 0,0129 0,0019 0,0325 0,0033 0,0774 0,0025
1641 0,0941 0,0044 0,0591 0,0029 0,0529 0,0026 0,0762 0,0033
1642 0,0529 0,0050 0,0516 0,0038 0,0229 0,0026 0,1108 0,0029
1643 0,0675 0,0050 0,0154 0,0044 0,0092 0,0038 0,0770 0,0071
1646 0,0829 0,0026 0,0691 0,0014 0,0033 0,0031 0,1103 0,0019
1647 0,0991 0,0031 0,0620 0,0026 0,0304 0,0040 0,1128 0,0073
1649 0,0162 0,0057 0,0416 0,0014 0,0021 0,0019 0,0837 0,0066
1650 0,1078 0,0031 0,0770  0,0052  0,0520 0,0038 0,1270 0,0026
1651 0,0495 0,0031 0,0708 0,0062 0,0000 0,0000 0,1128 0,0052
1652 0,1103 0,0052 0,0691 0,0019 0,0437 0,0070 0,1407 0,0019
1653 0,0708 0,0069 0,0171 0,0029 0,0354 0,0052 0,1103 0,0014
1655 0,0054 0,0019 0,0192 0,0044 0,0304 0,0052 0,1003 0,0062
1656 0,0928 0,0063 0,0458 0,0019 0,0670 0,0014 0,1041 0,0058
1658 0,0483 0,0044 0,0450 0,0062 0,0117 0,0038 0,1149 0,0022
1661 0,0545 0,0050 0,0258 0,0019 0,0421 0,0052 0,1128 0,0059
1663 0,0187 0,0012 0,0079 0,0031 0,2469 0,0069 0,0953 0,0038
1664 0,0687 0,0033 0,0421 0,0062 0,0679 0,0052 0,1307 0,0031
1665 0,0720 0,0050 0,0391 0,0052 0,0433 0,0052 0,1370 0,0019
1666 0,0371 0,0031 0,0379 0,0029 0,0462 0,0057 0,1187 0,0037
1667 0,0375 0,0057 0,0079 0,0047 0,0541 0,0050 0,1099 0,0054

1668 0,0675 0,0033 0,0529 0,0019 0,0429 0,0047 0,1557 0,0038



X. Melléklet

Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (V) (U) (U)

0561 0,0446 0,0056 0,0612 0,0025 0,0308 0,0038 0,0396 0,0063
1670 0,0291 0,0029 0,0371 0,0047 0,0183 0,0168 0,0150 0,0012
1671 0,0246 0,0019 0,0033 0,0038 0,0229 0,0019 0,0233 0,0026
1672 0,0104 0,0040 0,0054 0,0044 0,0004 0,0007 0,0241 0,0031
0919 0,0037 0,0037 0,0537 0,0043 0,0271 0,0069 0,0587 0,0033
1673 0,0183 0,0007 0,0387 0,0062 0,0375 0,0022 0,0829 0,0050
1674 0,0666 0,0056 0,0100 0,0045 0,0300 0,0045 0,0421 0,0062
1675 0,0104 0,0064 0,0329 0,0014 0,0412 0,0025 0,0645 0,0063
1676 0,0604 0,0052 0,0079 0,0056 0,0179 0,0040 0,0412 0,0022
1677 0,0316 0,0031 0,0146 0,0044 0,0000 0,0000 0,0400 0,0012
1678 0,0012 0,0022 0,0071 0,0062 0,0058 0,0044 0,0462 0,0037
1680 0,0446 0,0069 0,0400 0,0025 0,0350 0,0037 0,0316 0,0064
1684 0,0087 0,0057 0,0575 0,0057 0,0241 0,0040 0,0341 0,0007
1685 0,0512 0,0043 0,0454 0,0069 0,0042 0,0019 0,0117 0,0059
1686 0,0291 0,0019 0,0371 0,0019 0,0804 0,0059 0,0429 0,0031
1687 0,0583 0,0050 0,0570 0,0052 0,0633 0,0040 0,0541 0,0031
1688 0,0221 0,0031 0,0724 0,0012 0,0620 0,0044 0,0529 0,0056
0930 0,0366 0,0019 0,0533 0,0047 0,0408 0,0069 0,0749 0,0025
1689 0,0071 0,0031 0,0458 0,0056 0,0241 0,0026 0,0421 0,0036
1690 0,0983 0,0038 0,0429 0,0050 0,0587 0,0050 0,0491 0,0014
1691 0,0483 0,0031 0,0192 0,0031 0,0008 0,0014 0,0375 0,0025
1692 0,0454 0,0050 0,0275 0,0066 0,0017 0,0029 0,0416 0,0031
1693 0,0283 0,0040 0,0391 0,0056 0,0308 0,0026 0,0654 0,0014
1694 0,0616 0,0044 0,0450 0,0022 0,2352 0,0038 0,0151 0,0027
1695 0,0162 0,0087 0,0391 0,0014 2,4982 0,0000 0,0791 0,0052
1696 0,0029 0,0050 0,0017 0,0029 0,0037 0,0037 0,0162 0,0057
1697 0,0304 0,0029 0,0346 0,0038 0,0271 0,0019 0,0250 0,0033
1699 0,0075 0,0045 0,0321 0,0052 0,5725 0,0038 0,0645 0,0026
1700 0,0820 0,0040 0,0192 0,0038 0,0408 0,0007 0,0479 0,0019
1701 0,0550 0,0045 0,0712 0,0057 0,0329 0,0062 0,0570 0,0026
Torzsszam NAG aGLU BGLU BGAL

Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitas Szords Aktivitds Szords

(U) (U) (U) (U)

1600 0,4680 0,0058 0,0316 0,0026 0,1780 0,0026 0,0470 0,0470
1601 0,1978 0,0075 0,0525 0,0057 0,1103 0,0044 0,0217 0,0217
1602 0,0720 0,0062 0,0308 0,0044 0,0450 0,0057 0,0237 0,0237
1603 0,0829 0,0044 0,0042 0,0052 0,0425 0,0050 0,0175 0,0175

1604 0,0941 0,0036 0,0383 0,0038 0,0650 0,0057 0,0400 0,0400



X. Melléklet

Torzsszam NAG oaGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1605 0,0729  0,0059 0,0196 0,0044 0,0724 0,0050 0,0291 0,0291
1606 0,1403 0,0056 0,0475 0,0057 0,1636 0,0045 0,0404 0,0404
1607 0,2844 0,0050 0,0525 0,0012 0,1761 0,0037 0,0337 0,0337
1609 0,2748 0,0022 0,0346 0,0059 0,1341 0,0050 0,0300 0,0300
1012 0,2332  0,0038 0,0637 0,0057 0,1095 0,0050 0,0520 0,0520
1610 0,1070  0,0038 0,0458 0,0505 0,0533 0,0019 0,0229 0,0229
1611 0,1894 0,0069 0,0000 0,0000 0,0895 0,0031 0,0033 0,0033
1612 0,0446 0,0031 0,0087 0,0057 0,0446 0,0050 0,0137 0,0137
1613 0,5184 0,0025 0,0150 0,0012 0,0774 0,0012 0,0054 0,0054
1614 0,1686 0,0033 0,0275 0,0025 0,0912 0,0070 0,0058 0,0058
1615 0,1282 0,0069 0,0129 0,0019 0,0421 0,0014 0,0000 0,0000
1158 0,1270  0,0059 0,0312 0,0054 0,0724 0,0045 0,0396 0,0396
1616 0,1153 0,0050 0,0058 0,0040 0,0200 0,0045 0,0154 0,0154
1159 0,0479 0,0044 0,0000 0,0000 0,0208 0,0069 0,0004 0,0004
0559 0,2860 0,0070 0,0217 0,0038 0,0754 0,0014 0,0146 0,0146
1617 0,2049 0,0062 0,0058 0,0056 0,1378 0,0038 0,0192 0,0192
1619 0,1807 0,0019 0,0042 0,0044 0,0704 0,0059 0,0025 0,0025
1620 0,3789 0,0088 0,0000 0,0000 0,1420 0,0047 0,0000 0,0000
1621 0,0241 0,0038 0,0266 0,0056 0,0217 0,0038 0,0142 0,0142
0931 0,0645 0,0040 0,0158 0,0038 0,0670 0,0071 0,0366 0,0366
1622 0,0450 0,0043 0,0333 0,0071 0,0458 0,0076 0,0192 0,0192
0560 0,1740 0,0052 0,0129 0,0031 0,0699 0,0050 0,0142 0,0142
1623 0,1058 0,0062 0,0321 0,0059 0,0733 0,0029 0,0433 0,0433
1624 0,0675 0,0033 0,0620 0,0071  0,0379 0,0019 0,0425 0,0425
0886 0,0271 0,0056 0,0300 0,0025 0,0462 0,0066 0,0300 0,0300
0887 0,0125 0,0022 0,0017 0,0029 0,0154 0,0026 0,0029 0,0029
1628 0,0304 0,0026 0,0458 0,0064 0,0087 0,0045 0,0383 0,0383
1629 0,2340 0,0063 0,0004 0,0007 0,0604 0,0094 0,0000 0,0000
1630 0,1541 0,0059 0,0067 0,0062 0,0870 0,0044 0,0250 0,0250
1631 0,2536  0,0045 0,0008 0,0014 0,0475 0,0037 0,0033 0,0033
1633 0,1382 0,0019 0,0366 0,0052 0,0358 0,0019 0,0308 0,0308
1635 0,1578 0,0059 0,0167 0,0014 0,0591 0,0038 0,0325 0,0325
2636 0,1724  0,0050 0,0283 0,0031 0,0287 0,0037 0,0175 0,0175
2637 0,2515 0,0062 0,0183 0,0056 0,0537 0,0066 0,0229 0,0229
1638 0,4917 0,0069 0,0187 0,0057 0,0991 0,0069 0,0208 0,0208
1639 0,0666 0,0031 0,0325 0,0045 0,1141 0,0031 0,0487 0,0487
1640 0,0000 0,0000 0,0217 0,0026 0,0000 0,0000 0,0192 0,0192
1641 0,1087 0,0025 0,0321 0,0040 0,0271 0,0050 0,0470 0,0470
1642 0,0999 0,0054 0,0008 0,0014 0,0533 0,0056 0,0321 0,0321
1643 0,1116  0,0026 0,0371 0,0050 0,0733 0,0052 0,0425 0,0425

1646 0,0812 0,0022 0,0570 0,0063 0,0699 0,0025 0,0391 0,0391



X. Melléklet

Torzsszam NAG oaGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1647 0,0983 0,0007 0,0604 0,0026 0,0720 0,0036 0,0479 0,0479
1649 0,0570  0,0050 0,0121 0,0031 0,0508 0,0113 0,0000 0,0000
1650 0,1083 0,0063 0,0633 0,0044 0,0891 0,0075 0,0724 0,0724
1651 0,0812 0,0033 0,0150 0,0045 0,0695 0,0040 0,0167 0,0167
1652 0,7307 0,0062 0,0150 0,0062 0,0924 0,0045 0,0179 0,0179
1653 0,0554 0,0031 0,0017 0,0029 0,0217 0,0014 0,0196 0,0196
1655 0,0824 0,0033 0,0774 0,0070 0,0142 0,0031 0,0000 0,0000
1656 0,5417 0,0038 0,0754 0,0050 0,2677 0,0056 0,0421 0,0421
1658 0,0341 0,0038 0,0012 0,0022 0,0187 0,0045 0,0479 0,0479
1661 0,1220 0,0040 0,0625 0,0045 0,1024 0,0050 0,0033 0,0033
1663 0,2640 0,0038 0,0520 0,0052 0,0758 0,0026 0,0212 0,0212
1664 0,3443  0,0040 0,0608 0,0026 0,0983 0,0047 0,0266 0,0266
1665 0,2298 0,0057 0,0167 0,0050 0,0633 0,0026 0,0350 0,0350
1666 0,1486  0,0070  0,0000 0,0000 0,0321 0,0047 0,0212 0,0212
1667 0,0904 0,0019 0,0379 0,0031 0,0379 0,0019 0,0121 0,0121
1668 0,1474  0,0050 0,0017 0,0019 0,0595 0,0044 0,0146 0,0146
0561 0,0550 0,0076  0,0092 0,0059 0,0454 0,0069 0,0487 0,0487
1670 0,0341 0,0056 0,0221 0,0062 0,0196 0,0044 0,0062 0,0062
1671 0,0512 0,0057 0,0021 0,0036  0,0075 0,0045 0,0000 0,0000
1672 0,0087 0,0054 0,0050 0,0050 0,0000 0,0000 0,0029 0,0029
0919 0,0695 0,0062 0,0079 0,0056 0,0229 0,0038 0,0212 0,0212
1673 0,1578 0,0038 0,0050 0,0045 0,0550 0,0043 0,0000 0,0000
1674 0,0192 0,0044 0,0062 0,0057 0,0154 0,0031 0,0154 0,0154
1675 0,0087 0,0025 0,0258 0,0031 0,0416 0,0052 0,0154 0,0154
1676 0,1187 0,0033 0,0254 0,0026 0,0337 0,0043 0,0075 0,0075
1677 0,0071  0,0050 0,0000 0,0000 0,0033 0,0031 0,0000 0,0000
1678 0,1657 0,0059 0,0158 0,0038 0,0100 0,0025 0,0075 0,0075
1680 0,0795 0,0047 0,0291 0,0019 0,0075 0,0045 0,0379 0,0379
1684 0,0321 0,0031 0,0158 0,0026 0,0187 0,0037 0,0225 0,0225
1685 0,0158 0,0062 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1686 0,0466 0,0059 0,0404 0,0040 0,0012 0,0012 0,0233 0,0233
1687 0,0358 0,0038 0,0092 0,0040 0,0167 0,0076 0,0158 0,0158
1688 0,1978 0,0071 0,0296 0,0026 0,0516 0,0126 0,0400 0,0400
0930 0,0783 0,0056 0,0446 0,0029 0,0200 0,0022 0,0504 0,0504
1689 0,0187 0,0012 0,0204 0,0063 0,0087 0,0054 0,0212 0,0212
1690 0,1378 0,0047 0,0670 0,0044  0,0654 0,0038 0,0358 0,0358
1691 0,0291 0,0019 0,0033 0,0014 0,0054 0,0040 0,0017 0,0017
1692 0,0354 0,0044 0,0008 0,0014 0,0183 0,0038 0,0021 0,0021
1693 0,0458 0,0063 0,0104 0,0019 0,0475 0,0050 0,0004 0,0004
1694 0,0654 0,0056 0,0058 0,0056 0,0350 0,0062 0,0071 0,0071

1695 0,2802 0,0036 0,0383 0,0056 0,0366 0,0031 0,0042 0,0042



X. Melléklet

Torzsszam NAG oaGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (V) (U) (U)
1696 0,0346 0,0044 0,0008 0,0014 0,0287 0,0054 0,0000 0,0000
1697 0,0017 0,0019 0,0012 0,0022 0,0029 0,0026 0,0050 0,0050
1699 0,0321 0,0040 0,0017 0,0019 0,0346 0,0040 0,0258 0,0258
1700 0,0591 0,0059 0,0254 0,0031 0,0362 0,0025 0,0408 0,0408
1701 0,0475 0,0043 0,0154 0,0026 0,0533 0,0038 0,0042 0,0042
Torzsszam bXYL CBH
Aktivitds Szords Aktivitds Szords
(U) (V)
1600 0,2669 0,0031 0,0379 0,0031
1601 0,3402 0,0040 0,0133 0,0036
1602 0,0650 0,0045 0,0087 0,0045
1603 0,0308 0,0040 0,0121 0,0019
1604 0,0537 0,0022 0,0508 0,0014
1605 0,0358 0,0062 0,0042 0,0044
1606 0,0575 0,0033 0,0062 0,0057
1607 0,2515 0,0044 0,0221 0,0038
1609 0,0833 0,0050 0,0221 0,0040
1012 0,0616 0,0029 0,0321 0,0056
1610 0,0225 0,0012 0,0033  0,0007
1611 0,0212 0,0025 0,0025 0,0043
1612 0,0175 0,0037 0,0029 0,0040
1613 0,0217 0,0052 0,0100 0,0025
1614 0,0233  0,0038 0,0046  0,0040
1615 0,0029 0,0050 0,0000 0,0000
1158 0,0433  0,0026 0,0400 0,0050
1616 0,0000 0,0000 0,0062 0,0050
1159 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0559 0,1133  0,0050 0,0079 0,0056
1617 0,1103 0,0040 0,0042 0,0044
1619 0,0017 0,0029 0,0025 0,0025
1620 0,0087 0,0037 0,0154 0,0047
1621 0,0146  0,0059 0,0062 0,0054
0931 0,0400 0,0033 0,0437 0,0025
1622 0,0316  0,0050 0,0237 0,0022
0560 0,0079 0,0047 0,0025 0,0043
1623 0,0662 0,0054 0,0258 0,0036
1624 0,0437 0,0037 0,0562 0,0037
0886 0,0229 0,0007 0,0125 0,0057

0887 0,0012  0,0022 0,0012  0,0022



X. Melléklet

Torzsszam bXYL CBH
Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U)
1628 0,0341 0,0040 0,0037 0,0037
1629 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1630 0,0200  0,0000 0,0000  0,0000
1631 0,0212 0,0012 0,0179  0,0050
1633 0,0516  0,0007 0,0429 0,0038
1635 0,0279 0,0026 0,0068  0,0048
2636 0,0699 0,0033 0,0321 0,0038
2637 0,0275 0,0062 0,0004 0,0007
1638 0,0475 0,0022 0,0087  0,0045
1639 0,0283 0,0059 0,0071  0,0062
1640 0,0570 0,0038 0,0221  0,0040
1641 0,3339 0,0056 0,0192 0,0052
1642 0,0616 0,0031 0,0104 0,0069
1643 0,0321 0,0058 0,0179  0,0044
1646 0,0562 0,0050 0,0192 0,0044
1647 0,0987 0,0025 0,0158 0,0036
1649 0,0046  0,0050 0,0000 0,0000
1650 0,1058 0,0026 0,0629  0,0038
1651 0,0371 0,0044 0,0208 0,0056
1652 0,0595 0,0056 0,0458 0,0031
1653 0,0275 0,0025 0,0075 0,0057
1655 0,0000 0,0000 0,0112  0,0082
1656 0,1182 0,0038 0,0337 0,0057
1658 0,0067 0,0059 0,0308 0,0040
1661 0,0000 0,0000 0,0025 0,0033
1663 0,0446  0,0056 0,0321  0,0040
1664 0,0766 0,0047 0,0421 0,0038
1665 0,0154 0,0019 0,0083  0,0050
1666 0,0675 0,0050 0,0183 0,0059
1667 0,0308 0,0047 0,0021 0,0019
1668 0,0391 0,0031 0,0042 0,0052
0561 0,0454 0,0026 00,0008  0,0007
1670 0,0266 0,0029 0,0192 0,0269
1671 0,0021  0,0036  0,0000  0,0000
1672 0,0092 0,0069 0,0046 0,0079
0919 0,0075 0,0045 0,0225 0,0045
1673 0,0000 0,0000 0,0017  0,0029
1674 0,0237 0,0057 0,0254  0,0038
1675 0,0529 0,0038 0,0312  0,0050
1676 0,0375 0,0025 0,0054 0,0050

1677 0,0196 0,0026  0,0000 0,0000



X. Melléklet

Torzsszam bXYL CBH
Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U)
1678 0,0316 0,0052 0,0021 0,0036
1680 0,0337 0,0022 0,0512 0,0033
1684 0,0042 0,0019 0,0254  0,0007
1685 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1686 0,0125 0,0054 0,0033 0,0038
1687 0,0025 0,0043 0,0012 0,0022
1688 0,0362 0,0045 0,0229 0,0063
0930 0,0408 0,0019 0,0192  0,0062
1689 0,0196 0,0052 0,0025 0,0043
1690 0,1453 0,0019 0,0408 0,0019
1691 0,0079  0,0047 0,0000 0,0000
1692 0,0200 0,0045 0,0033  0,0038
1693 0,0154 0,0064 0,0012 0,0022
1694 0,0408 0,0038 0,0171 0,0019
1695 0,0371 0,0026 0,0142 0,0056
1696 0,0079  0,0019 0,0000  0,0000
1697 0,0483 0,0050 0,0266 0,0026
1699 0,0412 0,0025 0,0354 0,0063
1700 0,0366 0,0040 0,0054 0,0050

1701 0,0600 0,0033 0,0391  0,0047




X. Melléklet

6. melléklet. A téli biiza rizoszférajabdl izolalt torzsek mért extracellularis enzimeinek

aktivitasa élesztOkivonatos tapoldatban.

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords
(U) (U) (U) (U)
1600 0,0729 0,0031 0,2956 0,0665 0,1062 0,0033 0,8889 0,0019
1601 0,0516 0,0038 0,0928 0,0044 0,1058 0,0019 0,5471 0,0070
1602 0,0716  0,0052 0,0283 0,0038 0,1078 0,0062 0,6275 0,0050
1603 0,0537 0,0033 0,0429 0,0058 0,0783 0,0047 0,1936 0,0070
1604 0,0529 0,0063 0,0362 0,0057 0,0600 0,0057 0,0829 0,0014
1605 0,0396 0,0040 0,0004 0,0007 0,0446 0,0044 0,0604 0,0014
1606 0,0849 0,0037 0,0421 0,0026 0,0616 0,0052 0,7332 0,0045
1607 0,0208 0,0031 0,0854 0,0029 0,0616 0,0026 14756 0,0052
1609 0,0221 0,0038 0,0629 0,0052 0,0733 0,0040 0,7799 0,0050
1012 0,1241 0,0038 0,0000 0,0000 0,1182 0,0038 0,1253 0,0044
1610 0,0525 0,0012 0,0566 0,0050 0,0675 0,0045 1,1300 0,0031
1611 0,0000 0,0000 0,0666 0,0031 0,0949 0,0033 1,9111 0,0025
1612 0,0928 0,0038 0,0192 0,0038 0,0662 0,0045 0,3481 0,0031
1613 0,0745 0,0040 0,0283 0,0062 0,0841 0,0031 0,5509 0,0062
1614 0,0000 0,0000 0,0945 0,0062 0,1682 0,0031 2,1093 0,0071
1615 0,0662 0,0025 0,0908 0,0056 0,1503 0,0026 1,8753 0,0052
1158 0,2323 0,0012 0,0600 0,0070 0,1524 0,0012 0,1262 0,0050
1616 0,0766  0,0062 0,0000 0,0000 0,0533 0,0038 0,0795 0,0069
1159 0,0812 0,0050 0,6616 0,0050 0,0483 0,0040 0,2377 0,0036
0559 0,0937 0,0062 0,3818 0,0050 0,0666 0,0014 1,5277 0,0054
1617 0,0629 0,0038 0,2032 0,0058 0,0749 0,0033 1,0601 0,0031
1619 0,1441 0,0047 0,0429 0,0044 0,0516 0,0031 0,3901 0,0062
1620 0,0924 0,0022 0,0204 0,0059 0,0412 0,0033 0,2327 0,0050
1621 0,1182 0,0038 0,0550 0,0057 0,0995 0,0026 0,2815 0,0026
0931 0,0841 0,0019 0,0042 0,0038 0,0841 0,0047 0,1903 0,0026
1622 0,2165 0,0044 24016 0,0071 0,1486 0,0065 2,0027 0,0056
0560 0,1491 0,0040 2,1272 0,0033 0,1728 0,0052 2,1951 0,0040
1623 0,1224 0,0054 2,4982 0,0000 0,7353 0,0059 2,4961 0,0007
1624 0,0795 0,0019 0,1203 0,0047 0,0770 0,0062 0,0225 0,0050
0886 0,1282 0,0019 09393 0,0066 0,0350 0,0045 0,2844 0,0031
0887 0,0808 0,0038 0,6150 0,0063 0,0483 0,0040 0,2486 0,0045
1628 0,0675 0,0037 0,0154 0,0019 0,0187 0,0033 0,1391 0,0040
1629 0,0208 0,0038 0,0437 0,0037 0,1478 0,0052 0,9106 0,0050
1630 0,0724 0,0057 0,0000 0,0000 0,0387 0,0025 0,2740 0,0044
1631 0,0629 0,0026 0,0525 0,0062 0,1033 0,0029 0,7128 0,0019
1633 0,0450 0,0033 0,7203 0,0026 0,1674 0,0054 2,0031 0,0026
1635 0,0337 0,0043 0,0133 0,0056 0,0408 0,0038 0,0187 0,0037



X. Melléklet

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
2636 0,0475 0,0057 0,0100 0,0078 0,0454 0,0014 0,0654 0,0026
2637 0,0666 0,0069 0,0953 0,0050 0,0737 0,0054 0,8781 0,0070
1638 0,0966 0,0047 0,0450 0,0045 0,1474 0,0062 0,2669 0,0052
1639 0,0691 0,0019 0,0100 0,0033 0,1099 0,0022 1,4519 0,0052
1640 0,0645 0,0047 0,0271 0,0056 0,1320 0,0044 0,1203 0,0036
1641 0,0670 0,0062 0,0408 0,0071 0,0079 0,0047 0,3206 0,0029
1642 0,0662 0,0045 0,6208 0,0057 0,1611 0,0037 1,6517 0,0052
1643 0,0849 0,0045 0,5275 0,0056 0,1262 0,0045 0,8644 0,0045
1646 0,0562 0,0043 0,0042 0,0044 0,0683 0,0014 0,0279 0,0038
1647 0,1128 0,0044 2,4982 0,0000 0,2502 0,0031 2,4824 0,0050
1649 0,0321  0,0040 0,0000 0,0000 0,0554 0,0019 0,1078 0,0014
1650 0,0583 0,0050 0,0000 0,0000 0,0321 0,0044 0,0662 0,0054
1651 0,2036  0,0043 0,0233 0,0047 0,0316 0,0038 0,2581 0,0052
1652 0,1070  0,0038 0,0262 0,0078  0,0491 0,0038 0,1478 0,0044
1653 0,0650 0,0057 0,0695 0,0029 0,0262 0,0045 0,0654 0,0038
1655 0,0791 0,0019 0,0341 0,0038 0,1436 0,0033 0,5850 0,0029
1656 0,0404 0,0059 0,0558 0,0044 0,0724 0,0012 0,1316 0,0026
1658 0,0658 0,0044 1,6093 0,0050 0,0729 0,0050 0,4980 0,0075
1661 0,0287 0,0057 0,0804 0,0038 0,0962 0,0066 1,5372 0,0026
1663 0,0670 0,0036 0,0704 0,0038  0,0645 0,0038 0,2053 0,0040
1664 0,0308 0,0056 0,0154 0,0038 0,1174 0,0045 0,2919 0,0031
1665 0,0516  0,0019 0,0337 0,0033 0,0625 0,0045 0,1869 0,0080
1666 0,0699 0,0037 0,0000 0,0000 0,0487 0,0057 0,6549 0,0038
1667 0,0608 0,0026 0,0928 0,0056 0,0683 0,0038 0,6091 0,0036
1668 0,0675 0,0119 0,0579 0,0031 0,0854 0,0044 0,2840 0,0050
0561 0,0916 0,0038 0,1153 0,0019 0,1453 0,0014 0,0953 0,0059
1670 0,1237 0,0033 0,0321 0,0031 0,1445 0,0026 0,1220 0,0044
1671 0,0895 0,0019 0,0508 0,0038 0,1611 0,0033 0,2311 0,0070
1672 0,0841 0,0031 0,0337 0,0025 0,1520 0,0040 0,1786 0,0057
0919 0,0899 0,0045 0,5196 0,0054 0,1195 0,0036 1,3773 0,0044
1673 0,0641 0,0104 0,2515 0,0050 0,1212 0,0037 1,4918 0,0031
1674 0,0475 0,0043 0,3056 0,0056 0,0770 0,0062 0,9239 0,0031
1675 0,0608 0,0320 0,1166 0,0047 0,0558 0,0050 0,0612 0,0012
1676 0,0716  0,0031 0,0766  0,0036  0,0691 0,0026 0,3793 0,0062
1677 0,0737 0,0082 0,3031 0,0007 0,1058 0,0026 1,3873 0,0052
1678 0,0554 0,0255 0,0017 0,0029 0,0733 0,0059 2,1943 0,0056
1680 0,0679 0,0175 0,3277 0,0047 0,0791 0,0059 1,4431 0,0038
1684 0,1936  0,0218 0,0037 0,0037 0,2344 0,0050 0,3381 0,0052
1685 0,0666 0,0163 0,0387 0,0045 0,0666 0,0038 0,1407 0,0050
1686 0,0604 0,0019 0,0171 0,0050 0,0641 0,0050 0,2219 0,0052

1687 0,0895 0,0026 0,0400 0,0037 0,1062 0,0025 0,9943 0,0033



X. Melléklet

Torzsszam CEP1 CEP2 TRP1 TRP2
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (V) (U) (U)

1688 0,0604 0,0090 0,0387 0,0043 0,0595 0,0036 0,6083 0,0037
0930 0,0712 0,0094 0,0354 0,0007 0,0833 0,0052 0,2844 0,0052
1689 0,0953 0,0076 0,2282 0,0069 0,0695 0,0040 1,7837 0,0054
1690 0,1062 0,0062 0,1270 0,0040 0,1424 0,0054 2,0377 0,0040
1691 0,0537 0,0065 0,0679 0,0038 0,1012 0,0022 0,1424 0,0012
1692 0,1045 0,0100 0,1199 0,0022 0,1670 0,0014 0,3885 0,0045
1693 0,0462 0,0181 0,0541 0,0038 0,0475 0,0012 0,1062 0,0045
1694 0,0887 0,0206 0,0012 0,0022 0,1861 0,0054 0,2365 0,0062
1695 0,0854 0,0052 0,0533 0,0056 0,2019 0,0026 0,1411 0,0050
1696 0,0412 0,0078 0,0666 0,0063 0,0666 0,0026 0,1903 0,0056
1697 0,0737 0,0045 0,0616 0,0044 0,1257 0,0019 0,2323 0,0066
1699 0,0483 0,0038 0,0495 0,0029 0,1478 0,0052 0,3856 0,0059
1700 0,1053 0,0036 0,1357 0,0056 0,1411 0,0043 0,2844 0,0052
1701 0,0408 0,0069 0,0570 0,0019 0,1370 0,0044 0,0704 0,0019
Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP

Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitas Szords Aktivitds Szords

(U) (U) (U) (U)

1600 0,1845 0,0069 0,1262 0,0050 0,1116 0,0056 0,1033 0,0056
1601 0,0749 0,0045 0,0341 0,0050 0,0787 0,0066 0,0529 0,0044
1602 0,0891 0,0019 0,0891 0,0026 0,0629 0,0058 0,0845 0,0052
1603 0,0391 0,0040 0,0441 0,0014 0,0366 0,0038 0,0537 0,0062
1604 0,0366 0,0014 0,0654 0,0007 0,0296 0,0026 0,0162 0,0037
1605 0,0254 0,0044 0,0283 0,0029 0,0196 0,0026 0,0396 0,0007
1606 0,0462 0,0062 0,1074 0,0025 0,1024 0,0057 0,1424 0,0012
1607 0,0708 0,0058 0,0004 0,0007 0,0666 0,0026 0,0512 0,0050
1609 0,0612 0,0022 0,0341 0,0026 0,0533 0,0050 0,0144 0,0108
1012 0,0000 0,0000 0,0333 0,0040 0,1636 0,0012 0,0949 0,0043
1610 0,1170 0,0069 0,0108 0,0050 0,0791 0,0019 0,0500 0,0012
1611 0,0841 0,0056 0,0012 0,0022 0,0654 0,0026 0,0404 0,0062
1612 0,0250 0,0025 0,1282 0,0050 0,0300 0,0037 0,1295 0,0064
1613 0,0504 0,0031 0,0758 0,0019 0,0054 0,0047 0,0654 0,0059
1614 0,0824 0,0045 0,0000 0,0000 0,0733 0,0071 0,0454 0,0038
1615 0,0433 0,0007 0,0583 0,0019 0,0816 0,0056 0,0495 0,0031
1158 0,0287 0,0022 0,2078 0,0026 0,0366 0,0047 0,0974 0,0012
1616 0,0000 0,0000 0,0841 0,0019 0,0733 0,0059 0,0658 0,0007
1159 0,0341 0,0056 0,0633 0,0026 0,5983 0,0045 0,0446 0,0031
0559 0,0520 0,0050 0,1128 0,0007 0,3606 0,0044 0,0633 0,0047

1617 0,0408 0,0038 0,0429 0,0050 0,1566 0,0038 0,0670 0,0059



X. Melléklet

Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1619 0,0570 0,0056 0,0629 0,0052 0,0770 0,0031 0,0600 0,0033
1620 0,0241  0,0007 0,0633 0,0019 0,0379 0,0044 0,0250 0,0054
1621 0,0362 0,0062 0,0600 0,0057 0,0308 0,0047 0,0712 0,0012
0931 0,0167 0,0047 0,0408 0,0073  0,0037 0,0033 0,0720 0,0038
1622 0,0966 0,0059 0,2307 0,0019  2,1938 0,0056 0,0770 0,0040
0560 0,1903 0,0050 0,3910 0,5160 1,9844 0,0026 0,0658 0,0052
1623 0,1757 0,0026 0,0533 0,0038 2,4982 0,0000 0,0928 0,0019
1624 0,1695 0,0019 0,0437 0,0033 0,0766 0,0056 0,0158 0,0038
0886 0,0924 0,0022 0,0749 0,0022 0,8989 0,0036 0,0487 0,0033
0887 0,0737 0,0045 0,0408 0,0014 0,5771 0,0057 0,0566 0,0040
1628 0,0470 0,0052 0,0533 0,0044 0,0716 0,0056 0,0129 0,0059
1629 0,0412 0,0033 0,0791 0,0036 0,0450 0,0065 0,4184 0,0033
1630 0,0533 0,0050 0,0724 0,0045 0,0000 0,0000 0,0254 0,0019
1631 0,0470 0,0044 0,0296 0,0036 0,0762 0,0045 0,0666 0,0019
1633 0,0724  0,0050 0,0437 0,0022 0,5267 0,0044 0,0895 0,0071
1635 0,0408 0,0038 0,0183 0,0047 0,0012 0,0012 0,0346 0,0052
2636 0,0408 0,0019 0,0633 0,0026 0,0087 0,0054 0,0554 0,0026
2637 0,0421 0,0040 0,0541 0,0031 0,1407 0,0072 0,0808 0,0026
1638 0,0275 0,0022 0,0879 0,0056 0,0533 0,0047 0,1411 0,0033
1639 0,0691 0,0036 0,0641 0,0050 0,0620 0,0052 0,0941 0,0040
1640 0,0604 0,0050 0,0425 0,0000 0,0516 0,0019 0,1070 0,0059
1641 0,0437 0,0033 0,0450 0,0050 0,0879 0,0031 0,0246 0,0019
1642 0,0741  0,0050 0,1757 0,0047 0,5221 0,0062 0,0880 0,0654
1643 0,0000 0,0000 0,0650 0,0050 0,4114 0,0059 0,1382 0,0050
1646 0,0004 0,0007 0,0974 0,0057 0,0000 0,0000 0,0566 0,0073
1647 0,0658 0,0056 0,1287 0,0012  2,4982 0,0000 0,1961 0,0057
1649 0,0000 0,0000 0,0287 0,0012 0,0483 0,0038 0,0558 0,0031
1650 0,0000 0,0000 0,0346 0,0050 0,0000 0,0000 0,0042 0,0052
1651 0,0354 0,0031 0,1957 0,0050 0,0579 0,0063 0,0583 0,0069
1652 0,0600 0,0025 0,0812 0,0033 0,0158 0,0047 0,0874 0,0037
1653 0,0683 0,0036 0,0429 0,0029 0,0845 0,0052 0,0300 0,0050
1655 0,1137 0,0057 0,0799 0,0012 0,0204 0,0040 0,0824 0,0045
1656 0,0833 0,0059 0,0475 0,0033 0,0616 0,0047 0,0774 0,0025
1658 0,0662 0,0037 0,0824 0,0057 1,9727 0,0040 0,0233 0,0038
1661 0,1033 0,0031 0,0250 0,0045 0,0745 0,0036 0,0312 0,0054
1663 0,0658 0,0019 0,0991 0,0019 0,0749 0,0045 0,0620 0,0038
1664 0,0169 0,0062 0,0683 0,0019 0,0883 0,0038 0,0937 0,0033
1665 0,0733  0,0052 0,0479 0,0014 0,0558 0,0056 0,0520 0,0056
1666 0,0075 0,0037 0,0545 0,0050 0,0000 0,0000 0,0291 0,0019
1667 0,0904 0,0063 0,0504 0,0026 0,0837 0,0033 0,0670 0,0044

1668 0,0504 0,0038 0,0841 0,0026 0,0229 0,0019 0,0662 0,0057



X. Melléklet

Torzsszam CTP1 CTP2 CTP3 LPEP
Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (V) (U) (U)

0561 0,1133 0,0064 0,0945 0,0052 0,1128 0,0050 0,0829 0,0059
1670 0,0625 0,0045 0,0633 0,0026 0,0117 0,0050 0,0849 0,0033
1671 0,0741 0,0040 0,0504 0,0059 0,0437 0,0054 0,0816 0,0050
1672 0,0000 0,0000 0,0316 0,0485 0,0604 0,0050 0,0512 0,0050
0919 0,0879 0,0026 0,0841 0,0050 0,5559 0,0062 0,1303 0,0071
1673 0,1199 0,0070 0,0608 0,0058 0,3243 0,0052 0,0699 0,0022
1674 0,0633 0,0038 0,0333 0,0019 0,3373 0,0062 0,0766 0,0019
1675 0,1491 0,0040 0,0117 0,0040 0,1216 0,0058 0,0541 0,0056
1676 0,0699 0,0050 0,0371 0,0026 0,0566 0,0056 0,0587 0,0012
1677 0,1141 0,0056 0,0329 0,0019 0,2952 0,0058 0,0687 0,0057
1678 0,0458 0,0044 0,0175 0,0025 0,0321 0,0014 0,0142 0,0038
1680 0,0916 0,0031 0,0271 0,0050 0,3289 0,0038 0,0337 0,0025
1684 0,0558 0,0056 0,1603 0,0044 0,0008 0,0014 0,1757 0,0031
1685 0,0670 0,0064 0,0433 0,0044 0,0283 0,0069 0,0462 0,0022
1686 0,0396 0,0019 0,0421 0,0026 0,0271 0,0014 0,0699 0,0057
1687 0,0470 0,0038 0,0217 0,0026 0,0196 0,0026 0,0558 0,0038
1688 0,0879 0,0019 0,0637 0,0057 0,1141 0,0036 0,1840 0,0050
0930 0,1187 0,0022 0,0296 0,0047 0,0341 0,0052 0,0412 0,0025
1689 0,1049 0,0043 0,0296 0,0014 0,2153 0,0036 0,0579 0,0038
1690 0,0708 0,0050 0,0512 0,0033 0,1632 0,0029 0,0983 0,0062
1691 0,0787 0,0043 0,0379 0,0058 0,1632 0,0050 0,0529 0,0007
1692 0,1191 0,0026 0,1207 0,0026 0,1403 0,0047 0,0758 0,0056
1693 0,0983 0,0026 0,0308 0,0031 0,0733 0,0056 0,0379 0,0031
1694 0,0287 0,0062 0,0620 0,0069 0,0675 0,0054 0,0874 0,0045
1695 0,1170 0,0069 0,0633 0,0052 0,0608 0,0050 0,1095 0,0063
1696 0,0766 0,0044 0,0412 0,0012 0,0799 0,0057 0,0371 0,0038
1697 0,1270 0,0050 0,0525 0,0045 0,0675 0,0037 0,0699 0,0045
1699 0,0829 0,0081 0,0075 0,0025 0,1162 0,0033 0,0475 0,0057
1700 0,1757 0,0080 0,0383 0,0019 0,1445 0,0050 0,0662 0,0043
1701 0,1207 0,0038 0,0029 0,0026 0,0241 0,0038 0,0404 0,0052
Torzsszam NAG aGLU BGLU BGAL

Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitas Szords Aktivitds Szords

(U) (U) (U) (U)

1600 0,0633 0,0064 0,1237 0,0054 0,0512 0,0070 0,1253 0,0026
1601 0,0595 0,0050 0,0279 0,0031 0,0266 0,0026 0,0200 0,0062
1602 0,0795 0,0050 0,0429 0,0038 0,0512 0,0045 0,0279 0,0026
1603 0,0699 0,0033 0,0321 0,0050 0,0304 0,0007 0,0225 0,0043

1604 0,0308 0,0026 0,0000 0,0000 0,0062 0,0054 0,0017 0,0029



X. Melléklet

Torzsszam NAG aGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1605 0,0421 0,0047 0,0000 0,0000 0,0087 0,0066 0,0012 0,0022
1606 0,0237  0,0054 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1607 0,0096 0,0036 0,0308 0,0031 0,0008 0,0014 0,0416 0,0019
1609 0,0029 0,0031 0,0350 0,0057 0,0000 0,0000 0,0208 0,0026
1012 0,1924 0,0033 0,0000 0,0000 0,0146 0,0047 0,0000 0,0000
1610 0,0937 0,0043 0,0620 0,0044 0,0158 0,0031 0,0612 0,0033
1611 0,0570 0,0052 0,0446 0,0044 0,0346 0,0038 0,0441 0,0059
1612 0,0454  0,0007 0,0008 0,0014 0,0346 0,0026 0,0000 0,0000
1613 0,0987 0,0037 0,0346 0,0059 0,0346 0,0019 0,0200 0,0037
1614 0,1062 0,0012 0,0391 0,0059 0,0408 0,0040 0,0558 0,0056
1615 0,0508 0,0059 0,0121 0,0044 0,0466 0,0031 0,0175 0,0050
1158 0,3131 0,0038 0,0050 0,0045 0,0000 0,0000 0,0012 0,0012
1616 0,0704 0,0031 0,0000 0,0000 0,0192 0,0044 0,0000 0,0000
1159 0,1166  0,0059 0,0000 0,0000 0,0225 0,0057 0,0000 0,0000
0559 0,0604 0,0056 0,0262 0,0045 0,0258 0,0007 0,0083 0,0038
1617 0,0554 0,0019 0,0283 0,0038 0,0333 0,0044 0,0366 0,0007
1619 0,0329 0,0026 0,0425 0,0022 0,0241 0,0026 0,0387 0,0057
1620 0,0308 0,0014 0,0291 0,0071 0,0171 0,0044 0,0096 0,0056
1621 0,0729 0,0026 0,0104 0,0026 0,0683 0,0038 0,0029 0,0014
0931 0,1074 0,0012 0,0221 0,0038  0,0354 0,0044 0,0217 0,0040
1622 0,1207 0,0029 0,0558 0,0044  0,0779 0,0050 0,0733 0,0044
0560 0,0562 0,0057 0,1312 0,0054 0,0446 0,0019 0,1170 0,0031
1623 0,0958 0,0050 0,1436 0,0033 0,0504 0,0038 0,1282 0,0050
1624 0,0641 0,0050 0,1033 0,0059 0,0075 0,0045 0,1387 0,0045
0886 0,0883 0,0062 0,0154 0,0044 0,0196 0,0056 0,0142 0,0040
0887 0,1070  0,0031 0,0125 0,0025 0,0187 0,0037 0,0662 0,0050
1628 0,0112 0,0033 0,0150 0,0025 0,0079 0,0014 0,0046 0,0059
1629 0,0970 0,0058 0,0591 0,0050 0,0695 0,0031 0,0429 0,0052
1630 0,0167 0,0050 0,0062 0,0012 0,0000 0,0000 0,0062 0,0057
1631 0,0741 0,0019 0,0412 0,0045 0,0550 0,0045 0,0928 0,0047
1633 0,0916 0,0026 0,0958 0,0050 0,0937 0,0057 0,0000 0,0000
1635 0,0175 0,0033 0,0300 0,0025 0,0192 0,0044 0,0167 0,0052
2636 0,0350 0,0025 0,0067 0,0056 0,0179 0,0026 0,0033 0,0031
2637 0,0591 0,0026 0,0050 0,0057 0,0325 0,0033 0,0629 0,0019
1638 0,1457 0,0038 0,0000 0,0000 0,0316 0,0044 0,0679 0,0038
1639 0,1045 0,0052 0,0416 0,0052 0,0733 0,0059 0,0412 0,0033
1640 0,0862 0,0033 0,0017 0,0029 0,0666 0,0040 0,0075 0,0050
1641 0,0175 0,0043 0,0437 0,0050 0,0017 0,0019 0,0037 0,0037
1642 0,1232  0,0047 0,0416 0,0056 0,0754 0,0044 0,0117 0,0038
1643 0,1262 0,0037 0,0000 0,0000 0,1141 0,0044 0,0000 0,0000

1646 0,0479 0,0064 0,0000 0,0000 0,0600 0,0022 0,0000 0,0000



X. Melléklet

Torzsszam NAG aGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

U (U) U U
1647 0,1557 0,0040 0,0916 0,0026 0,1599 0,0025 0,0779 0,0038
1649 0,0762  0,0037 0,0000 0,0000 0,0625 0,0033 0,0000 0,0000
1650 0,0541 0,0059 0,0000 0,0000 0,0458 0,0047 0,0000 0,0000
1651 0,0304 0,0056 0,0000 0,0000 0,0262 0,0045 0,0000 0,0000
1652 0,0837 0,0057 0,0087 0,0033 0,0441 0,0059 0,0000 0,0000
1653 0,0050 0,0057 0,0008 0,0014 0,0025 0,0043 0,0283 0,0069
1655 0,0670 0,0038 0,2369 0,0038 0,0579 0,0062 0,1378 0,0031
1656 0,0637 0,0037 0,0192 0,0050 0,0774 0,0022 0,0079 0,0058
1658 0,0366 0,0044 0,0329 0,0044 0,0266 0,0014 0,0520 0,0044
1661 0,3219 0,0038 0,0699 0,0057 0,0150 0,0022 0,0387 0,0045
1663 0,0433 0,0052 0,0150 0,0025 0,0262 0,0025 0,0237 0,0033
1664 0,0953 0,0052 0,0000 0,0000 0,0849 0,0022 0,0000 0,0000
1665 0,0500 0,0025 0,0079 0,0019 0,0346 0,0026 0,0171 0,0050
1666 0,0083 0,0047 0,0000 0,0000 0,0304 0,0026 0,0000 0,0000
1667 0,1008 0,0029 0,0383 0,0026 0,0458 0,0059 0,0212 0,0054
1668 0,0529 0,0069 0,0121 0,0063 0,0233 0,0007 0,0012 0,0022
0561 0,1203 0,0038 0,1262 0,0078  0,0641 0,0031 0,0962 0,0045
1670 0,1212  0,0025 0,0558 0,0031 0,0612 0,0050 0,0466 0,0044
1671 0,0937 0,0057 0,0529 0,0044 0,0241 0,0038 0,0504 0,0014
1672 0,1765 0,0050 0,0000 0,0000 0,0466 0,0019 0,0000 0,0000
0919 0,1103 0,0056 0,0421 0,0044 0,0583 0,0040 0,0618 0,0026
1673 0,0695 0,0040 0,0741 0,0038 0,0495 0,0038 0,0858 0,0031
1674 0,0350 0,0045 0,0391 0,0052 0,0358 0,0056 0,0208 0,0031
1675 0,0595 0,0026 0,1287 0,0050 0,0308 0,0040 0,1291 0,0059
1676 0,0804 0,0031 0,0512 0,0045 0,1058 0,0050 0,0200 0,0033
1677 0,0670 0,0050 0,0749 0,0054 0,0595 0,0026 0,0387 0,0000
1678 0,0308 0,0019 0,0050 0,0054 0,0046 0,0040 0,0000 0,0000
1680 0,0529 0,0038 0,0662 0,0025 0,0133 0,0026 0,0433 0,0026
1684 0,1591 0,0026 0,0037 0,0045 0,1166 0,0044 0,0037 0,0045
1685 0,0974 0,0062 0,0375 0,0125 0,0167 0,0026 0,0325 0,0066
1686 0,0650 0,0070 0,0004 0,0007 0,0246 0,0038 0,0033 0,0058
1687 0,0795 0,0031 0,0012 0,0022 0,0337 0,0025 0,0017 0,0019
1688 0,0595 0,0063 0,0387 0,0012 0,0000 0,0000 0,0192 0,0029
0930 0,0625 0,0045 0,0358 0,0071 0,0724 0,0043 0,0125 0,0066
1689 0,0350 0,0054 0,0687 0,0050 0,0391 0,0007 0,0795 0,0056
1690 0,0920 0,0031 0,1083 0,0040 0,0458 0,0007 0,0675 0,0022
1691 0,0450 0,0033 0,0400 0,0045 0,0391 0,0040 0,0341 0,0058
1692 0,0716  0,0050 0,1074 0,0043  0,0545 0,0026 0,0966 0,0071
1693 0,0021 0,0019 0,0662 0,0050 0,0300 0,0033 0,0491 0,0059
1694 0,1124 0,0045 0,0108 0,0059 0,0458 0,0038 0,0208 0,0040

1695 0,0791 0,0007 0,0466 0,0050 0,0033 0,0047 0,0466 0,0069



X. Melléklet

Torzsszam NAG aGLU BGLU BGAL
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords Aktivitds Szords

(U) (U) (U) (U)
1696 0,0554 0,0062 0,0458 0,0069 0,0033 0,0026 0,0383 0,0007
1697 0,1153 0,0036 0,0508 0,0019 0,0525 0,0012 0,0512 0,0025
1699 0,0479 0,0044 0,0491 0,0026 0,0033 0,0026 0,0391 0,0062
1700 0,1332 0,0031 0,1228 0,0050 0,0192 0,0052 0,1224 0,0057
1701 0,0691 0,0040 0,0895 0,0044 0,0591 0,0026 0,0854 0,0064
Torzsszam BXYL CBH
Aktivitds Szords Aktivitds  Szords
(U) (U)
1600 0,1049 0,0045 0,1291 0,0071
1601 0,0108 0,0038 0,0250 0,0057
1602 0,0171  0,0040 0,0179 0,0031
1603 0,0004 0,0007 0,0012 0,0022
1604 0,0033  0,0029 0,0000 0,0000
1605 0,0029 0,0050 0,0025 0,0043
1606 0,0004 0,0007 0,0000 0,0000
1607 0,0371 0,0031 0,0308 0,0026
1609 0,0346 0,0044 0,0225 0,0057
1012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1610 0,0387 0,0045 0,0558 0,0019
1611 0,0608 0,0050 0,0458 0,0050
1612 0,0042 0,0038 0,0000 0,0000
1613 0,0341 0,0038 0,0341 0,0031
1614 0,0458 0,0019 0,0579 0,0007
1615 0,0279 0,0040 0,0437 0,0022
1158 0,0000 0,0000 0,0271 0,0050
1616 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1159 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0559 0,0071  0,0040 0,0208 0,0038
1617 0,0037 0,0037 0,0458 0,0063
1619 0,0312 0,0050 0,0337 0,0057
1620 0,0021 0,0019 0,0171  0,0040
1621 0,0154 0,0050 0,0304 0,0052
0931 0,0283 0,0047 0,0042 0,0038
1622 0,0437 0,0045 0,0266 0,0026
0560 0,0945 0,0044 0,1149 0,0057
1623 0,1232  0,0058 0,1249 0,0022
1624 0,1257 0,0044 0,1366 0,0056
0886 0,0383 0,0007 0,0096 0,0056

0887 0,0350 0,0054 0,0866 0,0014



X. Melléklet

Torzsszam BXYL CBH
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords

U (U)
1628 0,0329 0,0059 0,0221 0,0056
1629 0,0000 0,0000 0,0250  0,0057
1630 0,0187 0,0033 0,0000 0,0000
1631 0,0258 0,0019 0,0554 0,0038
1633 0,0296 0,0038 0,0167 0,0036
1635 0,0142  0,0050 0,0021  0,0036
2636 0,0067 0,0059 0,0050 0,0050
2637 0,0237 0,0012 0,0000 0,0000
1638 0,0129 0,0062 0,0196 0,0062
1639 0,0296 0,0026 0,0012  0,0022
1640 0,0425 0,0033 0,0125 0,0057
1641 0,0375 0,0045 0,0441 0,0056
1642 0,0208 0,0056 0,0670  0,0052
1643 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1646 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1647 0,0562 0,0045 0,0183 0,0026
1649 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1650 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1651 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1652 0,0158 0,0038 0,0000 0,0000
1653 0,0258 0,0073  0,0271  0,0019
1655 0,0675 0,0062 0,0508 0,0047
1656 0,0050 0,0054 0,0375 0,0037
1658 0,0425 0,0043 0,0483  0,0007
1661 0,0271  0,0007 0,0466  0,0050
1663 0,0037 0,0033 0,0341 0,0019
1664 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1665 0,0158 0,0050 0,0025 0,0025
1666 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1667 0,0266 0,0059 0,0541 0,0047
1668 0,0133 0,0059 0,0275 0,0057
0561 0,1370  0,0026 0,1324  0,0045
1670 0,0554 0,0038 0,0441 0,0079
1671 0,0171 0,0031 0,0437 0,0012
1672 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0919 0,0387 0,0050 0,0208 0,0059
1673 0,0570 0,0047 0,0783  0,0031
1674 0,0000 0,0000 0,0375 0,0075
1675 0,1387 0,0062 0,1158 0,0038
1676 0,0262 0,0037 0,0258 00,0050

1677 0,0724  0,0045 0,0633  0,0038



X. Melléklet

Torzsszam BXYL CBH
Aktivitdas Szords Aktivitds Szords

U (U)
1678 0,0000 0,0000 0,0012 0,0022
1680 0,0429 0,0038 0,0150 0,0022
1684 0,0008 0,0014 0,0146 0,0069
1685 0,0321 0,0044 0,0329  0,0040
1686 0,0054 0,0050 0,0021 0,0036
1687 0,0208 0,0038 0,0325 0,0065
1688 0,0233  0,0029 0,0104 0,0031
0930 0,0575 0,0045 0,0042 0,0062
1689 0,0575 0,0045 0,0691 0,0044
1690 0,0770  0,0007 0,0858 00,0047
1691 0,0516 0,0031 0,0533 0,0031
1692 0,0912 0,0012 0,0833 00,0058
1693 0,0554 0,0056 0,0462 0,0050
1694 0,0008 0,0014 0,0000  0,0000
1695 0,0354 0,0062 0,0541 0,0071
1696 0,0391 0,0052 0,0266 0,0044
1697 0,0512 0,0045 0,0529 0,0038
1699 0,0275 0,0033 0,0366 00,0052
1700 0,1103 0,0044 0,1062 0,0043

1701 0,0953 0,0050 0,0779  0,0062




X. Melléklet
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X. Melléklet

7.b. Melléklet. Az egyes enzimekhez tartozo tiz legnagyobb enzimaktivitdst mutat izolatum
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X. Melléklet
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X. Melléklet
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X. Melléklet

8. melléklet. A téli biiza rizoszférajabdl izolalt torzsek BCI-értékei minimal és

élesztOkivonatos taptalajon.

Torzsszam Minimal taptalaj Elesztékivonatos

taptalaj
BCI Szords BCI Szords
1600 43 2,9 33 1,7
1601 45 1,8 28 0,9
1602 43 0,1 33 0,6
1603 42 0,7 25 0,9
1604 46 3,6 16 1,0
1605 45 1,6 20 0,7
1606 42 1,7 34 0,6
1607 45 2,3 53 0,1
1609 41 1,0 54 0,8
1012 39 2,2 31 0,9
1610 43 2,4 32 0,3
1611 40 1,1 59 2,9
1612 38 0,2 21 1,8
1613 41 0,6 37 0,8
1614 40 1,1 53 2,0
1615 39 1,3 60 0,4
1158 35 1,5 44 0,7
1616 46 3,6 24 0,2
1159 36 0,4 39 0,6
0559 48 1,3 36 2,0
1617 49 0,3 35 1,9
1619 44 4,2 39 0,6
1620 45 0,9 29 0,2
1621 46 0,9 14 0,2
0931 45 1,8 21 0,0
1622 47 0,1 30 1,4
0560 42 0,7 35 3,0
1623 40 2,4 30 1,3
1624 43 1,3 28 1,4
0886 31 1,1 42 1,3
0887 28 1,7 40 0,2
1628 42 2,1 24 0,5
1629 43 0,4 32 1,5
1630 48 1,0 38 2,3
1631 39 3,3 24 1,2
1633 45 1,0 35 1,2

1635 46 1,3 40 L5



X. Melléklet

Torzsszam Minimal taptalaj Elesztékivonatos

taptalaj
BCI Szords BCI Szords
2636 52 1,4 39 0,1
2637 47 0,3 48 0,8
1638 51 2,8 37 1,5
1639 44 2,1 27 2,6
1640 39 1,8 21 1,4
1641 40 0,3 40 2,7
1642 47 2,0 37 0,2
1643 42 1,9 26 4,2
1646 45 2,6 47 4,2
1647 48 2,6 33 1,8
1649 49 0,7 34 1,8
1650 43 2,0 25 1,8
1651 47 0,7 19 1,1
1652 47 2,5 24 0,3
1653 47 1,6 42 0,2
1655 49 1,7 46 1,6
1656 46 3,8 30 2,5
1658 39 1,9 47 1,4
1661 44 2,1 21 1,4
1663 41 0,5 50 2,4
1664 52 1,5 35 0,2
1665 43 0,5 34 0,3
1666 50 0,3 43 1,0
1667 39 1,9 18 0,3
1668 48 5,9 37 1,6
0561 42 2,5 15 0,2
1670 40 0,5 23 2,3
1671 48 2,1 20 0,1
1672 39 0,5 17 0,1
0919 43 1,2 30 1,4
1673 44 2,5 29 0,0
1674 45 3,3 36 2,0
1675 37 0,2 13 1,3
1676 50 1,9 39 0,4
1677 46 3,1 39 1,3
1678 48 0,9 34 2,0
1680 48 0,1 49 1,6
1684 50 1,9 18 1,7
1685 45 3,5 28 0,6
1686 46 0,7 17 2,2

1687 47 0,1 60 1.4



X. Melléklet

Torzsszam Minimal taptalaj Elesztékivonatos

taptalaj
BCI Szords BCI Szords
1688 36 2,5 29 1,1
0930 43 0,1 30 1,6
1689 44 0,3 26 1,1
1690 44 0,3 29 1,1
1691 49 4.9 22 2,3
1692 52 0,8 24 5,0
1693 38 1,0 28 0,3
1694 47 1,2 25 2,5
1695 44 2,2 21 1,7
1696 48 2,7 23 2,6
1697 40 1,7 14 2,5
1699 45 1,2 17 2,3
1700 45 1,6 19 1,8

1701 36 2,5 15 2,4




X. Melléklet

9. melléklet. A téli biiza rizoszférajabdl izolalt torzsek aktivitisa a modositott agresszivitds

vizsgélatokban.

Torzsszam Csirazo bazaszemek szama Szoras

1600 0 0,00
1601 7,5 0,71
1602 3,5 0,71
1603 0 0,00
1604 2,5 0,71
1605 1,5 0,71
1606 4 1,41
1607 1 0,00
1609 7,5 0,71
1012 0 0,00
1610 0 0,00
1611 11,5 0,71
1612 0 0,00
1613 3 0,00
1614 2,5 0,71
1615 7,5 2,12
1158 0 0,00
1616 0,5 0,71
1159 0,5 0,71
0559 6 1,41
1617 2 1,41
1619 0,5 0,71
1620 6 1,41
1621 0,5 0,71
0931 1 0,00
1622 11,5 0,71
0560 7 0,00
1623 3,5 0,71
1624 1 0,00
0886 2 0,00
0887 1 0,00
1628 0,5 0,71
1629 1 0,00
1630 4 1,41
1631 5 1,41
1633 2 1,41
1635 L5 0,71
2636 4 1,41

2637 1,5 0,71



X. Melléklet

Torzsszam Csirazo bazaszemek szama Szoras

1638 1,5 0,71
1639 L5 0,71
1640 3 0,00
1641 3 0,00
1642 1,5 0,71
1643 6,5 0,71
1646 1 0,00
1647 4,5 0,71
1649 25 0,00
1650 L5 0,71
1651 2 0,00
1652 0,5 0,71
1653 0,5 0,71
1655 1 1,41
1656 19 1,41
1658 4,5 0,71
1661 0 0,00
1663 4 0,00
1664 0 0,00
1665 4,5 0,71
1666 15,5 0,71
1667 0 0,00
1668 2,5 0,71
0561 3,5 0,71
1670 8,5 0,71
1671 2,5 0,71
1672 0 0,00
0919 6 1,41
1673 3,5 0,71
1674 1,5 0,71
1675 1,5 0,71
1676 1 0,00
1677 4,5 0,71
1678 5 1,41
1680 11,5 2,12
1684 7 0,00
1685 7 0,00
1686 0,5 0,71
1687 1,5 0,71
1688 0 0,00
0930 0,5 0,71
1689 1 0,00

1690 4,5 0,71



X. Melléklet

Torzsszam Csirazo bazaszemek szama Szoras

1691 1 0,00
1692 0 0,00
1693 0,5 0,71
1694 2 0,00
1695 1 1,41
1696 2,5 0,71
1697 2,5 0,71
1699 3,5 0,71
1700 1 0,00

1701 5 1,41




