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Bevezetés
A gombdk idedlis vitamin-, fehérje-, asvanyianyag- ¢és alacsony zsirtartalmt poliszacharid-

forrasok. Egyes fajok ¢élelemként és gyodgyhatasi szerként is széleskorti felhasznalasi
lehetoségeket kindlnak. Az étkezési célra termesztett gombak kiilonféle taplalkozasi- és
funkciondlis élelmiszer-tulajdonsagaik miatt fontos részét képezik az emberi étrendnek. Az
Auricularia és a Flammulina mellett a Lentinula, a Pleurotus és az Agaricus is az Ot
leggyakrabban termesztett gombanemzetség koz¢ tartozik a 21. szdzadban. Becslések szerint a
kozelmultban az ehetd gombak termesztése éves szinten koriilbeliil 42 milliard dolléar értéket
képviselt vilagviszonylatban. 2013-ban 4,43 millié tonna termelésével a fehér csiperkegomba
(Agaricus bisporus J.E. Lange Imbach, 1946) volt a legnagyobb mennyiségben termelt gomba
Eurdpéban és Eszak-Amerikaban, a vilag teljes gombatermésének pedig mintegy 15%-at adta.
A késoi laskagomba (Pleurotus ostreatus Jacq. P. Kumm. 1871) termesztése az utobbi években
ugrasszerien megnoétt. Kina a legfontosabb Pleurotus-termesztd orszag a vilagon, mig
Eurépaban Olaszorszag, Lengyelorszag, Hollandia és Magyarorszag a P. ostreatus {6 termel6i.
Amellett, hogy emberi fogyasztisra termesztik, mezOgazdasdgi ¢és ipari lignocelluloz
biokonverzidjahoz is hasznaljak, tovabba az ipar €s az orvostudomany szamara fontos enzimek
¢s metabolitok jelentds forrasa. A shiitakegombat (Lentinula edodes Berk. Pegler 1976), Kelet-
Azsiaban széles korben hasznaljak élelmiszerként, és a vildg szamos orszagéba exportaljak. A
shiitake, melynek jelenleg mintegy 20 valtozata ismert, értékes gyogyaszati tulajdonsagokkal

1s rendelkezik.

A fent emlitett gombdk termesztésében komoly gondot okoznak kiilonféle penészgombak,
melyek koziil a legnagyobb karokért vilagszerte a Trichoderma fonalasgomba-nemzetség
(Hypocreales, Ascomycota) bizonyos képvisel6i altal okozott, in. zoldpenész betegség tehetd
feleldssé. A csiperke, laskagomba és shiitake termesztésében globalisan stulyos terméskiesést
eredményezhetnek még a Hypomyces és Lecanicillium nemzetség egyes tagjai is. Fontos a
kartétel megeldzése érdekében a megfeleld védekezési stratégia kivalasztasa, mely lehet

kémiai, vagy biokontroll-alapu.



Célkitiizések

Mivel a termesztett gombak penészgombak altal okozott betegségeivel szembeni hatékony
védekezéshez alapvetd fontossdgi a korokozok pontos fajszintli azonositisa €s részletes

jellemzése, a dolgozat elkészitésé¢hez az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. A csiperke-zoldpenész jelenlegi korokozodinak izolalasa, azonositasa €s jellemzése

2. Termesztett gombdk zoldpenész-betegségét okozo, a Trichoderma harzianum
fajkomplexumba tartozé izolatumok pontos fajszintli azonositasa és részletes
jellemzése

3. A termesztett csiperkegomba ismert korokozoinak (Trichoderma, Hypomyces ¢és
Lecanicillium fajok izolatumai) 6sszehasonlitd vizsgalata

4. A csiperkegomba korokozdival szembeni bioldgiai védekezési célokra
felhasznalhatd gombatérzsek izolaldsa, azonositdsa ¢s antagonista képességiik

vizsgalata

Alkalmazott modszerek

Mikrobiologiai eljarasok:

Gombatorzsek izolalasa, tenyésztése PDA (burgonyadextrdz agar) tdptalajon

Gombatorzsek tenyésztése eltérd okofiziologiai (hdmérséklet, pH, vizaktivitas) koriilmények
kozott kiilonbozd tapkozegeken (PDA - burgonyadextroz agar, MEA - malatakivonatos, EG-

¢leszto-gliikoz)

Gombatorzsek vizsgalata kiilonbozd fungicidek (proklordz, metrafenon) és szénforrasok

(BIOLOG FF lemezeken és Petri-csészén kivitelezett kisérletben) jelenlétében
Gombatdrzsek in vitro antagonista képességének vizsgalata

Aureobasidium pullulans torzsek 1illékony komponenseinek patogén penészgombakkal

szembeni gatlo hatasanak vizsgalata

Molekularis biologiai modszerek:

Izolalt gombatorzsek szekvenciaalapu (ITS, tefl, call, rpb2) azonositasa molekularis biologiai

modszerekkel

DNS-tisztitas



Polimeraz lancreakcio (PCR) technikak
Agardz gélelektroforézis

Nukleotidszekvenciak elemzése:

Azonositott gombatorzsek ITS, ftefl, call, rpb2 szekvenciainak bioinformatikai elemzése

(Finch TV, NCBI BLAST)

Azonositott gombatorzsek filogenetikai elemzése (RAXML-NG, IQ-TREE)



Eredmények osszefoglalasa

Munkank sordn a gombakérokozd Trichoderma, Lecanicillium és Hypomyces torzseket
izolaltunk magyarorszagi, horvatorszagi és szerbiai mintakbol, és elvégeztiik az izolatunok
fajszintli azonositasat. Kiilonb6zé kornyezeti tényezdk (hdmérséklet, pH, vizaktivitas)
hatasanak vizsgalata, a torzsek szénforras-hasznositasi profiljanak megallapitasa és termesztett
gombakkal szembeni in vitro antagonista képességeik felmérése is céljaink kozott szerepelt.
Meghataroztuk a prokloraz és metrafenon kiilonb6z0 gombakartevé penészekre gyakorolt
hatasat is. Tanulmanyoztuk lehetséges biokontroll aktivitissal rendelkezd Aureobasidium

pullulans torzsek gombakartevo penészgombakra gyakorolt esetleges gatld hatasat.

Szekvenciaalapu fajazonositassal elsdként igazoltuk, hogy Eurdpéban megjelent a Trichoderma
aggressivum amerikai alfaja. Kimutattuk, hogy Magyarorszdgon, Horvatorszagban ¢&s
Szerbiaban a jelenlegi zoldpenészes fertdzésekért a 7. aggressivum f. aggressivum tehetd
feleldssé a csiperkegomba termesztésében. A THSC fajkomplexumba tartozo izolatumok
kozott ITS, tefl, call és rpb2 szekvencidik alapjan a T. afroharzianum, T. atrobrunneum, T.
guizhouense, T. pollinicola és T. simmonsii fajokat azonositottuk, mint a gomba-z6ldpenész
tovabbi lehetséges korokozoit. Fiziologiai vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a patogének ¢és
a termesztett gomba nodvekedési optimuma a legtobb vizsgalt paraméter tekintetében
megegyezik. Valodi kiilonbség egyetlen esetben mutatkozott: a Lecanicillium fungicola var.
fungicola torzsek a tobbi izolatummal ellentétben 30 °C-os hdmérsékleten nem voltak képesek

novekedésre, aminek lehet jelentdsége a szaraz mol¢ elleni védekezésben.

A szénforras-hasznositasi vizsgalatok soran a vegyiiletek tobbsége hasznosithatonak bizonyult
a patogén penészgombak szamara. Egyes szénforrasok, pl. a csersav €s vanillin gatlé hatést
fejtettek ki a micéliumnodvekedésre. Az in vitro antagonizmus tesztekben a patogén penészek
tobbsége nagymértékben gitolta a termesztett gombdkat. A korokozok elleni védekezési
lehetdségeket célzo vizsgalatok eredményei alapjan prokloraz jelenlétében a Trichoderma
torzsek tobbsége nem mutat ndvekedést, mig metrafenon esetében nem tapasztalhato
nagymértékli novekedésgatlas. A vizsgalt Aureobasidium pullulans térzsek koziil az SZMC
26853 haté¢konynak mutatkozott a patogén penészgombak ndvekedésének visszaszoritasaban,

mely a jovoben biokontroll 4gensként alkalmazhato lehet.

Legfontosabb eredményeink az alabbi pontokban foglalhatok Gssze:



- Szekvenciaalapu fajazonositassal els6ként igazoltuk a 7. aggressivum f. aggressivum észak-
amerikai z6ldpenész-alfaj magyarorszagi (egyben eurdpai) megjelenését (Hatvani és mtsai.,

2017).

- Els6ként mutattuk ki a csiperkekartevoként ismert 7. aggressivum faj el6forduldsat

laskagomba termesztésében.
- Els6ként dokumentaltuk a 7. decipiens faj csiperketermesztésben torténd kartételét.

- Elséként kozoltik laskagomba-termesztésben a 7. atrobrunneum, T. afroharzianum, T.
simmonsii és T. guizhouense, shiitake termesztésében pedig a 7. atrobrunneum, T. pollinicola,
T. simmonsii és T. guizhouense fajok zoldpenész-koérokozoként torténd eldfordulasat (Allaga és

mtsai., 2021).

- A fiziologiai vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a legtébb kartevé penészgomba a
termesztett gombak altal is preferdlt hémérsékleti, pH és vizaktivitasi értékeken mutat

novekedést.

- Els6ként hataroztuk meg L. fungicola, H. odoratus és H. perniciosus fajokba tartozé térzsek

szénforrashasznositasi profiljait BIOLOG modszerrel.

- Megallapitottuk, hogy a 7. aggressivum f. aggressivum bizonyos szénforrdsokat (N-acetil
gliikdozamin, kinasav, gamma-amino vajsav, D-szorbitol, D-frukt6z) hatékonyabban képes

hasznositani, mint a 7. aggressivum f. europaeum.

- A mikovirus-hordozo és virussal nem fert6zott Lecanicillium torzsek szénforras-hasznositasi
profiljai, valamint Okofizioldgiai és fungicidérzékenységi jellemzdi kozott nem taldltunk

jelentds kiilonbséget.

- Az in vitro antagonizmus-vizsgalatok soran a legmagasabb agresszivitasi index értékeket a
csiperkegombaval szemben a T. aggressivum ¢és T. harzianum torzsek, a termesztett shiitake-
¢s laskagombaval szemben pedig a 7. pleuroticola, valamint a THSC fajkomplexumba tartozo

izolatumok (7. pollinicola, T. simmonsii) esetében kaptunk.

- A csiperke termesztésében fertézéseket okozo patogén penészgombdk izolatumai esetében a
vizsgalt, kereskedelmi gombatermesztésben is alkalmazott prokloraz és metrafenon fungicidek
gatlo hatasat mutattuk ki. A metrafenon fungicid a H. odoratus térzsekkel, mig a prokloraz a
H. perniciosus, T. aggressivum, T. pollinicola, és T. harzianum izolatumokkal szemben

mutatkozott hatékonynak.



- Az Aureobasidium pullulans torzsekkel végzett biokontroll kisérletek eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy az SZMC 26853 izolatum hatékony lehet a patogén penészgombakkal

szembeni védekezésben.



Summary

The global cultivation of champignon of edible mushrooms - oyster mushroom and shiitake -
suffers major yield and consequently economic losses due to different pathogenic moulds
(various Trichoderma and Hypomyces species, Lecanicillium fungicola). Huge crop losses were
reported from many mushroom-producing countries wordwide due to Trichoderma
aggressivum f. aggressivum, T. aggressivum f. europaeum, T. pleuroti, T. pleuroticola and
certain species of the 7. harzianum species complex (THSC). Hypomyces odoratus also causes
major yield losses in the cultivation of champignon (Agaricus bisporus) and king oyster

mushroom (Pleurotus eryngii).

The aim of our work was to isolate pathogenic Trichoderma, Lecanicillium and Hypomyces
strains from samples collected from diseased mushroom crops in Hungary, Croatia and Serbia,
to identify them to species level, to study the effect of different environmental factors
(temperature, pH, water activity) on the isolated strains, to determine the carbon source
utilization profile of the isolates and to assess their in vitro antagonistic ability against cultivated
mushrooms. In the search for possibilities of disease control, the effect of the commercial
fungicides prochloraz and metrafenone was determined. The effect of Aureobasidium pullulans
strains with potential biocontrol activity against mushroom-pathogenic moulds was also

studied.

Sequence-based species identification revealed the appearance of the North American
subspecies Trichoderma aggressivum f. aggressivum in European mushroom farms. Our results
show that 7. aggressivum f. aggressivum is responsible for the recent green mould infestations
in champignon cultivation in Hungary, Croatia and Serbia. The precise species identification of
strains belonging to the THSC species complex - based on their ITS, tefl, call and rpb2
sequences - indicates that 7. afroharzianum, T. atrobrunneum, T. guizhouense, T. pollinicola
and 7. simmonsii also have the potential to cause green mould symptoms in the cultivation of
different mushrooms. Our physiological studies showed that the ranges supporting the growth
of the pathogens and the cultivated mushrooms overlapped in terms of most examined
parameters. Substantial difference was observed only in the case of Lecanicillium fungicola
var. fungicola strains, which — in contrast to isolates belonging to other species — were not able

to grow at 30 °C.

The vast majority of the examined carbon sources were utilized by the pathogenic moulds
however, certain compounds such as tannic acid and vanillin caused remarkable inhibition in

mycelial growth. Most of the pathogenic moulds showed to be highly aggressive against the
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cultivated mushrooms in vitro. According to the results of our studies aimed at the examination
of potential disease control measures, prochloraz could block the growth of most 7Trichoderma
strains, while no significant growth inhibition was observed in the presence of metrafenone. A
strain of Aureobasidium pullulans was shown to effectively suppress the growth of pathogenic

fungi, suggesting it as a promising biocontrol agent for future applications.
Our most important results are summarized below:

- By sequence-based species identification, we firstly confirmed the appearance of the North
American green mould subspecies 7. aggressivum f. aggressivum in Hungary (and Europe)

(Hatvani et al., 2017).

- We firstly detected the occurrence of 7. aggressivum, previously known exclusively as a

species pathogenic to champignon, in the cultivation of oyster mushroom.
- We firstly documented damage due to the species 7. decipiens in champignon cultivation.

- We were the first ones to report the occurrence of 7. atrobrunneum, T. afroharzianum, T.
simmonsii and T. guizhouense, as well as T. atrobrunneum, T. pollinicola, T. simmonsii and T.
guizhouense as green mould agents in the cultivation of oyster mushroom and shiitake,

respectively cultivation (Allaga et al., 2021).

- Our physiological studies have shown that most pathogenic moulds grow optimally at the

same temperature, pH and water activity values as the cultivated mushrooms.

- We firstly determined the carbon source utilization profiles of the mould species L. fungicola,

H. odoratus and H. perniciosus using BIOLOG Phenotype Microarrays.

- We have found that 7. aggressivum f. aggressivum is able to utilize certain carbon sources
(N-acetyl glucosamine, quinic acid, gamma-aminobutyric acid, D-sorbitol, D-fructose) more

efficiently than 7. aggressivum f. europaeum.

- No significant differences were found between the carbon source utilization profile,
ecophysiological characteristics and fungicide susceptibility of mycovirus-containing and

mycovirus-free Lecanicillium strains.

- The in vitro antagonism tests revealed the highest aggressivity index values in the case of 7.
aggressivum, as well as T. pleuroticola and strains belonging to the THSC species complex (7.
pollinicola, T. simmonsii) against cultivated A. bisporus, as well as L. edodes and P. ostreatus,

respectively.



- The tested commercial fungicides — prochloraz and metrafenone — were shown to efficiently
inhibit the growth of pathogenic moulds causing infections in mushroom cultivation.
Metrafenone and prochloraz was effective against strains of H. odoratus, as well as H.

perniciosus, T. aggressivum, T. pollinicola and T. harzianum, respectively.

- The results of biocontrol experiments with A. pullulans suggest that the isolate SZMC 26853

might be effective in the control of mushroom-pathogenic moulds.
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