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Bevezetés

A batata (Ipomoea batatas) termesztése és fogyasztisa vilagszerte novekszik. Mivel
termesztése soran a miitragyak és kartevdellenes vegyszerek hasznélata talaj-, viz- és
levegdszennyezéshez vezethet, fokozodik az igény olyan kornyezetbarat, biologiai
megoldasok irant, amelyek a terméshozam novelését és hatékony betegségkezelést
tesznek lehet6vé. A mezégazdasagi célu mikrobiologiai szerek egyre nagyobb
jelentéséget kaptak az elmult évtizedekben. Célunk az volt, hogy egy tobb
mikroorganizmusbo6l Osszedlld mezdgazdasagi talajoltéanyagot fejlessziink ki, és
teszteljiik annak hatasat batita-termesztésben. Osszesen 39 baktérium- és 7 Trichoderma
torzset izolaltunk a magyar-szerb hatarvidék kiilonféle mezOgazdasagi talajaibol. A
Trichoderma izolatumokkal késziilt MLST (multi-locus sequence typing) analizisbe
bevontunk tovabbi 60, korabban ITS (internal transcribed spacer) szekvencia alapjan
meghatarozott torzset, hogy képet kapjunk a Trichoderma harzianum fajkomplexum
(THSC) dél-alfoldi talajokban mutatott faji diverzitasarol, és dsszehasonlitsuk azt a THSC
irdni talajokban tapasztalhatd faji diverzitasaval. A talajoltd készitmények esetében
célszertibb lehet helyben izolalt térzsekkel dolgozni, amelyek természetes koriilmények

kozott is jelen vannak, igy talélésiik valosziniibb a kezelni kivant talajban.



Célkitizések

A vegyszerhasznalat csokkentése napjaink-mezdgazdasagi termelésének egyik legégetdbb
feladata, amit tobbek kozott mikrobioldgiai készitmények révén érhetiink el. A batata
termesztése és fogyasztasa egyre nagyobb népszerliségnek 6rvend. Tudomasunk szerint
tanulmanyunk megjelenéséig nem kerillt tesztelésre Trichoderma torzseket ¢és
baktériumokat egyarant tartalmazo, tobbkomponensii mikrobiologiai készitmény
batatatermesztésben. MezOgazdasagi hasznosithatosagi Trichoderma torzsek esetében
kiemelt jelent6ségli a pontos fajmeghatirozas, mivel a nemzetség hasznos fajai mellett
jonéhany gombahazi kartevd és opportunista human fertézést okozni képes fajt tartunk
szamon. A molekuldris fajmeghatarozasi technikdk fejlodésével egyre megbizhatobba
valik az izolatumok pontos azonositisa. A nemzetség biodiverzitasanak vizsgalata fontos
a potencidlis kockazatot képviseld fajok mezdgazdasagi gyakorlatbdl torténd kizarasanak

érdekében. A fentiek alapjan a kdvetkez6 célokat tztiik ki:

1. Mezdgazdasagi hasznosithatosagh baktériumok és Trichoderma torzsek —
kiilonos tekintettel a T. harzianum fajkomplexumba (THSC) tartozo torzsekre
—izolalasa és fajszintli azonositasa

2. A THSC diverzitasanak vizsgalata mezdgazdasagi ¢l6helyeken

3. Az izolalt mikroorganizmusok vizsgalata az abiotikus streszfaktorokkal
szembeni valaszreakcidjuk, enzimtermelésiik, biokontroll képességeik és
indolecetsav (IAA) termelésére valo képességiik szempontjabol

4. igéretes torzsek kivalasztasa ndvényndvekedés, szervesanyag-lebontas,
biokontroll és nitrogénkotés megvaldsitasara

5. A szelektalt mikroorganizmusokbol talajoltd készitmény eldallitasa és

tesztelése édesburgonya termesztésében



Alkalmazott modszerek

Mikrobioldgiai médszerek

- Trichoderma és baktériumtorzsek izolalasa szelektiv taptalajokon, tenyésztésiik
PDA  (burgonyadextr6z agar) illetve YEG (élesztokivonat-gliikoz)
taptalajokon, hossza tava tarolasuk glicerines tapoldatban 4 °C-on

- Trichoderma ¢és baktériumtorzsek tenyésztése eltérd  oOkofizioldgiai
(hémérséklet, pH, NaCl koncentracio) koriilmények kozott

- Trichoderma ¢és baktériumtorzsek novekedésének vizsgalata kiilonbozd
fungicidek, nehézfémek és peszticidek jelenlétében

- Trichoderma torzsek in vitro antagonista és sziderofortermelé képességének
vizsgalata, a torzsek altal termelt celluloz- ¢és kitinbontd valamint
foszformobilizald enzimek aktivitasanak mérése kromogén szubsztratokkal

- Bacillus torzsek novénypatogén fonalasgombakkal szemben mutatott
antagonizmusanak vizsgalata, biokontroll index (BCI) értékek meghatarozasa

- Feltételezett nitrogénfixalé baktériumtdrzsek ndvekedésének vizsgalata
nitrogénmentes agardz taptalajon

- Inokulumeldallitas szant6foldi kisérletekhez

- Szant6foldon kivitelezett mikroorganizmus-hatasvizsgalatok a
novénynovekedésre és a terméshozamra nézve batatatermesztésben

Molekularis biologiai modszerek

- Genomi DNS tisztitisa az izolalt gomba- és baktériumtorzsekbdl

- A diagnosztikus lokuszok (ITS, fefla, rpb2, 16S RNS, gyrA) amplifikalasa
polimeraz lancreakci6 (PCR) segitségével

- Agar6z gélelektroforézis

- Amplikonszekvenalas

Bioinformatikai modszerek

- Gomba- és baktériumtorzsek ITS, tefla, rpb2, 16S RNS, gyrA szekvencidinak
bioinformatikai elemzése (Finch TV, NCBI BLAST)

- Azonositott Trichoderma torzsek filogenetikai elemzése (MLST, E-INS-i,
MAFFT, 1Q-TREE)



Eredmények osszefoglalasa

Vizsgélataink végeredményeként egy mikrobialis kozosséget allitottunk Ossze és
teszteltiink batata kezelésére, amely két gomba- (Trichoderma ghanense SZMC 25217, T.
afroharzianum SZMC 25231) és harom baktériumtorzsbdl (Bacillus velezensis SZMC
24986, Arthrobacter globiformis SZMC 25081, Pseudomonas resinovorans SZMC
25872) all. A térzsek Magyarorszag és Szerbia hatarvidékének mezoégazdasagi talajaibol
keriiltek izolalasra répa, batata, paradicsom és paprika novénykulturakbél. Osszesen 7
Trichoderma és 39 baktériumtorzs izolalasara keriilt sor, melyeket molekularis biologiai

markerek segitségével azonositottunk.

Az izolalt Trichoderma torzsek tovabbi 60, korabban T. harzianum fajként azonositott
mez6gazdasagi izolatummal kozdsen a nemzetség biodiverzitasara vonatkozé vizsgalatba
lettek bevonva. Kiilonds hangsulyt fektettink a THSC fajaira, melyek kozott a
mezOégazdasag szamara hasznos mikroorganizmusok mellett gombahdazi kartevok és
opportunista human fertézéseket okozni képes fajok is eléfordulnak. Eredményeink
alapjan a 60, ITS-szekvencidk alapjan korabban T. harzianum-ként azonositott izolatum
és a 4 altalunk izolalt, THSC-hez tartozo torzs csupan 30%-a tartozik valojaban ehhez a
fajhoz. A tobbi izolatum a T. afroharzianum, T. simile, T. guizhouense és T. breve fajok
képviseldinek bizonyult. Mindemellett irdni mintakbol nagy szamban keriiltek el egy,
eddig még le nem irt Trichoderma fajt reprezentalé izolatumok, melyek a filogenetikai
fan egy klaszterbe rendezddtek. Feltehetéen 0 fajrol van szd, melynek leirasa tovabbi
vizsgalat targyat képezi. A tefla- és rpb2-szekvenciak alapjan generalt filogenetikai fa
nagymértékii hasonlosagot mutat korabbi munkakban kozolt eredményekkel.
Eredményeink alatamasztjak, hogy a THSC fajainak megfelelé azonositdsahoz tobb
genetikai markerszekvencia egyiittes elemzése sziikséges. Adataink arra is rdmutatnak,
hogy az egyes teriiletekr6l izolalt torzsek faji megoszlasa eltérd, ami térbeli
izolaltsagukkal, vagy a novénykultirabol adodo mikrokornyezeti kiilonbségekkel

magyarazhat6.



Az azonositas utan a torzseket Ggy valasztottuk ki, hogy szintetikus kézosség formajaban
szamos elvarasnak (novényi korokozok elleni bioldgiai védekezésre vald képesség,
novények novekedésének elésegitése  IAA-termelés révén, tapanyagfeltaras
foszformobilizacién,  nitrogénfixalason és  poliszacharid-lebontason  keresztiil)
megfeleljenek. A Trichoderma ghanense SZMC 25217 torzset extracellularis
enzimaktivitasai alapjan poliszacharidok biologiai lebontasara és foszformobilizalasara
valasztottuk ki. Bar a kitint lebontd enzimaktivitas szamos mikroorganizmus biokontroll
aktivitasaval korrelalhat, vizsgalatainkban ilyen korrelaciot nem tapasztaltunk, mivel a
Trichoderma torzsek biokontroll indexei és kitinbontd enzimaktivitisai kozott csupan
0,28-0s R? értéket kaptunk. A THSC-be tartozé Trichoderma afroharzianum SZMC
25231 torzs novénykorokozo fonalasgombak elleni biologiai védekezésre lett szelektalva,
mivel igéretes in vitro antagonizmust mutatott névényi korokozoként ismert gombafajok
vizsgalt torzseivel szemben. A vizsgalt baktériumok koziil a Bacillus velezensis SZMC
24986 torzs gatolta a legjobban a 9 vizsgalt, novénykorokozoként ismert gombafaj
legtobb torzsét, ezért biokontroll célokra ez a mikroorganizmus is kivalasztasra keriilt. Ez
a torzs hatékony biokontroll tulajdonsagai mellett foszformobilizalo képességet is
mutatott, valamint szideroforok termelésére is képesnek bizonyult. A nitrogénmentes
taptalajon a leggyorsabb novekedést mutatdo Arthrobacter globiformis SZMC 25081
torzset potencialis nitrogénkdtd képességgel rendelkezé komponensként valasztottuk ki.
A Pseudomonas resinovorans SZMC 25872 torzset azért valasztottuk, mert képes TAA-t
termelni és foszfort mobilizalni, amit a teljes genomszekvencidjanak elemzése soran
kimutatott aldA, tso, pqgB, pgqC és pggE gének jelenléte is alatdmaszt.
Novénynovekedést serkenté tulajdonsagat kutatdocsoportunk korabbi adatai  is
alatamasztjak, sziderofortermeld képessége révén pedig hatékony kompeticios partnere is

lehet mas mikroorganizmusoknak a talajban.

Teszteltiik a kivalasztott torzsek pH- és homérsékletfiiggését, valamint sostresszel és
fungicidekkel szembeni tolerancijat. Az emlitett hatdsok nagymértékben
befolyasolhatjak a kijuttatott mikroorganizmusok mezdégazdasagi kdrnyezetben torténd
talélését. A T. ghanense SZMC 25217 torzs 35-40 °C-on is novekedést mutatott, ami

hozzajarulhat a mikroorganizmus nyari, meleg idészakban torténd hasznalatahoz is. A T.



afroharzianum SZMC 25231 torzs magasabb pH-értéken is képes volt ndvekedni, ami
hozzajarulhat a taléléséhez lugos kémhatasu talajok esetében is. Az integralt
novényvédelem (IPM) egy széles korben alkalmazott stratégia a modern
mezGgazdasigban. A kivalasztott T. ghanense SZMC 25217, T. afroharzianum SZMC
25231 és P. resinovorans SZMC 25872 torzsek kiilonboz6 tipusu mezdgazdasagi
peszticidekkel szembeni tolerancidjat vizsgald tesztek eredményei arra utalnak, hogy az

IPM keretein beliil kémiai ndvényvédo szerekkel kombinalhatok.

A kivalasztott torzseket két egymast kovetd évben batdta kezelésére hasznaltuk
szantofoldi  kisérletekben. Eredményeink alapjan a kezelt novények atlagos
gyokérgumoémérete és az egy ndvényre jutd termésmennyiség a miitragyaval nem kezelt
¢és mitragyazott kontrollokhoz képest egyarant magasabb a kezelt csoportok esetében.
Amikor a batata dugvanyait a készitményben aztattuk, és a novények késébb utdkezelést
is kaptak, az atlagos gumoméret és a novényenkénti termésmennyiség is szignifikansan
nagyobb volt, mint a kezeletlen kontroll esetében. Kideriilt tovabba, hogy a
batatatermesztés kemény és laza talajon is hatékonyan kivitelezhetd. Eltekintve attol,
hogy kiilonb6z6 évek adatairdl van szo, kemény talajon, miitragyazas nélkiil is magasabb
terméshozamot értlink el, mint a csepegtetd rendszerrel tragyazott laza talajon. Ennek
egyik lehetséges oka a talaj magas természetes tapanyagtartalma, amely igy jobban
tamogatja a ndvények fejlédését, mint a homoktalaj, masik lehetséges magyarazata pedig

a mikroorganizmusok magasabb aktivitdsa a kemény talaj koriilményei kozott.

Tudomasunk szerint ez az els¢ beszamold egy gombakat és baktériumokat egyarant
tartalmazo  készitmény batatatermesztésben tortént sikeres alkalmazasarél. A
termésnovekedési adatok arra utalnak, hogy a szintetikus mikroorganizmus-k6zosségek

alkalmazasa igéretes stratégia a batata hatékony bioldgiai termesztésére.
A dolgozat legfontosabb eredményei a kovetkezok:

- A Magyarorszag-Szerbia hatarvidék mez6gazdasagi talajaibol 7 Trichoderma
és 39 baktériumtorzs izolalasara és molekularis markerekkel torténd

azonositasara kertlt sor.



64  mezbgazdasagi  mintdbol  izolalt,  Trichoderma  harzianum
fajkomplexumba tartozd torzs multilokusz-szekvenciatipizalassal torténd
vizsgalataval kimutattuk, hogy a korabban ITS-szekvenciak analizisével T.
harzianum fajnak meghatarozott torzsek csupan 30%-a tartozik valoban
ehhez a fajhoz, a tobbi torzs a T. afroharzianum, T. simile, T. breve és T.
guizhouense fajok képviseldje.

Irani mintakbol kimutattunk egy 0j, eddig még le nem irt Trichoderma fajt.
Kimutattuk, hogy az altalunk szelektalt T. afroharzianum SZMC 25231 torzs
tefl-genotipusa kiilonbozik a kozelmultban kukoricakartevéként leirt T.
afroharzianum torzsekétél.

Adatokat  gylijtottink  az  izolalt  mikroorganizmusok  abiotikus
stresszfaktorokkal szemben mutatott ellenalld képességérol.

Felmértiik az izolalt Trichoderma torzsek cellulozbonté és foszformobilizald
enzimaktivitasait, novénypatogén fonalas gombéakkal szemben mutatott
biokontroll képességeit és sziderofor-termelését.

Kimutattuk a feltételezett nitrogénfixald baktériumok nitrogénmentes
taptalajon mutatott novekedését, a Bacillus torzsek novénypatogén fonalas
gombakkal szemben mutatott biokontroll tulajdonsagait, valamint Ensifer és
Pseudomonas torzsek indol-3-ecetsav termelését.

A P. resinovorans SZMC 25872 torzs teljes genomszekvenciajanak
elemzésével kimutattuk az aldA és tso géneket, melyeknek az IAA
termelésében, illetve a pqgB, pqqC és pqgE géneket, melyeknek a foszfor
mobilizaciojaban lehet szerepe.

Vizsgalataink eredményei alapjan kivalasztottuk a T. afroharzianum SZMC
25231, T. ghanense SZMC 25217, B. velezensis SZMC 24986, A.
globiformis SZMC 25081 és P. resinovorans SZMC 25872 torzseket egy
talajolto készitmény Osszeallitasanak céljara.

Els6ként teszteltiink  tobbkomponensi  mikrobiologiai  készitményt
batatatermesztésben, ami két egymast kdvetd évben egyarant pozitiv hatast
eredményezett.

Kimutattuk, hogy a készitmény laza és kotott talajon egyarant hatékony.



Summary

As a result of our research, we assembled and tested a microbial community, consisting of
two fungal (T. ghanense SZMC 25217, T. afroharzianum SZMC 25231) and three
bacterial strains (B. velezensis SZMC 24986, A. globiformis SZMC 25081, P.
resinovorans SZMC 25872) for the treatment of sweet potatoes. The strains were isolated
from the agricultural soils of the Hungary-Serbia border region from carrot, sweet potato,
tomato and pepper crops. A total of 7 Trichoderma and 39 bacterial strains were isolated

and identified using molecular biological markers.

Along with 60 other agricultural isolates previously identified as T. harzianum, the
isolated Trichoderma strains were included in a study on the biodiversity of the genus,
with special focus on the Trichoderma harzianum species complex (THSC). Members of
this group include species that can be applied for agricultural purposes, but also harmful
species causing green mould disease in mushroom cultivation and opportunistic infections
in humans. Our results revealed that only 30% of the 60 strains previously identified as T.
harzianum based on ITS sequences actually belong to this species. The other isolates
belong to the species T. afroharzianum, T. simile, T. guizhouense and T. breve. In
addition, a high number of isolates deriving from Iranian samples proved to belong to a
new, yet undescribed Trichoderma species. The description of this new species will be the
subject of further investigations. The phylogenetic tree generated based on feflo and rpb2
sequences showed a high degree of similarity with previously published data. We also
confirmed that multilocus sequence typing (MLST), i.e., the analysis of multiple genetic
marker sequences is necessary for the proper identification of THSC members. Our data
also show that the composition of the species isolated from each area is different. This
may be due to their physical isolation or microenvironmental differences resulting from

the plant culture.

After identification, strains were selected to meet a set of expectations - biological control
of plant pathogens, promotion of plant growth through indole acetic acid (IAA)



production, nutrient exploration through phosphorus mobilization, nitrogen fixation and
polysaccharide degradation - in order to assemble a synthetic community. The strain
Trichoderma ghanense SZMC 25217 was selected based on its extracellular enzyme
activities for the biological degradation of polysaccharides and the mobilization of
phosphorus. Although the chitin-degrading enzyme activity can be correlated with the
biocontrol activity of many microorganisms, we did not experience such a correlation, as
we obtained an R? value of only 0.28 between the biocontrol indices and chitin-degrading
activities of the Trichoderma strains. Trichoderma afroharzianum SZMC 25231 was
selected for biological control against plant pathogenic filamentous fungi. This THSC
member showed promising in vitro antagonism against the tested strains of fungal species
known as plant pathogens. Bacillus velezensis SZMC 24986 proved to be the best to
inhibit most strains of the 9 investigated fungal species known as plant pathogens and was
also capable of producing siderophores, therefore, this microorganism was also selected
for biocontrol purposes. In addition to its effective biocontrol properties, B. velezensis
SZMC 24986 also showed phosphorus mobilization ability. Arthrobacter globiformis
SZMC 25081 showed the fastest growth on nitrogen-free medium, therefore it was
selected as a component with potential nitrogen-fixing capacity. Pseudomonas
resinovorans SZMC 25872 was chosen because it can produce IAA, which is supported
by the AldA, tso, pqgB, pgqC and pgqE genes detected during the analysis of its whole
genome sequence. The plant growth stimulating properties of this strain are also
supported by previous results of our research group. furthermore, it can be an effective

competitor of other microorganisms in the soil due to its siderophore production.

We tested the pH- and temperature dependence, and the tolerance of the selected strains to
salt stress and fungicides. The mentioned factors can greatly affect the survival of the
applied microorganisms in the agricultural environment. T. ghanense SZMC 25217
showed growth at 35-40 °C, which may contribute to the use of this fungus even in soils
with higher temperature. T. afroharzianum SZMC 25231 was able to grow at the higher
pH values of 7 and 8, which may contribute to its survival even in alkaline soils.
Integrated pest management (IPM) is a widely used strategy in modern agriculture. The

results of tests examining the tolerance of the selected T. ghanense SZMC 25217, T.



afroharzianum SZMC 25231 and P. resinovorans SZMC 25872 strains to different types
of agricultural pesticides indicate that they can be combined with chemical pesticides

within the framework of IPM.

The selected strains were used for sweet potato treatment in field experiments during two
consecutive years. Our results showed that the average storage root size and the amount of
storage root per plant of the treated plants are both higher in the treated groups compared
to the untreated control. In the case where the sweet potato cuttings were soaked at
planting and the plants later received a post-treatment as well, the average tuber size and
the yield per plant were significantly higher than in the case of the untreated control. It
also turned out that sweet potato can be cultivated effectively on both hard and loose soil.
Beside the fact that we are talking about data from different years, we achieved a higher
yield on hard soil, even without artificial fertilization, than on loose soil fertilized with the
drip system. One of the possible reasons for this is the high natural nutrient content of the
hard soil, which thus supports the development of plants better than sandy soil. Another
explanation could be the higher activity of microorganisms under hard soil conditions.

To the best of our knowledge, this is the first report on the successful use of a consortium
containing both fungi and bacteria in sweet potato cultivation. Yield-growth data suggest
that the use of synthetic microbial consortia is a promising strategy for efficient biological

cultivation of sweet potato.

The main results of the thesis are as follows:

- 7 Trichoderma and 39 bacterial strains were isolated from the agricultural
soils of the Hungary-Serbia border region, and identified based on molecular
marker sequences.

- With the multilocus sequence typing of 64 Trichoderma strains from the
Trichoderma harzianum species complex we have shown that only 30% of
the strains previously identified as T. harzianum based on the analysis of ITS
sequences actually belong to this species, the other strains belong to the T.

afroharzianum, T. simile, T. breve and T. guizhouense species.



We detected a new, yet undescribed Trichoderma species from lIranian
samples.

We showed that the T. afroharzianum SZMC 25231 strain we selected has a
teflo. genotype different from the genotype of T. afroharzianum strains
recently described as maize pathogens.

We collected data about the resistance of the isolated microorganisms to
abiotic stress factors.

We surveyed the enzyme activities, the biocontrol abilities against plant
pathogenic filamentous fungi and the siderophore production of the isolated
Trichoderma strains.

We determined the growth of potential nitrogen-fixing bacteria on nitrogen-
free medium, the biocontrol properties of Bacillus strains against plant
pathogenic filamentous fungi, and the indole-3-acetic acid production of
Ensifer and Pseudomonas strains.

With whole genome sequence analysis of the P. resinovorans SZMC 25872
strain we detected the aldA and tso genes which may play a role in the
production of 1AA, and the pggB, pgqC and pggE genes, which may play a
role in the mobilization of phosphorus.

We proved that the P. resinovorans SZMC 25872, T. afroharzianum SZMC
25231 and T. ghanense SZMC 25217 strains have the potential to be used in
integrated pest management.

Based on the results of our studies we selected the T. afroharzianum SZMC
25231, T. ghanense SZMC 25217, B. velezensis SZMC 24986, A.
globiformis SZMC 25081 and P. resinovorans SZMC 25872 strains for the
assembly of a soil inoculant.

We firstly tested a multi-component microbiological preparation in sweet
potato cultivation, which resulted in a positive effect in two consecutive
years.

We have shown that the product is effective on both loose and compact soil

types.
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