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Roviditések jegyzéke

acl: ATP citrat liaz

AL: Ammonium-laktat

ALD: Aldehid-dehidrogenaz

aldA: Aldehid-dehidrogenazt kodolo gén

AMF: Arbuszkularis mikorrhizat képz6 gombak (arbuscular mycorrhizal fungi)
BCI: Biokontroll index (biocontrol index)

CFU: Telepképz6 egység (colony forming unit)

CK: Citokinin

DGU-20A5R: Fluor-etilén membrant hasznald, on-line gaztalanito egység
EPS: Extracellularis poliszacharidok

ESI: Elektropermet-ionizacio (electrospray ionisation)

FOASTAT: Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Szervezet Vallalati Statisztikai Adatbazis
(Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database)

GCPSR: Genealdgiai konkordancia filogenetikai fajfelismerés (Genealogical concordance
phylogenetic species recognition)

Gl: Glikémias index

gyrA: DNS-giraz o alegység

HPLC-MS: Nagyhatékonysagi  folyadékkromatografia-tdmegspektrometria  (High
performance liquid chromatography-mass spectrometry)

IAA: Indole-3-ecetsav (indole-3-acetic acid)

IAAId: Indolacetaldehid

IAH: Indolacetamid-hidrolaz

IAM: Indol-3-acetamid

IAN: Indol-3-acetonitril

IAOX: Indol-3-acetaldoxim

IPDC: Indol piruvat dekarboxilaz

IPM: Integralt novényvédelem (integrated pest management)

IPyA: Indol-3-piruvat

ITS: Koztes atirddo elvalaszto régio (internal transcribed spacer)

LSD: Legkisebb szignifikans differencia (least significant difference)

MCPA: 2-metil-4-klor-fenoxi-ecetsav (2-methyl-4-chloro-phenoxy-acetic acid)

MESz: Magyarorszag-Eszak Szerbia



MIC: Minimalis gatld koncentracio (minimal inhibitory concentration)

MLST: Toébblokuszos szekvencia tipizalas (multilocus sequence typing)

MO: Magyarorszag

NB: Tapleves (nutrient broth)

NCBI: National Center for Biotechnology Information

OD: Optikai denzitas

PCR: Polimeraz lancreakcio (polyerase chain reaction)

PDA: Burgonyadextroz agar (potato dextrose agar)

PEG: Polietilén-glikol

PGP: Novénynovekedést serkentd (plant growth promoting)

PGPB: Novénynovekedést serkentd baktérium (plant growth promoting bacterium)

pqgB, C, E: pirrolokinolin kinon kinazt kodold gének (pyrroloquinoline quinone Kinase
encoding genes)

RAPD: Véletlenszeriien amplifikalt polimorf DNS (random amplified polymorphic DNA)
rpb2: RNS polimeraz II 2-es alegységét kodold gén (DNA-directed RNA polymerase 11
subunit 2)

rpoB: RNS polimeraz béta alegységének génje

SAR: Szisztémas szerzett rezisztencia (Systemic aquired resistance)

SD: Standard deviaci6 (standard deviation)

SMRM Valogatott reakciomonitorozas (selected reaction monitoring)

SRB: Szerbia

SZMC: Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgyiijtemény (Szeged Microbiological Collection)
TAM: Triptamin

tefla: Transzlacios elongacids faktor 1 alfa

THSC: Trichoderma harzianum fajkomplexum (Trichoderma harzianum species complex)
TIA: Tripszin inhibitor aktivitas

TMO: Triptofan-2-monooxigenaz

Trp: Triptofan

TSO: Triptofan oldallanc oxidaz (tryptophan sidechain oxidase)

tso: Triptofan oldallanc oxidazt kodolo gén

YEG: Eleszt6-gliikoz tapoldat (yeast-extract glucose medium)



Bevezetés

A batata (Ipomoea batatas) termesztése és fogyasztasa vilagszerte novekszik. Mivel
termesztése soran a mutragyak és kartevOellenes vegyszerek haszndlata talaj-, viz- és
levegdszennyezéshez vezethet, fokozodik az igény olyan kornyezetbarat, biologiai
megoldasok irant, amelyek a terméshozam novelését és hatékony betegségkezelést tesznek
lehetdvé. A mezbdgazdasagi célu mikrobiologiai szerek egyre nagyobb jelentdséget kaptak
az elmult évtizedekben. Célunk az volt, hogy egy tobb mikroorganizmusbol 0sszealld
mezOgazdasagi talajoltoanyagot fejlessziink ki, és teszteljik annak hatasat batata-
termesztésben. Hét Trichoderma torzset izolaltunk a magyar-szerb hatarvidék kiilonféle
mezOgazdasagi talajaibol. Az izolatumokkal késziilt MLST (multi-locus sequence typing)
analizisbe bevontunk tovabbi 60, korabban ITS1 (internal transcribed spacer) szekvencia
alapjan meghatarozott torzset, hogy képet kapjunk a dél-alfoldi talajokban megtalalhato,
Trichoderma harzianum fajkomplexumhoz (THSC) tartozo torzs-osszetételrdl irani
talajokbol szarmazo THSC torzs-Osszetételhez képest. A talajoltd készitmények esetében
célszeriibb lehet helyben izolalt torzsekkel dolgozni, amelyek természetes koriilmények

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



1. Irodalmi attekintés

1.1. Mikrobiolégiai készitmények a mezOgazdasagban

Kémiai novényvédodszerek és mutragyak vilagszerte hasznalatban vannak a mezégazdasagi
termelésben. Haszndlatukkal igyekeznek megelézni a rovarok ¢és ndvénykorokozok
kartételét, igy minimalizdlni az altaluk okozott veszteséget és megOrizni a termés
mindségét. Ezeknek a vegyszereknek a hasznalata azonban komoly kovetkezményekkel
jarhat. A mitragyak és a kartevOellenes vegyszerek hasznalata a novénytermesztésben
talaj-, viz- és levegOszennyezéshez vezethet (Savci, 2012), ezaltal a kornyezetre és az
emberi egészségre egyarant karosak lehetnek (Weltje és mtsai., 2023; Wang és mtsai.,
2016; Bruni és mtsai., 2013). A hosszu felezési idejii anyagok a kornyezetbe jutva
felhalmozodhatnak az ivovizben és a taplaléklancban, ezen keresztiil eljutva az emberig,
mint végfogyasztoig (Damalas és Eleftherohorinos, 2011). Gyakran mitragyak (elsdsorban
foszfor- és nitrogénvegyiiletek) hasznalataval juttatjdk hozza a novényt a sziikséges
tapanyagokhoz, igy javitva a terméshozamot, ez azonban hozzajarulhat a kornyezet
foszfattal és nitrattal torténd szennyezéséhez. A mezdgazdasagi termelés soran kijuttatott,
komoly vesz¢€lyt jelent a szarazfoldi 6koszisztéma biodiverzitasara is (Ceulemans és mtsai.,
2014). A nitrogénalapi mutragyak hasznalata pedig a felszini és talajvizek nitrattal valo
szennyezését vonhatja maga utan (Sekhon, 1995). A fentiek miatt sziikségessé valt olyan
alternativ, kornyezetbarat, mikrobidlis talajkezel6 megoldéasok felé nyitni, melyek novelni
képesek a terméshozamot. Jotékony hatast mikroorganizmusokbol olyan talajolto
készitmények fejleszthetok, melyek lehetdvé teszik a fenntarthatdé mezdgazdasagi
termelést. A novénygazdalkodas kornyezetbarat modszerei minden eddiginél fontosabbak,
kiilonosen az Eurdpai Bizottsag 2019-es dontése Ota, mely szerint 2030-ig 50%-ra tervezik
csOkkenteni a mezdgazdasagban felhasznalt vegyszerek mennyiségét (Helepciuc, 2021).
Ezért komoly potencial mutatkozik a mez6gazdasag szamara hasznos mikroorganizmusok
alkalmazéasaban, ami eldsegitheti a kémiai Uton eldallitott vegyszerek felhasznaldsanak
csokkentését. A hasznos tulajdonsagokkal rendelkezé mikroorganizmusok alkalmazéasa az
elmult néhany évtizedben egyre elterjedtebbé valt a mezO6gazdasagban szerves novényi
maradvanyok lebontasara, tragyazasra, a novények nodvekedésének serkentésére,
nitrogénfixalasra, foszformobilizaldsra, a talaj strukturdjdnak és vizhaztartdsanak
javitasara, valamint a névénykorokozo baktériumok és gombak, illetve bizonyos esetekben

fonalférgek és rovarkartevok elleni bioldgiai védekezésre (O'Callaghan és mtsai., 2022;



Mukherjee ¢és mtsai.,, 2012; Poveda ¢és mtsai.,, 2020; Srinivasan és mtsai.,, 2019).
Tobbkomponensii mezdgazdasagi talajoltoszerek fejlesztésére is egyre tobb példa jelenik
meg (Allaga és mtsai., 2020; Wilkes ¢és mtsai., 2021). Egyik nagy elonyiik, hogy tobbféle
mezOégazdasagi igényt képesek kielégiteni. Mindemellett a talajban talalhaté6 mikrobialis
kozosségek rendkiviil Osszetett természete és a talajban kolonizalhaté niche sokfélesége
miatt a sziikséges jotékony tulajdonsagokkal rendelkezd, egymassal kompatibilis
mikroorganizmusok keveréke novelheti annak valdszinliségét, hogy a beoltott

mikroorganizmusok megtelepedjenek €s fennmaradjanak a talajban (O'Callaghan és mtsai.,

2022).

A talajban talalhato nitrogén hidnya stlyosan korlatozza a terméshozamot. A biotragyak
piacat tovabbra is azok a nitrogénkoté baktériumtorzsek uraljak, amelyek képesek
szimbiotikus kapcsolatokat kialakitani bizonyos hiivelyes novényekkel. Sok hiivelyes fajta
esetében a megfeleld rhizobialis partnerrel torténd beoltas eclengedhetetlen a
novénytermesztéshez, ahol a sziikséges torzs még nincs jelen a talajban. A hiivelyesek
beoltdsa a mult szdzad kozepe Ota bevett mezOgazdasagi gyakorlat (Catroux és mitsai.,
2001). Szabadon €16 Nj-fixal6 mikroorganizmusok — mint példaul az Azospirillum és
Azotobacter fajok — szintén gyakran képezik oltdanyagok alapjat. Az Azospirillum az egyik
legtobbet tanulmanyozott névényndvekedés-serkenté baktériumnemzetség (PGPB - plant
growth promoting bacterium) a vilagon, és jelenleg tobb mint 100, a nemzetségen alapuld
termek létezik csak Dél-Amerikdban (Cassan ¢és mtsai.,, 2020). Legtobbjliik buza- és
kukoricatermesztésben valo felhasznalasra van bejegyezve, de vannak ajanlasok
napraforgd, Szdjabab, cirok, rizs, arpa, gyapot, zab, cukornad, dohany és salata

novénykulturaban torténd hasznalatukra is (Cassan és mtsai., 2020).

A foszfor gyakran nagy mennyiségben van jelen mez6gazdasagi talajokban, de olyan
formakban fordul el6, amelyek nem hozzaférhetdk a novények szamara, ezért foszforalapt
miitragya folyamatos kijuttatasara van sziikség. Tekintettel a foszfor kitermelésének,
feldolgozasanak ¢és szallitdsanak koltségeivel, valamint a mitragydk vizmindségre
gyakorolt kornyezeti hatdsaival kapcsolatos jelenlegi problémdékra, egyre nagyobb az
érdeklédés a talajban 1évé foszforforrasok foszforfeltdré mikroorganizmusokkal torténd,
hatékonyabb kihasznalasa irant (Richardson, 2001; Richardson és Simpson, 2011). A
mikroorganizmusok széles korérdl kimutattdk, hogy szerepet jatszanak a szervetlen és

szerves foszfor biogeokémiai korforgasaban a ndvényi rizoszféraban. Ebbdl kifolydlag a



jovében a foszfort szolubilizdld6 mikroorganizmusokon alapuld oltdanyagok gyors

kereskedelmi térnyerése varhato (Parnell és mtsai., 2016; Rafi és mtsai., 2019).

Szamos igéretes, novényi novekedést eldsegitd baktériumot és gombat izolaltak és
jellemeztek kiilonféle kornyezeti éldhelyekrdl. A novények novekedésének fokozéasa tobb
kiilonb6z6 mechanizmuson keresztiil is elérhetd, példaul fitohormonok, szideroforok,
antibiotikumok és mas masodlagos metabolitok termelésével (Babalola, 2010; Backer ¢€s
mtsai., 2018; Lugtenberg és Kamilova, 2009). Sok névényi novekedést eldsegitd
mikroorganizmus biokontroll képességgel is rendelkezik. Gyakran nehéz elkiiloniteni a
novényndvekedés-serkentés hatterében all6 mechanizmusokat, mivel egyes esetekben az

oltéanyagok valdszintileg tobb eldnyos hatast is Kifejtenek a novényekre.

A talajban €16 gerinctelen kartevok ellen koztudottan nehéz védekezni, gyakran perzisztens
szintetikus peszticidek alkalmazasa sziikséges. A peszticidek ezen tipusainak folyamatban
1év0 kivezetése miatt megndtt az igény a mikrobidlis oltdanyagok irdnt, hogy betdltsék ezt
a funkciot (O'Callaghan és mtsai., 2022). Sok talajlako kartevd vagy a gydkérzonaban okoz
gondot, vagy a csirazd palantakat rongalja, igy hasznos stratégia lehet a gerinctelen

kartevok korokozoinak gyokérzonaba juttatasa (O'Callaghan és mtsai., 2022).

Az abiotikus stresszfaktorok, mint példaul az aszaly, a sotartalom, a nehézfém-toxicitas és
a sz¢€ls6séges homérséklet képesek kart okozni a termesztett ndvényekben. Bakteridlis
fitohormonok és metabolitok termelése révén a PGPB torzsek javitjak a novények
vizfelvételét, valamint serkenthetik a novények védekezOmechanizmusait a kedvezétlen
kornyezeti feltételekkel szemben. Szamos tanulmany szamolt be a névények stressztiird
képességének javulasarol mikrobidlis kezelés hatasara (Goswami €s Deka, 2020; Grover €s

mtsai., 2011; Rubin és mtsai., 2017).

A talaj mikroorganizmus-kozossége, kiilonds tekintettel a gombakra, fontos szerepet
jatszik a talajszerkezet fenntartasiban (Gupta és Germida, 1988). A talajszerkezet
stabilizalasara leggyakrabban vizsgéalt gombdk a mikorrhizaképz6 gombak (Leitheit és
mtsai., 2014), amelyek kiilonb6z6 1éptékben képesek befolyasolni a talaj aggregaciojat a
gazdandvények gyokereire (Rillig ¢és Mami, 2006). Az EPS-t (extracellular
polysaccharides) termelé baktériumok ugyancsak jotékony hatassal vannak a talajra, mivel
az EPS hidratalt kdrnyezetet tart fenn a mikroorganizmusok koriil, melyek igy alacsony

vizpotencial mellett sulyuk tobbszorosét is képesek megtartani vizbdl (Sandhya és Ali,

crer



tapadasat is (Amellal és mtsai., 1998). A mai napig ritka a mikrobialis oltéanyagok

hasznalata a talaj tulajdonsagainak kozvetlen javitasara (O'Callaghan és mtsai., 2022).

A talaj a dinitrogén-oxid (N,O) fontos forrasa, ami az intenziv mezdgazdasagi termelés
révén egyre jelentésebbé valik (O'Callaghan és mitsai.,, 2022). Talajon végzett
laboratériumi  kisérletekben Calvo ¢s munkatarsai (2013) azt talaltdk, hogy a
,,S0ilBuilder™” (szamos mikroorganizmust tartalmazé kultira, melyben a leggyakrabban
megjelend mikroorganizmusok az Acidovorax facilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Bacillus oleronius, Bacillus marinus, Bacillus megaterium és Rhodococcus
rhodochrous) néven ismert kereskedelmi oltdanyag csokkentette a nitrogéntartalmu

mitragyak N,O-kibocsatasat.

A mikroorganizmusok mez6gazdasagi felhasznalasanak egyik legnagyobb kihivasa a
talajok tulajdonsagainak kiegyensulyozatlansaga, ami biotikus és abiotikus tényezékbol
egyarant adodhat (Meyer és Roberts, 2002). Az abiotikus tényez6k koziil a fizikokémiali
tényezok (pl. hdmérséklet, pH, vizellatottsadg, kémiai 0sszetétel) térben €és idoben egyarant
nagymértéki valtozékonysagot mutathatnak (Toth és mtsai., 2015). Ennek kovetkeztében a
talajjavitdsra ¢és novénykondiciondldsra felhaszndlt talajoltd készitmények eltérd
hatékonysaggal —miikodhetnek  kiilonb6z6  talajparaméterek  mellett. A talajok
tulajdonsagainak nagymértékii eltérései régdta felismert, komoly akadalyat képezik a
mikroorganizmusok széleskorii mezégazdasagi felhasznalasanak (Weller és mtsai., 1995).
A probléma kezelésére az egyik lehetséges megoldas olyan talajoltd készitmények
kifejlesztése, melyek tobbféle mikroorganizmust tartalmaznak. Mindemellett a tobb,
hatékony novényndvekedés-serkentésre képes mikroorganizmust tartalmazé készitmények
nagyobb hatékonysagot mutathatnak kiilonb6z0 talajparaméterek mellett is (Javaid, 2011).
Szamos esetben a mikroorganizmus pozitiv hatdsat egy 4ltala termelt fehérje vagy
masodlagos anyagcsere-végtermék kozvetiti (Khan és mtsai., 2020; Kaspar és mtsai., 2019;
Macias-Rubalcava ¢és mtsai., 2017). Ebben az esetben a készitmény -eltarthatosaga
egyszeriibbé, hatasa megbizhatobba valhat. Ez egy masik lehetdséget nyljt a fent emlitett

problémak kikiiszobolésére.



1.2. A Bacillus nemzetség a mez6gazdasagban

A Bacillus fajok Gram-pozitiv prokariota mikroorganizmusok. Vilagszerte, valtozatos
kornyezeti koriilmények kozott elterjedtek endosporaképzé tulajdonsaguk miatt, amely
ellenallo képességet biztosit szdmukra. Vizi és szarazfoldi okoszisztémakban egyarant
elé6fordulnak, akar szélsdséges koriilmények kozott is (Tejera-Hernandez és mtsai., 2011).
A nemzetség egyes torzsei a talajoltoszerek legnépszeriibb bakteridlis Osszetevoi kozé
tartoznak (Villarreal-Delgado és mtsai., 2018). A Bacillus fajok széles kore bizonyitotta
hatékony antagonista tulajdonsagat kiilonféle ndvénypatogén mikroorganizmussal
szemben, szamos novénykultaraban (példaul kukorica, rizs, de akar gyiimolcsfak is)
(Wang ¢és mtsai.,, 2014; Li és mtsai.,, 2015; Villarreal-Delgado és mtsai., 2018). A
biokontroll célokra felhasznalt Bacillus térzsek antagonista hatdsa tobb mechanizmuson
keresztiil valosulhat meg, példaul antibiotikumok és szideroforok kivéalasztasaval, toxinok
és litikus enzimek termelésével, vagy szisztémas rezisztencia (ISR) indukalasaval (Layton
¢s mtsai., 2011; Tejara-Hernandez és mtsai., 2011). Képesek a fitopatogén agensek
novekedésének gatlasara antibiotikumok nagy valasztékanak termelésén keresztiil,
beleértve a nem riboszoémalis ciklikus peptideket is (Ongena és Jaques, 2008; Falardeau és
mtsai., 2013; Penha és mtsai., 2020). A fitopatogén agensek sejtfalanak lebontasaban
szerepet jatszd enzimek termelése szintén hangstlyos biologiai védekezési mechanizmus,
kiilondsen a gombakorokozok ellen (Bowman és Free, 2006). A nemzetség szideroforok
termelésén keresztiill hozzdjarul a vas felvehetd allapotba alakitdsdban is, valamint a
sziderofor altal megkotott vas hozzaférhetdsége romlik maés, optimalis esetben
novénypatogén mikroorganizmusok szamara. Ez utobbi a nemzetség antagonista
tulajdonsagainak egyik formaja (Scharf és mtsai.,, 2014). A &-endotoxinok kiilonds
jelentdsséggel birnak a rovarkartevok elleni védekezésben, amelyeket elsésorban Bacillus
thuringiensis torzsek termelnek (Villarreal-Delgado és mtsai., 2018). A Bt-toxinok a
sporulacios fazisban termelédnek, elsésorban rovarok ellen hatékonyak (Bel Cortéz és
mtsai., 2020). Bacillus fajok indukalhatjak a ndovények szisztémas rezisztenciajat, ami
végsG soron a ndvények novénykorokozod  mikroorganizmusokkal —szembeni
ellenalloképességének novekedéséhez vezet (Pérez-Montano és mtsai., 2014). A Bacillus
torzsek szisztémas rezisztencia indukcidja révén megvalosuld novényvédd szerepérol
szamos tanulmany sziiletett (Choudhary és Johri, 2009; Wang ¢s mtsai., 2013; Akram és
mtsai., 2016).



Szamos Bacillus faj kozismerten fokozza a nodvények szamara felvehetd
tapanyagok mennyiségét a talajban azaltal, hogy az oldhatatlan vegyiileteket vizoldhato
formajuva alakitjak (Bhattacharyya és Jha, 2012). A tapanyagok, koztiik a foszfat, a kalium
és a cink feltarasa a Bacillus fajok altal kozvetitett novényi tapanyagfelvétel-fokozas
leggyakoribb formaja (Satyaprakash et al., 2017; Gupta et al., 2015; Goteti et al., 2013).
Novénynovekedést serkentd hatasuk a tapanyagfelvétel javitasa mellett fitohormonok
termelésén keresztiil valosul meg, koztiik els6sorban az indol-ecetsav (IAA) és a citokinin
(CK) fontos (Tiwari és mtsai., 2016, 2017). Bizonyos esetekben azt tapasztaltak, hogy a
novényndvekedést serkentd hatds egyiitt jar a ndvényi stressztlird képesség fokozasaval is

(Hashem és mtsai., 2019).

1.3. A Pseudomonas nemzetség a mezogazdasagban

A Pseudomonas fajokat a mez6gazdasagban gyakran hasznaljadk a novények
novekedésének serkentésére és biologiai védekezés megvaldsitdsdra. A nemzetségbe
Gram-negativ, aerob baktériumok tartoznak, melyek a novényi gyokerek kolonizéciojan
keresztiil fejtik ki jotékony hatasukat (Kumar és mtsai., 2017). Novényndvekedést serkentd
hatasukat tobbek kozott IAA-termelésen és a novények tapanyagfelvételének javitasan
keresztiil fejtik ki (Kumar és mtsai., 2017). Szerepet jatszanak a szervetlen kalium
novények szamara felveheté formaba torténd alakitasaban (Raghavendra és mtsai., 2016).
Szideroforok termelésén keresztiil megkonnyitik a névények vasfelvételét (Hider és Kong,
2010), valamint ezek a molekuldk javitjdk mas mikroorganizmusokkal szembeni
kompeticios képességeiket. Antagonista tulajdonsaguk egyrészt szideoforok (Srivastava és
Shalini, 2008), masrészt antibiotikumok termelésén keresztiil valosul meg (Ligon és mtsai.,
2000; Raaijmakers és Weller, 2001). A Pseudomonas torzsek kiilonbdz6é ndvényi
hormonok (IAA, CK, gibberellinek) termelésén keresztiill is megvalositanak
novénynovekedés-serkentést (Kumar és mtsai.,, 2016). Kumar és munkatarsai (2016)
kisérletében egy Pseudomonas fluorescens torzzsel torténd kezelés soran novekedett a
kurkumahozama és kurkumintartalma. Grobelak és munkatarsai (2015) ugyanezzel a fajjal
szar- és gyokérhossz-novekedést értek el repce €s csenkeszfli esetén. Hammami és
munkatarsai (2013) a Pseudomonas sp. Psf5 torzset hasznalva gyokérszaraztomeg-
novekedést tapasztaltak paradicsomnovényeknél. Goswami ¢és munkatarsai (2013) a
csicseriborso zoldtomegének ndvekedésérdl is beszamoltak. Szamos egyéb tanulmany

tudosit Pseudomonas torzsek novényndvekedést és hozamot serkentd tulajdonsagarél
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kiilonb6z6 novénykultarakban, mint példaul kukorica (Dadnia és Moavein, 2011), buza
(Behn, 2008), hagyma (Harthmann és mtsai., 2009), koéromvirag (Capellari és mitsai.,
2013), illetve spendt és bors (Hou és Oluranti, 2013) esetében.

1.4. Nitrogénkoté mikroorganizmusok szerepe a mezdgazdasagban

A mezbgazdasagi termelés nitrogénalapti mitragyaktol vald fiiggdségének csokkentése
fontos a mar korabban is emlitett kornyezeti problémak elkeriilése érdekében. Ezzel
Osszefliggésben egyre fontosabbd valik a nitrogénkotd baktériumok hasznalata a
mezogazdasagi gyakorlatokban (Bhattacharjee és Mukhopadhyay, 2008). Szamos
baktérium szabadon ¢l a talajban, vagy endofitaként 1étezhet a névényi gyokerekben, de
mindkét tipus hasonloképpen képes lehet megkdtni a 1égkori nitrogént (Turner és mitsi.,
2013).

Az endofita baktériumok kozott vannak gyokérgiimoképzé Rhizobium és gyokérgiimot
nem képz6 Endobacter, Micromonospora, Microbacterium és Brevibacillus fajok (Trujullo
¢és mtsai., 2010; Ramirez-Bahena és mtsai., 2013). A nitrogénkotés kiilondsen fontos a
hiivelyesek és rhizobiumok ko6zott, mivel a novények altal felvett nitrogén nagy része, akar
80%-a szarmazhat a szimbiotikus kapcsolatokbol (Vance és mitsai., 2000). Rudresh és
Shivaprakash (2005) arrdl szamolt be, hogy a hiivelyes magvak rhizobiumkulturakkal
torténd kezelése fokozza a glimoképzést és a nitrogénfelvételt. Clayton és Rice (2004)
kisérleteiben bors6 Rhizobium torzs altali kezelésének hatasara 19 mg-rol 42 mg-ra
emelkedett az atlagos novényenkénti nitrogéntartalom. Rizs kezelése R. trifolii E11 és E12
torzsekkel szant6foldi kortilmények kozott szignifikdnsan ndvelte a terméshozamot és a
szemek nitrogéntartalmat (Yanni és mtsai., 2001; Biswas és mtsai., 2000a, b). A szabadon
€18 nitrogénkotd mikroorganizmusok szintén fontos részét képezik a mezOgazdasagi
gyakorlatnak, mivel a szimbiotikus nitrogénfixalokkal ellentétben a ndvények szélesebb
korében hasznalhatok (Aasfar és mtsai., 2021). Irodalmi adatok alapjan a nem szimbiotikus
biologiai nitrogénkotés révén atlagosan 60 kg N ha' év! a légkorbol a talajba jutod
nitrogén mennyisége (Gupta és mtsai., 2006; Reed és mtsai., 2011; Ladha és mtsai., 2016).
Nem szimbiotikus N»-fixalo baktériumok kozott megtalalhatok Beijerinckia, Azotobacter,
Azospirillum,  Herbaspirillum,  Gluconacetobacter,  Burkholderia,  Clostridium,
Methanosarcina és Paenibacillus torzsek, melyek novény- és terméshozam-novekedést

eredményeztek gabonandvények esetében (Malik és mitsai.,, 2002; Kennedy ¢s mtsai.,



2004; Bhattacharjee és Dey, 2014; Ladha és mtsai., 2016). Az emlitettek mellett az
Arthrobacter nemzetség nitrogénkoté képességét is kimutattdk korabban (Cacciari és
mtsai., 1979).

1.5. A Trichoderma nemzetség

A Trichoderma nemzetségbe sorolt fonalasgombak aszexualis sporakkal szaporodnak, bar
néhany faj esetében ismert az ivaros szaporodas is. A nemzetségbe talajlako
mikroorganizmusok tartoznak, melyek szerte a vildgon, kézel minden talajtipusban
megtalalhatok. Gyakran taldlkozhatunk veliilk ndvényi szimbiontaként, szaprotréfként és
mikoparazitaként egyarant (Alfiky és Weisskopf, 2021). A legtobb faj nagymértékben
hozzészokott az aszexudlis életciklushoz, és a meidzis hidnydnak koszonhetéen a
kromoszémaszam és -méret az egyes torzsek kozott nagymértéki eltéréseket mutat
(Harman és mtsai., 1993; Kistler és Miao, 1992). Az aszexualis genetikai allomanyt
modositd események — mint példaul a paraszexudlis rekombinacié és a muticiok —
lehetdveé teszik, hogy ugyanazon a talluszon beliil a sejtek genetikai véltozatossagot
mutassanak. A Trichoderma fajok nagymértékli genetikai plaszticitasuknak kdszonhetden
természetben el6forduld torzsek heterokariotikusak és magas adaptacios tulajdonsagot
mutatnak, a mezdgazdasagi felhasznalasu torzseknek ezzel ellentétben homokariotikusnak
kell lenniiik, hogy ugyanazt a hatékonysagot lehessen elérni kiszerelésrdl kiszerelésre.
Ennek érdekében ezeknek a torzseknek a variabilitasa erés kontroll alatt kell, hogy alljon.
Ezek a korilmények nehézségeket gordithetnek a meghatarozasuk elé is, melyr6l

bdvebben a ,, Trichoderma fajazonositas” cimi fejezetben esik szo.

1.5.1. A Trichoderma nemzetség rendszertana

A Trichoderma torzsekkel folytatott kutatasok mar az 1900-as évek elején elindultak. A T.
reesei-t a Il. vilaghabora alatt izolaltak 1940-ben a Csendes-ocean déli részén (Reese,
1976). Az izolalt torzset, mely a szovetséges erOk felszerelésének (élelmiszer, de akar a
satorlapok is) karosodadsat idézte elé a Salamon-szigetek legnagyobb tagjaként ismert
Bougainville-szigeten, késébb szamos tanulmany soran felhasznaltadk (Allen és mtsai.,

2009; Seiboth és mtsai., 2011; Beckham ¢és mtsai., 2012). A torzset el6szor Trichoderma



viride QM6a izolatumként azonositottak, az akkori taxondmiai nézet ugyanis az volt, hogy
csak ez az egy faj alkotja a nemzetséget. A faj késobb kapta a T. reesei nevet Elwyn T.
Reese iranti tisztelet megnyilvanulasaként. Annak ellenére, hogy a faj késobb a
pantropikus Ascomycota csoport teleomorf fajaként lett leirva Hypocrea jecorina (mara T.
reesei az elfogadott) néven (Martinez mtsai., 2008), a koztudatban az eredeti nevén maradt

hasznalatban. Evekig Gigy gondoltdk, hogy a T. reesei csak aszexualisan szaporodik.

A Persoon altal 1794-ben létrehozott Trichoderma nemzetség az Ascomycota torzs
Sordariomycetes osztalyan beliil a Hypocreales rend Hypocreaceae csaladjaba tartozik. Az
ivaros szaporodasra képes, teleomorf alakokat az egy gomba — egy név elgondolas (Taylor,
2011) érvényesitése eldtt korabban a Hypocrea nemzetségbe soroltak. 1860-ben a Tulasne
testvérek bizonyitottak, hogy a Hypocrea rufa valdjaban a Trichoderma viride telomorf
alakja (Tulasne, 1860). 1969-ig tigy gondoltak, hogy a Trichoderma nemzetségben csak
egy faj talalhatd, mégpedig a T. viride (Bisby, 1939). Ebben az évben jelent meg Rifai
tanulmanya, aki mar kilenc fajaggregatumot emlitett. Ezek a T. harzianum, T. atroviride,
T. longibrachiatum, T. pseudokoningii, T. polysporum (Rifai), T. hamatum, T. viride
(Bainer), T. koningii (Douché és R. Heim) és T. piluliferum (J. Webster és Rifai) (Rifai,
1969). Az 1990-es évek elején Bissett 6t szekciot és 27 biotipust kiilonitett el a
nemzetségen beliil (Bissett, 1991a-c). Az 1990-es évek masodik felét6l 2002-ig tovabbi 20
fajt irtak le (Kullnig-Gradinger és mitsai., 2002). A taxonoémia hitelesitése céljabol
Kindermann végzett kisérleteket az ITS molekularis markerszekvencidk alapjan
(Kindermann ¢és mtsai.,, 1998). Ne¢hany ¢évvel késObb megjelent az elséd
szekvenciaazonosito szoftver, a TrichOKey (Druzhinina és mtsai., 2005), ami hozzajarult a
leirt fajok szamanak rovid idén beliil lezajlott megdupldazasahoz azaltal, hogy egy
hozzaférhet6 adatbazist biztositott a Trichoderma szekvenciak dsszehasonlitd elemzéséhez.
Az ezt kovetd években a ,morfologiai fajok" szama nem ndtt szamottevOen, de a

molekularis markerekkel azonositottak szama 400 f61é emelkedett.

A Trichoderma nemzetség 16 nagyobb kladra oszlik, melyek mellett szamos egyediilallo
vonalat is tartalmaz (Jaklitsch és mtsai., 2015) (1. abra). Némelyikiik a hasznalt markert6l
fiiggetleniil stabil filogenetikai testvércsoport-kapcsolatokat alkot, példaul a T. britdaniae a
Longibrachiatum, a T. voglmayrii pedig a Viride kladhoz kapcsolodik. Azonban szamos faj
vagy valtozo elhelyezkedésii kladot alkot, vagy maganyos entitdsként ,,ugral” tobb pozicio
kozott a markerektdl és az elemzés tipusatol fiiggden. Erdekes modon ezek koziil egyik faj

sem képez zold konidiumokat, hanem vagy hialin konidiumokat képez, vagy egyaltalan
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nincs ivartalan szaporodasi formaja (Jaklitsch és mtsai., 2015). A Polysporum csoport a
korabbi Pachybasium kdzponti csoportnak felel meg (Jaklitsch 2011) (1. abra). Jaklitsch
(2015) klad helyett csoportként emliti, mivel az rpb2 (RNS polimeraz II 2-es alegysége) és
acll (ATP citrat liaz) szekvenciakra épitett filogenetikai fakon nem monofiletikus, hanem
parafiletikus vonalat alkot. Ennek oka az, hogy a Viride klad bele volt 4gyazva. Morgan és
munkatarsai (2022) elemzése alapjan a két klad mar kiilon jelenik meg, testvércsoportként.
A Viride klad (1. abra) az egyik legnagyobb taxonémiai kihivasokat tamaszt6 csoport a
fajok felismerése és megkiilonbdztetése szempontjabol. Az ivaros alakokat nem felt(ind
osztiolaris pottyok €s altalaban hialin aszkosporak jellemzik. Minden ivartalan forma zold
konidiumokat képez, melyek gyakran szemdlcsszerli kindvésekkel rendelkeznek. Samuels
¢s munkatarsai (2006b) valamint Jaklitsch és munkatarsai (2006) kiilonitették el ennek a
nagy kladnak a két alcsoportjat, a Koningii és Viride fajkomplexumokat. A Viride klad
fajainal altalaban szemolcsos konidiumokat talalunk, de Jaklitsch és munkatarsai (2012)
hozzadadtdk a T. caerulescens-t a Koningii fajkomplexumhoz, ami verrukuloz
konidiumokat képez. A teljes klad szerkezete azonban bonyolultabb, mivel vannak tovabbi
alkladok, mint példaul a Hamatum/Asperellum, a Rogersonii, a Neorufum, és szdmos
kisebb alklad (Jaklitsch és mtsai., 2015). Ujabb eredmények alapjan a Polysporum klad
testvércsoportjaként jelenik meg (Morgan és mtsai., 2022). A Hypocreanum kladot (1.
abra) Overton és munkatarsai 2006-ban (2006a, 2006b) feliilvizsgaltak, és Jaklitsch (2011)
két fajjal bovitette. Jaklitsch és munkatarsai (2008) hozzaadtak a T. decipiens-t (Hypocrea
decipiens néven), amelyet Overton és munkatarsai (2006b) Protocrea farinosa-ként
azonositottak. A korabbi elemzésekkel 6sszhangban (Jaklitsch, 2009, 2011) Jaklitsch 2015-
0s munkaja alapjan Ggy tlinik, hogy a Hypocreanum klad szinte hidnyzik Dél-Eurdpa és a
Foldkozi-tenger térségébdl. A Hypocreanum klad a Morgan €s munkatarsai (2022) 4ltal
rpb2, tefla (transzlacios-elongacios faktor 1 a) és ITS szekvenciak alapjan elkészitett
filogenetikai fan a masodikként ledgazo kladot alkotja. A Chaverri és Samuels (2004) altal
eredetileg Megalocitrina klad néven emlitett Psychrophilum kladot Jaklitsch (2009, 2011),
illetve Jaklitsch és Voglmayr (2015) nevezték at és bdvitették ki. Ennek a kladnak a fajait
tobbnyire vildgos szinezetli sztromatak és fehér-konidiumos, gliokladium-szerii ivartalan
alakok jellemzik. Ide soroljuk a mallorca-i T. balearicum fajt is, amely morfologiailag
hasonlo a T. crystalligenum-hoz, de génszekvenciaban ¢és ndvekedési iitemben
nagymértékben kiilonbozik (Jaklitsch és Voglmayr, 2015). Ez a Trichoderma nemzetség
els6 nagy kladja (Morgan és mtsai., 2022). A Brevicompactum klddot Degenkolb és
munkatarsai (2008) itdk le, majd Jaklitsch (2011, 2015) bdvitette. Dél-Eurdpaban a T.
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auranteffusum (nyolc példany) és a T. margaretense (harom példany) fajt mutattak ki
(Jaklitsch és Voglmayr, 2015). A Polysporum, illetve Viride kladok és a veliik rokon
egyedi leszarmazasi vonalak altal alkotott csoport utan az elsé kladot alkotja (Morgan ¢és
mtsai., 2022). A Semiorbis klad egy kicsi, de érdekes klad, mivel hialin és zold
aszkosporas alakokat egyarant tartalmaz (Jaklitsch és és Voglmayr, 2015). A Harzianum,
Stromaticum ¢és Longibrachiatum kladok csoportjanak testvérvonalan helyezkedik el
(Morgan és mtsai., 2022). A Longibrachiatum klad (1. abra) a Viride kladon kiviil az
egyetlen, amely diszitett konidiumokkal rendelkez6 fajokat tartalmaz. A klad a Harzianum
¢s Stromaticum kladok altal alkotott csoport legkdzelebbi testvércsoportja (Morgan és
mtsai., 2022), az egyik legkorabbi klad, amelyet molekularis adatok alapjan rendszereztek
(Samuels és mtsai., 1998). A vilag kiilonb6zd régidibol szarmazd szdmos tovabbi izolatum
vezetett a csoport rendszerének felallitasahoz (Druzhinina et al., 2012, Samuels et al.,
2012a), amelyen beliil 21 taxont kiilonitettek el és neveztek meg. Samuels és munkatarsai
(2012b) meghataroztdk a Stromaticum kladot, ami az 1wjabb elemzések alapjan a
Harzianum klad testvércsoportja (Morgan és mtsai., 2022) (1. abra). Jaklitsch és
Voglmayr (2015) vezették be a ,,zoldsporas” kladot, mely ivartalan és ivaros alakkal
rendelkezd fajokat egyarant tartalmaz, utobbiak zold aszkosporakat képeznek. Ez a nagy
klad két csoportra oszlik, a Harzianum kladra és egy parafiletikus fajcsoportra, amely
né¢hany kisebb mellett tobb nagy alkladot tartalmaz, mint példaul a Ceramicum,

Chlorosporum és Spinulosum kladok.
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1. abra A Trichoderma nemzetség fontosabb kladjai és fajai, kiilongs tekintettel a
novényvédelemben leggyakrabban hasznalt (z6ld levél szimbolum), a termesztett
gombafajok betegségeit gyakran okozd (gomba szimbolum), valamint a klinikai mintakbol
is izolalt (piros kereszt szimbolum) fajokra (Kredics és mtsai., 2021). THSC, Trichoderma
harzianum fajkomplexum. Az abra alapjat képez6 filogenetikai fa az ,,NCBI GenBank”
adatbazisabol gyiijtott rpb2 szekvenciak elemzésével késziilt (Dou és mtsai., 2020).

A Harzianum klad alaktani szempontbol meglehetésen valtozatos és filogenetikai
kapcsolatai bonyolultak. A klad tagjaira a Sztromatalis szinek széles skalajanak
megjelenése jellemzo (sarga, vorosesbarna €s olivatol a majdnem feketéig). A sejtkultirak
morfologiajaban nagy eltérések mutatkoznak a konidiumpazsit (a tiszta tenyészet
konidiumképzésekor kialakulo morfologiai jellemzd, ami szabad szemmel is

megfigyelhetd) és az exudatumképzé csomok (a tiszta tenyészet dregedésével megjelend
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képletek, melyek bizonyos esetekben exudatumot is képeznek) méretében és szamaban,
valamint kiilonboznek a konidioforok tipusaban ¢és a fialidok és konidiumok alakjaban is
(Chaverri és Samuels, 2003a; Jaklitsch, 2009). Jelenleg tobb mint 60 fajt sorolnak a
Harzianum klddhoz (Jaklitsch és Voglmayr, 2015; Qin és Zhuang, 2016a, b, 2017; Chen ¢és
Zhuang, 2017a; Qiao és mitsai.,, 2018; Phookamsak és mtsai., 2019). Itt érdemes
megjegyezni, hogy a bonyolult filogenetikai kapcsolatok miatt egy markergén hasznalata
kevés a megfelel6 filogenetikai vizsgalatokhoz a Harzianum kladon beliil (Jaklitsch és
mtsai., 2012; Qiao és mtsai., 2018). Szamos tanulmany emliti a mikoparazitizmust a klad
egyik nagy elényeként (Chaverri és mtsai 2015; Chen és Zhuang 2017b; Sun és mtsai.,
2019a) és tobb biokontroll torzs is keriilt mezdgazdasagi felhasznalasra (Chaverri és
mtsai., 2015). A mikoparazita tulajdonsagu torzsek arnyoldala, hogy kart okozhatnak
termesztett gombak korében. A T. atrobrunneum, T. pleuroti és T. pleuroticola néhany a
csoport leggyakoribb termesztett gombakartevoi kozziil (Innocenti és mtsai., 2019; Sun és
mtsai., 2019a, b). A komoly mez6gazdasagi relevanciaval biré Trichoderma harzianum
fajkomplexum (THSC) a Harzianum kladon beliil azon fajok csoportja, melyeket korabban
egy fajként T. harzianum sensu lato néven ismert a szakirodalom (Druzhinina és mtsai.,
2010) (1. abra).

1.5.2. A Trichoderma harzianum fajkomplexum (THSC)

Samuels és munkatarsai (2002) megallapitottak, hogy a korabban T. harzianum-ként
azonositott, agressziv csiperkekartevd faj torzsei morfologiailag ¢és filogenetikailag
elvalaszthatok a biokontroll célokra hasznalt T. harzianum torzseitdl, és a csiperkekartevot
T. aggressivum-nak nevezték el. Chaverri és munkatarsai (2003b) késobb arr6l szamoltak
be, hogy az altaluk vizsgilt izoldtumok alapjan hét genetikai vonal kiilonithetd el a
fajkomplexumon beliil, amelyek eleget tesznek a kriptikus filogenetikai faj fogalmanak.
Ennek ellenére még egy ideig ugy gondoltak, hogy a H. lixii a T. harzianum teleomorf,
ivaros allapota, ezzel felvetve a genetikai rekombinacid lehetdségét a természetben, igy a
kimutatott genetikai polimorfizmus ellenére a kutatok ugy gondoltak, hogy egy komplex
H. lixii/T. harzianum fajjal allnak szemben. Ennél pontosabb adatot azonban a
szaporodasrol, a globalis f0ldrajzi elterjedésrdl és az izolatumok filogenetikai
megoszlasarol sem tettek kozzé a H. lixii/T. harzianum komplexumon beliil, egészen 2010-

ig. Druzhinina és munkatarsai (2010) bebizonyitottak, hogy a T. harzianum sensu stricto és
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a H. lixii sensu stricto genetikailag izolalt, ezért két kiilon faj. Adataik elemzésébdl
kideriilt, hogy a T. harzianum, T. afroharzianum, T. paralixii és H. cameroonensis
valdszintisithetéen kiilon fajok az ekkor még H. lixii - T. harzianum fajkomplexumnak
nevezett aggregatumon beliill. Szamos vizsgalt torzset még igy sem sikeriilt
megkiilonboztetnilik és felismerték, hogy még az akkoriban Uttérének szamit6 GCPSR
(genealogical concordance phylogenetic species recognition) koncepci6 is korlatozott a
fajkomplexum szerkezetének megfelel6 szintii feltarasara (Druzhinina és mtsai., 2010).
Mivel a T. harzianum és a H. lixii genetikailag izolalt, nyilvanvaléva valt, hogy nem
ugyanazon faj életciklusanak fazisai, a holomorf H. lixii/T. harzianum komplexum
1étezését elvetették és a tovabbiakban kiilon fajként kezelték dket (Druzhinina és mtsai.,
2010), majd bevezették a T. harzianum fajkomplexum megnevezést (Chaverri és mtsai.,
2015). Chaverri és munkatarsai (2015) munkaja nyoman elindult a fajkomplexum
revizidja. A tefla, cal (kalmodulin), act (a-aktin) és ITS markerek segitségével 14 fajt
rendeltek hozza a komplexumhoz, melyek ko6ziil 9 wjonnan leirt faj (T. afarasin, T.
afroharzianum, T. atrobrunneum, T. camerunense, T. endophyticum, T. neotropicale, T.
pyramidale, T. rifaii és T. simmonsii), 5 pedig mar korabban leirt faj (T. guizhouense, T.
harzianum sensu stricto, T. inhamatum, T. lentiforme comb. nov. és T. lixii comb. nov.)
(Chaverri és mtsai., 2015) volt. Mindemellett Chaverri és munkatarsai (2015) filogenetikai
elemzései bizonyos foldrajzi szegregaciot mutattak ki, kiilonosen kontinentalis (Azsia,
Afrika, Amerika, Eurdpa) és szélességi (tropusi és mérsékelt égovi) szinten. Kivételt a T.
afroharzianum és a T. guizhouense képeztek, melyek vilagszintii elterjedést mutattak. A T.
harzianum-ot és T. simmonsii-t Eszak-Amerika és Europa mérsékelt égovi teriileteivel
hoztak Osszefliggésbe, ami alol az egyetlen kivétel a Kolumbiaban izolalt 'T. harzianum’
CIB T100 torzs volt (Hoyos-Carvajal et al. 2009). A T. lixii csak Délkelet-Azsiabol, a T.
afarasin és T. camerunense Afrikabol, a T. atrobrunneum és T. pyramidale pedig csak
Eurépabdl, a fennmaradé fajok (T. endophyticum, T. inhamatum, T. lentiforme ¢és T. rifaii)
pedig csak a tropusi Dél-Amerikabol voltak ismertek (Chaverri és mtsai., 2015). Chaverri
¢s munkatarsai vizsgalataikba bevontak tobb kereskedelmi forgalomban 1évd terméket is,
melyeknek aktiv Osszetevdje ’T. harzianum’-ként volt ismert. Kideriilt, hogy a Canna
AKTRIvator® (G.J.S. 08-137) és a T22 (G. Harman, 2000; G.J.S. 09-1563) hatoanyaga T.
afroharzianum, a Promot® WP (G.J.S. 08-135) hatéanyaga T. guizhouense, a WP
Trichosan® (G.J.S. 08-134) és a Vitalin® (G.J.S. 08-136) esetében pedig T. simmonsii. A
2010-es évek végén Koreaban négy, a Harzianum kladhoz tartozé Trichoderma torzset

azonositottak: a T. pleuroti, T. pleuroticola, T. harzianum és T. tomentosum fajokat (Le és
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Le, 1980; Park és mtsai., 2005; Jang és mitsai., 2017). A kozelmultban tovabbi harom
taggal, a T. austroindianum, T. hortense és T. syagri fajokkal (Barrera és mtsai., 2021)
béviilt a csoport. A fajkomplexum pontos struktarajanak megismerése ¢és a korabban T.
harzianum fajba tartozonak leirt torzsek feliilvizsgalata kiemelten fontos, mivel a
fajkomplexumhoz szamos olyan faj tartozik, amit fert6zott gombahazi komposztbol
(Allaga és mtsai., 2021) vagy klinikai mintakbol (Kredics és mtsai., 2021) izolaltak, igy a
mezOgazdasagi hasznosithatosaghh fajok mellett lehetséges kockazati tényezoket is

tartalmaz a csoport.

1.5.3. 4 nemzetség jelentosége a mezégazdasagban

A Trichoderma nemzetség képvisel6i kozott szamos, az emberiség szamara hasznos faj is
talalhaté (Kubicek és mitsai., 2008). A tudomanyban, az iparban ¢és a mezdgazdasagban
egyarant fontos szerepet toltenek be (Schiitz és mtsai., 2020). A mezdgazdasag szamara
relevansabb fajokat az 1. abra foglalja 6ssze. A Trichoderma elsé novényvéddszerként
torténd alkalmazasat az 1930-as évek elejére teszik (Howell és mtsai., 2003; Harman,
2006; Dutta és mtsai., 2022). Napjainkra a mezdgazdasagi felhasznalasuk vilagszerte
elterjedt, els6sorban biologiai védekezés megvalositasara, mindazonaltal felhasznalhatok
novényi stressztolerancia fokozasara és fonalférgek elleni védekezésben is. Példaul szamos
Trichoderma faj fokozza a novények novekedését tobbféle mechanizmus révén, emellett a
talajban terjedd korokozokkal szembeni védekezésben is hasznosak €s a gyokérndvekedest

is serkenthetik (Schuster és Schmoll, 2010).

A Trichoderma asperellum egyik torzse esetében kideriilt, hogy képes a Meloidogyne
javanica fonalféregfaj parazitizmusara (Sharon és mtsai., 2007). Ezt a jelenséget egyéb
Trichoderma torzsek esetében is kimutattak késébb (T. harzianum (Martinez-Medina és
mtsai., 2017), T. longibrachiatum (Zhang és mtsai., 2017), T. viride és T. pseudoharzianum
(Khan és mtsai., 2020)). A torzsek kiilonféle bioldgiai aktivitassal rendelkezé masodlagos
anyagcseretermékeket (pl. trichotecének, harzialaktonok, viridinek, stb.) képesek termelni.
Megtalalhatok koztiik antimikrobidlis hatdsu vegyiiletek, melyek a biologiai védekezésben
hasznalt torzsek esetében fontosak (Reino és mtsai., 2008). Szamos bioldgiai talajoltoszer
tartalmaz Trichoderma komponenst/komponenseket a talajra és a novényekre gyakorolt
jotékony hatasuk miatt (2. abra). Részt vesznek a talajban 1év6 novényi maradvanyok

lebontasaban, ezzel hozzajarulva a talaj tdpanyagszintjének fenntartdsdhoz, tovabba
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megakadalyozhatjdk a ndvényi korokozok talélését is, amelyek egyébként a lebontatlan
ndvényi maradvanyokon telelnének at (Kubicek és Harman, 1998). Képesek serkenteni a
novénynovekedést, hozzajarulhatnak novényekben a szisztémas Szerzett rezisztencia
(SAR) kialakitasahoz, javitjak a fotoszintetikus hatékonysagot, tovabba leirtdk a
tapanyagok felszivodasat és a miitragya-felhasznalas hatékonysagat javito tulajdonsagaikat
is (Sood és mtsai., 2020). Ezen kiviil a novények alkalmazkodoképességének novelésére és
az ¢éghajlatvaltozads novényeken mutatkozd karos hatdsainak mérséklésére is képesek
(Kashyap ¢és mtsai., 2017). Jelenlétiik a rizoszféraban iranyitott transzkriptomikai,
proteomikai és metabolomikai valaszt valt ki a novényben (Shoresh és Harman, 2008;
Lorito és mtsai., 2010; Hermosa és mtsai., 2010; Brotman és mtsai., 2012; Moran-Diez és
mtsai., 2012). Ezek a ndvény szdmara altalaban eldnyos hatassal jarod valtozésok, mivel
ezen keresztiil serkentik a novekedést, novelik a terméshozamot és a korokozokkal
szembeni ellenalloképességet (Mukherjee €és mtsai., 2012). A T. virens esetében
kimutattak, hogy auxintipusu vegyiiletek termelésére képes, ezaltal serkentheti a ndvények
novekedését (Contreras-Cornejo és mtsai., 2009). Néhany torzs a rhizoszféra kolonizacioja
kozben képes behatolni a novények gyokérzetének epidermiszébe és az alatta talalhato
néhany sejtrétegbe. Jelenlétilk soran makromolekuldk és mas vegyiiletek jutnak a
sejtkozotti allomanyba, igy kialakitva helyi, illetve szisztémas szerzett rezisztenciat a
novényekben (Harman és mtsai., 2004). Ezt az opportunista/fakultativ szimbio6zist a gomba
azon képessége vezérli, hogy szachardzt vagy mas tdpanyagokat nyerjen a ndovényekbdl,
cserébe a novényi immunitas fokozdsaért, mely védelmet biztosit a betolakodd
korokozokkal szemben, és a folyamat sordn akdr a fotoszintézis eredményessége is
novekedhet (Shoresh és Harman., 2008; Vargas és mtsai., 2009; Vargas és mtsai., 2011).
Szamos  Trichoderma  torzs antagonista tulajdonsagokkal rendelkezik  mas
fonalasgombékkal szemben madasodlagos anyagcseretermékek termelése, a térért és a
tapanyagokért zajlo hatékony versengés, valamint direkt mikoparazitizmus révén (Anees és
mtsai., 2010). Nem riboszomalis peptidek (NRP), koztiik peptaibolok termelésére is
képesek, melyek magas a-amino-izovajsav-tartalmu, rovid aminosavszekvenciak (Marik és
mtsai., 2019). Az alamethicinrél és a trichovirin II-rél példaul kimutattak, hogy
immunvalaszt képesek kivaltani a ndvényekben, ami a SAR-t tamogatja (Mukherjee és
mtsai., 2012). A Trichoderma torzsek széles korben hasznalatosak a mezdgazdasagban
biofungicidként, biotragyazasra €s fitostimulaciora (Mukherjee és mtsai., 2012; Elkelish és
mtsai., 2020). A vilagszerte bejegyzett biofungicidek tobb mint 60%-a Trichoderma-alapu

készitmény (Verma ¢és mtsai, 2007). A nodvényi védekezés indukcidjat €s a
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mikoparazitizmus jelenségét a Trichoderma torzsek altal megvalosuld bioldgiai védekezés
legfontosabb mechanizmusainak tekintik (Mukherjee és mtsai., 2012). Pozitiv hatasaik
ellenére a csoport szamos tagja potencidlis kockazatokkal is rendelkezik. Egyes fajok
képesek fertdzéseket okozni a kereskedelmi gombatermesztésben, illetve szamos klinikai
mintabdl is izolaltak mar Trichoderma torzseket (1. abra) (Kredics és mtsai., 2021). Egy
kozelmultban megjelent tanulmany arra is ramutat, hogy a T. afroharzianum bizonyos

torzsei okozhatnak problémat kukoricatermesztésben (Pfordt és mtsai., 2020).
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2. abra Trichoderma gomba kolcsonhatasi viszonyai a talajban. Citokininek (CK),
gibberellinek (GA), abszcizinsav (ABA), etilén (Et), szalicilsav (SA) és jazmonsav (JA).

Guzman-Guzman és mtsai. (2019) nyoman.
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1.5.4. Trichoderma térzsek mas mikroorganizmusokkal torténd egyiittes
felhaszndlasa

Az egyes Trichoderma torzsek novénykultarakba torténd kijuttatasanak jotékony hatasai
sz¢les korben ismertek a szakirodalomban (Lorito és W00, 2015; Lépez-Bucio és mtsai.,
2015). A kedvezd tulajdonsagokkal rendelkez6 Trichoderma torzsek mas
mikroorganizmusokkal torténd egyiittes alkalmazéasakor fellépd szinergikus hatés
felerdsitheti az egyes torzsek pozitiv hatasait, igy kiilonboz6 Trichoderma torzsek egyiittes
alkalmazasa is egyre inkabb el6térbe keriilt az elmult években. Kiilonb6zé Trichoderma
fajok egylittes alkalmazasa erételjesebben tamogathatja a novények fejlédését és a
fitopatogén mikroorganizmusok elleni védekezést a csendes génklaszterek aktivalasaval és
masodlagos metabolitok szélesebb korének termelésével (Netzker és mtsai., 2015;
Knowles és mtsai., 2022). A kombinacioban alkalmazott Trichoderma torzsek konnyebben
alkalmazkodnak a befogadd célkornyezethez, igy a kialakulo konzorcium hatasa
megbizhatobb és stabilabb. A tobb Trichoderma torzs egyiittes alkalmazasanak egyik
legfontosabb kérdése az alkalmazott aranyok és a kijuttatasi modszerek optimalizalasa (Liu
és mtsai., 2022). A T. atroviride és a T. citrinoviride torzsek egyiittes alkalmazasa esetén
magasabb IAA- és sziderofortartalmat mértek az egyedi kezelésekhez képest, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a torzsek kdzott szinergizmus 1ép fel (Chen és mtsai., 2021). Az IAA-
termelé T. tomentosum ¢és T. harzianum torzsekbdl szarmazd konidiumszuszpenzidval
torténd kezelés a novényndvekedés serkentését eredményezte a torzsek kiilonallo
alkalmazasahoz képest, mely a ndvények magassagaban, gyokérhosszaban,
levélfeliiletében és szaraztomegében nyilvanult meg kukorica esetében (Herrera-Jiménez
¢s mtsai.,, 2018). A megfeleléen kivalasztott fajok egyiittes alkalmazdsa nemcsak a
novények novekedésének tamogatdsidban, hanem a koOrnyezeti stresszhatdsok
mérséklésében is emelkedett hatast eredményez az egykomponensi kezelésekkel szemben
(Anshu és mtsai.,, 2022). Toébb Trichoderma faj egyiittes alkalmazasa szélesebb kori
védelmet nyujthat a fitopatogének ellen, mivel erésebben tdmogatja a SAR kialakuldsat a
novényekben az immunvalaszért felelds folyamatok aktivalasan keresztiil (Bisen €s mtsai.,
2019). A Trichoderma fajok fontos szerepet jatszhatnak a mezdgazdasagban a kémiai
szerek felhasznalasanak csokkentésében, igy azok negativ hatasainak mérséklésében. A

kiilonbdz6 Trichoderma fajok egyiittes alkalmazasa tovabb csokkentheti a nitrogén-,
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foszfor- ¢és kalium-alapt mitragyak felhasznalasat a ndvényi tapanyagfelvétel

hatékonysaganak javitasan keresztiil (Molla és mtsai., 2012).

A Trichoderma fajok biokontroll szempontbdl fontos jellemzdéje a mikoparazitizmus. A
fonalasgombdékat tdpanyagként hasznositdé mechanizmus jelentdsen befolyasolhatja és
korlatozhatja a mas hasznos gombakkal torténd egyiittes alkalmazasukat, melyre ennek
ellenére szamos példat talalunk a szakirodalomban. A kozelmultban He és munkatarsai
(2022) arro6l szamoltak be, hogy a T. viride a sotét szeptalt endofitakkal végzett kombinalt
kisérletekben szinergiat eredményezett, ami a kinai cstidfii sostresszre adott
valaszreakciojanak javulasaban nyilvanult meg. A mikorrhizaképzd gombakkal valo
kompatibilitas vitatott kérdés volt, mivel gyokérkolonizacios életteriik atfedd, ezért
feltehetden kompeticiora 1épnek a tapanyagokért. Mindemellett bizonyiték all
rendelkezésre Trichoderma mikoparazita hatasarol arbuszkularis mikorrhizat (AMF) képz6
gombdkon (Rousseau ¢és mtsai., 1996). Ezzel szemben a Trichoderma és a
mikorrhizaképz6é gombak kombinalasaval a kozelmultban végzett kisérletek
kompatibilitast ¢és szinergizmust mutattak paradicsom betegségekkel szembeni
rezisztenciajanak fokozasaban (Minchev és mtsai., 2021). Szintén
paradicsomtermesztésben a T. harzianum és a Glomus intraradices torzseit alkalmaztak a
fuzariumos korona- és gyokérrothadas ellen, ahol az egyiittes kezelés hatékonyabban

csokkentette a betegség eléfordulasi gyakorisagat és stlyossagat (Datnoff és mtsai., 1995).

A Trichoderma torzsek hasznos baktériumokkal is kombinalhatok. A biokontroll térzsek
bizonyos esetekben hatékonyabbak mas torzsekkel kombinalva, mint egyediiliként
alkalmazva (Zhou és mtsai., 2021). Ahhoz, hogy teljes potencialjukat ki lehessen
hasznalni, alaposan tanulmanyozni kell a mikroorganizmusok kompatibilitasat (Triveni et
al. 2012). A Trichoderma fajok altal termelt masodlagos metabolitok ugyanis képesek
erdésen elnyomni a rizoszféraban jelenlévd baktériumokat, igy a baktériumkozosségek
jelentds valtozasokon eshetnek at a kezelés sordn. Masrészt a rizoszféraban jelenlévd
baktériumok gombaellenes vagy mas vegylileteket termelhetnek, amelyek befolyasoljak a
Kijuttatott Trichoderma torzsek hatékonysagat (Li és mtsai., 2019). Figyelemre mélto
titemben boviil azoknak a tudomanyos munkaknak a szama, amelyek Trichoderma torzsek
baktériumokkal torténd egylittes hasznalatakor fellépd szinergista hatasrol szdmolnak be
(Morales-Garcia és mtsai., 2019). Szamos névény képezte a vizsgalatok targyat, beleértve
a csicseriborsot (Yadav és mtsai., 2013), a babot (Yadav és mtsai., 2013; Negi és mtsai.,

2021), a buzat (Karuppiah és mtsai.,, 2019; El-Katatny és Idres, 2014), a kukoricat
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(Karuppiah és mtsai., 2019; El-Katatny és Idres, 2014) és a paradicsomot (Tomer €és mtsai.,
2015), mas fontos terményndvényekkel egyetemben (Poveda és Eugui, 2022). A
szinergizal6 mikroorganizmusok gyakran javitjak a foszfor vagy a nitrogén felvételét (EI-
Katatny ¢és Idres, 2014), fokozzak a gyokérglimok képzodését (Saber és mtsai., 2009; Yobo
és mtsai., 2009), szideroforokat, IAA-t (Muhammad-Syafiq és mtsai., 2021; Kasa és
mtsai., 2015) és egyéb ndovényndvekedést serkentd anyagokat (Saber és mtsai., 2009)
termelnek, vagy javitjak a vizfelvételt (Saini és mtsai., 2019). Biokontroll szempontbol
fontos Trichoderma torzsek hasznos baktériumokkal kombinalva az egyedi kezelésekhez
képest képesek fokozni a betegségekkel szembeni védelmet (Zhou és mitsai., 2021). Az
elmult két évtized soran tobb mint 10 Trichoderma faj izolatumait vizsgaltak igéretes
eredménnyekkel biokontroll tulajdonsagaik szempontjabdl szamos baktériummal
kombinalva, beleértve a B. subtilis-t (Kumar és mtsai., 2015; Wang és mtsai., 2019), a B.
amyloliquefaciens-t (Chien és Huang, 2020; Wu és mtsai., 2018), a P. fluorescens-t
(Madhavi és mtsai.,, 2018; Al-Waily és Hassan, 2019), valamint a Rhizobium
leguminosarum-ot (Saber és mtsai., 2009). Nem csupan egy célra kivalasztott szinergista
mikroorganizmusokbol érdemes konzorciumot kialakitani, hanem két vagy tobb kiilonféle
hatas kifejtésére is. Mikroorganizmusok egyszerre képesek példaul biokontroll ¢és
novénynovekedést serkentd hatast kifejteni anélkiil, hogy kérositanak a nativ mikrobiomot
(Zhou és mtsai., 2021). A T. virens Tvien6-0s és a B. velezensis X5-0s torzsek
kombinaciojat biokontroll célokra vizsgaltak paradicsomndvényeken a Ralstonia
solanacearum altal okozott bakterialis hervadas ellen, és az eredmények alapjan javult a
klorofilltartalom is, ami a novények novekedésének serkentését eredményezte (Petcu és

mtsai., 2023).

Neéhany probalkozas tortént kettdnél tobb mikroorganizmus egyiittes alkalmazasara is.
Yadav ¢és munkatarsai (2013) hadrom rizoszférabol izolalt mikroorganizmus egyiittes és
egyenkénti kezelését tanulmanyoztak. Csicseriborso- és retekmagok P. fluorescens OKC,
T. asperellum T42 és Rhizobium sp. RH4 torzsekkel tortént egyiittes kezelésével pozitiv
hatast értek el a csirazasi ardnyban és a novénynovekedésben. A kezelések koziil a
Trichoderma torzset tartalmazé kombinaciok mindegyike jobb eredményt mutatott a
tobbihez képest, és a harmas mikrobidlis kombinacié6 mutatta a legjobb eredményt a
csirazas és a palantanevelés tekintetében mind a csicseriborsd, mind a retek esetében.
Allaga és munkatarsai (2020) jotékony baktériumokat (Streptomyces albus és Azotobacter

vinelandii) és Trichoderma torzseket (T. asperellum és T. atrobrunneum) tartalmazo
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kompozit talajoltd készitményt fejlesztettek ki novénykorokozok elleni biologiai
védekezés, foszformobilizacid, szarlebontas, humifikicido és nitrogénkotés céljaira. A
kivalasztott torzsek a paradicsomndvények novekedését és fotoszintetikus aktivitasat is
elésegitették. Gabilondo és munkatarsai (2023) tobb mikroorganizmus egyiittes hatasat
tesztelték harom csicseriborsofajtan: novénynodvekedést serkentd rizobaktérium (PGPR)
torzseket (B. subtilis, B. polymyxa, B. megaterium, P. fluorescens) Trichoderma torzsekkel
(T. barzianum, T. reesei, T. viride, T. virens) kombinaltak, és magvak csavazasara
hasznaltdk. A Blanco Sinaloa csicseribors6 fajta terméshozama javult a kezelés hatasara,

bar a tobbi fajta egyike sem reagalt pozitivan (Gabilondo és mtsai., 2023).

Erdekes kilatas a jovére nézve a rizoszférat kolonizalé mikrobiom atiiltetésének
lehetdsége, ahol egy egész mikrobiomot vizsgalnak, izoldlnak és a pozitiv hatasa
komponenseket egy 1j teriiletre juttatjak ki. Bar ez a modszer komoly kihivasokkal néz
szembe, jelentés potenciallal rendelkezik a fenntarthatd mezdgazdasag szamara (Orozco-

Mosqueda és mtsai., 2023).
1.5.5. Trichoderma fajok gombahazi kartétele

A Trichoderma nemzetség képviseldi gyakran megtalalhatok olyan élohelyeken, ahol nagy
mennyiségli boml6 ndvényi anyag all rendelkezésre. Ide tartoznak a gombatermesztésben
alkalmazott komposztanyagok is. A termesztett gombakra komoly veszélyt jelent a
Trichoderma nemzetség egyes képvisel6i altal eldidézett z6ldpenész-betegség (1. abra). A
z0ldpenész jellegzetes tiinetei a z6ld foltok, melyek a komposzton, a takar6foldon vagy
akar a termdtesteken is megjelenhetnek (3. abra, Kredics, 2009). A betegség leggyakoribb
okozo6i a Trichoderma pleuroti, Trichoderma pleuroticola és a Trichoderma aggressivum,
de a T. harzianum fajkomplexum képvisel6i is Osszefliggésbe hozhatok zdldpenészes
kartétellel (Allaga és mtsai., 2021). Kezdetben a csiperkegomba (Agaricus bisporus)
termesztéséhez hasznalt komposztban csak a T. harzianum-ot tartottak felelésnek a
termesztésben megjelend, sulyos zdldpenészes fertézésekért. A Brit-Szigeteken izolalt
torzseket 3 biotipusba soroltak (Thl, Th2 és Th3), amelyek szignifikdns kiilonbségeket
mutattak morfologiajuk (telep megjelenése, mikroszkopikus jellemzok), novekedési és
sporuldcios jellemzOik tekintetében, valamint a komposztban torténd megtelepedés
képességében. A jarvanyokat elsdsorban a Th2 tipusnak tulajdonitottik. Eszak-
Amerikdban megjelent egy Th4-nek nevezett biotipus is, mely a Th2-hoz hasonldéan

komoly jarvanyokat okozott. Ezt a két biotipust késébb a T. aggressivum faj f. europaeum
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¢és f. aggressivum alfajaiként irtak le (Samuels és mtsai., 2001; Kredics és mtsai., 2021).
Bar a csiperke zoldpenészes megbetegedésének oka leggyakrabban a T. aggressivum,
ennek ellenére a T. harzianum, T. atroviride és T. koningii torzsek is okoztak gondot
korabban (Santri¢ és mtsai., 2018). Laskagomba (Pleurotus ostreatus) termesztésében is
gyakran el6fordul a zoldpenészes betegség, leggyakrabban a T. pleuroti vagy a T.
pleuroticola fajok okozzak, melyek fenotipusosan kiilonbdznek egymastol, a két faj mégis
szoros genetikai rokonsagot mutat (Kredics és mtsai., 2021). A z6ldpenész elsésorban azért
veszélyes gombatermesztési kartevd, mert tdpanyagként hasznositja a gombatermesztésre
szolgélo alapanyagot, ezzel versenyhelyzetet kialakitva a termesztett gombaval, gyakran
kiszoritva azt. Ezaltal ezek a fert6zések jelentds terméskiesést képesek okozni és

nagymértékii anyagi karral jarhatnak (Schuster és Schmoll, 2010.)
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3. abra Trichoderma harzianum okozta zoldpenész tiinetei (A) csiperke termesztése soran
alkalmazott komposzton, illetve (B) a laskagomba termesztése soran alkalmazott

alapanyagon (Kredics és mtsai., 2009)

1.5.6. A Trichoderma nemzetség klinikai jelentosége

Egyes Trichoderma fajok sulyos, gyakran halalos kimenetell fertézéseket eredményeztek
foként — de nem kizarolagosan — immunhianyos betegekben. A fert6zés lehetséges forrasai
a leveg0, ivoviz, élelmiszer, por, talaj, valamint orvosi miiszerek, példaul katéterek voltak
(Hatvani és mtsai., 2013). Belélegezve a Trichoderma fajok féként 1égzési panaszokat és a
nyalkahartya irritdciojat okozzak. A fert6zés érintheti a 1éguti traktust, valamint a mély és
felszini szoveteket is. Egyes Trichoderma fajok allergias reakciokat valthatnak ki, akut,

invaziv arciireggyulladas el6idézoéi lehetnek, tovabba tiidégyulladast, gyomor-bélrendszeri
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fertdzést, agyi talyogot, borfertézést, endokarditiszt, nekrotizalé szédjgyulladast és
majfertézést is okozhatnak (Hatvani és mtsai., 2013). A klinikai mintakbdl izolalt és
molekularis modszerekkel azonositott fajok kozé tartozik a T. longibrachiatum, a T.
orientale és a T. citrinoviride a nemzetség Longibrachiatum kladjabol, a T. harzianum
sensu stricto és a T. simmonsii a Harzianum kladbol, valamint a T. asperellum, T.
asperelloides, T. atroviride, T. erinaceum, T. gamsii és T. koningiopsis a Trichoderma
szekciobol (Hatvani és mtsai., 2013; Sandoval-Denis és mtsai., 2014), tovabba az egyedi
leszarmazasi vonalat képviselé T. peltatum (Kredics és mtsai., 2021) (1. abra). Vannak
kozottik kiilonosen veszélyes fajok is, mint példaul a T. longibrachiatum, mely sulyos
egészségiigyi problémakat okozhat. Az esetek tobbségében a Longibrachiatum klad tagjai,
elsésorban a T. longibrachiatum hozhato 6sszefiiggésbe klinikai fertézésekkel (Druzhinina
¢és mtsai., 2008; Hatvani és mtsai., 2013). A Longibrachiatum klad tagjaira jellemz6, hogy
37 °C-on is képesek novekedni, ami megegyezik az emberi testhomérséklettel, igy
terjedésiik az emberi szervezetben nem korlatozott a hdmérséklet altal (Kredics és mtsai.,
2021). Az emberi testhdmérsékleten valé novekedési képesség mellett a Trichoderma
torzsek lehetséges virulenciafaktorai koz¢ tartozik az extracellularis proteolitikus enzimek
termelésére vald képesség (Kredics és mtsai., 2005). Kideriilt tovabba, hogy a klinikai
izolatumok nagy része az alkalmazott gombaellenes szerekkel (pl. flukonazol, 5-
fluorocitozin, amphotericin B) szemben gyakran rezisztenciat mutat. Magas minimalis
gatlo koncentraci6 (MIC) értékek tapasztalhatok az itrakonazolal, ketokonazolal és
vorikonazollal szemben is egyes klinikai izolatumok esetében, ami neheziti a Trichoderma

altal okozott fertzések elleni védekezést (Kredics és mtsai., 2021).

A Trichoderma nemzetség kereskedelmi jelentoségét figyelembe véve (pl. biologiai
védekezésben torténd hasznositas, cellulaz és mas hidrolitikus enzimek termelése) fontos a
gyakorlatban felhasznalt fajok emberi szervezetre gyakorolt hatasainak ismerete (Hatvani
¢és mtsai., 2013). A gyakorlatban alkalmazni tervezett torzsek pontos fajszintli azonositasa,
¢s ez alapjan a potencialis human patogén és gombatermesztési kartevd fajok termékekben

torténd alkalmazasanak melldzése kiemelten fontos.

1.5.7. Trichoderma térzsek fajszintii azonositdasa

A tradiciondlis taxondémia morfoldgiai kiilonbségeken alapult, mely az aszexualis

sporulécios képletek jellege alapjan kiiloniti el a fajokat. Ez igen komoly kihivést okozott
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¢s okoz mind a mai napig a tapasztalt szakemberek szamara is. Ennek oka az igen kevés,
kis mértékben valtozatossdgot mutaté morfologiai jelleg, illetve a nagymértékben atfedd
jellegek kialakulasa a csoporton beliil (Samuels és mtsai., 2006a). A nehézségek
kovetkeztében szamos helytelen meghatarozas sziiletett a molekularis meghatarozasi
modszerek szinre 1épése eldtt. Manapsag a taxonok elkiilonitése molekularis vizsgalatokkal
torténik (Cai és Druzhinina, 2021). A DNS-szekvenalas térnyerése elétt RAPD (random
amplifikalt polimorfikus DNS) technika segitségével és PCR-ujjlenyomatok létrehozasaval
kezd6dott a nemzetség genotipizalasa. Biokontroll célokra felhasznalhaté Trichoderma
torzsek PCR-ujjlenyomat készitésével torténd meghatarozasat végezték Arisan-Atac és
munkatarsai (1995), Fujimori és Okuda (1994), Turdczi és munkatarsai (1996), illetve
Zimand ¢és munkatarsai (1994). A technika egyik nehézsége a PCR-ujjlenyomat
modszerének koriilményes beallitasa, igy a DNS-szekvenciakon alapulé meghatarozasi
eljarasok terjedésével az RAPD-technika hattérbe szorult. A kovetkezd 1épcséfokot a
specifikus  primerekkel  kivitelezett PCR-reakciokbol — keletkez6  fragmentumok
szekvenalasa jelentette, mely az egyes nukleinsavak polimorf jellege miatt nagy
mennyiségl, kiilonféle felbontast biztositd genetikai marker lehetdségét biztositja a kutatok
szamdra a nemzetség fajainak megkiilonboztetéséhez (Lieckfeldt és mtsai., 1998; Kredics
¢s mtsai., 2018). A technika a Trichoderma izolatumok megbizhatobb meghatarozasahoz,
valamint a meghatarozott fajok szaméanak gyors gyarapodasahoz egyarant hozzajarult. Igy
2006-ra a szekvenciaalapt meghatarozassal azonositott fajok szama elérte a 100-at
(Druzhinina és mtsai., 2006), ma pedig a leirt fajok szama meghaladja a 415-6t. Az els6
tanulmanyok az ITS1, majd késébb az ITS2 szekvencidk analizisén alapultak (Lieckfeldt
és mtsai.,, 1998). Késdbb egyértelmiivé valt, hogy az ITS régié nem nyujt megfeleld
informaciot. Késébb ujabb markerek jelentek meg, melyek megfelelobb felbontast
biztositottak, mint példaul a tefla és rpb2 gének egyes szakaszai. A teflo 4. intronja
nagyfoku felbontéast biztosit a kozeli rokonsadgban 1év6 fajok esetében, igy alkalmas a
kladokon (pl. Harzianum klad) beliili fajok elkiilonitésére. A tapasztalatok azt mutatjak,
hogy a fajmeghatirozds MLST (multilokusz szekvenciatipizalds) analizisek 1tjan
valdsulhat meg kell6 pontossaggal, melyet az elmult évek tanulményai is alatdmasztanak
(Mukherjee és mtsai., 2013). Az MLST soran tobb markerszekvencia adatai alapjan
kertilnek meghatarozasra a fajok, igy lehetové téve kozeli és tavoli rokonsagi viszonyok
pontos meghatarozasat is egy nemzetségen belil. Ez nagyon fontos egy olyan
gombacsoport esetében, ahol hasznos ¢és kartékony torzsek (Kredics és mtsai., 2021)

egyarant jelen vannak.
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1.6. Az édesburgonya jelentOsége és népszeriiségének okai

A batata (Ipomoea batatas) termesztése az elmult évtizedekben egyre elterjedtebb, mivel
gazdag tapanyagforras (Buettner és mtsai., 2019), kiilonosen -Karotinban és antocianinban
gazdag (Nguyen ¢és mtsai., 2021). Konnyedén alkalmazkodik eltéré iddjarasi- és
talajviszonyokhoz, ami szintén hozzajarul népszeriiségéhez (Bovell-Benjamin és mtsai.,
2007). Magas hozamarol ismert, gyokerei, hajtasa és levelei egyarant fogyaszthatok
(Daryanto és mtsai., 2016).

Az édesburgonya egyik legfontosabb élettani hatdsa a vércukorszint szabdlyozasanak
javitasaban rejlik, igy feltehet6en hatékony a 2-es tipust diabetes mellitus betegség
kezelésében. Glikémias indexe (GI) kozepes: 63+£6 (Atkinson és mtsai., 2008). A Gl
(4145-9345) azonban jelentdsen fiigghet a feldolgozasi modtol és kisebb mértékben a
fajtatol is. Forraldssal kezelt mintdk esetében a legalacsonyabb, mig a siitéssel és
porkoléssel feldolgozottak érték el a legmagasabb értékeket (Bahado-Singh és mtsai.,
2011). Antidiabetikus hatdsa els6sorban magas rosttartalmaval és a vér adiponektin-
szintjének emelésével hozhato Gsszefliggésbe (Ludvik és mtsai., 2008). Az édesburgonya
fehérjetartalma alacsony (a szarazanyag 2,5-7,5%-a). Ennek 80%-a sporamin, amely
antioxidans hatasu. Ugyanakkor a sporaminnak jelentds tripszin-gatlo hatasa van, amelyet
figyelembe kell venni, ha tarologyokereket hasznalnak takarmanyként (Matsuoka., 1990).
Az édesburgonya fehérjéi magas lizintartalmuak (magasabb, mint a rizsben) és alacsony
leucintartalommal rendelkeznek (Clark és mtsai., 2013). Az édesburgonya nagyon fontos
takarmanyként is. A vilag legnagyobb termeldje Kina, ahol megkdzelitdleg a
mezbgazdasagi Ossztermés 40%-at teszi ki. Gyokérgumoja (friss vagy fozéssel
feldolgozott, szaritott, pelletalt, 6rolt stb.) és lombozata (frissen, szaritva vagy silézva) is
hasznalhato sertések (elsdsorban gyokerekkel, de levelekkel is), szarvasmarhak (els6sorban
lombozattal) és egyéb allatallomanyok etetésére (An, 2004). A friss édesburgonya
gyokérgumoja altalaban magas szintii tripszininhibitor aktivitast (TIA) mutat: 153,5-628,2
mg g™ fehérjére vonatkoztatva. Genotipustél fiiggden ez a szint 12,1-525,2 mg g™ értékre
csokkentheté hokezeléssel (Senanayake és mtsai., 2013). A TIA miatt az emészthetdség
csokkenése elérheti a 27%-ot. Az egyik leghatékonyabb modszer a tripszininhibitorok
inaktivalasa 100 °C-on 5-15 perces hokezeléssel (Lin, 1989; Senanayake és mtsai., 2013).

Masrészt a gyokérgumod TIA szintje fajtanként eltérd, igy a megfeleld fajta valasztasaval is
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csokkenthet6 a szintje és elkeriilheté a hokezelés sziikségessége (Tsou és mtsai., 1989).
Oke ¢s Workneh (2013) az édesburgonya felhasznalhat6sagat harom kategoridba osztotta,
frissen vagy feldolgozva emberi fogyasztasra, frissen vagy szaritva allati takarmanyként,

keményit6ként és lisztként élelmiszeripari és nem élelmiszeripari felhasznalasra.

Bar az els6 hazai batatatermesztési kisérletek 100 és 60 évvel ezel6tt indultak (Suranyi,
1916; Porpaczy, 1953), ennck ellenére minddssze 25 éve termesztik Magyarorszagon. Az
utobbi években valt csupan ismertté €és népszeriivé, aminek oka a médiaban valo
megjelenése és novekvo kereskedelmi elérhet6sége (Horvath, 1991a,b,c). Jelenleg a
fogyasztok édesburgonya iranti igénye olyan magasra nétt, hogy a kiszolgalas nehézkes,
még az intenziven ndvekvo termeldi kor ellenére is (Monostori, 2015). Termesztésében
tobb mikroorganizmus is felhasznalhato lehet biokontroll célokra, a névények abiotikus
stresszel szembeni tliroképességének javitdsara, valamint a ndvekedésiik eldsegitésére
(Zhang és mtsai., 2019; Gong és mtsai., 2020; Abd El-Mageed és mtsai., 2022; Dawwam

¢és mtsai., 2013; Yasmin €és mtsai., 2020).
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2. Ceélkituzések

A vegyszerhasznalat csokkentése napjaink-mezdgazdasagi termelésének egyik legégetobb
feladata, amit tobbek kozott mikrobioldgiai készitmények révén érhetiink el. A batata
termesztése €s fogyasztasa egyre nagyobb népszerliségnek orvend. Tudomasunk szerint
tanulmanyunk megjelenéséig nem Kkeriilt tesztelésre Trichoderma torzseket és
baktériumokat egyarant tartalmazd, tobbkomponensii mikrobiologiai készitmény
batatatermesztésben. MezOgazdasagi hasznosithatosagi Trichoderma torzsek esetében
kiemelten fontos az alapos fajmeghatirozas, mivel a nemzetség hasznos fajai mellett
jonéhany gombahdzi kartevot és klinikai izoldtumot tartunk szédmon. A molekuléris
fajmeghatéarozasi technikak fejlodésével egyre megbizhatobba valik az izolatumok pontos
azonositadsa. A nemzetség biodiverzitasanak vizsgalata fontos a feltehetden veszélyes fajok
mezdgazdasagi gyakorlatbol torténd kizarasanak érdekében. A fentiek alapjan a kovetkezd

célokat hatdroztuk meg:

1. Mezbégazdasagi hasznosithatosagh Trichoderma torzsek és baktériumok
izolalasa és fajszintli azonositasa, kiilonos tekintettel a T. harzianum
fajkomplexumhoz tartoz6 torzsekre.

2. A Trichoderma harzianum fajkomplexum diverzitasanak vizsgalata
mez0gazdasagi ¢éléhelyeken.

3. Az izolalt mikroorganizmusok vizsgalata az abiotikus streszfaktorokkal
szembeni valaszreakciojuk, enzimtermelésiik, biokontroll tulajdonsaguk
és IA A-termelésiik szempontjabol.

4. lgéretes torzsek kivalasztasa novénynovekedés, szervesanyag-lebontas,
biokontroll és nitrogénkotés megvaldsitasara.

5. A szelektdlt mikroorganizmusokbol talajoltd anyag eldallitisa és

tesztelése édesburgonya termesztésében.
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3.

Anyagok és modszerek

3.1. Mikroorganizmusok

Osszesen 13 Bacillus, 20 potencidlisan No-fixalo és 5 glifozattolerans baktériumtdrzset

vontunk be vizsgélatainkba, melyek a Magyarorszag-Szerbia hatarmenti régi6 kiilonb6zo

mezdgazdasagi talajaibol szarmaznak (Huynh €s mtsai., 2022; Zhumakayev és mtsai.,

2021; Zhumakayev ¢és mtsai., 2022). Ezen kiviil 7 Trichoderma torzset izolaltunk, illetve

60 korabban izolalt Trichoderma torzset is bevontunk vizsgalatainkba (1. tablazat).

1. tablazat A munka soran felhasznalt mikroorganizmusok listaja

SZMC*

Meghatarozas

Talajminta

novény-

sZam Taxon alapja eredete Kultira Forras
Baktériumok
SZMC  Arthrobacter 16S rDNS Tothfalu . Nagy és mtsai.,
25080  globiformis (OP964023) (SRB) paprika 2023
SZMC  Arthrobacter 16S rDNS Tothfalu . Nagy és mtsai.,
25081  globiformis (OP964024) (SRB) paprika 2023
SZMC Variovorax 16S rDNS Csantavér . Nagy és mtsai.,
25084  paradoxus (OP964025) (SRB) paprika 2023
SZMC Nocardia sp 16S rDNS Csantavér paprika Nagy és mtsai.,
25085 ' (OP964026) (SRB) 2023
SZMC Peribacillus 16S rDNS Csantavér ik Nagy és mtsai.,
25093 simplex (OP964027) (SRB)  Paprika 2023
Sziggg Mycobacterium sp. ((1)659(251)([)\53) CsénRt;‘)'er paradicsom Nagyzeoszgltsal”
SZMC Rhizobium 16S rDNS Madaras . Nagy és mtsai.,
25098  radiobacter (OP964029) (MO) repa 2023
SZMC Rhodococcus sp 16S rDNS Madaras paprika Nagy és mtsai.,
25100 © (OP964030) (MO) 2023
SZMC Rhodococcus sp 16S rDNS Madaras paprika Nagy és mtsai.,
25101 © (OP964031) (MO) 2023
SZMC  Arthrobacter 16S rDNS Madaras . Nagy és mtsai.,
25102 oryzae (OP964032) (MO) paprika 2023
SZMC Williamsia 16S rDNS Madaras ik Nagy és mtsai.,
25103 muralis (OP964033) (MO) paprika 2023
SZMC Paenarthrobacter 16S rDNS Csenej , Nagy és mtsai.,
25106 sp. (OP964034) (SRB) repa 2023
SZMC Streptomyces sp 16S rDNS Csenej répa Nagy és mtsai.,
25107 ' (OP964035) (SRB) 2023
SZMC Variovorax 16S rDNS Dunagalos . Nagy és mtsai.,
25108  paradoxus (OP964036) (SRB) repa 2023
SZMC  Rhodococcus 16S rDNS Temerin batita Nagy és mtsai.,
25110 erythropolis (OP964037) (SRB) 2023
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1. Tablazat folytatasa

SZMC* Taxon Meghatarozas Talajminta  noévény- Forris
szZam alapja eredete Kultira
SZMC Priestia s 16S rDNS Csenej aprika Nagy és mtsai.,
25116 b. (OP964038) (SRB) bap 2023
SZMC Pseudarthrobacter 16S rDNS Csenej aprika Nagy és mtsai.,
25117 sp. (OP964039) (SRB) bap 2023
SZMC Rhodococeus s 16S rDNS Madaras aprika Nagy és mtsai.,
25124 P (OP964040) (MO) bap 2023
SZMC Olivibacter soli 16S rDNS Madaras aprika Nagy és mtsai.,
25125 (OP964041) (MO) bap 2023
SZMC Priestia 16S rDNS Madaras aprika Nagy és mtsai.,
25126 megaterium (OP964042) (MO) bap 2023
SZMC Bacillus gyrA Tothfalu aradicsom Nagy és mtsai.,
24978 mojavensis (OP970235) (SRB) b 2023
SZMC Bacillus YA (OK256098) s el . Huynh és
24981 velezensis poB (OK256116) (SRB) paprika mtsai., 2022
zsirsavprofilozas B
SZMC Bacillus gyrA (OK256099) Téthfalu . Huynh és
24982 velezensis ~ "POB (OK256117) = % qppy paprika \icai. 2022
zsirsavprofilozas B
SZMC  Bacillus YA OK256100)  ppp ey . Huynh és
24083 velezensis  'POB (OK256118) = % gppy™  paprika i o000
zsirsavprofilozas ’
SZMC Bacillus gyrA (OK256101) Csantavér . Huynh és
24984 velezensis  'POB (OK256119) = gppy™  paprika i o002
zsirsavprofilozas B
SZMC  Bacillus YA (OK256102) - (o aver . Huynh és
24985  velezensis  'POB (OK25%6120) = cppy™  paprika i o000
zsirsavprofilozas ’
SZMC Bacillus ?gcl;g Egigggig% Csantavér paradicsom Huynh és
24986 velezensis zsirsavprofilozas (SRB) mtsai., 2022
. A (OK256104) , ,
SZMC Bacillus gyr Csantavér . Huynh és
; rpoB (OK256122) paradicsom .
24995 velezensis zsirsavprofilozas (SRB) mtsai., 2022
T o oraOmIoe) M paprika R S
STUC Bl un operozs) MRS paprika R et
SZMC Bacillus Csenej , Nagy és mtsai.,
25007  mojavensis YA (OP970245) (SRB)J repa ® 2023
e
SZMC Bacillus gyrA (OK256105) Csenej aradicsom Huynh és
25020 velezensis rpoB (OK256123) (SRB) b mtsai., 2022
. 16S rDNS
SZMC Ensifer Bacska régio . Zhumakayev
(MT950353) paradicsom .
25856 adhaerens genomszekvenalis (SRB) és mtsai., 2021
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1. Téblazat folytatasa

SZMC* Meghatarozas Talajminta  noévény- .
. Taxon - , Forras
sZam alapja eredete Kultira
SZMC Ensifer 16S rDNS Bacska régio aradicsom Zhumakayev
25871  adhaerens (MT950357) (SrRB) P és mtsai., 2021
SZMC  Pseudomonas Bacska régio . Zhumakayev
25863 resinovorans rpoB (MT955648) (SRB) paradicsom és mtsai., 2021
SZMC  Pseudomonas Bacska régio . Zhumakayev
25870 resinovorans rpoB (MT955649) (SRB) paradicsom és mtsai., 2021
SZMC  Pseudomonas rpoB (MT955650) Bacska régio aradicsom Zhumakayev
25872 resinovorans  genomszekvenalas  (SRB) P és mtsai., 2021
Gombak
. rpb2 (OP970255) ) ] .
SZMC  Trichoderma Csantavér . Nagy és mtsai.,
25217 ghanense tefla (0?970248) (SRB) paradicsom 2023
rpb2 (OP970256) ] . .
SZMC Székkutas . Nagy és mtsai.,
25920 THSC tefla (OI_3970249) (MO) répa 2023
rpb2 (OP970257) . ] .
SZMC Dunagalos . Nagy és mtsai.,
25228 THSC tefla (OI_3970250) (SRB) répa 2023
rpb2 (OP970258) ; . .
SZMC Dunagalos . Nagy és mtsai.,
2031 THSC tefla (0|_3970251) (SRB) répa 2023
SZMC  Trichoderma trpb2 (((8)2277%2222)) Temerin batita Nagy és mtsai.,
25235 virens ofte (OF (SRB) 2023
rpb2 (OP970260) . . .
SZMC Dunagalos . Nagy és mtsai.,
25242 THSC tefla (OI_3970253) (SRB) paradicsom 2023
. rpb2 (OP970261) . . .
SZMC  Trichoderma Dunagalos . Nagy és mtsai.,
25242 virens tefla (0?970254) (SRB) paradicsom 2023
rpb2 (OR667390) « .. . re s .
%7'\"6(13 THSC tefla (OR667331) SZﬂEijl’g;“do paradicsom oo <3
ITS (3X173832) 5
SZMC THSC rpb2 (0?667379) Veszprém paradicsom Koérmoczi és
20770 ITS (IX173856) (MO) mtsai., 2013
SZMC pb2 (OR667334) o ik ssstiirds . Korméczi és
20853 THSC - (MO)  Karaldbé i 2013
ITS (JX173841) B
SZMC pb2 (ORB67365) ik ssstiirds . Kérmoezi és
20857 THSC x (Mo)  Karaldbé i 2013
ITS (JX173855) i
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1. Téblazat folytatasa

SZMC* Taxon Meghatarozas Talajminta  noévény- Forris
sZam alapja eredete Kultira
rpb2 (OR667353) - . . . .. .
%ggg THSC tefla (OR667287) SZIIEIS\;’SSMO vajbab ﬁ‘t’g"czzafss
ITS (JX173845) :
rpb2 (OR667356) .
Sé“é'g THSC tefla (OR667291) '(Dl\‘jfcz)‘)‘ 8s7i bza nﬁ;g?“’zsoefz
ITS (DQ118087) .
Sé“é'g THSC tefla (OR667292) ?,\%')‘ bs7i biza rﬁg‘ih";oefz
ITS (DQ118084) :
rpb2 (OR667366) ) .
3126'\6'1(3 THSC tefla (OR667295) /(*,\l/lgg; 85z biza n‘ﬁ;;?“’;;fz
ITS (DQ345794) :
rpb2 (OR667362) .
3126'\2"5 THSC tef1a (OR667296) ?I\e/lsé‘)( 8s7i biiza rﬁg?wzsoelsz
ITS (DQ345818) .
rpb2 (OR667387) , L
Slz(s'\é'()c THSC tefla (OR667328) I({kljlzg? 8s7i biiza rTI]i;Z?lCZSOelSZ
ITS (DQ345828) :
rpb2 (OR667391) , .
5126'\3"3(3 THSC tefla (OR667329) 1({,\‘;25? 8szi biza rﬁg?w;oelsz
ITS (DQ345831) :
rpb2 (OR667358) —. . .
8126'\3/.'9C THSC tefla (OR667281) T'S(Z&Sé')get 6s7i biiza rﬁggflczsoelsz
ITS (DQ345837) :
8126'\4'10 THSC tefla (OR667332) 1&%;‘ 8szi biiza rﬁg?lczsoelsz
ITS (DQ345839) .
- Kunszent- .,
8126'\4'20 THSC tofla (OR667282)  miklés sz biza rﬁg?lczsoelsz
ITS (DQ345840)  (MO) s
rpb2 (OR667367) —. . .
SfeTe? THSC tefla (OR667283) T'S(Z,\"jfé')get 8szi biza rﬁg?lczsoefz
ITS (DQ345841) :
SZMC pb2 (OR667392) Ruzsa w1 Kredics ¢és
1644 THSC - (Mo) ~ OsAbuza i 012
ITS (DQ345842) .
rpb2 (OR667363)  Kunszent- .
8126'%3 THSC tefla (OR667293)  miklés sz biza rﬁg?wzsoelsz
ITS (DQ345845)  (MO) g
rpb2 (OR667376) , .
Slzesl\élf THSC tefla (OR667322) I({,\‘jf(;? 8s7i biiza nﬁ;:?wzsoefz
ITS (DQ345862) :
rpb2 (OR667383) , .
8126'\6/|5C THSC tefla (OR667330) I({,\‘;ZS? 8z biiza rﬁ:?w;oefz
ITS (DQ345863) :
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1. Téblazat folytatasa

SZMC* Taxon Meghatarozas Talajminta  noévény- Forra
sZam alapja eredete Kultira orras
SZMC THSC pb2 (OR667386) Ruzsa 5571 b Kredics és
1668 "I’fs"(([()jQr‘;i%g%‘;’) (Mo) ~ OsAbuza i 2012
SZMC 'pb2 (OR667359) 1/ ocziget  , . Kredics és

THSC tefla (OR667284) Gszi buza .
1673 ITS (DQ345871) (MO) mtsai., 2012

SZMC THSC rpb2 (03667364) Tiszasziget Ss7i biiza Kredics és
1677 ITS (DQ345875) (MO) mtsai., 2012
SZMC THSC trpb2 ((gie(;%;isgj)) Tiszasziget Ss7i bliza Kredics és
1680 T!I'ISa(D osisers)  (MO) U7 tsai., 2012
SZMC THSC trpb2 ((gRR%%%%%)) Tiszasziget Ss7i bliza Kredics és
1689 Tgsa(DQ:% ssen. MO) mtsai., 2012
SZMC THSC tefla (OR667286) |'SZ8SZI0RL 4 ipuze  Kredics &
1690 ITS (DQ345888) (MO) mtsai., 2012

rpb2 (OR667336) Mazandaran o

%3'}/'1(8: THSC tefla (OR667297) tartomény ~ Rizs mf:;‘mzlglso

ITS (EUS21780) 0 ”

rpb2 (OR667342) Mazandaran .
ig'yz(f THSC tefla (OR667298) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780) () B

rpb2 (OR667369) Mazandaran o
%:Zﬂsg THSC - tartomany Rizs mI\tI:;lmzloefo

ITS (EU821782) (1) .

rpb2 (OR667335) Mazandaran ..,
igs'}gf THSC tefla (OR667299) tartominy ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780) (1) g

rpb2 (OR667388) Mazandaran o
?éggg THSC - tartomany Rizs mI\tI::ilmzloefO

ITS (EUS21780) () ”

rpb2 (OR667347) Mazandaran L,
%?':"3(53 THSC ; tartomany  Rizs oS S

ITS (EU821780) ()] B

rpb2 (OR667343) Mazandaran o
%?':"4;3 THSC tefla (OR667300) tartomény ~ Rizs oo™ %

ITS (EU821789) (1) .

rpb2 (OR667348) Mazandaran S,
%:m THSC tefla (OR667307) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780) (1) g

rpb2 (OR667380) Mazandaran L,
%3':"52 THSC tefla (OR667315) tartomény ~ Rizs mf:aﬁlmzlgfo

ITS (EUS21782) (I) ”
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1. Téblazat folytatasa

SZMC* Taxon Meghatarozas Talajminta  noévény- Forris
sZam alapja eredete Kultira

rpb2 (OR667370) Mazandaran L,
igs'\gg THSC tefla (ORG67317) tartominy ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821782) 0 ”

rpb2 (OR667337) Mazandaran L,
%?':gg THSC tefla (OR667308) tartomany ~ Rizs oo™ o

ITS (EU821782) (1 ’

rpb2 (OR667344) Mazandaran L,
%?':gg THSC tefla (OR667301) tartomény  Rizs mlf;‘;lmzloelso

ITS (EU8S21784) (1) ”

rpb2 (OR667349) Mazandaran L,
??22? THSC tefla (OR667311) tartomény  Rizs ml\tlsaaei‘mzlgfo

ITS (EU821781) ()] B

rpb2 (OR667341) Mazandaran ..,
ig,o'}"?g THSC tefla (OR667302) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780) (1) .

rpb2 (OR667381) Mazandaran .
%3'}4(73 THSC tefla (OR667316) tartominy ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821781) (1) 5

rpb2 (OR667371) Mazandaran L,
%,L}gg THSC tefla (OR667318) tartomény  Rizs mf:;‘mzlglso

ITS (EU821791) 0 K

rpb2 (OR667345) Mazandaran ..
ig,o'}"scl: THSC tefla (OR667303) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780c) () B

rpb2 (OR667382) Mazandaran o
8122'\??8%7 THSC tefla (OR667324) tartominy ~ Rizs o™ %

ITS (EU821783) (1) .

rpb2 (OR667338) Mazandaran ..,
igs'}gg THSC tefla (OR667309) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780¢) (1) g

rpb2 (OR667389) Mazandaran o
%3“"85 THSC tefla (OR667326) tartomény  Rizs mf:;‘mzlgfo

ITS (EU821787) 0 ”

rpb2 (OR667346) Mazandaran L,
%?':"8(73 THSC tefla (OR667304) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821780c) ()] B

rpb2 (OR667357) Mazandaran o
%?':"gg THSC tefla (OR667289) tartominy ~ Rizs o™ %

ITS (EU821792) (1) .

rpb2 (OR667372) Mazandaran S,
%3':"9? THSC tefla (OR667325) tartomény ~ Rizs 2™ %

ITS (EU821783) (1) 5

rpb2 (OR667355) Mazandaran L,
iﬂgf THSC tefla (OR667290) tartomény ~ Rizs mf:aﬁlmzlgfo

ITS (EU821792) 0 ”
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1. Téblazat folytatasa

SZMC* Taxon Meghatarozas Talajminta  noévény- Forras
sZam alapja eredete Kultira
rpb2 (OR667339) Mazandaran .
SO THSC tefla (OR667310) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821780¢) 0) "
rpb2 (OR667340) Mazandaran .
%%g THSC tefla (OR667312) tartomény  Rizs ml\tlsa‘;lmzloelso
ITS (EU821781) (1 ’
rpb2 (OR667350) Mazandaran o
%%g THSC tefla (OR667305) tartomény Rz mlf;‘;lmzloelso
ITS (EU821780c) 0) Y
rpb2 (OR667361) Mazandaran ..,
%2"18 THSC tefla (OR667280) tartomény Rz ml\tlsaaeilmzlglso
ITS (EU821793) 0) "
rpb2 (OR667351) Mazandaran .
Some THSC tefla (OR667314) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821788) 0) g
rpb2 (OR667384) Mazandaran .
oS THSC tefla (OR667327) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821790) 0) "
rpb2 (OR667373) Mazandaran o
e THSC tefla (OR667319) tartomdny ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821791) 0) v
rpb2 (OR667352) Mazandaran ..,
Some THSC tefla (OR667306) tartomény ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821780) 0) "
rpb2 (OR667377) Mazandaran ..
%2’1'% THSC tefla (OR667320) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821791) 0) g
- Mazandaran C e,
%4'\28 THSC tefla (ORG67313) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821780) (1 "
rpb2 (OR667374) Mazandaran o
N THSC tefla (OR667321) tartominy ~ Rizs 2™ %
ITS (EU821791) 0) v

*SZMC: Szeged Microbiology Collection (a SZTE TTIK Mikrobiologiai Tanszék

torzsgyijteménye), MO: Magyarorszag, SRB: Szerbia, I: Iran, THSC: Trichoderma

harzianum fajkomplexum. Jelen tanulmany adatai vastagon kiemeltek.

A Trichoderma torzsek izolalasahoz 1 g talajt 10 ml 0,9%-o0s NaCl-oldatban
szuszpendaltunk, amelybdl 100 pL mennyiséget szélesztettiink ki gombaszelektiv taptalaj
(1g L™ glikéz, 1 g L KHyPO4, 1 g L élesztékivonat, 20 g L™ agar, 200 pg L*
oxitetraciklin és 200 pg L™ sztreptomicin (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Németorszag))
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feliiletére. Tisztitas céljabol a novekvé Trichoderma telepek tovabboltasra keriiltek az
emlitett taptalajon. A Trichoderma izolatumok fajszintii azonositasa harom 16kusz alapjan,
MLST analizissel tortént. Az ITS régiot az ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37)
és ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerekkel, a tefla gén egy szakaszat az
EF1-728F (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3") és TEF-LLErev (5'-
AACTTGCAGGCAATGTGG-3') primerekkel, az rpb2 egy szakaszat pedig az fRPB2-5F
(5-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3") €s fRPB2-7cR (5-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") primerekkel amplifikaltuk (Allaga és mtsai., 2020;
Hatvani és mtsai., 2019) a 2. tablazatban feltiintetett protokoll szerint. A B. velezensis
torzsek izolalasat és gyrA valamint rpoB markerrégiokkal torténé azonositasat, illetve
zsirsavprofiluk analizisét Huynh és munkatarsai (Huynh és mtsai., 2022) mddszere alapjan
végeztiik el. A kivalasztott B. velezensis SZMC 25003 torzset és a B. mojavensis torzseket
a DNS-giraz a alegységére (gyrA) specifikus GyrA-F (5'-
CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3) és GyrA-R (5'-
CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3') primerek segitségével amplifikalt fragmentum
szekvenciaanalizisével azonositottuk Reva és munkatarsai. (2004) modszere alapjan (2.
tablazat). A feltételezett nitrogénkotd baktériumok izolalasahoz 1 g talajt 10 mL 0,9%-0s
NaCl-oldatban szuszpendaltunk, melybél négy 1épcsés, 10-es 1éptékii higitasi sorozatot
készitettiink. A higitasi  1épésekbdl  50-50 pL  mennyiséget szélesztettiink
nitrogénforrasmentes NB taptalaj (5 g L™ gliikoz, 5 g L™ mannit, 0,1 g L™ CaCl,, 0,1 g L™
MgSOs,, 0,005 g L™ Na;MoO,, 0,9 g L™ K,HPO,4, 0,1 g L™ KH,PO,, 0,01 g L™ FeSO,, 5 g
L™ CaCOs, 20 g L™ agaroz) felszinére. A felnvd baktériumkoloniakat 14 nap 25 °C-0s
inkubacid utan izolaltuk. Az azonositast az Eub-8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3") és Eub-534R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3") primerekkel amplifikalt 16S RNS
génfragmentumanak szekvenciaanalizise alapjan végeztiik el (Baker és mtsai., 2003) (2.
tablazat). A glifozattolerans Ensifer adherens és P. resinovorans torzsek izolalasat és
azonositasat Zhumakayev ¢és munkatarsai (2021) korabbi mukaja targyalja. A PCR
reakciokhoz hasznalt elegy a kovetkezé volt: 10 x Dream Taq puffer + 20 mM MgCl;
(Thermo Scientific, Vilnius, Litvania) 2 pL, 2 mM dNTP mix (Thermo Scientific, Vilnius,
Litvania) 2 pL, 5 U pL™? Dream Taq DNS-polimerdz (Thermo Scientific, Vilnius.
Litvania) 0,1 pL, forward primer (1 uM) 4 uL, reverz primer (1 uM) 4 pL, bidesztillalt viz
7 uL, DNS-kivonat 1 pL (10 uM).
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2. tablazat Felhasznalt primerek €s a hozzajuk tartoz6 PCR-programok

Marker

szekvencia Primerek PCR-program
HL 110 °C
El 94 °C/5 min
TS ITS1 (5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°) 94°C/30's
ITS4 (5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°) C (x30) 48 °C/60 s
72 °C/2 min
U 72 °CI7 min
HL 110 °C
El 94 °C/1 min
tefla EF1-728F (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) 94 °C/60 s
TEF-LLErev (5-AACTTGCAGGCAATGTGG-3) C (x30) 59 °C/60 s
74 °CI50 s
U 74 °CI7 min
HL 110 °C
El 95 *C/5 min
b2 fRPB2-5F (5-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3)) 95 °C/60 s
fRPB2-7cR (5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") C (x35) 55 °C/60 s
72°Cl90 s
U 72 °C/7 min
HL 110 °C
El 95 *C/5 min
ayrA GyrA-F (5'-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3") 94 °C/30's
GyrA-R (5'-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3") | C (x30) 50 °C/45s
72 °C/60 s
U 72 °C/10 min
HL 110 °C
El 95 °C/2 min
165 RNS Eub-8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 95°C/30s
Eub-534R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') C (x30) |51°C/30s
72 °C/60 s
U 72 °C/10 min
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ITS: internal transcribed spacer, tefla: transzlacios elongacios faktor 1 o, rpb2: RNS
polimeraz II 2-es alegységét kodold gén, gyrA: DNS-giraz a alegység, HL: zarofedél
melegités, El: elédenaturacio, C (x”szam”): ciklus (ciklusszam), U: utopolimerizacid, min:

perc, s: masodperc

3.2. Trichoderma torzsek MLST analizise

Az altalunk generalt ¢s az NCBI Genbank adatbazisabol letoltott szekvencidkat a MAFFT
7.310-es verzidjaval (Katoh ¢és Standley, 2013), az E-INS-i iteraktiv stratégia
alkalmazésaval illesztettiik. Az illesztések ¢és a kromatogramok alapjan az altalunk generalt
szekvenciabol eltavolitottuk a gyenge mindségli szakaszokat, valamint javitottuk az
esetleges hibas leolvasasokat. A tefla és rpb2 szekvenciakat tartalmazo illesztéseket
egybefliztilk a SequenceMatrix szoftver 1.7.9-es verzidjaval (Vaidya és mtsai., 2011), majd
az adatsort particionaltuk. Az egyes particiokhoz leginkabb illeszkedd evolicids modellt az
IQ-TREE 1.6.1-es verziojanak (Nguyen ¢és mtsai,, 2015) beépitett modell teszteld
algoritmuséaval vélasztottuk ki (Kalyaanamoorthy éss mtsai., 2017). A rataheterogenitas
modellezése kapcsan csak a gamma eloszlast és a FreeRate eloszlast engedélyeztiik. Az
rpb2 szekvenciakat tartalmazo illesztés esetében a TNe+R4, mig a tefla illesztés esetében
a K2P+G4 modell bizonyult a legmegfeleldbbnek. Ezt kdvetden maximum likelihood
filogenetikai analizist hajtottunk végre a IQ-TREE szoftver segitségével. A legjobb fa
statisztikai tamogatottsdgat 5000 ismétléses ultrafast bootstrap (Hoang ¢és mitsai., 2018)

segitségeével allapitottuk meg.

3.3. Trichoderma torzsek extracellularis enzimaktivitasainak mérése

A Trichoderma torzsek cellobiohidrolaz, p-gliikozidaz, p-xilozidaz ¢és foszfataz
enzimeinek aktivitismérését Chen és munkatarsai (2019) modszere alapjan végeztiik el. A
Trichoderma torzsek konidiosporaival (2x10° lemezenként) Petri-csészéket (9 cm
atmér6jii) oltottunk be, melyek mindegyike autoklavban 30 percig sterilizalt 3 ¢
tonkolykorpat és 10 mL desztillalt vizet tartalmazott. A 168 oras, szobahdmérsékleten
torténd inkubdlds utdn az enzimextrakciot 25 mL desztillalt vizben 5 °C-on 3 o6ran at
végeztiik, majd a hidegkezelés utan 2 mL enzimkivonatot mértiink Eppendorf-csdvekbe és

taroltunk —20 °C-on. Az N-acetil-B-D-gliikozaminidaz aktivitds méréséhez 1,5 g
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garnélarak-kitint (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Németorszag) szoértunk {ires Petri-
csészékbe, 5 ml desztillalt vizzel nedvesitettilk, majd autoklavban 30 perc inkubacidval
sterilizaltuk és lehiilés utan 2x10° db konidiumot oltottunk le a csésze kozepére automata
pipettaval. 168 o6rés, 25 °C-on végzett inkubalas utan 25 mL desztillalt vizet adtunk a
tenyészetekhez, és az edényeket 2 oOrdra, 4 °C-ra helyeztiik. A hidegkezelés végén 2 mL
enzimkivonatot helyeztiink Eppendorf-csévekbe és —20 °C-on taroltuk. Az N-acetil-p-D-
glikozaminidaz aktivitast Chen és munkatarsai (2019) modszere szerint mértiik. A
reakciohoz 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-gliikozaminid kromogén szubsztratot hasznaltunk
(Sigma Aldrich, Schnelldorf, Németorszag). A kromogén szubsztratokb6l 1 mg mL™*
torzsoldatokat készitettiink desztillalt vizben. Szaz pL szubsztratoldatot, 25 pL 10-szeres
higitast tenyészetfeliilluszot és 75 pL desztillalt vizet kevertiink Ossze 96 lyuku
mikrotiterlemez  (Sarstedt, Numbrecht, Németorszag) mintahelyein. Egy o6ra
szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan 50 pL 10%-0s Na,COs-ot adtunk hozzd a
reakcidhoz, ezzel ledllitva azt. Az optikai denzitast Spectrostar Nano mikrolemez olvaséval

(BMG Biotech, Ortenberg, Németorszag) mértiik 405 nm-en.

Az enzimaktivitds U mL ™" értékeit a kovetkezd egyenlettel szamitottuk ki:
((A/e x 1) x 10°)/60

ahol ,,A” az oldat abszorbancidja 405 nm-en, ,,&” a molaris extinkcios egyiitthatd (p-
nitrofenol esetén: 1,75 x 10* M ecm™) és ,,I” az oldatban 1évé fény uthossza. Minden

mérést harom bioldgiai ismétlésben végeztiink.

3.4. Trichoderma torzsek fungicidtolerancidjanak és nehézfémtirésének
mérese

A Trichoderma torzsek gombadld szerekkel és nehézfémekkel szembeni érzékenységét
mikrohigitdsos modszerrel vizsgaltuk 96 lyuka mikrotiterlemezeken. Nyolc gombadld szer
(karboxin, bromoxinil, tiram, amitraz, ciprokonazol, folpet, imazalil és penkonazol
(Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)) és 3 nehézfém (cink, kadmium és réz (Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag)) hatasat vizsgaltuk 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625;
7,8125; 3,9625 g mL? (gombadld szerek esetében) és 100; 50; 25; 12,5; 6.25; 3.125 pg
mL™ (nehézfémek esetében) koncentraciokban. Minden gombadld szerbl és nehézfémbél

1-1 mg-ot elészor 100 pl desztillalt vizben oldottuk fel, majd ezt megfelel6 mennyiségben
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YEG (2 g L™ élesztékivonat, 2 g L™ gliikéz) tapoldathoz adtuk. Az oldatokbél felezé
higitasi sorozatokat készitettiink 96 lyuk mikrotiterlemezek mintahelyein. A mintak végso
térfogata 200 pL volt, melyet ezutan 2x10° db konidiummal oltottunk be mintahelyenként.
A gombaolé szerekkel szembeni érzékenység meghatarozasahoz a mintak optikai
denzitdsat mértik 620 nm hulldmhosszon Spectrostar Nano mikrotiterlemez-leolvaso
segitségével. A mérések harom bioldgiai ismétlésben torténtek kozvetleniil a beoltas utan,
valamint 72 oéras, 25 °C-os inkubaciot kovetden. A minimalis gatlé koncentraciéo (MIC)
értekeket Microsoft Excel 2010 szoftverrel szdmitottuk ki. Az azonnali mérések adatait
kivontuk a 72 oras mérések eredményébdl, az igy kapott értékeket megszoroztuk 100-zal,
majd elosztottuk az inokulalatlan YEG tapoldat esetében mért értékkel. A fungicidek
hatéasat akkor tekintettiik gatlonak, ha a Trichoderma térzsek novekedésére utalo OD-érték
nem haladta meg a pozitiv kontroll 20%-at. A nehézfémtolerancia-méréseket vizualisan
értékeltiik ki, mivel az intenziv sporaképzés miatt a fotometrias mérések nem voltak
célravezetok. A kiértékelésnél harom kategoriat allapitottunk meg: +: gyenge ndvekedes,
++: kozepes novekedés, +++: erdteljes novekedés €s sporazas. Az inkubécios id6 a
gombaellenes szerekkel megegyez6 ideig tartott. A vizsgalatokat 3 bioldgiai

parhuzamossal végeztiik.

3.5. A sostressz, pH és hémérséklet Trichoderma torzsekre gyakorolt

hatdsanak vizsgélata

A pH (5, 6, 7 és 8 pH-értékeken Britton-Robinson univerzalis puffer hozzaadasaval (
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3. tablazat) elkészitve (Britton és Robinson, 1931)), a hdmérseklet (25, 30, 35 és 40 °C) és
a sostressz (1, 2, 3, 5 és 7%-os NaCl koncentraciokon vizsgalva) Trichoderma torzsek
micéliumndvekedésére gyakorolt hatasanak vizsgalatat PDA (burgonyadextroz agar, 24 ¢
L™, VWR, Debrecen, Magyarorszag) taptalajon végeztiik. A taptalaj beoltasara szintén
PDA taptalajon, 48 oraig novesztett telepek sz€lébdl dugofuroval vett, 5 mm atmérdji
agarkorongokat hasznaltunk. A vizsgalatot harom biologiai ismétlésben végeztik, és a
telepatméroket 24 oranként mértiik a sostressz €s a homérséklet hatasanak vizsgalata soran

3, a pH hatasanak vizsgalatakor 4 napon at.
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3. tablazat A felhasznalt Britton-Robinson pufferoldatok dsszetétele

Britton-Robinson puffer Ionerosség beallitasahoz

pH Osszetétel (g L™) Ioneréssé | hozzdadott KCI mL L™
NaOH | CH3CO;H | H3PO4 | H3BO3 g (M) 01M | 05M 1M

5 2,074 1,779 2,904 1,839 | 0,0506 3,683 | 33,505 | 70,783
6 |2,386 1,686 2,751 1,736 | 0,0603 2,959 | 32,781 | 70,059

7 2,754 1,575 2,570 1,622 0,0758 1,804 | 31,626 | 68,904
8 | 3,000 1,501 2,450 1,546 | 0,0952 0,357 | 30,179 | 67,457

3.6. Trichoderma tdrzsek in vitro antagonizmusanak vizsgalata

A Trichoderma torzsek Biokontroll Index (BCI) értékeinek mérése Szekeres és
munkatarsai (2006) altal leirt modszerrel tortént. A Trichoderma torzseket és a novényi
korokozoként ismert fonalasgombakat konfrontacios kisérletbe vittikk. A konfrontacios
teszt sémaja a 4. abraan lathato. YEG taptalajon meghatarozasra keriilt a Trichoderma
telepteriiletének aranya a Trichoderma és a novénypatogén fonalasgomba egylittes
telepteriiletéhez képest. A BCl-értékeket a lemezekrdl késziilt fényképek Imagel program
segitségével torténd képanalizise utan hataroztuk meg 10 nappal a Trichoderma leoltasa
utan a kovetkezé képlet szerint: BCl = (a Trichoderma telep teriilete / a Trichoderma és a
novénypatogén fonalasgomba telepei altal elfoglalt Osszteriilet) x 100. A Szegedi
Mikrobioldgiai Torzsgyiijteménybdl (SZMC, www.szmc.hu) 8 ndvénykorokozo gombafaj
9 torzsét (Fusarium solani SZMC 16084, Botrytis cinerea SZMC 21047, Colletotrichum
gloeosporioides SZMC 16086, Sclerotinia sclerotiorum SZMC 6250J, Alternaria solani
SZMC 6241), F. culmorum SzZMC 11039, F. graminearum SZMC 11030,
Gaeumannomyces graminis SZMC 23658 ¢s Phoma cucurbitacearum SZMC 16088)

teszteltiik harom biologiai parhuzamosban.
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4. abra Az in vitro konfrontacios tesztek oltasi modszerének sematikus illusztracidja. 1. 72
oras novénypatogén fonalasgomba-telep, 2. 48 oras Trichoderma telep, 3. ndvénypatogén
fonalasgomba leoltasa 72 oras telepbdl, 4. Trichoderma leoltasa 48 oras telepbdl, X: a

Petri-csésze kdzéppontja (Szekeres és mtsai., 2006.)

3.7. Trichoderma torzsek sziderofor-termelésének vizsgalata

A Trichoderma izolatumok sziderofor-termelését modositott kromazurol S (CAS)
agarteszttel hataroztuk meg (Milagres és mtsai., 1999). A 9 cm atmér6ji Petri-csészék
egyik fele CAS kék agart, a masik fele vasmentes taptalajt tartalmazott. A CAS agart
Schwyn ¢és Neilands (1987) modszere alapjan készitettiik el. A vasmentes tapkdzeg MEA
agar taptalaj volt (10 g Lt gliikoz, 12,5 ¢ L élesztdkivonat, 5 g L ‘malatakivonat és 20 g
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L agar). A Trichoderma tenyészetekb6l 4 mm-es micéliumkorongokat vasmentes
tapkozeggel vittiikk at a lemezekre. A lemezeket 120 6ran at inkubaltuk 25 °C-on. A kék
taptalajon a telepek koriili narancssarga ¢és lila udvarok sziderofortermelést jeleztek. A
taptalaj kiilonb6zé szinei arra utaltak, hogy az eldallitott szideroférok szerkezetileg
eltéréek voltak. A szideroforok két nagy csoportja a katekol-tipust és hidroxamat-tipust
szideroforok (Milagres és mtsai., 1999). A katekol-tipusu szideroforok esetében a taptalaj
szine kékrdl lilara valtozik, mig a hidroxamat-tipusu szideroférok esetében sarga szint
tapasztalhatunk. A kisérleteket ennck megfeleléen értékeltiik. Minden mérést 3 bioldgiai

ismétlésben végeztiink.

3.8. Bacillus torzsek novénypatogén fonalasgombakkal szemben mutatott

antagonizmusanak vizsgalata

A Bacillus torzsek in vitro antagonizmus-tesztjeit PDA-taptalajon végeztiikk 25 °C-on. A
felhasznalt novénykorokozé gombatdrzsek a  Trichoderma antagonizmustesztben
hasznaltakkal megegyez6ek voltak. A tesztekhez 6 mm atmér6ji, 3-5 napos, PDA-
taptalajon nevelt gombatelepek szé&léb6l vagott korongokat hasznaltunk. A vizsgalt
baktériumokat a gomba beoltasi pontjatdl 25 mm-re oltottuk le szuszpenzio
cseppentésével. Az inkubacio addig tartott, amig a gombatelep sugara el nem érte a 25
mm-t a baktériumtdrzzsel nem oltott kontroll lemezeken. Az inkubacidt kovetden mértiik a
ndvénypatogén gomba telepsugarat, valamint a gomba- és baktériumtelepek kozotti

tavolsagot. A kisérletet harom biologiai ismétlésben végeztiik el.

3.9. Feltételezett  nitrogénfixdld  baktériumtérzsek  ndvekedésének

vizsgalata nitrogénmentes taptalajon

A nitrogénkotésre izolalt baktériumok ndvekedési paramétereit NB-taptalajon teszteltiik.
Az NB taptalaj szilarditdsdhoz agardzt hasznaltunk fel. Egy éjszakéan &t YEG tapkozegben
ndvesztett baktériumtenyészeteket haromszor mostuk 9 g L™ NaCl oldattal, majd 9 g L™
NaCl-ban szuszpendaltuk. A szuszpenziokbol 10 pL-t NB taptalajra oltottunk, €s a térzsek
novekedését 96 oran keresztiil kovettiik 25 °C-on. A telepeket vizudlisan értékeltiik, és a
kovetkezd kategoridkat hataroztuk meg: gyenge novekedés, mérsékelt novekedés, jelentds

novekedés.
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3.10. Baktériumtorzsek jellemzése

A Vords és munkatarsai (2019) altal alkalmazott mikrohigitasi vizsgalattal 18 herbicid
(benszulfuron-metil, klorotoluron, Klorprofam, klorszulfuron, cinoszulfuron, diuron,
dimetaklor, fenuron, etoxiszulfuron, glifozat (AK Scientific, Union City, CA, USA),
Glialka Star (Monsanto, St. Louis, MO, USA), izoproturon, linuron, 2-metil-4-klér-fenoxi-
ecetsav (MCPA), primiszulfuron-metil, profam, triaszulfuron és 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav
(2,4-D) (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag), 14 gombadlé szer (kaptan,
karbendazim, karboxin, fenarimol, flutriafol, imazalil, mankozeb, maneb, penkonazol,
tebukonazol, tiabendazol, tiram, tiofanat-metil és zineb; Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) valamint a diflubenzuron rovarirtdé (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) baktériumok szaporoddsdra gyakorolt hatdsat vizsgdltuk. Az Osszes
névényvéddszert 96%-0s etanolban oldottuk fel 0,25 mg mL™-es koncentracioban, kivéve
a glifozatot, amelyet desztillalt vizben oldottunk fel. A baktériumtdrzseket 100 pL
peszticiddel 25, 12,5 és 6,25 pg mL™ koncentracioban kiegészitett PDB-tapoldatban
vizsgaltuk 96 lyuku mikrotiter-lemezeken. A  beoltashoz 10° CFU mL*
baktériumszuszpenzidt készitettiink egy ¢jszakan at tenyésztett baktériumkultirakbol 5 mL
fiziologias sooldatban, és ezzel a szuszpenzidval oltottuk be a mikrotiterlap mintahelyeit
2x10* CFU mL™" kiindulasi koncentraciora. A peszticid nélkiili beoltott PDB és a
megfeleld peszticiddel kiegészitett, nem oltott PDB pozitiv, illetve negativ kontrollként
szolgalt. A sejtslirliséget spektrofotometridsan hataroztuk meg 620 nm hulldmhosszsagh
fénnyel, Spectrostar Nano mikrotiterlemez-leolvasoval 48 oras, 25 °C-on végzett

inkubaciot kovetden. Minden tesztet harom biologiai ismétlésben végeztiink el.

A Patel és munkatarsai (2017) altal leirt munkamenet modositott valtozatat (Zhumakayev
és mtsai., 2019) alkalmaztuk a baktériumok soétirésének vizsgalatara mikrohigitasos
modszerrel, 96 lyuka mikrotiterlemezeken. Az izolatumokat 100 pL, NaCl-dal adott
koncentraciora (100, 50, 25, 12,5, 6,3,3,1és 1,6 g L) beallitott PDB-tapoldatba oltottuk
be 2x10* CFU mL™ inokulummal. Tiszta beoltott taptalaj NaCl-kiegészités nélkiil és a
megfelel6 NaCl-mennyiséggel kiegészitett tapoldatok szolgaltak pozitiv, illetve negativ
kontrollként. A  sejtstirliséget spektrofotometrids vizsgalatban mértik 620 nm
hullamhosszisagon Spectrostar Nano mikrotiterlemez-leolvasoval 2 illetve 5 nap

inkubaciét kovetéen. A tesztet harom Dbioldgiai parhuzamosban végeztik. A
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szarazsagtiirési teszt Devi ¢és munkatarsai (2018) modszere alapjan zajlott Kkisebb
modositasokkal. A PEG 6000 koncentracidja 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8 és 39 g !
volt PDB-ben (burgonyadextroz leves, VWR, Debrecen, Magyarorszag) oldva, ami 0,74;
0,22; 0,07; 0,03; 0,01; 0,005 és 0,002 MPa ozmotikus potencialértékeknek felel meg
(Michel és Kaufmann, 1978). A tenyészetek optikai denzitasat 28 °C-on torténd, 48 Oras
inkubéci6 utan, 620 nm-en mértiik Spectrostar Nano mikrotiterlemez leolvasoval harom

biologiai ismétlésben.

A Dbakterialis novekedés pH-tartomanyanak meghatarozasat Britton-Robinson pufferrel
beallitott YEG tapkdzegben vizsgaltuk (Britton és Robinson, 1931). A kivant pH-értékeket
(6,09; 6,59; 7,00; 7,54; 7,96; 8,36 ¢és 8,95) tigy kaptuk meg, hogy 100 mL 0,04 M
CH3COOH-t, 0,04 M H3PO4-ot és 0,04 M H3BOs-ot tartalmazd oldatot 6sszekevertiink
adott mennyiségi (42,5; 52,5; 57,5; 60,0; 62,5 és 67,5 mL) 2 M-os NaOH oldattal. A
beallitott pH-értékekkel rendelkezd YEG tapkozeget ugy oltottuk be, hogy a teljes
térfogatban 10° CFU mL™ sejtszamot kapjunk. A beoltishoz egy éjszakan at 5 mL PDB-
ben novesztett baktériumtenyészeteket hasznaltunk fel. Az optikai denzitast 620 nm-en
mértiik Spectrostar Nano mikrotiterlemez-leolvaséval 5 napos, 25 °C-on torténd inkubalas

utan. A vizsgalatokat harom bioldgiai ismétlésben végeztiik.

A glifozattolerans baktériumizolatumok IAA-termeld képességét Shrivastava és Kumar
(Shrivastava és mtsai., 2011) modszere alapjan vizsgaltuk, Kisebb modositasokkal. A PDA
taptalajt 1 g L™ L-triptofannal egészitettiik ki, ami az IAA prekurzora, majd 1 cm atméréji
lyukakat készitettiink steril dugéfuroval. A lyukakat 200 pL, egy éjszakan at PDB-ben
elétenyésztett baktériumkultaraval toltottiik fel, majd a lemezeket 48 oran at, 25 °C-on
inkubaltuk. A tenyésztési 1d6 elteltével a novekvd baktériumtenyészeteket selyempapirral
eltavolitottuk a taptalaj feliiletérdl, és minden lyukat megtoltottiink 200 pL Salkowski-
reagenssel (12 g L™ FeCls 37%-0s H;SO4-ben oldva (Bric és mtsai., 1991)). A HPLC-
méréseket Zhumakayev és munkatarsai (2021) leirasa alapjan végeztiik. A torzsek 250 mL
PDB tapoldatba oltottuk 10° CFU mL™ végsé sejtstirliségre, majd 25 °C-on 72 6ras
razatassal (130 fordulat/perc, MaxQ 8000 razos inkubator, Thermo Fisher Scientifc,
Marietta, OH, USA) végzett inkubacié utdn a tenyészeteket centrifugaltuk (Heraeus
Biofuge Primo centrifuge, Thermo Fisher Scientifc, Osterode, Németorszag) 15 percig
(6000 x g). A tenyészetekbdl 40 mL sejtmentes tenyészet-feliiluszot két Falcon-Csobe
gytjtottink 6ssze (20 mL mindegyikben), majd a pH-t 2-3-ra allitottuk be 1 M HCI

oldattal. Az extrakciot haromszor hajtottuk végre 25 és 10 mL etil-acetattal. Miutan a
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feliiliszohoz etil-acetatot adtunk, az elegyet alaposan razattuk 1 percig, majd 6000 g-vel
centrifugaltuk 5 percig. A kivonatokat (20 és 10 mL az elsd, masodik és harmadik
extrakciobol) egyesitettiilk és 25 fordulat/perc mellett beparoltuk 40 °C-on IKA HB10
bazikus rotacids beparloval (IKA, Staufen, Németorszag). A pelletet 1 mL metanolban
(HPLC szupergradiens mindségli) ujra feloldottuk és —20 °C-on taroltuk. A mérést
megel6z0 napon a mintdkat megkevertiik vortex segitségével, majd 500-700 pL mintat
fiolakba toltottiink és egy éjszakan at +4 °C-on tartottuk a HPLC-elemzés el6étt. A HPLC—
MS méréseket Shimadzu HPLC rendszerrel végeztiikk, amely tartalmazott egy DGU-
20A5R gaztalanité egységet, egy LC-20ADXR szivattyt és egy Thermo Scientifc TSQ
Quantum Access MS-sel kapcsolt SIL20AXR automatikus mintavevét (Thermo Fisher
Scientifc, Waltham, MA, USA). Az ,A” eluens H,0+0,1% hangyasav volt, mig
acetonitril+0,1% hangyasav szolgalt ,,B” eluensként a méréseknél. A gradiens ellciot a
kovetkezo gradiens programmal végeztiik: min/B%: 1/20, 3,04/37, 3,2/95, 7,2/95, 7,4/20,
11,4/20. Az 4ramlasi sebesség 0,3 mL perc™ volt, és Phenomenex Gemini-NX C18 (50 x 2
mm, 3 um) kromatografias oszlopot hasznaltunk. Az injekcio térfogata 5 uL volt minden
esetben, az oszlop fiitési homérséklete pedig 40 °C. Az TAA tomegspektrometrias
kimutatasara elektropermet-ionizaciét (ESI) hasznaltunk pozitiv médban. A permetezési
fesziiltség 4000 V, a parologtatd hémérséklete 380 °C, a befecskendezés 20 tetszdleges
egység, a segédgdz nyomasa 55 tetszOleges egység ¢és az iontranszfer kapillaris
hémérséklet 250 °C volt. A méréseket SMR (Selected reaction monitoring) modban
végeztiik, a kovetkez6 atmenetekkel: 176—130 m/z (szamlald), 176—103 m/z (mindsito).
A kalibracios standard oldatokat metanolban készitettiik. Nyolcpontos kalibracios gorbét
vettiink fel 0,01-5,0 pg mL™ koncentracidtartomanyban. A mennyiségi meghatarozas alsé

hatéra 0,01 pg mL™, fels6 hatara pedig 5,0 pg mL™ volt. A felsé hatarnal magasabb IAA-

crer

A P. resinovorans SZMC 25872 torzs teljes genomjanak analiziséhez a paired-end
szekvenalas (2x150 bp) mindségét FastQC program hasznalataval ellendriztik
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Trimmomatic (Bolger és
mtsai., 2014) program segitségével eltavolitottuk az adapterszekvencidkat és a nem
megfeleld mindségli leolvasasokat. A genomosszeszerelést a KBase (Dow és mtsai., 2021)
szerveren taldlhatdo SPades (Prjibelski és mtsai., 2020) algoritmussal készitettiik el. Az

Osszeszerelés utan a kész kontigokat az NCBI prokariota genomannotacids csatorndjaval
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(Tatusova és mtsai., 2016) végeztiik. A genomszekvencia az NCBI Dataset-ben (Sayers €s
mtsai., 2021) érhet6 el (GCA _028882285.1).

A baktériumtorzsek sziderofor-termelését modositott kromazurol S (CAS) agarteszttel
mutattuk ki. A CAS agart Schwyn és Neilands (Schwiyn és Neilands, 1987) moddszere
alapjan készitettiik el. A mikroorganizmusok atoltasat steril fogpiszkaloval végeztiik el
Petri-csészére, harom pontban. A beoltott csészéket 48 oran at inkubaltuk 25 °C-on. A kék
taptalajon a telepek koriili feltisztulasi zonak sziderofortermelést jeleztek. A kisérleteket a
feltisztuldsi zonak atmérdje alapjan értékeltiik. Minden mérést 3 bioldgiai ismétlésben

végeztiink.

A baktériumtorzsek foszformobilizald képességét Petri-csészében teszteltik PVK
(Pikovskaya, 1948) taptalaj alkalmazasaval, amit 1,5%-ban bakteriologiai agarral (Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag) egészitettiink ki. A torzseket csészénként harom pontra
oltottuk le steril fogpiszkalo segitségével. Mértiik a feltisztulasi zona szélességét a lemezek
25 °C-on torténd 14 napos inkubdldsat kovetden. A vizsgdlatokat harom biologiai

parhuzamosban végeztiik el.

3.11. Inokulumel6allitas szanto6foldi kisérletekhez

A T. ghanense SZMC 25217 és a T. afroharzianum SZMC 25231 torzseket PDA-
taptalajon tenyésztettiik szobahdmérsékleten 7 napig. Az inkubécids id6 letelte utdn a
konidiumokat lemostuk a taptalaj feliiletérdl, és minden t6rzsbél 9 g L™ NaCl oldatban 1 L
konidiumszuszpenziot készitettiink 2 x 10° konidium mL™ koncentracioban. A Bacillus
velezensis SZMC 24986, Arthrobacter globiformis SZMC 25081 és P. resinovorans
SZMC 25872 baktériumtorzseket PDB tapkdzegben tenyésztettiik. Eloszor 10 mL PDB-t
oltottunk be oltdkaccsal, mindegyik torzset kiilon kémcsovekben. A tenyészeteket 140
fordulat perc™ sebességgel egy éjszakan at 25 °C-on razattuk. A sejtkulturaval 50 ml PDB
tapkozeget oltottunk be, amit szintén egy é&jszakan at, 25 °C-on, 140 fordulat perc™
sebességgel razattunk. A felnovo tenyészettel 250 mL-es Erlenmeyer-lombikokat oltottunk
be, amelyeket szintén az emlitett koriilmények kozott egy éjszakan at tenyésztettiink
tovabb. A sorozatot 1 L PDB taptalajt tartalmazo Erlenmeyer-lombikokban folytattuk. A
allitottuk be mindkét kivalasztott Trichoderma komponens esetében, és 5x10° sejt mL™

értékre a hadrom kivalasztott baktérium mindegyikénél. A komponenseket 1:1 aranyban
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sszekevertiik (komponensenként 10° konidium vagy sejt mL™ keveréket eredményezve),
amelyet azutdn a batatadugvanyok &ztatdsdra hasznaltunk. A maésodik kezelés

alkalmazasahoz a keveréket 1:100 aranyban csapvizzel higitottuk.

3.12. Szabadfoldi kisérlet kivitelezése

Két szabadfoldi kisérletet végeztiink el egymast kovetd években (2019-ben és 2020-ban).
Mindkét évben az ’Asotthalmil2’ bejegyzett magyar batatafajtat hasznaltuk, ami

narancssarga husu és vorosesesbarna héju.

Az elso kisérletet 2019-ben a délkelet-magyarorszagi Szentesen végeztiik el, enyhén lagos
(pH 7,3), agyagos valyogtalajon, melyre atlagos humusz- (2,01%), extrém AL
(ammonium-laktat)-oldhato P,Os (2249 mg kg™) és nagyon jo AL-oldhaté K,O (471 mg
kg ™) tartalom volt jellemz6. A kisérletet paprika termesztése elézte meg, tragya, miitragya
kijuttatasa és talajfertStlenités nélkiil. Az 6ntdzés sprinkler rendszerrel tortént. A batata
dugvanyait 2019. junius 27-én sikba {ltettiik, 0,8 méteres sor- és 0,2 m-es
novénytavolsaggal. Minden parcella 30 ndvényt tartalmazott két, 3 méter hosszii sorban
elosztva. A kisérleti elrendezés randomizalt blokk volt, négy ismétléssel. Négy kezelést
alkalmaztunk: 1. kezelés (T1): a batata szekunder dugvanyai alaprészének 10 percig
torténd aztatasa kevert mikrobaszuszpenzioban. 2. kezelés (T2): Az elsé kezelést
kiegészitettilk a talaj kevert mikrobidlis szuszpenziéval ndvényenként 0,15 L-es
térfogatban torténd beoltdsaval a batatasorok kozelében, az iiltetést kovetd 34. napon. 3.
kezelés (T3): a talaj beoltasa a kevert mikrobaszuszpenzioval a batatasorok kozelében,
iltetés eldtt, novényenként 0,15 liter térfogattal. 4. kezelés (T4): a 3. kezelést
kiegészitettik a talaj kevert mikrobidlis szuszpenzioval ndvényenként 0,15 L-es
térfogatban torténd tovabbi beoltdsaval a batatasorok kozelében, az iiltetést kovetd 34.
napon. Kontroll: nem alkalmaztunk mikrobialis kezelést. A gyokérgumok betakaritasa
2019. oktéber 15-én tortént. Meghataroztuk a parcellankénti Osszterméstomeget, és
elosztottuk a parcellanként tulélé novények szamaval (betakaritds eldtt a ndvények
egyenkénti megszamlalasaval: 26-30 ndvény parcellanként), hogy megkapjuk az egy
novényre jutd terméshozamot. Az atlagos gyokérgumotdmeg is meghatarozasra keriilt,
ennek céljabol minden kezelt parcellabol 10-15 véletlenszertien kivalasztott gumo tomegét

atlagoltuk.
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A kisérletet 2020-ban a délkelet-magyarorszagi Asotthalmon végeztiik lugos (pH 7,78),
humusztartalomban szegény (0,43%), nagyon j6 AL-oldhato P,Os-ot (307 mg kg™t) és
gyenge AL-oldhatdo K,O-t (69,6 mg kg ') tartalmazé homokos talajon. A kisérletet
megel6z6 kultira szintén batata volt. Talajfert6tlenitést nem alkalmaztunk. A
batatadugvanyokat lapos, ikersoros rendszerben iiltettiik 2020. jinius 5-én. A sortavolsag
az ikersorok és a kétsoros blokkok kozott 0,4 m, illetve 0,8 m, a ndvénytavolsag 0,3 m
volt. Egy kétsoros ikersoros blokk 360 ndvénybdl allt. Minden alapkezelés (tragyazassal
vagy anélkiil) egy blokkra terjedt ki. A tragyazast a szokasos iizemi méretli technoldgiaval
végeztiik, a csepegtetd ontdozorendszerbe kaliumtulstilyos mitragyakomplexet adagolva. A
mitragyakijuttatds ideje alatt a tragyazatlan tertilet vizellatasa le volt zarva. A masodlagos
kezeléseket egyenként 120 novénynél alkalmaztuk. A kovetkezd vizsgalati csoportokat
alakitottuk ki: 1. kezelés (T1): a batatadugvanyok alaprészének 10 perces aztatasa a kevert
mikroorganizmus-szuszpenzioban iiltetés el6tt, liltetés a tragyazott egységbe. 2. kezelés
(T2): els6 kezeléssel megegyezd dugvanyeldkészités, iiltetés a nem tragyazott egységbe. 3.
kezelés (T3): els6 kezeléssel megegyez6 modon, a talaj kevert mikrobialis szuszpenzioval
novényenként 0,15 L-es térfogatban torténd tovabbi beoltasaval az iltetést kovetd 30.
napon. 4. kezelés (T4): 2. kezeléssel megeggyez6 moddon, a talaj kevert mikrobialis
szuszpenzioval torténd tovabbi beoltasaval a 3. kezelésnél leirtak szerint. 1. kontroll (K1):
nincs mikrobialis kezelés, liltetés a miitragyazott egységbe. 2. kontroll (K2): nincs
mikrobialis kezelés, iiltetés a nem miitragyazott egységbe. A gydkérgumokat 2020. oktober
20-an gyujtottiik be. A kezelések minden blokkjat négy részre osztottuk, igy virtualis
replikaciés parcellakat alkottak. Egy virtualis parcella Osszhozamat elosztottuk a
parcellankénti taléld ndvények szamaval (a betakaritds eldtt a novények egyenkénti
megszamlalasaval hataroztuk meg: kb. 30 novény parcellanként), igy megkaptuk a

novényenkénti atlagos hozamot.

3.13. Statisztikai elemzés

A kisérleti adatokbol statisztikai elemzés a Microsoft Excel 2013 és az SPSS for Windows
13.0 programok segitségével késziilt. Az in vitro kisérletek eredményeinek kiértékeléséhez
standard deviaciot (SD) szamoltunk, és Student-féle t-probat alkalmaztunk. A 2019-es
szabadfoldi kisérlet esetében az eredmények statisztikai elemzéséhez egyutas

varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. Az ANOVA altal szignifikdnsnak bizonyult
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adatok tekintetében az adatok atlagait az LSD-, valamint a Tukey-teszttel 5%-os és 1%-0s
valdszinliségi szinteken hasonlitottuk Ossze. Korreldciok szamitdsdhoz a kovetkezd
képletet alkalmaztuk: r’= ((nExy — (Zx)(Zy))/(V(n(Zx?) — (Zx)))-(V(n(Zy?) — (Zy)?)))?, ahol
X" az egyik, ,,y” a masik adathalmaz elemeit szimbolizélja, az ,,n” pedig az elemszamot

mutatja meg.
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4, Eredmények és megvitatasuk
4.1. A Trichoderma harzianum fajkomplexum biodiverzitasa mezdgazdasagi

¢l6helyeken

Osszesen 64, a Trichoderma harzianum fajkomplexumhoz tartozé tdrzset vizsgaltunk,
melybdl négy a jelen dolgozat munkaja soran keriilt izolalasra. A tovabbi 60 t6rzs korabbi
munkak ITS markerrel Trichoderma harzianum-ként meghatarozott torzsei (Nacimi és
mtsai., 2010; Kredics és mtsai., 2012). Az elemzésbe bevont torzsek Magyarorszagrol
(40,6%), Szerbia északi részérél (4,7%) és Iranbol (54,7%) szarmaztak. A
Magyarorszagrol ¢és Szerbidbol szarmazod mintakat az elemzésekkor egylitt kezeltiik
JMESz” (Magyarorszag-Eszak Szerbia) megnevezéssel. Ennek oka a szerb mintk
alacsony reprezentaltsaga, valamint a magyar és Szerb mintavételi pontok egymashoz valo
kozelsége. Ebbdl kifolyolag érdemes lehet biodiverzitasi kiilonbségeket keresni a teriiletek
kozott. A MESz  izolatumok paradicsom, karalabé, vajbab, &szi buza és répa
novénykultiurdk rizoszférajabol szarmaztak. Az Iranbdl szarmazd toérzsek mindegyike rizs
rizo- és filloszférajabol lett izolalva (Naeimi és mtsai., 2010).

Az eredetileg T. harzianum-ként meghatarozott torzsek csupan 30%-a tartozik az emlitett
fajhoz a tobblokuszos szekvenciaelemzés alapjan. A fennmaradd torzsek a T.
afroharzianum (20%), T. guizhouense (15%), T. simile (1,7%) és T. breve (1,7%) fajokhoz
tartoznak, valamint 19 (31,7%) torzs egy jol elhatarolt klaszterbe rendezdédik a tefla, rpb2
¢és szekvencidk alapjan generalt filogenetikai fan (5. abra). Feltehetéen egy korabban nem
ismert Trichoderma fajrol van szo6, ami a T. auriculariae fajjal all kdzeli rokonsagban. Az
ismeretlen faj minden torzse irani rizsfold talajmintaibol szarmazik, ami utalhat sziik
foldrajzi elterjedésre, vagy a ndvénykultirabol adédé mikrokornyezeti faktorokhoz tortént
adaptacidra. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy érdemes a mikrobiologiai talajoltd
készitményeket felhasznalasi teriiletiikhoz kozeli talajokbdl izoldlni. Az eredmények
alatamasztjak tovabba azt is, hogy az ITS-szekvencidk alapjan meghatarozott °T.
harzianum’ torzsek valoban egy fajkomplexum tagjai (Samuels és mtsai., 2002; Chaverri
¢és mtsai., 2003b; Druzhinina és mtsai., 2010), melyek k6zo6tt szamos, eddig még nem leirt
faj is lehet. Erre jo példak a kozelmultban megjelent kdzlemények is, melyekben négy 1;j
THSC-fajt irtak le Kindban (Gu és mtsai., 2020) és harmat Argentinaban (Barrera és
mtsai., 2021). Az is megerGsitést nyert, hogy a fajkomplexum fajainak megfeleld
meghatarozasahoz tobb 10kusz egyiittes vizsgalatara van sziikség (Mukherjee és mtsai.,

2013).
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5. abra Trichoderma harzianum fajkomplexumhoz tartozo torzsek Maximum Likelihood
filogenetikai elemzése konkatenalt tef7a és rpb2 szekvenciak alapjan. Az agak feletti

szdmok a bootstrap-értékek (csak a 90%-nal nagyobb értékek keriiltek feltiintetésre).

Az éltalunk generalt fan dbrazolt rokonsagi viszonyok nagyfoku hasonlésagot mutatnak a

Gu és munkatarsai (2020) altal generalt faval. Kiilonbséget talaltunk az irani és MESz

54



teriileteken megtalalhato fajok Gsszetételében is. A T. harzianum, T. afroharzianum és T.
guizhouense kimutathat6 volt mind az irani, mind a MESz teriiletek talajmintaibol, mig a
T. breve csak a MESz, a T. simile és az ismeretlen, még nem leirt Trichoderma faj pedig

csak az irani mintakbol kerult el6.

4.2. Mikroorganizmusok szelekcidja mezdgazdasagi felhasznalasra
4.2.1. Trichoderma torzsek jellemzése

A Trichoderma afroharzianum SZMC 25228 és SZMC 25231, T. ghanense SZMC 25217,
T. guizhouense SZMC 25242, T. harzianum SZMC 25220, T. virens SZMC 25235 és
SZMC 226592 torzseket mezdgazdasagi hasznosithatdosagukat célzd vizsgalatokba vontuk
be. A Trichoderma torzsek novényvédd szerekkel torténd kombinalt alkalmazasa egy
lehetséges stratégia az integralt novényvédelem keretein beliil, ezért megvizsgaltuk a
torzsek fungicidekkel és az amitraz rovardld szerrel Szembeni érzékenységét. A torzsek
nagy része a vizsgalt gombadld szerekkel szemben magas toleranciat mutatott (4.
tablazat). Egyes gombaellenes szerek MIC-értékei a legmagasabb vizsgalt, vagy ahhoz
kozeli koncentraciora estek (250 vagy 125 pg mL™). Az amitraz és a penkonazol néhany
Trichoderma torzsre, mig az imazalil a Trichoderma torzsek tobbségére Kkisebb
koncentraciokban alkalmazva is gatlo hatassal volt. Az imazalil MIC-értéke 15,625 pg mL’
! volt a T. guizhouense SZMC 25242, 7,8125 pg mL™ a T. afroharzianum SZMC 25228 és
SZMC 25231, és 3,9625 ug mL™ a T. virens SZMC 26592 és T. harzianum SZMC 25220
esetében. A T. ghanense SZMC 25217 és a T. virens SZMC 25235 torzsek mutattak a
legerdsebb tolerancidt a vizsgalt gombadld szerekkel szemben, még a leghatékonyabb

szert, az imazalilt is toleraltak 62,5 ug mL™ MIC-értékkel.

Az integralt novényvédelem (IPM, Integrated Pest Management) hossza utat tett meg a
szemlélet els6 megjelenése Ota. A koncepcid 0tvozi a bioldgiai €s kémiai védekezési
formakat a hatékonyabb és kornyezettudatosabb kartevdirtas érdekében (Stern és mtsai.,
1959). Azota az IPM egy széles korben hasznalt stratégia a modern mezdgazdasagban
(Jaiswal és mtsai., 2022). A szakirodalomban mar talalhato példa Trichoderma fajokkal
megvalositott integralt névényvédelemre példaul szamoca (Asad-Uz-Zaman és mitsai.,
2015) és lencse (Hannan és mtsai., 2012) esetében, valamint olyan ABC transzporterek

kifejezddését is kimutattak mar Trichoderma térzsben, aminek a megléte feltételezi a torzs
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IPM-ben torténd hasznalatat (Zhang ¢s mtsai., 2015). Az altalunk vizsgalt torzsek
fungicidekkel szembeni erés tolerancidja arra utal, hogy felhasznalhatéak lehetnek
gombadld szerekkel torténd egyiittes kezelések soran. Kiilondsen igaz ez a T. ghanense

SZMC 25217 és a T. virens SZMC 25235 torzsek esetében.

4. tablazat Tesztelt fungicidek Trichoderma torzsekkel szemben mutatott minimalis gatld
koncentracié (MIC) értékei (ng mL™)
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T. afroharzianum
250 250 125 7,8125 125 31,25 7,8125 31,25

SZMC 25228
T. afroharzianum
250 250 125 7,8125 125 31,25 7,8125 31,25
SZMC 25231
T. ghanense
250 125 250 62,5 625 250 625 125
SZMC 25217
T. guizhouense
250 250 250 7,8125 125 250 15,625 125
SZMC 25242
T. harzianum
250 250 625 250 31,25 625 3,9625 15,625
SZMC 25220
T. virens
250 250 125 250 125 125 625 62,5
SZMC 25235
T. virens
250 250 125 250 625 250 3,9625 7,8125
SZMC 26592

A torzseket teszteltiik harom nehézfémmel szemben mutatott tlirdképességiik tekintetében.
A legtobb torzs toleranciat mutatott a magasabb tesztelt koncentracioértékekkel szemben is
(5. tablazat). A T. harzianum SZMC 25220 torzs enyhe érzékenységet mutatott a cinkre,
rézre és a magas koncentracioban jelen 1év6 kadiumra. A T. afroharzianum SZMC 25228

torzs a kadmium magas koncentracioja esetén mutatott gyengébb ndvekedést.
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A mezbégazdasagi felhasznalas céljara izolalt mikroorganizmusok nehézfémekkel szemben
mutatott toleranciajanak vizsgalata szintén fontos szempont, mivel a ndvénytermesztésbe
bevont teriiletek nehézfém-szennyezettsége egyre magasabb szintet ér el (Li és mitsai.,
2019), ami befolyasolhatja a kijuttatott mikroorganizmusok talélését és hatasuk kifejtését.
Az integralt névényvédelem megvaldsithatosdgahoz is hasznos informaciot szolgaltatnak a
nehézfémekkel kapcsolatos vizsgalatok, mivel ravilagitanak a torzsek egylittes
hasznalhatosagara pl. rézalapi gombaolé szerekkel. Vizsgalataink soran az izolatumok
erds toleranciat mutattak a magas tesztelt koncentracioban jelen 1évé nehézfémekkel
szemben is, ami arra utal, hogy feltételezhetéen nehézfémekkel szennyezett teriileteken,
valamint rézalapu készitményekkel egyiitt is alkalmazhatok. A szakirodalmi adatok alapjan
az elmult évtizedekben a nehézfémtolerancia a talajokbdl izolalt Trichoderma torzsek
esetében emelkedd tendenciat mutat (Kredics és mtsai., 2003; Maldaner és mtsai., 2020).
Ennek valdszintsitheté oka a mikroorganizmusok alkalmazkoddsa a kornyezetben
megemelkedett mennyiségben jelen 1évé nehézfémekhez (Bruins és mtsai., 2000; Li és
mtsai., 2019). Ez a jelenség megkonnyiti a mikroorganizmusok nehézfémekkel szennyezett

teriletek kezelésére torténo szelektalasat.
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5. tablazat Trichoderma torzsek nehézfémekkel szemben mutatott érzékenysége

pgmL* pgmL*
Slgle|&[8 S o] [glalw 28 8o
| ©| m | ©

bt | A | | A | | A | | A | | A | | A |

ZN | A+ | 4+ | | b | b | b | e [ CA | | A | | A | | | At

T. afroharzianum bt | A | | A | | A | | A | | A | | A |
SZMC 25231 I = s IR = = o I P e I
Cu/| +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | 44+ | +++
bt | A | | A | | A |

et | bt | | b | | A | et | bt | | A | | A |

ZN |+ |+ | | A | | | e | Cd | A | A | | A | | |

T. guizhouense S o e ol S o o R S

SZMC 25242 FUPIPL [N [FIPUF IR U U

CU/| +++ | +4++ | +++ | 4+ | +++ | +++ | +4++

| | A | A | | |

| | A | A | | | e ol IR I e I I

ZN | 4 | 4 | | | | | e | Cd | A | A | | | | |

T. virens | | A | A | | | e ol IR I e I I

SZMC 25235 ot |t | | A | A | |

Cu/| +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +H+

| | A | A | | |

I I o o o e | | | A | | A |

ZN |+ | | At | | | [ e | Cd | | | | | A | b |

T, ghanense +++ | +++ | +++ | -+ | | | ++ +++ | +++ | 4+ | | |

SZMC 25217 UV (NI [P [FIFUR PRI [N

Cu| +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++

I B B I I

B s S I e R IS G + o B I e I R e I e s

ZN | +++ | A4+ | | | [+ |+ | Cd |+ + | | A | | |

T. afroharzianum R e e e R S I o oy A + + | | A | | A |
SZMC 25228 e+ | bt | A | A | A | A | A

CU | +++ | 4+ | +++ | +++ | +++ | +4++ | +++

e IR e I B R e R s

I B B I I el I S B I I I

ZN | +++ | A+ |t | b | b | | e | C | | A | | b | A | A |

T. virens e IR e I B R e R s HH+ | | | A | | |

SZMC 26592 e+ | At | A | A | A | A | A

Cu/| +++ | +++ | +++ | 4+ | +++ | +++ | +H+

I B B I I

e I I o B B I el S [ o o e

Zn| ++ | ++ |+ | | | A [ | C | | A | | | A | b |

T. harzianum R I T S B B I I | A | | A | A | |

SZMC 25220 U [RVUVES VI U PR I

CU| ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | +++

e I I o B B I

Zn: cink, Cu: réz, Cd: kadmium, +: gyenge ndveked¢s, ++: kdzepes ndvekedés, +++: erdteljes
novekedés és sporazas
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Megvizsgaltuk a torzsek Sostresszel szembeni toleranciajat is (6. abra). 7%-os NaCl
koncentracid mellett az Osszes vizsgalt torzs ndvekedése gatolt volt a NaCl-mentes
kontrollhoz képest, és 5%-os értéken is a telepatméré-novekedési ratajuk csak 4,78 mm
nap™, vagy kevesebb volt. A 3 és 5%-os sékoncentracio-értékek mellett a T. harzianum
SZMC 25220 torzs mutatta a legjobb novekedést 3,1 mm nap'l telepatméro-novekedési

rataval.

A kijuttatott mikroorganizmusok talélésének fontos szerepe van a kivant hatas elérésében,
ezért az abiotikus tényezOknek a kijuttatni kivant mikroorganizmus(ok)ra gyakorolt
hatasainak vizsgalata kiemelt fontossagu. Magyarorszagon nagy mennyiségben talalhato
magas soOtartalmu talajtipus (Szatmari és mtsai., 2020). A vizsgalt Trichoderma torzsek
tobbsége ugyan csokkent novekedéssel, de képes volt toleralni a magasabb vizsgalt
sokoncentraciokat is. A felsé koncentriciotartomanyban a legjobb novekedést a T.
harzianum SZMC 25220 és a két T. virens torzs mutatta, de a T. afroharzianum SZMC

25231 torzs is igéretesnek tlinik magas sotartalmu talajokon torténd alkalmazésra.
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6. abra Vizsgalt Trichoderma torzsek telepatméré-ndvekedésének NaCl-fliggése (atlagértékek + SD,
n=3)
A legtobb vizsgalt térzs novekedési optimuma 25 és 30 °C-ra teheté (7. abra). A T.
ghanense SZMC 25217 torzs 30 °C-on benétte a taptalaj teljes feliiletét a 72 oOras
inkubaciod végére, napi 23 mm-es telepatméré-novekedéssel. Ez a térzs 35 °C-on is 72 6ra
alatt képes volt bendni a teljes Petri-csészét, mig az Osszes tobbi torzs novekedési tliteme
sokkal lassabb volt ezen a hémérsékleten, raadasul a T. harzianum SZMC 25220 és a T.
virens SZMC 25235 torzsek novekedése le is allt. Csak a T. ghanense SZMC 25217 torzs

volt képes 40 °C-on novekedni.

Az elmult évtizedek globalis felmelegedésének (He és Silliman, 2019) kdszonhet6en a
mezdgazdasag szamara fejlesztett mikrobidlis talajoltd szereknek meg kell felelnilik a
hémérsekletvaltozasbol adodé kihivasoknak. Magyarorszagon ez a tendencia 1 °C-os €ves
atlagemelkedést eredményezett az elmult 30 évben, ami a nyari idészakban 2 °C-ra tehetd
(Sz¢é1 és mtsai., 2020; Hungarian Meteorological Service, 2019). A Trichoderma

nemzetség tagjainak nagy része mezofil (Kredics és mtsai., 2003), ami parhuzamba
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allithatd kisérleteink eredményeivel is, mivel a vizsgalt torzsek 25-30 °C-on mutattak

novekedési optimumot. Kivételt képzett ez aldl a T. ghanense SZMC 25217 torzs.
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7. abra Vizsgalt Trichoderma torzsek telepatméré-novekedésének homérsékletfiiggése
(atlagértékek + SD, n=3)

Valamennyi torzs jol nétt 5-6s pH-értéken, mig a legtobbjiik pH 6-on is (8. abra). Kivételt
képeztek a T. virens SZMC 25235, SZMC 26592 és T. ghanense SZMC 25217 torzsek,
amelyek pH 6-on lassabban novekedtek, valamint a T. harzianum SZMC 25220, aminek a
telepatmérd novekedése 6-0s pH-értéken csupan 3 mm volt naponta. Hetes pH-n az dsszes
torzs novekedése nagymértékben lecsokkent, mig a T. harzianum SZMC 25220 és a T.
afroharzianum SZMC 25228 torzsek novekedése le is allt. Nyolcas pH-értéken a
legerésebb novekedést a T. guizhouense SZMC 25242 torzs mutatta, aminek mértéke

mindossze 4,9 mm napi telepatméré-novekedés volt.

A talajok kémhatasa fontos, a mikroorganizmusok szaporodasat és novekedését

befolyasolo abiotikus paraméter. A magyar talajok tilnyomo tobbsége 5,5-0s és 8,5-6s pH-
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értékek kozt valtozik (Toth és mtsai., 2015), ezért vizsgalatainkat is ebben a tartomanyban
végeztiik. A Trichoderma torzsek 5-0s és 6-0S pH-értékeken néttek a legjobban, mig a
neutralis, illetve lagosabb pH viszonyok mellett erés novekedés-visszaesés volt
tapasztalhatd, ami megfelel a szakirodalomban leirtaknak (Kredics és mtsai., 2003; Kredics
¢és mtsai., 2004).
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8. abra Vizsgalt Trichoderma torzsek telepatméré-novekedésének pH-fiiggése (atlagértékek +
SD, n=3)

Vizsgaltuk az izolatumok celluléz-, xilan- és kitinbont6d, valamint foszformobilizalo
extracellularis enzimeinek aktivitasat (9. abra). A cellobiohidrolaz aktivitas értékei
minden esetben joval alacsonyabbak voltak, mint a tobbi enzim esetében. Azon torzsek
tobbsége, amelyek enzimaktivitasi csicsot mutattak az 6t vizsgalt enzim egyikénél, a tobbi
enzim tekintetében altalaban gyengébb értékeket mutattak. Példaul a T. harzianum SZMC
25220 PB-xilozidaz aktivitdsa az egyik legmagasabb volt, de nem volt cellobiohidrolaz

aktivitasa és a B-glikkozidaz és foszfataz aktivitasa is alacsonyabb volt a tobbi torzsénél.
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Masrészrél tobb torzs atlagos aktivitdst mutatott a legtobb vizsgalt enzimre, ami
elénydsebb lehet, mint egyetlen enzim magas aktivitdsa. Ebbdl a szempontbol a T.
ghanense SZMC 25217, a T. virens SZMC 25235 és a T. afroharzianum SZMC 25228
torzsek értékei voltak a legjobbak (9. abra). A T. ghanense SZMC 25217, a T.
guizhouense SZMC 25242 és a T. virens SZMC 25235 torzsek kiemelkedd B-glikkozidaz
aktivitast mutattak. A T. afroharzianum SZMC 25228 torzs kivételes volt az N-acetil-B-D-
gliikozaminiddz enzimaktivitas tekintetében 12 U mL™ feletti értékkel, ezt kdvette a T.
ghanense SZMC 25217 és a T. virens SZMC 26592 9,25 U mL" ¢és 8,34 U mL™
értekekkel. Az abiotikus streszfaktorok micéliumndvekedésre gyakorolt hatdsat is
figyelembe véve a T. ghanense SZMC 25217-es torzs bizonyult legjobbnak
szervesanyagbontd és foszformobilizal6d célok megvalositdsara. Az emlitett torzs 4 °C-on
nem mutatott novekedést, 15 °C-on viszont ndvekedésnek indult 58 mm nap'1
telepatméré-novekedéssel, ami arra utal, hogy lehetséges a kora tavaszi mezdgazdasagi

munkak soran torténd alkalmazasa.

A lignin a celluléz és a hemicellulozok mellett a ndvényi biomassza harmadik,
meghatarozo fontossagu, nehezen bonthatd, polimertermészetli Osszetevdje. A lignin
szerepe a novények sejtfalaban a szilarditas és merevités, ebbdl kifolydlag a lagyszara
novények kevesebb lignint tartalmaznak, mint a fasszaraak. A lagyszaraak lignintartalma
altalaban 5-10% kozott mozog (Tutt és Olt, 2011), mig fasszaraak esetében ez elérheti a
37%-ot (Rahman és mtsai., 2013). Mivel mi els0sorban kertészeti és szantofoldi kultirakat
céloztunk a készitmény fejlesztése soran, igy a cellulozbonté enzimek vizsgalatara

fokuszaltunk.

A Trichoderma torzsek jol ismertek nagy mennyiségli extracellularis enzim termelésére
valo képességiikrol (Anees és mtsai., 2010; Schuster és mtsai., 2010; Zafra és mtsai., 2015;
Strakowska €s mtsai., 2014). Enzimek termelésén keresztiil hozzdjarulnak a talajban
talalhatd novényi maradvanyok lebontasahoz, ami elésegiti a talaj tapanyagszintjének
fenntartasat. A szerves anyagok lebontasaval megakadalyozhatjdk a ndvényi korokozok
talélését is, amelyek egyébként a lebontatlan névényi maradvanyokon telelnének at
(Kubicek és Harman, 1998) A T. ghanense SZMC 25217 torzs magas enzimaktivitasa
miatt tokéletes jeldlt a szervesanyag-lebontd szerepkor betoltésére az dsszeallitani kivant

mikroorganizmus-keverékben.
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A T. ghanense faj leirasanak alapjaul szolgalo torzseket a tropusi éghajlati Ghanaban
izolaltak (Doi és mtsai., 1987). A magas homérsékleten (35-40 °C-on) torténé novekedés
képessége a tropusi kdrnyezetben szelekcios elony, klinikai szempontbdl viszont kockézati
tényez6. Kutatocsoportunk a kézelmultban részletes Osszefoglalast kozolt a Trichoderma
nemzetség klinikai jelentdségérdl, és az altaluk elsésorban immunszuprimalt betegekben
okozott opportunista fertézésekrél (Kredics és mtsai., 2021). Jelen allas szerint globalis
viszonylatban kevesebb, mint 100 diagnosztizalt human Trichoderma-fert6zés
(trichodermozis) ismert. A T. ghanense faj klinikai etiologiai agensként betdltott szerepére
a mai napig nincs adat a szakirodalomban. A T. ghanense a nemzetség Longibrachiatum
kladjaba tartozik, ahova egyébként a klinikai szempontbol leginkdbb relevans T.
longibrachiatum faj is. Az altalunk Osszeallitott talajoltd készitmény folyadékfazisa, és a
talajba kell juttatni, igy a humdénegészségiigyi kockazatok minimalizaldsa érdekében
felhaszndl6i szinten a hagyomanyos vegyszerek haszndlata sordn megszokott
elévigyazatossagi intézkedések betartdsa elegendd. A gyartds soran viszont, ahol
felmeriilhet a szilard fazisu fermentacioval eléallitott Trichoderma konidiumok

belélegzésének kockazata, fokozott Ovintézkedések betartisa sziikséges.

40.000
35.000 I

30.000

25.000 i
20.000

050 ] ' I
| | 11 |

10.000

Enzimaktivitas (U ml?)

\\&i\ A *
‘0 \\0 ’ < Q A-
4 <°

m Cellobiohidroldaz m B-Gliikozidaz B-Xilozidaz Foszfatdz m N-acetil-B-D-gliikézaminidaz

9. abra Tesztelt Trichoderma torzsek extracellularis enzimek termelésére vald képessége (atlag

értekek + SD, n=3)
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Az in vitro konfrontacios tesztek soran a Trichoderma torzsek tobbsége erds antagonista
képességet mutatott a Colletotrichum gloeosporioides SZMC 16086 és az A. solani SZMC
6241J ellen (10. abra). A S. sclerotiorum SZMC 6250] torzs toleralta a legtobb
Trichoderma torzs jelenlétét, kivéve a T. harzianum SZMC 25220 és a T. virens SZMC
26592 torzseket. A T. afroharzianum SZMC 25231 torzs bizonyult a legjobbnak
biokontroll célok megvaldsitasara, mivel magasabb vizsgalt pH-értékek (7-es és 8-as pH)
¢s NaCl-koncentracié (7% mellett is) mellett is novekedni volt képes. Az emlitett torzs 4
°C-on nem mutatott novekedést, 15 °C-on viszont ndvekedésnek indult 6,3 mm nap™
telepatméré-ndvekedéssel, ami arra utal, hogy lehetséges a kora tavaszi mezdgazdasagi

munkak soran torténd alkalmazasa.

Az in vitro antagonizmus-vizsgalatokba bevont ndvénypatogén gombakat szakirodalmi
adatok alapjan valasztottuk ki. Szamos F. solani torzset izolaltak gyokérrothadas altal
érintett batatarél (Yang és mtsai., 2018), fehérrothadas tiineteit mutatd ndvényekbdl pedig
a S. sclerotiorum-ot sikeriilt korabban kimutatni (Xiong és mtsai., 2021). A palantazas
céljabol tarolt batatatovek rothadasat okozhatja a B. cinerea (Kihurani ¢s mtsai., 1991), az
A. solani felelés lehet levél- és szarrothadasért (Ndamage ¢és mtsai., 1997), a
Colletotrichum fajok pedig antraknozist okozhatnak (Dania és mtsai., 2022). A BCI-
értekeket tovabbi, a batita korokozodjaként nem ismert fonalasgombékkal szemben is
meghataroztuk, hogy megvizsgaljuk a kivalasztott torzsek mas ndvények korokozoi ellen
torténd alkalmazasanak lehetdségét. A F. graminearum és F. culmorum gyakran okoz
problémat buiza, arpa és egyéb gabonafélék korében (Walter és mtsai., 2010), a G. graminis
buza és rizs, a P. cucurbitacearum pedig tokfélék betegségét okozza leggyakrabban (Babu
¢és mtsai., 2015).

Szamos  Trichoderma  torzs antagonista  tulajdonsagokkal rendelkezik  mas
fonalasgombakkal szemben (Anees és mtsai., 2010; Mukherjee és mtsai., 2012; Sood és
mtsai., 2020; Quecine és mtsai., 2008). Erdemes megjegyezni, hogy a szakirodalom
korrelaciot emlit bizonyos mikroorganizmusok kitinbontd enzimaktivitasai és antifungalis
tulajdonsagai kozott (Chernin et al., 1995; Aktuganov et al., 2003). A Trichoderma térzsek
vizsgélata soran mi nem talaltunk ilyen korrelaciot, mivel a torzsek biokontrol indexei és
N-acetil-B-D-gliikozaminidaz aktivitasuk R? értéke csupan 0,28-0s volt. Az erés in vitro

antagonista képességet mutatd T. afroharzianum SZMC 25231 torzs kivalasztasaban az is
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szerepet jatszott, hogy szakirodalmi adatok is aldtdmasztjadk a faj antifungalis
tulajdonsagait (Zhao és mtsai., 2021; Pimentel és mtsai., 2022), valamint mikoparazita
képességét is leirtak korabban (Wu és mtsai., 2022). Itt fontos megjegyezni, hogy Pfordt és
munkatarsai (2020) tanulmanya alapjan a T. afroharzianum bizonyos torzsei képesek
problémat okozni kukoricatermesztésben, ami a csovek rothadasaban nyilvanult meg. A
tanulmany az altalunk végzett szelekcio és szabadfoldi kisérletek kivitelezése utan jelent
meg, melynek hatasara elvégeztiik az altalunk szelektalt T. afroharzianum torzs, a faj
tipustorzse, és négy fert6zott kukoricardl szarmazo T. afroharzianum izolatum (Pfordt és
munkatarsai 2020) tef]a szekvencidk alapjan torténd dsszehasonlito elemzését. Az altalunk
szelektalt T. afroharzianum torzs feflo szekvenciaja alapjan teljes egyezést mutat a faj
tipustorzsével, a névénypatogén izolatumoktol pedig harom nukleotidban eltér (11. abra).
A patogén torzsekétdl eltérd genotipus ellenére a T. afroharzianum SZMC 25217 torzset
tartalmazo talajoltod készitmény alkalmazasa esetén kockdzatelemzést sziikséges végezni. A
készitmény alkalmazasa kukoricafoldek kozelségében nem javasolt. Az informacid
birtokaban érdemes lesz a jovoben feliilvizsgalni és sziikség esetén lecserélni az érintett
torzset egy esetleges piaci készitményben. Vizsgaltuk a T. afroharzianum SZMC 25231 és
T. ghanense SZMC 25217 torzsek sziderofor-termelését, de egyik vizsgalt Trichoderma
torzs esetében sem tapasztaltuk sem a hidroxamat-tipusti, sem a katekol-tipusu

szideroforok jelenlétére jellemzd feltisztulasi zona megjelenését CAS taptalajon.
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10. abra A tesztelt Trichoderma torzsek in vitro biokontroll index (BCI) értékei a vizsgalt ndvénypatogén fonalas gombak ellen

(atlagértékek + SD, n=3)
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11. abra Kukoricakartevo T. afroharzianum torzsek (MT793726,
MT793727, MT793728, MT793729) tefla szekvenciakon alapuld

Osszehasonlito elemzése a tipustorzzsel (FJ463301) és az altalunk

szelektalt T. afroharzianum SZMC 25217 torzzsel (OP970251).

4.2.2. Antagonista és nitrogénkoto baktériumtorzsek kivalasztdsa

Tizenharom Bacillus torzset izolaltunk biokontroll célbol kiilonbozé mezdgazdasagi
tertiletekrél  gylijtott  talajmintdkbol a magyar-szerb hatarvidékrél. Az  izolatumok
azonositasa a gyrA gén egy fragmentumdnak PCR-amplifikélast kovetd
szekvenciameghatarozasaval és -elemzésével tortént. Az in vitro antagonizmustesztek
soran a novénykorokozoként ismert gombafajok torzseitdl a legnagyobb tavolsagot és azok
legkisebb telepsugarat eredményezd baktériumtorzset valasztottuk ki. A leghatékonyabb
torzs a Bacillus velezensis SZMC 24986 volt (13. abra). Vizsgaltuk a torzs abiotikus
streszfaktorokkal szembeni ellendlld képességét is. NOvekedésének hdmérsékleti
optimuma 25 °C-ra esett, valamint képes volt névekedni 5-8-as pH-értékek kozott, a torzs
altal toleralt legmagasabb NaCl-koncentracio pedig 3% volt. A B. velezensis SZMC 24986
torzs esetében foszformobilizald képességet mutattunk ki Pikovskaya taptalajon. A

feltisztulasi zoéna mérete 4,67 + 0,84 mm volt. Szideroforok termelésére is képesnek
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bizonyult a torzs: CAS taptalajon 13,63 + 2,23 mm atmérdji feltisztulasi zonat

tapasztaltunk (12. abra).

12. abra B. velezensis SZMC 24986 torzs altal produkalt
feltisztulasi/szinvaltozasi zona Pikovskaya (A) és CAS (B)

taptalajokon.

A B. velezensis SZMC 24986 torzs igéretes In Vitro antagonizmust mutatott az Osszes
vizsgalt, novényi korokozoként ismert gombaval szemben. A torzs foszformobilizald
képessége a novények tapanyagellatasat javithatja (Timofeeva ¢és mtsai., 2022),
szideroforok termelésére valdo képessége pedig az antagonista tulajdonsagat erdsitheti
(Sood és mtsai., 2020). A faj antibakterialis és gombaellenes hatasait korabban mar leirtak
(Yan és mtsai., 2021; Zhang ¢és mtsai., 2021; Lim és mtsai., 2017), ami alatamasztja, hogy

miért esett erre a torzse a valasztdsunk masodik biokontroll komponensként.
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13. abra Bacillus torzsek in vitro antagonizmusa a névénypatogénként ismert fonalasgombafajok torzseivel

szemben. (A): A vizsgalt gombak telepsugara a biokontroll-jeldlt Bacillus térzsek jelenlétében. (B): A

gomba ¢és a Bacillus telepek kozotti tavolsag (atlagértékek + SD, n=3)
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Husz feltehetden N,-koté baktériumtorzset izolaltunk. Az izolatumok azonositisa PCR
technikdn alapulé szekvencia analizissel tortént a 16S RNS gén egy fragmentumanak
elemzésén keresztiil. Az Arthrobacter globiformis SZMC 25081 képezte a legnagyobb
telepet nitrogénforras-mentes taptalajon (6. tablazat). Ez a torzs széles pH tartomanyban
(5-8) ¢és 3%-0s NaCl koncentracid6 mellett is képes volt novekedni. Novekedésének
hémérsékleti optimuma 25 °C-on volt. Foszformobilizald képességet nem tapasztaltunk

Pikovskaya taptalajon és sziderofor-termelést sem CAS taptalajon.

6. tablazat Vizsgalt baktériumtorzsek novekedése nitrogénmentes taptalajon.

Faj SZMC* szam  Novekedés mértéke
Arthrobacter globiformis SZMC 25080 +
Arthrobacter globiformis SZMC 25081 +++

Variovorax paradoxus SZMC 25084 ++
Nocardia sp. SZMC 25085 +
Peribacillus simplex SZMC 25093 +
Mycobacterium sp. SZMC 25094 ++
Agrobacterium tumefaciens SZMC 25098 ++
Rhodococcus sp. SZMC 25100
Rhodococcus sp. SZMC 25101
Arthrobacter oryzae SZMC 25102 ++
Williamsia limnetica SZMC 25103 +
Paenarthrobacter sp. SZMC 25106
Streptomyces sp. SZMC 25107
Variovorax paradoxus NBRC 151 SZMC 25108 ++
Rhodococcus erythropolis SZMC 25110 +
Priestia sp. SZMC 25116 +
Pseudarthrobacter sp. SZMC 25117 +
Rhodococcus sp. SZMC 25124 +
Olivibacter soli SZMC 25125 +
Priestia megaterium SZMC 25126 +

+++: jelentds novekedés

*Szegedi Mikrobiologiai Torzsgyiijtemény, +: gyenge novekedés, ++: kdzepes novekedés,
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A nitrogénkotd baktériumok fontos szerepet toltenek be a talajban, ezért a
tobbkomponensti talajoltoszerek fontos részévé valtak (Bhattacharjee és mtsai., 2008). Az
szakirodalombol ismert bizonyos Arthrobacter toérzsek nitrogénmegkoté képessége
(Sellstedt és mtsai., 2013). A kivalasztott A. globiformis SZMC 25081 térzs a tobbi

jelolthoz képest igéretes ndvekedést mutatott nitrogénmentes taptalajon.

4.2 3. Bakteriumtorzsek indol-3-ecetsavtermelése és stressztirése

Korabbi vizsgalatok soran korrelaciot talaltak a mikroorganizmusok IAA-termelése és a
novényi novekedést eldsegitd képességiik kozott (Khan és mtsai., 2020), ezért egy IAA-
termelé  torzset is terveztliink kivalasztani ndvényndvekedés-serkentd  célok
megvalositasara. Zhumakayev és munkatarsai (2022) vizsgalatai alapjan a P. resinovorans
SZMC 25870 és SZMC 25872 torzsek IAA-termelése szignifikansan nagyobb volt a tobbi
vizsgalt torzshoz képest (p < 0,05, Student-féle t-teszt) (14. abra). A P. resinovorans
SZMC 25872 tenyészet feliiluszojaban az IAA-koncentracio triptofdn hidnyaban 0,027 ng
mL™ volt, ami a legmagasabbnak bizonyult a vizsgalt glifozattolerans
baktériumizolatumok kozott, ezért keriilt ez a torzs kivalasztasra a talajoltd készitmény

tagjaként novényndvekedés serkentésére.

A Pseudomonas nemzetség [IAA-termelése jol ismert (Khare és mtsai., 2010; Kuklinsky-
Sobral és mtsai., 2004; Dimkpa és mtsai., 2012) és szamos torzset Sedum alfredii és
Arabidopsis thaliana névényeken is teszteltek igéretes eredményekkel (Chen és mitsai.,
2017; Adhikari és mtsai., 2021).
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14. abra Feltehetéen novényndvekedést serkentd mikroorganizmusok HPLC-modszerrel

mért indol-3-ecetsav (IAA) termelése (atlagértékek + SD)

Zhumakayev ¢és munkatarsai (2022) tesztelték a P. resinovorans SZMC 25872 torzs
stressztényezOkkel szembeni tolerancidjat. A torzs szdmara kedvezd pH a semleges és
enyhén lagos, 7,00 és 8,36 kozotti tartomanyba esett. Az abiotikus tényezdkkel szembeni
toleranciara vonatkoz6 vizsgalatok kimutattdk, hogy az SZMC 25872 torzs akar 6,3 g Lt
NaCl jelenlétét és 125 g L™ PEG (-0,22 MPa) altal eléidézett ozmotikus stresszt is képes
elviselni, ami lehetdvé teheti ennek a toérzsnek a felhaszndldsat szarazabb koriilmények
kozott is. A peszticidérzékenységi vizsgalatok az SZMC 25872 tolerancidjat mutattak ki a
vizsgalt peszticidek tobbségével szemben 25 ug mL'l-ig. A novényvedo szerek kozil csak
a fungicidek, példaul a maneb és a mankozeb gatoltak a torzset a legalacsonyabb vizsgalt
koncentracioban (6,25 ng mL™), mig az etoxiszulfuron gyomirtoszerbél legfeljebb 12,5 pg
mL™-t, a kaptam, tiram és zineb szerekbdl legfeljebb 6,25 pg mL™ -t toleralt (7. tablazat).

Vizsgaltuk a P. resinovorans SZMC 25872 torzs vaskelatold vegyiiletek termelésére valod
képességét is. A torzs sziderofor-pozitivnak bizonyult CAS taptalajon, 12,34 + 0,94 mm

atmérdju feltisztulasi zonat produkalva (15. abra).
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15. abra P. resinovorans SZMC 25872 torzs altal produkalt

feltisztulasi zona CAS téptalajon.

Csakugy, mint korabban a Trichoderma torzseknél, a kivalasztott P. resinovorans SZMC
25872 torzs esetében is a kiilonbozo tipusu mezdgazdasagi peszticidekkel szembeni
tolerancidjat vizsgalo tesztek eredményei arra utalnak, hogy az IPM keretein beliill kémiai
novényvédo szerekkel kombinalhato. A P. entomophila fajrol példaul mar korabban

leirtdk, hogy hasznéalhat6 az integralt novnyvédelem keretein beliil (Ruiu, 2015).

7. tablazat A Pseudomonas resinovorans SZMC 25872 torzs altal toleralt
legmagasabb peszticidkoncentraciok

Mezogazdasagi Legmagasabb toleralt koncentracio
szerek/hatéanyagok ng mL™*
Gyomirtok
Benszulfuron-metil >25
Klorotoluron >25
Klorprofam >25
Klérszulfuron >25
Cinoszulfuron >25
Diuron >25
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7. Téblazat folytatasa

Mezégazdasagi Legmagasabb toleralt koncentracio
szerek/hatéanyagok ng mL™*
Dimetaklor >25
Fenuron >25
Etoxiszulfuron 12,5
Glifozat >25
Glifozat (Glialka Star) >25
Izoproturon >25
Linuron >25
MCPA >25
Primiszulfuron-metil >25
Profam >25
Triaszulfuron >25
2,4-D >25
Gombaellenes szerek
Kaptan 6,25
Karbendazim >25
Karboxin >25
Fenarimol >25
Flutriafol >25
Imazalil >25
Mankozeb <6,25
Maneb <6,25
Penkonazol >25
Tebukonazol >25
Tiabendazol >25
Tiram 6,25
Tiofanat-metil >25
Zineb 12,5
Rovarélo szer
Diflubenzuron >25
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A P. resinovorans SZMC 25872 teljes genomszekvenciajanak Osszeallitisa soran 46
scaffold és 49 kontig keletkezett. A teljes genom 99,57%-at sikeriilt Osszeilleszteni
mindodsszesen 0,7%-o0s kontaminacioval. Az Osszeillesztett szekvencia 5,8 Mb méretli és
5332 gént tartalmaz, melybdl 5195 fehérjekodold gén. Megtalalhato koztiik a triptofan
oldallanc-oxidaz (tso) és az aldehid-dehidrogenaz (aldA), valamint a pqgB, pqqC és pqgE

gének, melyek novényndvekedés-serkentési szepontbol lehetnek fontosak.

Vizsgalataink soran kideriilt, hogy a Pseudomonas resinovorans SZMC 25872 torzs
genomja tartalmazza az aldA, tso és pqgB, pqqC és paqE géneket. Az aldA és tso géneknek
az IAA termelésére vald képességben van fontos szerepe: a bakteridlis IAA termelés egyik
utvonala az emlitett két gén kozbenjarasaval valosul meg (16. abra) (McClerklin és mtsai.,
2018). A pqgB, pqqC és pqgE gének szerepe a foszformobilizacioban rejlik (Bhanja és
mtsai., 2021). A foszformobilizald6 mikroorganizmusok névénynovekedésre gyakorolt
hatéasa ismert a szakirodalombdl (Nassal és mtsai., 2018). A P. resinovorans SZMC 25872
torzs sziderofor-termelését korabban Zhumakayev és munkatarsai (2022) is kimutattak. Az
eredmények, és a tény, hogy burgonyandvények novekedését Zhumakayev és munkatarsai
(2022) korabbi munkajaban kis mértékben serkentette a P. resinovorans SZMC 25872
torzs, alatdmasztjdk az izoldtum hasznalhatosagat novényndvekedést serkentd

komponensként.
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16. abra Bakterialis indolecetsav-termelési utvonalak, melyekben piros korokkel kiemelt a
P. resinovorans SZMC 25872 torzsben kimutatott triptofan oldallanc oxidaz (TSO) és
aldehid dehidrogenaz (ALD). Triptofan 2-monooxigenaz (TMO), indolacetamid hidrolaz
(IAH), indol piruvat dekarboxilaz (IPDC), triptofan (Trp), indol-3-acetaldoxim (IAOXx),
indol-3-acetonitril (IAN), indol-3-acetamid (IAM), indol-3-piruvat (IPyA), triptamin
(TAM), indolacetaldehid (IAAIld), indolecetsav (IAA) (McClerklin és mtsai., 2018).

4.3. Mikroorganizmusok kivalasztasa talajolto készitmény

osszeallitasahoz

Az Osszegyljtott adatok alapjan a T. ghanense SZMC 25217 torzset a magas
enzimaktivitasi értékek, kiilonosen a cellulozbontdé enzimek miatt valasztottuk ki. A T.
afroharzianum SZMC 25231 torzs a novénykorokozoként ismert gombafajok torzseivel
szembeni jo in Vitro antagonista képessége alapjan keriilt a készitménybe biokontroll célok
megvalositasara. Mindkét kivalasztott Trichoderma torzs tolerdlja a vizsgalt
gombadldszerek jelenlétét, ami arra utal, hogy az integralt novényvédelem (IPM) keretein
beliil peszticidekkel kombinalva is alkalmazhatok lehetnek. A B. velezensis SZMC 24986
szintén a vizsgalt ndvénykorokozo fonalasgombakkal szemben mutatott hatékony in vitro
antagonizmusa miatt keriilt a készitménybe. A B. velezensis SZMC 24986 torzs

kivalasztasaban fontos szerepet jatszottak a kivalasztott Trichoderma torzsekkel szemben
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mutatott alacsony biokontroll index értékek is: A T. afroharzianum torzzsel szemben 23,89
+ 3,17, a T. ghanense torzzsel szemben pedig 22,36 + 8,35 értékeket kaptunk, a B.
velezensis SZMC 24986 tehat nem gatolja egyik kivalasztott Trichoderma térzset sem. Az
A. globiformis SZMC 25081 torzs mutatta a leger6sebb novekedést nitrogénmentes
taptalajon, ami feltételezhetden nitrogénkdtésre utal, ezért ezt a torzset a talaj nitrogénnel
torténd dusitasanak céljabol valasztottuk ki. A P. resinovorans SZMC 25872 IAA-
termelése potencidlisan a novények novekedésének eldsegitését eredményezheti. A
Kivalasztott mikroorganizmusok tenyészeteit az Anyagok és Modszerek 3.10. fejezetében

leirtak szerint készitettiik eld a terepi kisérletekhez.

4.4. Az 6sszeallitott mikroorganizmus-kozosség hatasa

batatatermesztésben

Az elsé szant6foldi kisérletben, 2019-ben a kiilonboz6 kezelések atlagos hozamaban nem
volt szignifikdns kiillonbség ANOVA analizissel szamolva, az LSD-analizis azonban
szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) mutatott a 2. kezelés (aztatott dugvanyok + masodik
kezelés) és a kezeletlen kontroll kozott (17. abra). A mikrobialis kezelések pozitiv hatast
fejtettek ki a novényenként mért gyokérgumo-tomegre, ami 431-543 g kozott alakult, mig
ez az érték a kontroll esetében 352 g volt. A talaj mikroorganizmus-keverékkel torténd
ismételt kezelése 5 héttel az iiltetést kdvetden az aztatott dugvanyok esetében ndvelte a
termést, ezzel a kisérletben a legnagyobb termésmennyiséget (542,5 g) kaptuk. Egy
hektarra vonatkoztatva a terméshozamban 4,9-11,9 tonnna kiilonbséget kapunk a kezelt és

a kontroll csoportok kozatt.
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17. abra A mikrobialis kezelés hatasa a 2019-es szentesi édesburgonya tarozogyokér-
hozamara és az atlagos gumoéméretre. Az oszlopokban szerepld adatok feletti azonos betiik
nem jelentenek szignifikéans kiilonbséget (p > 0,05) (atlagértékek = SD) az LSD teszt *
vagy a Tukey teszt alapjan **. T1: masodlagos dugvanyok aztatasa az 9sszedllitott
mikroorganizmus-szuszpenzioban; T2: ugyanaz, mint a T1, a talaj kevert
mikroorganizmus-szuszpenzioval tortént tovabbi beoltasaval az iiltetéstdl szamitott 34.
napon; T3: a talaj beoltasa a kevert mikroorganizmus-szuszpenzidval a sorok kozelében,
tiltetés el6tt; T4: ugyanaz, mint a T3, a talaj kevert mikroorganizmus-szuszpenzioval

tortént tovabbi beoltdsaval az iiltetéstdl szamitott 34. napon.

A legnagyobb atlagos gyokérgumo-méretet abban az esetben értiik el, ahol a bedztatott
dugvanyok az iiltetést kovetd 34. napon ismétld kezelést is kaptak a készitménybdl. A 329
g gyokérgumotdomeg szignifikansan magasabb volt az Gsszes tobbi kezelés, valamint a

kontroll eredményeihez képest (251-286 Q).

A masodik szant6foldi kisérletben, 2020-ban a legjobb eredményeket a kettds kezelések
(T3 ¢és T4, alap + masodik kezelés) érték el, ezt kovették az alapkezelések (T1 és T2) (18.
abra). Az eredmények a tragyazott parcellakon jobbak voltak, mint a megfeleld, nem
tragyazott parcelldkon. Figyelemre méltd, hogy mindkét mikrobidlis kezelés a nem

mitragyazott blokkban (T2 és T4, 313 g, illetve 397 g) nagyobb termésmennyiséget
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eredményezett, mint a gazdasagban alkalmazott, hagyomanyos technoldgiat képviseld
miitragyazott kontroll (1. Kontroll) (278 g). Egy hektarra vonatkoztatva a kezelt (17,4-28,8
tonna ha %) és a kontroll (11,4-15,4 tonna ha ') novények kozotti kiilonbség 6,0 és 13,4

tonna kozott alakulna.
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18. abra A mikrobialis kezelés hatasa az édesburgonya tarologyokér-hozamara
ndvényenként az asotthalmi kisérletben 2020-ban. T1: édesburgonya-dugvanyok aztatasa
mikroorganizmus-szuszpenzioban a miitragyazott egységbe iiltetés elott; T2: ugyanaz a
dugvany-elokészités, mint a T1-ben, a nem tragyazott egységbe lltetéssel; T3: ugyanaz,
mint a T1, a talaj tovabbi beoltasaval az iiltetést6l szamitott 30. napon; T4: ugyanaz, mint a
T2, a talaj tovabbi beoltasaval az iiltetéstdl szdmitott 30. napon; 1. kontroll: nincs
mikrobialis kezelés, liltetés a miitragyazott egységbe; 2. kontroll: nincs mikrobialis

kezelés, iiltetés a nem tragyazott egységbe.

A batata megnovekedett terméshozamat négy PGP torzs (Klebsiella sp. UPMSP9, Erwinia
sp. UPMSP10, Azospirillum brasilense SP7, Bacillus sphaericus UPMBI10) esetében is
kimutattdk korabban. Ezekben a kisérletekben a dugvanyok szintén éaztatva voltak a
baktériumszuszpenzidkban, amit utokezelés kovetett egy honappal az iiltetés utdn (Yasmin

és mtsai.,, 2020). A legjobb eredmény Klebsiella esetében mutatkozott mérsékelt N-
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ellatottsag esetén, ami a sziikséges mitragyahasznalat csokkenthetdségére utal. Az iiltetés
utan nyolc nappal a talaj kiilonb6zé Azotobacter torzsekkel (Azotobacter sp. IBCB10 és A.
vinelandii IBCB15) tortén6 beoltdsa hozzajarult a nitrogénalapi  miitragya
felhasznalasanak csokkenthet6ségéhez (Luna és mtsai., 2020). Az Azospirillum brasilense
(TI-Sp-7, ATCC 35629) szuszpenzidjanak talajba juttatasa 2, 4 és 6 héttel az iiltetés utan
novelte a terméshozamot, kiilondsen, ha mérsékelt nitrogénutanpdtlads mellett alkalmaztak
(Mortley ¢és mtsai., 1990). A magasabb terméshozamok alacsonyabb lombhozamokkal
jartak, ami arra utal, hogy az oltéanyag fokozhatja a gyokérzet novekedését a lombozat
novekedésének rovasara. A 2019-es kisérletiinkben a terméshozamot hektarra
vonatkoztatva a T1-T4 kezeléseknél 29,5, 33,9, 28,1 és 26,9; a kontrollnal pedig 22,0
tonnas eredményeket kaptunk. A masodik szant6foldi kisérletben, 2020-ban az azonos
kezelésekehez tartozo hozam 18,9, 17,4, 28,8 és 22,1 tonna volt, valamint 11,4 és 15,4
tonna a kontrollok esetében. Az azonos kezelésekkel (pl.: T1 vs. T2, T2 vs. T4, Kontroll
vs. Kontroll 2 2019-ben, illetve 2020-ban) elért jelentds terméskiilonbségeket elsGsorban a
talaj gyengébb tadpanyagtartalma okozhatta. Tovéabbi lehetséges ok az eltérd termésév €s
Ontozési stratégia is lehetett. A mikroorganizmus-keverékkel végzett kezelések azonban
homokos talajon jobbnak bizonyultak mind a miitragyamentes, mind a mitragyaval kezelt
kontrollhoz képest. Bar a magyar és eurdpai batatatermésrél nem allnak rendelkezésre
atfogod hivatalos adatok 2019-re és 2020-ra vonatkozoéan, a FAOSTAT korabbi adataival
(https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL) és a magyar integratoroktol (Fehér, 2016)

szarmazo adatokkal lehetséges az Osszehasonlitds. Gorogorszagban, Olaszorszagban,
Portugéliaban ¢és Spanyolorszagban (az egyediili orszagok, amelyeket a FAOSTAT
regisztralt Eurdpdban batatatermesztésre) 2017-ben 24 ¢és 29 tonna kozott alakult az

atlagtermés, mig ez Magyarorszagon 18-25 tonna hektaronként.

Ha oOsszevetjilk a két év adatait, megfigyelhetd, hogy a legmagasabb ndvényenkénti
terméshozamaranyt homokos talajon lehetett elérni miitragyazas nélkiil. A termés a kezelt
csoportok esetében 1,53-1,94-szerese volt a kontroll csoportnak. A miitragyazott homokos
talajon az aranyok valamivel alacsonyabbak voltak (1,22-1,87-szer magasabbak a
kontrollnal). A miitragyazas nélkiili kemény talajon a nodvekedési aranyok szintén
alacsonyabbak voltak, 1,34-1,54-szer nagyobbak, mint a kontroll. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a miitragyazas vagy a talaj magasabb alaptapanyag-szintje csdkkentheti a

mikrobidlis kezelés hatékonysagat.
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S. Osszefoglalas

Vizsgalataink végeredményeként egy mikrobidlis kozosséget allitottunk Ossze ¢és
teszteltink batata kezelésére, amely két gomba- (T. ghanense SZMC 25217, T.
afroharzianum SZMC 25231) és harom baktériumtorzsbol (B. velezensis SZMC 24986, A.
globiformis SZMC 25081, P. resinovorans SZMC 25872) all. A torzsek a Magyarorszag-
Szerbia hatarvidék mezdégazdasagi talajaibol keriiltek izolalasra, répa, batata, paradicsom
és paprika novénykultirakbol. Osszesen 7 Trichoderma és 39 baktériumtorzs izolaldsara

keriilt sor, melyeket molekularis biologiai markerek segitségével azonositottunk.

Az izolalt Trichoderma torzsek tovabbi 60, korabban T. harzianum fajként azonositott
mezOgazdasagi izolatummal k6zOsen a nemzetség biodiverzitasara vonatkozo vizsgalatba
lettek bevonva. Kiilonds hangsulyt fektettink a THSC fajaira, melyek kozott a
mezdgazdasdg szamara hasznos mikroorganizmusok mellett gombahazi kartevok és
klinikai izolatumok is eléfordulnak (Kredics és mtsai., 2021). Eredményeink alapjan a 60,
ITS-szekvenciak alapjan korabban T. harzianum fajként azonositott izolatumbol és a 4
altalunk izolalt, THSC-hez tartozd torzsbdl csupan 30%-a tartozik valdjaban ehhez a
fajhoz. A tobbi izolatum a T. afroharzianum, T. simile, T. guizhouense és T. breve fajok
torzsei. Mindemellett irani mintakbol nagy szamban keriiltek eld ismeretlen, eddig még le
nem irt Trichoderma fajt reprezentald izolatumok, melyek a filogenetikai fan egy
klaszterbe rendezddtek. Feltehetden 0j fajrol van sz, melynek leirdsa tovabbi vizsgalat
targyat képezi. A tefla- és rpb2-szekvenciak alapjan generalt filogenetikai fa nagymértékii
hasonlosadgot mutat egy korabbi munkéaban ko6zo6lt eredményekkel (Gu és mtsai., 2020).
Alatamasztottuk tovabba, hogy a THSC fajainak megfelel6 azonositasdhoz tobb genetikai
markerszekvencia egylittes elemzése sziikséges (Mukherjee és mtsai., 2013). Adataink arra
is ramutatnak, hogy az egyes teriiletekrél izolalt térzsek faji megoszlasa eltérd, ami fizikali
izolaltsagukra, vagy a novénykultarabol addéddé mikrokornyezeti kiilonbségekkel

magyarazhato.

Az azonositas utan a torzseket ugy valasztottuk ki, hogy szintetikus kdzosség formajaban
szdmos elvarasnak (ndvényi korokozok elleni bioldgiai védekezés, ndvények
novekedésének eldsegitése IAA-termelés révén, tapanyagfeltirds foszformobilizacion,
nitrogénfixalason ¢és poliszacharid-lebontason keresztiil) megfeleljenek. A Trichoderma
ghanense SZMC 25217 torzset extracellularis enzimaktivitasai alapjan poliszacharidok

biologiai lebontasara és a foszfor mobilizalasara valasztottuk ki. Itt érdemes megemliteni,
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hogy a kitint lebonté enzimaktivitds szdmos mikroorganizmus biokontroll aktivitasaval
korrelalhat (Chernin és mtsai., 1995; Aktuganov és mtsai., 2003). Vizsgalatainkban ilyen
korrelaciét nem tapasztaltunk, mivel a Trichoderma torzsek biokontroll indexei és
kitinbontd eznimaktivitdsai kozott csupan 0,28-0s R? értéket kaptunk. A Trichoderma
afroharzianum SZMC 25231 torzs pedig ndvénykorokozo fonalasgombak elleni bioldgiai
védekezésre lett szelektalva. A THSC-be tartoz6 T. afroharzianum SZMC 25231 torzs
igéretes in vitro antagonizmust mutatott a novényi korokozoként ismert gombafajok
torzseivel szemben. A Bacillus velezensis SZMC 24986 torzs gatolta a legjobban a 9
vizsgalt, névénykorokozoként ismert gombafaj legtobb torzsét, valamint szideroforok
termelésére is képes, ezért biokontroll céllal ez a mikroorganizmus is kivalasztasra kertilt.
A Bacillus velezensis SZMC 24986 hatékony biokontroll tulajdonsagai mellett
foszformobilizald képességet is mutatott. A nitrogénmentes taptalajon a leggyorsabb
novekedést mutatdo Arthrobacter globiformis SZMC 25081 torzset pedig potencialis
nitrogénkotd képességgel rendelkez6 komponensként valasztottuk ki. A Pseudomonas
resinovorans SZMC 25872 torzset azért valasztottuk, mert képes IAA-t termelni és
foszfort mobilizalni, amit a teljes genom szekvencia elemzése soran kimutatott aldA, tso és
pPqgB, pqqC, pgqE gének jelenléte tdmaszt ald. Novénynovekedés serkentd tulajdonsagat
az IAA termelésre valdo képessége mellett, novényndvekedés serkentési adatok is
alatamasztjak (Zhumakayev és mtsai., 2021), sziderofor-termeld képessége révén pedig

hatékony kompeticios partnere is lehet mas mikroorganizmusoknak a talajban.

Teszteltik a kivalasztott torzsek pH- és hémérsékletfiiggését, valamint sostresszel és
fungicidekkel szembeni toleranciajat. Az emlitett hatdsok nagymértékben befolyasolhatjak
a kijuttatott mikroorganizmusok mezdgazdasadgi kornyezetben vald tulélését. A T.
ghanense SZMC 25217 torzs 35-40 °C-on is ndvekedést mutatott, ami hozzajarulhat a
mikroorganizmus nyari, meleg idészakban torténé hasznalatahoz is. A T. afroharzianum
SZMC 25231 torzs magasabb pH-értéken is volt képes ndvekedni, ami hozzéjarulhat a
tuléléséhez lugos kémhatast talajok esetében is. Az IPM egy széles korben hasznalt
stratégia a modern mezégazdasagban (Jaiswal és mtsai., 2022). A kivalasztott T. ghanense
SZMC 25217, T. afroharzianum SZMC 25231 és P. resinovorans SZMC 25872 tdrzsek
kiilonb6z6 tipustt mezdgazdasagi peszticidekkel szembeni tolerancidjat vizsgélod tesztek
eredményei arra utalnak, hogy az IPM keretein belill kémiai ndvényvédd szerekkel
kombinalhatok. A kivalasztott torzseket batata kezelésére hasznaltuk szantofoldi

kisérletekben, két egymast koveté évben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kezelt
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novények atlagos gyokérgumo-mérete és az egy ndvényre jutd termésmennyiség a
mitragyaval nem kezelt és mitragyazott kontrollokhoz képest egyarant magasabb a kezelt
csoportok esetében. Abban az esetben, ahol a batata dugvanyait a készitményben aztattuk
és késobb utokezelést is kapott, az atlagos guméméret €s a novényenkénti termés is
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kezeletlen kontroll esetében. Kidertilt tovabba, hogy
a batatatermesztés kemény ¢€s laza talajon is hatékonyan kivitelezhetd. Eltekintve attol,
hogy kiilonb6z6 évek adatair6l van szo, kemény talajon, miitragyazas nélkiil is magasabb
terméshozamot értlink el, mint a csepegtetd rendszerrel tragydzott laza talajon. Ennek
egyik lehetséges oka a talaj magas természetes tapanyagtartalma, amely igy jobban
tdmogatja a novények fejlddését, mint a homoktalaj. Masik magyarazata lehet a

mikroorganizmusok magasabb aktivitdsa a kemény talaj koriilményei kozott.

Tudomasunk szerint ez az elsé beszdmold egy gombakat és baktériumokat egyarant
tartalmazé  készitmény Dbatatatermesztésben tortént sikeres alkalmazasarol. A
termésnovekedési adatok arra utalnak, hogy a szintetikus mikroorganizmus-kozosségek

alkalmazdsa igéretes stratégia a batdta hatékony bioldgiai termesztésére.
A dolgozat legfontosabb eredményei a kovetkezok:

- A Magyarorszag-Szerbia hatarvidék mezdgazdasagi talajaibol 7 Trichoderma és
39 baktériumtdrzs izoldlasara és molekularis markerekkel torténd azonositasara
kertilt sor.

- 64 mezdgazdasagi mintabol 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 valdoban 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 kukoricakartevoként leirt T.
afroharzianum torzsekétol.

- Adatokat gytijtottiink az izolalt mikroorganizmusok abiotikus stresszfaktorokkal

szemben mutatott ellenallo képességérol.
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Felmértiik az izolalt Trichoderma torzsek cellulézbontd és foszformobilizald
enzimaktivitasait, novénypatogén fonalas gombdakkal szemben mutatott
biokontroll képességeit és sziderofor-termelését.

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

A P. resinovorans SZMC 25872 torzs teljes genomszekvencidjanak elemzésével
kimutattuk az aldA és tso géneket, melyeknek az IAA termelésében, illetve a
pggB, paqC 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 talajoltd
készitmény Osszeallitdsdnak céljara.

Els6ként  teszteltink  tobbkomponensti ~ mikrobioldgiai  készitményt
batatatermesztésben, ami két egymast kovetd évben egyarant pozitiv hatast
eredményezett.

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

As a result of our research, we assembled and tested a microbial community for the
treatment of sweet potatoes, 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). 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 there are also mushroom
pests and clinical isolates within it (Kredics et al., 2021). 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 are strains of the species T.
afroharzianum, T. simile, T. guizhouense and T. breve. In addition, a high number of
isolates belonging to a yet undescribed Trichoderma species were found in Iranian
samples. The description of this new species will be the subject of further investigations.
The phylogenetic tree generated based on zef7o and rpb2 sequences shows a high degree of
similarity with the one published by Gu et al. (2020). 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 species (Mukherjee et al., 2013). Our data
also show that the composition of the species isolated from each area is different. This may
be caused by their physical isolation or microenvironmental differences resulting from the

plant culture.

After identification, strains were selected to meet a set of expectations - biological
protection against plant pathogens, promotion of plant growth through indole acetic acid
(IAA) production, nutrient exploration through phosphorus mobilization, nitrogen fixation
and polysaccharide degradation) in the form of 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. The chitin-degrading enzyme activity can be correlated with the biocontrol
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activity of many microorganisms (Chernin et al., 1995; Aktuganov et al., 2003). 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
strains of fungal species known as plant pathogens. Bacillus velezensis SZMC 24986 was
the best to inhibit most strains of the 9 investigated fungal species known as plant
pathogens and is also capable of producing siderophores, therefore, this microorganism
was also selected for biocontrol purposes. In addition to its effective biocontrol properties,
the Bacillus velezensis SZMC 24986 also showed phosphorus mobilization capability.
Arthrobacter globiformis SZMC 25081 shows the fastest growth on nitrogen-free medium,
which was selected as a component with potential nitrogen-fixing capacity. Pseudomonas
resinovorans SZMC 25872 was chosen because it can produce indole-3-acetic acid (1IAA),
which is supported by the aldA, tso and pqgB, pgqC, pqgE genes detected during the
analysis of its whole genome sequence. In addition to its ability to produce IAA, its plant
growth stimulating properties are also supported by plant growth stimulating data
(Zhumakayev et al., 2021), 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 the microorganism even in
soils with higher temperature. T. afroharzianum SZMC 25231 was able to grow at higher,
7 and 8 pH value, which may contribute to its survival even in alkaline soils. Integrated
pest management (IPM) is a widely used strategy in modern agriculture (Jaiswal et al.,
2022). 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
plant protection agents within the framework of IPM.

The selected strains were used for sweet potato treatment in field experiments, in 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
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planting and later received 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 belongs 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 Iranian samples.

- We showed that the T. afroharzianum SZMC 25231 strain we selected has a
tefla 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
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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 pqgB, pqqC 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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