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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,4-DAPG - 2,4-diacetilfloroglucinol

4-NF - 4-nitrofenol

ABS - abszcizinsav

BamC - bacillomicint kddol6 gén

CAS - kromazurol-szulfonsav

fenB - fengicint kodolo gén

gyrA - DNS-giraz o alegység

IES - indolecetsav

ISR - induced systemic resistance (indukalt szisztémas rezisztencia)

ITS - internal transcribed spacer (koztes atirodé elvalasztod régio)

MEA - malt extract agar (malatakivonat agar)

ML - maximum likelihood (legnagyobb valosziniiség)

mycA - mikoszubtilint kodol6 gén

NCBI - National Center for Biotechnology Information

PC - Principal component (fékomponens)

PCA - Principal component analysis (fokomponens-analizis)

PCR - polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PDA - potato dextrose agar (burgonyadextr6z agar)

PGPF - plant growth promoting fungi (ndvényndvekedést serkentd gombak)
PGPM - plant growth promoting microorganisms (ndvénynovekedést serkentd
mikroorganizmusok)

PGPR - plant growth promoting rhizobacteria (ndvényndvekedést serkentd rizobaktériumok)
PSB - pszeudobaktin

rpb2 - RNS polimeraz II legnagyobb és masodik legnagyobb alegysége
rpoB - RNS polimeraz béta alegysége

SEM - scanning electron microscope (pasztazo elektronmikroszkop)

sfp - szurfaktint kodold gén

SZMC - Szeged Microbiological Collection (Szegedi Mikrobiologiai Torzsgyiijtemény)
TAE - tris-ecetsav-dinatrium EDTA

tef 1-a - transzlacios elongacios faktor 1-a gén

tub2 - B-tubulin



2. BEVEZETES

Az armillarioid gombak (ideértve az Armillaria nemzetséget és a kozeli rokon
Desarmillaria fajokat) a gyokérkorhadast okozo ndvénypatogén gombak kozé tartoznak.
A nemzetség jelenleg vilagszerte tobb mint 40 hivatalosan leirt fajt tartalmaz, amelyek tobb
mint 500 fafajt tdmadhatnak meg, tobbek kozott a természetes erdok fait, fatermesztésre
szolgalod faiiltetvényeket, gylimolcsosoket, szolotiltetvényeket, parkok és kertek fait, sulyos
gazdasagi veszteségeket okozva. Az Armillaria fajok tobbsége fakultativ nekrotrof: az
Armillaria eldszor kolonizalja és késébb elpusztitja az €16 fak gyokérkambiumat és a fa
elpusztitdsa soran lebontja a novényi sejtfalak 0Osszes biopolimer-alapi komponensét.
A fertdzott, pusztuld fak koriil alkalmanként nagyobb kiterjedésben termdtestek jelennek meg,
amelyek nagy tomegben bazidiospordkat hoznak létre. A fertdzott fakbol kindvo, zsindrszerd,
fekete rizomorfak tovabb terjeszkedve rafonddnak és behatolnak a szomszédos fak gyokereibe,
illetve a gyokérnyaki részen bejutnak a kéreg ala. Itt el6szor egy, a novényi szévetekhez
hifdkkal kapcsolédd fehér micéliumlemez jelenik meg, ami aztan lapos rizomorfak
kialakitasaval terjed tovabb a fakéreg alatt. A kiilsé tiinetek a korona gyériilése, a levelek/tlik
hullasa, a gyokfo6 megvastagodasa ¢és a fokozott gyantakivalasztas. Eurdpaban eddig ot
Armillaria (A. borealis, A. cepistipes, A. mellea, A. ostoyae, A. gallica) és két Desarmillaria
fajt (D. tabescens, D. ectypa) azonositottak. Az A. cepistipes, A. borealis és az A. ostoyae fajok
legfoképpen a tllevelii erdokben dominalnak, mig a tolgy és lombhullatd fafajok esetében az

A. mellea, D. tabescens és az A. gallica a legelterjedtebbek.

Az armillarioid gombak kartételével szembeni védekezés nehezen kivitelezhetd, mert a
korokozo a talajban 1évo fas maradvanyokban évtizedekig képes életben maradni. A bevezetett
kémiai védekezési stratégidk évtizedek Ota a korlatozott szdmu rendelkezésre all6 gombadld
szerre tdmaszkodnak. Az erddkben ¢s gyiimolcsosokben jelenleg alkalmazott gombadld szerek
alacsony hatékonysaguak, és nem elegendéek az Armillaria altal okozott gyokérkorhadasi
folyamat megel6zésére, kezelésére. A nagyobb hatékonysagu alternativ gombadlé szerek (pl. a
karbendazim, hexakonazol, a propikonazol és a tetrakonazol) a kdrnyezetre gyakorolt negativ
hatasaik miatt korlatozottan alkalmazhatoak. Ezért egyre nagyobb sziikség van az 1j, alternativ
biologiai védekezési modszerckre az Armillaria okozta fertézések és a nagyobb mértéki

erdorészek pusztulasanak megakadalyozasara.

A ndvény rizoszférajaban €¢16 mikroorganizmusok fontos szerepet jatszanak a novények
¢letképességében, novekedésében és egészségi dallapotdban. A mikroorganizmusok a

novénynovekedés serkentését kozvetleniil a tapanyagok mobilizalasaval, illetve fitohormon-

6



termelés utjan, kozvetve pedig a novényi patogének elleni, hatékony védekezés eredményeként
idézik el6. A nodvényndvekedést serkentd rizobaktériumok (plant growth promoting
rhizobacteria-PGPR) (Bacillus, Pseudomonas) és gombak (plant growth promoting fungi-
PGPF) (Trichoderma, Chaetomium), pozitiv bioeffektor hatasi agensként a hagyomanyos
peszticidek vonzo alternativdjanak tekinthetok a novényi betegségek kezelésére. Ismertek
ugyanis a novénynovekedést serkentd mikroorganizmusok (plant growth promoting
microorganisms - PGPM) kiilonb6z6 hatdsmechanizmusai, amelyek révén képesek hatékonyan
visszaszoritani a mikrobidlis ndvénypatogéneket. Ilyen példaul a szisztémds rezisztencia
indukcidja (induced systemic resistance-ISR) a novényekben, antimikrobialis hatast
vegyliletek termelése, illetve a tapanyagokért €s ezaltal kozvetve a helyért folytatott hatékony

kompeticio.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az Armillaria nemzetség jellemzése

Az Armillaria fajok a Basidiomycota torzs Agaricales rendjén beliil a Physalacriaceae
csaladba tartoznak (Baumgartner és mtsai., 2011). Két faj nemrégiben 01j rendszertani besorolast
kapott, miszerint az Armillaria nemzetségbdl az j Desarmillaria nemzetségbe kertilt (Koch és
mtsai., 2017). Europaban hét Armillaria / Desarmillaria faj el6fordulasa ismert, ezek az A.
mellea (Vahl: Fr) Kumm., A. ostoyae (Romagn) Herink., az A. gallica Marxm. és Romagn., az
A. borealis Marxm. Korhonen., az A. cepistipes Velen., a D. tabescens (A. tabescens) (Scop.:Fr)
Emel. és a D. ectypa (A. ectypa) (Fr.) Lamoure (Guillaumin és mtsai., 1993; Heinzelmann és
mtsai., 2019; Koch és mtsai., 2017; Sierra és mtsai., 1999).

Az Armillaria nemzetség fajai szaprofita életmodot folytatnak, hozzajarulva az erdei
Okoszisztémak szerves anyagainak lebomldsahoz. Ugyanakkor, ha a kornyezeti feltételek
kedvezOek a fertdzés szamadra, ezek a fajok koérokozova valhatnak. Ezzel szemben mas, a
nemzetségbe tartozd gombafajok elsddleges novényi korokozok (Coetzee és mtsai., 2018). Az
Armillaria fajok a tengerszintt6l a magas hegyvidékekig megtalalhatok kiilonb6zé tipusu
talajokban (Guillaumin és mtsai., 1993). Nagyfoku kornyezeti feltételekhez valé alkalmazkodo
képességgel rendelkeznek, ami evolucios eldnyt jelenthet szamukra a klimavaltozashoz és az
1j gazdanovényekhez valo alkalmazkodasban (Labbé és mtsai., 2017). A nemzetség mindegyik
faja megtalalhaté a természetes és mesterséges Okoszisztémakban, ahol kiilonb6z6 elpusztult
faanyagokon (példaul gyokerek, tuskok, hulladékok) szaprotrof életméddot folytatnak és,
képesek lebontani a lignint, fehér rothadast eredményezve (Cruickshank és mtsai., 1997). Az
Armillaria fajok a hatékony terjedéshez tobb stratégiat alkalmaznak, rovidtavon rizomorfakon
¢és gyokérkapcsolatokon keresztiil terjednek, hossz(i tavon bazidiosporak segitségével
(Baumgartner és Rizzo, 2001). A rizomorfak az Armillaria fajokra jellemzd, explorativ
képzédmények, amelyeket sotét, melanizalt sejtek rétege vesz koriil. Elfoglaljak a kornyezd
talajt, 0j taplalékforrasokat érnek el és kolonizalnak, ami javitja a szélsdséges kornyezeti
koriilmények kozott torténd talélés esélyeit (Koch és mtsai., 2017). Ezek a struktarak koriilbeliil
1 métert novekednek évente, tobb irdnyban egyszerre, €s fajtol fliggden akar 4 mm-es atmérdjiik

is lehet (Sipos és mtsai., 2018).

Az opportunista patogén fajok — mint példaul az A. gallica — kiilonsen siirli rizomorf-
hal6zatokat képesek kialakitani mind természetes, mind iiltetett erdokben, szemben az
els6dleges patogén fajokkal (A. mellea), amelyek kevesebb rizomorfat termelnek (Guillaumin
¢s mtsai., 1993; Travadon és mtsai., 2012). A rizomorfakat a terjedés mellett a zord kdrnyezeti
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crer

versenyelonyt biztosithat (Koch és mtsai., 2017). A rizomorfak mellett a gydkerek kozvetlen
¢rintkezése is lehetové teszi, hogy a fertézott gyokerekben jelen 1évé gombamicélium
megfertézze a szomszédos fak egészséges gyokereit (Lung-Escarmant és Guyon, 2004;

Rishbeth, 1985) (1. 4bra).

A hosszabb tavu terjedés feltételezhetOen az ivaros bazidiosporakon keresztiil torténik, bar
szerepiikk az Armillaria életciklusaban még mindig nem teljesen tisztazott (Baumgartner és
mtsai., 2011). Az Armillaria fajok altal okozott fert6zés els6 szakasza a gomba megtapadasa a
novényen. Ugy vélik, hogy a gazdanovény felszinén torténé megtapadast a rizomorfak altal

termelt anyag segiti eld (Powell és Rayner, 1983; Yafetto és mtsai., 2009).

Epifita
rizomorfa

Kambium gyilkos
Foto: Prof. Igor Pavlov

Gyokér és torzs korhadas
Foté: Prof. Igor Pavlov

Rizomorfak
(gyakori)

1. abra. Az Armillaria fajok életciklusanak sematikus abrazolasa (Champramary, 2024).

A fapusztulas eldtt a kolonizacié a korona elhalasahoz, az alsé torzs deformalodasahoz,
gyantas gyokérsériilésekhez €s a legtobb fafaj esetében a ndvekedési intenzitas csokkenéséhez
vezethet. Az Armillaria a fas szovetek kolonizacioja soran elészor a fak gyokérkambiumaban
jelenik meg, aztan a micéliumok behatolnak a szar bels6 szoveteibe (parazita fazis) (Guillaumin
és Legrand, 2005), és az ¢l6 fa elpusztuldsa és szoveteinek elhaldsa utan lebontja a novényi
sejtfalak Osszes biopolimer jellegii komponensét, beleértve a lignint, a hemicellulozt, a cellulozt
¢s a pektint is (szaprofita fazis) (Travadon és mtsai.,, 2012). A termdtestek nagy szamban
megjelennek a fertézott novények kornyezetében is. Az ebbdl fejlédd, zsinorszerii fekete

rizomorfak kdrbefonjak és behatolnak a fak gyokereibe, valamint a gyokérnyaki részen a kéreg
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ala jutnak. A kéreg alatt el6szor fehér, legyez6 formaju micéliumlemez jelenik meg, majd lapos
rizomorfak alakulnak ki (1. dbra). A fa szovetében a micélium extracellularis enzimeket valaszt
ki, és a fa tapanyagait és vizét hasznositja, ami a fa novekedésének csokkenéséhez és
pusztulasahoz vezet. Az Armillaria fajok mas megjelenési formaihoz képest a
micéliumlegyezdk génexpresszids profilja mutatja a ndvényi sejtfalbontd enzimek legszélesebb
kort el6fordulasat (Sipos és mtsai., 2018). A kiilso tiinetek a korona gyériilése, a levelek

hullésa, a gyokfd megvastagodasa és a fokozott gyantakivalasztas (Kedves és mtsai., 2021a).

Az A. gallica szaprofitaként vagy opportunista patogénként ismert, valtozo
virulenciaval. Néhany izolatum ritkén 1déz el betegséget, mig masok jelentds karokat okoznak.
Az A. gallica fert6zése kisebb valosziniiséggel pusztitja el az egészséges fakat, azonban
masodlagos patogénként képes megdlni azokat, amelyeket mar hajlamositd tényezdk vagy egy
elsédleges betegség legyengitett. Ez a faj kevésbé hatékony a fa természetes ellenallasaval

szemben, és nehezen hatol be az ép kéregbe (Rishbeth, 1985; Kedves és mtsai., 2021).

Az északi féltekén az Armillaria nemzetség legjelentésebb és legagresszivebb
els6édleges patogén faja az A. mellea széles gazdaspektrummal, mintegy 500 gazdafajjal.
Szamos lombhullatdé és o6rokzold keményfan, példaul tolgy vagy bilikk esetében sulyos
karosodast okoz (Guillaumin €és mtsai., 1991; Marcais €s Caél, 2006; Rishbeth, 1985; Sierra és
mtsai., 1999). Képes az egészséges fakat kolonizalni, és a legnagyobb karokat okozo Armillaria
faj, amely képes athatolni a fa ép, egészséges kérgén is (Rishbeth, 1985). Az A. mellea évente
10-40%-os veszteséget okozott a sz616 (Vitis vinifera) termésében Kaliforniaban (Baumgartner,
2004).

Az A. ostoyae-t elsddleges patogénnek tartjak, amely gazdaspecificitast mutat (Morrison
¢s Pellow, 2002; Rishbeth, 1985), és komoly kérokat képes okozni elsdsorban tlileveli
erdokben (Guillaumin és mtsai., 1993; Robene-Soustrade és mtsai., 1992; Travadon és mtsai.,
2012). Ezt a fajt masodlagos patogénként is azonositottak lombosfakon is, bar kevésbé virulens
modon. Az A. ostoyae képes egészséges fakat kolonizalni, amikor a gazda szoveteinek ellenallo
képessége alacsony, és valosziniileg fenydfakrol kertil at, miel6tt mas lombos fdkat megfertdz
(Rishbeth, 1985). Amint a betegség kialakul, agresszivan terjed a talajban 1év6 rizomorfak
segitségével, bar a rizomorfak jelenléte valtozé (Morrison és Pellow, 2002; Rishbeth, 1985;
Wargo és Carey, 2001). El6fordulhat, hogy akar 500 m-re is eljut a betegség fert6zés
kdzpontjatol. A populacidszerkezet jellegzetesen klondlis reproduktiv stratégiat mutat, és sok
fertdzott teriileten egy vagy néhany genotipus fertéz meg akar teljes erddszekciokat is

(Baumgartner és mtsai., 2011; Dettman €s van der Kamp, 2001).
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Az A. cepistipes szaprotrof és kevésbé patogén faj, amely lombhullatd és tileveld
erdokben egyarant eldfordul (Guillaumin és mtsai., 1993). Az A. cepistipes elterjedésének
¢szaki hatara az északi sarkkor, mig a déli hatara Gordgorszagban talalhaté (Guillaumin és
mtsai., 1993; Tsopelas, 1999). Valosziniileg a leggyakoribb Armillaria faj Kozép-Eur6paban
hasonlit az A. gallica-hoz, amely azonban gyakrabban fordul elé alacsony tengerszint feletti

magassagban (Legrand és mtsai., 1996).
3.2. Az Armillaria fajok elleni védekezés

A patogén Armillaria fajok altal okozott stilyos gazdasagi és 6kologiai karok hatékony
védekezési stratégiakat igényelnek. A kartételiikkel szembeni védekezés nehezen kivitelezhetd,
mert a korokozo a talajban maradt fas maradvanyokban évtizedekig képes életben maradni
(Reaves ¢és mtsai.,, 1993; Redfern, 1973). Az 1970-es évektdl szamos kémiai fungicid
hatékonysagat vizsgaltak az Armillaria elleni védekezésre kiilonboz6 természetes erdei
Okoszisztémakban, valamint novénytermesztési rendszerekben. A kutatasok tobbsége a
mez6gazdasagi novények fertézésének megel6zésére dsszpontositott, és mivel az Armillaria
inokuluma a f61d alatti gyokérmaradvanyokban 1évé micéliumbol szarmazik, a legtobb vizsgalt
védekezéEsi stratégia a talaj fertOtlenitésére iranyult. A talajfertétlenitést jellemzéen nagy értékii
novények (pl. borszold, did) telepitése elott alkalmazzak a talajban terjedd kartevok és
betegségek lekiizdésére olyan vegyszerrel, amely az alkalmazas soran illékony gazza alakul
(Baumgartner és mtsai., 2011). Filip és Roth (1977) hatékonyan pusztitottak el a fertézott
amerikai sargafeny6 (Pinus ponderosa) tuskoiban el6fordulo A. mellea-t metil-bromiddal,
vorlex-el (hatdéanyagai: 1,3-diklor-propan, metil-izocianat), klorpikrinnel, szén-diszulfiddal és
vapam-mal (hatéanyaga: metam-natrium) végzett in situ fert6tlenitéssel, A. ostoyae-val
szemben viszont nem volt hatdsos a kezelés. Adaskaveg és munkatarsai (1999) a talaj
fertdtlenitését natrium-tetratiokarbonattal végezték, amely szén-diszulfid gézra bomlik, illetve
a demetildciés  inhibitor = propikonazol fungiciddel kezeltek  &szibarack-  és
mandulaiiltetvényeket. Megfigyelték, hogy az Armillaria-t a talajban csak akkor tudjak
elpusztitani, ha az iltetés eldtt és utan is kezelik a talajt natrium-tetratiokarbonattal, viszont
ebben az esetben a mandulafak mortalitasa szignifikdnsan megndvekedett a fitotoxicitds miatt,
és a kezelés még igy sem pusztitotta el teljesen a ndvények masodlagos és harmadlagos
gyokereiben a gombat. A propikonazol gatolta a burgonyadextr6z agaron (potato dextrose agar-
PDA) novesztett A. mellea micéliumndvekedését, valamint alkalmazasa 7-8 éves mandulafakon

sikeresen csOkkentette a fertdzott fak mortalitasat. A szén-diszulfid azonban csak szarazabb
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talajokon hatésos, €s a szereket legalabb 60 cm mélyen kell a talajba fecskendezni, a kezelés
pedig legjobb esetben is csak a gocok szamat csokkenti, a betegséget nem sziinteti meg. Ezen
szerek hasznalata az Armillaria korokozok elpusztitasara a kezelt teriileteken azonban nagyon
koltséges és munkaigényes, valamint egészségiigyi kockdzatot is jelent a munkasok és
gazdalkodok, valamint az egyéb ndvények és allatok szdmara (Fox, 2003; Robinson és Smith,
2001). Az Armillaria elleni leghatasosabb fertotlenitdszer, a metil-bromid végiil betiltasra

keriilt, mivel kiilondsen kéaros az 6zonrétegre (Baumgartner, Coetzee, és Hoffmeister 2011).

Az Armillaria ellen specifikus Armillatox nevii fenolos készitmény, amely
hatdéanyagként 48% krezilsavat tartalmaz, 1971-ben keriilt el6szor forgalomba. A szer magas
koncentracioban (40000-60000 ppm) képes volt az Armillaria novekedésének gatlasara
laboratoriumi koriilmények kozott (Rahman, 1978). Pawsey és Rahman (1976) szabadfoldi
kisérletekben kimutattak, hogy bar ez a készitmény sok rizomorfat elpusztitott konnyii
szerkezetl talajokban, nehezebb talajokon kevésbé volt hatékony, és észreveheten karositotta
egyes fafajok gyokereit. Hasonld krezilsav-fenol keveréket (Bray's Emulsion) is forgalomba
hoztak. West és Fox (2002) szabadfoldi és cserepes kisérletek soran kimutattak, hogy egyik
fenolos fungicid sem csokkentette a fertdzés eléfordulasat, a Bray-emulzid tovabba megnovelte
a gyokérkolonizacié mértékét 5 cm mélységben, ami arra utal, hogy az Armillaria egyes fenolos
fungicidekkel torténé stimulalasa kontraproduktiv lehet. Az Armillaria micéliuma talélte a
gombadld szer kezdeti alkalmazasat, mivel a fa belsejében a gombadldszertdl védett volt,
valamint a kés6bbiekben a fenolos fungicid serkentette az Armillaria novekedését. Ezenkiviil
szamos olyan talajlakdo mikroorganizmus elpusztulhat a fenolos kezelés kovetkeztében,
amelyek az Armillaria-val szemben antagonistak lehetnek, tovabb ndvelve a gomba

kolonizacios esélyeit.

Amellett, hogy a rendelkezésre allo vegyszerek nem tudjék teljes mértékben elpusztitani
az Armillaria micéliumot a talajban, a talajfert6tlenités tovabbi hatranya, hogy veszélyes az
emberekre, novényekre €és az allatokra. Tovabba, a fertdtlenités utan a novények ujratelepitése
sziikséges, €s a termdérettség elérése tobb évbe telik (példaul did esetében). Emiatt a fertdzés
utani szerek alkalmazasat vizsgaltak, amelyekkel csokkenthetik a termésveszteséget. Az egyik
vizsgalt fungicidcsoport a demetilacidés inhibitorok. Gohet és munkatarsai (1991) a
ciprokonazol in vitro hatékonysagat bizonyitottak malatakivonat-agaron (malt extract agar —
MEA) az A. mellea ellen. Ugyanennek a fungicidnek a hatékonysagat allapitottak meg
Thomidis és Exadaktylou (2012) Macedonidban és Gorogorszagban talalhatd alma-, dio- €s

kivililtetvényeken végzett terepi kisérletek soran. Egyéb szterol bioszintézist gatld szerekrdl,
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mint példaul a hexakonazolrdl, a propikonazolrdl és a tetrakonazolr6l szintén megallapitottak,
hogy hatékony gombadlészer az Armillaria fajok ellen sz4l6- és barackiiltetvényeken
(Adaskaveg és mtsai., 1999; Aguin és mtsai.,, 2006). A vegyszerekkel szemben mutatott
érzékenység mértéke figg a kezelt Armillaria fajtol. Az A. mellea az Armillaria nemzetség

vegyszerekkel szemben legellendllobb fajanak bizonyult (Fox, 2003).

A rendelkezésre allo, altalanosan elérhetd fungicidek tobbsége nem kontrollalja
jelentésen az Armillaria fajokat (West és Fox, 2002). Az Armillaria korokozok €16 gazdabol
torténd kiirtasa alacsony hatékonysagu, mivel nem sikeriil kozvetleniil a fertézott gyokerekre
juttatni a gombadldszert. A kémiai gombadlo szerek vizsgalata soran rajottek, hogy hasznalatuk
a természetes ¢€s iiltetett fas ¢ldhelyeken nem megfeleld stratégia, mivel a vegyszereknek tobb
negativ hatasuk van, mint pozitiv, ezért egyre nagyobb sziikség van az 1j, alternativ védekezési

modszerekre az Armillaria gyokérrothadas elleni kiizdelemben (Kedves és mtsai., 2021a).
3.3. Biologiai védekezés mikroorganizmusokkal

A novénynovekedést eldsegitdé mikroorganizmusok (PGPM) magukba foglaljak a
novényndvekedeést eldsegitdé rizobaktériumokat (PGPR) és a novényndvekedést eldsegitd
gombakat (PGPF). A PGPM-ek aktivan kolonizaljak a novények gyokereit, feltételezhetdéen az
0sszes novényfajjal kapcsolatban allnak, és sokféle kornyezetben jelen vannak (Baron és
Rigobelo, 2022; Compant ¢és mtsai.,, 2005). A PGPM-ek egy része a gyokér belsejébe is
bejuthat, és endofita populaciokat hozhat létre. Képesek atlépni az endodermisz-géatat, atjutva a
gyokérkéregb6l az érrendszerbe, majd endofitaként szaporodnak a szarban, levelekben,
gumokban és mas szervekben, €és szimbidzisban élnek a novénnyel (Kumar és mtsai., 2012;
Lodewyckx és mtsai., 2002; Maheshwari, 2012; Mercado-Flores ¢és mtsai., 2014; Santoyo ¢és
mtsai., 2016). A PGPM-ek fontos szerepet toltenek be a novények életképességének és
egészségi allapotanak javitdsdban. A ndvényndvekedés serkentését kozvetleniil tapanyag-
mobilizacié illetve fitohormon-termelés utjan, kozvetve pedig a ndvénypatogének elleni,
kiilonféle mechanizmusok altal megvalosuléd védekezés utjan idézik eld (2. dbra) (Maheshwari,
2012). A PGPM-ek a hagyomanyos peszticidek vonzo alternativajanak tekinthet6k a novényi
betegségek kezelésére. A novények ndvekedését eldsegitd képességiik mellett ismertek a
PGPM-ek kiilonb6z0 mechanizmusai, amelyek képesek elnyomni a ndvénypatogén
mikroorganizmusokat. A szisztémas rezisztencia indukcioja (induced systemic resistance, ISR)
a novényekben olyan folyamat, amely soran kiilonb6zé mikroorganizmusok 4ltal kivaltott
biokémiai reakciok révén a ndovények immunrendszere megerdsddik (Baron és Rigobelo,

2022). A PGPM-ek szamos antibiotikus vegyliletet és enzimet képesek termelni, melyek
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segitségével antagonista hatast fejtenek ki, igy meggatolhatjak a ndvénykorokozok novekedését
a gyokérzonaban, valamint beinditjak a novény védekezési rendszerét (Pérez-Montafio ¢€s
mtsai., 2014). Egy masik mechanizmus a ndvényi szovetek kolonizaldsdnak képessége, ezaltal
korlatozhatjak a fitopatogének megtelepedését a novényi szoveteken, csokkentve a betegségek

eléfordulasat és stilyossagat (Glick, 2012).

Kozvetett ndvénynovekedésserkentés

Kozvetlen novénynovekedésserkentés

« Tapanyagmobilizilas:

o Nitrogénkotés

o Foszfor mobilizalasa
« Fitohormontermelés:

« Szisztémas rezisztencia
indukalasa (ISR):
o Enzimek
(pl. cellulaz, xilanaz)
« Lipopeptidek
(pl. szurfaktin, fengicin)

o Auxin o Jazmonsav

o Citokinin o Szideroférok

o Gibberrelin (pl. pszeudobaktin)

o Abszcizinsav u « Fitopatogének gatlasa:
« Sziderofértermelés

W/

-+

K Paraziti

Antibi6zis: P
« Lipopeptidek (pl. iturin, « Versengés helyért + Scjtfalbontd enzimek
fengicin, szurfaktin, (gydkérkolonizicio, (pl. kitiniz, glikanaz,
mikoszubiilin, bacillomicin, biofilm) protedz, lipiz)
fenanzin, fluoroglicin, + Tapanyagokért
viszkozin, amfizin, tolazin, (pl. sziderofor)
sziringomicin)
\:;‘;:’-\ % Novénypatogén mikroorganizmusok « Citokalazinok:
4 ketoglobozin, ketomin.
ketomugilin, ketoviridin és
a sterigmatocisztin

dést serkentd

2. abra. A novényndvekedést serkentd mikroorganizmusok (PGPM) hatasmechanizmusai.
3.3.1. Antagonizmus

Antagonizmusr6l akkor beszélhetiink, amikor egy mikroorganizmus hatranyosan
befolyasolja egy masik, vele egy éldhelyen eléfordulo szervezet életfolyamatait. Az antagonista
kolcsonhatasok harom f6 formaja az antibiozis, a kompeticio, és a parazitizmus (Mesanza,

Iturritxa, és Patten, 2016).

A rizoszférabol izolalt mikroorganizmusok 1-35%-a mutat antagonista aktivitast
novénypatogénekkel szemben (Berg, 2009). Az antibiozis olyan jelenség, amikor a PGPM-ek
altal termelt vegyiiletek gatoljak a patogének novekedését (Latz ¢és mtsai, 2018).
A novényndvekedést serkentd baktériumok és gombak esetében az antibiozis leggyakrabban az
antimikrobidlis metabolitok termelésére vezethetd vissza, amellyel képesek kozvetleniil
megakadalyozni a patogén mikroorganizmusok életfolyamatait, amelyek a gazdandvény
egészségére karos hatdssal lennének. Az antibiotikumok termelésével a mikroorganizmusok
hatékonyan tudjdk gatolni a fitopatogének terjedését, és igy hozzdjarulnak a ndvények

védelméhez (Abhilash és mtsai., 2016; Zhang és mtsai., 2012).
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3.3.1.1. Antimikrobidlis méasodlagos metabolitok

Az antibiotikumok olyan kismolekulajo szerves vegyiiletek valtozatos csoportjat
alkotjak, amelyek kiilonféle mikroorganizmusok novekedését és anyagcsere-folyamatait
hatranyosan befolyasoljak (Duffy és mtsai., 2003; Glick és Bashan, 1997). Szamos
antibiotikumot izolaltak kiilonb6zé baktériumtorzsekbol €s gombakbol. Az antibiotikumok
hatasmechanizmusa széles korli, beleértve a sejtfalszintézis gatlasat, a sejtmembran
integritdsanak megvaltoztatasat, valamint a fehérjeszintézis kiilonboz6 szakaszaiba valod

beavatkozast (Maksimov és mtsai., 2011).

A PGPM-ek szamos masodlagos metabolitot termelnek, melyek hatasosak a korokozok
ellen, ilyenek példaul az alkaloidok, szteroidok, terpenoidok, peptidek, poliketonok,
flavonoidok, kinolonok, fenolok, klorozott vegyiiletek és illékony szerves vegyiiletek. Ezek a
vegyliletek virusellenes, antibakterialis, gombaellenes €s rovarellenes hatastiak is lehetnek
(Baron ¢és Rigobelo, 2022; Lugtenberg €s mtsai., 2016). A gombak kiilonféle, gombaellenes és
antibakterialis hatasu antibiotikumokat termelnek, amelyek ennek megfeleléen vilagszerte
sz¢éles korben hasznalatosak gyogyszerként, kiilondsen a penicillinek, és a cefalosporinok

(Conrado ¢s mtsai., 2022).

A mezdgazdasagban ¢és erddgazdalkodasban legfontosabb természetes antibiotikumok
termelését a baktériumok koziil leggyakrabban kiilonboz6 Bacillus és Pseudomonas fajok
esetében figyelték meg (Beneduzi €s mtsai., 2012; Haas és Défago, 2005). A gombak koziil is
sok faj képes ilyen vegyiileteket termelni, példaul a Trichoderma (Awad és mtsai., 2018) és a
Chaetomium (Madbouly és Abdel-Wareth, 2020) nemzetségek képviseldi.

A Bacillus fajok a Bacillota torzs Bacillales rendjén beliil a Bacillaceae csaladba
tartoznak, endospora képzé baktériumok. Az altaluk termelt antibiotikumok koziil a
legfontosabbak a lipopeptidek, amelyek 7-10 aminosavbol és 13-19 szénatomos béta-hidroxi-
zsirsavbol allo ciklikus szerkezetli vegyliletek (Zhao és mtsai., 2017), amelyek feliiletaktiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek (Kumar és mtsai, 2015). A lipopeptidek nem mérgezo,
biologiailag lebomlo, rendkiviil stabil, kornyezetbarat, nem szennyez6 biomolekulédk (Dimki¢
és mtsai., 2015). A lipopeptidek nagymértékben ellendllnak a peptidazok, proteinazok és
oxidazok hatdsainak, valamint a magas hdmérsékletnek (Maksimov és mtsai., 2020). Kénnyen
és erdsen képesek kotddni a lipidrétegekhez és igy megbontjdk a biologiai membranok
integritdsat (Ongena és Jacques, 2008). Harom legfontosabb csoportjuk a szurfaktinok, az
iturin, és a fengicin (Raaijmakers és mtsai., 2010; Dimki¢ és mtsai., 2015; Wang és mtsai.,
2015; Ongena ¢és Jacques 2008). Ezeken kiviil a baktériumok termelnek mas lipopeptideket is,
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mint pl. a polimixin, bacitracin, mikoszubtilin és bacillomicin (Chowdhury és mtsai., 2015; E1
Arbi és mtsai., 2015; Ongena és Jacques, 2008; Torres és mtsai., 2016). A bacillomicin ¢és
mikoszubtilin az iturinok csaladjaba sorolhatéak a peptidlanc Osszetétele és elhelyezkedése
alapjan (Wang és mtsai., 2015). Az iturin és a fengicin er6és gombaellenes, a szurfaktin pedig
antibakteridlis és antiviralis hatdssal rendelkezik (Gond és mtsai., 2015; Romero és mtsai.,
2007). Szamos vizsgalat kimutatta, hogy ezek a lipopeptidek jotékony hatassal vannak a
gyokerek kolonizalasara, valamint kulcsszerepiik van a Bacillus fajok és a novények kozotti
kapcsolatban azaltal, hogy aktivaljak az ISR-t (Malviya és mtsai., 2020; Ongena és Jacques,
2008). A lipopeptidek kolcsonhatasba Iépnek a sejtmembranban taladlhaté foszfolipid
molekuldkkal €s a lipidmembranok karosodasat okozzak (Dimki¢ és mtsai., 2022; Malviya ¢és

mtsai., 2020).

Az egyik legjobban tanulmanyozott baktérium a B. subtilis, amely genomjanak mintegy
4-5%-at antibiotikumszintézisre hasznalja és szamos mikrobaellenes vegyiiletet képes
szintetizalni. Iturint a B. subtilis, a B. licheniformis és a B. amyloliquefaciens, szurfaktint a B.
coagulans, B. pumilus és B. licheniformis, fengicint a B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis és
a B. amyloliquefaciens termel (Wang és mtsai., 2015; Ongena és Jacques 2008; Malviya és
mtsai., 2020).

A Pseudomonas fajok a Pseudomonadota torzs Pseudomonadales rendjén beliil a
Pseudomonadaceae csaladba tartoznak, antagonizmusukért felelds legfontosabb masodlagos
metabolitok a floroglucin, pyoluteorin, fenazinok, pirrolnitrinek, és a ciklikus lipopeptidek
(Hofte és Altier, 2010). A legsokoldalubb masodlagos metabolitok a fenazinok, melyek a
nitrogéntartalma heterociklusos antibiotikumok széles csoportjat alkotjak (Dimki¢ és mtsai.,
2022). A fenazinok redox vegyiiletek, amelyek tobbféle mechanizmussal gatoljak a mikrobidlis
novekedést, beleértve a DNS-replikdcid gatlasat, az elektrontranszport zavarisat, a
membranfunkcid elvesztését és az energiatermelés megzavarasat (Sreejith és mtsai., 2019).
Szerkezeti jellemzOk alapjan a Pseudomonas fajok altal termelt ciklikus lipopeptideket négy
nagy csoportba soroljak, melyek a viszkozin, amfizin, tolazin és a sziringomicin (Nybroe és
Serensen, 2004). Kiemelt szerepet jatszik a novényi betegségek elleni védekezésben a 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), melynek gombaellenes aktivitasa van. A 2,4-DAPG
hatékonyan gatolja szadmos fitopatogén gomba, baktérium, és virus ndvekedését. Képes
megzavarni a korokozok sejtfalanak szerkezetét, gatolni a sporaképzddést, és elpusztitani a
gombahifikat. A 2,4-DAPG serkenti a ndvények immunrendszerét, aktivalja az ISR-t (Haas és
Défago, 2005; Tabassum és mtsai., 2017).
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A Chaetomium Kunze (Ascomycota, Sordariales) gombanemzetség a Chactomiaceae
csalad egyik legnagyobb nemzetsége, amely tobb mint 400 fajt foglal magaba (Wang és mtsai.,
2014). A Chaetomium fajok foként a talajban, illetve endofitaként szamos novényben fordulnak
elé (Madbouly és Abdel-Wareth, 2020). A nemzetség képvisel6i tobb mint 500 bioaktiv
metabolitot termelnek (Castagnoli és mtsai., 2018), mint példaul a ketoglobozinokat (Li és
mtsai., 2011), xantonokat, antrakinonokat, azafilonokat, terpenoidokat és szteroidokat. Ezeknek
a vegyltileteknek a biologiai aktivitasa széles skalan mozog, példaul rékellenes, antimikrobialis,
enzimgatlo, malariaellenes €s antioxidans hatdsaik is ismertek (Zhang és mtsai., 2012). A
nemzetség egyik leggyakoribb faja a Chaetomium globosum, amely szaprofitaként novekszik a
rizoszféraban, a novények filoszférajaban és a talaj normal kolonizalojaként. Potencidlis
biokontroll gomba, amely gatolja a baktériumok és gombak ndvekedését kompeticio,
mikoparazitizmus, antibidzis, illetve ezek kiilonféle kombinacioi révén (Bajpai, 2017; Linkies
¢€s mtsai., 2020).

A citokalazinok a természetes metabolitok fontos csoportjat képezik, és évtizedek ota
jelentds figyelmet keltettek valtozatos €s gyakran erds bioaktivitdsuk miatt, beleértve a
tumorellenes, HIV-ellenes és immunmodulalé hatasaikat. A Chaetomium-ok a citokalazin
mikotoxinok gazdag forrasai, a természetben eléforduld citokalazinok kortlbeliil egynegyede
ebbdl a nemzetségb6l szarmazik (Chen és mtsai., 2016). Jelentés Chaetomium mikotoxinok
példaul a ketoglobozin, ketomin, ketomugilin, ketoviridin €s a sterigmatocisztin. A
citokalazinokhoz tartozd ketoglobozin-ok a gombaeredetii masodlagos metabolitok nagy
csoportjat képviselik (Zhang és mtsai., 2012). Széleskorii bioldgiai aktivitassal rendelkeznek,
erds toxicitast mutatnak az emberi rakos sejtvonalakkal szemben, ezen kiviil gomba-,
baktérium- és féregellenes, gyulladascsokkentd, valamint HIV-ellenes aktivitasokkal is
rendelkeznek (Chen és mtsai., 2020; G. Zhang és mtsai., 2013). A ketomin bioldgiailag aktiv
Gram-pozitiv baktériumok, valamint virusok ellen, egyes Gram-negativ baktériumok ellen is
hatasos, kiilondsen a novénypatogénekkel szemben (Waksman, Burige, és Reilly 1944). A

ketoviridin antifungélis hatdsokkal rendelkezik (Yan és mtsai., 2018).
3.3.1.2. Szideroforok termelése

A vas elengedhetetlen mikroelem minden €16 szervezet szdmara, és kdzponti szerepet
jatszik a ndvényi anyagcserében. A vas sziikséges a klorofill szintézis¢hez, megtalalhatéd
kiilonféle enzimek, mint a citokromok, citokrom-oxidaz, peroxiddz és katalaz prosztetikus
csoportjaiban, valamint részt vesz a vas-kén fehérjék €s a ferredoxin mitkodésében (Shahwar

¢s mtsai., 2023; Sujatha és Ammani, 2013). A természetben a vas altaldban nem érhetd el
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konnyen a bioldgiai rendszerek szamara, mivel oxidalt formaban (Fe**) van jelen, ami nehezen
oldodik ¢és ezért kevéss¢ hozzaférhetd. A mikroorganizmusok kiilonféle stratégidkat
fejlesztettek ki a vas felvételére, ezek koziil a legfontosabb a szideroforok termelése (Beneduzi
¢s mtsai., 2012). A szideroférok alacsony molekulatomegii, magas affinitasu vas-kelatképzo
vegyliletek, amelyeket baktériumok és gombak termelnek, hogy felvegyék a kornyezetiikben
nehezen elérhetd vasat. A szideroforok kulcsszerepet jatszanak a vas megszerzésében ¢€s
fontosak a mikroorganizmusok taléléséhez ¢és virulenciajahoz, kiilondsen vasszegény
kornyezetben (Ali ¢és Vidhale 2013; Morales-Cedeno ¢s mtsai, 2021). Amikor a
mikroorganizmusok érzékelik a kdrnyezetiikben a vas hianyat, szideroforokat termelnek és
bocsatanak ki. Ezek a vegyiiletek nagy affinitassal kelaljdk a kornyezetben talalhato Fe**
ionokat, oldhato komplexeket képezve. A vas-sziderofor komplexek felismerése a
mikroorganizmusok sejtmembranjan taldlhato specidlis receptorok segitségével torténik. A
komplexet a receptorok kotésével a sejtbe juttatjak, ahol a vas felszabadul és a sejtek altal
felhasznalhatd formaba keriil. A vas felszabadulasa utan a szideroforok ujra kibocsatddnak,
vagy a sejten beliil lebomlanak és tujrafelhasznalodnak. A szideroférok harom f6 tipusba
sorolhatok: a katekolatok magas vas-affinitdsu vegyiiletek, amelyek tobb fenolgytriit
tartalmaznak, a hidroxamatok olyan peptidek, amelyek amidcsoportokkal kelatoljdk a vasat,
mig a karboxilatok karboxilcsoportokat tartalmazéd vegyiiletek, amelyek szintén képesek

kelatképzésre (Ali és Vidhale, 2013).

A PGPR baktériumok megkdtik a ndvény gydkérzonijaban talalhaté Fe3* ionok
legnagyobb részét a sziderofortermelés kovetkeztében, ezaltal gatoljadk a gombak €s mas
korokozo szervezetek szaporoddsat a novény kozvetlen szomszédsagaban (Ambrosini és

Passaglia, 2017; Beneduzi és mtsai., 2012; Miethke és Marahiel, 2007).

Szdmos tanulmany bebizonyitotta, hogy a novények képesek felvenni a szideroforok
altal megkotott vasat (Sharma és mtsai., 2003; Vansuyt és mtsai., 2007; Yehuda és mtsai.,
1996). Sziderofort szamos baktérium, pl. Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter,
Serratia, Azospirillum és Rhizobium fajok (Saharan és Nehra, 2011), és gomba, pl. Ch. cupreum
(Haruma és mtsai., 2022), Ch. madrasense (Wang és mtsai., 2023), Ustilago sphaerogena
(Neilands, 1952), T. asperellum, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. viride (Chen és mtsai.,
2019; Farias és mtsai., 2018; Ghosh ¢és mtsai., 2017; Usha ¢és Padmavathi, 2015; Yadav és
mtsai., 2017), T. atroviride, T. virens T. hamatum, T. paraviridescens, T. koningii, T.
citrinoviride, T. simmonsii, T. atrobrunneum, T. guizhouense, T. tomentosum, T. crassum (Chen

¢s mtsai., 2019), Aspergillus flavus, Asp. niger (Usha és Padmavathi, 2015), Pochonia
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chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana

(Farias és mtsai., 2018) képes termelni.
3.3.1.3. Extracellularis enzimek termelése

Szamos biokontroll mikroorganizmus termel kiilonb6zé extracellularis sejtfalbonto
enzimet: gliitkanazt, kitinazt, protedzt ¢és lipazt. Ezek az enzimek részt vesznek a fitopatogén
mikroorganizmusok sejtfalanak lebontdsdban (Cawoy és mtsai., 2011; Chandrasekaran és

mtsai., 2012; Glick és Bashan, 1997).

A gombak sejtfala (beleértve a ndvényi korokozokat is) glikoproteinekbdl,
poliszacharidokbol (kitin, B-1,3-, illetve B-1,6-glikozidos kotéseket tartalmazo gliikkdnok) és
egyéb komponensekbdl 4ll (Dimki¢ ¢és mtsai., 2022; Santoyo ¢€s mtsai, 2021). A
gombasejtfalban megtalalhato kitin N-acetil-D-gliikozamin egységekb6l allo, nem elagazo
polimer, lebontasat a kitinaz enzimek (B-N-acetil-glikézaminidazok, endokitindzok és
kitobiozidazok) végzik. A gombasejtfalat alkotd6 masik jelentds szénhidrat polimer az 1,3-
glikozidos kotéseket tartalmazo B-gliikan. Ennek lebontasat a f-1,3-gliilkanaz enzimek végzik

(Reddy és mtsai., 2022).

Szamos baktérium termel kitinbontd enzimeket, példaul az Aeromonas sp., Alcaligenes
xylosoxydans, Bacillus sp., Chromobacterium sp., Enterobacter agglomerans, Klebsiella sp.,
Lactobacillus plantarum, Leucosporidium scottii, Paenibacillus sp., Streptomyces sp., Ps.
fluorescens, Ps. aeruginosa, Ps. cepacia, Rhizobium sp., Serratia marcescens, Se.
proteamaculans. A Bacillus fajok koziil kitinazokat termel a B. amyloliquefaciens, B. cereus,
B. licheniformis, B. thuringiensis (Shrestha és mtsai., 2015; Berini és mtsai., 2018), B. subtilis,
B. safensis, B. pumilus (Ghasemi és Ahmadian, 2010) és B. velezensis (Liu és mtsai., 2010;
Sharma és mtsai., 2011), B-1,3-glilkanazokat pedig tobbek kozott a B. brevis, B. licheniformis,
B. subtilis, B. circulans és B. halodurans torzsekbdl izolaltak (Planas, 2000). A fonalas gombak
kozil az Agaricus, Aspergillus, Beauveria, Clonostachys, Conidiobolus, Isaria, Penicillium,
Mucor, Neurospora, Trichoderma (Singh és Seneviratne, 2017; Berini és mtsai., 2018; Sharma
¢és mtsai., 2011) és Chaetomium (Liu és mtsai., 2008) fajok kiilonboz6 kitinazokat termelnek,

ezek tobbsége nélkiilozhetetlen a mikoparazitizmushoz (Berini és mtsai., 2018).

A strukturalis szénhidratbonté enzimek, kulcsfontossagl szerepet jatszanak a talaj
szerves anyagainak lebontasaban és tapanyagokka alakitasaban. Ezek az enzimek nemcsak

kozvetleniil biztositanak konnyen felvehetd tapanyagokat a novények szdmara, hanem
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elosegitik a talaj mikrobidlis kozosségeinek aktivitdsat és szimbiotikus kapcsolataikat, ami

Osszességében noveli a novények novekedését és ellenallo képességét (Singh és mtsai., 2020).

A celluloz a ndvényi biomassza f6 0Osszetevije. A lignocelluléz biomassza
szerkezetében a celluloz foként hemicellulozzal és ligninnel tarsul. A celluléz egy Gsszetett
szénhidrat, mely B-1-4-glikozidos kotésekkel kapcsolodd D-gliikoz molekuldkbol all
Lebontasat a cellulaz enzimrendszer (cellobiohidrolazok, endogliikandzok, exoglitkandzok ¢és
B-gliikkozidaz) végzi. Az endogliikanazok a celluléz lancok belsdé B-1,4-gliikozidos kotéseit
bontjak, igy random pontokon hasitjak a polimert, ami révidebb cellulozlancok képzddéséhez
vezet. Az exoglilkanazok a celluloz lancok végeirdl hasitanak le cellobioz egységeket, amelyek
két gliikdzegységbdl allnak. Ezek az enzimek fokozatosan bontjak a celluloz végét, ami glikkoz
felszabadulasahoz vezet. A B-glikozidazok a cellobioz és mas oligoszacharidok gliikoz
egyseégekre torténd bontasat végzik, igy biztositva a teljes celluloz molekula lebontésat szabad
glilkozra (Reddy és mtsai., 2022). A cellulazok, amelyek a celluloz €s mas sejtfalpolimerek
lebontésara specializadlodtak, nemcsak a korokozdkkal (Oomycota) szembeni antagonizmusban
jatszanak fontos szerepet, hanem a novények endoszférajanak kolonizacios képességében is
(Darwish és Abdel-Azeem, 2020). A ndvényi maradvanyok mikrobioldgiai lebontasa azért
jelentds, mert eldsegiti a humuszképzdédést, valamint visszaszoritja a korokozd gombak

elterjedését (Reddy és mtsai., 2022).

A baktériumok ¢és gombak széles kore képes cellulazt termelni: a baktériumok koziil pl.
a Pseudomonas, Cellulomonas, Bacillus (B. agardherans, B. circulans, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. pumilus), Brevibacillus, Micrococcus, Cellovibrio és
Sporocytophaga, Pb. campinasensis, a gombak koziil pedig pl. az Asp. niger, Sclerotium rolfsii,
Penicillium sp. (Pen. funiculosum, Pen. pinophilum), Fusarium oxysporum, Humicola sp. (Hu.
insolens, Hu. grisea), Gloeophyllum trabeum, Melanocarpus sp., Ch. thermophilum,
Myceliophthora, thermophila, Talaromyces emersonii és Thermoascus aurantiacus (Singh és
mtsai., 2020). Cellulaz enzimaktivitassal rendelkezik a Trichoderma nemzetség szamos
képviseloje, pl. a T. reesei, T. asperellum, T. paraviridescens, T. koningii, T. virens, T.
atrobrunneum, T. simmonsii és T. atroviride (Chen és mtsai., 2019). B-glikozidaz enzimet a
gombak koziil pl. a Pen. brasilianum, Clonostachys rosea, Purpureocillium lilacinum
Taifanglania sp., Asp. niger, T. harzianum, (Asghar és Kataoka, 2022), a T. asperellum, T.
paraviridescens, T. koningii, T. virens, T. atrobrunneum, T. simmonsii és T. atroviride (Chen

¢s mtsai., 2019) termel.
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A xilan egy szerkezeti poliszacharid, amely nagy mennyiségben jelenik meg az
egyszikli novények elsddleges sejtfalaban (Okeke és Lu, 2011). A xilanaz (endo-[-1,4-xilanaz)
egy hidrolitikus enzim, amely nekrotizalé enzimatikus aktivitassal rendelkezik, és kivalthatja a

ndvény immunitasat (Singh és mtsai., 2019).

A xilanazt kiilonféle baktérium- és gombafajok termelhetik, a baktériumok koziil a
Bacillus fajok (B. amyloliquifaciens, B. circulans, B. polymyxa, B. stearothermophilus, B.
subtilis), illetve az Arthrobacter, Cellulomonas, Micrococcus, Paenibacillus, Staphylococcus,
Thermotoga, Microbacterium, Pseudoxanthomonas és Rhodococcus nemzetségek jelentés
mennyiségli xilanazt termelnek (Okeke és Lu, 2011; Singh, Singh, és Pandey, 2019). A
gombatorzsek koziil az Aspergillus (Asp. niger, Asp. foetidus, Asp. fumigatus, Asp. tubingensis,
Asp. terreus), Fusarium, Penicillium, Geotrichum, Paecilomyces, Cephalosporium ¢és
Trichoderma (T. viride, T. citrinoviride T. asperellum, T. paraviridescens, T. koningii, T. virens,
T. atrobrunneum, T. simmonsii és T. atroviride) fajok jol ismert xilanaztermelok (Chen és
mtsai., 2019, Devi és mtsai., 2020; Singh, Singh, és Pandey 2019).

3.3.1.4. Mikofagia

A bakterialis mikofagia azt jelenti, hogy a baktériumok képesek tapanyagokat nyerni €16
gombakbol és ezek biomasszajat bakterialis biomasszava alakitani. Leveau és Preston (2008) a
mikofagiat ugy definidljak, mint azon fenotipusos viselkedések dsszességét, amelyek lehetdve
teszik a baktériumok szamara, hogy €16 gombakbdl taplalkozzanak. A cikk harom stratégiat
azonosit, amelyekkel a baktériumok tapanyagokat nyerhetnek a gombakbol: a nekrotrofia, az
extracellularis biotrofia és az endocellularis biotrofia. A nekrotréfia: a baktériumok enzimek
vagy toxinok kivalasztasaval elpusztitjadk a gombasejteket, amelyek lebontjak a sejtfalat, igy
felszabaditva a tdpanyagokat. Az extracelluléris biotrofia: a baktériumok szoros kapcsolatban
¢lnek a gombdkkal, gyakran a felszinlikon, anélkiil hogy megdlnék dket, és a gombak altal
kibocsatott anyagokbol taplalkoznak. Az endocellularis biotrofia soran baktériumok behatolnak
az ¢l0 gombasejtekbe, ott szaporodnak, és kozvetleniil a gombak citoplazmajabol nyerik a
tapanyagokat (Leveau és Preston, 2008). A baktériumok a toxinokat hasznalhatjak elsddleges
mechanizmusként a gombasejtek gatlasara és elpusztitdsara, majd kitindzokat, lipazokat,
gliikandzokat és protedzokat hasznilnak a gombapolimerek lebontdsira és asszimildlasara,
szamos tanulmany kimutatta, hogy a sejtfalat lebontd exoenzimek szinergikusan hathatnak a
bakterialis toxinokkal, hogy fokozzak a gombaellenes aktivitast (Woo és mtsai, 2002; Someya
¢s mtsai, 2007).
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A Collimonas fungivorans a legjobban tanulmanyozott mikofag baktérium, de mas
baktériumok is ismertek ilyenek példaul a Serratia marcescens (Deveau és mtsai., 2018), B.
cereus, B, megaterium, B. thuringiensis, Pseudomonas sp., Ps. aeruginosa, Ps. stutzeri,
Ps.tolaasii, Burkholderia sp., Paenibacillus sp., Staphylococcus aureus, Streptomyces albus és
Streptomyces spp. (Leveau és Preston, 2008).

3.3.2. Indukalt szisztémas rezisztencia

A PGPM-ek szerepet jatszanak az ISR kialakitdsaban is. Az ISR egy lokalis patogén
infekci6 utan a szalicilsav kozvetitésével az egész novényre kiterjedd immunvalasz, amely a
késObbi fertdzés elleni védettséget noveli, €és a fertdzés tiineteit csokkenti. A PGPM-ek altal
kivaltott ISR elicitorai természetesen masok, mint patogének esetén, mivel itt nem torténik
sejtlizis, a szalicilsav helyett az etilén €s jazmonsav kap szerepet a jelatadasban (Jha és mtsai.,

2012; Mercado-Flores és mtsai., 2014; Santoyo és mtsai., 2016).

A Bacillus nemzetség képviseldi is részt vehetnek az ISR kialakitasaban, mint példaul
a B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides és a B.
sphaericus (Kloepper és mtsai., 2004; Raaijmakers és mtsai., 2010; Ryu és mtsai., 2004). A
Bacillus fajoknal az etilénen és a jazmonsavon kiviil egyes lipopeptidek, pl. a szurfaktin és a
fengicin esetében megfigyelték, hogy szisztémas rezisztenciat valthatnak ki névényekben

(Ongena és Jacques, 2008).

A Bacillus fajokhoz hasonldéan a Pseudomonas fajok is képesek szisztémas rezisztenciat
indukalni a ndvényekben. Egy tanulmany beszamolt arrol, hogy a Ps. fluorescens, és a Ps.
putida képes megvédeni a novényeket az olyan korokozoktol, mint a Colletotrichum falcatum,
Ceratocystis fagacearum és F. oxysporum (Compant és mtsai., 2005). A Pseudomonas fajok
esetében a jazmonsavon kiviil a 2R,3R-butandiolrdl figyelték meg, hogy felelés az ISR
kivaltasaért dohanyndvényekben, valamint a 2R,3R-butandiol csak akkor valtott ki ISR-t, ha a
korokozo is jelen volt (Han és mtsai., 2006). A szideroforok is részt vesznek az ISR
kialakulasaban. A Pseudomonas fajok esetében bizonyitottak, hogy a diffuzibilis, zold-
fluoreszcens pigmentek kiterjedt csoportjdba tartoz6 pszeudobaktin (PSB), amelyet
pyoverdinnek vagy fluoreszceinnek is neveznek (De Vleesschauwer és Hofte, 2009), képes
ISR-t kivaltani. A Ps. putida altal termelt PSB a novénykorokozo Ralstonia solanacearum
baktériummal szemben Eucalyptus urophylla névényben (Ran és mtsai., 2005), a Botrytis
cinerea-val szemben paradicsomban (Meziane €s mtsai., 2005), az Erwinia carotovora ellen

dohanyban (Van Loon és mtsai., 2008) indukalt szisztémas rezisztenciat.

22



A PGPF-csoportban tobb védekezést aktivald tulajdonsagu elicitort azonositottak. lde
tartoznak az enzimatikus fehérjék, mint példaul a xilanazok és cellulazok, de egyéb fehérjék és
peptidek is (Pieterse és mtsa., 2014). A Trichoderma torzsek esetében megfigyelték, hogy
kolonizaljak a ndvények gydkereit, a hifak a gyokerek koré tekerednek és appreszoriumszeri
strukturakat alkotnak, behatolnak a gyokérkéregbe, és arra készteti a kornyez6 novényi sejteket,
hogy sejtfalat szintetizaljanak, és fenolos vegyiileteket termeljenek (Shoresh, Harman ¢és
Mastouri 2010). Az ISR-t kivalto biokontroll gombak kozé tartoznak a Trichoderma (Gajera és
mtsai., 2013; Koike és mtsai., 2001; Segarra és mtsai., 2009), Fusarium (Koike és mtsai., 2001),
Penicillium (Elsharkawy és mtsai., 2012; Hossain és mtsai., 2007; Koike és mtsai., 2001),
Phoma (Koike és mtsai., 2001) fajok és a Ch. globosum (Elshahawy és Khattab, 2022).

3.3.3. Tapanyag-mobilizalas
3.3.3.1. Nitrogén fixalas

A nitrogén elengedhetetlen a fehérjék (pl. enzimek, klorofill) és a nukleinsavak
szintézisé¢hez, valamint sziikséges a n6vény novekedéséhez (Hayat és mtsai., 2010). A talajban
a nitrogén a novény altal felveheto nitrit, nitrat €¢s ammonia formajaban csak kis mennyiségben
van jelen. Az atmoszférikus N»2-t a mikroorganizmusok kétféleképen képesek fixalni, vannak
szimbiotikus és szabadon é16 mikroorganizmusok. A szimbiotikus N2-fixalok (pl. Rhizobium,
Bradyrhizobium) szimbiotikus kapcsolatot alakitanak ki a n6vények gyokereivel, igynevezett
giimoket hoznak létre egyes novények (pl. szdja, borso, foldimogyoro, lucerna) gydkerein, €s
ezeknek a giiméknek a belsejében élnek (Lugtenberg és Kamilova, 2009). A 1égkori No-t
ammoniava alakitjak, amelyet a novények képesek felhasznalni. A szimbiotikus nitrogénkotés
a gazdandvény novekedésehez sziikséges nitrogén 65%-4t biztositja (Hayat és mtsai., 2010). A
szabadon €16 nitrogénfixalo baktériumok laza kapcsolatot alakitanak ki a névénnyel (pl. blza,
kukorica) és igy segitik a nitrogén felvételét (Lugtenberg és Kamilova, 2009). Szabadon €16,
nitrogén megkdotésére képes baktériumfajok pl. az Azospirillum, Azoarcus, Azotobacter (Perez-
Montano és mtsai., 2014), valamint Acetobacter, Bacillus és Pseudomonas nemzetségek egyes
képviseldi (Saharan és Nehra, 2011).

3.3.3.2. Foszformobilizalas

A foszfor a nitrogén utdn a masodik legfontosabb tapanyag a novények szdmara, amely
korlatozza a haszonndvények novekedését €s termését. A talajban nagy mennyiségben van jelen
foszfor (400-1200 mg/kg talaj) apatit és fitat (inozitol-foszfat) formajaban (Ahemad és Kibret,

2014; Glick, 2012), de ennek a legnagyobb része (szerves és szervetlen foszfor) a novények
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szamara felvehetetlen formaban van. A ndvények altal felveheté mennyiség csupan 1 ppm vagy
ennél is kevesebb (Hayat és mtsai., 2010). Az oldhat6 foszfor mennyisége igy limitalja a novény
novekedését. A novények a foszfort HPOs* és HoPOs formdjaban tudjak felvenni. Sok
talajmikroorganizmus rendelkezik azzal a képességgel, hogy a foszfor nem elérhetd formajat a
rendelkezésre 4ll6 formava oldja és/vagy a szerves foszfort a rendelkezésre all6 foszforformava
mineralizalja (Saxena és mtsai., 2020) savképzd, kelatképzo vagy enzimtermeld kapacitasanak
kdszonhetden (Perez-Montano és mtsai., 2014). Bizonyos enzimek, mint példaul a foszfataz,
fitaz, C-P liaz képesek szerves molekulak bontasara. Foszformobilizalasra leginkabb a Bacillus,
Pseudomonas (Verma, Singh, és Gaur, 2016; Tagore és mtsai., 2013), Azospirillum, Erwinia,
Rhizobium, Serratia, Burkholderia (Perez-Montano és mtsai., 2014), Azotobacter, Beijerinckia,
Enterobacter, Flavobacterium és Microbacterium (Bhattacharyya €s Jha, 2012) nemzetségek
képviseldi alkalmasak. A Bacillus fajok koziil tobb faj képes a foszfor mobilizalasara, mint
példaul a B. circulans, B. cereus, B. fusiformis, B. pumilus, B. megaterium, B. mycoides, B.
coagulans, B. chitinolyticus, B. subtilis, stb. (Sharma és mtsai., 2013). A gombak koziil a Ch.
globosum (Tarafdar és Gharu, 2006), Acremonium spp., Asp. aculeatus, Asp. fumigatus, Asp.
candidus, Asp. nidulans, Asp. wentii, Asp. sydowii, Asp. versicolor, Asp. niger, Candida krissii,
Glomus aggregatum, GI. clarum, Gl. geosporum, Hymenella spp., Mortierella spp., Mucor
ramosissimus, Neosartorya spp., Pen. bilaiae, Pen. brevicompactum, Pen. daleae, Pen.
expansum, Pen. pinophilum, Pen. radicum, T. harzianum, T. virens, T. viride (Khan és mtsai.,

2010; Rawat és mtsai., 2021) fajok esetében tudositottak hatékony foszformobilizalasrol.
3.3.4. Novényi hormonok termelése

A PGPM-ek képesek kiilonbdzé novényi hormonok termelésére, melyek szabalyozzak
a ndvény novekedését és fejlodését. Ezek a hormonok szerves vegyliletek, amelyek nagyon kis
koncentracidban is képesek befolyasolni a novény élettani folyamatait (Hayat és mtsai., 2010;

Miransari és Smith, 2014).
3.3.4.1. Indolecetsav (IES)

A PGPM-ek altal termelt, ndvényndvekedést serkentd hormonok koziil az auxin egyik
természetes ¢és fiziologiailag legaktivabb forméja az indolecetsav (IES). Az auxin az egyik
legfontosabb fitohormon, hiszen alapvetd szabalyozdja a novény ndvekedésének ¢és
fejlddésének. Szdmos mas fejlodési esemény mellett fontos szerepet jatszik a sejtek
megnyulasanak, a sejtek osztodasanak €s differencialodasnak, a gyokérinditasnak és az apikalis
dominancianak a szabdlyozasiaban. Emellett szerepe van a novények abiotikus és biotikus
stresszvalaszaban is (Mohite, 2013). A ndvények az auxin altal valaszolni tudnak a kedvezdtlen
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kornyezeti hatasokra (Khan és mtsai.,, 2016). Az auxin és az auxinnal kapcsolatos gének
kiilonbozé ttvonalakban vesznek részt és az abiotikus stresszhatdsok kovetkeztében
expresszalédnak. A reaktiv oxigéngyokok miatt karosodik a sejtek szerkezete és élettani
funkcioja. Ezeknél a folyamatokndl megjelenik az auxin, mely altal médosulnak a redox-
utvonalak, tovabba az auxin képes morfologiai valaszt adni a stresszre azéltal, hogy szabalyozza
a gyokérfejlodést (Pandey, 2014). A gyokérzonabol izolalt baktériumok 80%-a képes indol-3-
ecetsavat termelni (Gupta és mtsai., 2015; Hayat és mtsai., 2010). IES termelésére képes
baktériumfajok példaul a B. subtilis, B. licheniformis, Azotobacter spp. (Bhattacharyya és Jha,
2012), Paenibacillus spp. (Bouizgarne, 2013), Pseudomonas spp. (Tsakelova és mtsai., 2007).
Habar az indolecetsavat elsésorban novényi hormonként tartjak szamon, a mikroorganizmusok
fejlodésében is regulator szerepet tolthet be (Bianco és mtsai., 2014). Az auxinszintézis
prekurzora a triptofan, és mar 1 pg/mlL-es koncentracio is elegendé ahhoz, hogy indukalja az

indolecetsav termelést (Tien és mtsai., 1979).

Szamos PGPF képes fitohormonok termelésére, példaul az Aspergillus, Mortierella,
Talaromyces, Fusarium, Penicillium ¢és Trichoderma fajok gibberellin és IES termelésérél
szamoltak be (Syamsia és mtsai., 2021). IES-termelésre képes tovabba a T. aureoviride, Pen.
citrinum, Asp. niger (Sarkar és mtsai., 2022), Chaetomium sp., Ch. globosum (Khan és mtsai.,
2012; Tian és mtsai., 2022)

3.3.4.2. Abszcizinsav (ABS)

Az indolecetsav mellett mas novényi hormonok is jelentdsek. Az abszcizinsav (ABS)
egy olyan névényi hormon, amelyet a novények stresszhelyzetekre adott valaszként
szintetizalnak. Az ABS ndveli a gyokér hidraulikus konduktivitasat és az ionfelvételt, indukalja
a gyokér novekedését, serkenti az oldalgyokerek képzddését, ugyanakkor gatolja a levél
ndvekedését, a magvak csirdzasat, a levelek és gylimolesok levalasat, tovabba zarja a sztomakat
(Sah és mtsai., 2016). Abiotikus stressz hatdsira bizonyos baktériumok képesek ABS-t
csokkentheti a novényekben. A PGPR-ek befolyasolhatjak az ABS szintjét a ndvényekben, ami
segithet a sztoma konduktancia szabalyozasaban, ezaltal javitva a novény novekedését és
stressz-tlir6képességét (Belimov és mtsai., 2014). Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a
PGPR-k javitjak a novények abiotikus stresszekkel szembeni ellenalld képességét (Shahzad és
mtsai., 2013), ilyen fajok az Azospirillum brasilense (Cohen és mtsai., 2015), Herbaspirillum

seropedicae (Cura és mtsai., 2017), B. licheniformis, Ps. fluorescens (Salomon és mtsai., 2014),
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B. subtilis, Arthrobacter protophormiae (Barnawal ¢s mtsai., 2017), Ps. putida,
Novosphingobium sp. (Vives-Peris és mtsai., 2018).

3.3.4.3. Etilén

Az etilén egy gaznemi fitohormon (Wani ¢és mtsai., 2016), mely szabalyozza a
novények novekedését és oregedését. Eldsegitheti vagy gatolhatja is ezen folyamatokat attol
fliggden, hogy milyen koncentracidban termelddik (Igbal és mtsai., 2017). Feltehetéen minden
baktériumfaj szintetizal etilént, azonban ha til magas az etilénkoncentracio, akkor ez gatolja a
novény csirazasat ¢s a gyokerek megnyulasat. Ezért van az, hogy szamos PGPR baktérium
azaltal segiti eld a ndvény novekedését, hogy lecsokkenti az etilén koncentraciot (Hayat és

mtsai., 2010).
3.3.4.4. Citokinin

A citokinin a masik fontos ndvényi hormon, amely altalaban nagyon kis mennyiségben
van jelen. A citokininek részt vesznek a sejtek osztdéddsanak ¢és differencidlodasanak
fenntartasaban, valamint megakadalyozzdk a levél korai oregedését (Schmiilling, 2002;
Egamberdieva és mtsai., 2017). A rizoszféraban talalhaté mikroorganizmusok 90%-a képes
citokinint termelni (Hayat és mtsai., 2010), mint példaul az Azotobacter spp., Rhizobium spp.,
Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis és

a Paenibacillus polymyxa (Glick, 2012).
3.3.4.5. Gibberellin

A gibberellinek a magfejlddésben, a ndvények szaranak megnyulasaban ¢és a viragzasi
1d6 szabalyozasaban vesznek részt (Santner és mtsai., 2009). Gibberellin termelésére képes

baktériumfajok az Azospirillum nemzetségbe tartoznak (Bhattacharyya és Jha, 2012).
3.4. Armillaria elleni védekezés baktériumokkal

Az Armillaria elleni biologiai védekezésre leginkabb Trichoderma torzseket vizsgaltak
(Poveda és mtsai., 2024), a baktériumok kevesebb hangsulyt kaptak, de néhany tanulmany

vizsgalta a baktériumok Armillaria térzsek novekedésére gyakorolt gatld hatasat.

Dumas (1992) ontarioi vegyes erdd gyokérmentes talajabol Ps. fluorescens,
Pseudomonas sp., Bacillus spp., Enterobacter spp., Serratia spp. és Rhizobium radiobacter
(korabban Agrobacterium tumefaciens) baktériumtorzseket izolaltak és megallapitottak, hogy
in vitro képesek gatolni az A. ostoyae és az A. gallica ndvekedését és rizomorfaképzését. A Ps.

fluorescens, Bacillus spp. és R. radiobacter izolatumai voltak a rizomorfanovekedés
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leghatékonyabb gatloi. De Long ¢és munkatérsai (2002) nyir- és Douglas-fenyd allomanyok
talajabol izolalt Ps. fluorescens baktériumtorzsek potencialis antagonista viselkedését, valamint
az Armillaria-ra fogékony fafajokkal wvald lehetséges kapcsolatukat vizsgaltak, és
megallapitottak, hogy a nyir a baktériumoknak kedvez6bb kornyezetet biztosit, mint a Douglas-
feny6, valamint a Ps. fluorescens baktériumok pozitivan befolyasoljak a kezelt erd6allomanyok
Armillaria gyokérbetegségre vald fogékonysagat. A Ps. fluorescens baktériumok szamos
izolatuma szignifikansan csokkentette az A. ostoyae novekedését nyir, Douglas-feny6 és kevert
nyir - Douglas-fenyé allomanyokban. Az izolatumok nagy része tobb mint 20%-kal
csOkkentette az A. ostoyae radialis ndvekedését, és tobb mint 90%-kal csokkentették a gomba
biomasszdjat a kettds tenyésztési tesztekben. A baktériumtenyészet taptalajhoz adott,
sejtmentes sziirlete szintén csokkentette az A. ostoyae novekedését (DeLong és mtsai., 2002).
Maier ¢és munkatarsai (2004) Gram-pozitiv talajbaktériumokat izolaltak 1égy6ld galdca
(Amanita muscaria) termétestekben gazdag lucfenyd rizoszférajabol, és vizsgaltdk a
baktériumizolatumok gombahifak novekedésére gyakorolt hatasat. Néhany baktériumtorzs
jelentdsen eldsegitette a 1égyo10 galoca hifainak novekedését, €s ezen torzsek koziil az egyikrol
(Streptomyces laceyi) kimutattak, hogy emellett gatolja az olyan patogén gombak novekedését,
mint az Armillaria obscura és a Heterobasidion annosum (Maier és mtsai., 2004).

De Vasconcellos és Cardoso (2009) szintén a Streptomyces fajok Armillaria
novekedésére gyakorolt hatdsat vizsgaltdk, ¢és megallapitottak, hogy az Osszes vizsgalt
Streptomyces sp. izolatum képes volt gatolni a rizomorfaképzddést, valamint az egyik izolatum
megkétszerezte a keleti sargafenyé (Pinus taedae) novekedését. Pellegrini és munkatarsai
(2013) 158 kiilonbozé gomba- és baktériumtorzs biokontroll-potencialjat vizsgaltak az A.
mellea-val szemben. Megallapitottak, hogy az Gsszes vizsgalt baktérium 12%-a volt teljesen
hatastalan az A. mellea fejlodésének szabalyozasaban, és csak 2%-uk volt képes gatolni az A.
mellea fejlodését koriilbeliil 65%-0S mértékben. A leghatékonyabb baktériumok a Bacillus és
Pseudomonas nemzetségekbe tartoznak, mint pl. a Ps. cichorii (Pellegrini és mtsai., 2013).
Mesanza ¢és munkatarsai (2016) szintén azt figyelték meg, hogy az A. mellea gatlasara
legalkalmasabb nemzetségek a Pseudomonas és a Bacillus, koziiliik is a Ps. fluorescens és a B.
simplex, valamint két Erwinia billingiae torzs. Az A. mellea fert6zés gatlasat Pinus radiata-n
vizsgaltak. Az A. mellea fert6zést kovetden a baktériummal nem kezelt palantak 54%-a pusztult
el, mig a Ps. fluorescens-szel, B. simplex-szel és a két E. billingiae torzzsel kezelt palantaknal
az elpusztult novények ardnya rendre 7,1%, 3,6% és 11,6% volt (Mesanza és mtsai., 2016).
Zhang ¢és munkatarsai (2022) nyarfa xilémbdl izolalt endofita B. velezensis BY6 hatasat

vizsgaltak A. solidipes-szel fert6zott Populus davidiana * Populus alba var. pyramidalis
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palantdk ndvekedésére. Eredményeik alapjan a ndvény ndvekedési mutatdi szignifikdnsan
megndvekedtek, és aktivalodtak az auxin hormonszignal transzkripcidjaval kapcsolatos gének.
A fert6zott kontrollcsoporthoz képest a kezelt csoportban a beteg nyarfacsemeték betegségi

indexe 49,53%-kal csokkent a 20. napon (Zhang és mtsai., 2022).
3.5. Armillaria elleni védekezés gombakkal

Az Armillaria elleni biologiai védekezésre leginkabb a Trichoderma nemzetség
képviseloit vizsgaltak, szamos tanulmany foglalkozik ezzel a t¢émaval (Kedves és mtsai., 2021a;
Poveda, Millen, és Bailey 2024). A leggyakrabban alkalmazott Trichoderma fajok a T.
hamatum, T. harzianum, T. viride, T. atroviride és T. atrobrunneum voltak. A Trichoderma
fajok mellett azonban szamos mas gombafaj alkalmas lehet az Armillaria elleni védekezésre,
példaul a Penicillium adametzii (Kwasna, 2001; Szwajkowska-Michatek és mtsai., 2012), a
Hypomyces rosellus, a Chaetomium olivaceum (Raziq és Fox, 2003), valamint az
entomopatogén Beauveria bassiana (Zimmermann, 2007), melynek egy torzse mar

kereskedelmi hasznalatra is engedélyezett.

Raziq és Fox (2005) kiilonb6z6 gombak kombinaciojanak hatékonysagat vizsgaltdk az
A. mellea gyOkérrothadast okozd korokozoval szemben cserepes kisérletben foldieper
novényeken. A T. harzianum két izolatumat (Thl és Th2) kiilon-kiilon és kombinacidban
vizsgaltak Dactylium dendroides, T. viride, T. hamatum és Chaetomium olivaceum gombakkal.
Az 0Osszes A. mellea-val fertézott, kezeletlen novény a Kkisérlet végére elpusztult, mig a
gombakezelések kombindcidinak hatisara a ndvények 50%-a tilélt (Raziq és Fox, 2005). Egy
korabbi tanulmanyban azt is megfigyelték, hogy a Ch. olivaceum in vitro hatastalan az A. mellea

ellen, de in vivo hatasosnak bizonyult (Raziq és Fox, 2004).
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4. CELKITUZESEK

Munkank célja olyan mikroorganizmusok izolalasa, jellemzése és szelektdlasa volt,

amelyek alkalmazhatoak az Armillaria gyokérrothadas elleni védekezésben, képesek

elésegiteni a ndvények ndvekedését és javitani a ndvények €letképességét. Célunkat az alabbi

feladatok megvalositasaval kivantuk elérni:

Armillaria torzsek pusztuld és tiinetmentes erdei éléhelyekrdl torténd izolalasa és
azonositasa.

Armillaria fajok elleni potencialis biokontroll baktériumok izolalasa és azonositésa.
Egyéb biokontroll potencidllal rendelkez6 gombdk szelektalasa, azonositdsa és
taxondmiai elemzése.

Az izolalt baktérium- és gombatérzsek In vitro antagonista aktivitisanak felmérése
Armillaria fajokkal szemben.

Az antagonizmus mechanizmusanak vizsgalata pasztazé elektronmikroszkoppal, a
mikroorganizmusok kozotti fizikai interakciok, sejtfalkdrosodédsok, extracellularis
struktarak, antimikrobialis metabolitok hatasainak és a parazitizmus jeleinek
megtigyelése.

A biokontroll agensek altal termelt antifungalis enzimek és szekunder metabolitok
termelésének vizsgalata: kitinaz enzim termelése, sziderofortermelés, a Bacillus térzsek
esetében lipopeptid-termelés.

Az izolalt torzsek novekedésserkentd tulajdonsagainak felmérése: extracellularis
enzimek (cellulaz, p-glikoziddz, xilandz) termelése, indolecetsav-termelés,
foszformobilizalas felmérése. A baktériumtorzsek fenydmagok csirdzasara gyakorolt

hatasanak vizsgalata.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Armillaria és a potencialis biokontroll mikroorganizmusok izolilasa és

azonositasa

A talaj-, termétest- és rizomorfa-mintakat két kiilonb6z6 helyszinrél gyijtottik.
Eszaknyugat-Magyarorszagon a Keszthelyi-hegységben egy tolgyfaerdébél, ahol az Armillaria
fajok sulyos karokat okoztak, és Eszakkelet-Ausztridban, a Rosalia-hegységben egy egészséges

feny6erd6bol, ahol nem voltak lathato jelei Armillaria fert6zésnek (3. abra).

-
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3. abra. A két mitavéeli teriilet: a keszthely (Magyarorszé) tolgyerdo, mely Armillaria
altal sulyosan karositott, és a rosaliai (Ausztria) egészséges fenyderdo.

5.1.1. Armillaria torzsek izolalasa és azonositasa

A tiszta Armillaria tenyészetek készitését termétestekbdl és rizomorfakbol steril
koriilmények kozott vett gombaszovetmintakbdl kiindulva kezdtiik meg. A rizomorfak
esetében sziikség volt a talajrészecskék teljes eltavolitasara és a tiszta rizomorfak intenziv
felszini fertGtlenitésére. A frissen gyiijtott rizomorfak fertdtlenitésének elsé 1épése a melegvizes
mosas (7% razas és Oblités), ezt kovette 20%-0s Clorox-ban (Clorox Company, Kalifornia,
USA) torténd aztatas 7-10 percig, ezutan haromszor atmostuk steril desztillalt vizzel, majd 3%-
os hidrogén-peroxidban aztattuk 7-10 percig. Ezt kovetden egy ujabb steril desztillalt vizes
mosas kovetkezett, majd a rizomorfakat steril eszkdzokkel 1 cm-es darabokra véagtuk. Ezt
kovetéen a sterilen vett gombaszovedéket antibiotikumot tartalmaz6 MEA (20 g/L

malatakivonat, 19 g/L agar, 25 mg/L benomil (VWR International, Debrecen, Magyarorszag)
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¢s 250 mg/L sztreptomicin Sigma Aldrich, Schnelldorf, Németorszag) taptalajra helyeztiik. A
leoltas utan 22 °C-on, 3-4 hétig sotétben inkubdltuk a tenyészeteket. A kindtt tiszta
tenyészeteket még legalabb kétszer atoltottuk szelektiv taptalajra, majd burgonyadextroz agarra

(PDA, VWR International, Debrecen, Magyarorszag) oltottuk.

Az Armillaria torzsek fajszintii azonositasahoz a genomi DNS kivonasat a Fungal DNA
Mini Kit D3390-02 (VWR International, Debrecen, Magyarorszag) segitségével végeztiik a
gyartod utasitasainak megfelelden. A transzlacios elongacios faktor 1-o gén (tef 1-a) (Ross-
Davis és mtsai., 2012) egy diagnosztikus szakaszanak amplifikalasdhoz a TEF-LLErev és EF1-
728F indit6 szekvenciakat (primereket) alkalmaztuk (1. tablazat). A PCR-elegyek dsszetétele a
kovetkezo volt (20 pL végtérfogatra szamolva) 2 pLL 10x DreamTaq-puffer 20 mM MgCl»-dal,
2 uL 2 mM dNTP mix, 4-4 pL mindegyik primerb6l (1 uM), 7 pL steril bidesztillalt viz, 0,1 pL
5 U/uL DreamTaq DNS-polimeraz (Thermo Fischer Scientific, Vilnius, Litvania), 1 pL (10
uM) genomi DNS-templat. A felszaporitashoz Doppio Gradient 2 x 48 lyuka PCR (VWR,
Debrecen, Magyarorszag) késziiléket alkalmaztunk az 1. tdblazatban feltiintetett hdmeérsékleti

profil beallitasaval.

A DNS-fragmentumok ellendrzését agardz gélelektroforézis segitségével végeztiik. A
DNS-mintakhoz mintafelvivé puffert (6x LD puffer, Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Litvania) adtunk, majd 1%-os agar6z gélben (VWR, Debrecen, Magyarorszag) 90 V-0s
fesziiltségen 20 percig futtattuk. Az agardz gél elkészitéséhez és futtatd pufferként is TAE
puffert (40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6) 1 mM Na2EDTA oldatban) hasznaltunk. A fragmentumok
lathatova tételéhez etidium-bromidos (0,5 ug/mL, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
festést alkalmaztunk. A fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb-os molekulasuly
markert (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litvania) hasznaltunk. A gélek kiértékeléséhez az
UVP BioDoc-It™ System UV Transilluminator (VWR, Debrecen, Magyarorszig) késziiléket

alkalmaztuk.

A PCR termékeket NucleoSpin™ Gel & PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) segitségével tisztitottuk. Az amplifikalt PCR-termékek szekvenalasat a Szegedi
Biologiai Kutatokozpont szekvenald platformja végezte. A kapott szekvencidkat feltoltottiik a
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide
adatbazisaba és a Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nm.nih.gov (blastp)) program

segitségével elemeztiik.
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1. tablazat: Fajszintli azonositasra hasznalt, amplifikalt génszakaszok, alkalmazott primerek
¢s PCR homérséklet profilja.

PCR-

Gén Inditészekvencia ,
paraméterek

94°C5p

tefla 40 ciklus

94 °C 30 mp

EF1-728F: CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 57 °C 30 mp

TEF1-LLErev: AACTTGCAGGCAATGTGG 72 °C 90 mp
72°C7p

94°C2p
94 °C 30 mp
TS ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG 48 °C 40 mp 35 ciklus
ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC 72 °C 40 mp
72°C2p

94 °C 2 min
94 °C 30 mp
tub2 BT2a: GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 55°C30mp 35 ciklus
BT2b: ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 72 °C 45 mp
72°C7p

94°C5p
94 °C 45 mp
60 °C 45 mp
72°C2p

5 ciklus

rpb2 RPB2 7CR_Eur: CCCATRGCYTGYTTRCCCAT 72°C2

94 °C 45 mp
54 °C 45 mp
72°C2p
72°CT7p

94 °C 45 mp
RPB2 5F Eur: GAYGAYCGKGAYCAYTTCGG 58 °C 45 mp} 5 ciklus
} 30 ciklus

94°C2p

94 °C 30 mp
A gyrAF: CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT 53 °C 45 mp 30 ciklus
9y gyrAR: CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 72°C1p

72°C5p

94°C2p
94 °C 30 mp
(0B rpoBF: AGGTCAACTAGTTCAGTATGGACG 57 °C 30 mp 30 ciklus
rpoBRO: GTCCTACATTGGCAAGATCGTATC 72°C 1p
72°C5p

94°C 3 p

rpoB rpoB-PAR: CCTTCACGGTGAATTCGTTC 72°C1p

72°C 10 p

94°C 3 p
94°C 1p

341f: AGTTCATGGACCAGAACAACC 55°C 1p

1060r: CCTTCACGGTGAATTCGTTC 72°C1p
72°C10p

94°Clp
rpoB-PSF: AGTTCATGGACCAGAACAACC 55°Clp } 30 ciklus
} 30 ciklus

16S rRNS
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5.1.2. Armillaria fajok morfolégiai vizsgalata pasztazo elektronmikroszkoppal

Az Armillaria torzseket PDA taptalajra oltottuk le és harom hétig s6tétben, 22 °C-on
inkubaltuk, egyes fajok telepeinek és rizomorfainak morfologiai vizsgalatat pasztazo
elektronmikroszkop (scanning electron microscope - SEM) alkalmazésaval végeztiik. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a mintakat 2,5%-os glutaraldehid-tartalmi 0,1 M-0s
foszfat puffer oldatban (pH=7,3) stabilizaltuk (12 ora, 4 °C). Ezt kovetden a mintakat etanol-
viz elegyben dehidrataltuk, az etanol térfogatanak aranyat fokozatosan novelve (50 v/v %, 60
v/Iv %, 70 v/v %, 80 v/v %, 90 v/v %, 95 v/v %, 100 v/v %). Végiil a mintakat szaritottuk (3
ora, 30 °C) és arannyal vontuk be a mikroszképos vizsgalatokhoz. Az elektronmikroszkopos
felvételeket 10 kV gyorsitd fesziiltségen, Hitachi S-4700 Type Il FE- SEM (Hitachi High
Technologies, USA) mikroszkoppal készitettiik (Kedves és mtsai., 2019).

5.1.3. Potencialis biokontroll baktériumtorzsek izolalasa és azonositasa

Mivel a szakirodalmi adatok alapjan a ndvénykorokozd gombdk elleni bioldgiai
védekezésre a legigéretesebb baktériumok a Bacillus és a Pseudomonas nemzetségek
képviseldi koziil keriilnek ki (Beneduzi és mtsai., 2012; Haas és Défago, 2005) az alkalmazott
baktériumizolalasi stratégia soran elsdsorban ezen a mikrobacsoportok izolalasat céloztuk meg.

A baktériumok izolaldsanak céljara kétféle taptalajt alkalmaztunk.

A Bacillus torzsek és egyéb baktériumok izolalasara alkalmazott szelektiv taptalaj 5 g/L
gliikozt, 3 g/L élesztékivonatot és 20 g/L agart tartalmazott, melyhez sterilizalas utan dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldott 300 ug/L nisztatint (VWR, Debrecen, Magyarorszag) és 300 ug/L
karbendazimot (VWR, Debrecen, Magyarorszag) adtunk.

A Pseudomonas torzsek izolalasara alkalmazott Pseudomonas-szelektiv taptalajt (10
g/L szachar6z, 10 mL/L glicerin, 5 g/L kazaminosav, 1 g/L NaHCOs, 1 g/L MgSOa, 2,3 g/L
K2HPOg4, 1,2 g/L SLS (natrium-lauril-szarkozinat), 20 g/L agar, 20 mg/L trimetoprim (VWR,

Debrecen, Magyarorszag) sterilizalas utan a taptalajban oldva hasznaltunk.

A baktériumok izolalasahoz 0,5 g talajmintat, illetve 1 cm-es rizomorfa-darabokat 5 mL
0,9%-0s NaCl-oldatban szuszpendaltunk, a kapott szuszpenzidbol tizes 1éptékii, négylépcsds
higitasi sort készitettiink steril, 0,9%-0s NaCl oldatban, majd a szelektiv taptalajokra oltottuk
le. A Bacillus torzsek izolalasahoz a talajszuszpenzidkat 90 °C-on 15 percig inkubaltuk
(Biichner és mtsai., 2022). A higitasi sorokbol 50-50 pL-t szélesztettiink a taptalajokra. Higitasi

soronként az utolsé két lépcsébdl harom technikai parhuzamosban dolgoztunk, a leoltott
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lemezek felszinét sterilfiilkében leszaritottuk, majd 25 °C-on 3 napig inkubaltuk a leoltott

csészéket.

A baktériumtorzsek molekularis vizsgalatdhoz a genomi DNS kivonasat az E.Z.N.A.®
Bacterial DNA Kit (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA, USA) felhasznalasaval végeztiik a

gyart6 utasitdsai szerint.

A Pseudomonas izolatumok azonositasara az RNS-polimeraz B (rpoB) génre tervezett
inditdszekvencidkkal dolgoztunk (rpoB-PSF és rpoB-PAR, 1. tablazat) (Sajben €és mtsai.,
2011), melyek 410 bazispar méretii szakaszt amplifikdlnak. A PCR-elegyek Osszetétele a
kovetkezo volt (20 puL végtérfogatra szamolva) 2 uLL. 10x DreamTaq-puffer 20 mM MgCl»-dal,
2 uL 2 mM dNTP mix, 4-4 uL mindegyik primerb6l (100 uM), 7 uL steril bidesztillalt viz, 0,1
uL 5 U/uL DreamTaq DNS-polimeraz, és 1 pL (10 uM) genomi DNS-templat. Az agardz
gélelektroforézis, valamint az agarozgélek kiértékelése és a fajok azonositdsa az 5.1.1.

szakaszban leirtaknak megfeleléen tortént.

A Bacillus és egyéb baktériumtorzsek szekvenciaalapt azonositasa céljara a 16S
riboszomalis RNS, az RNS-polimeraz B (rpoB) (Fan és mtsai., 2017) és a DNS-giraz o alegység
(gyrA) (Liu és mtsai., 2022) (1. tablazat) génszakaszait amplifikaltuk. A PCR-elegyek
Osszetétele a kovetkezo volt (25 pL-re): 2,5 uL 10x DreamTag-polimeraz puffer, 200 uM dNTP
mix, 0,25 uM primer, 1 egység DreamTag-polimeraz enzim és 1 uL (10 uM) genomi DNS-
templat. Az amplifikalast Doppio Gradient 2 x 48 lyukti PCR késziilékkel végeztiikk az 1.
tablazatban feltiintetett homérsékleti profil alkalmazéasaval. Az agardz gélelektroforézis,
valamint az agarozgélek kiértékelése és a fajok azonositasa az 5.1.1. szakaszban leirtaknak

megfelelden tortént.
5.1.4. Egyéb potencialis biokontroll mikroorganizmusok szelektalisa és azonositasa

Szakirodalmi adatok alapjan a Chaetomium fajok igéretes gombatorzsek az Armillaria
fajok elleni biologiai védekezésre (Raziq és Fox, 2003, 2004), ezért a Szegedi Bioldgiai
Torzsgylijteményben (Www.szmc.hu) elhelyezett Chaetomium- és Chaetomium-szerti torzseket
vizsgaltuk. A torzsgylijteményben talalhatdé Chaetomium- és Chaetomium-szeri torzsek
finnorszagi iskolakbol, lakésokbol, iroddkbodl, valamint magyarorszagi tizletekbdl, hazakbol,
lakasokbol és irodakbol lettek izolalva (Fiiggelék , 1. tablazat). A finnorszagi mintdkat parafa és
asvanygyapot szigetelésrdl, valamint porbol gylijtotték 6ssze mintavevo palcakkal. A mintdkat

2%-os malatakivonatos agaron tenyésztették, melyet 1égateresztd szalaggal zartak le, hogy
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lassitsak a nedvességveszteséget a 2-4 hetes tenyésztés soran, mely 30-40% relativ paratartalom

mellett és 22-24 °C hémérsékleten tortént (Salo és mtsai., 2020).

A magyarorszagi izoldtumok esetében a mintavétel hazi porbol, valamint falakrol
tortént, olyan helyekrdl, ahol a gombatelepek lathatoak voltak, vagy Greisinger GMI 15 (GHM
Messtechnik GmbH, Remscheid, Németorszag) nedvességmérével detektalt nedves
feliiletekrdl. A mintak kdzvetleniil kloramfenikolt (VWR, Debrecen, Magyarorszag) tartalmazo
2%-0s MEA agarra, illetve dikloran - bengalrozsa kloramfenikol agarra (VWR, Debrecen,
Magyarorszag) keriiltek leoltasra (Kedves és mtsai, 2021b). A levegOben 1évé gombak
Osszegytjtéséhez 100 L térfogatu levegdmintat gyljtottek 150 cm magassagban 400 lyuku
egyrétegli Andersen mintavevokkel (Andersen, 1958) (MAS 100, EMD Millipore, Merck,
Darmstadt, Németorszag; SAS IAQ, International PBI SpA, Milan6, Olaszorszag; Samp I’ Air
MK2, AES Chemunex, Bruz, Franciaorszag), 100 L/perc aramlassal MEA taptalajra. A
mintavételek kozott az eszkozoket etanollal sterilizaltak. A mintakat 22 °C-on, 5-7 napig
sOtétben inkubaltak, az izolalt gombak ndvekedési intenzitdsatol fiiggden. Az izolalt tiszta
tenyészeteket a Szegedi Mikrobiologiai Torzsgyljteményben (SZMC, www.szmc.hu)
helyeztiik el.

A tiszta gombatenyészeteket 7 napig szobahdmérsekleten inkubaltuk 2% (w/v) MEA
taptalajon. Ezutan a gombakbol a genomi DNS-kivonasat az E.Z.N.A.®Fungal DNS Mini Kit
alkalmazasaval végeztiik, a gyarto utasitasainak megfeleléen. A Kivont genomi DNS-t PCR-rel
amplifikaltuk az 1. tablazatban feltlintetett inditoszekvencidk és amplifikécios profilok
alkalmazasaval. A molekularis azonositasokat a transzlacios elongacios faktor la (tefla), az
RNS polimeraz II legnagyobb és masodik legnagyobb alegysége (rpb2) és a B-tubulin (tub2)
gének fragmentumainak, valamint a riboszomalis RNS géncsoport koztes atirddo elvalaszto
az 5.1.1. szakaszban leirtak alapjan. A 20 pL PCR-elegyek az aldbbiakat tartalmaztik: 2 pL
10x DreamTagq-puffer 20 mM MgCl,-dal, 2 pL 2 mM dNTP mix, 4-4 pL mindegyik primerbdl
(100 uM), 7 pL steril bidesztillalt viz, 0,1 pL 5 U/uL DreamTaq DNS-polimeraz és 1 pL (10
uM) genomi DNS-templat. Az amplifikalast Doppio Gradient 2 x 48 lyuka PCR késziilékkel
végeztik az 1. tdbldzatban bemutatott amplifikdcios profilok szerint. A PCR termékeket

NucleoSpin™ Gel és PCR Clean-up Kit segitségével tisztitottuk, a gyarté utasitasait kdvetve.

A szekvendlast az Eurofins Genomics szekvendlod szolgéltaté végezte szamunkra
(http://www.eurofinsgenomics.com). A kapott szekvencidkat feltoltottiik a National Center for

Biotechnology Information (ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide adatbazisaba. A filogenetikai
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elemzésekhez alkalmazott referenciatorzsek szekvenciait az NCBI Nucleotide adatbazisabol

(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) toltottiik le (Fiiggelék, 1. tablazat).

A két Dichotomopilus izolatum szekvenciait korabban mar leirt 12 Dichotomopilus és
11 Chaetomium faj nyilvanosan hozzaférheté szekvenciaihoz illesztettiik. A filogenetikai
elemzéseket négy lokuszt (ITS, tefla, rpb2 és tub2) a Prank v170427 programban illesztettiik
(Loytynoja, 2014). A tefla és rpb2 szekvenciakat két kiilon részként hataroztuk meg, mig a
tub2 adatkészletet exonokra és intronokra osztottuk. Az ITS adatkészletet rDNS és ITS1-1TS2
régiokra osztottuk. A tub2 és az ITS adatkészletek illesztései viszonylag nagyszamu indelt
(indelek = inszerciok €s deléciok) tartalmaztak, ezért az lires részeket a 2matrix v1.0 (Salinas
¢és Little 2014) hiany/jelenlét karakterként kodolta, az egyszerii indelkodolasi algoritmussal
(Simmons és Ochoterena 2000). A két indel matrixot illesztettiik, és egyetlen particioként adtuk
hozza az adatkészlethez. A filogenetikai kovetkeztetéshez legjobban illeszkedd modellt a
ModelTest-NG v0.1.4 (Darriba és mtsai.,, 2019) szoftver segitségével valasztottuk ki, a
Bayesian informacios kritérium (Schwarz, 1978) segitségével, diszkrét-gamma ardny
eloszlassal. Az egyes particiokhoz legjobban illeszkedé modelleket a 2. tdblazat mutatja. A
legnagyobb valdsziniiség (maximum likelihood, ML) médszert az RAXML-NG v0.9.0 (Kozlov
¢s mtsai., 2019) segitségével végeztiik. A legjobb ML fa statisztikai aldtdmasztasat 1000

bootstrap ismétléssel kaptuk.

2. tablazat: Az egyes particiokhoz legjobban illeszked6 modellek

Particio Legjobban illeszked6é modell
rpb2 TrN+G4
teflo TIM2+G4
tub2 intron HKY+G4
tub2 exon TrN+G4
rDNS F81+G4
ITS TIM2+G4
Indel BIN+ASC_LEWIS

5.1.4.1. A Chaetomium és Chaetomium-szerii gombak morfologiai jellemzése

crer

vizsgaltuk: 2% (w/v) MEA-n (VWR), 3% (w/v) zabliszt agaron (OA, Merck, Darmstadt,
Németorszag), PDA-n (VWR), hét napig sotétben, 25 °C-on tortént inkubacid utan (Wang és
mtsai., 2016). A mikroszkopos vizsgalatokat fénymikroszkop (Zeiss Primostar, Carl Zeiss,
Suzhou, Kina), sztereomikroszkép (Zeiss Stemi 305, Carl Zeiss, Suzhou, Kina) és SEM

alkalmazasaval végeztiik. Az inkubacids id6 letelte utan a mintdk el6készitését és a
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mikroszkopos vizsgalatokat az 5.1.2. fejezetben leirtak alapjan végeztiik el. A Chaetomium és
Chaetomium-szeri gombak méreteinek (peritécium, aszkusz, spora) meghatarozasahoz ImageJ

programot hasznaltunk (https://imagej.net/ij/).

5. 2. Az izolalt baktériumok és a gombak biokontroll képességeinek vizsgalata

5.2.1. In vitro antagonizmus-vizsgalat konfrontacios tenyészetekkel

Az in vitro antagonizmus-vizsgalatokat PDA taptalajon végeztik. A 9 cm atmér6ji
Petri-csészék kozéppontjatdl 1 cm-re oltottuk le az Armillaria térzseket (5 mm-es
agarkoronggal, 14 napos tenyészetekkel), 1 hétig inkubaltuk (25 °C-on, sotétben), majd a
kozépponttdl ellentétes iranyban 1 cm-re oltottuk le az altalunk izolalt baktériumtorzseket
(5.1.3. fejezet) (20 pL, 10° sejt/mL) és tovabbi 2 hétig inkubéltuk a tenyészeteket 25 °C-on,
sOtétben. A baktériumtorzseket 24 oraig ¢lesztd-gliikkdz taplevesbe (5 g/L élesztdkivonat, 10
g/L gliik6z) eldoneveltiik, majd a tenyészetek optikai denzitdsat (OD) 600 nm-en Spectrostar
Nano spektrofotométer (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Németorszag) segitségével

mértiik le és az OD alapjan bedllitottuk a tenyészetek sejtszamat.

A gombdk esetében 1 hét inkubalds utan gombamicéliumot tartalmazd 5 mm-es

agarkorongot oltottunk le az Armillaria torzsek mellé.

A baktériumtérzsek Armillaria-val szembeni antagonizmusat egy masik modszerrel is
vizsgaltuk, azonos sejtszamu baktériumtdrzset (20 uL, 10° sejt/mL) szélesztettink a PDA
taptalajra, és a taptalajok kozepére helyeztiik az Armillaria-t tartalmazé agarkorongot, ezt

kovetden a tenyészeteket 3 hétig inkubaltuk 25 °C-on.

Az inkubacios id6 letelte utdn minden Petri-csészét lefényképeztiink és Image J 1.52a
program (https://imagej.net/ij/) segitségével lemértik az Armillaria telepek teriiletét, és a
kovetkez6 képlet segitségével kiszamitottuk a baktériumtorzsek és gombatorzsek Armillaria-

val szembeni gatlasat:

o Kontroll Armillaria telep teriilete — Armillaria telep teriilete biokontroll mikroorganizmusok jelenlétében
Gatlas % = { } * 100

Kontroll Armillaria telep tertiilete

5.2.2. Az Armillaria - biokontroll Agens interakci6 vizsgalata pasztazo
elektronmikroszkoppal

Az izolalt potencialis biokontroll mikroorganizmusok Armillaria elleni antagonista
mechanizmusanak megértése érdekében a mintakat SEM-el vizsgaltuk. Az el6z6 fejezetben

leirtak szerint in vitro konfrontacios tenyészeteket készitettiink. Az inkubacios id6 letelte utan
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a mintak eldkészitését és a mikroszkopos vizsgalatokat az 5.1.2. fejezetben leirtak alapjan

végeztiik el.

5.2.3. A Bacillus torzsek antifungalis metabolitok szintéziséért felelos génjeinek vizsgalata

A Bacillus torzsek lipopeptid-termelésének képességét a lipopeptid-termelésért felelds
gének jelenlétével vizsgaltuk. A DNS-kivonast, a PCR kivitelezését és a gélelektroforézist az
5.1.1. szakaszban leirt modszer szerint végeztiik. A Bacillus lipopeptidek koziil a bacillomicin
(BamC), a szurfaktin (sfp) (Gond és mtsai., 2015), a fengicin (fenB), és a mikoszubtilin (mycA)
(Boka, 2019) termeléséért felels géneket vizsgaltuk (3. tablazat).

3. tablazat: A vizsgalt, lipopeptidek termeléséért felelds génszakaszok, alkalmazott primerek

¢s PCR-paraméterek.

Gén Inditészekvencia PCR- paraméterek
Bacclf: gj og T g
BamC GAAGQACACGGAGAGAGTC 57 °C 30 mp 35 ciklus
Bacclr: 79 °C 90 m
CGCTGATGACTGTTCATGCT P
72°C7p
fen-F: gj og T g
fenB ]ESG'rI]'gC.ZAGCTCGCCGAATTCTT 56.8°C 1 p 35 ciklus
GGCTACAATATGCCGGCTGTG 72°Clp
72°C 10 p
mycA-F: gj og T g
mycA GACTGGGATTTATCCCATATC 559C |
mycA-R: 79 °C | p 35 ciklus
GATTTTGGTTGACTCTAGCGC p
72 °C 10
sfp-F: 94°C4p
sfp ATGAAGATTTACGGAATTTA 94°Clp
sfp-R: 46,5°C1p 35 ciklus
TTATAAAAGCTCTTCGTACG 72°C1p
72°C 10 p
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5.2.4. Kitinaz enzimaktivitas mérése

A baktériumok és gombdk altal termelt kitindz enzim mennyiségének méréséhez
kolloidalis kitint tartalmaz6 20 mL taplevest (6 g/L Na2HPO4, 3 g/L KH2PO4, 1 g/L NH4CI, 0,5
g/L NaCl, 0,05 g/L ¢lesztokivonat, 1% w/v kolloidalis kitin) a baktériumok esetében az
elénevelt baktériumtorzsekbdl 100 pL (10° sejt/mL) sejtszami baktérium szuszpenzidval,
gombak esetében pedig gombamicéliumot tartalmazo agarkoronggal oltottuk be, majd hét napig
25 °C-on, 150 rpm fordulatszdmon razatva (MaxQ 8000 Incubated Stackable Shake, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) inkubaltuk.

Az enzimaktivitas-mérést 4-nitrofenil (4-NF) N-acetil-p-D-gliikozaminid (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) kromogén szubsztrat felhasznalasaval végeztiik.

A tenyészetek feliilusz6jabol 100 pL mennyiséget mikrotiterlemezre vittiink fel, majd

crcr

percig inkubaltuk, majd a reakciot 100 pL 0,1 M-0s Na,COs oldattal allitottuk le.

A felszabadult 4-nitrofenolt Spectrostar Nano (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag)
mikrotiterlemez-leolvasé segitségével mértiik 405 nm-es hullamhosszon. A kapott optikai
denzitas értékeket Unit-ba (egy Unit az az enzimmennyiség, amely percenként 1 pmol 4-
nitrofenolt szabadit fel adott reakcidkoriilmények kozott) szamitottuk at ismert koncentracioju
4-nitrofenol standard oldatok segitségével, amelyekbdl kalibracios egyenest készitettiink (4.
4bra). A kalibracios egyenes elkészitéséhez 2,5%107°, 5x107°, 1x10%, 1,5x10%, 2x10™, 2,5x10°
4 és 3x10* M koncentracioju 4-nitrofenol oldatokat készitettiink, majd 405 nm-en lemértiik az
abszorbanciajukat. A kalibracios egyenes egyenlete (5. dbra): y = 8199x + 0,0661, ahol x a 4-
nitrofenol koncentracioja, y az abszorbancia 405 nm-en, a regresszios koefficiens értéke pedig

R?=0,997.

2,5 1
y = 8395,5x + 0,0656
2 -
15 1
[Te)
3
[a)
O 1
0,5
0 T T T T T ]
0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003

Koncentracio (M)

4. abra. A 4-nitrofenol kalibracios egyenese.
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5.2.4. Sziderofortermelés vizsgalata

Az izolalt baktériumok sziderofortermelését kromazurol-szulfonsavat (CAS) és vas (IIT)
kloridot tartalmaz6 taptalajon vizsgaltuk (Schwyn és Neilands, 1987). A modszer lényege, hogy
a CAS és a harom vegyértékii vas komplexet képeznek, melynek hatdsara a taptalaj kék szinti
lesz. Amikor a baktériumok a vasat felveszik a kdrnyezetiikbol, a CAS komplexbdl tavozik a
vas, €s a taptalaj kék szine sargara valtozik. A szinvaltozas alapjan lehet mérni a baktériumok
sziderofortermelésének mértékét: kiértekelés soran a baktériumtelepek koriil megjelent
narancssarga gylrii a szideroforok jelenlétére utal, ennek tertiletét mértiik le az inkubécios 1d6

letelte utan.

A kromazurolt tartalmazo taptalaj 6sszetevoi: 6 g piperazin, 0,6 g/L NaOH, 15 g/L
protedz-pepton, 15 g/L MgSO4x7 H20, 1,5 g/L KoHPO4, 10 mL glicerin, 20 g/L agar, 900 mL
desztillalt viz. 60,5 mg/L kromazurol S (CAS) festék 50 mL desztillalt vizben oldva, 10 mg/L
vas(l11)-klorid (FeClzx6 H20) és 72,9 mg hexadecil-trimetil-ammonium-bromid (HDTMA) 50
mL desztillalt vizben feloldva (Schwyn és Neilands, 1987). A baktériumtorzseket 24 oraig
elénevelt tenyészetbdl oltottuk le, 10 pL (10° sejt/mL) sejtszami baktériumszuszpenzidval,

pontoltassal. A tenyészeteket 3 napig inkubaltuk 25 °C-on.

5.3. Novénynovekedést serkento tulajdonsagok vizsgalata

5.3.2. Indol-3-ecetsav (IES) termelésének kimutatasa spektrofotometrias méréssel

A baktérium és gombatorzsek IES-termelését spektrofotometrids modszerrel vizsgaltuk.
A baktériumtdrzsekbd1 100 pL 10° sejt/mL koncentracioji szuszpenzidval beoltottunk 20 mL
TSB (Triptone-Soy Broth: 15 g/L tripton, 5 g/L szdjapepton, 5 g/LL NaCl, 1 mg/mL triptofan)
taplevest, a gombak esetében pedig gombamicéliumot tartalmazé 5 mm-es agarkoronggal
oltottuk be a TSB tapleveseket. 25 °C-on 150 rpm-en razatva (KS 4000 ic control, IKA Werke
Staufen, Németorszag) 5 napig inkubaltuk. Ezt kdvetden a baktérium- és gombatenyészetekbdl
2 mL-t centrifugéltunk (5000 g, 15 perc). 100 pL feliiliszéhoz 200 uL Salkowski reagenst (300
mL 98%-0s H2SO4, 15 mL 0,5 M-0s FeCls, 500 mL desztillalt viz) mértiink, az igy elokészitett
mintdkat 30 percig sotétben inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd Spectrostar Nano
spektrofotométerrel 530 nm-en lemértiik a mintdk abszorbancidjat (Gordon és Weber, 1951).
kalibracios egyenes segitségével. Ennek elkészités¢hez 1, 5, 10, 25, 30, 50 és 80 pg/mL
koncentracioju IES-oldatokat készitettiink, melyek 1 egységéhez 2 egység Salkowski-reagenst
adtunk, sotétben 30 percig 25 °C-on inkubiltuk, majd 530 nm-en lemértik az

40



abszorbanciajukat. A kalibracios egyenes egyenlete (5. abra): y = 0,0187x + 0,0671, ahol x az
indol-3-ecetsav koncentracioja, y az abszorbancia 530 nm-en, a regresszios koefficiens értéke

pedig: R* = 0,998.

18 -
16 - y =0,0187x + 0,0671
14 R® = 0,998
12 -
1 4
08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

OD530

Koncentracio pg/mL

5. abra. Az indol-3-ecetsav kalibracios egyenese.
5.3.3. Extracellularis szénhidratbonto és foszfataz enzimaktivitasok mérése

A baktériumtorzsek és a gombatdrzsek altal termelt extracellularis szénhidratbontd
enzimek mennyiségének mérésé¢hez cellulozt tartalmazo taplevest (20 g/L mannitol, 10 g/L
KH2PO4, 5 g/L NaNOs, 2 g/L MgSO4x7H,0, 20 g/L cellulézpor) oltottunk be 100 pL (10°
sejt/mL) sejtszamu baktériumszuszpenzioval, illetve gombamicéliumot tartalmazé 5 mm-es
agarkoronggal, majd hét napig 25 °C-on, 150 rpm fordulatszdmon razatva (MaxQ 8000
Incubated Stackable Shaker) inkubaltuk.

Az enzimaktivitas-méréseket 4-NF-B-D-gliikkopiranozid, 4-NF-B-D-cellobiozid, 4-NF-
B-D-xilopiranozid, 4-NF-N-acetil-B-D-glikézaminid és 4-NF-foszfat (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) kromogén szubsztratok felhasznalasaval végeztiik. Az enzimaktivitas

mérését az 5.2.4. fejezetben leirtak alapjan végeztiik.
5.3.4. A baktériumok csirazast serkenté hatasanak vizsgalata fenyémagok esetében

A kisérletet a fenyomagok fert6tlenitésével kezdtik: 10%-os natrium-hipoklorit
oldatban 20 percig aztattuk a magokat, majd steril desztillalt vizzel alaposan atmostuk. A
csiraztatast Petri-csészében, steril sziirGpapiron végeztikk. A sziirdpapirt steril desztillalt vizzel
(5 mL) nedvesitettiik. Minden Petri-csészébe 10 db fenydmagot tettiink, majd 5 mL 10° sejt/mL
sejtszamll  baktériumszuszpenziodt pipettdztunk a magokat tartalmazd Petri-csészékbe, a

kontrollok esetében pedig a baktériumszuszpenziot steril taplevessel helyettesitettiik.
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A magokat 4 hétig, 25 °C-on, s6tétben inkubaltuk, majd lemértiik a csiranévények gyokér-,

szar-, levél- és teljes hosszat.
5.4. Statisztikai analizis

Az 0sszegyljtott adatok elemzéséhez és a vizualis megjelenitéshez az OriginPro 2021
szoftvert (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA) hasznaltuk. Ez a
program kivaléan alkalmas Osszetett statisztikai elemzések végrehajtasara, valamint
publikacidos mindségli abrak készitésére. Az OriginPro segitségével kiszamitottuk a vizsgalt
paraméterek alapvetd leird statisztikai jellemzdit, beleértve az atlagot, szordst, mediant,
minimumot és maximumot, valamint fékomponens-analizist végeztiink. Ezeket a grafikus
abrakon mutattuk be. A szignifikancia megallapitasara a két mintas T-probat, a kétszempontos
ANOVA-t, Kruskal-Wallis-probat, és Mann—Whitney-probat végeztiik el, az OriginPro 2021

szoftvert hasznalataval.
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

6.1. lzolalt Armillaria torzsek

A két mintavételi terliletrél gyijtott talaj-, termdtest- valamint rizomorfa-mintakbol
szelektiv taptalajon Armillaria torzseket izolaltunk, melyeket szekvenciaalapi molekularis
modszerekkel azonositottunk. A teflo gén diagnosztikus szakaszanak szekvenciaanalizisével
Osszesen 4 Armillaria fajt azonositottunk: két ttleveli-specifikus fajt, az A. cepistipes-t (2
gombatdrzs) és az A. ostoyae-t (3 gombatorzs) a Rosalia-hegységbdl, és két tolgyfa-specifikus
fajt, az A. mellea-t (18 gombatorzs) és az A. gallica-t (4 gombatorzs) a Keszthelyi-hegységbol
(3. tablazat).

3. tablazat: A kiilonb6z6 vizsgalati helyszinekrdl izolalt Armillaria torzsek

Izolalas helyszine Minta Torzsgylijtemény Fajnév Génbanki
azonosito azonosito
(tefl)

Rosalia-Hegység, termotest SZMC 24125 . cepistipes MN580140
Ausztria termétest SZMC 24126 . cepistipes MN580151
rizomorfa SZMC 24128 . ostoyae MN580144

termotest SZMC 24129 . Ostoyae MN580139

termotest SZMC 24130 . Ostoyae MN580142

Keszthely, talaj SZMC 24095 . gallica MN580162
Magyarorszag talaj SZMC 24098 . gallica MN580163
talaj SZMC 24099 . gallica MN580160

mellea MN580137
mellea MN580159
mellea MN580138
mellea MN580152
mellea MN580145
mellea MN580153
mellea MN580155
mellea MN580154
mellea MN580158
mellea MN580146
mellea MN580150
mellea MN580143
. gallica MN580141
mellea MN580148
mellea MN580149
mellea MN580161
. mellea MN580157
. mellea MN580156
. mellea MN580147

termétest SZMC 24131
termétest SZMC 24132
termétest SZMC 24133
termétest SZMC 24134
termétest SZMC 24135
termétest SZMC 24651
termotest SZMC 24136
termotest SZMC 24137
termotest SZMC 24139
termotest SZMC 24140
termotest SZMC 24141
termotest SZMC 24142
termotest SZMC 24143
termotest SZMC 24144
termotest SZMC 24145
termotest SZMC 24146
termotest SZMC 24147
termotest SZMC 24148
termotest SZMC 24149

> 2>2>2>PP>>>>>>>>>>2>> > > >

43



e ey

tenyésztést kovetéen. A két szaprofita faj, az A. gallica és az A. cepistipes izolatumainak
morfologidja hasonlit egymasra: az Armillaria telepek sotétbarna sziniiek, erételjes
rizomorfaképzés figyelhetd meg, mig az A. mellea tenyészetek vilagosbarnak, rizomorfaik
pedig vékonyabbak. Az A. mellea esetében is sliri rizomorfahalozat keletkezett, ellenben az
A. ostoyae PDA taptalajon nem képez rizomorfakat, telepe pedig sziirkésbarna, feliilete pedig

a tobbi fajjal ellentétben barsonyos texturaji.

6. abra. Erdei talajmintakbol izolalt Armillaria-k: A. tiszta A. gallica tenyészet,
B. tiszta A. mellea tenyészet C. tiszta A. cepistipes tenyészet, D. tiszta A. ostoyae tenyészet.

crer

pasztazo elektronmikroszkoppal is vizsgaltuk (7. abra). Az A. mellea rizomorfajanak SEM
felvételén (7. A 4bra) lathatd, hogy a rizomorfak siirti, rendezett strukturaju hifakétegekbdl
allnak, a hifak feliiletén gomb alakt kitiiremkedések figyelhetok meg, melyek valdszintileg a
taplalek és levegd felvételre szolgalnak. A telepek kozepérdl vett mintdk SEM felvételein (7. B
abra) szintén rendezett hifakotegek 1athatok, a szembetiing kiilonbség, hogy a telep belsejébol
vett mintdk esetében a hifak feliiletén nem voltak lathatok a gomb alaku kitiiremkedések. Az
egészséges Armillaria hifai henger alaktiak, 3-4 pm atméréjiiek. Az A. ostoyae SZMC 24127
az altalunk alkalmazott in vitro tenyésztési koriilmények kozott nem képzett rizomorfakat, SEM

felvételein stiri, henger alakt hifak lathatok.
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7. abra. Az Armillaria fajok rizomorfainak elektronmikroszkopos felvétele kiilonb6z6
nagyitasokon. A - A. mellea SZMC 24131 rizomorfajanak SEM felvétele, B - A. mellea
SZMC 24131 telep belsejébdl vett minta SEM felvétele, C — A. ostoyae SZMC 24127 SEM
felvétele.

6.2. Izolalt potencialis biokontroll baktériumok

A gylijtott talaj-, termotest- €és rizomorfamintakbol 22 baktériumtorzset izolaltunk. A
baktérium- és Pseudomonas-szelektiv taptalajokrol 11 Pseudomonas sp. torzset izolaltunk,
melyeket az rpoB szekvencia elemzése alapjan hataroztunk meg, tovabba 5 Bacillus sp., 4
Paenibacillus sp., 1 Lysinibacillus sp., és 1 Burkholderia sp. torzset, melyeket 16S Rrns, rpoB

vagy gyrA szekvencidjuk alapjan hatdroztunk meg. (4. tablazat).
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4. tablazat: A kiilonboz6 vizsgélati helyszinekr6l izolalt baktériumtorzsek

Izolilas helyszine Tﬁrzsgyﬁjt?n,lényi Fajnéy Ref(-irencia Torzsazonosité Templét Hasonlosag
azonosito torzs szekvencia (%)
SZMC 24183 B. subtilis BEST3096 | AP024622.1 teljes genom 100
SZMC 24184 Pseudomonas sp. S49 CP019432.1 teljes genom 99,12
SZMC 24187 Pseudomonas sp. P8 139 CP125379.1 teljes genom 97,19
SZMC 24190 Ps. koreensis MaBRAl1 |JQ317852.1 rpoB 98,86
SZMC 24197 Ps. mandelii McBPA3 JQ317871.1 rpoB 98.28
Armillaria termétest, Rosalia- | SZMC 24198 Burkholderia sp. GS2Y PQ219486.1 16S rRNS 99,38
hegység, Ausztria SZMC 24199 Paenibacillus sp. L304 KR181831.1 16S rRNS 99,42
SZMC 24200 B. subtilis BEST3096 | AP024622.1 teljes genom 100
SZMC 24201 Pb. castaneae Ch-32 NR_044403.1 | 16S rRNS 99,71
SZMC 24202 Paenibacillus sp. L304 KR181831.1 16S rRNS 99,65
SZMC 24203 Lysinibacillus sp. DT3 JN208189.1 16S rRNS 99,85
SZMC 24204 Pb. castaneae Ch-32 NR_044403.1 | 16S rRNS 100
SZMC 24416 Ps. mandelii JR-1 CP005960.1 teljes genom 97,57
SZMC 24419 Ps. fluorescens CHMO1 JQ269321.1 rpoB 99,43
SZMC 26958 Ps. mandelii McBPA3 | JQ317871.1 rpoB 99,13
Talajminta, Keszthelyi- SZMC 24422 Ps. mandelii McBPA3 | JQ317871.1 rpoB 98,85
hegység, Magyarorszag SZMC 24423 Ps. mandelii McBPA3 | JQ317871.1 rpoB 98,60
SZMC 24425 Pseudomonas sp. S49 CP019432.1 teljes genom 98,60
SZMC 24428 Ps. fluorescens CHMO1 JQ269321.1 rpoB 99,36
SZMC 24437 B. amyloliquefaciens | ZJU1 CP041691.1 teljes genom 99,40
Armillaria termétest, SZMC 24439 B. subtilis CV1e6 CP062497.1 teljes genom 99,56
Keszthelyi-hegység, SZMC 24440 B. subtilis BEST3096 | AP024622.1 | teljes genom | 100

Magyarorszag




6.3. Szelektalt potencialis Armillaria-biokontroll gombak

A Chaetomium sp. térzseket korabban magyarorszagi lakasokbdl és irodakbol, valamint
finnorszagi iskolakbol, lakasokbdl és irodakbol izolaltak. A mintavétel a helységek leveg6jébol,
falairdl, valamint a leiilepedett porbol tortént. Az izolatumok a Szegedi Mikrobiologiai
Torzsgytjteményben (SZMC) keriiltek elhelyezésre. A finnorszagi izolatumokat Salo és
munkatarsai (2020), gyijtotték és egy korabbi munkank soran vizsgaltuk ezen gombatorzsek
mikotoxintermeld képességét, amely soran kimutattuk, hogy a Ch. cochliodes SZMC 24764 és
26528 gombatorzsek ketomint, ketoviridin A-t, és ketomugilin-t, a Ch. globosum SZMC 26530
¢és 26534 gombatorzsek pedig ketoglobozint, ketoviridin A-t, és ketoviridin C-t termelnek (Salo
¢s mtsai., 2020).

A Szegedi Biologiai Torzsgyiljteménybdl Gsszesen 32 (15 magyarorszagi és 17
finnorszagi) beltérbdl izolalt Chaetomium sp. torzset valasztottunk ki vizsgalataink céljaira (5.
tablazat). A torzseket teflo-szekvencidk alapjan azonositottuk és filogenetikai elemzést
végeztiink (8. abra). A 15 magyarorszagi Chaetomium sp. izolatumbodl 13 torzs bizonyult
Ch. globosum-nak, 1-1 pedig Ch. cochliodes-nek, illetve Ch. interruptum-nak. A 17 finnorszagi
izolatumbol 11 toérzs volt Ch. globosum, 2-2 térzs Ch. cochliodes illetve Ch. rectangulare,
tovabbi 2 izolatum (SZMC 26527, SZMC 26529) pedig egy, a kodzeli rokon Dichotomopilus

nemzetségbe tartozo, még le nem irt filogenetikai faj képviseldjének bizonyult.



5. tablazat: A vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzsek megoszlasa izolalasi

helyszinenként
Torzsgyiij- NCBI
temény Faj Izolalas helyszine GenBank
azonosito azonosité (tefl)
SZMC 22473  Ch. cochliodes Lakas, Tatabanya, Magyarorszag MW556657
SZMC 22474  Ch. globosum Szalloda, Budapest, Magyarorszag MW556658
SZMC 22478  Ch. globosum Uzlethelyiscg, Szentendre, MWS556659
Magyarorszag
SZMC 22481  Ch. globosum Lakas, Budapest, Magyarorszag MW556660
SZMC 22788 Ch. globosum Tarsashaz, Budapest, Magyarorszag MW556661
SZMC 23266 Ch. globosum Panellakas, Csepel, Magyarorszag MW556662
SZMC 23275  Ch. globosum Csalddi haz, Csillaghegy, Budapest, )\ \ee6g6a
Magyarorszag
SZMC 23688 Ch. globosum Panellakds, Kaszdsdild, Budapest, )\ eeaeey
Magyarorszag
SZMC 23937  Ch. interruptum Irodahaz, Budapest, Magyarorszag MW588206
SZMC 24035 Ch. globosum Tarsashaz, Budapest, Magyarorszag MW556665
SZMC 24451  Ch. globosum Iskola, Vantaa, Finnorszag MW556666
SZMC 24455  Ch. globosum Iskola, Vantaa, Finnorszag MT498109
SZMC 24456  Ch. globosum Egyetem, Espoo, Finnorszag MT498108
SZMC 24464  Ch. globosum Sertésfarm, Orimattila, Finnorszag MT498106
SZMC 24508 Ch. globosum Tarsashaz, Budapest, Magyarorszag MW556667
SZMC 24764 Ch. cochliodes Iroda, Helsinki, Finnorszag MT498103
SZMC 24765 Ch. globosum Lakas, Vantaa, Finnorszag MW310244
SZMC 24766 Ch. globosum Lakas, Vantaa, Finnorszag MT498110
SZMC 24768 Ch. globosum Lakas, Vantaa, Finnorszag MW556668
SZMC 24769  Ch. globosum Egyetem, Espoo, Finnorszag MT498107
SZMC 24770  Ch. globosum Egyetem, Turku, Finnorszag MW556669
SZMC 24938 Ch. globosum Kazincbarcika, csaladi haz, nappali MW556670
SZMC 26527  Dichotomopilus sp. Iskola, Vantaa, Finnorszag MW556671
SZMC 26528 Ch. cochliodes Iroda, Helsinki, Finnorszag MT498102
SZMC 26529 Dichotomopilus sp. Egyetem, Espoo, Finnorszag MT644127
SZMC 26530 Ch. globosum Lakas, Vantaa, Finnorszag MT498101
SZMC 26531 Ch. rectangulare Sertésfarm, Orimattila, Finnorszag MT498104
SZMC 26535 Ch. rectangulare Sertésfarm, Orimattila, Finnorszag MT498105
SZMC 26539 Ch. globosum Kimen6 sziird, Finnorszag MW588207
SZMC 26845  Ch. globosum Panellakds, Csepel, Budapest, MWS556672
Magyarorszag
SZMC 26857 Ch. globosum Tarsashaz, Budapest, Magyarorszag MW556673
SZMC 27052 Ch. globosum Pécs, Magyarorszag MW556674
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100

Chaetomium globosum SZMC 24455
Chaetomium globosum MUCL 395267
Chaetomium globosum CBS 160.62""
Chaetomium globosum SZMC 22481
Chaetomium globosum SZMC 24464
Chaetomium globosum SZMC 24765
Chaetomium globosum SZMC 22478
Chaetomium globosum SZMC 26857
Chaetomium globosum SZMC 24768

Chaetomium globosum SZMC 22474
Chaetomium globosum SZMC 24938
Chaetomium globosum SZMC 23266
Chaetomium globosum SZMC 24456
Chaetomium globosum SZMC 23688
Chaetomium globosum SZMC 24769
Chaetomium globosum SZMC 22788
Chaetomium globosum SZMC 24035
Chaetomium globosum SZMC 24766
Chaetomium globosum SZMC 26845
Chaetomium globosum SZMC 26530
Chaetomium globosum SZMC 23275
Ci i SZMC 26539

Chaetomium globosum SZMC 24508
_F Chaetomium globosum SZMC 24451

Chaetomium globosum SZMC 27052

Cl CBS 145.38"

100

CBS 128446"
—Cl [ CBS 574.717

73

| Chaetomium tenue CBS 139.38"

CBS 293.83"

CBS 124555"

79

CBS 162.627
Chaetomium cucumericola CBS 378.717
Chaetomium subglobosum CBS 149.60"
Chaetomium undulatulum CBS 126775"
Chaetomium capillare CBS 1284897
Chaetomium telluricola CBS 151.59"
Chaetomium graminiforme CBS 506.84"

Ci I ispirale CBS 137.58"

Ci ium spiroch CBS 730.84°7
Cl T CBS 637.917

Chaetomium cochliodes SZMC 26528
92 | Chaetomium cochliodes SZMC 22473
Chaetomium cochlioides CBS 155.52¢
Chaetomium spiculipilium CBS 373.66™
Chaetomium pseudocochliodes CGMCC 3.94417

Cl ium pilosum CBS 335.67"

100 | Chaetomium rectangulre SZMC 26535
Chaetomium rectangulare SZMC 26531
Chaetomium rectangulare CBS 1267787

Chaetomium elatum CBS 374.66"

100

c jum citrinum CBS 693.82"
\C jum interruptum CBS 1266607

| chaetomium interruptum SZMC 23937

93 Chaetomium ascotrichoides CBS 113.83"
Chaetomium madrasense CBS 315.74"
Chaetomium fimeti CBS 139034

72

Cl i CBS 370.66"

C ium cervicicola CBS 128492"
Chaetomium megalocarpum CBS 149.59°"
Chaetomium grande CBS 126780"

Chaetomium globosporum CBS 108.83"
5 :

Ci

CBS 163.62"
i CBS 1284947

90 | Dichotomopilus variostiolatus E54
Di funicola CBS 159.52°
L Dichotomopilus subfunicola CGMCC 3.128921
7 sp. SZMC 26527

100

97

93

1 pichotomopilus sp. SZMC 26529

|

Di ilus indicus CGMCC 3.14184<"
97 T Di erectus CBS 140.56"
L Di i CGMCC 3.14183
Di ilus p is CBS 133967
Dict il I i CBS 162.48"
Di ilus fusus CBS 372.66"
Di reflexus CBS 157.49"
A i lob CBS 332.67"
i CBS 333.67"

8. abra. A vizsgalt izolatumok (vastag kiemelések) Maximum Likelihood filogenetikai
analizise a transzlacios elongacios faktor la (tef1 &) 1okusz alapjan. T = tipustorzs. Az
elagazasok feletti szamok tamogatottsagi értékeket jelolnek, csak a 70%-nal nagyobb

értékeket tiintettiik fel.
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6.3.1. A Chaetomium és Dichotomopilus torzsek morfologiai jellemzoi

crer

harom kiilonboz6 taptalajon (MEA, OA, PDA) vizsgaltuk 7 napig, sotétben, 25 °C-on tortént
inkubaci6 utdn. A megfigyelések célja a gombatdrzsek novekedési mintazatainak ¢és
morfologiai kiilonbségeinek feltardsa volt, kiillonds tekintettel a telepmorfologiara és a
termoétestek kialakulasara.

Az altalunk vizsgalt 6sszes Chaetomium és Dichotomopilus torzs gyorsan névekedett

crer

A Ch. cochliodes (9. A abra) telepei vilagos bézs sziniiek voltak MEA taptalajon, mig
OA ¢s PDA taptalajon barnasak, felsziniik porszert, a telepek széle hullamos, €s nem termeltek
szines exudatumot. A térzsek MEA téptalajon nem képeztek aszkosporakat tartalmazo
termoétesteket, mig OA és PDA taptalajokon sotétzold aszkosporak képzodtek 7 nap alatt. A
Ch. globosum (9. B abra) telepei teljesen benétték mind a MEA, mind az OA felszinét 7 nap
alatt 25 °C-on. PDA-n a torzsek lassabban novekedtek. MEA-n nem termeltek aszkosporékat,
de OA-n és PDA-n zoldes aszkosporak jottek Iétre. A telepek szine a bézs (MEA, OA) és a
barna (PDA) kozott valtozott, a feliileti struktarak pelyhesek vagy barsonyosak voltak, és
minden taptalajon barnas exudatum képz6dott. A Ch. interruptum (9. C abra) fehér micéliumot
képzett mindegyik taptalajon, barnas exudatum diffundalt a tapkozegekbe, valamint nem
termelt sporakat a 7 napos tenyésztés soran 25 °C-on. MEA-n és OA-n szabalyos kor alaku
telepeket képzett, mig PDA-n a telepek széle szabalytalanul novekedett. A Ch. rectangulare
(9. D abra) 7 nap alatt 25 °C-on teljesen benbtte mindegyik tapkozeget fehér, pamutszerti
micéliummal, és nem jelent meg szines exudatum. A tesztelt koriilmények kozott nem

keletkezett aszkospora.

A Dichotomopilus sp. telepei (9. E abra) PDA taptalajon gyorsan ndvekedtek, a telepek
széle enyhén hullamos, a feliiletiik 4ltaldban pelyhes szerkezetli, a micéliumok fehéres-krém
szinliek voltak, a telepek a téptalajon szabdlytalan, koncentrikus gytiirliket képeztek, nem
termeltek szines exudatumot, és sziirke vagy fekete termdétestet képeztek 7 nap alatt. MEA
taptalajon szintén gyorsan novekedtek a telepek, a telepek széle lebenyes, nem képeztek
aszkosporakat a 7 napos inkubalés alatt. A telepek szine sargasfehér; a feliiletiik a barsonyszerti
és a pelyhes kozott alakult. OA taptalajon a telepek lassan novekedtek. A telepek széle
lebenyes, felsziniik pedig barsonyszerli volt. A micéliumok szine fehér, és sziirke vagy fekete

termotesteket képeztek.

50



9. abra. A Chaetomium torzsek telepmorfologiaja kiilonb6z6 taptalajokon - balrol jobbra:
MEA, OA és PDA hét napos inkubacié utan. A. Ch. cochliodes SZMC 22473, B. Ch.
interruptum SZMC 23937, C. Ch. globosum SZMC 23266, D. Ch. rectangulare SZMC
26535, E. Dichotomopilus sp. SZMC 26529. A petri csészék atmérdje 9 cm.

A szakirodalomban a Ch. cochliodes esetében hasonldé morfologiai jellemzokrél
szamoltak be (Wang és mtsai., 2016), azonban a szakirodalomhoz képest eltéréen azt
tapasztaltuk, hogy OA és MEA taptalajon sargas exudatumok diffundaltak a taptalajba. A Ch.
globosum fajnal is hasonldak voltak az alaktani sajatossagok, viszont OA és MEA taptalajokon
kiilonboz6 szinli exudatumok képzddtek (OA esetén példaul narancs, z6ld, sziirke, MEA esetén
vorés) (Wang és mtsai,, 2016). A Ch. rectangulare vizsgalataink soran nem termelt
aszkosporat, azonban Asgari és Zare (2011) leirtdk e fajrol, hogy képez aszkosporékat.
Megemlitették, hogy MEA taptalajon fehér-halvanyzold szinii pelyhes telepek ndttek, melyek
hamar sotétzold-feketévé valtak a Iétrejott termétestek miatt. A Ch. interruptum esetében —
vizsgéalatainkhoz hasonléan — Asgari és Zare (2011) kisérleteiben is fehér szinli telepek
keletkeztek MEA taptalajon, azonban kisebb telepatmérdket kaptak (15-34 mm). A termdtestek
csak 20-23 nap utan fejlodtek ki, és sargasbarnak voltak.

A Ch. cochliodes peritéciumai (10. abra, A1-A5) tojasdad alakuak, olivazoldek, faluk

barna textura intricata, és osztiolummal rendelkeznek. A terminalis sz6rok az osztidlum koriil
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vilagosbarna vagy barna szinliek és spiralisan csavarodottak, az oldalsé szérok hulldmosan
vagy lazan csavarodottak, a csticsuk felé elvékonyodnak. Az érett aszkosporak barndk, citrom
alakuak, altalaban két végiikon cstcsban végzoddek, oldalrdl lapitottak. A Ch. globosum
termétestek (10. abra B1-B5) rendelkeznek osztiolummal, olivazoldek, faluk barna textura
intricata. A terminalis szO6rok vilagosbarnak vagy barnak, hullamosan vagy lazan
feltekerednek, az oldals6 sz6rok barnak, kuszaltan csavarodottak, a cstcsuk felé
elvékonyodnak. Az érett aszkosporak zoldesek vagy barnak, gombszerii vagy citrom alakuak,
oldalrol lapitottak. A Ch. interruptum termétesteknek (10. abra, C1-C5) is van osztioluma,
barna szinliek, valamint faluk barna textura epidermoidea (szorosan 0Osszefonodott,
szabalytalanul elhelyezkedd hifak szovete, hifak kozti tér nélkiil, a falak egyesiiltek, altalaban
hartyas vagy epidermiszszerli szovetet képezve). A termindlis szorok barnak és hullamosak, az
oldals6 sz6rok barndk, hajlottak, a csticsuk felé elvékonyodnak. Az érett aszkosporak zdldes
vagy barna szintiek, gombszerii vagy citrom alaktak, oldalrdl lapitottak. A Dichotomopilus sp.
termoétestek (10. dbra, D1-D5) osztiolummal rendelkeznek, gomb vagy tojasdad alakuak,
sOtétbarnak. A termdétest fala barna, hosszukas vagy szabalytalan sejtekbdl (textura intricata)
épil fel. A terminalis sz6rok altaldban vilagosbarnak vagy olajbarndk, villasan 4-6-szor
elagaznak, és szabalyosan szeptaltak. Az oldals6 sz6rok nem elagazdak, szeta-szertiek, a cstics

felé keskenyednek, az aszkosporak barnak, széles ellipszoid vagy mandula alakuak.

Dyt NEASS e & “:A. ‘
10. abra. A Chaetomium sp. termétestjei. A1-A5 Ch. cochliodes SZMC 22473. B1-B5 Ch.
globosum SZMC 23266. C1-C5 Ch. interruptum SZMC 23937. D1-D5 Dichotomopilus sp.

SZMC 26529 1. termétest feliilnézete (méretvonal - 500 um); 2. termétest oldalnézete

(méretvonal - 400 pm); 3. termOtestsz6rok (méretvonal - 50 um); 4. aszkosporak
(méretvonal - 50 pm); 5. termétestfal (méretvonal - 50 um).
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6.3.2. A Dichotomopilus torzsek filogenetikai helyzete és taxonomiaja

A Dichotomopilus sp. izolatumok filogenetikai helyzetének vizsgalatara felhasznalt
tefla, ITS, rpb2 és tub2 adatkészlet 935, 639, 525 és 571 karakterbdl allt. Az indel-alapt binaris
adatkészlet 100 karakter hosszu volt. Az SZMC 26527 és az SZMC 26529 izolatumokat 1j faj
tagjaiként hataroztuk meg magas megbizhatosagi értékekkel a tef1a (11. dbra) és a masik harom
lokusz (ITS, rpb2, tub2) alapjan kapott filogramok alapjan is. A végsd kovetkeztetéshez a négy
l6kuszt 6sszefliztiik és particionaltuk. A konkatendlt szekvencidkbdl kdvetkeztetett Maximum
Likelihood filogenetikai fa (11. abra) alapjan az SZMC 26527 és az SZMC 26529 izolatumok
egyértelmiien megkiilonboztethetd elagazast képeznek a Dichotomopilus nemzetségen beliil, a
legkozelebbi rokonok pedig a D. funicola, D. pseudofunicola, D. subfunicola és D.
variostiolatus. Ezt az 10 fajt az alabbiakban Dichotomopilus finlandicus sp. nov.-ként

ismertetjiik.

Dichotomopilus funicofa DTO 333-F1
Dichotomopilus pseudofunicola CBS 142033 T
. |Dichotomopilus subfunicola CBS 794.83
Dichotomopilus subfunicofa CGMCC 3.12892
Dichotomopilus subfunicola CGMCC 3.9466

: Dichotomopilus subfunicola CBS 812.73
Dichotomopilus variostiolatus CBS 179.84

s | - Dichotomopitus variostiolafus DTO 319-89
Dichotomopilus vanostiolatus DTO 319-A2
= .. |Dichctomopilus finlangl
o Dichotomopilus nnfan_
—————— Dicholomopiius indicus CGMCC 3.14184 T
110 —————— Dichatomapilus pratensis CGMCC 314181 T
- Dichetomepilus ramosissimus CGMCC 3.14183 T
0 ’_L Dichotomopilus pseudoerectus GBS 252.75 T

Dichotomopilus erectus GBS 14056 T

D lus reflexus CBS 15749 T
Dichotomopilus dofichotrichus CBS 162.48 T
Dichotomopiius fusus CBS 372.68 T
Chaetomium eiatum DTO 333-E9 T

Chaetomium rectanguiare CBS 126778 T
Chaetomium pilosum CBS 33567 T
Chastomium spirochaete CBS 730.84 T

Chaetomium inides CBS 155.52 T
Chaetomium capillare CBS 128489 T

Ghaetomiym citrinum CBS 693.82 T

Chaefomium subfimeti CBS 370.66 T

Chaetormiurm ir pturn GBS 126660 T

o Chaetomium contagiosum CBS 128494 T
Chaetomium globosum CBS 180.62 T
11. abra. A Dichotomopilus nemzetség Maximum Likelihood filogenetikdja a konkatenalt
transzlacios elongacios faktor la (tefla), koztes atirodo elvalaszto régid (ITS), RNS

polimeraz I1 legnagyobb és masodik legnagyobb alegysége (rpb2) és a B-tubulin (tub2) gének

szekvenciai alapjan. T = tipustorzs. Az eldgazédsok feletti szdmok tamogatottsagi (bootstrap)
értékeket jelolnek, csak a 70%-nal nagyobb értékeket tiintettiik fel.

53



Dichotomopilus finlandicus O. Kedves, S. Kocsubé és L. Kredics sp. nov. MycoBank
azonosit6: 840621. Elnevezése (etimoldgia) a szarmazéasi orszagra utal. Novekedési
hémérséklet: optimalis 25-30 °C, minimum 15 °C és maximum 38 °C (Kedves ¢és mtsai., 2021
b). Vizsgalt példany: bearamld levegd sziirdjérol (2 x 2 cm), kdzépiilet, Espoo, Finnorszag.
Holotipus:  fagyasztva  szaritott tenyésztési minta a Szegedi Mikrobiologiai
Torzsgytjteményben (SZMC), a Szegedi Tudoményegyetem Természettudomanyi ¢€s
Informatikai Karanak Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszékén, SZMC 26529; Nem
sporulald torzs: SZMC 26527 egy iskolaépiiletbdl, Vantaa, Finnorszag.

A termdtest (12. dbra, A1-B3) osztiolummal rendelkezik, gdmb vagy tojasdad alaku,
sOtétbarna, 150-180 um magas és 110-130 pm széles. A termdtest fala (12. abra, C1) barna,
hosszukas vagy szabalytalan sejtekbdl (textura intricata) épiil fel. A terminalis sz6rok (12. abra,
B1-B3, C1) altalaban vilagosbarnak vagy olajbarnak, villasan 4-6-szor elagaznak, 250-320 um
hosszuak, 3-4,5 um atmérdjliek, €és szabdlyosan szeptaltak. Az oldalsé sz6rok nem elagazoak,

szeta-szerliek, a csucs felé keskenyednek.

Az aszkuszok (12. abra, C3) 8 szabalytalanul elrendezett aszkospdrat tartalmaznak;
sporatartd résziik 18-19 x 7-8 um, nyeliik 6-11 pum hossza. Aszkosporak: barnak, széles
ellipszoid vagy mandula alaktak, nagysaguk 5,12-6,42 (5,88) x 4,06-4,82 (4,42) x 2,31-3,58

(2,82) um (hosszusag x sz€lesség X vastagsag).

Az 1j faj torzsei koziil az SZMC 26527 torzs egy bearamlo levegd sziir6jébol lett
izolalva, és valdsziniileg a kiiltéri levegdbdl szarmazik, mig az SZMC 26529 torzset a kidramlo
leveg0Osziir6bol izolaltak, ami azt jelezheti, hogy a SZMC 26529 rendelkezik lehetséges beltéri
forrassal. Masrészt mivel ezt az 0j fajt a bemeneti- és kimeneti levegdsziirkben is észlelték,

elképzelhetd az is, hogy a torzsek a gyartas sordn keriiltek a sziir6 anyagéba.

A filogenetikailag legkdzelebbi rokon fajok molekularisan és morfologiailag is
kiilonboznek az altalunk vizsgalt térzsektdl. Wang és munkatarsai (2016) vizsgalatai alapjan a
rokon fajok szdmos morfologiai tulajdonsaga (termdtestek, termindlis szOrok, aszkuszok)
eltérd, mig az aszkosporak alakja és mérete hasonlo volt a D. finlandicus-hoz, amelyet uj fajként

irtunk le.

54



10, U)

12. abra. Dichotomo
kiilonboz6 taptalajokon (balrél jobbra: OA, MEA és PDA, méretvonalak: A1-A3 400 pm);
B1-B3 termétest B1, B3 oldalnézet, B2 feliilnézet; (B1, B2 méretvonalak 150 pm-nek a B3-
400 pm-nek felelnek meg),C1 - termétestfal, C2 - termétestszorok és aszkosporak, C3 -
aszkuszok és aszkosporak (C1-C3 méretvonalak 50 pm-nek felelnek meg)); D1-D6. pasztazo
elektronmikroszkdpos felvételek: D1, D2. termdtest, D3. termdtest termindlis szérzete, D4,
D5. termé6testszOrok és aszkosporak, D6. aszkosporak.
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6.4. Az izolalt baktériumtoérzsek in vitro antagonizmusa Armillaria fajokkal

szemben

6.4.1. In vitro antagonizmus konfrontacios tenyésztéssel

Az in vitro antagonizmus-vizsgalatokat a 22 izolalt baktériumtorzzsel (4. tablazat) és az
Osszes izolalt A. gallica (4 gombatérzs), A. cepistipes (2 gombatdrzs), A. ostoyae
(3 gombatorzs), valamint 4 A. mellea gombatdrzzsel, és két Svajcban izolalt A. ostoyae torzzsel
(C18 = SZMC 23083, diploid, és C18/9 = SZMC 23093, haploid; (Prospero ¢s mtsai., 2004)

szemben végeztiik el.

A 13. abra néhany példan keresztiil mutatja be az antagonizmus-vizsgalat eredményeit.
Az els6 oszlopban lathatok a kontroll Armillaria tenyészetek 3 hét inkubalast kovetden, a tobbi
oszlopban pedig a baktériumtérzsek Armillaria torzsek novekedésére gyakorolt hatasat
lathatjuk. Mivel az Armillaria torzsek lassabban nének, mint a baktériumok, ezért mindegyik
Armillaria tenyészetet 1 hétig eldéneveltiik, majd ezt kovetéen oltottuk le melléjik a

baktériumtorzseket, €s tovabbi 2 hétig inkubaltuk.

B. subtilis B. subtilis  Lysinibacillus sp. Paenibacillus sp. Pb. castaneae Ps. mandelii  Ps. fluorescens
Kontroll SZMC 24183 SZMC 24439 SZMC 24203  SZMC 24202 SZMC 24204 SZMC 24416 SZMC 24419

A. gallica |8
SZMC 24143 |§

A. mellea
SZMC 24131

A. cepistipes k.
SZMC 24125 |\ %

A. ostoyae
SZMC 24129

A. ostoyae A
SZMC 23083 [\

A. ostoyae
SZMC 23093

szembeni konfrontacios kisérletben.
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A vizsgalt baktériumtorzsek nagy része képes volt az Armillaria sp. torzsek
novekedésének gatlasara, egyetlen baktériumtorzs kivételével: a Lysinibacillus sp. SZMC
24203 egyaltalan nem gatolta az A. ostoyae SZMC 24129 torzs novekedését (14. dbra), és a
tobbi vizsgalt Armillaria torzzsel szemben is alacsony gatlast mutatott, kivéve az A. mellea
SZMC 24132 torzset, mellyel szemben 85%-0s novekedésgatlast ért el. Emellett gyenge
Armillaria novekedésgatlast figyeltink meg a Burkholderia sp. SZMC 24198, és két
Pb. castaneae torzs (SZMC 24201 és SZMC 24204) esetében. Néhany Pseudomonas torzsnél
megfigyeltiik, hogy az Armillaria novekedését kevésbé, viszont a rizomorfaképzést teljes
mértékben gatoltak, ilyen példaul a 13. abran lathaté Ps. mandelii SZMC 24416: az A. gallica
SZMC 24143 torzzsel szemben leoltva novekedésgatlast kevésbé lehet megfigyelni, a gomba

azonban rizomorfakat nem képzett.

A legigéretesebb biokontroll baktériumtorzsek a Bacillus nemzetség képviseldi
(B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B. subtilis SZMC 24183, SZMC 24200, SZMC 24439,
SZMC 24440), valamint néhany Pseudomonas (Pseudomonas sp. SZMC 24184,
Ps. fluorescens SZMC 24419 és Ps. mandelii SZMC 26958) és egy Paenibacillus sp. torzs
(SZMC 24202) voltak. Az 6sszes vizsgalt Bacillus sp. torzs (B. amyloliquefaciens SZMC
24437, B. subtilis SZMC 24183, SZMC 24200, SZMC 24439, SZMC 24440) 80% feletti
mértékben (rendre 86%, 86%, 83%, 86%, 82%) gatolta az Osszes tesztelt Armillaria
novekedését (14. B abra).

Megfigyeltiik, hogy a szaprofita Armillaria fajok (A. gallica, A. cepistipes) novekedését
kevésbé gatoltak a baktériumtorzsek, mint a parazita Armillaria fajok (A. mellea, A. ostoyae)
novekedését (14. C abra), egy kivétellel: az A. ostoyae SZMC 23093 esetében volt a

legalacsonyabb a novekedésgatlas.

A szaprofita fajok magasabb ellenall6 képessége a baktériumfajokkal szemben azzal
magyarazhatd, hogy ezen fajok (pl. A. gallica és A. cepistipes) foként elhalt szerves anyagokon
¢lnek, ahol a szaprofita gombdk természetes kdzegiikben sokféle baktériummal taldlkoznak, igy
evolucidsan kialakulhattak olyan stratégiaik, amelyek segitik dket a baktériumokkal szembeni
tulélésben. Ezek a fajok valdsziniileg jobban alkalmazkodtak az egyiittéléshez, igy kevésbé

érzékenyek a baktériumok altal termelt antimikrobialis anyagokra.
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B. amyloliquefactens SZMC 24437

B. subtilis SZMC 24183

B subtilis SZMC 24200

B. subtilis SZMC 24439

B subtilis SZMC 24440

Burkholderia sp. SZMC 24198

Lysinibacillus sp. SZMC 24203

Paenibacillus sp. SZMC 24199

Paenibacilius sp. SZMC 24202

Pb. castaneae SZMC 24201

Pb. castaneae SZMC 24204

Psendomonas sp. SZMC 24184

Prendomonas sp. SZMC 24187

Pseudomanas sp. SZMC 24425

Ps_ fluorescens SZMC 24419

Ps. fluorescens SZMC 24428

Ps. koreensis SZMC 24190

Ps.

Ps.

Ps.

Ps.
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14. abra. Baktériumtorzsek in vitro antagonizmusa Armillaria torzsekkel szemben,
A. A baktériumtorzsek Armillaria-val szembeni gatlasa %-ban kifejezve,

B. A baktériumtorzsek gatlasi értékeinek eloszlasa, C. Az Armillaria torzsek gatlasi

értékeinek eloszlasa.
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Az els6 In vitro konfrontacios modszerben az Armillaria torzsek 1 hétig ndvekedtek,
mieldtt a baktériumokat leoltottuk volna melléjiik, emiatt nem értek el a baktériumtorzsek
100%-0s novekedésgatlast. Ezért a teszteket megismételtik ugy, hogy elébb a
baktériumtorzseket szélesztettiik a taptalaj feliiletére, majd miutan a Petri-csészék beszaradtak,
a kozéppontjukra helyeztiik a gombat tartalmazo agarkorongot, és 3 hétig sotétben, 25 °C-on

inkubaltuk a csészéket.

A 15. abra els6é oszlopaban lathatok a kontroll Armillaria tenyészetek 3 hét inkubalast
kovetden, a tobbi oszlopban pedig a baktériumtorzsek hatasa az Armillaria torzsek
novekedésére. Az abran lathato, hogy a B. subtilis SZMC 24183, SZMC 24439, a Paenibacillus
sp. SZMC 24202 és a Ps. fluorescens SZMC 24419 baktériumtorzsek hatasara az Armillaria
torzsek el sem tudtak kezdeni ndvekedni a taptalajon. A Ps. mandelii SZMC 24416 esetében
ezzel a modszerrel is azt figyeltik meg, hogy leginkabb az Armillaria rizomorfaképzését
gatolja. A Lysinibacillus sp. SZMC 24203 és a Pb. castaneae SZMC 24204 minimalisan
gatoltak az Armillaria-k novekedését.

B. subtilis B. subtilis Lysinibacillus sp. Paenibacillussp.  Pb. c Ps. delii Ps. fluorescens
Kontroll SZMC 24183 SZMC 24439 SZMC 24203 SZMC 24202 SZMC 24204 SZMC 24416 SZMC 24419

A. gallica (£ y,
SZMC 24143 |§ i

A. mellea |8
SZMC 24131

A. cepistipes |
SZMC 24125

PN P
(4 W

\ /.‘ ‘ / . / : N » \ \ 8/ g 3 )
f f \ 7 S ‘ 4/ y \ e i //
A. ostoyae : | [ ‘\! 7 f ™ "
SZMC 24129 (i1 / A\ ’ : “
. A . A

15. abra. Az izolalt baktériumtorzsek in vitro antagonizma Armillaria torzsekkel
szemben. A baktériumok a taptalaj feliiletére lettek szélesztve, a gomba pedig a taptalaj
kozepére oltva.

Kisérleti eredményeink 6sszhangban vannak Dumas (1992) megtigyeléseivel, miszerint
az altaluk vegyes erd6 talajabol izolalt leggyakoribb baktériumok a Pseudomonas spp. és a
Bacillus spp. voltak, és ezen baktériumok voltak a leginkabb gatld hatassal az A. ostoyae és az
A. gallica micélium- és rizomorfanovekedésére. Azt is megallapitottak tovabba, hogy egy adott
nemzetség torzsei kozott voltak eltérések a ndvekedésgatlasban (Dumas, 1992). Ez

megfigyelhetd volt a mi kisérleteinkben is a Pseudomonas és a Paenibacillus nemzetségek
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esetében, példaul a Paenibacillus sp. SZMC 24202 atlagosan 82% ndvekedésgatlast
eredményezett, mig a Pb. castaneae SZMC 24201 atlagosan 39%-os gatlast, sét fajon beliil
eltérd torzsek esetében is talaltunk eltéréseket, példaul a Ps. mandelii SZMC 26958 atlagosan
82%-ban gatolta az 6sszes Armillaria novekedését, mig a Ps. mandelii SZMC 24422 atlagosan
csupan 48%-ban. Hasonldo megfigyelésrdl tudositottak DeLong és munkatarsai (2002) Ps.
fluorescens esetében: a faj egyes torzsei 40%-o0s mértékben gatoltak az A. ostoyae novekedését,
mig masok tobb mint 80%-os gatlast értek el. Pellegrini és munkatérsai (2013) 158 gomba és
baktériumfaj biokontroll potencialjat vizsgaltak az A. mellea-val szemben, vizsgalatukban
szerepeltek Bacillus torzsek (B. safensis, B. marsiflavi, B. megaterium, B. simplex, B.
thioparans, B. weihenstephanensis), két Lysinibacillus torzs (L. fusiformis, L. sphaericus), egy
Paenibacillus sp., és egy Pb. agaridevorans, valamint tovabbi Pseudomonas fajok (Ps.
aeruginosa, Ps. cedrina, Ps. cichorii, Ps. chlororaphis, Ps. koreensis, Ps. lini, Ps. lutea, Ps.
mandelii, Ps. aurantica, Ps. putida, Ps. mosselii, Ps. trivialis, Ps. vranovensis) torzsei. A
legmagasabb A. mellea névekedésgatlast a Ps. cichorii (65%) torzsek esetében figyelték meg,
a tobbi torzs alacsony gatlast mutatott az A. mellea-val szemben. Mesanza és munkatarsai

(2016) szintén a Ps. fluorescens-t talaltak a legeredményesebbnek az A. mellea-val szemben.

Basurto-Cadena és munkatarsai (2012) szintén megfigyelték a B. subtilis hatékony
antagonizmusat az A. mellea-val szemben, viszont a t6bbi Armillaria fajjal szemben nincs
informacié a szakirodalomban. A B. amyloliquefaciens Armillaria elleni antagonizmusar6l sem
talaltunk adatot.

Legjobb tudomasunk szerint els6ként vizsgaltuk a Paenibacillus fajok antagonizmusat
A. gallica, A. cepistipes és A. ostoyae fajokkal szemben. Korabban Pellegrini és munkatarsai
(2013) vizsgaltak két Paenibacillus torzs (Paenibacillus sp., Pb. agaridevorans) antagonista
hatasat az A. mellea-val szemben, és a Pb. agaridevorans esetében nem mutattak ki
novekedésgatlast, a Paenibacillus sp. pedig 35%-ban gatolta a novekedést. Az altalunk izolalt
Paenibacillus sp. SZMC 24202 magas, atlagosan 84%-0S novekedésgatlast mutatott az A.
mellea torzsekkel szemben, viszont a Paenibacillus sp. SZMC 24199, illetve a Pb. castaneae
SZMC 24201 és 24204 torzsek esetében alacsony gatlast figyeltiink meg az dsszes Armillaria-

val szemben.

A szakirodalomban nem talaltunk a Burkholderia és a Lysinibacillus fajok Armillaria
fajok elleni antagonizmusanak vizsgalatara vonatkozo adatot. Valamint elséként vizsgaltuk az

A. cepistipes novekedésének gatlasat baktériumokkal.
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6.4.2. A konfrontacios antagonizmus vizsgalata SEM-mel

A 13. abran szemléltetett, konfrontacids antagonizmus-vizsgalatok soran megfigyeltiik,
hogy egyes esetekben az Armillaria és a baktériumtorzsek nem néttek teljesen Ossze a Petri-
csészén, ezért a biokontroll baktériumtorzsek Armillaria elleni antagonista mechanizmusanak

megeértése érdekében a mintakat pasztazo elektronmikroszkoppal (SEM) is megvizsgaltuk.

A SEM-vizsgalatokat mindegyik Armillaria faj 1-1 torzsével, valamint 5 kiilonboz6
fajba tartozd baktériumtorzzsel végeztik el. A SEM vizsgalatokra olyan baktériumokat
valasztottunk ki, amelyek teljesen érintkeztek az Armillaria torzzsel, és olyanokat is, amelyek
az antagonista tesztek alatt gatoltak az Armillaria torzsek novekedését, de fizikailag nem
érintkeztek a Petri-csészéken, valamint egy olyan baktériumtorzset, amely kevésbé gatolta az

Armillaria torzsek novekedését.

In vitro konfrontacios tenyészeteket készitettiink, amelyek soran az Armillaria fajok egy
hetes inkubalasat kovetéen a baktériumokat az Armillaria mellé oltottuk, majd tovabbi 2 hét
inkubalas utan SEM-modszerrel tanulmanyoztuk az Armillaria térzsek hifainak potencialis
biokontroll baktériumtorzsek és metabolitjaik altal eldidézett karosodasat (16., 17.,18., és 19.

abra).

A 16. abra els6 soraban (16. A abra) lathatok az egészséges, tolgyfaspecifikus A. gallica
torzsek hifdi a kontroll tenyészetek esetében, mig a tovabbi sorokban a baktériumok altal
eloidézett hifakarosodasok figyelhetok meg (pl. ellaposodott, elvékonyodott, kiszaradt és
toredezett hifak). Egyes SEM-felvételen (16. B, C, E abrak) az is lathat6, hogy a baktériumok

képesek megtelepedni a micéliumokon, telepeket 1étrehozva.

A 16. B abran megfigyelhet6, hogy a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 teljes
mértékben kolonizalja az A. gallica SZMC 24143 hifait: piros nyillal jelolve lathato, ahogyan
a hifakra teljesen ratelepedtek a baktériumok, sarga nyillal jelolve lathatdo az A. gallica
karosodott, eldeformalodott hifadja, amelyeken szintén megfigyelheték a megtelepedett

baktériumsejtek.

A B. subtilis SZMC 24439 (16. C abra) baktériumtorzs esetében is mindegyik A. gallica
hifan megyfigyelheték a baktériumok, valamint az ellaposodott, karosodott hifak. A Pb.
castaneae SZMC 24204 (16. E abra) esetében szintén megfigyelhetdk a karosodott gombahifak,
melyeken a baktériumok kiterjedt telepeket képeztek. A B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B.
subtilis SZMC 24439 és a Pb. castaneae SZMC 24204 torzsek altal okozott hifakarosodas

tobbféle mechanizmus révén kovetkezhet be. A kdzvetlen kolonizacié a mikofagia lehetdségét
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is felveti, valamint a Bacillus fajok szamos antifungalis metabolitot termelnek, melyek szintén

hozzéajarulhatnak a gombahifak karosodasahoz.

Az A. gallica-t a Ps. fluorescens SZMC 24428 (16. F abra) baktériumtorzzsel kezelve a
gombamicéliumokon erdteljes karosodas figyelhetd meg, de baktériumsejteket nem lattunk a
gombamicéliumokon. Azt feltételezziik, hogy ez a torzs olyan metabolitokat termel, amelyek a
gombahifak karosodasat idézik elé. A Lysinibacillus sp. SZMC 24203 gatolta legkevésbé az
A. gallica novekedését az in vitro konfrontacids tesztekben, a SEM-felvételeken a taptalajon

elszaporodott baktériumsejtek, mellett igy is megfigyelhetdek voltak a hifakarosodasok.

Az A. mellea SZMC 24131 torzs (17. abra) antagonizmusat SEM segitségével vizsgalva
az A. gallica SZMC 24143 torzs eredményeihez hasonld eredményeket kaptunk. A
B. amyloliquefaciens SZMC 24437, a B. subtilis SZMC 24439 és a Pb. castaneae SZMC 24204
(17. B, C, E abra) képesek voltak a gomba hifait kolonizalni (piros nyillal jelélve), kisebb-
nagyobb telepeket hozva létre, és az Osszes gombahifan erdteljes karosodast figyeltiink meg

(néhany példa sarga nyillal jelolve).

A Lysinibacillus sp. 24203 és a Ps. fluorescens SZMC 24428 (17. D, F éabra) esetében
is az A. gallica-val szembeni antagonizmushoz hasonld eredményt kaptunk, egyik esetben sem
kolonizaltak a baktériumok az A. mellea hifait, de a hifak karosodasa itt is megfigyelheté volt

(sarga nyillal jelolve néhany).
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16. abra. Baktériumok Armillaria gallica elleni antagonizmusanak elektronmikroszkopos
felvételei. A. A. gallica SZMC 24143 kontroll (egészséges hifa), B. A. gallica SZMC 24143 —
B. amyloliquefaciens SZMC 24437, C. A. gallica SZMC 24143 — B. subtilis SZMC 244309,
D. A. gallica SZMC 24143 — Lysinibacillus sp. SZMC 24203, E. A. gallica SZMC 24143 —
Pb. castaneae SZMC 24204, F. A. gallica SZMC 24143 — Ps. fluorescens SZMC 24419.
Piros nyil — baktériumok, sarga nyil — karosodott Armillaria hifak.
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17. abra. Baktériumok Armillaria mellea elleni antagonizmusanak elektronmikroszkopos
felvételei. A. A. mellea SZMC 24131 kontroll (egészséges hifa), B. A. mellea SZMC 24131 —
B. amyloliquefaciens SZMC 24437, C. A. mellea SZMC 24131 — B. subtilis SZMC 24439,
D. A. mellea SZMC 24131 — Lysinibacillus sp. SZMC 24203, E. A. mellea SZMC 24131 —
Pb. castaneae SZMC 24204, F. A. mellea SZMC 24131 — Ps. fluorescens SZMC 24419. Piros
nyil — baktériumok, sarga nyil — karosodott Armillaria hifak.
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Az in vitro antagonizmus elektronmikroszkopos vizsgalatai a fenyGspecifikus
A. cepistipes SZMC 24125 (18. abra) és A. ostoyae SZMC 24129 (19. abra) esetében
nagymértékben megegyeztek a tolgyfaspecifikus A. gallica és A. mellea fajokra vonatkozo
eredményekkel. Kivételt képezett a Pb. castaneae SZMC 24204 (18. E és 19. E abra) torzs,
ahol egyik vizsgalt Armillaria fajnal sem figyeltiink meg baktériumsejteket a hifak feliiletén,

de jelentds hifakarosodast tapasztaltunk.

A B. amyloliquefaciens SZMC 24437 (18. B, 19. B abra), a B. subtilis SZMC 24439
(18. C, 19. C abra), a Lysinibacillus sp. SZMC 24203 (18. D, 19. D abra), és a Ps. fluorescens
SZMC 24428 (18. F, 19. F abra) torzsek esetében minden vizsgalt Armillaria fajjal szemben

azonos eredményeket kaptunk a konfrontacios tesztek soran.

Egy masik megfigyelésiink, hogy a kontroll Armillaria felvételein, a gombak hifain
gomb alaku kitiiremkedések lathatok, amelyek 1égzohifak lehetnek. Ezek a kitliremkedések a

baktériumok jelenlétében eltiinnek, csak egyetlen esetben, az A. cepistipes Ps. fluorescens-szel

crer

A vizsgalatok kimutattdk, hogy a kiilonboz6é  baktériumtorzsek  eltérd
mechanizmusokkal képesek gatolni az Armillaria fajok novekedését. Az eredmények
ravilagitanak arra, hogy bizonyos baktériumok kozvetleniil kolonizaljak a gombahifakat,
amelyek a mikofagia jele lehetnek, mig masok metabolitok termelésével idéznek eld
karosodast, amely az antibiozisra utal. Ezek az ismeretek hozzajarulhatnak a hatékonyabb

biokontroll stratégiak kifejlesztéséhez, kiilondsen az erdészeti novényvédelmi programokban.

65



18. abra. Baktériumok Armillaria cepistipes elleni antagonizmusanak elektronmikroszkdpos
felvételei. A. A. cepistipes SZMC 24125 kontroll (egészséges hifa), B.
A. cepistipes SZMC 24125 — B. amyloliquefaciens SZMC 24437,

C. A. cepistipes SZMC 24127 — B. subtilis SZMC 24439, D. A. cepistipes SZMC 24127 —
Lysinibacillus sp. SZMC 24203, E. A. cepistipes SZMC 24127 — Pb. castaneae SZMC 24204,
F. A. cepistipes SZMC 24127 — Ps. fluorescens SZMC 24419. Piros nyil — baktériumok, sarga

nyil — a karosodott Armillaria hifak.
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19. abra. Baktériumok Armillaria ostoyae elleni antagonizmusanak elektronmikroszkopos
felvételei. A. A. ostoyae SZMC 24129 kontroll (egészséges hifa), B. A. ostoyae SZMC 24129
— B. amyloliquefaciens SZMC 24437, C. A. ostoyae SZMC 24129 — B. subtilis SZMC 244309,
D. A. ostoyae SZMC 24129 — Lysinibacillus sp. 24203, E. A. ostoyae SZMC 24129 —
Pb. castaneae SZMC 24204, F. A. ostoyae SZMC 24129 — Ps. fluorescens SZMC 24419.
Piros nyil — baktériumok, sarga nyil — a karosodott Armillaria hifak.

V 12.8mm x1.00k SE(M 5 10.0kV 12.8mm x2 £ X 10.0kV 12.8mm x6.00k
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Potencialis biokontroll baktériumok Armillaria fajokkal szembeni antagonizmusat
legjobb tudomdsunk szerint eddig még nem vizsgaltak elektronmikroszkoppal. Szamos
tanulmany azonban SEM segitségével vizsgalt kiilonb6zd baktériumok és fitopatogén gombak

kozotti kolesonhatasokat.

Akocak és munkatarsai (2015) Asp. flavus és Ps. fluorescens antagonizmusat vizsgaltak
SEM-el, melynek eredményeként megfigyelték, hogy az antagonista Ps. fluorescens torzs
hozzatapadt az As. flavus hifaihoz és sporafelszinéhez, gatolta a névekedését, és megvaltozott,
deformalt micéliumhoz vezetett, valamint a hifak részleges szivargast mutattak. Az altaluk
vizsgalt Ps. fluorescens az antagonizmust Kitinaz enzimtermelése révén valositotta meg. Li és
munkatarsai (2011) a Sclerotinia sclerotiorum és a Ps. fluorescens kozotti antagonista
kolcsonhatas SEM-el torténd vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy a Ps. fluorescens hatasara
a gombamicéliumok szabalytalanul eltorzultak, perforalodtak és eltortek. Ezen baktériumtorzs
esetében megfigyelték, hogy kitinazenzimtermelésére nem képes, viszont hidrogén-cianidot
termel, melynek szintén fontos szerepe van az antagonizmusban. Laisram €s munkatarsai
(2023) alapjan a F. moniliforme, F. oxysporum, F. semitectum és F. udum micéliumai
zsugorodast és deformaciot mutattak Ps. fluorescens-szel tortént kezelés hatasara, a szerzok a

karosito hatast a torzs altal termelt masodlagos metabolitoknak tulajdonitottak.

A F. cf. incarnatum novénykorokozo gomba B. amyloliquefaciens subsp. plantarum-
mal kezelt hifai rancosodtak, eltorzultak €s 6sszezsugorodtak, a hifak egyes részein kiilonb6zo
mértékben baktériumsejtek tapadtak meg (Song és mtsai., 2014). A F. graminearum ¢és a B.
subtilis antagonizmusanak SEM megfigyelései azt mutattak, hogy a F. graminearum hifai
stlyosan karosodtak, feliileti zsugorodas és a sejttartalom szivargasa volt megfigyelhetd (Li és
mtsai., 2020). Hasonldé eredményeket Zhao és munkatarsai (2014) is megfigyeltek a F.
graminearum ¢és a B. subtilis mas izolatumainak vizsgalata soran. Gu és munkatarsai (2017) a
B. amyloliquefaciens altal termelt bacillomicin D lipopeptid fitopatogén F. graminearum
hifakra kivaltott hatdsat vizsgaltdk SEM-modszerrel. A spordk morfologiai eltérései
mikroszkopos megfigyeléssel egyértelmiien kimutathatok voltak. A kezeletlen F. graminearum
micélium szerkezete jOl szervezett volt, mig a strukturdk duzzadtnak tiintek bacillomicin D
jelenlétében, a konidiumok csirdzasa gatlodott, és a képzddott konidiumok megduzzadtak (Gu
¢s mtsai.,, 2017). Zhou és munkatarsai (2011) kimutattak, hogy a B. subtilis morfologiai
rendellenességeket és deformaciokat idézett elé a Rhizoctonia stolonifer szerkezetében, a hifak
lizise egyértelmiien megfigyelhetd volt. Torres és munkatarsai (2016) a Macrophomina

phaesolina hifainak és szklerociumainak valtozasait fedezték fel B. amyloliquefaciens és B.
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subtilis subsp. subtilis torzsek hatasara. A szerzok altal leirtak megegyeztek az altalunk vizsgalt
baktérium- és Armillaria torzsek antagonizmusa soran megallapitott megfigyelésekkel,

miszerint a Bacillus fajok képesek sulyos karosodasokat okozni a gombak hifain.

6.5. A baktériumok antagonizmusanak molekulaszintii vizsgalata
6.5.1. Masodlagos antifungalis metabolitok

6.5.1.1. A Bacillus torzsek antifungalis metabolitjainak termeléséért felelds gének

Vizsgaltuk a kiilonb6z6 lipopeptid-termelésért felelos gének jelenlétét az altalunk izolalt
Bacillus torzsek esetében. A lipopeptidek koziil a fengicin, a szurfaktin, a mikoszubtilin és a
bacillomicin szintéziséért felelés gének jelenlétét specifikus primerek €s PCR segitségével

detektaltuk.

A B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B. subtilis SZMC 24200 ¢és B. subtilis SZMC
24440 torzsek az 0sszes altalunk vizsgalt lipopeptid szintéziséért felelds génnel (bacillomicin -
BamC, mikoszubtilin - mycA, fengicin - fenB, szurfaktin - sfp), rendelkezett. A B. subtilis SZMC
24183 nem rendelkezik bacillomicin szintéziséért felelos BamC génnel, valamint a B. subtilis
SZMC 24439 esetében sem mikoszubtilin (mycA), sem bacillomicin (BamC) szintéziséért

felelos gént nem detektaltunk.

6. tablazat: Bacillus térzsek antifungalis aktivitasért felelés metabolitok szintéziséért felel6s
gének jelenléte
Fengicin | Szurfaktin | Mikoszubtilin Bacillomicin

Baktériumtorzsek
B. amyloliquefaciens SZMC 24437 + + + +
B. subtilis SZMC 24183 + + + -
B. subtilis SZMC 24200 + + + +
B. subtilis SZMC 24439 + + - -
B. subtilis SZMC 24440 + + + +

Szamos tanulmany foglalkozik a Bacillus fajok lipopeptid-termelésének vizsgalataval
(Singh és mtsai., 2014; Nihorimbere é¢s Ongena 2017; Ait Kaki és mtsai., 2013; Zouari és mtsai.,
2016; Wang és mtsai., 2015; Dimki¢ és mtsai., 2022). A Bacillus fajok lipopeptid-termelésével
kapcsolatos szakirodalomban szamos olyan kutatési eredmény lelhet6 fel, amelyek arra utalnak,
hogy ezek a mikroorganizmusok gyakran a jelen 1év6 patogénekre adott valaszként termelnek
lipopeptideket. Ongena és Jacques (2008) ramutatott, hogy a Bacillus fajok kiilonféle biotikus
¢s abiotikus stresszhatasokra — beleértve a patogénekkel vald érintkezést is — fokozott

lipopeptid-termeléssel reagalnak. A lipopeptidek nemcsak kozvetleniil gatoljak a patogének
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novekedését, hanem a ndvények védelmi mechanizmusait is indukaljak (Gond és mtsai., 2015;

Ongena ¢€s Jacques, 2008).
6.5.2. A baktériumtorzsek kitinaz enzim termelésére valo képessége

Vizsgalataink soran mértiik a baktériumtorzsek altal termelt N-acetil-p-D-
glik6zaminidaz enzim mennyiségét (20. abra). Az N-acetil-pB-D-gliikozaminidazok a kitinaz

enzimek kozé tartoznak, a kitinlancrol N-acetil-p-D-gliikkozamin monomereket hasitanak le.

A vizsgalt baktériumtorzsek koziil N-acetil-pB-D-glikkozaminidaz enzimaktivitassal az
Osszes Bacillus torzs rendelkezik, valamint egy Paenibacillus sp. (SZMC 24202) és 7
Pseudomonas (Pseudomonas sp. SZMC 24184, SZMC 24425, Ps. fluorescens SZMC 24419,
Ps. mandelii SZMC 24197, SZMC 24416, SZMC 24423, SZMC 26958). Ezek koziil a
B. subtilis SZMC 24439 termelte a legnagyobb mennyiséget (6,04 £ 0,00818 U/mL). Nem
termeltek N-acetil-B-D-gliikozaminidaz enzimet a Burkholderia sp. SZMC 24198,
Paenibacillus sp. SZMC 24199, Pb. castaneae SZMC 24204, Pseudomonas sp. SZMC 24187,
Ps. koreensis SZMC 24188 és a Ps. mandelii SZMC 24422 torzsek.

Azok a baktériumtérzsek (20. abra), amelyek nagyobb mennyiségii N-acetil-p-D-
glik6zaminidaz enzimet termeltek, az Armillaria fajok ecllen hatékonyabb antagonistanak
bizonyultak, mint azok, amelyek nem termelték ezt az enzimet (14. B abra). Példaul az 6sszes
vizsgalt Bacillus torzs (B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B. subtilis SZMC 24183, SZMC
24200, SZMC 24439, SZMC 24440) a Paenibacillus sp. SZMC 24202, a Pseudomonas sp.
SZMC 24184, SZMC 24425, a Ps. fluorescens SZMC 24419, és a Ps. mandelii SZMC SZMC
26958 termelt N-acetil-B-D-glik6zaminidaz enzimet, és ezeknek a torzseknek az atlagos
Armillaria novekedésgatlasa 82% folott volt. Gyenge Armillaria novekedésgatlast figyeltiink
meg azon torzsek esetében, amelyek nem termeltek N-acetil-pB-D-gliikozaminidaz enzimet
(Burkholderia sp. SZMC 24198, Pb. castaneae SZMC 24201 és SZMC 24204, Pseudomonas
sp. SZMC 24187).
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20. dbra. A vizsgalt baktériumtdrzsek N-acetil-B-D-glikkozaminidaz termelése.
(Atlag = SD, n=3).

Eredményeink dsszhangban allnak més tanulmanyokkal, amelyek szintén kimutattak a
kitinaz enzimek, koztiikk az N-acetil-p-D-gliikozaminidaz szerepét a biokontrollban. Swain €s
munkatarsai (2008) példaul arr6l szamoltak be, hogy a B. subtilis izolatumok hatékonyan
gatoltak a F. oxysporum és a Botryodiplodia theobromae novekedését yam novényeken
(Dioscorea bulbifera) a kitinaz enzim aktivitisinak koOszonhetéen. A pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgéalatok megerdsitették a gombasejtfalak teljes lizisét, ami
alatdmasztja, hogy a kitinaz enzimek kulcsszerepet jatszanak a gombasejtfalak lebontasaban és
ezaltal a patogén gombak nOvekedésének gatlasaban. Essghaier és munkatarsai (2012) is
hasonlo eredményeket értek el, amikor B. subtilis torzset hasznaltak a Bot. cinerea elleni
biokontroll szerként szamdcan, a kitinaz enzim aktivitasanak koszonhetéen. Emellett Pellegrini
¢s munkatarsai (2013) megfigyelték, hogy a vizsgalt Ps. fluorescens kitinaz enzimszekrécioja

szignifikinsan megnétt az A. mellea jelenléte hatasara.

6.5.3. A baktériumtorzsek sziderofortermelése

A sziderofortermeld mikroorganizmusok kettds szerepet toltenek be: egyrészt vassal
latjdk el a ndvényt, masrészt visszaszoritjadk a fitopatogének szaporodasat a ndvény
gyokérzonajaban azaltal, hogy felveszik a rendelkezésre 4116 vasat a kornyezetbdl (Beneduzi és
mtsai., 2012). Az izolalt baktériumok sziderofortermelését kromazurol-S (CAS) és vas(III)-
kloridot tartalmazé taptalajon értékeltiik. A sziderofortermelés jele a baktériumtelepek koriil

megjelend narancssarga gylirii volt, amelyet az inkubécios periodus végén mértiink.
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21. dibra. A Ps. fluorescens SZMC 24419 szidrofértermelése kromazurol-
szulfonsavat (CAS) tartalmazo6 taptalajon, természetes fényben (balra) és UV-1ampa alatt
(jobbra).

A 22 baktériumtorzsbdl 12 termelt sziderofort, legnagyobb mennyiségben a
Pseudomonas fajok (22. abra), de a Bacillus fajok sziderofortermelésének mértéke sem
elhanyagolhatd, az Osszes altalunk vizsgalt Bacillus torzs képesnek bizonyult
sziderofortermelésre. A Paenibacillus, Burkholderia és Lysinibacillus torzsek viszont nem
termeltek szideroforokat. Legmagasabb sziderofortermelést a Ps. fluorescens SZMC 24419

baktériumtorzsnél figyeltiink meg, 30,33+ 0,67 cm? volt a telep koriili sarga zona teriilete.
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22. abra. A baktériumtorzsek sziderofortermelési zonajanak teriilete kromazurol-szulfonsavat
(CAS) tartalmazo taptalajon. (Atlag + SD, n=3).

A szakirodalomban szamos tanulmany beszamolt a Bacillus és Pseudomonas fajok
sziderofortermelésérdl. Etesami ¢és munkatarsai (2023) Osszefoglald tanulmanyukban

Osszegyljtotték az ismert sziderofortermeld Bacillus fajokat, melyek a B. subtilis, B. anthracis,
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B. cereus, B. thuringiensis, B. velezensis, B. mojavensis, B. atrophaeus, B. pumilus,
B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, és B. halodenitrificans. Ezen fajok nagy része katekol-
tipust bacillibaktint termel. Beszamoltak tovabba arrol is, hogy a sziderofortermelé Bacillus
torzsek magas antagonista képességgel rendelkeztek a novénypatogén gombakkal szemben
(Etesami és mtsai., 2023). Yu és munkatarsai (2011) jelentOs bacillibaktin-termelést figyeltek
meg egy B. subtilis térzsben. Kutatasuk soran kimutattak, hogy a torzs indukalt szisztémas
rezisztenciat valt ki, csokkentve a F. oxysporum f. sp. capsici altal okozott rothadas
el6forduldsat paprikan, a vaspotlas csOkkentette a biokontroll hatast. A kezelt ndovények
szignifikdnsan magasabbak voltak a kezeletlen kontroll novényekhez képest. A torzs tovabba
hozzajarult a virdgzasi 1d6 lerovidiiléséhez, a termések atlagos stlyanak novekedéséhez €s a
hozam noveléséhez. Patil ¢és munkatarsai (2014) a B. subtilis hidroxamat-tipust
sziderofortermelését hoztak Osszefliggésbe a F. oxysporium f. sp. ciceri és M. phaseolina

fitopatogének gatlasaval.

Valencia-Cantero és munkatarsai (2005) burgonyandvények rizoszférajabol jo
pszeudobaktin-tipusu sziderofortermelé Pseudomonas torzseket izolaltak. Ezek a torzsek
hatékonyan gatoltak a patogének, mint példaul a F. oxysporum, Colletotrichum
lindemuthianum, Col. gloeosporioides és Phytophthora cinnamomi ndvekedését. Készitettek
egy szideroforszintézisre képtelen mutans torzset, amely eltéré gatlo hatast mutatott a vad
tipust torzshoz képest. A mutans torzs gatolta a F. oxysporum nodvekedését, de nem volt
hatékony a tobbi patogén ellen, igy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szideroforok fontosak
bizonyos patogének gatlasaban, de mas metabolitok is szerepet jatszhatnak a fitopatogének

novekedésének gatlasaban.

6.6. A potencialis biokontroll baktériumtorzsek novénynovekedést serkentd
vegyiiletek termelésére valo képessége
6.6.1. A baktériumtorzsek strukturalis szénhidratbonté enzimek termelésére valé

képessége

Vizsgaltuk a kiilonbozd baktériumtdrzsek cellobiohidroldz és B-gliikozidaz aktivitasat,
illetve B-xiloziddz enzimaktivitdsaikat is. A celluloz enzimatikus bontdsat részben az
exoglilkandzok  végzik, melyeket mas néven cellobiohidroldzoknak neveznek.
A cellobiohidrolazok a lancok végeirdl glilkdz dimereket hasitanak le. A celluldéz lebontasaban
résztvevd enzim a B-glilkozidaz is, amely a B-gliikozidok bontdsdban vesz részt, ami szintén
fontos a celluloz lebontasaban. A B-xiloziddz enzim a xilanok lebontasaban vesz részt, amelyek

a hemicellul6z komponensei.
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Eredményeink alapjan 4 baktériumtorzs (B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B. subtilis
SZMC 24439, B. subtilis SZMC 24440, Lysinibacillus sp. SZMC 24203) rendelkezik
kiemelkedd strukturalis szénhidratbonté enzimtermeléssel (23. &bra). 14 baktériumtorzs
termelte mindharom altalunk vizsgalt extracellularis enzimet. A Burkholderia sp. SZMC
24198, a Paenibacillus sp. SZMC 24199, a Pb. casteneae SZMC 24204, a Pseudomonas sp.
SZMC 24187 és a Ps. fluorescens SZMC 24428 egyik altalunk vizsgalt enzimet sem termelte.

Cellobiohidrolaz enzimet 15 baktériumtorzs termelt, koziiliikk kiemelkedd mennyiséget
a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 (1,98 + 0,11 U/mL), a B. subtilis SZMC 24439 (1,51 +
0,06 U/mL), a B. subtilis SZMC 24440 (1,00 £+ 0,05 U/mL), a Lysinibacillus sp. SZMC 24203
(1,04 £ 0,04 U/mL), a Ps. mandellii SZMC 24416 (0,81 £ 0,16 U/mL) és a Ps. mandellii SZMC
24423 (0,82 + 0,05 U/mL). A 4 Paenibacillus torzs koziil két torzs termelt cellobiohidrolazt, de
a Paenibacillus sp. SZMC 24202 és a Pb. casteneae SZMC 24201 csak kis mennyiségben.

B-glikozidaz enzimet 14 Dbaktériumtorzs termelt, kimagaslo B-glikozidaz
enzimtermelést szintén a Bacillus torzsek esetében mértiink (B. amyloliquefaciens SZMC
24437:1,83+£0,11 U/mL, B. subtilis SZMC 24439: 1,15 + 0,06 U/mL, B. subtilis SZMC 24440:
0,84 £ 0,2 U/mL, B. subtilis SZMC 24183: 0,83 + 0,08 U/mL) valamint a Ps. mandelii SZMC
24423.

A baktériumtorzsek a vizsgalt strukturalis szénhidratbont6 enzimek koziil B-xilozidaz
enzimet termelnek legnagyobb mennyiségben, 15 baktériumtorzs koziil 12 baktériumtorzs
termelt jelentGsebb (6 U/mL feletti) mennyiségii B-xilozidazt. A Bacillus fajok koziil mindegyik
magas B-xilozidaz enzimaktivitassal rendelkezett, hasonloan a Lysinibacillus sp. SZMC 24203,
a Paenibacillus sp. SZMC 24202, a Ps. fluorescens SZMC 24225 és SZMC 24419, valamint a
Ps. mandelii SZMC 24197, SZMC 24416 és SZMC 26958 torzsekhez.
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23. abra. A vizsgalt baktériumtérzsek extracellularis szénhidratbonto enzimaktivitasai.
(Atlag £ SD, n=3).

A baktériumok kiilonb6zo tenyésztési koriilmények kozott, €s novényi anyagon eltérd
mennyiségl extracellularis enzimet termelnek. Sethi és munkatarsai (2013) Ps. fluorescens, B.
subtilis, E. coli és S. marcescens torzsek cellulaz enzimtermelésének optimalizalasat végezték
el, esetilkben az optimalis tenyésztési koriilmények kozott a B. subtilis 1,1 U/mL, a Ps.
fluorescens 1,5 U/mL cellulaz enzimet termelt. Az altalunk vizsgalt B. subtilis térzsek esetében
0,68-1,51 U/mL kozotti, a Ps. fluorescens SZMC 24419 0,66 U/mL mennyiségii
enzimtermelést mértiink. Viswanath és munkatarsai (2018) a Ps. fluorescens cellulaz
enzimetermelését vizsgaltak kiilonb6z6 mezdgazdasagi hulladékok lebontasa soran, és 0,23-

0,48 U/mL mennyiségli enzimtermelést figyeltek meg.
6.6.2. A baktériumtorzsek indolecetsav-termelése

Az indolecetsav (IES) egy auxin-tipusu névényi hormon, amely fontos szerepet jatszik
a novényndvekedés és fejlodés szabalyozasaban. A gydkérzonaban €16 mikroorganizmusok
altal termelt IES kiilondsen fontos lehet a ndvények szadmara, mivel kozvetleniil befolyasolja a

gyokérnovekedést, a tdpanyagok felvételét és a novények altalanos egészségi allapotat.

A Pseudomonas sp. SZMC 24425 (92,67 + 0,36 pg/mL), a Ps. mandelii SZMC 26958
(65,65 £ 0,25 pg/mL) és a Ps. fluorescens SZMC 24428 (75,11 £4,04 pg/mL) torzsek mutattak

a legmagasabb IES-termelést, mindharom jelentdsen kiemelkedett a tobbi vizsgalt torzs koziil
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(24. abra). A Ps. fluorescens SZMC 24419, a Ps. mandelii SZMC 24416, a Ps. mandelii SZMC
24422, ¢és a Ps. mandelii SZMC 24423 torzsek is jelentés, de mérsékeltebb IES-termelést
mutattak. A tobbi vizsgalt torzs kis mennyiségben termelt IES-t, kivéve a B. subtilis SZMC
24200, Lysinibacillus sp. SZMC 24203, Paenibacillus sp. SZMC 24202, Pb. castaneae SZMC
24204 és Ps. mandelii SZMC 24197 torzseket, melyek nem termeltek [ES-t.
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24. abra. A vizsgalt baktériumtorzsek indol-ecetsav termelése. (Atlag = SD, n=3).

A szakirodalomban fellelhetd, ugyanazon mddszerrel mért IES-termelési vizsgalatok
eredményei alapjan az altalunk izolalt baktériumtorzsek kiemelkedd IES-termeld képességgel
rendelkeznek, mivel a Ps. fluorescens esetében Dey és munkatarsai (2004) 3,6-11,8 pug/mL,
Maleki és munkatarsai (2010) pedig 15,3 pg/mL IES-termelést mértek. Ahmad és munkatarsai
(2008) Pseudomonas torzsek esetében 18,7-22,02 ug/mL IES-termelést mértek 500 pg/mL
triptofan adagolasanak hatasara, valamint egy Bacillus torzs 7,03 pg/mL IES-t termelt. Zhang
¢s munkatarsai (2011) 9,3 ug/mL-t mértek egy Pseudomonas torzs esetében. Ali és munkatarsai
(2009) Bacillus fajok IES-termelését mérték, és a B. subtilis torzsek 48-65 ug/mL IES-t
termeltek 1000 pg/mL triptofan adagolasanak hatisara. Az 6sszes szerzd azon kdvetkeztetésre

jutott, hogy a jobb IES-termel6 torzsek szignifikansan javitottak a novények novekedését.
6.6.3. A baktériumtorzsek foszformobilizalo képessége

A mikroorganizmusok altal termelt foszfatdz enzimek szerepet jatszanak a szerves
foszforvegyliletek lebontasaban és oldhatd, a ndovények szamara felvehetd formava
alakitdsaban. A talajban 1év0 foszfor jelentds része szerves formdban van jelen, amely

kozvetleniil nem all rendelkezésre a ndvények szamara (Hayat és mtsai., 2010). A foszfataz
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enzimek hidrolizissel lebontjadk ezeket a szerves vegyiileteket, felszabaditva a foszfor
anionokat, amelyeket a ndvények konnyen fel tudnak venni. A foszfatdz enzimek ndvelik a
novények szdmara hozzaférhetd foszfor mennyiségét, javitjadk a talaj termékenységét,
tamogatjak a novények és mikrobak kozotti szimbidzisokat, mindezek révén serkentve a

novények novekedését és fejlodését (Pérez-Montafio €s mtsai., 2014).

Magasabb foszfataz enzimaktivitassal f6leg a Bacillus nemzetséghez tartozo torzsek
rendelkeztek, a legnagyobb mennyiségii foszfataz enzimet a B. amyloliquefaciens SZMC 24437
(1,71 £ 0,07 U/mL) és a B. subtilis SZMC 24439 (1,53 £ 0,13 U/mL) termelte, tovabba magas
foszfataz enzimaktivitasa volt a B. subtilis SZMC 24440 (0,98 = 0,05 U/mL), a Lysinibacillus
sp. SZMC 24203 (0,97 + 0,06 U/mL), és a Ps. mandelii SZMC 24197 (0,97 + 0,04 U/mL)
torzseknek (25. abra).
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25. abra. A vizsgalt baktériumtorzsek foszfataz enzimaktivitasai. (Atlag + SD, n=3).

Szdmos tanulmany kimutatta, hogy a foszformobilizalé baktériumoknak szignifikans
novényndovekedést serkentd hatdsa van. Ahmad ¢és munkatdrsai (2019) példaul két
foszformobilizalo baktérium (B. aryabhattai, B. subtilis) novénynovekedést serkentd hatasat
vizsgaltak mungdbabon ¢és kukorican, ¢és arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy a
foszformobilizald baktériumok szignifikdns novénynovekedés-serkentést eredményeztek,

valamint a foszforkoncentraciot 44%-al novelték a mungdbab- és kukoricahajtasokban.
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6.7. Potencialis biokontroll baktériumtorzsek fenyomagok csirazasanak

serkentésére valé képessége

Vizsgaltuk a baktériumtorzsek serkenté hatasat a fenyomagok csirdzasara. A
kontrollhoz viszonyitva az 0sszes vizsgalt baktériumtorzs serkentette a fenydmagok csirazasat
(26. abra). Ez a novekedést serkentd hatas azonban statisztikailag nem bizonyult
szignifikansnak.
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26. abra. A baktériumtorzsek hatasa a fenyémagok csirazasara. (Atlag + SD, n=10).
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6.8. A szelektalt gombatorzsek in vitro antagonizmusa Armillaria fajokkal szemben

6.8.1. In vitro antagonizmus konfrontacios tenyésztéssel

Az in vitro antagonizmus-vizsgalatokat 12 Chaetomium és Dichotomopilus torzzsel
végeztiik el 6 Armillaria-val (A. gallica SZMC 24143, A. mellea SZMC 24131, A. cepistipes
SZMC 24647, A. ostoyae SZMC 24648, SZMC 23083, SZMC 23093) szemben.

A 27. abran az antagonizmus-vizsgalatok eredményeit szemlélteti néhany példaval. Az
els6 oszlopban lathatok a kontroll Armillaria tenyészetek 3 hét inkubalast kdvetden, a tobbi
oszlopban pedig a Chaetomium ¢és Dichotomopilus torzsek Armillaria torzsekkel szembeni
konfrontacios vizsgalatanak eredményei. Mivel az Armillaria lassan novekszik, ezért az
Armillaria torzseket eléneveltiik, mindegyik Armillaria tenyészetet 1 hétig inkubaltuk 25 °C-
on, sOtétben, majd ezt kdvetden oltottuk le melléjik a Chaetomium illetve Dichotomopilus
torzseket €s tovabbi 2 hétig inkubaltuk a Petri-csészéket. Az abran megfigyelhetd, hogy a
Chaetomium fajok képesek teljesen randvekedni az Armillaria telepekre.

Ch. cochliodes  Ch. globosum  Ch. globosum  Ch. interruptum Ch. rectangulare D. finlandicus
Kontroll SZMC 26528 SZMC 24451 SZMC 22478 SZMC 23937  SZMC 26535 SZMC 26529
> e, - \‘\ ! = D 7 T - ¥ .

y /-

A. gallica
SZMC 24143 (¥

A. mellea
SZMC 24131

A. cepistipes [[;
SZMC 24125

A. ostoyae |
SZMC 24129

A. ostoyae
SZMC 23083

A. ostoyae
SZMC 23093

y Y y &
27. abra. A Chaetomium és Dichotomopilus térzsek in vitro antagonizmusa Armillaria
torzsekkel szemben.
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Az Gsszes vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzs 80% feletti mértékben gatolta
az Osszes tesztelt Armillaria torzs novekedését (28. abra). A Ch. interruptum és a D. finlandicus
fajok viszonylag alacsonyabb, &m még igy is jelentds, 84%-os atlagos ndovekedésgatld hatast
mutattak (28. B abra). Kiemelked6 antagonizmust figyeltiink meg a Ch. globosum térzsek és a
Ch. rectangulare esetében, melyek atlagos gatld hatasa 95%-0s volt, a Ch. cochliodes atlagos
gatlo hatasa pedig 92%-0s volt. A tesztelt Armillaria térzsek koziil a haploid A. ostoyae SZMC

23093 (28. C) torzs allt ellen a legjobban a biokontoll mikroorganizmusoknak.

A - so/lica SZMC 24143 [l 4. mellea SZMC 24131 [l 4. cepistipes SEMC 24125 [ 4. ostgyae SZMC 24129 [ 4. ostoyae SEMC 23083 [ |4 ostgyae SZMC 230¢
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28. abra. A Chaetomium és Dichotomopilus torzsek in vitro novekedésgatlasa Armillaria
torzsekkel szemben. A. A Chaetomium fajok és a D. finlandicus Armillaria-val szembeni
gatlasa %-ban kifejezve. (Atlag + SD, n=3). B. A Chaetomium fajok és a D. finlandicus
gatlasi értékeinek eloszlasa. C. Az Armillaria torzsek gatlasi értékeinek eloszlasa.
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A szakirodalomban az egyik Chaetomium faj Armillaria elleni antagonizmusat Raziq és
Fox (2004) vizsgaltak, és megallapitottak, hogy a Chaetomium olivaceum in vitro hatastalan
volt az A. mellea ellen, de in vivo koriilmények kozott hatékonynak bizonyult. Raziq és Fox
(2005) kiilonb6zé gombafajok kombinacidinak hatékonysagat tanulmanyoztak az A. mellea
altal okozott gyokérrothadas ellen cserepes foldieper ndvényekkel végzett kisérletek soran. Két
T. harzianum izolatumot (Th1 és Th2) kiilon-kiilon és mas gombakkal kombinalva vizsgaltak,
beleértve a Dactylium dendroides, T. viride, T. hamatum és Ch. olivaceum fajokat.
Az eredmények azt mutattak, hogy az A. mellea-val fert6zott, kezeletlen novények mind
elpusztultak a kisérlet végére, mig a gombakezelések kombinacidinak alkalmazéasa esetén a
novények 50%-a talélt. Legjobb tudomasunk szerint elséként vizsgaltuk a Ch. cochliodes,
Ch. globosum, Ch. interruptum, Ch. rectangulare és a D. finlandicus fajok in vitro
antagonizmusat az A. cepistipes, A. gallica, A. mellea és A. ostoyae ellen, és elséként

bizonyitottuk ndvekedésgatlo hatasukat Armillaria fajokkal szemben.

A Chaetomium fajok szamos novénypatogén gomba elleni antagonizmusarol
tudositottak a szakirodalomban. A Ch. globosum gatolta a Venturia inaequalis (alma
varasodasanak korokozoja), a Drechslera sorokiniana (buza foltbetegség korokozodja), a
Fusarium udum, a Cochliobolus sativus (btiza foltbetegség) és a Pyrenophora tritici-repentis
novekedését (Madbouly és Abdel-Wareth, 2020). Egyéb Chaetomium fajok gatoltak a
Macrophoma kuwatsukai, a Rhizoctonia solani, a Sclerotium rolfsii, a Fusarium sp., a
Helminthosporium sp., a Pythium ultimum, az Alternaria raphani, az Alt. brassicicola, a
Phytophthora sp., és a Pyricularia oryzae fajokat (Aswini 2019; Aggarwal 2015). Beszamoltak
tovabba a Ch. cochliodes Fus. oxysporum f. sp. lycopersici, Phy. parasitica (Phonkerd és mtsai.,
2008), Phy. infestans, Fus. culmorum, Fus. solani és Bot. cinerea (Linkies és mtsai., 2020)
elleni antagonizmusar6l. A szakirodalomban nem talaltunk a Ch. interruptum,
Ch. rectangulare, valamint a Dichotomopilus fajok fitopatogénekkel szembeni

antagonizmusara vonatkozé vizsgalatokat.
6.8.2. A konfrontaciés antagonizmus vizsgalata SEM-mel

A biokontroll gombék tobb modon gatolhatjak a fitopatogén gombak ndvekedését. Ezek
lehetnek a helyért és tapanyagokért folytatott kompeticid, a mikoparazitizmus, az antibiozis -
vagy ezek kiilonféle kombinacioi (Linkies és mtsai, 2020; Abdel-Azeem 2020).
Az elektonmikroszkopos  vizsgalatokkal  betekintést nyerhetiink az  antagonizmus
mechanizmusaba. A SEM-es abrakon az Armillaria és a Chaetomium hifdk konnyen

megkiilonboztethetéek, mivel az Armillaria hifai sokkal nagyobbak, mint a Chaetomium hifai.
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A SEM vizsgalatok soran a biokontroll-jelolt Ch. globosum és D. finlandicus torzsekkel
kezelt Armillaria hifakon erételjes karosodas volt megfigyelhetd (29. és 30. abrak).
A biokontroll gombatdrzsek képesek voltak kolonizalni az Armillaria-t; a karosodott hifakon
megtelepedé Ch. globosum és D. finlandicus gombahifakat figyeltiink meg minden esetben,

ami direkt antagonizmusra, valamint mikoparazitizmusra utal.

A Ch. globosum A. mellea (29. Al és A2. abra) és A. ostoyae (29. B1 ¢és B2. abra)
torzsekkel szembeni antagonizmusdnak vizsgalata soran késziilt SEM-felvételeken
megfigyelhetd, ahogy a Ch. globosum hifai ratekeredenek az Armillaria torzsek hifaira,
behatolnak a hifakba és lathatdak az ellaposodott Armillaria hifak.

10.0kV 14.7mm x1.00k SE(M) l 50 Oum ; 10.0kV 14.7mm x2.00k SE(M) I l '2(I).Olum
29. abra. A Ch. globosum SZMC 24464 (Cg) és az Armillaria torzsek in vitro
antagonizmusanak SEM-felvétele. Al, A2. Ch. globosum SZMC 24464 és A. mellea SZMC
24131 (Am) kolcsonhatasa. B1, B2. Ch. globosum SZMC 24464 és A. ostoyae SZMC 23083
(Ao) kolcsonhatasa.

A D. finlandicus és az A. mellea (30. Al és A2 abra) valamint az A. ostoyae (30. B1 és
B2 ébra) torzsekkel szembeni kolcsonhatdsa sordn késziilt SEM felvételeken megfigyelhetd
volt, hogy a D. finlandicus hifai szorosan kapcsolodnak az Armillaria hifakhoz, majd
behatolnak azokba, melyet piros nyilakkal jeloltiink a felvételeken.
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A vizsgalatok soran a D. finlandicus jelenlétében az Armillaria hifak jelentds szerkezeti
karosodast szenvedtek. A hifadk deformalodasa, ellaposodasa €s egyéb morfoldgiai valtozasok
egyértelmiien megfigyelhetok voltak. Az ilyen tipust kéarosoddsok arra utalnak, hogy a

D. finlandicus kozvetlen fizikai és biokémiai mechanizmusok révén fejti ki antagonista hatasat.

P

10.0kV 13.8mm x2.00k SE(M)
3 x g e

ey
>

10.0kV 13.9mm x1.00k SE(M)

31. abra. A D. finlandicus SZMC 26529 (Df) és az Armillaria torzsek in vitro
antagonizmusanak SEM-felvételei. Al, A2. D. finlandicus SZMC 26529 és A. mellea SZMC
24131 (Am) kolcsonhatasa. B1, B2. D. finlandicus SZMC 26529 és A. ostoyae SZMC 23083

(Ao) kolcsonhatésa.

A Chaetomium és Dichotomopilus fajok Armillaria fajokkal szembeni antagonizmusat
legjobb tudomésunk szerint eddig még nem vizsgaltdk elektronmikroszkoppal. Néhany
tanulmany azonban SEM segitségével vizsgalta a kiilonbozé Chaetomium fajok és fitopatogén
gombak kozotti kolesonhatasokat. Daroodi és munkatarsai (2021) a Rhizoctonia solani
nekrotrof fitopatogén gomba elleni biologiai védekezési lehetdségeket vizsgaltak a
Ch. jodhpurense endofita gomba alkalmazasaval. A SEM-felvételek a R. solani hifak feliiletén
stlyos torzulasokat és a micélium lizisét mutattak ki. Cao és munkatarsai (2009) a Stachybotrys
elegans, Ch. aboriginum ¢és Cylindrocarpon sp. fajok hatasat vizsgaltak a Pythium

aphanidermatum ¢s a R. solani novénypatogén gombak ndvekedésére és hifainak

crer
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felvételeken megfigyelték a hifdk feliiletén bekovetkezd morfologiai valtozasokat: a
Ch. aboriginum ratekeredését és a behatolasi struktarakat, valamint a fitopatogén gombak
hifainak karosodasat. Darshan és munkatarsai (2020) a Ch. globosum Bipolaris sorokiniana
elleni antagonista mechanizmusait vizsgaltak pasztazo elektronmikroszkoppal, megfigyeléseik

alapjan a B. sorokiniana konidiumai abnormalis duzzanatokat és deformitast mutattak.

6.9. A potencialis biokontroll gombatorzsek antagonizmusanak molekulaszinti
vizsgalata

6.9.1. A gombatorzsek kitinaz enzim termelésére valo képessége

A Chaetomium sp. torzsek N-acetil-pB-D-gliikozaminidaz aktivitasa 6-39 U/mL kozott
alakult (31. abra). A legalacsonyabb aktivitast a Ch. interruptum SZMC 23937 térzs mutatta, a
legmagasabbat pedig a Ch. globosum torzsek, de nem elhanyagolhatdo a Ch. rectangulare
SZMC 26535 és a D. finlandicus SZMC 26529 torzsek N-acetil-pB-D-gliikbzaminidaz
enzimaktivitasa sem. Azok a torzsek, amelyek kevesebb mennyiségben termelték az N-acetil-
B-D-gliikbzaminidaz enzimet, kevésbé gatoltak a vizsgalt Armillaria fajok novekedését. Ilyen
példaul a Ch. interruptum, amelynek esetében a legalacsonyabb értéket kaptuk mind az
Armillaria-k novekedésgatlasaban, mind pedig az N-acetil-B-D-gliikozaminiddaz enzim

termelésében.
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31. abra. A Chaetomium és Dichotomopilus torzsek N-acetil-B-D-gliikozaminidaz termelése.
(Atlag = SD, n=3).

84



Eredményeink arra utalnak, hogy az N-acetil-B-D-gliikozaminidaz enzim jelentds
szerepet jatszik az Armillaria fajok elleni antagonista aktivitasban. Kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy mind a baktériumok, mind a Chaetomium fajok kozil azok a
mikroorganizmusok bizonyultak a leghatékonyabbnak az Armillaria novekedésének
gatlasaban, amelyek képesek voltak N-acetil-B-D-gliikozaminidaz enzimet termelni. Ez az
enzim a kitindz enzimek csoportjaba tartozik, amelyek hidrolizaljak a kitint, mely az Armillaria
sejtfalanak f6 komponense. Az enzim jelenléte és aktivitasa hozzajarulhat a patogén gombak

sejtfalanak degradaciojahoz, ezaltal gatolva azok ndvekedését €s szaporodasat.

Elshahawy és Khattab (2022) egy kitinaztermelé Ch. globosum izolatumot vizsgaltak,
amely 91%-ban gatolta a Cephalosporium maydis micéliumnévekedését. A korokozd
micéliumnovekedését és konidiumcsirazasat a Ch. globosum sejtmentes kivonatai is gatoltak.
Ez az endofita gomba nemcsak kozvetleniil antagonizalta a korokozot, hanem kozvetetten is
csOkkentette a késdi hervadas el6fordulasat azaltal, hogy rezisztenciamechanizmusokat
indukalt a kukoricandvényekben. Az antioxidans enzimek (pl. peroxidaz és polifenoloxidaz), a
kitinaz, a klorofilltartalom, az 6sszes fenol és a flavonoidok indukcidja felelds volt a korokozo
elleni kozvetett hatasaért. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a kitinaz enzimek fontos

szerepet jatszanak a novényi korokozok elleni védekezésben.

6.10. A potencialis biokontroll gombatorzsek novénynovekedést serkentod
vegyiiletek termelésére valo képessége

6.10.1. A. gombatorzsek strukturalis szénhidratbonté képessége

A Chaetomium nemzetséghez tartozo fajok cellulozbonté gombakként is ismertek, a
baktériumok enzmaktivitdsanal egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségi strukturalis
szénhidratbontdé enzimet termelnek. A vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzsek

kiilonb6z6 enzimaktivitdsokat mutattak (32. abra).

A Ch. globosum torzsek termelték a legnagyobb mennyiségben a vizsgalt strukturalis
szénhidratbontd extracellularis enzimeket (cellobiohidrolaz: 20,64 — 71,67 U/mL; B-
glikozidaz: 7,57 — 18,99 U/mL; B-xilozidaz 8,54 — 41,57 U/mL). Két Ch. globosum torzs
(SZMC 27052 és SZMC 26539) mutatta a legmagasabb cellobiohidrolaz enzimaktivitast (71,13
+ 2,7 és 71,67 + 2,3 U/mL). A legkisebb mennyiségli poliszacharid-lebonto extracellularis
enzimet a Ch. interruptum SZMC 23937 termelte (cellobiohidrolaz: 7,88 U/mL; B-gliikozidaz:
5,29 U/mL; B-xilozidaz: 2,28 U/mL), valamint két Ch. cochliodes térzs (SZMC 22473 és
SZMC 26528 — cellobiohidrolaz: 11,31 ¢és 8,83 U/mL; B-glikozid4z: 6,98 U/mL; B-xilozidaz:
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20,88 és 20,43 U/mL). A Ch. rectangulare SZMC 26535 torzs szintén kis mennyiségii
poliszacharidbontd enzimet allitott eld (cellobiohidroldz: 18,57 U/mL; B-glikozidaz: 3,24
U/mL; B-xilozidaz: 4,58 U/mL).

Az altalunk Gjonnan leirt D. finlandicus faj torzsei (SZMC 26527 és SZMC 26529)
alacsonyabb cellobiohidroldz enzimtermelést mutattak (32,14 és 24,91 U/mL), mint a
Ch. globosum torzsek, de a tobbi enzim esetében hasonldé enzimaktivitasokat kaptunk (p-
glikozidaz: 21,27 és 7,06 U/mL; B-xilozidaz: 29,01 és 36,08 U/mL; B-1,4-N-acetil-
glikozaminidaz: 18,29 és 26,89 U/mL) (33. abra).
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32. abra. A vizsgalt Chaetomium- és Chaetomium-szerii térzsek extracellularis
szénhidratbont6 enzimaktivitdsai. (Atlag = SD, n=3).

A Chaetomium- és Chaetomium-szer(i torzsek enzimaktivitasai valtozatosnak
bizonyultak, de sem az izolaci6 helyével, sem a ndvekedési szubsztratummal nem talaltunk
Osszefliggést. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak Abdel-Azeem ¢€s munkatarsai (2016)
megallapitasdval, amely szerint az enzimtermelés izolatumfiiggé. A szerzék arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az enzimtermelésnek nincs kimutathaté Osszefliggése az
okologiaval.

Ahammed ¢és munkatarsai (2008) Ch. globosum altal termelt xilanaz enzim
gombaellenes hatdsat vizsgaltdk, melynek soran kimutattdk, hogy a tisztitott xilandz és a sziirt
tenyészet gatolja a Bipolaris sorokiniana novekedését. A tisztitott xilanaz 100 pg/mL-es

koncentracioban 100%-ban gatolta a B. sorokiniana konidiumcsirazasat, mig a tenyészet

szlirlete 67,5%-ban tudta gatolni a csirdzast.
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6.10.2. A gombatorzsek indolecetsav-termelése

Mindegyik vizsgalt Chaetomium ¢és Dichotomopilus torzs termelt IES-t, melynek
mennyisége 24-57 pg/mL kozott valtozott (33. abra). A legnagyobb IES-mennyiséget a
Ch. globosum torzsek (SZMC 22481: 51,785 £+ 0,6 pg/mL; SZMC 24451: 55,55 £ 1,7 ug/mL;
SZMC 24464: 52,402 £ 0,57 pg/mL; SZMC 24508: 57,663 + 1,13 pg/mL; SZMC 24766: 53,47
+ 1,28 pg/mL; SZMC 26534: 50,58 + 1,08 pg/mL; SZMC 27052: 56,23 + 0,42 pg/mL), a
legkisebb mennyiséget pedig a Ch. interruptum SZMC 23937 (24,32+ 0,7 pg/mL) termelte.
A tobbi Chaetomium ¢és a Dichotomopilus torzs (Ch. cochliodes SZMC 26528: 37,44 + 0,72
ug/mL; Ch. rectangulare SZMC 26535: 32,4+ 0,58 pg/mL; D. finlandicus SZMC 26529: 33,62
+ 1,15 pg/mL) IES-termelési értékei alacsonyabbak voltak, de még igy is jelentds

mennyiségeket értek el.
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33. abra. A vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus térzsek indolecetsav-termelése.
(Atlag = SD, n=3).

Khan és munkatarsai (2012) a Ch. globosum torzsek vizsgalata soran kimutattak, hogy
a gombak IES-termelése eldsegitette a paprika ndvények gyokérnovekedését s biomasszajanak
novekedését. Tian és munkatarsai (2022) egy IES-termel6 Ch. globosum torzs uborka
novekedésére gyakorolt hatasat vizsgaltak. Eredményeik alapjan a Ch. globosum torzs a
szimbiotikus rendszer gazdandvénnyel torténd kialakitdsa soran aktivalta a gazdandvény
védekez6 jelatviteli utvonalait és a fitohormon jelitvonalakat, hogy eldsegitse a novények
novekedését és fokozza a gazdandvények biotikus és abiotikus stresszel szembeni
rezisztenciajat.
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6.10.3. A gombatorzsek foszformobilizalé képessége

Az 6sszes vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzs termelt foszfataz enzimet (34.
abra). Kimagaslo mennyiségii foszfataz enzimet a Ch. globosum faj térzsei termeltek (SZMC
22478: 3,92 + 0,14 U/mL, SZMC 24508: 5,2 + 0,19 U/mL, SZMC 24766: 5,56 + 0,2 U/mL,
SZMC 26534: 7,55 £ 0,14 U/mL).
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34. abra. A vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzsek foszfataz enzimaktivitasai.
(Atlag = SD, n=3).

A mikroorganizmusok altal termelt foszfataz enzimek hozzajarulhatnak a novények
novekedéséhez. Tarafdar és Gharu (2006) egy foszformobilizalasra képes Ch. globosum-al
oltottak be buzat és gyongykdlest. Az oltas a ndvényi biomassza, a gyokérhossz, a novényi
foszforkoncentracid, a mag- €és szalmatermés, valamint a mag foszfortartalmanak jelentds
javulasat eredményezte. Az eredmények azt sugalljak, hogy a Ch. globosum olyan foszfatazokat
és fitazokat termel, amelyek mobilizaljak a foszfort és fokozzak a buza és gyongykodles
termését. Vaghasia és munkatarsai (2017) a Ch. globosum foszfataz enzimei altal eléallitott
biofoszfor ricinusmagok terméshozamara gyakorolt hatasat vizsgaltak. A tanulmany soran
Osszehasonlitottak a biofoszfor és a miitragya hatdsat, és azt tapasztaltak, hogy a biofoszforral

kezelt ricinusmagok esetében jelentdés terméshozamnovekedés volt megfigyelhetd a

miitragyaval kezelt magokhoz képest (Vaghasia és mtsai., 2017).

88



6.11. A baktériumok és gombak biokontroll-tulajdonsagainak dsszehasonlitasa

Vizsgalataink eredményei alapjan kideriil, hogy a Bacillus, Paenibacillus és a
Pseudomonas baktériumfajok egyes torzsei, valamint a Chaetomium ¢és Dichotomopilus
gombafajok alkalmazhatok lehetnek az Armillaria elleni biologiai védekezésre (6. tablazat).
Magas (>75%) antagonista aktivitast figyeltiink meg a baktériumtérzsek kozil a B.
amyloliquefaciens SZMC 24437, a B. subtilis SZMC 24183, 24200, 24439, 24440, a
Paenibacillus sp. SZMC 24202, a Pseudomonas sp. SZMC 24425, Ps. fluorescens SZMC
24419 és Ps. mandelii SZMC 26958 esetében, amikor az Armillaria-t egy hetet eloneveltiik.
Abban az esetben, amikor az Armillaria-t és a baktériumtorzset egyszerre oltottuk le, a B.
subtilis SZMC 24183, SZMC 24439, a Paenibacillus sp. SZMC 24202 ¢és a Ps. fluorescens
SZMC 24419 teljesen (100%) gatoltak az Armillaria-k névekedését. A Chaetomium-ok koziil
az Osszes vizsgalt faj (Ch. cochliodes, Ch. globosum, Ch. interruptum, Ch. rectangulare) magas
(>85%) Armillaria novekedésgatlast eredményezett, és egyes torzsei teljesen ben6tték, azaz
100%-ban gatoltak az egyhetes Armillaria torzsek telepeit. Az altalunk leirt D. finlandicus is

atlagosan 85%-ban gatolta az 6sszes vizsgalt Armillaria ndvekedését.

A Dbaktériumok kozvetleniil antibiozissal, mikofagiaval, sejtfalbontdé enzimek
termelésével és a gyokérzona kolonizdlasaval gatoljak a novénypatogének elszaporodasat a
novények kornyezetében, kozvetett moédon pedig a novények ndvekedésének tamogatasaval:
hormontermeléssel, tdpanyagmobilizalassal, és a ndvények immunrendszerének indukalasaval,
igy védve a novényeket a patogének tdmadasaval szemben. A baktériumok tanulmanyozasa
soran megfigyeltiik, hogy a kitinaz enzimtermelés fontos szerepet jatszik az Armillaria elleni
antagonizmusban, mivel azon baktériumok esetében, amelyek jobban gatoltak az Armillaria
ndvekedését, magasabb kitinaz enzimaktivitast mértiink. Egy masik fontos mechanizmus a
masodlagos antifungalis metabolitok révén megvalosulo antibiozis. A Bacillus fajok esetében
a bacillomicin, fengicin, mikoszubtilin ¢és szurfaktin valdszinlisithetben nagymértékben
hozzajarul a hatékony antagonizmushoz. Az elektronmikroszkopos vizsgélatok lehetvé tették
a mikroorganizmusok kozotti interakciok megfigyelését. A SEM felvételeken Ps. fluorescens
SZMC 24419, hogy az Armillaria elleni védekezést nagy valosziniiséggel antibiozis Gtjan,
valositjak meg, mivel az Armillaria hifai karosodtak, de baktériumok nem voltak
megfigyelhet6k a hifakon, valamint eléfordulhat, hogy az Armillaria térzsek olyan metabolitot
termelnek ami miatt a nem tudnak az Armillaria hifaira ratelepedni. Ugyanez a jelenség
Lysinbacillus sp. SZMC 24203 esetében is megfigyelheté volt. A Bacillus
(B. amyloliquefaciens SZMC 24437, B. subtilis SZMC 24439) torzsek képesek voltak
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kolonizalni az Armillaria hifait, mely a hifak sulyos karosodasat idézte el6. A gombak a
baktériumokhoz hasonld6 médon képesek a patogének gatlasara, a gombak esetében is
megfigyelték a mikoparazitizmust, antibidzist és a kompeticiot. Az elektronmikroszkdp
segitségével a mikoparazitizmust tudtuk megfigyelni, a felvételeken lathato volt, ahogy a Ch.
globosum és a D. finlandicus ratekeredett az Armillaria hifaira, és a felvételeken minden
esetben erésen karosodott Armillaria hifak voltak detektalhatok.

6. tablazat: A vizsgalt baktériumok és gombdk antifungalis és novénynovekedéstserkentd
tulajdonsagainak Osszegzése

. Armillaria Antifungalis Novénynovekedé
Biokontroll iy aktivitasért ,, s .
. . gatlasa . st serkentd A gatlas mechanizmusa
mikroorganizmus o felelds .
(%) metabolitok metabolitok
Kitindz Direkt antagonizmus:
szider(;fér IES, foszfataz parazitizmus, kompeticio,
B. fengicin ’ Celll’,l]E,IZ , antibiozis
amyloliquefaciens  86+6 szurfaktin B-glﬁko’zi Jaz Indirekt antagonizmus: a
SZMC 24437 . L S ' novények
mikoszubtilin,  xilanaz AN .
bacillomicin ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
kitinaz, IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
B. subtilis sziderofor, Celll’.lléZ ’ antibiozis
. 86+6 fengicin, L Indirekt antagonizmus: a
SZMC 24183 szurfaktin, E 11gal E:;Zldaz’ novények
mikoszubtilin ellenalloképességének
novelése
Kitindz Direkt antagonizmus:
szider(;fér IES, foszfataz parazitizmus, kompeticio,
- S ’ ’ antibiozis
B. subtilis SZMC fengicin, cellulaz, . . .
24200 83+6 szurfaktin, Brglikozidiz, oK. anAgoNZmUS: 2
mikoszubtilin,  xilanaz e o
bacillomicin ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
Kitindz IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
- Ly C ’ antibiozis
B. subtilis SZMC 86+6 SZ]d&.’r(.)for’ Celh.l.laz’. . Indirekt antagonizmus: a
24439 fengicin, B-gliikozidaz, ndvénvek
szurfaktin xilanaz, e L
ellenalloképességének
novelése
KitinAz Direkt antagonizmus:
szider(;fér IES, foszfataz par.az.i:tiz.mus, kompeticid,
B. subtilis SZMC 047 fengicin, cellulaz, ?r?(;lil;é(l)(?:nta onizmus: a
24440 szurfaktin, B-gliikozidaz, XIS A '
mikoszubtilin,  xilanaz, ol s
bacillomicin ellenalloképességének
novelése
Burkholderia sp.
SZMC 24198 A9 - IES ]
Lysinibacillus sp. e foszfataz, Indirekt antagonizmus: a
SZMC 24203 3824 kitindz celluléz, novények
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Antifungalis

Biokontroll  AMMara ) tivieasere  Novénynovekedé . .
. . gatlasa . st serkentd A gatlas mechanizmusa
mikroorganizmus (%) felelo_s metabolitok
metabolitok
B-gliikozidaz, ellenalloképességének
xilanaz, novelése
Paenibacillus sp.
SZMC 24199 4215 - IES ]
Direkt antagonizmus:
foszfatiz par'az'i:[iz'mus, kompeticid,
Paenibacillus sp. 8147 Kiting cellulaz, ’ Tn(tjl.blcl)(fls . .
SZMC 24202 tinaz B-glikoziddz, o oN AnAgoNIzMUS: &
xilanaz novények
ellenalloképességének
novelése
IES, foszfataz, Indirekt antagonizmus: a
Pb. castaneae e, cellulaz, novények
SZMC 24201 3919 itindz B-gliikozidsz, ellensiloképességének
xilanaz novelése
Direkt antagonizmus:
parazitizmus, kompeticio,
Pb. castaneae . antibiézis : )
SZMC 24204 51+17 - foszfataz Ir}.dllrekt antagonizmus: a
névények
ellenalloképességének
novelése
IES, foszfataz, Indirekt antagonizmus:
Pseudomonas sp. 7416 kitinaz, cellulaz, névények
SZMC 24184 sziderofor B-gliikozidaz, ellenalloképességének
xilandz novelése
Indirekt antagonizmus:
Pseudomonas sp. . . ndvények
SZMC 24187 L sziderofor IES ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfataz, antibiozis
Pseudomonas sp. e cellulaz, Indirekt antagonizmus:
SZMC 24425 748 kitindz B-gliikozidaz, novények
xilandz ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfataz, antibiozis
Ps. fluorescens 73415 kitinaz, cellulaz, Indirekt antagonizmus:
SZMC 24419 sziderofor B-gliikozidaz, névények
xilandz ellenalloképességének
novelése
Indirekt antagonizmus:
Ps. fluorescens . . ndvények
SZMC 24428 >3+19 sziderofor IES ellenalloképességének
novelése
Indirekt antagonizmus:
Ps. koreensis . , . ndvények
SZMC 24190 SIEI0 sziderofor IES, foszfatdz 1o alloképességének
novelése
Ps. mandelii 68213 kitinaz, foszfataz, Indirekt antagonizmus:
SZMC 24197 sziderofor cellulaz, ndvények
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Antifungalis

Biokontroll ~ Armillaria oy dvitasere  Novényndvekedé . .
mikroorganizmus ga(t)lasa felelés st serke_nto A gatlas mechanizmusa
(%) metabolitok metabolitok
B-gliikozidaz, ellenalloképességének
xilanaz novelése
IES, foszfataz, Indirekt antagonizmus: a
Ps. mandelii o, cellulaz, novények
SZMC 24416 416 kitindz B-gliikozidaz, ellenél}{éképességének
xilanaz novelése
Indirekt antagonizmus: a
Ps. mandelii . , o névények
SZMC 24422 4812 sziderofor ES, xilandz ellensiléképességének
novelése
IES, foszfataz, Indirekt antagonizmus: a
Ps. mandelii e cellulaz, novények
SZMC 24423 6012 kitindz B-gliikozidaz, ellenalloképességének
xilanaz novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfataz, antibiozis
Ps. mandelii o cellulaz, Indirekt antagonizmus: a
SZMC 26958 8247 kitindz B-glitkozidéz, novények
xilandz ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
kitindz, IES, foszfataz, ~ P2razitizmus, kompeticid,
Ch. cochliodes 9347 ketomin, cellulaz, ?r?éli?:;tmasntagonizmus a
SZMC 26528 ketoviridin A, B-gliikozidaz, névények '
ketomugilin xilanaz ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfatiz, parg;i}i;mus, kompeticio,
Ch. globosum 91412 Kiting cellulaz, anu—blom ; .
SZMC 22478 itinaz B-gliikozidaz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfataz, par'az.ijt i;mus, kompeticid,
Ch. globosum 9 o celluléz, antibiézis N
SZMC 22481 5+4 kitinaz B-gliikozidaz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES, foszfataz, par.az.i:tiz.mus, kompeticio,
Ch. globosum 96 o celluléz, antibiézis N
SZMC 24451 +6 kitinaz B-gliikozidaz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
IES, foszfataz Direk.t gntagonizmus: .
Ch. globosum e celliﬂéz ’ parazitizmus, kompeticid,
SZMC 24464 9626 kitindz p-glikozidiz, ~ onubiozis
<ilandz ' Indirekt antagonizmus: a

ndvények

92



Antifungalis

Biokontroll Armillaria ) dvicasere  Novényndvekedé . .
. . gatlasa . st serkentd A gatlas mechanizmusa
mikroorganizmus felelos .
(%) metabolitok metabolitok
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
Ch. globosum . celluléz, antibiozis
SZMC 24508 9248 kitinaz B-gliikozidz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
Ch. globosum e cellulaz, antibiozis . .
SZMC 24766 90+6 kitinaz B-gliikozidaz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilanaz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
Kitindz IES, foszfatdz, ~ Porazitizmus, kompeticio,
Ch. globosum 2040 ketoglobozin, cellulaz, ?::ﬁ?;?jlséﬂés_ .
SZMC 26534 ketoviridin A, p-gliikozidéz, v el% :
ketoviridin C*  xilanaz AT
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
Ch. globosum e cellulaz, anél.blclﬁls . )
SZMC 27052 95+5 kitindz B-gliikozidz, Ir1 |’re antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
Ch. interruptum .y cellulaz, antibiézis N
SZMC 23937 88+8 kitinaz B-gliikozidaz, Irldlrekt antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatiz parazitizmus, kompeticio,
Ch. rectangulare o celluléz, an(tjl.bl(zls N
SZMC 26535 94+6 kitindz B-gliikozidz, Ir1 |re antagonizmus: a
xilandz novények
ellenalloképességének
novelése
Direkt antagonizmus:
IES. foszfatéz parazitizmus, kompeticio,
D. finlandicus o celluléz, an(tjl.bl(l)(fls N
SZMC 26529 84+9 kitindz B-gliikozidiz, Ir1 |re antagonizmus: a
xilandz novények

ellenalloképességének
ndvelése

*Salo és mtsai., 2020
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7. OSSZEFOGLALAS

Az Armillaria nemzetséghez tartozd gombak vilagszerte jelentés gyokérrothadast
okoznak tobb mint 500 fafaj esetében, beleértve erdészeti és mezdgazdasagi novényeket is.
Ezek a gombak a fak gyokereit kolonizaljak és elpusztitjak az é16 fakat, 6kologiai és gazdasagi
karokat okozva. A kémiai védekezési modszerek, példaul a fungicidek korlatozott
hatékonysaguak és kornyezeti kockazatokkal jarnak, ezért a biologiai védekezési modszerek
egyre nagyobb figyelmet kapnak. A biologiai védekezés soran mikroorganizmusokat, példaul
baktériumokat és gombakat alkalmaznak az Armillaria elleni kiizdelemben. A Bacillus, a
Pseudomonas és a Chaetomium fajok kiilonb6z6é mechanizmusokkal, példaul antibidzissal,

kompetitiv kolonizacidval és parazitizmussal gatoljak a gomba novekedését és terjedését.

Kutatasunk célja Armillaria, illetve potencialis biokontroll baktériumtérzsek
azonositasa ¢és vizsgalata volt a Keszthelyi-hegység és a Rosalia-hegység teriiletérdl szarmazo

talaj-, termétest- és rizomorfamintak felhasznalasaval.

A vizsgalt Armillaria és baktériumokat szelektiv taptalajokon izolaltuk, majd genetikai
¢s Chaetomium-szerti térzseket szintén molekularis markerekkel (fefla, 1TS, rpb2 és tub2)
azonositottuk, és filogenetikai elemzéseket végeztiink a kiillonboz6 gének szekvencidinak

Osszehasonlitasaval.

Az antagonizmus-vizsgalatok soran PDA taptalajon tenyésztettik az Armillaria
torzseket, majd kiilonb6z6 biokontroll mikroorganizmusokkal egyiitt inkubaltuk Oket. Az
Armillaria telepek novekedésének gatlasat mértiikk, és az antagonista hatasokat pasztazod
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A biokontroll baktérium- és gombatdrzsek indol-3-ecetsav
(IES) termelését spektrofotometrids modszerrel, sziderofortermelésiiket pedig kromazurol-
szulfonsav tartalmt téptalajon vizsgaltuk. Az extracelluldris enzimaktivitdsokat kromogén
szubsztratok segitségével mértiik. A biokontroll baktériumok ndvekedést serkentd hatdsat

fenydmagok esetében vizsgaltuk.

Mintainkban négy Armillaria fajt azonositottunk: az A. cepistipes és A. ostoyae a
Rosalia-hegységb6l, az A. mellea és A. gallica pedig a Keszthelyi-hegységbdl szarmazo
mintdkban fordult eld. Osszesen 22 baktériumtdrzset izolaltunk, amelyek koziil 11

Pseudomonas sp., 5 Bacillus sp., 4 pedig Paenibacillus sp. volt.

A vizsgalatainkba bevont, korabban izolalt Chaetomium torzsek kozott a Ch. globosum,

Ch. cochliodes, Ch. interruptum és Ch. rectangulare fajok szerepeltek, valamint a filogenetikai
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vizsgalatok alapjan egy 0j fajt azonositottunk. A Dichotomopilus izolatumokat tovabbi
vizsgalatoknak vetettiik ala: 4 10kusz alapjan filogenetikai fat készitettiink, valamint kiilonb6z6
taptalajon vizsgaltuk a telepmorfologiat, illetve fény- és elektronmikroszképos morfologiai
vizsgalatokat végeztiink, melyek alapjan bebizonyitottuk, hogy valoban egy uj Dichotomopilus

faj képvisel6i, melyet Dichotomopilus finlandicus néven irtunk le.

Az in vitro antagonizmus-vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a vizsgalt Bacillus és
Pseudomonas torzsek hatékonyan gatoljak az Armillaria fajok novekedését. Kiilondsen a B.
amyloliquefaciens ¢és B. subtilis torzsek mutattak jelentds antagonista hatast. A Chaetomium
torzsek szintén erés novekedésgatld hatast mutattak, kilonosen a Ch. globosum és
Ch. rectangulare fajok képvisel6i. A pasztazo elektronmikroszkdpos vizsgalatok kimutattak,
hogy a Bacillus és a Chaetomium torzsek kdzvetleniil kolonizaltak az Armillaria hifakat, ami a
gombahifak elvékonyodasahoz és toredezéséhez vezetett, mig a Pseudomonas torzsek
metabolitok termelésével gatoltdk a gomba novekedését. Az N-acetil-pB-D-gliikozaminidaz
enzimet termeld baktériumok és gombak szintén jelentds novekedésgatlo hatast fejtettek ki az
Armillaria fajokra, az enzimtermelés és a gatlo hatas k6zott mind a baktériumok, mind a

gombak esetében korrelaciot talaltunk.

Megallapitottuk, hogy a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 és a B. subtilis SZMC
24440 bacillomicin (BamC), mikoszubtilin (mycA), fengicin (fenB) és szurfaktin (sfp)
termeléséért felelos géneket egyarant tartalmaztdk. Ezek a lipopeptidek fontos bioaktiv

tulajdonsagokkal, pl. antifungalis és antibakterialis hatasokkal rendelkeznek.

A potencialis biokontroll mikroorganizmusok hatékonysagat a sziderofortermelés, az
extracellularis enzimaktivitas és az IES-termelés tekintetében is vizsgaltuk. A Bacillus és
Pseudomonas torzsek jelentds sziderofortermeld képességgel rendelkeznek, ami elésegitheti a

vas felvételét a novények gyokérzondjaban, ezaltal gatolva a patogén gombak szaporodasat.

A kiilonbozd baktérium- és gombatodrzsek cellulozbontd enzimeket termeltek, amik
szintén fontos szerepet jatszanak a biokontrollban és a ndvények tidpanyagellatasaban.
Kiilonosen a Bacillus torzsek (pl. a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 és a B. subtilis SZMC
24439) mutattak magas cellobiohidrolaz és B-gliikozidaz enzimaktivitast. A Ps. fluorescens
SZMC 24419 torzset kiemelked6 B-xilozidaz termelés jellemzi. A Chaetomium fajok koziil a
Ch. globosum térzsek mutattak a legnagyobb enzimaktivitast, kiilondsen a cellobiohidrolaz és

B-gliikozidaz esetében.
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Az indolecetsav-termelését is vizsgaltuk, mivel ez a novényi hormon kulcsszerepet
jatszik a novénynovekedés szabalyozasaban. A Pseudomonas torzsek koziil a Pseudomonas sp.
SZMC 24425 és a Ps. fluorescens SZMC 24428 kiemelkedd IES-termelést mutattak. A
Chaetomium torzsek koziil a Ch. globosum termelt a legtobb IES-t. A foszfataz enzimaktivitas
vizsgalata soran a Bacillus torzsek, kiilonosen a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 és a
B. subtilis SZMC 24439 mutattak a legnagyobb aktivitast. A Chaetomium torzsek koziil a

Ch. globosum szintén jelentds foszfataztermeléssel rendelkezett.

Eredményeink alapjan a B. subtilis, B. amyloliquefaciens és Ps. fluorescens
baktériumtorzsek a legigéretesebbek az Armillaria elleni biologiai védekezésre, mivel jelentds
antagonista aktivitast és novénynovekedést serkentd tulajdonsagokat mutattak. A gombak
kozil a Ch. globosum torzsek voltak a leghatékonyabbak az Armillaria elleni védekezésben,

kilonbozo biokontroll mechanizmusokat alkalmazva.

Osszefoglalva, a biokontroll mikroorganizmusok hatékony alternativat nyujthatnak a
kémiai novényveédo szerek helyett, hozzdjarulva a fenntarthatd mezdgazdasagi gyakorlatokhoz
¢s a kornyezeti terhelés csokkentéséhez. A jovobeli kutatdsok célja a mikroorganizmusok
hatékonysaganak tovabbi vizsgalata kiilonb6zé ndvényi rendszerekben és kornyezeti feltételek
mellett, valamint az alkalmazasi technologidk fejlesztése a biologiai védekezési stratégiak

optimalizalasa érdekében.
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8. SUMMARY

Certain members of the fungal genus Armillaria cause significant root rot in over 500
tree species worldwide, including forest trees and agricultural plants. These fungi colonize the
roots of trees and can kill living trees, resulting in ecological and economic damage. Chemical
control methods, such as fungicides, have limited effectiveness and pose environmental risks,
hence biocontrol methods are gaining increased attention. Biocontrol uses microorganisms such
as bacteria and fungi to attack Armillaria. Bacillus, Pseudomonas, and Chaetomium species
inhibit the growth and spread of the fungi through various mechanisms, including antibiosis,

competitive colonization, and parasitism.

Our research aimed to identify and investigate Armillaria strains and potential
biocontrol microorganisms from soil, fruiting body, and rhizomorph samples collected from the

Keszthely Mountains and the Rosalia Mountains, as well as from other sources.

For the isolation and identification of Armillaria strains and potential biocontrol bacteria
we used samples from healthy and infected forests. The fungal tissues were placed on selective
media and identified by amplifying and sequencing the genetic marker tefla. Bacillus and
Pseudomonas strains were isolated on selective media and identified using the genetic markers
gyrA and rpoB. Chaetomium and Chaetomium-like strains were identified using the molecular
markers tefla, TS, rpb2, and tub2, and phylogenetic analyses were conducted by comparing

the sequences of different genes.

In antagonism assays, Armillaria strains were cultured on PDA media and incubated
with various biocontrol microorganisms. The inhibition of Armillaria colony growth was
measured, and antagonistic effects were also examined using scanning electron microscopy.
The indole-3-acetic acid (IAA) production of potential biocontrol bacteria and fungi was
assessed spectrophotometrically, while siderophore production was analyzed on chrome azurol-
S agar. Extracellular enzyme activities were measured using chromogenic substrates. The
growth-promoting effects of biocontrol bacteria were also evaluated on pine seeds. Seeds were
sterilized, treated with bacterial suspensions, incubated, and the length of seedlings was

measured.

We identified four Armillaria species in the examined samples: A. cepistipes and
A. ostoyae from the Rosalia Mountains, as well as A. mellea and A. gallica from the Keszthely
Mountains. We isolated 22 bacterial strains, including 11 Pseudomonas sp., 5 Bacillus sp., and

4 Paenibacillus sp. The previously isolated Chaetomium strains involved in the study were
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Ch. globosum, Ch. cochliodes, Ch. interruptum, and Ch. rectangulare, along with strains of a
new Dichotomopilus species, which we described as Dichotomopilus finlandicus.

In vitro antagonism tests demonstrated that the Bacillus and Pseudomonas strains
effectively inhibited the growth of Armillaria species, with B. amyloliquefaciens and B. subtilis
showing significant antagonistic effects. Chaetomium strains also exhibited strong growth
inhibition, particularly Ch. globosum and Ch. rectangulare. Scanning electron microscopy
revealed that Bacillus and Chaetomium strains directly colonized Armillaria hyphae, leading to
thinning and fragmentation of the fungal hyphae, while Pseudomonas strains inhibited fungal
growth through metabolite production.

Bacteria and fungi producing N-acetyl-B-D-glucosaminidase enzyme also showed
significant growth inhibitory effects on Armillaria species. We found a correlation between
enzyme production and inhibitory effect in both bacterial and fungal strains. The analysis of
lipopeptide-producing genes in Bacillus strains revealed that B. amyloliquefaciens SZMC
24437 and B. subtilis SZMC 24440 contained all four examined lipopeptide genes
(bacillomycin - BamC, mycosubtilin - mycA, fengycin - fenB, surfactin - sfp). These

lipopeptides possess important bioactive properties, such as antifungal and antibacterial effects.

The efficacy of biocontrol microorganisms was also assessed through siderophore
production, extracellular enzyme activity, and IAA production. Bacillus and Pseudomonas
strains exhibited significant siderophore production, enhancing iron uptake in the plant root
zone and thereby inhibiting the proliferation of pathogenic fungi. Different bacterial and fungal
strains produced cellulolytic enzymes crucial for biocontrol and plant nutrient uptake. Notably,
Bacillus strains like B. amyloliquefaciens SZMC 24437 and B. subtilis SZMC 24439 exhibited
high cellobiohydrolase and -glucosidase activities. Ps. fluorescens SZMC 24419 showed high
B-xylosidase production. Among Chaetomium species, Ch. globosum strains demonstrated the
highest enzymatic activity, particularly for cellobiohydrolase and [-glucosidase. IAA
production, which plays a key role in plant growth regulation, was also investigated.
Pseudomonas strains, particularly Pseudomonas sp. SZMC 24425 and Ps. fluorescens SZMC
24428, showed high 1AA production. Ch. globosum strains produced the most IAA among
Chaetomium species. The phosphatase enzyme activity analysis indicated that Bacillus strains,
especially B. amyloliquefaciens SZMC 24437 and B. subtilis SZMC 24439, had the highest

activity. Ch. globosum strains also demonstrated significant phosphatase production.
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Our results indicate that bacterial strains of B. subtilis, B. amyloliquefaciens, and
Ps. fluorescens are the most promising for Armillaria biocontrol, displaying significant
antagonistic activity and plant growth-promoting properties. Among fungi, Ch. globosum

strains were the most effective against Armillaria, employing various biocontrol mechanisms.

In conclusion, biocontrol microorganisms provide an effective alternative to chemical
pesticides, contributing to sustainable agricultural practices and reducing environmental
impact. Future research should focus on further examining the efficacy of these microorganisms
in different plant systems and environmental conditions and developing application

technologies to optimize biological control strategies.
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11. FUGGELEK

1. tablazat: A vizsgalatban részt vevé Chaetomium és Chaetomium-szer(i izolatumok (vastagon kiemelve), valamint a referencia- (*) és
tipustorzsek (T) torzsgylijteményi azonositdik, izolalasuk helyszine és Genbank azonositoik.

Fajok Tiirzsgyﬁjtf'zn'lényi Laborkéd Lzolilas helyszine NCBI GenBank-i azonosité
azonosito tefla ITS rpb2 tub2

gﬁ)hbiestjﬂi“m CBS 33267 T - Rizoszféra, Lucknow, India KM655479

Ac. strumarium* CBS 333.67T - Talaj, Lucknow, India KC503252

::;i:fg:;:’l CBS145.38 T . Ismeretlen KT214713

Ch. angustispirale* CBS 137.58 T - grri):zr::zzii Tellerman erdd, Baleshev régio, KF001734

Ch. ascotrichoides* CBS 113.83 - Gossypium humitectum, Argentina KF001742

Ch. capillare* CBS 128489 T - Allati szér, Kalifornia, USA KT214724 NR_144860 KT214686 KT214760
Ch. cervicicola* CBS 128492 T - Homo sapiens nyak, Texas, USA KT214697

Ch. citrinum* CBS693.82 T - Rizsfold, Tochigi, Japan KT214730 NR_144863 KT214691 KT214764
Ch. coarctatum™* CBS 162.62 T - gfggi:;':ginedi”m mag, Szentpétervar, KF001712

Ch. cochliodes SZMC 22473 T364 Fal, szoba, lakas, Tatabanya, Magyarorszag MW556657

Ch. cochliodes SZMC 24764 oT7 Leiilepedett por, iroda, Helsinki, Finnorszag MT498103

Ch. cochliodes SZMC 26528 OT7b Leiilepedett por, iroda, Helsinki, Finnorszag MT498102

Ch. cochliodes* CBS 15552 T - Allati tragya, USA KF001721 NR_151835 KF001811 KC109772
Ch. contagiosum* CBS 128494 T - Homo sapiens szaruhartya, USA KT214694 NR_144846 KT214659 KT214732
Ch. cucumericola* CBS378.71 T - Izmir, Torokorszag KT214718

Ch. elatum* CBS 37466 T - Bomld levél, Aptos, Kalifornia, USA KF001730

Ch. elatum* CBS 142034 T - Karton, Dania - KX976612 KX976832 KX976954
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Ch. fimeti* CBS 139034 T
Ch. globosporum* CBS 108.83 T
Ch. globosum SZMC 22474
Ch. globosum SZMC 22478
Ch. globosum SZMC 22481
Ch. globosum SZMC 22788
Ch. globosum SZMC 23266
Ch. globosum SZMC 23275
Ch. globosum SZMC 23688
Ch. globosum SZMC 24035
Ch. globosum SZMC 24451
Ch. globosum SZMC 24455
Ch. globosum SZMC 24456
Ch. globosum SZMC 24464
Ch. globosum SZMC 24508
Ch. globosum SZMC 24765
Ch. globosum SZMC 24766
Ch. globosum SZMC 24768
Ch. globosum SZMC 24769
Ch. globosum SZMC 24938

Laborkod

T365
T369

T372A
T428B

T457D

T459A

T499
T536A

C13/LM

C22/LM
MH5
M09

T582D
2c/26
2b/26

C22

MH52

626C

Izolalas helyszine

Talaj, Németorszag
Triticum aestivum zold levele, Németorszag
Levego, hotel, Budapest, Magyarorszag

Levego, iizlet, Szentendre, Magyarorszag

Hazi por, alagsor, lakas, Budapest,
Magyarorszag

Plafon, lakas, Budapest, Magyarorszag

Konyhaban 1év6 keramialapok alatt, lakas,
Csepel, Magyarorszag

Levego, gyerekszoba gipszkarton falarol, haz,
Budapest, Magyarorszag

Hazi por, nappali, lakéis, Budapest,
Magyarorszag

Fal, konyha, lakas, Budapest, Magyarorszag

Kiaramlé levegé sziirgje, iskola, Vantaa,
Finnorszag
Kiaramlé levego sziirdje, iskola, Vantaa,
Finnorszag

Leiilepedett por, kozépiilet, Espoo, Finnorszag

Leiilepedett por, sertésél, Orimattila,
Finnorszag

Garazs fal, lakas, Budapest, Magyarorszag
Liilepedett por, lakas, Vantaa, Finnorszag

Leiilepedett por, lakds, Vantaa, Finnorszag
Leiilepedett por, lakds Vantaa, Finnorszag

Leiilepedett por, kozépiilet, Espoo, Finnorszag

Fal, nappali, haz, Kazincbarcika, Magyarorszag

tefla

NCBI GenBank-i azonosito

ITS

rpb2

tub2

KT214698
KF001735
MW556658
MW556659

MW556660

MW556661

MW556662

MW556663

MW556664

MW556665

MW556666

MT498109

MT498108

MT498106

MW556667
MW310244
MT498110
MW556668
MT498107
MW556670

MW541923

MW541924
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Fajok Tﬁrzsgyﬁjte':n}ényi
azonosito
Ch. globosum SZMC 26530
Ch. globosum SZMC 26534
Ch. globosum SZMC 26539
Ch. globosum SZMC 26845
Ch. globosum SZMC 26857
Ch. globosum SZMC 27052
Ch. globosum* CBS 160.62 T
Ch. globosum* MUCL 39526 T
Ch. globosum* CBS 666.82
Ch. graminiforme* CBS506.84 T

Ch. grande* CBS 126780 T

Ch. interruptum SZMC 23937

Ch. interruptum* CBS 126660 T

Ch. madrasense* CBS315.74 T

Ch. novozelandicum* CBS 124555 T

Ch. pilosum* CBS 335.67T
Ch. pseudocochliodes* CGMCC 3.9441 T
Ch. pseudoglobosum* CBS574.71 T
Ch. rectangulare SZMC 26531

Laborkod

Ruk10
MTAV35

3b/APP

T706
T711

T730A

MO13

Izolalas helyszine

Leiilepedett por, lakas, Vantaa, Finnorszag

Leiilepedett por, Oului Egyetem, Finnorszag

Kiaraml6 levegé sziirdje, kozépiilet, Espoo,
Finnorszag

Fal, konyha, lakas, Budapest, Magyarorszag

Tapéta, nappali, lakas, Budapest, Magyarorsziag

Sri Lankarél importalt csomagolépapir, Pécs,

Magyarorszag

Komposzt, Németorszag

Juncus sp. elhalt szara, Magyarorszag
Ismeretlen

Acer sp., Muskoka keriilet, Ontario, Kanada
Triticum aestivum levele, Naghadeh, Iran

Tapéta alatt, iroda, Budapest, Magyaroszag

Triticum aestivum mag, Hadishahr, Kelet-
Azerbajdzsan tartomany, Iran

Pennisetum typhoides rizoszféraja, Chennai,
Tamilnadu, India

Elhalt bomlé gally, Otaki, Uj-Zéland

Triticum aestivum szemtermése, Perth, Nyugat-
Ausztrélia

Panax notoginseng gyokerei, Wenshan, Yunnan

tartomany, Kina
Ismeretlen

Leiilepedett por, sertésél, Orimattila,
Finnorszag

tefla

NCBI GenBank-i azonosito

ITS

rpb2

tub2

MT498101

MW588207

MW556672
MW556673

MW556674

KT214704
KF001710

KT214725
KT214692
MW588206

KT214703

KF001741

KT214715

KT214729

KF001726

KT214712

MT498104

MW541927

NR_144851

KX976617

MW301425

KT214564

NR_144862

MW541928

KT214666

KX976833

KT214665

FJ666387

KT214742

KX976959

KT214763

121



Fajok

Ch. rectangulare

Ch. rectangulare*
Ch. spiculipilium*
Ch. spirochaete*
Ch. subaffine*
Ch. subfimeti*
Ch. subglobosum*
Ch. telluricola*

Ch. tenue*

Ch. umbonatum*
Ch. undulatulum*

Ch. unguicola*

Ch. megalocarpum*
D. dolichotrichus*
D. erectus*

D. funicola*

D. funicola*

D. funicola*

D. fusus*

D. indicus*

Torzsgyiijteményi
azonosito

SZMC 26535

CBS 126778 T
CBS373.66 T
CBS730.84T

CBS63791T
CBS 370.66 T
CBS149.60 T

CBS151.59 T

CBS139.38 T
CBS293.83T

CBS 126775 T

CBS 128446 T
CBS 14959 T
CBS 16248 T
CBS 14056 T
CBS159.52 T
CBS 136.38
DTO 333-F1
CBS 37266 T

CGMCC 3.14184 T

Laborkod

MO15

Izolalas helyszine

Leiilepedett por, sertésél, Orimattila,
Finnorszag

Hordeum vulgare levele, Salmas, Nyugat-
Azerbajdzsan tartomany, Iran

Bomlo6 névényi tormelék, Kalifornia, USA

Allati tragya, Great Smokey Mountains, Tennessee,
USA

Gabona, Szovjetunio
Papir és ndvényi anyag, Cardift, Wales

Elhalt lagyszaru, Szentpétervar, Oroszorszag

Talaj, Suffolk, Lakenheath Warren, Egyesiilt
Kiralysag
Ismeretlen

Talaj, Nova Scotia, Kanada

Hordeum vulgare levele, Bonab, Kelet-
Azerbajdzsan tartomany, Iran

Homo sapiens korom, Los Angeles, USA
Ficus carica levele, Gorogorszag

USA

Petroselinum sativum, USA
Németorszag

Ismeretlen

Por, kiiltér, Dania

Ismeretlen

Panax notoginseng rizoszféraja, Wenshan, Yunnan
tartomany

NCBI GenBank-i azonosito

tefla ITS rpb2 tub2

MT498105 MW541929
KT214726 NR_144817 HM365285 KT214688
KF001719
KF001729 NR_144823 KF001819 JN256191
KF001727
KT214701 NR_144850 FJ666385 KT214739
KF001718
KT214723
KT214707
KT214714
KT214720
KT214706
KF001738
KC485023 HM449049 KX976852 JF772462
KC485018 HM449044 KX976854 JF772458
KC485013 GU563369 KX976856 JF772461

- - KX976857 -

- KX976658 KX976858 KX977000
KM655463 KM655333 KX976859 KX977002
KC485005 GU563367 KX976861 JF772453
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Fajok

O

O

O/ 0| 0| 0O

D

D.
D.
D.

Dichotomopilus sp.

Dichotomopilus sp.

. pratensis*
. pseudoerectus*

. pseudofunicola*
. ramosissimus*

. reflexus*

. subfunicola*
. subfunicola*
. subfunicola*

. subfunicola*

variostiolatus*
variostiolatus*

variostiolatus™

Torzsgyiijteményi
azonosito

CGMCC3.14181 T
CBS 252.75 T
CBS 142033 T

CGMCC 3.14183 T

CBS157.49T
CGMCC 3.12892 T
CGMCC 3.9466
CBS 794.83
CBS 812.73
CBS 179.84
DTO 319-B9
DTO 319-A2

SZMC 26527

SZMC 26529

Laborkod

C5/LM

Chl/tu

Izolalas helyszine

Talaj, Huangnan, Csinghaj tartomany, Kina
Levego6, Uttar Pradesh, India

Por, USA

Panax notoginseng rizoszféraja, Wenshan, Yunnan
tartomany, Kina

Csirazo mag, USA

Talaj, Shihezi, Xinjiang Autoném Teriilet, Kina
Panax notoginseng rizoszféraja, Yunnan, Kina
Papir, Svédorszag

Pisztolyszij, Uj-Guinea

Ponyva, Uj-Guinea

Por, Thaifold

Por, USA

Kiaramlo levegé sziirdje, iskola, Vantaa,
Finnorszag

Bearamlé levegé sziirdje, kozépiilet, Espoo,
Finnorszag

NCBI GenBank-i azonosito

tefla ITS rpb2 tub2
KC485017 GU563372 KX976866 JF772450
- NR_147674 KX976869 KX977009
- KX976668 KX976870 KX977010
KC485021 GU563371 KX976871 JF772452
KC485027 HM449051 KX976873 JF772460
KC485014 JX867125 KX976875 JX867122
KC485016 GU563368 KX976876 JF772446
- GU563368 KX976876 KX977013
- KX976670 KX976877 KX977012
- NR_147676 KX976879 KX977014
- KX976674 KX976881 KX977016
- KX976673 KX976880 KX977015
MW556671 MW541925 MZ665530 MZ665528
MT644127 MW541926 MZ665531 MZ665529
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