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Bevezetés

Az Armillaria nemzetség az egyik legjelentésebb gyokérkorhadast okozo
gombacsoport, amely vilagszerte tobb mint 500 fafajt tamad meg, beleértve az erdészeti és
mezOgazdasagi novényeket is. Az Armillaria fajok kolonizaljak a fak gyokereit, és képesek
elpusztitani az ¢16 fakat. Ezek a gombak jelentds okologiai és gazdasagi karokat okoznak a
tilevelii-, a tolgyerdokben és a gyiimolcsosokben. A kémiai védekezési modszerek, mint
példaul a fungicidek alkalmazasa, korlatozott hatékonysaguak és magas kornyezeti
kockazatokkal jarnak. Ezért egyre nagyobb figyelmet kapnak az alternativ védekezési
modszerek, kiilondsen a biologiai védekezés, amely mikroorganizmusokat alkalmaz a patogén
gombak elleni kiizdelemben. Az Armillaria elleni biologiai védekezésben alkalmazhatd
baktériumok ¢€s gombdk kiilonb6zé mechanizmusokkal, példaul antibidzissal, kompetitiv
kolonizacioval és parazitizmussal gatoljak a novekedést és terjedést. A Bacillus, a
Pseudomonas és a Chaetomium fajok altal termelt antimikrobialis metabolitok, a szideroforok
¢s az extracellularis enzimek fontos szerepet jatszhatnak az Armillaria elleni védekezésben. Az
Armillaria gyokérrothadas elleni hatékony védekezési stratégiak kidolgozasa érdekében fontos
a kiilonb6zo biokontroll mikroorganizmusok hatékonysaganak vizsgalata.
Célkitiizések

Munkank célja olyan mikroorganizmusok izolalasa, jellemzése ¢és szelektalasa volt,
amelyek alkalmazhatoak lehetnek az Armillaria gy6kérrothadas elleni védekezésben, valamint
képesek eldsegiteni a ndvények novekedését €s javitani a novények életképességét.
Alkalmazott médszerek

e Egészséges és fertézott erdok talaj-, termétest- és rizomorfa-mintaibél Armillaria
torzsek ¢€s biokontroll potenciallal rendelkezd baktériumok izoldldsa ¢€s tisztitasa
szelektiv taptalajokon.

e Az Armillaria torzsek fajszintii azonositasa a teflo genetikai marker amplifikaciojaval
¢s szekvenalasaval.

e A biokontroll potenciallal rendelkezé Bacillus és Pseudomonas torzsek fajszintii
azonositasa genetikai markerek (16S rRNS, gyrA és rpoB) amplifikacidjaval és
szekvenalasaval.

e Chaetomium és Chaetomium-szerii gombatorzsek molekularis markerekkel (tef1a, ITS,
rpb2 és tub?2) térténd fajszintii azonositasa és filogenetikai elemzése a kiilonboz6 gének

szekvenciainak 0sszehasonlitasaval.



e Chaetomium és Chaetomium-szer(i gombatdrzsek morfologiajanak tanulmanyozasa
fénymikroszkoppal, sztereomikroszkdppal €s pasztdzo elektronmikroszkop (SEM)
alkalmazasaval.

e In vitro antagonizmus-vizsgalatok PDA taptalajon: Armillaria torzsek konfrontacioja
kiilonbozé biokontroll mikroorganizmusokkal:

o Baktériumtorzsek hatasanak vizsgalata Armillaria torzsekkel szemben.
o Chaetomium ¢és Chaetomium-szeri gombatdrzsek vizsgalata Armillaria
torzsekkel szemben.
e Az antagonista mechanizmusok vizsgalata SEM-mel.
e Bacillus torzsek antifungalis aktivitasért felelés metabolitokat kodold génjeinek
vizsgalata PCR segitségével.
o A torzsek extracellularis enzimaktivitdsanak mérése kromogén szubsztratok
Segitségével:
o exokitindz enzimaktivitas vizsgalata paranitrofenil-N-acetil-f-D-gliik6zaminid
szubsztrattal,
o cellulozbontdo  képesség  vizsgdlata  paranitrofenil-B-D-cellobiozid  ¢€s
paranitrofenil-B-D-gliikopiranozid szubsztratokkal,
o xilanbontas vizsgalata paranitrofenil-B-D-xilopiranozid szubsztrattal,
o foszfatmobilizalo képesség vizsgalata paranitrofenil-foszfat szubsztrat
felhasznalasaval.
e A biokontroll baktérium- és gombatorzsek indol-3-ecetsav (IES) termelésének
vizsgalata spektrofotometrias modszerrel.
e A baktériumtorzsek sziderofortermelésének vizsgalata kromazurol-szulfonsav tartalmua
taptalajon.
e A biokontroll baktériumok ndvekedést serkentd hatdsanak vizsgdlata fenydmagok
esetében: a fertdtlenitett magok kezelése baktériumszuszpenzidval, majd inkubaciot
kovetden a csirandovények hosszanak mérése.
Eredmények osszefoglalasa

A mintakat két kiilonboz6 helyszinrél gytjtottik: egy Armillaria fert6zés altal sujtott
Keszthelyi-hegységbeli tolgyerdobdl a és egy Rosalia-hegységbeli egészséges fenyderdobol. A
két helyszinrdl gytijtott talaj-, termétest- €s rizomorfa-mintakbol szelektiv taptalajon Armillaria
torzseket izolaltunk. Négy Armillaria fajt azonositottunk, a Rosalia-hegység Gshonos

fenyveseibdl az A. cepistipes-t és az A. ostoyae-t, a Keszthelyi-hegységbdl az A. mellea -t és az



A. gallica-t. A gyijtott talaj-, termdtest- és rizomorfa-mintakbol 6sszesen 22 baktériumtdrzset
izolaltunk, amelyek koziil 11 a Pseudomonas, 5 a Bacillus, 4 pedig a Paenibacillus
nemzetségbe tartozott.

A Szegedi Mikrobiologiai Torzsgylijteményben korabban 32 Chaetomium és
Chaetomium-szerti torzs keriilt elhelyezésre, melyek magyarorszagi és finnorszagi mintakbol
szarmaznak. Ezen torzsek taxondémiai vizsgalata soran a Ch. globosum, Ch. cochliodes, Ch.
interruptum és Ch. rectangulare fajok mellett a Dichotomopilus nemzetség két képvisel6jét
azonositottuk. A két Dichotomopilus izolatumot (SZMC 26527 és SZMC 26529) a filogenetikai
elemzés soran 0j fajként azonositottuk, melyet Dichotomopilus finlandicus néven irtunk le.

Az izolalt baktériumtorzseket in vitro konfrontacios tesztekben vizsgaltuk az Armillaria
fajok novekedésére gyakorolt hatasuk szempontjabol. Vizsgalataink eredményei alapjan
kideriilt, hogy a Bacillus, Paenibacillus és Pseudomonas baktériumfajok egyes torzsei,
valamint a Chaetomium és Dichotomopilus gombafajok alkalmazhatok lehetnek az Armillaria
elleni bioldgiai védekezésre. Magas (=75%) antagonista aktivitast figyeltiink meg a
baktériumtorzsek koziil a B. amyloliquefaciens SZMC 24437, a B. subtilis SZMC 24183,
24200, 24439 és 24440, a Paenibacillus sp. SZMC 24202, a Pseudomonas sp. SZMC 24425, a
Ps. fluorescens SZMC 24419 és a Ps. mandelii SZMC 26958 esetében, amikor az Armillaria-t
egy hetet eléneveltiik. Abban az esetben, amikor az Armillaria-t és a baktériumtorzset egyszerre
oltottuk le, a B. subtilis SZMC 24183 és SZMC 24439, a Paenibacillus sp. SZMC 24202 és a
Ps. fluorescens SZMC 24419 teljes mértékben (100%) gatoltak az Armillaria torzsek
novekedését.

A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalatok lehetévé tették az Armillaria
hifakon bekovetkezd morfoldgiai valtozasok részletes megtigyelését, ami fontos informaciokat
nyujt a baktériumok antagonista mechanizmusair6l. A vizsgalt baktériumtorzsek eltérd
mechanizmusokkal képesek gatolni az Armillaria fajok névekedését. Egyes torzsek (pl. a B.
amyloliquefaciens és a B. subtilis) kozvetleniil kolonizaljak a gombahifakat, és jelentOs
szerkezeti karosodast okoznak. Mas torzsek (pl. a Ps. fluorescens) metabolitok termelésével
idéznek el hifakarosodast anélkiil, hogy kozvetleniil kolonizalndk a gombahifdkat. A
kozvetlen hatdsok — mint a hifdk kolonizaldsa és a fizikai behatolds — jelentds szerkezeti
valtozasokat eredményeznek a gombamicéliumokon. Ezek a valtozadsok magukba foglaljak a
hifak ellaposodasat, deformalodasat, és a citoplazma kitiriilését. A kdzvetett hatasok — példaul
a metabolitok termelése — szintén jelentds hifakarosodast okoznak, ami arra utal, hogy ezek a
baktériumok olyan bioaktiv vegyiileteket termelnek, amelyek hatékonyan gatoljadk a gombak

novekedését és fejlodését. A Bacillus torzsek (B. amyloliquefaciens, B. subtilis) és néhany
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Pseudomonas torzs (Ps. fluorescens, Ps. mandelii) mutattak a legigéretesebb biokontroll hatast.
Ezek a torzsek 80% feletti mértékben gatoltak az Armillaria novekedését.

A kiilonbozé Armillaria fajok eltéré érzékenységet mutattak a kiilonb6zo
baktériumtorzsekkel szemben, de daltalanossdgban elmondhaté, hogy minden vizsgalt
Armillaria faj érzékeny a B. amyloliquefaciens, a B. subtilis, a Ps. mandelii és a Ps. fluorescens
torzsek altal kivaltott antagonista hatasokra. Az A. gallica és A. mellea fajok esetében
megfigyelt eredmények nagymértékben hasonldak a fenydspecifikus A. cepistipes és A. ostoyae
torzsek esetében kapott eredményekhez, ami arra utal, hogy a biokontroll mikroorganizmusok
széles korben alkalmazhatoak lehetnek kiilonboz6 Armillaria fajok ellen.

A Chaetomium-ok koziil az 6sszes vizsgalt faj (Ch. cochliodes, Ch. globosum, Ch.
interruptum, Ch. rectangulare) magas (>85%) Armillaria novekedésgatlast eredményezett, és
egyes torzsei teljesen benétték, azaz 100%-ban gatoltak a vizsgalt Armillaria torzsek 1 hetes
telepeit. Az altalunk leirt D. finlandicus faj is atlagosan 85%-ban gatolta az Gsszes vizsgalt
Armillaria novekedését. A vizsgalt biokontroll torzsek hatékonyan képesek gatolni az
Armillaria fajok novekedését kozvetlen fizikai és kdzvetett biokémiai mechanizmusok révén.
A Chaetomium fajok széles korben ismertek fitopatogének elleni antagonizmusukrél, mely a
novénykorokozd gombak novekedésének gatlasa révén valosul meg. A SEM-vizsgalatok soran
megfigyeltiik, hogy a Chaetomium és Dichotomopilus hifak képesek kolonizalni az Armillaria
hifakat, behatolni azokba, és jelentGs szerkezeti karosodasokat (pl. hifak ellaposodasa és
deformalddasa) okozni. Ezek a megfigyelések alatamasztjak a kozvetlen fizikai és biokémiai
mechanizmusok révén kifejtett antagonizmust. A Ch. globosum és D. finlandicus torzsek
kiilonosen hatékonyak voltak az Armillaria fajok hifainak kolonizalasaban és karositasaban. A
Ch. globosum hifak ratekeredtek az Armillaria hifakra és behatoltak azokba. A D. finlandicus
torzsek is hasonld méodon hatottak, szoros kapcsolatot kialakitva az Armillaria hifakkal, és
sulyos szerkezeti karosodasokat okozva azokban.

A Bacillus torzsek lipopeptid-termelésért felelds génjeit genetikai tesztekkel elemeztiik
a fengicin, szurfaktin, mikoszubtilin és bacillomicin termeléséért felelés gének jelenlétére
Osszpontositva. Ezek a lipopeptidek kiilonb6z6 bioaktiv tulajdonsagokkal, példaul erds
antifungalis, antiviralis, és antibakterialis hatasokkal rendelkeznek. A B. amyloliquefaciens
SZMC 24437, a B. subtilis SZMC 24200 ¢és a B. subtilis SZMC 24440 torzsek mind a négy
vizsgalt gént tartalmaztak. Mértiik a potencidlis biokontroll mikroorganizmusok esetében az N-
acetil-p-D-gliikozaminidaz ~ enzim  termelésének  mennyiségét. Az  N-acetil-B-D-
glikézaminidazok a kitindz enzimek kozé tartoznak, amelyek a kitinlancrél N-acetil-p-D-

glikézamin monomereket hasitanak le, igy fontos szerepet jatszhatnak a gombak elleni
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biologiai védekezésben. A vizsgalt Bacillus torzsek mindegyike, valamint néhany
Pseudomonas ¢s Paenibacillus torzs is termelt N-acetil-p-D-gliik6zaminidaz enzimet, melyek
atlagosan 82%-0s, vagy annal nagyobb mértékben gatoltak az Armillaria torzsek ndvekedését.
A Ch. globosum torzsek kiilondsen magas enzimaktivitast mutattak, ami jelentés
novekedésgatlo hatast gyakorolhat az Armillaria fajokra. Az altalunk végzett kisérletek soran a
biokontroll-jelolt baktérium- és gombatorzsek esetében egyarant korrelaciot mutattunk kiaz N-
acetil-p-D-gliikozaminidaz termelése és az Armillaria névekedésének gatlasa kozott. Az N-
acetil-p-D-gliik6zaminidaz enzim termelésének kvantitativ mérését kovetden megfigyeltiik,
hogy azok a torzsek, amelyek magasabb enzimaktivitdst mutattak, szignifikdnsan
hatékonyabban gatoljak az Armillaria fajok ndvekedését in vitro kisérleti koriilmények kozott.
Ezek az eredmények alatamasztjak azt a hipotézist, hogy az N-acetil-p-D-gliikozaminidaz
enzim termelése kritikus tényezd lehet az Armillaria fajok elleni biologiai védekezésben, és
potencialisan felhasznalhaté indikatorként az antagonista mikroorganizmusok szelektalasa és
fejlesztése soran.

A Bacillus és Pseudomonas torzsek jelentés sziderofortermelé képességgel
rendelkeznek, ami elsegitheti a vas felvételét a novények gyokérzonajaban, igy gatolva a
patogén gombak szaporodasat. A 22 izolalt baktériumtorzsbol 12 mutatott sziderofortermeld
képességet, leginkabb a Pseudomonas és Bacillus fajok torzsei. A legmagasabb
sziderofortermelést a Ps. fluorescens SZMC 24419 torzs esetében tapasztaltuk. A Bacillus
torzsek is jelentGs sziderofortermelést mutattak, mig a Paenibacillus, Burkholderia és
Lysinibacillus torzsek nem termeltek szideroforokat. A sziderofértermelés hozzajarulhat a
novények vaspoétlasahoz és a fitopatogének visszaszoritasahoz. A szakirodalomban szamos
tanulmany igazolja a Bacillus és Pseudomonas fajok sziderofortermelé képességét és
fitopatogén-gatlo hatasat.

Vizsgaltuk a kiilonboz6 baktérium- és gombatodrzsek cellobiohidrolaz, B-glikozidaz és
B-xilozidaz enzimaktivitasat is, amelyek kulcsfontossaguak a celluldz és xilan lebontasaban.
Ezek az enzimek nemcsak tapanyagokat biztositanak a ndvények szdmara, hanem a talaj
mikrobidlis ko6zOsségeinek aktivitasat is eldsegitik. Négy baktériumtorzs kiemelkedd
strukturalis szénhidratbonté enzimtermeléssel rendelkezett, 14 torzs pedig mindharom vizsgalt
enzimet termelte. A Bacillus torzsek esetében magas cellobiohidrolaz és B-glikozidaz
enzimaktivitast tapasztaltunk, a legmagasabb értékeket a B. amyloliquefaciens SZMC 24437 és
a B. subtilis SZMC 24439 torzsek mutattak. A Paenibacillus és Burkholderia torzsek kozott is
voltak cellulaz enzimet termel6k, de kisebb mennyiségben termelték a vizsgalt enzimeket. A -

xilozidaz enzimtermelés tekintetében 15 baktériumtorzs koziil 12 termelt jelentds mennyiséget,
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kiilonosen a Bacillus fajok mutattak magas enzimaktivitast. A vizsgalt baktériumtorzsek kozott
a Ps. fluorescens SZMC 24419 termelte a legnagyobb mennyiségii f-xilozidazt.

A Chaetomium nemzetségbe tartozO gombak szintén magas enzimaktivitassal
rendelkeznek, foképp a Ch. globosum torzsek, amelyek mindharom vizsgalt enzimet nagy
mennyiségben termelték. A Ch. globosum SZMC 27052 és SZMC 26539 torzsek mutattak a
legmagasabb cellobiohidrolaz enzimaktivitast. A Ch. interruptum és Ch. cochliodes torzsek
esetében alacsonyabb enzimaktivitast tapasztaltunk, a Ch. rectangulare SZMC 26535 t6rzshoz
hasonléan. Az ujonnan leirt D. finlandicus fajba tartozd torzsek cellobiohidrolaz
enzimtermelése alacsonyabb volt, de B-gliikozidaz- és B-xilozidaz-termelésiik hasonlo volt a
Ch. globosum térzsekéhez.

Osszességében a vizsgalt, biokontroll-jelolt baktérium- és gombatdrzsek kiilonbozd
szénhidratbont6 enzimaktivitdst mutattak, ami hozzdjarulhat a talaj szerves anyagainak
lebontasdhoz €és a novények tdpanyagellatisahoz. Ezen enzimek termelése fontos lehet a
biokontroll stratégiakban és az 6kologiai novényvédelemben. Az eredmények arra utalnak,
hogy ezek a mikroorganizmusok kdzvetleniil hozzajarulhatnak a novények novekedéséhez és
ellenalld képességéhez, ezaltal eldsegitve az egészséges talajokoszisztéma fenntartasat.

Az indolecetsav (IES) egy auxin-tipust névényi hormon, amely kulcsszerepet jatszik a
novényndvekedes és -fejlodés szabalyozasaban. A gydkérzonaban €16 mikroorganizmusok altal
termelt IES kiilondsen fontos, mivel kozvetleniil befolydsolja a gyokérndvekedést, a
tapanyagfelvételt és a ndovények altalanos egészségi allapotat. IES-t a vizsgalt baktériumok
kozil a Pseudomonas torzsek termeltek, koziilik a Pseudomonas sp. SZMC 24425 (92,64
ug/mL), a Ps. mandelii SZMC 26958 (75,11 ug/mL), és a Ps. fluorescens SZMC 24428 (65,65
pg/mL) mutattak a legmagasabb IES-termelést, kiemelkedve a tobbi torzs koziil. A tobbi
vizsgalt térzs 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 IES-t.

Az Osszes vizsgalt Chaetomium és Dichotomopilus torzs termelt IES-t, melynek
mennyisége 24-57 ug/mL kozott valtozott. A Ch. globosum torzsek termelték a legnagyobb
mennyiségben az [ES-t, mig a Ch. interruptum termelte a legkevesebbet. A Ch. cochliodes, Ch.
rectangulare és D. finlandicus torzsek alacsonyabb, de még mindig jelentds IES-termelést
mutattak. A szakirodalomban fellelhetd eredmények alapjan az altalunk izolalt
baktériumtorzsek kiemelkedd IES-termeld képességgel rendelkeznek.

Eredményeink alapjan foszfataz enzimaktivitassal foleg a Bacillus nemzetséghbe tartozo

torzsek rendelkeznek. A legnagyobb mennyiségii foszfataz enzimet a B. amyloliquefaciens
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SZMC 24437 és a B. subtilis SZMC 24439 termelte. Tovabbi magas foszfataz enzimaktivitassal
rendelkez6 torzsek kozé tartozik a B. subtilis SZMC 24440, a Lysinibacillus sp. SZMC 24203,
¢és a Ps. mandelii SZMC 24197. Az &sszes tesztelt Chaetomium és Dichotomopilus torzs termelt
foszfataz enzimet. A Ch. globosum térzsek (pl. a Ch. globosum SZMC 22478, SZMC 24508,
SZMC 24766, ¢s SZMC 26534) kimagaslé mennyiségii foszfataz enzimet termeltek.

Vizsgaltuk a baktériumtorzsek fenyOmagok csirazasara gyakorolt hatasat is. A
kontrollhoz viszonyitva az 6sszes vizsgalt baktériumtorzs serkentette a fenydmagok csirazasat,
ez a novekedésserkentd hatds azonban statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak.

Eredményeink alapjan a B. subtilis, a B. amyloliquefaciens és a Ps. fluorescens
baktériumtorzsek bizonyultak a legigéretesebbeknek az Armillaria fajok elleni biologiai
veédekezés céljaira. Ezek a torzsek nemcsak jelentds antagonista aktivitast mutatnak az
Armillaria fajokkal szemben, hanem kiilonb6z6 novényndvekedést serkentd tulajdonsagokkal
is rendelkeznek. A gombak koziil a Ch. globosum ¢és a D. finlandicus torzsek tiintek a
legjobbnak az Armillaria elleni védekezésre, mivel hatékonyan gatoljak az Armillaria
novekedését, és kiillonb6zo biokontroll mechanizmusokat is kifejtenek, példaul a szideroforok
¢s a sejtfalbontd enzimek termelését.

Osszességében a dolgozat eredményei ravilagitanak arra, hogy a biokontroll
mikroorganizmusok hatékony alternativat kinalnak a kémiai novényvédo szerekkel szemben,
hozzajarulva a fenntarthatd6 mezdgazdasagi gyakorlatokhoz ¢és a kornyezeti terhelés
csokkentéséhez. A jovobeli kutatasok célja, hogy ezeknek a mikroorganizmusoknak a
hatékonysagat kiilonbozéd novényi rendszerekben és kornyezeti feltételek mellett tovabb
vizsgaljuk, valamint hogy a biologiai védekezési stratégidk optimalizalasa érdekében
alkalmazasi technologidkat fejlessziink. Eredményeink gyakorlati alkalmazasuk révén
hozzajarulhatnak a mezdgazdasagi termelés fenntarthatosagahoz és hatékonysagahoz is.

A dolgozat legfontosabb eredményei a kovetkezok:

1. A két mintavételi teriiletr6l négy Armillaria fajt azonositottunk: A. cepistipes-t és A.
ostoyae-t a Rosalia-hegységb6l, A. mellea-t és A. gallica-t pedig a Keszthelyi-
hegységbdl. Emellett Osszesen 22 baktériumtorzset izolaltunk, amelyek koziil 11
Pseudomonas-nak, 5 Bacillus-nak., 4 pedig Paenibacillus-nak bizonyult.

2. Osszesen 32 (15 magyarorszagi és 17 finnorszagi) Chaetomium és Chaetomium-szerii
torzset azonositottuk tefla-szekvenciak alapjan, melyek koziil 24 a Ch. globosum, 2 a
Ch. cochliodes, 1 a Ch. interruptum, 1 a Ch. rectangulare, tovabbi 2 izolatum (SZMC
26527, SZMC 26529) pedig egy, a kozeli rokon Dichotomopilus nemzetségbe tartozott.



Ez a két gombatdrzs a tudomany szdmara 0 fajnak bizonyult, melyet polifazikus
taxonomiai modszerek alapjan Dichotomopilus finlandicus néven irtunk le.

Els6ként vizsgaltuk és bizonyitottuk B. subtilis és Paenibacillus izolatumok in vitro
novekedésgatlo hatasat az A. gallica, A. cepistipes és A. ostoyae gombakkal szemben,
B. amyloliquefaciens, Burkholderia és Lysinibacillus baktériumtorzsek esetében az A.
gallica, A. mellea, A. cepistipes, A. ostoyae gombakkal szemben, Ch. cochliodes, Ch.
globosum, Ch. interruptum, Ch. rectangulare és a D. finlandicus fajok esetében pedig
A. cepistipes, A. gallica, A. mellea és A. ostoyae ellen.

Els6ként vizsgaltuk a B. amyloliquefaciens, a B. subtilis, a Lysinibacillus sp., a Pb.
castaneae és a Ps. fluorescens antagonizmusat A. cepistipes, A. gallica, A. mellea és A.
ostoyae, valamint a Ch. globosum ¢és a D. finlandicus antagonizmusat A. mellea és A.
ostoyae fajokkal szemben pasztazo elektronmikroszkdppal, melynek eredményeképpen
megfigyelhetévé valt az Armillaria fajok hifainak morfologiai valtozasa kiilonb6zo
potencialis biokontroll mikroorganizmusok jelenlétében.

A vizsgalt Bacillus fajok magas novekedésgatlo hatassal rendelkeztek az Armillaria
fajokkal szemben, melynek egyik oka az antifungalis metabolitok termelése lehet. Az
altalunk vizsgalt B. subtilis és B. amyloliquefaciens torzsek esetében kimutattuk a
bacillomicin (bamC), mikoszubtilin (mycA), fengicin (fenB) és szurfaktin (sfp)
antifungalis metabolitok termeléséért felelos gének jelenlétét.

A baktériumok €s a gombak antagonizmusanak vizsgalata soran felmértiik a torzsek N-
acetil-pB-D-gliikozaminidaz enzim termelésére vald képességét, és Osszefliggést
talaltunk az antagonizmus és az N-acetil-B-D-gliikozaminidaz-termelés kozott: azok a
torzsek, amelyek nagyobb mennyiségii N-acetil-B-D-gliikozaminiddaz enzimet
termeltek, az Armillaria fajok ellen hatékonyabb antagonistanak bizonyultak, mint
azok, amelyek nem termelték ezt az enzimet.

A baktérium- és gombatdrzsek strukturalis sz€énhidratbontd enzimek termelésére vald
képességének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a vizsgalt gombatorzsek
magasabb enzimaktivitdssal rendelkeznek, mint a baktériumtorzsek, melynek
magyarazata, hogy a Chaetomium nemzetség a szaprofita cellulozbonté gombak kozé
tartozik.

A potencialis biokontroll baktérium- és gombatdrzsek novényndvekedést serkentd
tulajdonsagai koziil az indolecetsav-termelésre és foszormobilizasra valo képességiiket
mutattuk ki. Magas IES-termelésre a Pseudomonas fajok voltak képesek, valamint az

Osszes Chaetomium és Dichotomopilus jelentdsebb mennyiségii IES-termelést mutatott.
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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 substantial ecological and economic damage.
Chemical control methods, such as fungicides, have limited effectiveness and pose
environmental risks, hence biocontrol methods are gaining increased attention. Biological
control uses microorganisms (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 and the Rosalia Mountains, as well as from other sources.

For the isolation and identification of Armillaria strains and potential biocontrol
bacteria, samples from healthy and infected forests were used. 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, ITS, 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. PCR was used to examine genes (bamC, mycA, fenB, sfp) responsible for the
antifungal activity of Bacillus strains.

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
phylogenetically new 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, 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 against 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 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 the production of
siderophores, extracellular enzymes, and IAA. Bacillus and Pseudomonas strains exhibited
significant siderophore production, which may enhance iron uptake in the plant root zone,
thereby inhibiting the proliferation of pathogenic fungi. Different bacterial and fungal strains
produced cellulolytic enzymes crucial for biocontrol and nutrient uptake by the plant. Notably,
Bacillus strains like B. amyloliquefaciens SZMC 24437 and B. subtilis SZMC 24439 exhibited
high cellobiohydrolase and B-glucosidase activities, Ps. fluorescens SZMC 24419 showed high
B-xylosidase production, while among Chaetomium species, Ch. globosum strains
demonstrated the highest enzymatic activity, particularly for cellobiohydrolase and -
glucosidase. Pseudomonas strains, particularly Pseudomonas sp. SZMC 24425 and Ps.
fluorescens SZMC 24428 showed high production of IAA, which plays a key role in plant
growth regulation. Ch. globosum strains produced the most IAA among Chaetomium species.
The analysis of phosphatase enzyme activity 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.

Our results indicate that bacterial strains of B. subtilis, B. amyloliquefaciens, and

Ps. fluorescens are the most promising for Armillaria biocontrol, displaying significant
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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 examination of the efficacy of these
microorganisms in different plant production systems under various environmental conditions,

and the development of application technologies to optimize biological control strategies.
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