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1. BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség képviseldi kozmopolitdk, vilagszerte
elterjedtek ¢és a kiilonféle oOkoszisztémak 4allandd tagjai, mivel a
rendelkezésre allé tapanyagok széles kdrben torténd hasznositasara képesek,
tovabba magas reproduktiv kapacitassal ¢és hatékony kompetitiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Szamos Trichoderma faj jelent6s hatast
gyakorol az emberi jolétre, alkalmazasukra ezért szamos lehetdség nyilik.
Kozilik keriilnek ki a leggyakrabban hasznalt biofungicidek ¢és
névényndvekedés-serkent6k, ezen tul szamos ipardg 4ltal hasznositott
extracellularis enzimek forrasai is. Valtozatos masodlagos metabolitok
termelésére képesek, néhany fajuk klinikai jelentdséggel rendelkezik, mig
masok a talaj bioremedidcidjaban jatszanak szerepet. A modern
mezdgazdasagban a sikerek ellenére még mindig szamos olyan gyakorlat
létezik, amelyek a ndvényeket érintd betegségek kialakulasanak kockazatat
novelik. Tovabbi problémakat vet fel a tulzott miitragyahasznalat, valamint
a fertézni képes névénypatogén gombak (Pythium, Phytophthora, Botrytis,
Rhizoctonia, Fusarium) jelenléte a talajban, melyek kartétele évrol évre
egyre jelentésebb. Ezen gombakartevok ellen torténd védekezés elsdsorban
kiilonbozé vegyszerek alkalmazasaval torténik (,,chemical control”). A
kémiai szerek kornyezetkarositdo hatasan tul komoly problémat jelent a
patogének korében megjelend rezisztencia is. Napjainkban ezért egyre
nagyobb érdeklddés Ovezi a kiilonboz6 alternativ. mezdgazdasagi
technikakat, melyekkel lehet6ség nyilik a biologiai alapi ndvényvédelemre
(,,biocontrol”). Napjainkra szamos baktérium-, és gombaalapi biokontroll
készitmény valt elérhetévé, melyek komponensei k6zott a Trichoderma
nemzetség képviseldi is nagyszamban megtalalhatéak. A nemzetségen beliil
a T. virens és T. viride fajok, valamint a T. harzianum fajkomplexum
(THSC) képviseldi a leggyakrabban alkalmazott biokontroll agensek. A

Trichoderma torzsek, mint biokontroll agensek sikere szamos kedvezé
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tulajdonsagukon alapul. Ilyen a magas reproduktiv kapacitas, a kedvezo6tlen
koriilmények nagyfoku tolerdlasa, és hogy kivald hatékonysaggal képesek a
kiilonféle tapanyagok hasznositasara, tovabba a rizoszféra kolonizécidjara.
Ezek a tobbségében talajban el6forduldé mikroorganizmusok sikerrel
kertiltek kereskedelmi forgalomba annak érdekében, hogy ndveljék a
terméshozamot a ndvény ndvekedésének serkentése, és a széles korben
elterjedt novénykorokozokkal (baktériumok, gombak, oomycotak) szembeni

biologiai védekezés révén.

2. CELKITUZESEK
Munkank soran célul tiztiik ki
1. Trichoderma torzsek izolalasat Magyarorszagon termesztett
z06ldségek rizoszférajabol, és molekularis modszerekkel torténd
azonositasukat,
2. in vitro antagonista képességeik felmérését kiilonféle ndvénypatogén
gombakkal szemben agar-konfrontacios tesztekben,
3. kiilonb6z6é kornyezeti tényezok (homérséklet, pH, vizaktivitas)
micéliumndvekedésre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat,
4. cellulozbontd és foszfatmobilizald, valamint lakkdz enzim
termelésére valo képességiik vizsgalatat,
5. kiilonféle fungicidekkel szembeni érzékenységiik vizsgalatat,
6. novénynovekedés serkentésére vald képességik vizsgalatat,
valamint
7. névényvédod és novénynovekedést serkentd bioeffektor Trichoderma

torzsek szelektalasat gyakorlati alkalmazas céljara.



3. ALKALMAZOTT MODSZEREK
#Trichoderma torzsek izolalasa zoldségrizoszféra-mintakbol
¢Az izolalt Trichoderma torzsek azonositasa molekularis biologiai
modszerekkel

¢A Trichoderma torzsek in vitro antagonista képességeinek felmérése

agar-konfrontacios tesztekkel
e A vizsgalatokban 14 Trichoderma torzs szerepelt
09 novénypatogén gombaval szemben
oKépelemzés
eBiokontroll Index (BCI) értékek meghatarozasa

#Kiilonb6z06 kornyezeti paraméterek hatasanak vizsgalata
eHomérséklet: 5-40 °C
opH: 2,2-8
eVizaktivitas (a,): 0,997-0922

¢ A torzsek cellulozbontd és foszfatmobilizald képességének vizsgalata
oA cellulézbontd képesség vizsgalata paranitrofenil-pB-D-
cellobiozid és paranitrofenil-B-D-gliikopiranozid
szubsztratokkal
oA foszfatmobilizalo képesség vizsgalata paranitrofenil-
foszfat szubsztrattal

¢ A torzsek lakkaz enzimeinek vizsgalata
oA lakkdz enzimek kvalitativ vizsgalata indikator taptalaj
hasznalataval
o A lakkaztermelés kvantitativ vizsgalata razatott tenyészetek
és ABTS szubsztrat felhasznalaséaval

o A lakkazok pH-fiiggésének vizsgalata



4 Kiilénb6z6 fungicidek minimalis gatldé koncentracio (MIC) értékeinek
meghatarozasa
eMikrodiluciés modszer
o A vizsgalatokban 14 fungicid szerepelt
#Paradicsomndvényeken végzett kisérletek és mérések
o A paradicsomnovények biomassza-produkcidjanak vizsgalata
e A sztdbmakonduktancia és a CO,-asszimilacié meghatarozasa
oA Kklorofill a fluoreszcencia indukcids paramétereinek
meghatarozasa
o A fotoszintetikus pigmenttartalmak meghatarozasa

o Az 9sszcukortartalom meghatarozasa

4. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A Magyarorszagon termesztett zoldségek rizoszférajabol szarmazd 16
mintabol Osszesen 45 Trichoderma torzset izolaltunk. A torzsek ITS
szekvencian alapuld azonositasat kovetden a Trichoderma izolatumokat 10
kiilonboz6 fajba tudtuk besorolni. A torzsek kozott legnagyobb szamban a
THSC képviseldit sikeriilt azonositanunk (55,6%). Izolatumaink kdzott a
masodik leggyakoribb fajnak a T. pleuroticola adodott, ami a laskagomba
z6ldpenészes megbetegedését okozd fajként ismert. Azonositottunk tovabba
T. longibrachiatum/T. orientale és T. citrinoviride torzseket is, melyek
legyengiilt immunrendszerii emberekben opportunista human patogénként
képesek fertézéseket, mikozisokat kivaltani. Fentiek mellett még a T.
koningiopsis/T. ovalisporum, T. hamatum, T. virens és T. gamsii taxonok
képviseldit  azonositottuk  paradicsom-,  sargarépa-, salata-  és
paprikarizoszféra-mintak esetében.

A Trichoderma torzsek biokontroll aktivitasanak in vitro vizsgalatat agar-
konfrontacios tesztek segitségével végeztik el, majd ezt kovetéen

biokontroll index (BCI) értékeket hataroztunk meg. A vizsgllt
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ndvénypatogén gombakkal szemben mért legmagasabb BCI-értékeket a két
T. asperellum torzs esetében mértiik. Mindkét térzs 3-3 névénypatogén
gomba ellen bizonyult a leghatasosabb Trichoderma izolatumnak. A T.
asperellum SZMC 20866 két Fusarium solani fajkomplexumba (FSSC)
tartozo torzzsel (SZMC 11057F és SZMC 11064F), valamint a Phoma
cucurbitacearum torzzsel szemben, a T. asperellum SZMC 20786 pedig a
vizsgalatainkba bevont masik két FSSC izolatummal (SZMC 11067F és
SZMC 11070F), valamint az Alternaria alternata SZMC 16085 torzzsel
szemben mutatta a legnagyobb BCI-értékeket.

Tizennégy, részletes jellemzésre kivalasztott torzs esetében elvégeztiik
kiilonboz6 kornyezeti tényezok (hémérséklet, pH ¢és vizaktivitas)
micéliumndvekedésére gyakorolt hatdsanak felmérését. A kiilonbozo
hémérsékleti értékek hatdsanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy 5 °C-
on egyik Trichoderma torzs sem mutatott ndvekedést, és 10 °C-on is csak
két torzsnél mutattunk ki csekély mértékii novekedést (T. hamatum SZMC
20784, T. longibrachiatum SZMC 20788). 15 °C-on a torzsek kismértéki
ndvekedést mutattak, azonban hdmérsékleti optimumuk atlagosan 20 és 30
°C kozott volt megfigyelhets. A homérséklet tovabbi novelésével 35 illetve
40 °C-on egyre csokkent a torzsek novekedése. A T. citrinoviride és a T.
longibrachiatum torzsek micéliumnévekedése 35 és 40 °C kozott is
megfigyelhetd, e két faj képvisel6i ezért potencialis human patogénként
kezelend6ek. A kiilonb6z6 pH-értékek vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy a torzsek igen széles pH-tartomanyban mutattak novekedést. Az sszes
Trichoderma torzs esetében a novekedés optimumanak a 3-as illetve 5-6s
pH-érték bizonyult. A vizsgalt izolatumok esetében 4-es pH-érték folott a
novekedés intenzitasanak jelentds csokkenését figyeltik meg. A vizaktivitas
hatasanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a Trichoderma torzsek
tobb, mint fele 0,997-es a,-értéken mutatott optimalis ndvekedést, mig a
tobbi torzs esetében a 0,991-es a,-érték bizonyult optimalisnak. A
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vizaktivitds folyamatos csokkenésével a torzsek telepatmérdje is egyre
csokkent, 0,945-0s a,-értéken mar csak 3 torzs mutatott ndvekedést, mig
0,922-es a,-értéken mar egyik térzs sem volt képes novekedni.

A Trichoderma torzsek cellulozbontd és foszfatmobilizaldé képességének
vizsgalatat szintetikus minimal, és kukoricaszar-6rleményt tartalmazo
tapoldatokban torténd razatott tenyésztést kovetden a micéliumoktol
elvalasztott fermentlevekben végeztiikk. Minimal tapoldatban a legmagasabb
cellobiohidroldz és B-gliikozidaz alapaktivitdssal a THSC SZMC 20761 és
T. hamatum SZMC 20784 torzsek rendelkeztek, viszont ezen torzsek
enzimtermelése jelentdsen visszaesett kukoricaszar-6rleményes tapoldatban.
A minimal tapoldatban a fenti két torzsnél alacsonyabb, de Gsszességében
igy is a 3. legmagasabb cellobiohidrolaz ¢és [B-gliikozidaz alapaktivitassal
rendelkezé THSC SZMC 20869 torzs enzimtermelése viszont drasztikusan
megemelkedett a kukoricaszar-6rleményes tapoldatban. A  vizsgalt
Trichoderma torzsek koziil foszfataz aktivitast minimal tapoldatban egyik
torzs esetében sem tapasztaltunk, mig kukoricaszar-6rleményes tapoldatban
szintétn a THSC SZMC 20869 toérzs mutatta a legmagasabb foszfataz
aktivitast.

A rizoszféra-mintakbol szarmazd Trichoderma torzsek lakkaz enzimek
termelésére valdo képességének vizsgalatait ABTS, illetve gvajakol
szubsztratokkal kiegészitett taptalajokon végeztiik. A mddszer segitségével
az izolalt Trichoderma torzsek kozott Osszesen 3 torzset azonositottunk,
melyek erds lakkaztermeld képességet mutattak (T. asperellum SZMC
20786 és SZMC 20866; T. atroviride SZMC 20780). Ezen torzsek esetében
megallapitottuk, hogy a tenyésztés 2. napjan volt a legmagasabb a relativ
lakkaz-aktivitas. A 3 torzs kozill a T. atroviride SZMC 20780 esetében 3
nagysagrenddel nagyobb lakkéaz-aktivitast mértlink, mint a masik két torzs

esetében. Miutan megallapitottuk, hogy a vizsgalt torzsek lakkaztermelése a



tenyésztés 2. illetve 3. napjan volt a legmagasabb, megvizsgaltuk a torzsek
lakkéaz-aktivitasainak pH-optimumat is. Mindharom torzs esetében a 3,5-0s
és a 4-es pH-érték tekinthetd optimdalisnak, 6-0s pH-érték folott pedig a
lakkaz aktivitasok jelentds csokkenését figyelhettiik meg.

Vizsgalataink soran meghataroztuk 14 kiilonb6z6 fungicid Trichoderma
torzsekkel szembeni minimalis gatld  koncentracid-értékeit. Az
eredményeink alapjan a rizoszférabol izolalt Trichoderma torzsek
természetes toleranciaval rendelkeznek a kisérletben tesztelt fungicidekkel
szemben. A fungicidek tekintetében a ciprokonazol, az imazalil, a
penkonazol, a spiroxamin, a tiofanat-metil €s a tirdm esetében sikeriilt gatld
hatéast kimutatnunk.

Munkank soran vizsgaltuk a T. asperellum SZMC 20786 torzs
paradicsomndvényekre gyakorolt novénynovekedést serkentd hatasat.
Eredményeink alapjan a Trichoderma-kezelés hatasara szignifikans gyokér-,
€s hajtashossz-novekedés kovetkezett be a kezeletlen kontrollngvényekhez
képest. Ez a pozitiv hatas a frisstdmeg-adatokban is jelentkezett. A kezelést
kovetden megvizsgaltuk a paradicsomnovények leveleiben a fotoszintézis
hatékonysagat, az Osszcukortartalom, valamint a klorofill a+b és a
karotinoidok tartalmanak mérése alapjan. A sztdmakonduktancia és a CO,-
asszimilacio értékek esetében mért novekedések a fotoszintézis indukcidjara
utalnak, melyet megerdsit az 6sszcukortartalomban mért novekedés is.
Eredményeink alapjan két Trichoderma torzset valasztottunk ki egy
tobbkomponensii bioeffektor készitmény fejlesztésének céljara: az egyik
torzs a kivald in vitro antagonista képességekkel, lakkaztermeld
képességgel, széles korti fungicidrezisztenciaval és paradicsomndvények
novekedésének serkentésére vald képességgel rendelkezé T. asperellum
SZMC 20786-os torzs, a masik pedig a kivalo cellulaz- és foszfataztermeld
képességekkel rendelkezo, fungicidekkel szemben polirezisztens THSC
SZMC 20869-os torzs. A tervezett bioeffektor készitményt kiegészitettiik
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egy humuszképzésre szelektalt, kivaldo peroxidaz-termelé képességekkel
rendelkez6 Streptomyces albus torzzsel és egy nitrogénkotésre szelektalt,
nitrogénforras-mentes taptalajon is névekedni képes Azotobacter vinelandii
torzzsel. A torzseket atadtuk a BioeGO Kft.-nek. Az engedélyeztetést
kovetden a termék ,,BioeGO talajorganizator” néven keriilt forgalomba

2015-ben, melyet azota a Dél-alfoldi Innovacios Dijjal is elismertek.
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