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BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség (Hypocreales, Ascomycota) tagjai
talajbol €s korhadd novényi részekbdl éltaldnosan izolalhatd, kozmopolita,
anamorf fonalasgombdk. A talaj biomasszdjanak jelentOs részét képezik, de
gyakran épiiletek gombafertézéseinek populdcidiban is jelen vannak.
Kiemelkedd extracelluldris enzimrendszeriikkel biopolimerek sokasidgat
képesek hidrolizélni, legjelentdsebbek ezek koziil a xilan-, kitin-, fehérje-
és cellulézbonté enzimrendszereik. A nemzetség ezért egyrészt ipari
szempontbdl jelentds, masrészt az emlitett extracelluldris enzimek révén
potencidlis jelolt a bioldgiai novényvédelem szadmara, ugyanis a génusz
egyes torzsei képesek mds gombdk sejtfaldt tdpanyagként felhaszndlni,
feloldani és ezaltal Oket parazitdlni. Az 4ltaluk parazitdlt fajok kozott az
irodalmi adatok alapjan megtaldlhaték a novénypatogén Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Botrytis és Sclerotinia nemzetségek képviseldi.
Szdmos faj termel kiillonbozd tipusd antibiotikumokat is, melyek
extracellularis enzimekkel szinergizdl6 hatdsa a mikoparazitizmus soran
mar bizonyitott. Gyors koloniziciéra képesek a rizoszféraban, hatékony
biofertilizacion keresztiil segitik a novények novekedését, valamint
stimuldljdk a novények védekezési reakcioit, az igy kialakult rezisztencia
pedig az indukciotol szamitva akér tobb honapig is fennmaradhat. Meg kell
azonban emliteni az wutébbi idOkben napvilagot latott kedvezdtlen

tulajdonsagaikat is: egyes Trichoderma fajok az  opportunista

.
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huménpatogén gombadk egyre népesebb csoportjdba sorolhaték, mig masok
a termesztett gombdkon valé kartételiikkel okoznak komoly problémékat.
A Trichoderma fajok az emlitett elonyds tulajdonsdgaik révén
kivaléan alkalmasak arra, hogy beldliik a ndvénypatogén gombdk elleni
biologiai védekezésben felhasznalhat biofungicid torzseket allitsunk eld.
A folyamat része az igéretes torzsek izoldldsa, Okofiziologiai
tulajdonsagaik feltérképezése és az egyes torzsek nemesitése. A nemesitési
programok célja, hogy a gazda gomba sejtfalanak bontdsaban résztvevd
extracellularis kitindz, glukandz és protedz enzimek konstitutivan, nagy
mennyiségben termelddjenek, illetve, hogy ezek az enzimek lehetdleg

korén jelenjenek meg a tenyésztés soran.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A taxonOmiai vizsgalatok sordn magyarorszdgi mezdgazdasagi
teriileteken termesztett 0szi buza rizoszférajabdl izolaltunk Trichoderma
torzseket, majd morfoldgiai, biokémiai és molekuldris moddszerekkel
meghatéaroztuk, rendszereztiik €s filogenetikai szempontbdl elemeztiik dket.
A morfoldgiai hatdrozds sordn mikroszképos vizsgilatokat végeztiink, ahol
karakterisztikus bélyegekként a torzsek vegetativ szaporitoképleteinek
(konidiofér, fialidok, konidiumok) és telepeinek habitusat, méretét

hasznaltuk fel. A biokémiai jellegek feltarasdhoz egyes intracelluléris
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izoenzimek elektroforetikus mobilitdsanak vizsgalatat végeztiik el celluldz-
acetdt hordozén. A molekuldris jellegi taxondmiai kisérletek sordn a
torzsek ITS-régidinak DNS-szekvencidit elemztiik.

Az izolélt torzsek okofizioldgiai tulajdonsigait az extracelluléris
enzim-, €s antibiotikumtermeléssel €s a biokontroll aktivitds mérésével
jellemeztiik. Az extracelluldris enzimaktivitisok mérésére paranitrofenol-
és paranitroanilin-tartalmi kromogén szubsztratokat hasznaltunk, mig az
antibiotikumtermelést bioldgiai tesztekkel kovettik. A  biokontroll
aktivitdsokat in vitro koriilmények kozott a Biokontroll Index
meghatirozasaval €s modositott agresszivitasi tesztekkel hatdroztuk meg.

A protedz-tiltermeld torzsek nemesitését UV-mutagenezissel
végeztik a telepmorfolégia megvéltozdasara és p-fluoro-fenilalanin

rezisztenciara szelektalva.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Széaztizenhat Trichoderma torzset izoldltunk 5 dél-magyarorszagi
mezOgazdasagi teriilet 18 mintavételi helyérdl szarmazd 6szi buza
novények rizoszférdjabol. Az izolatumokat tisztitottuk, majd a
monospords  tenyésztésbol  szdrmazd  torzseket a  Szegedi
Tudomdnyegyetem Mikrobioldgiai Tanszékének gylijteményében

helyeztiik el. [2, 15, 17, 18, 21]
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2.

Elvégeztik az izolditumok morfoldgiai bélyegek alapjan torténd

azonositdsdt, mely sordn 89 izoldtumot tudtunk fajszinten
meghatdrozni. Ezek a T. harzianum (44), T. virens (31), T. atroviride
(9) és T. longibrachiatum (5) fajok képviseldinek bizonyultak. [2, 15,
17, 18, 21]

Kidolgoztunk egy taxondémiai szempontbdl hatékony, izoenzim-
analizisen alapuld, cellul6z-acetit hordozén kivitelezett mddszert a
Trichoderma izoldtumok taxondmiai helyének megallapitdsara
torzsgylijteményekbdl szdrmazd, mar meghatdarozott klinikai torzsek
modszer
klinikai

diagnosztika céljaira. torténd felhasznalhatosagat. [6, 9, 10, 17, 19, 22]

segitségével. Ezen vizsgdlatok sordn igazoltuk a

megbizhatésdgat és reprodukdlhatésdgat, valamint a
Kutatdsaink sordn a celluldz-acetit izoenzim analizis segitségével
osztalyoztuk a magyarorszagi izoldtumokat és feltartuk a koztiik 1évo
biokémiai alapu filogenetikai kapcsolatokat. [2, 15, 17, 18, 21, 25]
Elvégeztiik a magyarorszagi izoldtumok ITS 1 és ITS 2 szekvencidkon
alapulé taxondmiai vizsgélatat. Az un. ,,DNS-vonalkéd”-okon alapuld
azonositds segitségével 69 izoldtumot fajszinten, 18-at pedig
kladszinten lehetett azonositani. Az izoenzim-mintdzatok mutatta
nagyfokd biokémiai hasonlosdg alapjan tovdbbi 15 torzset sikeriilt
fajszinten meghatérozni. [15, 17, 18, 25]

Az ITS 1 és ITS 2 szekvencidk filogenetikai analizise sordn

azonositottunk 4 4j 7. harzianum és 3 4j T. virens genotipust, tovabba
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10.

javaslatot tettiink ot, nagy filogenetikai tdvolsdggal jellemezhetd Uj faj
lefraséra. [15, 17, 25]

Az izoenzim-mintdzatok valamint az ITS 1 és ITS 2 szekvencidk
egyiittes filogenetikai elemzése sordn javaslatot tettiink a Lutea és a
Semiorbis  klad, valamint a ,.Lone lineages” csoport filogenetikai
elhelyezkedésére. [17, 25]

Megallapitottuk a meghatarozott 13 Trichoderma faj (nyolc mar leirt
faj: T. harzianum, T. virens, T. atroviride, T. longibrachiatum, T.
brevicompactum, T. spirale, T. rossicum és T. oblongisporum, 5 pedig
val6szintileg 1j faj) mintavételenkénti faji  diverzitdsat. Mi
szamolhatunk be el6szor a T. virens, T. rossicum, T. spirale, T.
brevicompactum és T. oblongisporum fajok magyarorszagi
eléfordulasardl, valamint az utobbi harom faj esetén az eurdpai
elofordulasrdl is. [17, 25]

Felmértiik az izoldlt torzsek konstitutiv extracelluldris enzimtermelését
10 enzim tekintetében. Bioldgiai tesztekkel azonositottuk az
antibiotikumtermeld izoldtumokat és részlegesen tisztitottuk ezen
szekunder metabolitokat. [3, 4, 11, 12, 13, 17, 24]

Vizsgdlataink szerint az esetek nagy részében nem volt kimutathaté
igazdn szignifikdns korreldci6 az egyes extracelluldris enzimek
szekrécidja kozott. Viszonylag magas korreldcids értékkel jellemezhetd
kapcsolat volt azonban a B-1,4-N-acetil-gliik6zaminidaz - 3-gliikozidéz,

valamint a protedzok egy csoportja és a Leu-aminopeptiddz kozott
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11.

12.

13.

14.

minimél tapkozegben, valamint a [-galaktozidaz - a-glikkozidaz, B-
xilozidéz - B-galaktoziddz, cellobiohidroldz - B-galaktoziddz, és szintén
kiillonbozd protedazok kozott élesztdkivonatos tapkozegben. Az egyes
fajok és az enzimaktivitdsok szintje kozott kisérleti rendszeriinkben
nem volt kimutathaté statisztikai 0sszefiiggés. [17, 24]

Az izolatumok koziil 17 torzs bizonyult antibiotikumtermelOnek az
alkalmazott tenyésztési feltételek mellett. A termelt antibiotikumok
Gram-pozitiv baktériumokkal szemben mutattak hatdst, mig Gram-
negativ baktériumokra és fonalasgombdkra hatdstalanok voltak. Az
antibiotikumot termeld izoldtumok egy kivétellel (SZMC 1678, T.
harzianum) a T. virens fajhoz tartoztak. [4, 11, 13, 17]

JOl definidlhatd, standardizdlt kép-analizisen alapulé in vitro
antagonizmus-mddszert dolgoztunk ki a torzsek biokontroll
tulajdonsagainak jellemzésére. [5, 14, 16, 17, 23]

A modositott agresszivitds-tesztekkel egy in vitro, de a természetes
koriilményekhez kozeli modellt hoztunk 1étre a  biokontroll
tulajdonsagok méréséhez. [17, 24]

Az antagonizmus-értékek és az extracellularis enzimek aktivitdsai
kozotti statisztikai Osszefiiggéseket vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy
mind a minimél tdpkdzegben, mind az élesztOkivonatos taptalajon a
mikoparazitizmusban szerepet jatsz6 és a kompeticié szempontjabol
fontos enzimek aktivitdsai egyarant befolydsoltdk az in vitro

antagonizmus eredményességét. [17, 24]
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15. Az erdei talajbdl szarmazé izoldtumok felhasznaldsdval extracelluléris

protedz  enzimeket tdltermeld mutdnsok elddllitdsdara  sikeres
torzsnemesitést végeztiink UV-mutagenezissel, melyhez mi dolgoztuk
ki a p-fluoro-fenilalanin rezisztencidn és a telepmorfoldgia
megvéaltozdsan alapuld szelekciés modszereket. A nemesitett protedz-
tiltermeld torzsek koziil tobb hatdsos antagonista partnernek bizonyult
az alkalmazott novénypatogén gombadkkal szemben, igazolva, hogy az
alkalmazott eljards kivalo lehetOséget nytjthat nagy biokontroll
aktivitassal rendelkezd torzsek eldallitdsara a jovoben. [1, 3, 7, 8, 12,

17, 19, 20]
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