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1. BEVEZETES
1.1. A Trichoderma nemzetség taxonomidja

A mezdgazdasagi és ipari szempontbdl egyarant jelentds mikroorganizmusok kozé
tartoznak a Trichoderma fonalasgomba-nemzetség tagjai. E mikroszkdpikus fonalasgombak
teleomorf alakjai az Ascomycota torzs Pezizomycotina altdrzse, Sordariomycetes osztalydnak
Hypocreales rendjén belil a Hypocreaceae csaladba tartoznak. A Hypocrea fajok
heterotallikusak, a szexudlis folyamathoz két parosoddsi tipus sziikséges. Anamorfjaikat,
melyeknél az ivaros szakasz hidnyzik, a Hypocreaceae csalddon beliil elkiilonitett,
mitospords Hypocreaceae egységbe soroljak. A Trichoderma nemzetségbe tartozd torzsek
rendszerint gyors novekedésiiek, telepeik zold, fehér vagy barnds sziniiek. Kitart6- illetve
szaporitoképleteik a végallo, vagy kozbiilsé helyzeti sejtekbdl képzddd klamidosporak,
valamint az erdsen eldgazé konidiumtartok végén elhelyezkedd fialidok 4ltal lefizott
konidiospérdk, melyek szintelenek, sargaszoldek vagy zoldek lehetnek.

Annak ellenére, hogy a Trichoderma nemzetséget mar 1794-ben leirtak (Persoon
1794), a nemzetség taxondmidja és tagjainak azonositisa a mai napig nehézkes és
ellentmondésokkal terhelt. 1969-ig csaknem minden Trichoderma torzset T. viride-ként
azonositottak az irodalomban, koszonhetéen a Bisby (1939) éltal bevezetett koncepcidnak,
mely szerint a Trichoderma nemzetséget ez az egyetlen faj alkotja. Rifai (1969) vizsgélatai
hoztdk meg az attorést, aki bevezette a nemzetség taxondémidjdba a ,fajaggregatumok”
koncepcidjat és 9 fajcsoportot kiilonitett el. Mar Rifai is valdszinlisitette, hogy szdmos
aggregatum — kiilonosen a 7. hamatum - tartalmazhat tobb, morfoldgiailag nehezen
elkiilonithetd fajt. Bissett munkdssdga soran atdolgozta a folytonos morfoldgiai jellegek kis
kiilonbségeinek felismerésén alapuld Rifai rendszert (Bissett, 1984; 1991a, b,c, 1992; Gams
és Bissett, 1998), kiterjesztve mas Hypocrea anamorfokra és a kordbbi Gliocladium fajokra.
Bizonyos Rifai fajaggregatumok azonban elég helytallonak bizonyultak az elemzések soran,
ezért Bissett (1991a) a nemzetség szekcidkra (Longibrachiatum, Pachybasium,
Trichoderma, Saturnisporum, Hypocreanum) torténd felosztasat javasolta.

A molekulédris technikdk elterjedésével a gombdk rendszertana 1is jelentOs
valtozdsokon ment keresztiil, melynek lathat6 jelei a 90-es évek kozepén mutatkoztak meg a
Trichoderma nemzetség taxonémidjaban. Megtortént a Bissett-féle Longibrachiatum szekcid
revizidja az ITS (internal transcribed spacer) szekvencidk analizisével és RAPD- (random
amplified polymorphic DNA), valamint izoenzim-mintazatok segitségével (Kuhls és mtsai.
1996, 1999; Samuels 1996; Samuels €s mtsai. 1998; Turner é€s mtsai. 1997). A munkak soran
a szekci6 monofiletikusnak bizonyult és elsd izben igazoltak néhany konkrét anamort-
teleomorf kapcsolatot (H. schweinitzii/T. citrinoviride; H. pseudokoningii/T. pseudokoningii,
H. jecorinalT. reesei). A szekcidhoz csatoltdk a két fajt (7. saturnisporum €s T. ghanense;
Doi és mtsai. 1987) tartalmaz6 korabbi Saturnisporum szekciot is, €s az is kideriilt, hogy a 7.
ghanense és a T. parceramosum azonos fajok.

A Longibrachiatum szekci6 azonban csak egy kis szelete a nemzetségnek, a
legkisebb szekcid, mely filogenetikailag a legtdvolabb helyezkedik el a tobbi szekciotol.
Kindermann és mtsai. (1998) tettek el0szor kisérletet a teljes nemzetség molekuldris
filogenetikai elemzésére az ITS 1 szekvencidk alapjan, és azt tapasztaltdk, hogy a
legnagyobb szekcid, a Pachybasium parafiletikus, és két nagy csoportra agazik. A
filogenetikai vizsgdlatok ma mar tobb gén egyiittes elemzésén alapulnak (Kullnig-Gradinger
és mtsai. 2002; Chaverri €s mtsai. 2003), ennek koszonhetden 4j molekuléris filogenetikai
kapcsolatokra deriilt fény. Bebizonyosodott példaul, hogy a T. hamatum nem tagja a Bissett
féle Pachybasium kladnak, hanem egy csoportban van a T. pubescens és a T. strigosum
fajokkal €s egy klaszterben helyezkedik el mas Trichoderma szekcidbeli fajokkal is.



A konkrét morfoldgiai kiillonbségek hidnydban a Pachybasium A és B elnevezés
tovdbbra is hasznalatban maradt. Problémas tovabba a Pachybasium B szekci6 fajainak (pl.
T. harzianum) taxondmiai elemzése, nagyon nagy molekuldris szintii genetikai variabilitdsuk
ugyanis azt sugallja, hogy egy-egy mai fajnév tobb tovédbbi fajt is takarhat, annak ellenére,
hogy hatdrozott morfoldgiai kiilonbségek nem mutathatéak ki kozottiik (Kullnig és mtsai.
2000; Kubicek és mtsai. 2003; Wuczkowski €s mtsai. 2003; Gherbawy €s mtsai. 2004;
Druzhinina és mtsai. 2005; Druzhinina és Kubicek, 2005). Igy sziikséges lenne az eredeti
morfoldgiai fajfogalom modositdsara €s a Taylor és mtsai. (2000) 4ltal bevezetett, a
filogenetikai leszdrmazdssal Osszhangban 1évé fajfogalom (GCPSR: Genealogical
Concordance Phylogenetic Species Recognition) adaptdldsdra a nemzetség taxondmidjdban
(Druzhinina és Kubicek, 2005). Ehhez tobb fiiggetlen gén analizisére van sziikség.
Druzhinina és Kubicek (2005) a GenBank internetes adatbazisiaban fellelhetd kiilonb6zo
DNS-szakaszok szekvencidinak részletes vizsgdlata utdn arra kovetkeztetett, hogy a tefl
(transzlacids elongacidé faktor 1-o) nagy intronja és utolsé nagy exonja, az rpb2 (RNS
polimeraz B alegység 2) gén, a chil8-5 (kordbban ech42, 42 kD méretli endokitindz) utolso
nagy exonja és az ITS 1 és 2 szekvencidk egyiittes vizsgdlata megbizhaté filogenetikai
eredményre vezethet. Kozleményiikben jelent meg a nemzetség jelenleg elfogadott legijabb
felosztdsa is, mely 49 Hypocrea, 25 Trichoderma és 14 anamorf-telemorf parositott taxont
tartalmaz 3 szekcioba és 14 kladba rendezve (Longibrachiatum; Trichoderma: Rufa,
Pachybasium A; Pachybasium B: Pachybasioides, Hypocreanum, Chlorospora,
Lixii/catoptron, Virens, Semiorbis, Strictipilis, Stromatica, Ceramica, Lutea, Psychrophila,
»Lone lineages™).

Annak ellenére, hogy a filogenetikai elemzések ilyen komplex molekularis
hattérmunkat kivannak, az egyes fajok azonositdsa viszonylag egyszeriien kivitelezhetd az
ITS 1 és 2 régidk szekvencidjdnak elemzésével. Ezek a szekvencidk nagy szdmban (90
képia) fordulnak el6 a genomban €s konnyen amplifikdlhaték (Druzhinina és Kubicek,
2005). Druzhinina és mtsai. (2005) az ITS 1 és 2 szekvencidk diagnosztikus oligonukleotid
szekvenciarészein alapulé ,,vonalkéd”’-moddszert vezetett be, melynek internetes feliilete
TrichOkey 2.0 néven szabadon hozzaférhetd (www.isth.info) és nagyban megkonnyiti az
egyes izolatumok azonositasat. (A TrichOkey 2.0 el6szor 5 nemzetségspecifikus
szekvenciaelemet, un. ,.,horgonyt” keres a bekiildott szekvencidban. Ezek megtaldldsa esetén
a szekvencidnak megfeleld fajt a Trichoderma nemzetségbe tartozé fajként azonositja, majd
fajspecifikus szekvencidk keresésével folytatja az elemzést.) A program széles
hattéradatbéazisa alapjan a 77 Hypocrea és Trichoderma fajbdl hetvenet nagy biztonsiggal
képes azonositani.

1.2. A Trichoderma nemzetség jelentosége

A Trichoderma nemzetség képviseldi széles korben elterjedt, talajlaké imperfekt
penészgombdk, csaknem minden szerves anyagot tartalmazé talajban €s természetes
élohelyen megtaldlhatok, és az €l0 szervezetek hulladékanyagainak lebontdsdval részt
vesznek a biogén elemek korforgalméban. Ipari és mezdgazdasdgi szempontbdl egyardnt
kiemelkedd jelent6ségii mikroszkopikus szervezetek: az iparban elsOsorban kivald
cellulézbonté képességiik miatt alkalmazzak Oket (Kubicek 1992; Kubicek €s Penttild,
1998), mezdgazdasdgi szempontbdl pedig egyfeldl a ndvénykoérokozé gombdk elleni
bioldgiai védekezés céljaira torténd felhasznaldsuk érdemel kiemelt figyelmet (Herrera-
Estrella és Chet, 2003), masfeldl az étkezési gombdk termesztésében siulyos gazdasagi
karokat okoz6 ,,z0ldpenész” tiinetegyiittes kialakuldsaért felelosek (Seaby 1998;
Hatvani és mtsai. 2008a, Kredics és mtsai. 2009b). Az orvosi szakirodalomban pedig,



bar kis szdmban, de napvildgot lattak Trichoderma &ltal okozott fertdézésekrdl sz6l6
tudositasok is (Kredics és mtsai. 2003a).

1.2.1. A Trichoderma nemzetség ipari jelentisége

Ipari szempontbdl jelentds a Trichoderma fajok cellulézbontd képessége. A T. reesei
olyan enzimkomplexet termel, mely még a kristdlyos éallapotu cellulézt is képes lebontani
gliikozig (Kubicek és Penttild, 1998). Ez a tulajdonsdga felhasznalhaté celluléztartalmu
anyagok hasznositdsara. Ipari méretekben termeltetett xilanazait felhasznéljak az élelmiszer-,
és a papiripar, valamint a takarmdnyoz4s teriiletén (Haltrich és mtsai. 1996). Molekuléris
bioldgiai kutatdsokban a Trichoderma enzimeket tartalmazé Novozyme 234 készitményt
protoplasztok eldallitdsara alkalmazzak.

1.2.2. Trichoderma fajok a biolégiai novényvédelemben

A Trichoderma nemzetség képviseldinek neve sokszor meriil fel novénypatogén
gombdkkal szembeni antagonizmusuk révén is. Egyes Trichoderma torzsek extracelluldris
enzimeik segitségével képesek mds gombdk sejtfalat feloldani (Sivan és Chet, 1989).
Kiilonbozd fonalasgombdkat tudnak ezéltal parazitdlni, koztiik ndvénypatogén Fusarium
(Sivan és Chet, 1993), Pythium (Naseby és mtsai. 2000), Rhizoctonia (Lewis €s Larkin,
1997), Botrytis (Elad 2000) és Sclerotinia (Elad 2000; Nadr és Kecskés, 1995) fajokat.
Szamos faj termel kiillonbozd tipusu antibiotikumokat (Sivasithamparam és Ghisalberti,
1998; Szekeres és mtsai. 2005a), melyek extracelluldris enzimekkel szinergizalé hatdsa a
mikoparazitizmus sordn mdar bizonyitott. Az antagonizmus hétterében all6 mechanizmusok
koziil feltétleniill meg kell emliteni a ndvénypatogén gombdkkal szembeni hatékony
kompeticids képességeket is. Az éldhelyen fellelhetd szénforrdsokért extracellularis enzimek
(pl. cellulazok, xilandzok) segitségével folytatott kompeticié mellett a hatékony biokontroll
képesség hatterében a mikroelemekért folytatott kompeticié jelentosége is feltételezett. A jo
biokontroll képességekkel rendelkezd 7. atroviride és T. virens fajok teljes
genomszekvencidjanak annoticidja, és a gyenge biokontroll képességekkel rendelkezd T.
reesei genomjaval torténd Osszehasonlitdsa sordn fényt deriilt pl. arra, hogy a T. atroviride és
a T. virens a T. reesei-nél sokkal nagyobb, a vas felvételéért felelds génkészlettel (vas-
reduktdzok, vas-transzporterek, sziderofdr-transzporterek) rendelkezik (Kubicek, Kredics,
Antal és mtsai. nem publikdlt adatok). A j6 biokontroll képességekkel rendelkezd
Trichoderma torzsek gyors kolonizacidra képesek a rizoszféraban, emellett hatékony
biofertilizacion keresztiil segitik a novények novekedését, valamint stimuldljak a novények
védekezési reakcidit (Harman és mtsai. 2004). Az igy kialakult rezisztencia az indukci6tol
szamitva akdr tobb honapig is fennmaradhat.

A T. virens, T. harzianum és T. atroviride fajok az emlitett elonyos tulajdonsagaik
révén kivédléan alkalmasak arra, hogy beldlikk a novénypatogén gombdk elleni bioldgiai
védekezésben felhasznalhat6 biofungicid torzseket allitsunk eld (Papavizas 1985; Benitez és
mtsai. 2004; Manczinger és mtsai. 2002). A folyamat része az igéretes torzsek izoldldsa,
okofiziologiai tulajdonsagaik feltérképezése €s az egyes torzsek nemesitése.

A Trichoderma-alapi biokontroll készitményekkel szemben alapvetd elvards a
megfeleld hatékonysdg. Amennyiben a bioldgiai védekezés céljara szelektalt kiindulasi torzs
nem felel meg ennek az elvdrdsnak, a probléma megoldasat fokozott biokontroll aktivitasu
Trichoderma torzsek nemesitése jelentheti (Manczinger és mtsai. 2002). Hatékonyabbak
lehetnek azok a nemesitett vonalak, amelyek nem igényelnek olyan hosszd indukcids
folyamatot a lebont6 enzimek termeléséhez, mint a kiinduldsi torzsek, vagy amelyek



nagyobb mennyiségben, és lehetdség szerint konstitutivan termelik a mikoparazitizmusban
szerepet jatsz6 B-1,3-glukandzt, kitindz és protedz enzimrendszerek bizonyos Osszeteviit. A
nemesitési munkdk masik f6 célja a fungicidrezisztencia kialakitdsa vagy fokozdsa az egyes
torzsekben, amely lehetOséget biztosithat a talajban a mar kordbbi vegyszeres kezelések
soran visszamaradt esetleges fungicid szermaradvanyok tolerancidjara, vagy éppen a torzsek
fungicidekkel torténd egyiittes alkalmazdsara az integrdlt novényvédelem keretein beliil. Az
antagonista Trichoderma torzsek nemesitési lehetdségeir6l Manczinger és mtsai. (2002)
nyujtanak attekintést. A transzformdcio lehetdséget biztosit az adott sajatsagért felelds gének
kozvetlen sejtbejuttatdsara, ehhez azonban haszndlhaté transzformdacids rendszerekre van
sziikség. Az irodalomban egyardnt taldlunk adatokat Trichoderma gének, pl. kitindzok,
endoglukandzok, B-gliikkoroniddz és protedzok klonozasardl és transzformdcidjardl, és
heterolog gének expresszidjarol is (Manczinger és mtsai. 2002; Karaffa és mtsai. 2006). A
protoplaszt-fuzié az igéretes torzsek kedvezd tulajdonsdgainak kombindldsat teszi lehetové,
melyet sikerrel alkalmaztak Trichoderma torzsek nemesitése sordn kedvezObb sajatsagokkal
rendelkezd genetikai rekombindnsok létrehozasara. Viszonylag kevés publikaciot talalhatunk
a mutagenezissel torténd nemesitésrél. Eldéfordulnak kozlések random izoldtumok
tesztelésérdl és fungicidrezisztens mutdnsok izoldlasardl, de az enzimszekrécids képességek
mutagenezissel torténd fokozasardl csak néhany adat all rendelkezésre (Manczinger €s mtsai.
2002), pedig a kornyezetvédelmi szervek az igy eldallitott torzsek szabadfoldi alkalmazasat
konnyebben engedélyezik, mint a protoplaszt-fizidval vagy a transzformécidval nemesitett
torzsekét. Szekeres és mtsai. (2004a) mutagenezissel torzsnemesitést végeztek az
extracellularis protedz enzimeket tiltermel6é mutdnsok eldallitdsa céljabol. Az egyes mutdns
torzseket p-fluoro-fenilalaninnal szembeni rezisztencidra, €s megvaltozott telepmorfoldgiara
szelektdltdk. Szamos proteaztiltermeld mutdns torzs hatdsos antagonista partnernek
bizonyult az alkalmazott novénypatogén gombdkkal szemben. A klasszikus mutagenezis és
protoplaszt-fuzié médszerei kombindlhatdk is egymdssal (Hatvani és mtsai. 2006; Besoain
és mtsai. 2007).

Egy 1ideje mar a kereskedelemben is megjelentek Trichoderma-tartalmu
készitmények, mint példaul a Bio-Fungus, Binab T, RootShield, T-22G, T-22 Planter Box,
Bio-Trek, Promote, Supresivit, Trichodex, Trichopel, Trichoject, Trichodowels, Trichoseal,
és a Trichoderma 2000.

1.2.3. Trichoderma fajok kdrtétele a gombatermesztésben

Mikozben a mezdgazdasdgban egyre nagyobb teriileteken alkalmazzdk a
Trichoderma-tartalmi készitményeket, az étkezési gombdk termesztésével foglalkozé
gazddlkodok vildgszerte egyre gyakrabban szembesiilnek a Trichoderma torzseknek
tulajdonithatd, ugynevezett ,,z0ldpenész” tiinetegyiittesével (Castle és mtsai. 1998;
Mumpuni és mtsai. 1998; Hatvani és mtsai. 2008b). A zoldpenész problémdja abbdl
adodik, hogy a penészgomba tdpanyagként hasznositja a gombatermesztésre
alkalmazott alapanyagot, igy versenyhelyzetbe keriil a termesztett gombaval, és képes
azt kiszoritani (1. dbra). A kdartevd gomba megtelepedése esetén a termesztOnek
folyamatos fertdzési forrassal kell szembenéznie, a penészspordk ugyanis kifejezetten
hatékonyan képesek terjedni az esetleges higiéniai hidnyossdgok kovetkeztében a
levegd vagy a ruhdzat utjan.

A Trichoderma nemzetségbe tartozé penészgombdk régebben is okoztak kisebb
mértékli karokat a csiperke (Agaricus bisporus) termesztésében, a 80-as évek kozepe
t4jdn azonban uj, agressziv penésztorzsek jelentek meg Irorszdgban, Nagy-Britannidban



1. dbra. Trichoderma zdldpenész tiinetei A) a csiperke termesztése sordn alkalmazott
komposzton, és B) a laskagomba termesztése sordn alkalmazott, szalmaalapu
szubsztratumon



(Muthumeenakshi és mtsai. 1994, 1998; Hermosa €és mtsai. 1999; Mamoun és mtsai. 2000)
és Eszak-Amerikdban (Castle és mtsai. 1998; Ospina-Giraldo €s mtsai. 1998, 1999). A
kérokozokat a T. harzianum Th2 és Th4 biotipusaként azonositottdk (Muthumeenakshi és
mtsai. 1994, 1998), de késObb bebizonyosodott, hogy egy Uj faj, a T. aggressivum két
valtozata (T. aggressivum f. europaeum és T. aggressivum f. aggressivum) tehetd felelossé a
csiperke zoldpenészes fertozéséért (Samuels és mtsai. 2002). Ezt a fajt mindeziddig csak
gombakomposztbdl sikeriilt izolélni, terjedési modja és a lehetséges fertdzési utak igy nem
ismertek.

Az elmult években a Trichoderma altal okozott zoldpenész-fertdzések a laskagomba
(Pleurotus ostreatus) termesztésében is jelentkeztek (Park és mtsai. 2004; Woo és mitsai.
2004; Kredics 2008). Az els0 jelentds terméskiesést okozo betegséget DEl-Koredban irtdk le
(Yu 2002). Tobb mint 100 laskatermesztésbdl szarmaz6 mintét vizsgdltak meg. Kimutattak a
T. viride, T. harzianum és T. koningii fajok el6forduldsét, az izolatumok tobbsége (65,5%)
viszont egy azonositatlan Trichoderma fajhoz tartozott. ITS 1 és 2 szekvencidk, random
amplifikdlt DNS-polimorfizmusok (RAPD) és restrikcids fragmenthossz-polimorfizmusok
(RFLP) alapjan ezek az izolatumok a 7. harzianum-hoz kozeli, de kiilonéllé filogenetikai
kladot alkottak. Olaszorszagban a laskagomba sulyos zoldpenészes fertdzottségét irtak le,
ami a laskagombatermeszés valsdgiahoz vezetett (Woo és mtsai. 2004). Az eldzetes
morfoldgiai €s genetikai jellemzésbdl nyert adatok arra utaltak, hogy a fert6z0 dgens a T.
harzianum fajba tartozik.

1.2.4. A Trichoderma nemzetség klinikai jelentdsége

Napjainkban az opportunista gombafertézések gyakorisdga egyre novekvo tendenciat
mutat, ami nagyrészt a gyengiilt immunrendszer(i betegek emelked6 szdmanak kdszonheto.
Ebbe a rizikécsoportba tartoznak a HIV virussal fert6zott emberek, valamint a
szervdtiiltetésen datesett paciensek, ugyanakkor egyéb tényezOk, példaul a sebészeti
beavatkozdsok, a citotoxikus kemoterdpidk és a szélesspektrumi antibiotikumok
alkalmazdsa szintén jelentdsen noveli a gombafertézések kialakuldsanak lehetdségét. Az
orvosi szakirodalomban napvildgot lattak Trichoderma torzsek éltal okozott fertézésekrol
sz016 tudodsitasok, tobbek kozott mdj-, csontveld- €s vesedtiiltetéssel, valamint peritonedlis
dializissel Osszefiiggd esetek leirdsai (Kredics és mtsai. 2003a). A fertézések egy részét
sikeriilt antimikotikumokkal kezelni, masik résziik azonban haldlos kimenetellel végzddott.
A fertézéseket okozd torzseket a szerzOk a T. longibrachiatum, a T. citrinoviride, a T.
pseudokoningii, a T. harzianum, a T. koningii és a T. viride fajokba soroltdk (Kredics és
mtsai. 2003a). Ezzel kapcsolatban felmeriil a kérdés, hogy a Trichoderma nemzetségen beliil
valéban ilyen sok faj képes-e human fertézéseket okozni.

1.3. Trichoderma torzsek okofiziolégiai tulajdonsagai

A modern agrartechnolégidban nagy a jelentdsége a jol jellemzett Okofizioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 biokontroll izoldtumok novényvédelemben  torténd
alkalmazaséanak, veliik ugyanis kivalthatéak a kornyezetszennyezd, vegyi alapu szintetikus
fungicidek, melyek mezogazdasagi alkalmazdsa szdmos szarazfoldi- és vizi 6koszisztémat
veszélyeztet. A biokontroll képességli Trichoderma torzsek okofizioldgiai jellemzése sordn
kulcsfontossagui a kiillonbozd kornyezeti tényezok stresszhatést kivaltd értékeivel szembeni
tolerancia vizsgdlata. Ilyen kornyezeti tényezd pl. a hdmérséklet és a pH, melyek hatdssal
lehetnek a spdracsirdzasra és csiratomlo-novekedésre, a micélium-novekedésre és kompetitiv
képességekre, a szaprofita képességre és az extracelluldris enzimaktivitdsokra (Kredics és



mtsai. 2003b). Jelentds a torzsek alkalmazhat6sdganak tekintetében a kornyezet
vizviszonyainak hatdsa a kiilonboz6 életfolyamatokra (ndvekedés, szaprofita képességek,
toxintermelés, enzimtermelés) (Kredics és mtsai. 2000, 2003b, 2004a). A nehézfémek
szintén befolyasoljak a Trichoderma torzsek életfolyamatait (Kredics és mtsai 2001a,b,
2003b). Az abiotikus kornyezeti hatdsokhoz sorolhatok a kiilonbozé peszticidek is, melyek
Trichoderma torzsek A4ltali tolerancidjanak vizsgélata kiemelkedd jelentdségli a
novényvédoszerekkel torténd kombindlt alkalmazds szempontjabol. A peszticidek hatdssal
lehetnek a szubsztratum-kolonizal6 képességre €s magdara a vitalitasra is (Kredics €s mtsai.
2003Db).

A Trichoderma nemzetség képviseldinek egyik legjelentdsebb fizioldgiai eszkdze az
0sszehangoltan szabdlyozott, egyedi enzimekbdl all6 extracelluldris enzimrendszer, amely
mind az abiotikus, mind a biotikus hatdsokra adott valaszreakcidkban szerepet jatszik. A
szekretalt extracelluldris enzimek alapvetd szerepet toltenek be mind a kompeticid, mind a
mikoparazitizmus folyamataiban. A kompeticié ebben az esetben az €éldhelyen elérhetd
tdpanyagok minél gyorsabb energidva alakitdsat, mig a mikoparazitizmus a gazdaszervezetet
felépitd biopolimerek hatékony enzimes hidrolizisét és sejtbe transzportidlhaté forméba
alakitasat jelenti.

A Trichoderma cellulazokat foként ipari jelentdségiilk miatt tanulminyozzdk
intenziven (Kubicek és mtsai. 1990). A természetben ez az enzimrendszer végzi a novényi
sejtfal legelemibb Osszetevdjének gliikkdzig torténd lebontasit. A cellul6z tobb 1épcsOben
torténd fokozatos lebontdsat hiarom f6 enzimcsoport végzi. Az endoglukandzok
véletlenszerien hasitanak a B-1,4-glukdn ldncban, melynek kovetkeztében az adott enzim
specificitdsatol  fiiggd  polimerizaciés fokd  oligoszacharidok  keletkeznek. A
cellobiohidroldzok az oligoszacharidok nem-redukald végérdl cellobidz-egységeket vagnak
le, melyet a B-glilkoziddzok hasitanak gliik6z-egységekre. A celluldztartalmua sejtfallal
rendelkez0 Oomycota Pythium fajok elleni mikoparazitizmusban a Trichoderma torzsek
celluldzai is fontos szerepet jatszhatnak, eldsegithetik az antagonista bejutdsat a gazda
hifdjaba (Benhamou és Chet, 1997).

A novényi hulladékanyagok legnagyobb mennyiségben jelenlevo alkot6i a cellul6zon
kiviil a hemicellul6z és a pektin. A novényi sejtfal bonyolult hemicellul6z frakcidjanak
lebontdsdban a xilandz enzimrendszer jatssza a foszerepet. A Trichoderma fajok jelentds
endo-B-1,4-xilanaz és B-xiloziddz (Antal és mtsai. 2001; Cacais és mtsai. 2001) és acetil-
xilan-észterdz (Biely és mtsai. 1997; Kremnicky és mtsai. 2004) szekrécids képességgel
rendelkeznek. Az arabinofuranoziddzok (Nogawa és mtsai. 1999), az a-gliikuroniddzok
(Margolles-Clark és mtsai. 1996), a p-mannandzok (Higglund és mtsai. 2003) és a
mannoziddzok (Kulminskaya és mtsai. 1999) szintén részét képezik a nemzetség
hemicellul6zbontést végzd extracelluldris enzimrendszerének.

A novényi sejtfalban szintén nagy mennyiségben jelen 1évo pektin f6 gerincének
bontdsat a pektindz enzimrendszer végzi, melynek részei a kiilonbozd pektin- és pektat-
lidzok, valamint poligalakturondzok. Mivel a pektin a cellul6zzal, a ligninnel és a
hemicellul6zzal asszocidltan fordul el6 komplex polimerhdlézatot alkotva, ezért
lebontdsdban részt vehetnek a kordbban emlitett észterdzok is. A Trichoderma fajok is
képesek a pektin hidrolizisére, Markovi¢ €és mtsai. (1985) pektin észterdzt és
poligalakturondzt, mig Mohamed és mtsai. (2003) két poligalakturondz izoenzimet
tisztitottak és jellemeztek Trichoderma reesei torzsekbOl. A kiilonbozd, részlegesen
hidrolizalt novényi poliszacharidok lebontdsdban, valamint a fobb szénhidrat-polimerek
oldallancainak lehasitdsdban az el0bbiek mellett részt vesznek az o- és B-D-galaktoziddzok
is, mely enzimek szintén képviseltetik magukat a Trichoderma torzsek extracelluléris
enzimrendszerében (Zeilinger és mtsai. 1993; Savel’ev és mtsai. 1997; Seiboth €s mitsai.
2005).



Az elhullott novényi részekben taldlhaté keményitd lebontdsit az amildz
enzimrendszer biztositja, amelynek jelenléte a Trichoderma fajoknal is igazolt (De Azevedo
és mtsai. 2000; Pacheco-Chavez és mtsai. 2004).

A Trichoderma nemzetség a mikoparazitizmusban mutatott aktivitdsat a kitinaz,
glukandz és protedz extracellularis enzimrendszereknek koszonheti, a lehetséges gazda
Basidiomycota és Ascomycota gombdk sejtfala ugyanis féleg kitin és B-glukan fibrillumokat
tartalmaz amorf fehérjehdl6zatba dgyazva.

Sahai és Manocha (1993) szerint a kitinbonté enzimeket harom csoportra oszthatjuk:
endokitindzokra, melyek interndlis helyeken véletlenszertien hasitjdk a  kitin
mikrofibrillumot, s miikodésiik nyomdn Kkitotetradz, kitotriéz és diacetil-kitobidz egységek
szabadulnak fel; B-1,4-N-acetil-gliik6zaminiddzokra, melyek a Kkitotetradz, Kitotriéz és
diacetil-kitobiéz molekuldk nem redukdlé végérdél N-acetil-gliikézamin monomereket
hasitanak le; valamint exokitindzokra, melyek diacetil-kitobiéz egységeket hasitanak le a
kitin mikrofibrillum nem redukdlé végérdl. Ulhoa és Peberdy (1992) T. harzianumbol
tisztitott és jellemzett egy extracelluldris endokitinazt és egy, a [-1,4-N-acetil-
gliikézaminiddzok csoportjdba tartoz6 extracelluldris kitobidzt (Ulhoa és Peberdy, 1991).
Haran és mtsai. (1995) hat kiilonb6zé enzimet azonositottak: két [-1,4-N-acetil-
glik6zaminiddzt, és négy endokitindzt. Az djabb kutatdsok a kitindz gének biokontroll-
specifikus, kaszkadszerli expresszidjardl szamolnak be (Kubicek 2003).

A B-glukanazok szubsztratjai a glukdnok, melyek B-kotéssel kapcsolédd D-gliikdz
egységekbol felépiil6 homopolimerek. A [-glukandzokat mikodésiik szerint két részre
oszthatjuk. Az endo-B-glukandzok lancon beliili kotéseket hasitanak véletlenszerien a
poliszacharid gerinc mentén, mig az exo-f-glukanazok a lanc nem redukal6 végérdl gliikéz
egységeket hasitanak le. A B-glukant hidrolizal6 enzimeket a hasitott kotés tipusa (B-1,3-; B-
1,4-; B-1,6-) alapjan is csoportosithatjuk. A Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii és Pythium
aphanidermatum fajok sejtfalanak Trichoderma torzsek altali lebontdsaban a kitinazokat és
B-1,3-glukandzokat taldltdk a legfontosabb enzimeknek (Elad és mtsai. 1982; Sivan és Chet,
1989). Az els6, kizardlag glukdnokat hasité Trichoderma B-1,3-glukanazt T.
longibrachiatum-bol tisztitottdk (Tangarone és mtsai. 1989). A T. harzianum [3-1,3-
glukdnbonté rendszere laminarinnal valé indukcié alapjan legaldbb hét extracellularis
enzimbdl 4ll (Vazquez-Garciduenas €s mtsai. 1998). De la Cruz és mtsai. (1995) endo-B-1,6-
glukandzt tisztitottak és jellemeztek, és igazoltdk jelentdségét a 7. harzianum
mikoparazitizmusaban.

A protedzok a mikoparazitizmus folyamata sordn mind a korai, mind a késoéi
penetraciés fazisban szerephez jutnak, szubsztratjaik a fonalasgombdk sejtfaldban és
citoplazmdjaban megtaldlhat6 fehérjék. A gazdaszervezet lizise sordn felszabadulo
peptideket, oligopeptideket aminosavakkd bontjdk, melyeket aztin a torzsek
taplalékforrasként hasznositanak. A preproenzimként szintetizdlédott protedzok maés
enzimeket, valamint Trichoderma toxinokat 1is aktivdlnak. A Trichoderma fajok
extracelluldris protedzainak termelési profiljait, az eddig tisztitott enzimek jellemzdit, a leirt
protedzokat kédol6 géneket, valamint a protedzok mikoparazitizmusban betoltott szerepét és
ipari jelentdségét foglalja 0ssze Kredics és mtsai. (2005a) rendszerezé munkdja.

A lipazok mikoparazitizmusban betoltott szerepét is valosziniisitik (Benhamou és
Chet, 1993). Calistru és mtsai. (1997) lipolitikus aktivitdsokat detektaltak 7. viride és T.
harzianum esetében, melyek fonalasgombdékra (Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus)
gdtld hatdst gyakoroltak. Van Tilburg és Thomas (1993) a T. virens magas lipaz aktivitdsat
figyelték meg R. solani sejtfalat tartalmazo tapkozegben.
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2. CELKITUZESEK

Kutatasaink f6 céljai a kovetkezOk voltak:

11

1. Trichoderma torzsgytjtemény létrehozasa, torzsek izoldlasa, gyljtése a kovetkezd
élohelyekrol:

A)
B)
©

Buza, illetve rizs termesztésébe bevont mez0gazdasagi talajokbol.

A csiperke, illetve laskagomba termesztésére alkalmazott alapanyagokbdl.
Klinikai  mintakbol  (Trichoderma  torzsek beszerzése nemzetkozi
torzsgylijteményekbdl és a SZTE Egyetemi Klinik4jardl).

2. Az izolalt torzsek fajszinti azonositisa az ITS (internal transcribed spacer)
szekvencidkon alapuld ,barcoding” rendszer (TrichOKey 2.0, www.isth.info)

"o

segitségével, sziikség esetén a fajazonositds megerdsitése a refl gén egy
fragmentjének szekvenciaelemzésével. A Trichoderma fajok biodiverzitdsanak
felmérése az egyes élohelyeken.

3. Azizolalt torzsek okofizioldgiai és enzimoldgiai jellemzése:

A)

B)

©

A mezdOgazdaségi talajokbdl izoldlt torzsek

- screen-elése in vitro antagonizmus-tesztekben, ndvénypatogén gombdk
elleni bioldgiai védekezés céljaira alkalmazhaté potencidlis biokontroll
torzsek azonositasa céljabal,

- extracellularis cellulolitikus, xilanolitikus, kitinolitikus és proteolitikus
enzimaktivitdsok, illetve antibakteridlis és antifungdlis metabolitok
termelésére valo képességének vizsgélata,

A gombatermesztési alapanyagbdl izolalt torzsek

- homérséklet-, pH- és vizaktivitas-fiiggésének meghatarozasa

- szénforrdshasznositési képességeik felmérése

- termesztett gombakkal szembeni in vitro antagonizmusanak felmérése,

- mezdgazdasdgi gyakorlatban széles korben alkalmazott fungicidekkel
szembeni érzékenységének felmérése,

- extracelluldris enzimek termelésére val6 képességének felmérése.

A klinikai mintdkbdl izolalt torzsek

- hdmérséklet- és pH-fliggésének meghatarozésa,

- szénforrashasznositasi képességeik felmérése,

- extracelluldris enzimek és citotoxikus metabolitok termelésére vald
képességének felmérése,

- orvosi gyakorlatban alkalmazott gombaellenes antibiotikumokkal szembeni
érzékenységének felmérése.

4. Molekularis markerek keresése €s diagnosztikai eljardsok kidolgozdsa a gyakorlati
szempontbdl jelentds Trichoderma fajok/torzsek nyomonkovetése céljabol:
A) Igéretes biokontroll torzsek nyomonkovetésére alkalmas, torzsspecifikus

B)

©

markerek keresése és rajiik épiild monitoring médszerek kidolgozasa.

A laskagomba zoOldpenészes megbetegedését okozd Trichoderma fajok
specifikus kimutatdsdra alkalmas molekuldris diagnosztikai moddszer
kidolgozasa.

A human fertézéseket okozd Trichoderma fajok kimutatdséra, ill. az ezen
fajokon beliil esetlegesen meglévd patogén és nem patogén szubpopuléacidk
elkiilonitésére alkalmas molekularis markerek keresése.



3. A KiSERLETEK KIVITELEZESE

Az izoldtumok réazatott tenyészeteibdl a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével
tisztitottunk 6ssz DNS-t. A PCR-ek soran amplifik4lt DNS-t GenElute™ PCR Clean-Up Kit
(Sigma) segitségével tisztitottuk. Az amplifikalt és tisztitott DNS automatikus szekvencia-
meghatarozasat kiilsd szolgaltatisok (MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont; ill. Macrogen,
Szoul, Dél-Korea) igénybevételével végeztiik.

Az UP-PCR (Universally Primed PCR) kisérleteket az AA2M2, AS15inv, 3-2 (Bulat és
mtsai. 2000), valamint az L15/AS19 és 145 (Liibeck és mtsai. 1999) inditészekvencidk
(primerek) segitségével végeztiik, 30 ciklusos polimeraz lancreakcidban (PCR; denaturacio:
92°C, 50s, annealing: 55,7°C, 80s, extenzid: 72°C, 60s). A kivélasztott biokontroll T.
harzianum torzsre specifikus fragmenteket TOPO vektorba (Invitrogen) klonoztuk, majd
szekvencidjuk meghatarozasat kovetden osszesen 14 db, 50% koriili GC-tartalmu, 57-59 °C
kozotti  szdmitott Ty-értékli  SCAR  (Sequence Characterized Amplified Regions)
inditészekvenciat terveztiink (1. tdblazat). Az egyes specifikus UP-PCR fragmentekre
tervezett forward és reverz SCAR-inditészekvencidk kiilonb6z6 kombinécidit 35 ciklusos
PCR-ben (denaturacid: 94°C, 10s, annealing és extenzid: 67°C, 35s) teszteltiik.

A laskapatogén Trichoderma fajok kimutatisira alkalmazhat6 specifikus
inditészekvencidkat (1. tdblazat) a nemzetség Lixii/Catoptron kladjaba tartoz6 fajok tefl
génszekvencidinak illesztése alapjan terveztiik.

A kutatomunka sordn alkalmazott tovabbi fontosabb médszerekrdl nyujt attekintést a 2.
tablazat.

4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
4.1. Trichoderma tirzsek izoldldsa és azonositdsa, biodiverzitasuk felmérése

Munkédnk sordn Osszesen 400 Trichoderma torzset gyujtottiink kiilonb6zo
élohelyekrol. A 3. tabldzat az izoldtumok fajok kozotti megoszlasit mutatja a
tanulmanyozott éléhelyeken, a Trichoderma nemzetségre jelenleg elfogadott taxondmiai
tagolds szerint (Druzhinina és Kubicek, 2005). A tablazatbdl kitlinik, hogy a kiilonb6z0
élohelyeken mas-mas Trichoderma fajok domindlnak (buzafold és rizsfold: T. harzianum és
T. virens; csiperkekomposzt: 7. aggressivum; laskagomba termesztésére alkalmazott
alapanyag: T. pleurotum; klinikai mintdk: 7. longibrachiatum), egyes Trichoderma tajokat
pedig csak bizonyos él6helyeken sikeriilt kimutatni (csak buzafoldon: T. oblongisporum, T.
rossicum, T. spirale; csak rizsfoldon: 7. hamatum; csak csiperkekomposztban: T.
aggressivum; csak laskagomba termesztésére alkalmazott alapanyagban: 7. pleurotum; csak
klinikai mintdkban: Hypocrea orientalis).

A Trichoderma nemzetség legnagyobb biodiverzitdsat (11 faj) a buzafoldrol
szarmazo6 mintakban, mig a legkiseb biodiverzitdst (3 faj) a klinikai mintdkban tapasztaltuk.
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1. tablazat. A kisérleti munka soran tervezett inditészekvencidk (primerek)

Cél Név Hossz (bp) Szekvencia Tm (°C)
Biokontroll 7. harzianum torzs specifikus 15invFL1 22 5’...CTGTGCTCCAATTGATCGACGA...3’ 57,21
nyomonkovetése 15invF2 22 5...TTGCTGGCGAATCGGAGGATAC...3’ 58,58
15invRL1 26 5’...GACAACTTGAAGGTAGACGAATCGTC...3” 57,67
15invFS1 23 5’...GCTTCAGTCGTATCAACCTTGGT...3’ 56,93
15invRS1 22 5’..GTGTGATGTGCAAATCGGCAAG...3’ 57,50
AA2M2FL1 22 5’...GCCGGAGACTTACCTGAACCAT...?’ 58,17
AA2M2RL1 24 5’...AACTCGCGAGGCAACTTTATTCAG...3’ 57,91
AA2M2FS1 24 5’..ACCATCATCGGGTCGTTATTAAGC...3’ 57,00
AA2M2RS1 23 5’...CGTGCTGTCTAAAGTCTACGACC...3’ 57,13
M2invFL1 21 5’...CCGAACATTGCACGCAGTTCT...3’ 58,41
M2invF2 22 5’...CGGTAAGAACCGAACATTGCAC...3’ 58,93
M2invRL1 22 5’...GCACCACTATGGGCCTCTAACT...3’ 57,89
M2invES1 25 5’...GTCAAATAGCCACTTGGACATGTCA...3’ 57,39
M2invRS1 22 5’...GCCGTCAAATTACACACGCATC...3’ 57,33
Laskapatogén Trichoderma fajok specifikus FPforwl 22 5’...CACATTCAATTGTGCCCGACGA...3’ 58,22
kimutatasa FPrevl 20 5°..ACCTGTTAGCACCAGCTCGC...3’ 59,21
PSrevl 22 5’...GCGACACAGAGCACGTTGAATC...3’ 58,89




2. tablazat. A kutatomunka soran alkalmazott fontosabb modszerek

Moédszer megnevezése

Modszer részletes ismertetése

Trichoderma torzsek izolalasa szelektiv Rose Bengal
taptalajon

ITS régié amplifikédlasa az ITS1 és ITS4 primerekkel
ITS-szekvencidk elemzése a TrichOkey 2.0 szoftverrel
a tefl gén 4. és 5. intronjat tartalmazo fragment
amplifikdldsa EF1-728F és TEF1-LLErev primerekkel

a chil8-5 endokitindz gén (kordban ech42) egy 0.4 kb
méretll fragmentjének amplifikdldsa

A call kalmodulin gén egy fragmentjének amplifikaldsa
CAL-228F és CAL-737R primerekkel

A tefl, chil8-5 és call szekvencidk elemzése az NCBI
nukleotid-nukleotid BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) és
a TrichoBLAST (www.isth.info) szoftverek segitségével
DNS-szekvencidk illesztése €s filogenetikai torzsfak
készitése a CLUSTAL X 1.83 szoftverrel
[zoenzim-analizis celluldz acetét elektroforézissel

Tavolsagi matrix és dendrogrammok készitése az
1izoenzim-adatokbdl a PHYLIP (v.3.57¢)
programcsomag segitségével

Izoenzim mintdzatok és ITS szekvencia-adatok egyiittes
elemzése a MrBayes (v.3.1) szoftverrel

Regresszids fa-analizis

A Trichoderma aggressivum fajra specifikus PCR Th-F
és Th-R primerekkel

A mitokondridlis DNS restrikciés fragmenthossz-
polimorfizmuséanak vizsgélata BsuRI és Hin6l
enzimekkel

Enzimtermelés-vizsgalatok kromogén paranitrofenil- és
paranitroanilid szubsztratokkal

Gélsziiréses Sephadex oszlopkromatografia

Antibiotikum-szekréciés vizsgalatok
In vitro antagonizmus-vizsgalatok

A biokontroll index meghatarozasa képanalizisen
alapulé médszerrel

Trichoderma izolatumok biokontroll képességének
felmérése illékony metabolitok hatdsdnak vizsgélata, a
szkleréciumok életképességére gyakorolt hatds
vizsgdlata, hiperparazitizmus-tesztek €s tiveghazi
kisérletek ttjan

A homérséklet Trichoderma torzsekre gyakorolt
hatdsdnak vizsgdlata

Szekeres 2006

White és mtsai. 1990
Druzhinina és mtsai. 2005
Hatvani és mtsai. 2007a

Jaklitsch és mtsai. 2006
Chaverri és mtsai. 2003

Altschul és mtsai. 1990;
Kopchinskiy és mtsai. 2005

Thompson és mtsai. 1997

Hebert és Beaton, 1993;
Szekeres és mtsai. 2006a
Felsenstein 1995

Ronquist €s Huelsenbeck, 2003

Szekeres 2006
Chen és mtsai. 1999

Varga és mtsai. 1993; Antal és
mtsai. 2006b

Szekeres 2006; Kredics €s mtsai.
2008a

Antal és mtsai. 2001; Szekeres
2006

Szekeres 2006

Szekeres és mtsai. 2006b;
Komon-Zelazowska és mtsai.
2007

Szekeres és mtsai. 2006b

Naeimi és mtsai. 2008b,c

Antal és mtsai. 2000




2. tablazat —folytatas

Modszer megnevezése Modszer részletes ismertetése
A vizviszonyok Trichoderma torzsekre gyakorolt Kredics és mtsai. 2000, 2004a
hatdsanak vizsgdlata

A pH Trichoderma torzsekre gyakorolt hatdsanak Kredics és mtsai. 2004a
vizsgélata

Trichoderma torzsek mezdgazdasagi gyakorlatban Hatvani 2008

sz€les korben alkalmazott antifungalis szerekkel
szembeni érzékenységének vizsgalata

Szén- és nitrogénforrdsok felhaszndlasdnak vizsgélata Antal és mtsai. 2005; Komon-
Zelazowska és mtsai. 2007

Egyes enzimrendszerek termelésében csokkent Hatvani 2008

képességli mutans Trichoderma torzsek eldéllitasa UV-

mutagenezissel

Trichoderma torzsek klinikai gyakorlatban alkalmazott ~ D6czi €s mtsai. 2004
antimikotikumokkal szembeni érzékenységének meg-

hatdrozéasa a fonalasgombakra moédositott E-teszt

modszerével

Trichoderma torzsek toxikoldgiai vizsgalata szemi- Andersson és mtsai. 1997
kvantitativ spermatoxicitdsi teszt segitségével

4.1.1. Biiza, illetve rizs termesztésébe bevont mezogazdasdgi teriiletekrdl izoldlt torzsek
azonositdsa, biodiverzitasuk felmérése

Széaztizenhat Trichoderma torzset izoldltunk 5 dél-magyarorszagi mezdgazdasagi
teriilet 18 mintavételi helyérdl. Az izolalas kozvetleniil a téli buza novények gyokerérol
tortént. A torzsek azonositdsa az ITS régié6 TrichOkey 2.0 programmal torténd
szekvenciaelemzésével, valamint cellul6z-acetit elektroforézissel végzett izoenzim-
analizissel tortént. A teljes, 116 torzsre kiterjedd izoenzim-analizist 6t kivalasztott enzim (6-
foszfogliikkonat-dehidrogendz, gliikk6z-6-foszfat-dehidrogendz, gliik6z-6-foszfat-izomeraz,
peptiddaz B és foszfoglilkomutdz) mintdzatainak vizsgélatdval végeztiik, melynek sordn 26
elektroforetikus tipusba tartozé 38 elektromorfot regisztrdltunk. A torzsek fajok szerinti
eloszlasat mutatja a 3. tdblazat. Az ITS szekvencidk elemzése sordn a Longibrachiatum
szekcidba tartozo6 5 jol elkiiloniild 7. longibrachiatum torzset hasznaltuk kiilcsoportként. A
41 T. harzianum-nak bizonyult torzs 4 mar leirt ITS-genotipust, és 4 Gjonnan azonositott,
magyarorszagi genotipust képviselt. Hiarom izoldtum egy korhaddé fatonkrél Kanaddban
izolélt Trichoderma torzzsel, a Trichoderma sp. DAOM 175924 izolaitummal mutatott
hasonlésagot. Ezek a torzseket késobb a laskagomba termesztésében problémat okozd T.
pleuroticola faj (1asd 4.1.2. szakasz) képviseldinek bizonyultak. Az 4ltalunk izolélt 7. virens
torzsek (31) a filogenetikai elemzések alapjan 4 genotipusba sorolhaték, melybdl egy azonos
az extipusssal, harom pedig 4j genotipusnak bizonyult. A 7. atroviride izolatumok (9) az
elfogadott extipus ikerdgaként jelentek meg. Harom izolaitum a 7. oblongisporum fajhoz,
négy a T. brevicompactum fajhoz, egy izolatum a T. spirale fajhoz, mig 6t izoldtum két
genotipussal a 7. rossicum fajhoz tartozott. Az eddig leirt fajoktol teljesen elkiiloniilve,
viszonylag nagy filogenetikai tdvolsadggal helyezkedett el 14 izoldtum, melybdl 9 a Rufa
kladhoz, 5 pedig a Stromatica kladhoz tartozott. Ezek az izolatumok valdsziniileg 5 dj faj
képviseldi. A T. rossicum, T. spirale, T. brevicompactum és T. oblongisporum fajok
magyarorszagi el6forduldsardl elséként tuddsitottunk (Szekeres és mtsai. 2005b, ¢, 2006c).
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3. tablazat. A kiilonbo6z6 élohelyekrdl izolalt Trichoderma torzsek fajok kozotti megoszlasa

Szekcio Klad Faj Izolalt torzsek szama (db)
Buzafold Rizsfold Csiperke - Laska - Klinikai & 0cen
komposzt szubsztratum mintak

Longibrachiatum T. longibrachiatum 5 0 3 1 12 21
H. orientalis 0 0 0 0 3 3

T. ghanense 0 0 1 0 0 1

Trichoderma Rufa T. atroviride 9 11 8 1 0 29
Trichoderma sp. 9 0 0 0 0 9

Pachybasium A T. hamatum 0 3 0 0 0 3

T. asperellum 0 1 3 1 0 5

Pachybasium B Lixii/catoptron T. harzianum 41 116 3 0 1 161
T. aggressivum 0 0 17 0 0 17

T. pleuroticola 3 0 0 1 0 4

T. pleurotum 0 0 0 27 0 27

Virens T. virens 31 70 0 0 0 101

Semiorbis T. oblongisporum 3 0 0 0 0 3

Stromatica T. rossicum 5 0 0 0 0 5

Lutea T. brevicompactum 4 1 0 0 0 5

Trichoderma sp. 5 0 0 0 0 5

,Lone lineages” T. spirale 1 0 0 0 0 1

Osszesen (db) 116 202 35 31 16 400




Naeimi és mtsai. (2008a) Irdn Mazandaran tartomdnyanak kiilonbozé régioibol,
rizsfoldekrdl 6sszesen 202 Trichoderma torzset izolaltak. A mintavételezés a talajbol, illetve
a rizs filloszférajabol tortént. A rizsfoldekrol izolalt Trichoderma torzsek azonositasat ITS és
tefl szekvencidk elemzésével végeztiik. A torzsek fajok kozotti megoszldsit a 3. tdblazat
mutatja. A leggyakrabban izoldlt fajok a biokontroll szembontbdl is jelentds T. harzianum
(116) és T. virens (70) voltak (Naeimi és mtsai. 2008b). A rizs filloszférdjabol izolélt 34
torzs kozott a T. harzianum domindlt (31), emellett még a 7. virens fordult el (3). Utébbi faj
sokkal gyakoribbnak bizonyult a talajban (67), mint a filloszférdban. A talajmintdkbdl ezen
kiviil még a T. atroviride (11), T. hamatum (3), T. asperellum (1) és T. brevicompactum (1)
fajok képviseldit sikeriilt izoldlni (Naeimi és mtsai. 2008a). A 116 Trichoderma izolatum 14
ITS-genotipust és 12 tefl-genotipust képviselt, mig a 7. virens torzsek (2 ITS-tipus) és a T.
atroviride torzsek (1 genotipus) sokkal homogénebbnek bizonyultak.

4.1.2. Csiperke, illetve laskagomba termesztésére alkalmazott alapanyagokbol izolalt
torzsek azonositdsa, biodiverzitdsuk felmérése

A Trichoderma torzsek biodiverzitisanak és  genetikai  variabilitdsdnak
tanulmanyozasat csiperkekomposztbdl és a laska termesztésére alkalmazott, szalmaalapu
szubsztratumbdl izoldlt 66 Trichoderma torzson végeztik (Hatvani és mtsai. 2007a). Az
izolalt torzsek azonositasat elsd 1épésben a csiperke termesztésében komoly karokat okozo
Trichoderma aggressivum fajra specifikus inditdszekvencidk (Chen és mtsai. 1999)
segitségével végeztiik. Egyes csiperkekomposztbol szarmaz6 mintdkban nagy mennyiségben
kimutathat6 volt a jelentds gazdasdgi karokat okozd ,csiperkevész” tiinetegyiittes
kialakulasaért felel0s Trichoderma aggressivum f. europaeum, a laskagomba termesztésére
alkalmazott szubsztratumbdl izolalt torzsek viszont nem adtak pozitiv jelet a T. aggressivum-
ra specifikus inditészekvencidkkal. Ezt a torzsek ITS-szekvencidinak meghatdrozdsa, majd a
Trichoderma torzsek fajszintli azonositdsara kifejlesztett TrichOkey €s TrichoBLAST
programok alkalmazdsa kovette. A szekvenciaelemzés sordn a mintdkban az aldbbi
Trichoderma fajokat sikeriilt azonositanunk (3. tablazat): T. aggressivum f. europaeum (17),
T. harzianum (3), T. longibrachiatum (4), T. asperellum (4), T. atroviride (9), T. ghanense (1
— az elsd adat ennek a fajnak a hazai el6forduldsardl). A fennmaradé 28, laska termesztésére
alkalmazott szubsztraitumbdl szarmazé izoldtumrdl bebizonyosodott, hogy ezek egy, a T.
harzianum és T. aggressivum fajokkal kozeli rokonsdgban all, de attdl filogenetikailag
egyértelmiien elkiiloniilo, eddig még le nem irt, Gj Trichoderma csoport képviseldi (Hatvani
és mtsai. 2007a). Ez az 1j csoport az ITS-szekvencidk alapjan egy korhadd fatonkrol
Kanaddban izolalt Trichoderma torzzsel, a Trichoderma sp. DAOM 175924 izolatummal
mutat nagyfokud hasonldsiagot. A tefl gén 4. és 5. intronjanak, valamint a chil8-5 gén egy
szakaszdnak szekvenciaanalizise ravilagitott, hogy a csoport két részre bonthat6: 1 izolatum
a szekvenciaadatok alapjan a DAOM 175924 jelli torzzsel azonos fajba tartozik, mig a
fennmaradé 27 torzs attdl filogenetikai szinten elkiiloniil (Komon-Zelazowska és mtsai.
2007). A két csoport képviseléi morfoldgiai jellegeik és elterjedtségiik tekintetében is
kiilonboznek egymdstol. A DAOM 175924 torzsnek megfelelo, T. harzianum-szeri
morfol6giat mutatd faj a GenBank adatbazisdban végzett homoldgiakeresések alapjan széles
korben elterjedt a természetben, képviseldi kanadai, irdni, kinai, indiai, 4j-zélandi és eurépai
talajokban egyarant el6fordulnak, hazdnkban is sikeriilt megtaldlnunk az &szi buiza
rizoszférajabol szarmazd mintdkban (1d. 4.1.1. szakasz). A masik, 27 Trichoderma torzs éltal
képviselt faj izoldtumai viszont Gliocladium-szerii morfol6gidt mutatnak, és eddig csak a
laskagomba termesztésére alkalmazott szubsztratumbdl sikeriilt izoldlni Oket, természetbeli
eléfordulasukrol egyelére nincs adat. A két 4j fajra a T. fulvidum és T. pleurotophilum



elnevezéseket javasoltuk. Részletes jellemzésiik soran bebizonyosodott, hogy az éltalunk 7.
Sfulvidum és T. pleurotophilum néven javasolt fajok megegyeznek a koreai kutatok ltal 7.
pleuroticola és T. pleurotum néven leirt fajokkal (Park és mtsai. 2006). Sziikségessé valt
azonban az Uj fajok lefrdsdnak a nemzetkdzi tudomédnyos igények figyelembe vételével
torténd pontositdsa, a koreai kutatok ugyanis a tipustorzseket nem helyezték letétbe
nemzetkozi torzsgytijteményekben, a DNS-szekvencidkat pedig nem toltotték fel nemzetkozi
adatbazisokba. Osztrdk-magyar egyiittmiikodés keretében elvégeztiikk a két faj részletes
morfoldgiai, molekuldris és fiziologiai jellemzését. A morfoldgiai fajleirast alatdmasztottuk
az ITS, tefl és chil8-5 lokuszok szekvencidinak filogenetikai elemzésével, mely igazolta,
hogy a laskagomba zdldpenészes fertdzését el6idézd T. pleuroticola és T. pleurotum valoban
két, egymdstdl egyértelmiien kiilonbozd filogenetikai faj. A két dj faj ITS 1 és 2-
szekvencidkon alapul6 azonositdsara alkalmas DNS-vonalkodok bekeriiltek a www.isth.info
internetes honlapon elérhetd, Hypocrea/Trichoderma torzsek azonositidsdra szolgald
TrichOkey 2.0 programba (Komon-Zelazowska és mtsai. 2007). Torzsgyiijteményben
elhelyeztiik az 1j fajok altalunk kivalasztott tipustorzseit, a 7. pleuroticola tipustorzse a
DAOM 175924-es izoldtum, a T. pleurotum tipustorzse pedig egyik hazai izoldtumunk lett.

Meg kell emliteni, hogy mig a buza rizoszférdjanak Trichoderma-kozosségeiben a T.
harzianum bizonyult a domindns fajnak (ldsd 4.1.1. szakasz), addig a laskagomba
termesztésére alkalmazott, hokezelt, atszovetett buizaszalma-alapi szubsztratumbdl nem
sikeriilt 7. harzianum torzseket izoldlnunk. A szubsztridtum hdékezelését kozvetleniil kovetd
mintavételezéseink sordn egyszer sem sikeriilt Trichoderma torzseket izoldlni. A fentiek arra
engednek kovetkeztetni, hogy a laskapatogén fajok termesztési rendszerbe jutdsa nem a
blizaszalma tutjan torténik, hanem a fert6zés feltehetden a termesztéhelységekben éri a mar
hokezelt, atszovetett termesztozsakokat.

Megallapitottuk, hogy a hazai csiperketermesztésben a leggyakrabban eléfordulé és a
z0ldpenész tiinetegylittes kialakitasdért felelds Trichoderma faj nem mds, mint a Nyugat-
Eurépaban a 80-as évek kozepe ota ismert 7. aggressivum f. europaeum (Hatvani és mtsai.
2007a). A torzsek biodiverzitdsanak ITS-szekvencidkon és mtDNS RFLP-analizisen alapul6
vizsgalata sordn az is bebizonyosodott, hogy a hazai izolatumok genetikailag megegyeznek
az elsd, frorszagi jarvany korokozojaval. Igazoltuk tehat, hogy a Nyugat-Eurdpai
csiperkevész korokozdja érte el Magyarorszagot. A kartevd Trichoderma faj hazai
populécidi genetikailag homogénnek bizonyultak, kiilonbségeket az izoldtumok kozott csak
egy altalunk felfedezett, 5 kilobazis nagysagu, mitokondridlis lokalizaciéja, kétszala DNS-
plazmid jelenlétében, ill. hidnydban tapasztaltunk (Antal és mtsai. 2006a). A hazai
laskatermesztésben ezzel szemben a T. pleurotum-ként leirt, 4j Trichoderma faj felelos a
z0ldpenész-probléma kialakuldsaért. Eredményeink alapjan a kétféle termesztett gombét
tdmado, kartevd Trichodermdk erOsen specializalédtak a gazdaszervezetre és a termesztési
koriilményekre, kevert megjelenésiik még akkor sem fordul eld, ha egy termesztOhelyen
csiperke- és laskatermesztés egyarant folyik (Hatvani és mtsai. 2007a).

4.1.3. Klinikai mintdkbol izoldlt torzsek azonositdsa, biodiverzitasuk felmérése

Nemzetkozi torzsgyljteményekbdl oOsszesen 13, a Szegedi Tudomanyegyetem
Klinikdjarol pedig tovabbi 3 klinikai Trichoderma izoldtumot szereztiink be. A legtobb
klinikai mintdbdl izolélt Trichoderma torzset eredetileg morfoldgiai jellegeik alapjan
hatdroztdk meg, azonban a torzsek azonositdsdhoz és rendszertani besoroldsahoz
megbizhatobb eredményt szolgaltatnak a molekuldris biolégiai mddszerek. Az ITS 1 és 2
szekvencidk TrichOkey 2.0 programmal torténd elemzését elvégezve megdllapitottuk, hogy
0sszesen hét, morfologiai bélyegeik alapjan eredetileg 7. citrinoviride-nek (1), T. koningii-
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nek (1), T. pseudokoningii-nek (2), illetve T. viride-nek (3) meghatarozott izolditum a T.
longibrachiatum/Hypocrea  orientalis  fajok  valamelyikének  képviseldje,  tehat
reidentifikdlasra szorul (Kredics és mtsai. 2003c). Mivel ez a két faj az ITS-régid
szekvenciaelemzésével nem elkiilonitheto, elvégeztiik a vizsgalt klinikai izolatumok tefl-
szekvenciaelemzését. Eredményeink alapjan a 16 klinikai Trichoderma izolatum tobbsége
(12) a T. longibrachiatum faj képviseldje, mig harom torzs a kozeli rokon H. orientalis faj
képviseldjének, egy tovabbi torzs pedig 7. harzianum-nak bizonyult. A T. longibrachiatum-
ot egy hazai, szinuszitiszes betegbdl, a kozeli rokon H. orientalis-t pedig két hazai,
leukémids betegbdl szarmazé mintabdl sikeriilt azonositani (Kredics és mtsai. 2006). Ezek az
els6 adatok a Hypocrea/Trichoderma nemzetség klinikai mintdkban torténd el6forduldsardl
Magyarorszdgon. Meg kell jegyezni, hogy a SZTE AOK Klinikai Mikrobiolgiai és
Diagnosztikai Intézetében a klinikai mintdk fonalasgombdkra torténd feldolgozasit olyan
kollégand végzi, aki kordbban kutatécsoportunkban a Trichoderma nemzetség vizsgalataval
foglalkozott, ami nagyban segitette az izolatumok felismerését. Feltételezhetd, hogy a
Hypocrea/Trichoderma nemzetség képvisel6i mds intézményekben is eléfordulnak klinikai
mintdkban, csak — mivel a nemzetség klinikai jelent6sége kevésbé kozismert — esetleg
kontamindcidnak tekintik Oket.

Osszehasonlité populdciégenetikai elemzést végeztiink a klinikai 7. longibrachiatum
és H. orientalis izolatumok, valamint kornyezeti mintdkbdol, gombatermesztési
alapanyagokbdl és épiiletek falardl izolalt 7. longibrachiatum, illetve talajmintdkbdl izolalt
H. orientalis torzsek bevondsaval (Druzhinina és mtsai. 2008), melynek sordn az ITS és ref]
markerek mellett a call és chitl8-5 gének egy-egy szakaszdt is vizsgaltuk. Az elemzések
soran bebizonyosodott, hogy a T. longibrachiatum és H. orientalis egymastdl reprodukcids
szempontbdl izoldlédott, igy a két faj a kordbbi nézetekkel (Samuels és mtsai. 1998)
ellentétben nem tekinthetd egymds teleomorf-anamorf parjanak. A T. longibrachiatum faj
sz€les korben elterjedt, de a talajbdl izolalt Trichoderma kozosségeknek csak viszonylag kis
gyakorisdgi komponense (lasd 4.1.1. szakasz). Ezzel ellentétben zart éléhelyeken, pl.
vizkarosult épiiletekben (Thrane és mtsai. 2001), vagy gombatermesztd helységekben (1asd
4.1.2. szakasz) nagyobb gyakorisaggal fordul elé. Erdekesség, hogy a T. longibrachiatum
fajt a Tatarsztdn Koztarsasdgban egy vaskori kripta régészeti feltdrasakor vett mintdkbdl is
sikeriilt izoldlni, ami arra utalhat, hogy a faj szdmara él0helyként a mélyebb talajrétegek
kedvezdbbek lehetnek (Druzhinina és mtsai. 2008). A populdciogenetikai vizsgalatok
eredményeként megallapithatd, hogy mig a T. longibrachiatum szigordan klondlis imperfekt
faj, addig a genetikailag kozeli rokonsagban all6, klinikai szempontbdl szintén jelentds H.
orientalis-t szexudlis rekombindcion alapul6 reprodukcids stratégia jellemezi (Druzhinina és
mtsai. 2008).

A klinikai mintdbdl szdrmazo, illetve a talajbol izolélt T. longibrachiatum és H.
orientalis torzsek esetében eldallitott mtDNS RFLP-mint4zatok kiilonb6zdségeinek alapjan a
klinikai torzsek 5, a talajizolatumok pedig négy mtDNS-tipusba voltak sorolhaték (Antal és
mtsai. 2006b). Bar azonos méretli fragmentek megfigyelhetok voltak a klinikai és a talajbol
szarmazé torzsek mintdiban, teljesen egyezd mintdzatot nem taldltunk. Ezen eredmények
alapjan a T. longibrachiatum és H. orientalis fajokon beliil is nagyfokd polimorfizmus
jellemzi az izolatumokat mtDNS-szinten. Az emésztett mtDNS-fragmentjeinek
méretmeghatdrozdsa alapjan a klinikai és a szaprofita 7. longibrachiatum és H. orientalis
torzsek mtDNS-e a 34,9 és 39,5 kbp kozotti tartomanyba esik (Antal és mtsai. 2006b). A
mtDNS RFLP vizsgalata az ITS szekvenidk elemzésénél jobb felbontdst eredményezett, €s a
megfigyelt mintazatok 3 7. longibrachiatum és 1 H. orientalis csoport elkiilonitését tették
lehetové a dendrogrammon.

Az altalunk vizsgalt klinikai illetve szaprofita 7. longibrachiatum és H. orientalis
torzsek minden esetben mentesnek bizonyultak dsRNS-molekuldk és extrakromoszémalis
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dsDNS-plazmidok jelenlététél. Mivel a magas tenyésztési homérséklet ezen
extrakromoszomadlis genetikai elemek jelenlétére és stabilitdsara gyakorolt negativ hataséarol
mar mas fonalasgombanemzetségek esetében is beszdmoltak, igy valdszinlleg a T.
longibrachiatum fajra jellemzd, magasabb hdmérsékleti optimumon valé novekedés
magyardzhatja ezen extrakromoszémaélis elemek hidnyat a vizsgélatba bevont szaprofita és
klinikai 7. longibrachiatum és H. orientalis torzsek esetében (Antal és mtsai. 2004).

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a klinikai mintdkbdl izolalt torzsek dontd
tobbsége a Trichoderma nemzetség Longibrachiatum szekcidjdba, azon belil is a T.
longibrachiatum fajba tartozik, a mds szekcioba tartozé fajok eléforduldsardl szo6l6
tuddsitdsok a morfoldgiai azonositds nehézségeibdl adéddan a legtobb esetben pontatlanok
voltak. Ennek megfeleléen a klinikai gyakorlatban nagyobb figyelmet érdemel a T.
longibrachiatum faj, mint potencidlis opportunista kérokozo.

4.2. Kiilonbozo élohelyekrdl szarmazo Trichoderma torzsek okofiziologiai és enzimologiai
jellemzése

4.2.1. Mezdgazdasagi teriiletekrol izoldlt torzsek okofiziologiai és enzimologiai jellemzése

Az oOkofiziolégiai tanulmdnyok sordn a téli buza gyokerérél szarmazd torzsek
extracellularis enzimtermelését, antibiotikum-termelését és biokontroll tulajdonsigait
vizsgaltuk (Szekeres és mtsai. 2004b). Az extracelluldris kimoelasztdz-, tripszin- és
kimotripszin-tipust protedz, Leu-aminopeptiddz (Szekeres és mtsai. 2006d), B-1,4-N-acetil-
gliik6zaminiddz, B-glikkoziddz, P-galaktozidaz, B-xiloziddz és cellobiohidroldz enzimek
konstitutiv aktivitasait mértilkk a torzsek fermentleveinek feliillusz6ibol, mivel ezek az
enzimek fontos szerepet jatszanak mind a kompeticid, mind a mikoparazitizmus
folyamataiban. Jellemeztiik az enzimek szekrécidjanak eloszlasat a vizsgalt populédcidban, és
statisztikai modszerekkel vizsgaltuk az esetleges kapcsolatokat az egyes enzimek
termelddése kozott. Magas enzimszekrécioval jellemezhetd torzsek minden vizsgélt enzim
esetében eldfordultak, de az esetek nagy részében nem volt kimutathaté szignifikdns
korrelacié az egyes enzimek szekrécidja kozott. Az egyes taxondmiai csoportok és a termelt
enzimek szintje kozotti kapcsolatok tanulmanyozédsa sordn sem taldltunk kimutathat6
statisztikai Osszefiiggéseket (Szekeres et al. 2005b). Az izolatumok koziil 17 torzs bizonyult
antibiotikum-termel6nek, a termelt vegyiiletek Gram-pozitiv baktériumokkal szemben
mutattak jelentds bioldgiai aktivitast. A fajok és az antibiotikumok termelése kozott erds
Osszefiiggés mutatkozott, az antibiotikumot termel6 izoldtumok ugyanis egy T. harzianum
torzs kivételével a T. virens fajhoz tartoztak (Szekeres és mtsai. 2005d). A torzsek
biokontroll képességeinek meghatidrozdsa céljabol kidolgoztunk egy 1j, az in vitro
antagonizmus-tesztek képanalizisén alapulé modszert, mely lehetdséget teremt a jovOben
fonalasgomba-torzsek biokontroll tulajdonsdgainak mennyiségi kiértékelésére megfeleld
szabvanyositott koriilmények kozott (Szekeres és mtsai. 2005a, 2006b). Ennek révén a
kiilonbozd helyszineken elvégzett tesztek eredményei Osszehasonlithatovd, Osszevethetové
valnak, lehet0ség nyilik az egyes izoldtumok rangsoroldsdra antagonista tulajdonsdgaik
alapjan, mely egy relativ Biokontroll Index (BCI) értékkel jellemezhetd. A BCI-értékeket 6
valtozonak, az extracelluldris enzimaktivitdsi adatokat magyardz6 valtozonak tekintve
regresszids fa-analizissel vizsgdltuk a kapcsolatokat az egyes enzimek termelésének
jellemzdi és a biokontroll képesség kozott (Szekeres €s mtsai. 2005b). Megéllapitottuk, hogy
mind a mikoparazitizmusban szerepet jatszd, mind a kompeticiés enzimek aktivitdsai
befolydsoltdk az in vitro antagonizmus eredményességét, de azt, hogy mely enzimek
jatszanak igazan fontos szerepet a folyamatban, az alkalmazott tipkozeg is nagymértékben
befolyasolja.
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Az iréni rizsfoldekrdl szarmazo Trichoderma izolatumok biokontroll képességeinek
felmérése in vitro konfrontacids tesztek, illékony metabolitok hatdsdnak vizsgélata,
szkler6ciumok életképességére gyakorolt hatds vizsgélata, hifakapcsolatok vizsgdlata
(hiperparazitizmus-teszt) és iveghdzi kisérletek utjan tortént (Naeimi és mtsai. 2008b). A
tesztekben 6 izolatum, koztik 5 7. harzianum és 1 T. virens mutatta a legkivalobb
biokontroll képességeket. A biodiverzitas-vizsgélatok (lasd 4.1.1. szakasz) sordn az 5 T.
harzianum izoldtum koziil 4 azonos ITS- és refl-genotipusba tartozénak bizonyult. Mivel
ezek az izoldtumok ugyanabbdl a talajmintdbol szarmaznak, minden jel arra utal, hogy
ugyannak a torzsnek a képviseldi. A 4 izolatum egy 1j, eddig még nem ismert ITS-
genotipust képvisel, mely a kivalo biokontroll képesség indikatora lehet.

4.2.2. Gombatermesztési alapanyagbol izolalt torzsek okofiziologiai és enzimologiai
Jellemzése

Tanulmanyoztuk  kornyezeti  tényezOk  (hOmérséklet, pH,  vizaktivitas)
micéliumnodvekedésre gyakorolt hatdsat szintetikus minimadl- és laskakivonatot tartalmazo
taptalajokon, Osszehasonlitva a laskakértevd fajokat a 7. aggressivum f. aggressivum, T.
aggressivum f. europaeum és T. harzianum fajok képviseldivel (Kredics és mtsai. 2009a). A
T. pleurotum a T. aggressivum izoldtumokhoz hasonléan sziikkebb homérsékleti
tartomanyban (15-30°C) volt képes novekedni, mint a 7. pleuroticola és T. harzianum
torzsek (10-35°C). Eredményeink alapjdn az atszovetési szakasz utdni fazisra 15°C és 18°C
kozotti homérsékleti érték fenntartdsa javasolhaté a zoldpenész-fertdzés kialakuldsanak és
terjedésének megeldzése céljabol. A Trichoderma torzsek micéliumnovekedésének a savas
és neutrdlis (pH 5-7) koriilmények kedveztek. Ezek alapjan a termesztési alapanyag pH-
janak 8-9 kozotti értékre torténd bedllitasa lassithatja a Trichoderma ndvekedését, melynek
eredményeként mérséklodhet a fertdzés terjedése. A vizaktivitas hatdsanak vizsgalata sordn a
torzsek nagyobb telepeket képeztek a laskakivonatos tdptalajon, novekedési ratdjuk pedig
csokkent a vizaktivitdas csokkenésével. A Trichoderma torzsek novekedésének a magasabb
vizaktivitas-értékek kedveztek (Kredics és mtsai. 2009a).

Felmértilk a zoldpenészt okozd Trichodermdk érzékenységét a mezdgazdasagi
gyakorlatban széles korben alkalmazott antifungdlis szerekkel szemben. Az eredmények
alapjan a karbendazim, a benomil és a proklordz alkalmazhat6 lehet a zoldpenész elleni
védekezésre (Hatvani 2008). A kiilonbozd szénforrdsok felhaszndldsdinak BIOLOG
modszerrel torténd vizsgélata kimutatta, hogy a T. pleurotum bizonyos szénforrasokat nem
képes hasznositani, igy ez a faj feltehetleg erdsebben specializdlédott a laskatermesztés
koriilményeire (Komon-Zelazowska és mtsai. 2007). Az in vitro antagonizmus-vizsgélatok
eredményei alapjan a két Uj faj a csiperkét a T. aggressivum-hoz hasonléan képes
antagonizalni, ezért - bar csiperkén torténo kartételérdl nincs adat — a 7. aggressivum-hoz
hasonlé  szénforrdshasznositdsi ~ spektrummal  rendelkez6 7.  pleuroticola  a
csiperketermesztésre is potencidlis veszélyt jelenthet (Komon-Zelazowska és mtsai. 2007).
Az in vitro antagonizmus-vizsgdlatok eredményeit felhaszndlva megkezdtiik egy, a Szekeres
és mtsai. (2006b) 4ltal kidolgozott, képanalizisen alapulé moédszerhez hasonld eljarés
kidolgozasat a gombakartevd Trichoderma torzsek agresszivitdsi fokanak kvantitativ
meghatarozasara.

Mig a T. pleurotum-ot eddig csak laskatermesztésbdl sikeriilt izoldlni, addig a T.
pleuroticola kornyezeti mintdkban (talaj, fa) torténd eléforduldsarél szdmos adat 4ll
rendelkezésre a vilag kiilonb6zo részeirdl. Ezek alapjan is feltételezhetéen a T. pleuroticola
jelenti a siilyosabb fenyegetést a gombatermesztésre. Erdekesség, hogy ezt a
penészgombafajt Uj-Zélandon bioldégiai védekezésre alkalmazzak az Armillaria novae-
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zealandiae és A. limonea novénypatogén gombdk ellen, kivi és fenyd védelmében (Dodd és
mtsai. 2000). Az alkalmazott ,HEND” jelli torzset annak idején T. harzianum-ként
azonositottdk, és csak munkdnk kapcsdn deriilt ki, hogy valdjaban egy olyan j
Trichoderma faj képviseldjérdl van sz, amelynek novényvédelmi célokra torténd
alkalmazédsa katasztrofalis kovetkezményekkel jarhat, ha az alkalmazdsi teriilet
kozelében laskagombat termesztenek. Trichoderma torzseken alapulé bioldgiai
védekezési  eljardsok  kifejlesztésekor ezért elengedhetetlen a  széleskorl
kockdzatbecslés, melynek feltétele a felhaszndlni kivant torzsek molekuldris
modszerekkel torténd pontos, fajszintli azonositasa. A T. pleuroticola fajt hazankban is
sikeriilt kimutatni buzafoldekrdl szdrmazo talajmintdkban, bar ezen az él6helyen nem
tartozik a gyakori Trichoderma fajok kozé (3. tablazat). Erdekesség viszont, hogy mig az
olaszorszdgi laskafarmokon a 7. pleuroticola domindl, addig a magyarorszagi
laskatermeszt6 tizemekbdl szarmaz6 izoldtumok tobbsége a T. pleurotum fajba sorolhato.

Enzimoldgiai vizsgalataink sordn extracellularis enzimek termelését vizsgaltuk nem-
induktiv (minimdl tdpoldat) és induktiv (laskakivonatot, szalmakivonatot, ill. ezek
kombindcigjat tartalmazé tdpoldatok) koriilmények kozott (Kredics és mtsai. 2008a).
Jelentds eltérést tapasztaltunk a két laskakartevd faj proteolitikus enzimeinek aktivitdsdban.
A T. pleurotum proteolitikus rendszerét nagymértékben indukdlta a laskatermesztés
alapanyagként alkalmazott szalma kivonata, mig a 7. pleuroticola proteazait a laskakivonat
jelenléte indukalta, nem pedig a szalmakivonat. Tovéabbi érdekesség, hogy ellentétben a T.
aggressivum fajjal, az tUjonnan leirt laskakartevd fajok esetében nem tapasztalhato
konstitutiv N-acetil-glilkozaminidaz aktivitds. Eredményeink arra utalnak, hogy a két, kozeli
rokon laskakartevé faj szamos ponton eltérd enzimatikus stratégiat alkalmaz a
laskatermesztésben fenndll6 koriilményekhez torténd alkalmazkodds céljara (Kredics és
mtsai. 2008a).

Az egyes enzimrendszerek termelésében csokkent képességli mutdns torzseket
allitottunk elé6 UV-mutagenezissel, és in vitro antagonizmus-vizsgalatokat végeztiink a vad
tipusu és mutans Trichoderma torzsekkel az egyes enzimek fertdzési folyamatban betoltott
szerepének tisztdzasa céljabol. A protedz, lipaz, kitindz és glukandz enzimrendszerekben
deficiens 7. pleurotum mutdnsok laskdval szemben jelentOsen csokkent antagonista
képességgel rendelkeztek (Hatvani és mtsai. 2009).

4.2.3. Klinikai mintdkbol izoldlt torzsek okofiziologiai és enzimologiai jellemzése

A kornyezet é16 és élettelen elemei koziil tanulmanyoztuk a hémérséklet és a pH
kiillonbozo értékeinek klinikai 7. longibrachiatum torzsek életmiikddéseire gyakorolt hatdsat,
elvégeztik a torzsek szén- és nitrogénforras-hasznositdsi spektrumédnak, valamint
gombaellenes antibiotikumokkal szembeni érzékenységének felmérését, kornyezeti
mintdkbdl izolalt Trichoderma torzsekkel 6sszehasonlitdsban.

A magas homérsékleten valé novekedés képessége egyike az opportunista human
kérokozok virulenciatényezdinek, mivel az emberi szervezetben hosszan fennmaradni,
illetve szaporodni csak azok a korokozok képesek, melyek tolerdljak a 37°C koriili
homérsékletet. Elso 1épésben ezért felmértiik klinikai illetve természetes él6helyrdl szarmazo
T. longibrachiatum torzsek novekedésének homérsékletfiiggését szintetikus minimal,
valamint élesztokivonatot tartalmazé taptalajon. A klinikai torzsek képesek voltak novekedni
a 10°C és 40°C kozé es6 homérsékleti értékeken, a legnagyobb ndvekedési ratat 30°C-on
mutatva (Antal és mtsai. 2005).

A kornyezet pH értéke komoly hatast gyakorol a mikroorganizmusok
életfolyamataira. A fonalasgombdk 4ltaldban a savas kémhatdsi kornyezetet kedvelik, a
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kérokozok azonban képesek tolerdlni a semlegeshez kozeli értékeket is. Az altalunk vizsgélt,
kornyezeti mintdkbdl szdrmazoé Trichoderma torzsek nagy része élesztOkivonatot tartalmazo
taptalajon a 2,0-tdl 7,0-ig terjedd pH tartomanyban mutatott ndvekedést, legkedvezdbbnek a
pH 4,0-es érték bizonyult, ugyanakkor a klinikai izoldtumok még pH 9,0-es értéken is
életképesnek bizonyultak (Antal és mtsai. 2005).

Nyolcvan vegyiilet szénforrdsként, valamint 34 vegyiilet nitrogénforrasként torténd
hasznositdsanak képességét vizsgdlva megéllapitottuk, hogy a klinikai izolditumok szdmos
aminosavat képesek egyediili szén- és nitrogénforrdsként hasznositani. A szénforrds-
hasznositdsi spektrumok alapjan hasonl6sdgi matrixot hoztunk létre, és torzsfan abrazoltuk a
torzsek rokonsagi viszonyait (Antal és mtsai. 2005). Az izoldtumok szénforrdshasznositdsi
képességeit a BIOLOG fenotipizdlasi mddszerrel is tanulmanyoztuk (Druzhinina és mitsai.
2008).

A torzsek in vitro antimikotikum-érzékenységét E-teszt segitségével hataroztuk meg.
Az Osszes vizsgdlt torzs rezisztensnek bizonyult flukonazollal szemben (MIC érték = 64
png/ml) fiiggetleniil a szadrmazdsi helyiiktdl. Az itrakonazol esetében egy torzs mutatott
dozisfiiggd érzékenységet (minimdlis gatld koncentracié — MIC: 0,25 - 0,5 pg/ml) a tobbi
rezisztensnek mutatkozott (MIC = 1 pg/ml). Amfotericin B-vel szemben a klinikai torzsek
egy kivételével rezisztensek voltak (MIC > 2 pg/ml), a szaprofita torzsek fele érzékenynek
fele rezisztensnek bizonyult. A ketokonazol esetében mind a szaprofita, mind pedig a
klinikai izoldtumok érzékenynek mutatkoztak (MIC < 8 pg/ml). Osszességében
megallapithatd, hogy bar az amfotericin B esetében megfigyelhetd volt bizonyos eltérés,
jelentds kiillonbség nem volt mérhetd a klinikai és a szaprofita torzsek antimikotikum
érzékenysége kozott (Kredics €s mtsai. 2003c, 2005b; Antal €s mtsai. 2005).

Tizenegy kromogén paranitroanilin szubsztrat alkalmazdsidval vizsgiltuk meg a
klinikai Trichoderma izoldtumok induktiv koriilmények kozott termelt extracellularis
protedzainak aktivitdsat. Valamennyi torzs esetében kimutathaté volt tripszin-, kimotripszin-
és kimoelasztdz tipusu aktivitds. A tripszin- és kimotripszin-tipusu protedzok enzimprofilja,
az oszlopkromatogréfids elvalasztasok alapjan, Osszetettnek mutatkozott, szdmos izoenzim
jelenlétére utalva. Ugyanezen protedzok aktivitdsdnak pH-fliggését tanulmanyozva Kkitiint,
hogy mindkét enzimtipus magas aktivitist mutat egy széles, 5-t6l1 9-ig terjed6 pH-
tartomanyban, mely a kiilonboz06 izoenzimek eltéré pH-optimumara utal. A vizsgalt enzimek
tehat aktivnak bizonyultak fiziolégids pH-n, tovabba egyes torzsek 37°C-on nagyobb
mennyiségben szekretdltdk mindkét vizsgdlt enzimtipust mint 25°C-on. Ezek alapjin
feltételezhetd, hogy az ilyen tipusi aktivitdisok hozzdjarulhatnak az opportunista
Trichoderma torzsek virulencidjdhoz (Kredics és mtsai. 2004b).

A Helsinki Egyetem kutatdival kialakitott egyiittmiikodés keretében lehetdség nyilt a
klinikai Trichoderma torzsek toxikoldgiai vizsgalatanak elvégzésére is, szemikvantitativ
spermatoxicitdsi teszt segitségével. Négy torzs esetében a vaddiszné-spermatozodk
elveszitették mozgasi képességiiket, ami arra utal, hogy ezek a torzsek a spermasejtekre
toxikus metabolitokat termelnek. E négy torzs kivonata kioltotta a JC-1-el festett
vaddisznospermék kozéprészének fluoreszcencidjat, ami a mitokondridlis membranpotencidl
megszinésére enged kovetkeztetni. Ezek alapjan a toxikus metabolitok termelésére vald
képesség a Trichoderma torzsek, mint opportunista kérokozok lehetséges virulenciafaktorai
kozé€ sorolhaté (Sundell és mtsai. 2006).

A magas homérsékleten valé novekedés képessége a gombdk virulenciafaktorainak
egyike. Emellett a torzsek azon tulajdonsagai, hogy képesek elviselni a semleges pH értéket,
valamint képesek tobb aminosavat egyediili szén- és nitrogénforrasként hasznositani,
eldsegithetik opportunista kérokozoként valé novekedésiiket. Az egyes antifungdlis
szerekkel szembeni alacsony érzékenység a fertézések orvosi kezelése sordn okozhat komoly
nehézségeket.
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4.3. Gyakorlati szempontbol jelentés Trichoderma torzsek/fajok diagnosztikai
kimutatdsdanak, nyomonkovetésének lehetiségei

4.3.1. Egy, a biologiai novényvédelemben potencidlisan felhaszndlhatéo T. harzianum
torzs nyomonkovetését lehetévé tévo, torzsspecifikus monitoring rendszer kidolgozdsa

Biokontroll Trichoderma torzsek novényvédelmi célokra torténd alkalmazasa esetén
sziikséges a kijuttatott torzsek megkiilonboztetése az adott €l6helyen jelen 1év0 természetes
Trichoderma populacioktol. A biokontroll torzsek jelolhetdok exogén markerekkel (green
fluorescent protein, hygromycin B rezisztencia, B-gliikuroniddz), a genetikailag moédositott
szervezetek kijuttatdsdval szembeni erds ellendllds miatt azonban az exogén markerekkel
ellatott torzsek alkalmazdsa kevésbé preferdlt. Mindez kikiiszobolhetd endogén markerek
(pl. torzsspecifikus DNS-szekvenciarészletek) alkalmazasaval.

Bar a legkivalobb biokontroll sajitsagu izolatumok kozé tartozd 4, egy mintabdl
szarmazd, 1 torzset képviseld izoldtum 1j, egyedi ITS-genotipust mutatott, az ITS-
szekvencia eltérései alapjdan nem volt megoldhaté torzsspecifikus primerek tervezése. A
torzs nem képzett elkiiloniild csoportot a tefl szekvencidk alapjan készitett filogenetikai
torzsfan, igy a vizsgalt refl szakasz alapjdn sem tervezhetOk torzsspecifikus primerek. Az
UP-PCR a RAPD-technikdhoz hasonld, de anndl komplexebb sdvmintdzatot add, nagyfoku
reprodukdlhatésdggal jellemezhetd fingerprinting-technika. Az alkalmazott, viszonylag
hosszu, tervezett (nem random) primerekkel elsésorban a genom varidbilisabb, intergénikus
régioit célozza, ezdltal alkalmas az intraspecifikus variabilitds detektdlasara. Az UP-PCR
kisérleteket az AA2M2, AS15inv, 3-2, L15/AS19 és 145 primerek segitségével végeztiik.
Az AS15inv primer (2. dbra) és az AA2M?2 Onmagukban 1-1, a nyomonkovetni kivéant
torzsre specifikus sdvot, mig e két inditdszekvencidnak a kombinécidja 1 tovabbi
torzsspecifikus sdvot eredményezett. A T. harzianum AS12-2 torzsre specifikus harom,
egyenként 904 bp, 684 bp és 842 bp méretlii fragmentet vektorba klénoztuk, majd
szekvencidjuk meghatdrozasat kovetden Osszesen 14 db, 50% koriili GC-tartalmu, 57-59 °C
kozotti  szamitott Tp-értékt  SCAR  (Sequence Characterized Amplified Regions)
inditészekvenciat terveztiink (1. tdblazat), melyek 3° vége NCBI BLAST elemzések alapjan
nem mutat teljes homoldgidt sem az ismert Trichoderma és Rhizoctonia solani
szekvencidkkal, sem egyéb ismert fonalasgomba szekvencidkkal, tovabbd a rizs ismert
genomszekvencidjanak egyetlen részletével sem. Az egyes specifikus UP-PCR fragmentekre
tervezett forward és reverz SCAR-inditészekvencidk kiillonb6z6 kombindciéit PCR-ben
teszteltik a 7. harzianum 14 1TS-genotipusdnak képviseldivel. Két primerkombinacid
(15invFL1/15invRL1 és 15invF2/15invRL1) kizdr6lag a nyomonkovetni kivant T.
harzianum torzsbOl amplifikalt fragmentet. Negativ eredményt kaptunk 145 rizsfoldrol
izolalt Trichoderma torzzsel, koztik a fennmaradd 13, rizsfuldon detektalt T. harzianum
ITS-genotipus, valamint a 7. virens, T. atroviride, T. hamatum, T. asperellum, T.
brevicompactum fajok képviseldivel, a R. solani-val, és egyéb rizsfoldon el6forduld
fonalasgombédkkal 1is. Eredményeink alapjdn a két primer és az optimalizalt
reakciokoriilmények alkalmasak a 7. harzianum AS12-2-es torzs bioldgiai novényvédelmi
célokra torténd alkalmazasa esetén a torzs nyomonkdvetésére (Kocsubé és mtsai. 2008).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2. abra. Kiilonboz6é genotipusi T. harzianum és T. virens torzsek AS15inv
inditészekvencidval generdlt UP-PCR mintazatai. 1-13. sav: T. harzianum torzsek (8. sav: T.
harzianum AS12-2), 14-16. sdv: T. viride torzsek. A fehér nyil a kivdlé biokontroll
képességekkel rendelkezd ASI12-2-es jelt torzs esetében kapott torzsspecifikus savot
mutatja.

4.3.2. A laskagomba zoldpenészes megbetegedését okozo Trichoderma fajok specifikus
kimutatdsdra alkalmas molekuldris diagnosztikai modszer kidolgozdsa

A laskagomba zoldpenészes fertdzésének gyors terjedése miatt siirgetové vélt egy
hatékony diagnosztikai moddszer kidolgozasa. A két laskapatogén Trichoderma faj
epidemiolégiai nyomonkovetésének céljabol kidolgoztunk egy multiplex PCR-alap,
specifikus diagnosztikai médszert (Hatvani és mtsai. 2007b; Kredics és mtsai. 2008b). A
specifikus inditoszekvencidkat (1. tdbldzat) a nemzetség Lixii/Catoptron kladdjdba tartozo
fajok tefl génszekvencidinak illesztése alapjan terveztiik, melyek 3’ vége NCBI BLAST
elemzések alapjan nem mutat teljes homol6gidt sem az ismert Trichoderma és Pleurotus
ostreatus szekvencidkkal, sem egyéb ismert fonalasgomba szekvencidkkal, tovdbba a
laskagomba termesztésére alapanyagként alkalmazott buza ismert genomszekvencidjanak
egyetlen részletével sem. A refl gén 4. és 5., varidbilis intronjainak szekvencidjan alapul6
rendszer hdrom inditészekvenciat foglal magéba (3. dbra), melybdl egy inditészekvencia-par
specifikusan elkiiloniti a két laskapatogén fajt a tobbi Trichoderma fajtél, mig a 3.
inditészekvencia kizarélag a T. pleurotum-ra specifikus. Az optimalizalt PCR a T. pleurotum
torzsekbdl 2, a T. pleuroticola faj képvisel6ibdl pedig 1 fragmentet eredményez, ezzel
lehetévé téve a laskapatogének kimutatdsat és egymastol valo elkiilonitését. A T. pleurotum
és T. pleuroticola torzseken kiviil még tovabbi 28 Trichoderma fajjal és szdmos mads
gombdval is teszteltik a fent vazolt multiplex PCR-rendszert, és egyik esetben sem
tapasztaltunk keresztreakcidt. Az eredmények alapjan tehdt ennek a hdrmas primer-
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készletnek az alkalmazésaval a T. pleurotum és a T. pleuroticola egyértelmiien elkiilonithetd
egymdastél és mdas gombafajoktdl is. Modszeriink tiszta tenyészet készitése nélkiil
alkalmazhaténak bizonyult a két fajnak kozvetleniil, a laskagomba termesztésére alkalmazott
szalmaalapd szubsztratumbdl torténd kimutatdsara is (Kredics és mtsai. 2008b). Igy ez a
modszer segithet abban, hogy a laskagomba zdldpenészes fert6zddottsége mar a korai
szakaszban felismerhetd legyen, megnyitva az utat a megfeleld védekezési eljardsok
alkalmazdasa eldott.

Ennek a PCR-technikdnak a segitségével sikeriilt a 7. pleuroticola el6fordulasat
kimutatni a vadon termé laskagomba természetes szubsztratumaban is. Erdekesség, hogy
mig ez a faj a buzafoldon kis gyakorisaggal izoldlhat6 (3. tablazat), addig a laskagomba
természetes szubsztratumanak Trichoderma k6zosségeiben gyakran dominéns fajként jelenik
meg. Ezek alapjdn feltételezhetd, hogy a laskagomba természetes szubsztrituma a
termesztoiizemekben bekovetkezd T. pleuroticola-fertdzések rezervoarja lehet (Hatvani és
mtsai. 2008b). A vadon termd laskagomba természetes szubsztrituma a termesztési
rendszerekben alkalmazott bizaszalma-alapi szubsztratumtél merében kiillonbozd €lohely.
Ezen kiviil, bar Dél-Koredban a laskagomba termesztése mds alapanyagokon, pl.
flrészporon, rizsszalmén, gyapotmaradvanyokon zajlik, a laskapatogén Trichoderma fajok
kartétele ezekben a termesztési rendszerekben is jelentkezik (Park és mtsai. 2004). Ezek
alapjan a laskagomba zoldpenészes megbetegedését okozd Trichoderma fajok elterjedését
nem a termesztési szubsztratum mindsége, hanem a laskagomba jelenléte befolydsolja.

Egy magyarorszdgi laskatermesztéssel foglalkozé cég termesztOhelységeibdl
szarmazo, légypapir segitségével elfogott rovarok felszinérdl 24 Trichoderma torzset
izolaltunk (Kérmoczi és Cseh, 2008). A multiplex PCR-en alapul6 technika akalmazasaval a
24 torzs koziil 19 esetében kaptunk pozitiv jelet. Ebbol 17 esetben a reakcid 2 fragmentet
eredményezett, arra utalva, hogy a rovarok felszinérdl izolalt Trichoderma torzsek tobbsége,
70,83%-a a T. pleurotum fajba tartozik. A mdsik laskakartevd Trichoderma faj, a T.
pleuroticola 2 izoldtummal (8,33%) képviseltette magat a mintdban. Eredményeink
0sszhangban vannak a Trichoderma nemzetség hazai laskatermesztohelyeken megfigyelhetd
biodiverzitasardl tudésitd korabbi adatainkkal (Hatvani és mtsai. 2007a; Komon-Zelazowska
és mitsai. 2008), melyek szerint a Magyarorszagon vizsgdlt termesztOhelyeken a T.
pleurotum a laskagomba zoldpenészes fertézésének f6 okozdja. A diagnosztikus PCR-rel
kapott eredményeket a Trichoderma izolatumok ITS-szekvencidinak a TrichOKEY 2.0
programmal torténd elemzésével ellendriztiik. A szekvenciaelemzés mind a 19 laskakartevo
torzs esetében igazolta a diagnosztikus PCR-rel kapott eredményeket, €s kimutatta, hogy a
fennmaradé 5 izoldtum, melyek a multiplex reakciéban nem adtak savot, 3 tovéabbi
Trichoderma fajt (T. harzianum, T. longibrachiatum és T. citrinoviride) képvisel.

Modszeriink segitségével sikeriilt tehdt igazolni azt a feltételezést, hogy a
laskagomba zoldpenészes fertdzésének terjesztésében szerepet jatszhatnak a termesztd
telepeken jelenlevdé rovarok. Entomoldgus szakértd bevondsdval tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak megdllapitdsara, hogy vajon barmelyik, a termesztohelységben
eléforduld rovar részt vehet-e a zoldpenész terjesztésében. Elképzelhetd ugyanis, hogy csak
bizonyos faj, vagy fajok jatszanak szerepet ebben a folyamatban. A T. aggressivum
terjesztésében példaul a paprikaatka dontd szerepe valdsziniisithetd, a feltételezések szerint
ugyanis a penészgomba daltal termelt metabolitok specifikusan vonzzdk a paprikaatkdkat
(Seaby, 1998).
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A tefla

FPforw1
1 36 —> 57 287 1 65
5’, intron 4 exon 5 intron 5 exon 6 3
232 «+— 253 37 +<— 56
PSrev1 FPrev1
B
pozicidé a 4. intronon beliil 29) 91l
FPforwl: 5'...CACATTCAATTGTGCCCGACGA...3'
T. pleurotum CPK 2814:..... ..t iiiiiinnnnnn 5'...CTCCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACGATTCTGCAGAGAATTTTCGTGT-CGACAATTGAT-AT. .. 3"
T. pleuroticola DAOM 175924:...........0v.. 5'...CTCCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACGATTCTGCAGAGAATTTTCGTGT-CGACAATTTTTCAT. .. 3"
T. aggressivum f. aggressivum DAOM 222154:..5'...CTCCCTCCACATTCAATTGTGCTCGATCATTCTGAAGAGAATT————— GT-CGACAATTTTTCAT...3'
T. aggressivum f. europaeum CBS 100525:..... 5'...CTCCCTCCACATCCAATTGTGCTCGATCATTCTGAAGAGAATT————— GT-CGACAATTTTTCAT...3"'
T. harzianum CBS 273.78: ... ... 5'...CTCCCTCTACATTCAATTGAACCCGACAATTCTGAAGAGAATTTTCGTGTTCGACAATTTTTCAT. .. 3"
pozicidé a 4. intronon beliil 1964 2564
PSrevl: 3'...CTAAGTTGCACGAGACACAGCG...5'
T. pleurotum CPK 2814:. ... ... iiiiiiinnnn. 5'". . .TTTTTTCTGCTTCACTCCCCCCACTGGCCCAGTCATGATTCAACGTGCTCTGTGTCGC————-CAT...3"
T. pleuroticola DAOM 175924:.........cuiuun.. 5'". .. TTT---CTGCTTCACTCTCCC-ACTG-CCCAGTCATCATTCAACGTGCTCTGTGTCTCC———-CAT...3"
T. aggressivum f. aggressivum DAOM 222154:..5'...TTTTT-GTGCTTCACTATCACTA----CCCAGCCGTCGTTCAACGTGCTCTGTICTCTC-—-TCAT...3"'
T. aggressivum f. europaeum CBS 100525:..... 5'. .. TTTTTTGTGCTTCACTATCACTA----CCCAGCCGTCGTTCAACGTGCTCTGTCTCTC--GTCAT...3"
T. harzianum CBS 273.78: ... ... 5'". . .TTTTCT--GCTTCAC--TCACTT----CCCAGCCATCATTCAGCGTGTTCTGTGTCCTTGGTCAT...3"
pozicidé az 5. intronon belidl 1l 654
FPrevl: 3'...CGCTCGACCACGATTGTCCA...5'
T. pleurotum CPK 2814:. ... ..., 5'...GTATGTCTGCTGCTCCATCACCTCCATGCAGGAATGGCGAGCTGGTGCTAACAGGTCATGCGCAG. .. 3"
T. pleuroticola DAOM 175924:...........0..... 5'...GTATGTCTGCT---CCATCATCTTGATGCAGGAATTGCGAGCTGGTGCTAACAGGTAATTCGCAG. .. 3"
T. aggressivum f. aggressivum DAOM 222154:..5'...GTATGTCTCCT--TC-ATCACCCCGATGCAGCAATTACAAGCCAGTGCTAACAGGCAATTCACAG. . .3"
T. aggressivum f. europaeum CBS 100525:..... 5'...GTATGTCTCCT--TC-ATCACCCCGATGCAGCAATTACAAGCCAGTGCTAACAGGCAATTCACAG. . .3"
T. harzianum CBS 273.78: ...ttt eeenenns 5'...GTATGTCTTCT--TC-ATTAACTTCATGCTTCAATTGCAAGTCAGTGCTAACAGGCAATTCACAG. .. .3"

3. dbra. A laskapatogén Trichoderma pleuroticola és T. pleurotum fajok specifikus kimutatdsara tervezett inditészekvencidk kotohelye sematikusan
abrazolva (A) és szekvenciaszinten (B)



4.3.3. Klinikai szempontbol jelentos Trichoderma fajok diagnosztikai kimutatdsanak
lehetdségei

A 4.1.3. szakaszban ismertetett eredmények alapjan a klinikai 7. longibrachiatum és
H. orientalis torzsek gyors, diagnosztikai céld azonositdsa ITS-szekvencidjuk alapjan nem
lehetséges, ezt ki kell, hogy egészitse a refl-szekvencidk analizise. Mivel a nemzetség
képviseloi altal okozott fertdzések legyengiilt immunrendszer(i betegekben gyakran halélos
kimenetelli fertdzéseket okoznak, megbizhaté és gyors diagnosztizdldsuk létfontossagi. A
bliza rizoszférdjabol izoldlt torzsek azonositdsira alkalmazott, cellul6z-acetat
elektroforézisen alapul6 izoenzim-analizis (14sd 4.1.1. szakasz) a T. longibrachiatum és H.
orientalis fajok gyors azonositdsiara is alkalmas lehet. Tizenhdrom enzim aktivitisdnak
celluloz-acetat elektroforézissel tortént elemzése soran hét: a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz,
a gliikéz-6-foszfat-izomerdz, a 6-foszfogliikonat-dehidrogendz, a peptidaiz A, B, és C,
valamint a foszfoglikomutdz alkalmasnak bizonyult az Osszes vizsgdlt klinikai 7.
longibrachiatum torzs tesztelésére (Szekeres és mtsai. 2006a). Az alkalmazott enzimek
polimorfnak mutatkoztak a vizsgalt populdcioban, a foszfoglikkomutdz interspecifikusnak,
mig a tobbi enzim intraspecifikusnak bizonyult. Az enzimmintdzatokat felhaszndlva 10
elektroforetikus tipust tudtunk elkiiloniteni, melyek az el6allitott dendrogramon a vizsgdlt 7.
longibrachiatum izolatumokat négy elkiiloniild csoportra bontottdk, és egyértelmlien
elkiilonitették a H. orientalis torzsektdl. Eredményeink alapjdn a cellul6z acetét
elektroforézissel végzett izoenzim-analizis a T. longibrachiatum fajba tartozé torzsek gyors
azonositdsdra és tipizdlasiara egyarant alkalmas, igy diagnosztikai célokra torténd
felhaszndlasa is elképzelhetd (Szekeres és mtsai. 2006a).

Fontos megjegyezni, hogy sem az ITS, tefl, chitl8-5 és call gének
szekvenciaanalizise, sem a mtDNS RFLP (lasd 4.1.3. szakasz), sem a szénforrashasznositasi
profilok vizsgalata (lasd 4.2.3. szakasz), sem pedig az izoenzim-analizis nem kiilonitették el
egymastél a vizsgdlt klinikai mintdkbol szdrmazd T. longibrachiatum izolatumokat a
kornyezeti mintakbol szarmazoktdl. Tehdt mig bizonyos klinikai jelentoségli gombaknal —
pl. az Exophiala dermatitidis (Matos €s mtsai. 2003) esetében — a kérokozé faj patogén és
nem patogén szubpopulédcidkra bonthatd, addig eredményeink alapjan a 7. longibrachiatum
fajon beliill — a Pseudallescheria boydii (Rainer és mtsai. 2000) és Aspergillus fumigatus
(Varga és Toth, 2003) fajokhoz hasonldan — valdszintileg nincsenek ilyen szubpopulaciok,
tehat mindegyik 7. longibrachiatum torzs képes lehet megbetegedést okozni. A T.
longibrachiatum torzsek bioldgiai védekezés céljaira torténd mezdgazdasagi alkalmazasdnak
tervezése (Migheli és mtsai. 1998; Sdanchez és mtsai. 2007) ezért nem javasolt,
biotechnoldgiai alkalmazdsuk (Sidhu és Sandhu, 1980) pedig — potencidlis opportunista
human patogén fajrdl 1€vén sz6 — csak megfeleld dvintézkedések betartdsa mellett javasolt.



5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kiilonboz6 éldhelyekrdl (buzafold, rizsfold, csiperke termesztésére alkalmazott

komposzt, laskagomba termesztésére alkalmazott szubsztratum, klinikai mintdk) Osszesen
400 Trichoderma torzset izoldltunk. Elvégeztiik az izoldtumok fajszintli azonositdsat,
okofiziologia jellemzését, €s diagnosztikai mddszereket dolgoztunk ki tdbb, gyakorlati
szempontbdl jelentds faj, illetve torzs specifikus kimutatdsa/nyomonkovetése céljabol.

A tézisekben ismertetett kutatdsok legfontosabb 1j eredményei a kvetkezok:

A mezdOgazdasagi teriiletekrdl izolélt Trichoderma torzsek vizsgalata soran:

- hazankban els6ként mutattuk ki a 7. rossicum, T. spirale, T. brevicompactum és T.
oblongisporum fajok el6forduldsit,

- a T. harzianum, T. virens és T. atroviride fajok esetében 1uj genotipusokat
azonositottunk,

- kidolgoztunk egy uj, az in vitro antagonizmus-tesztek képanalizisén alapuld
mddszert (biokontroll index meghatdrozdsa), mely megfeleld szabvanyositott
koriilmények kozott lehetdséget teremt a fonalasgomba-torzsek biokontroll
sajatsdgainak mennyiségi kiértékelésére,

- egy, a R. solani &ltal okozott szarhiivelybarnulds elleni bioldgiai védekezésre
kivdléan alkalmas 7.  harzianum  torzsre  kidolgoztunk egy SCAR-
inditészekvencidkon alapul6 PCR-mészert, mely alkalmas a biokontroll torzs
specifikus kimutatdsira és nyomonkovetésére.

A gombatermesztésbol izolalt Trichoderma torzsek vizsgdlata soran:
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- hazdnkban elsOként mutattuk ki a 7. ghanense faj el6fordulasat,

- megallapitottuk, hogy a laskagomba zoldpenészes fertdzé€séért hazdnkban is a
kozelmultban leirt 7. pleurotum és T. pleuroticola fajok felelosek,

- elvégeztik a két ujonnan leirt laskapatogén Trichoderma faj tudomdnyos
igényeknek megfeleld molekularis taxondmiai és fizioldgiai jellemzését,

- kidolgoztunk egy, a két laskapatogén Trichoderma faj kimutatdsat és egymastol
torténd elkiilonitését lehetové tévd, multiplex PCR-en alapulé diagnosztikai
modszert, mely kozvetleniil a laskagomba termesztésére alkalmazott, szalmaalapu
szubsztratumbdl is képes kimutatni a fajok jelenlétét,

- kimutattuk a 7. pleuroticola el6fordulasat a vadon termd laskagomba természetes
szubsztraitumaban, mely eredményeink alapjan a termesztdiizemekben bekovetkezd
T. pleuroticola-fertdzések természetes rezervodrja lehet,

- laskagomba termesztOhelységeibdl szarmazd, 1égypapir segitségével elfogott
rovarok felszinén kimutattuk a 7. pleurotum és T. pleuroticola fajok el6fordulasat,
igazolva azt a feltételezést, hogy a laskagomba zoldpenészes fert6zésének
terjesztésében szerepet jatszhatnak a termesztohelységekben jelenlévo rovarok,

- kimutattuk, hogy a hazai csiperketermesztésben jelentkezd zoldpenészes
fertozéseket a T. aggressivum f. europaeum faj 1980-as években, frorszégban
felbukkant genotipusdval megegyez0 genotipusu torzs okozza, tehdt a Nyugat-
Eurdpai csiperkevész kérokozoja érte el Magyarorszagot.



A klinikai mintdkbdl izolélt Trichoderma torzsek vizsgalata soran:
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- megéllapitottuk, hogy a torzsek dontd tobbsége a Trichoderma nemzetség
Longibrachiatum szekcidjaba, azon beliil is a T. longibrachiatum fajba tartozik, a
mds szekcidba tartozé fajok eléforduldsardl szold tudositdsok a legtobb esetben
pontatlanok voltak,

- igazoltuk, hogy a T. longibrachiatum-mal kozeli rokon, de szexudlis reprodukcids
stratégiat alkalmazo H. orientalis is képes human fert6zéseket okozni,

- hazankban elséként mutattuk ki a 7. longibrachiatum és H. orientalis fajokat
klinikai mintakbdl,

- megallapitottuk, hogy a celluléz-acetét elektroforézisen alapuld izoenzim-analizis
mddszere alkalmas a T. longibrachiatum és a H. orientalis fajok gyors azonositasira
€s tipizdlasara, igy diagnosztikai célokra torténd felhasznaldsa is elképzelheto,

- molekuldris bioldgiai és biokémiai tipizaldsi vizsgalataink eredményei alapjan a 7.
longibrachiatum fajon belill valdésziniileg nincsenek patogén €s nem patogén
szubpopuldcidk, tehit mindegyik 7. longibrachiatum torzs képes lehet megbetegedést
okozni.
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