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1. A kutatas célkitiizései

A jelen dolgozat komplex modon targyalja a gliotoxint
termeld Trichoderma-k izolalasat, morfologiai jellemzését,
korszeri  molekularis biologiai alapon  torténd
Osszehasonlitasukat, illetve a laboratériumi méretekben
torténd gliotoxin termelésiiket. A gliotoxint, mint az
antibidzisban lehetséges szerepet jatszo anyagot, illetve mint

mikotoxint értékeljiik a vizsgalataink eredményei alapjan.

Munkank soran a sajat izolalasi és a  mas
torzsgytjteményekbdl szarmazo nagy szamu €s tobb fajt is
reprezentald  Trichoderma gombatorzsek laboratoriumi
Iéptékti fermentalasat thztiik ki célul, hogy a képz6do
gliotoxint analitikai kémiai modszerrel (HPLC) detektaljuk.
A metabolitot termeld gombatérzsek morfologiai illetve
molekularis biologiai (RAPD PCR ¢és ITStDNS szekvenalas)
alapon torténd Osszehasonlitasanak és identifikalasanak
segitségével valaszt illetve megerdsitést probaltunk talalni a

gliotoxint termeld Trichoderma térzsek taxondmiai helyére.

In vitro konfrontacidés antagonizmus vizsgalat folyaman

probalunk valaszt kapni a talajeredetii patogén Rhizoctonia

solani elleni antibidzisban illetve gatlasban betoltott

szerepérol.

A kapott eredmények varhatéan felhasznalhatok lesznek a
késdbbiek soran a gliotoxintermelés — tagabb értelemben az
antibidzis — szerepének megitélésében a Dbioldgiai

névényvédelemben.

2. A kutatas el6zményei

A tobb mint 200 éve ismert Trichoderma nemzetség fajai
igen széles korben eléforduld, talajban és elhalt novényi
anyagokban ¢l6 fonalas gombdk. A  Trichoderma
gombafajok az enzimtermeld képessége, illetve az, hogy
képesek megtamadni és gatolni mas gombakat, Oriasi
lehetdségeket nyujtottak szamos teriileten a kutatasban. A
legtdbb izolatum a természetben is képes parazitalni mas
gombakat, tovabba a biologiai védekezésre valo
alkalmassaguk szempontjabol kedvezé az is, hogy a

nemzetségben nincsenek novénykorokozo fajok.

Az antibiotikum és mikotoxin gliotoxin termelése mar
régota ismert a Trichoderma nemzetségben. A gliotoxint

termeld fajt tobbféle néven emlitették: Trichoderma



lignorum (Tode) Harz, Trichoderma viride Pers.,
Gliocladium virens J. Miller, Giddens & Foster, Gliocladium
fimbriatum Gilman & Abott, Trichoderma virens (J. Miller,
Giddens & Foster) von Arx. A gliotoxin elnevezés is egy
tévedésnek volt kdszonhetd, mivel a termeld fajt egy zold

konidiumu Gliocladium fajnak hitték.

A szakirodalmakban  fellelhet6, gliotoxintermeléssel
foglalkozé tudomanyos munkak tobbnyire egy vagy két T.
virens  torzs (G20, GI21) gliotoxintermelésével

foglalkoznak.

A gliotoxin  antagonizmusban  betdltott  szerepérdl
ellentmond¢ vélemények keriiltek napvilagra, ugyanakkor az
er6s mikrobaellenes hatidsa kozismert, de kozegészségligyi

szempontbol — mint mikotoxin — aggalyosnak tarthato.

3. A kutatas modszerei

A munkank soran kiilonbozé Trichoderma torzseket és
izolatumokat hasznaltunk. Az izoldtumok a Debreceni
Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Mezb6gazdasagtudomanyi Kar Novényvédelmi Tanszék (DE

ATC MTK Novényvédelmi Tanszék) torzsgyiijteményébol

(D) illetve a Mycotheque de 1’Université catholique de
Louvain/Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms, (Belgium, BCCM™/MUCL)
torzsgyljteményébol szarmaztak. Az izolatumok részben
sajat izolalasuak, részben, pedig mas gylijteményekbol
szarmazo0 torzsek voltak.

96 Trichoderma izolatumot teszteltiink a ,,Mycothéque de
I’Université catholique de Louvain/Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms” (Belgium)
torzsgyljteményebol. A gyljteménybe korabban
elhelyeztiink 17 izolatumot, melyek a Debreceni Egyetem
Agrartudomanyi Centrum MTK Novényvédelmi
Tanszékének gyljteményébdl szarmaztak. A torzsek
kiilonb6z6 foldrajzi illetve szubsztrat eredettel rendelkeztek.
A vizsgalt 96 torzs a kovetkezd fajokat foglalta magaban:
Trichoderma  harzianum (17), T. viride (17), T.
longibrachiatum (12), T. virens (11), T. koningii (10), T.
polysporum (8), T. hamatum (6), T. pseudokoningii (6), T.
atroviride (3), T. aureoviride (4), T. flavofuscum (1). Az
izolatumokat, a laboratéorium szokdsos eljarasanak
megfeleléen -130°C-on taroltuk glicerolban, konidium és

micélium szuszpenzié formajaban.



A molekularis biologiai moddszerekhez a micéliumtdmeg
eloallitasa 2%-os malata tartalmi taplevesben tortént. A
DNS kivonésa liofilizalt micéliumbdl fenol-kloroformos
extrakcioval, illetve friss micéliumbol, DNEasy KIT
felhasznalasaval tortént.

A kivont és tisztitott DNS amplifikacidja véletlenszerii
primerekkel (RAPD) ¢és specidlis az ITS szakasz
felszaporitasara alkalmas primerekkel tortént (ITSrDNS
szekvenalas).

Elozetes tanulmanyt végeztiink, melyben megnéztik a
novekedési erélyt és a gliotoxin termelését kiillonbdzo
szintetikus és  komplex taplevesekben. Szintetikus
taptalajként egy specidlis, gliotoxin optimalis termeléséhez
kifejlesztett taptalajt, komplex taptalajként 2%-os malata
levest hasznaltunk. 50 ml taplevest toltottiink 100ml-es
Erlenmeyer lombikokba, melyeket egy hetes, 2% malata
tartalmi agaron nétt Trichoderma telepekrél szarmazo
konidiumokkal oltottuk be, a végleges koncentracio 10°
konidium ml™" volt. A lombikokat 25°C-on és 95 min”
sebességli razatds mellett inkubaltuk. A mintavételek

idépontjai inkubacié 62. és 86. illetve a termelés

kinetikajanak vizsgalatakor a 24., 40., 48., 64., 72., 88. és a
96. 6rajaban voltak.

A gliotoxin detektalasahoz hasznalt HPLC rendszerben az
eluens (acetonitril : viz-25 : 75) dramlasi sebessége 1 ml
min™ volt, amelyet Waters 515 HPLC pumpa (Milford, MA,
USA) biztositott. A mintakat kozvetleniil injektaltuk Waters
712 WISP injektorral (Milford, MA, USA) Chromsep SS
(100X4,6 mm, 3 um alkotokkal) Microsphere C;s oszlopba,
amely CP 28141 el6tét oszloppal (Chrompack, Middelburg,
Hollandia) volt ellatva. Az injektalt minta mennyisége 25 pl
volt. Az oszlop temperaltan mikodott, 35°C-on
(SparkHolland SpH99, Chrompack, Middelburg, Hollandia).
A detektort (Thermo Finnigan Spectra System UV6000LP)
270 nm hulldmhosszra allitottuk be. A detektor jeleinek
feldolgozasat ¢és megjelenitését szamitogép végezte,

ChromQuest 3.0 szoftver segitségével.



4. Az értekezés fobb megallapitasai

Az RAPD PCR analizisének eredményei

A magi DNS amplifikdcidjat kovetd fenoldgiai analizis
eredményei Osszefliggést mutattak a gliotoxintermelés
meglétével, a nem-termeld izolatummal szemben (MUCL
41468). A termelt gliotoxin mennyisége azonban nem allt
korrelacioban a fenoldgiai analizis eredményeivel. Az
MUCL 41468 torzs, mely nem termelt detektalhatod
mennyiségli gliotoxint, ¢élesen elkiilonithet6 a tobbi
gliotoxint termelé torzst6l az RAPD PCR eredményei
alapjan. Ugyanakkor az RAPD PCR megkozelitéssel nem
tudtuk elkiiloniteni a nagy mennyiségii gliotoxint termeld

torzseket (1. abra).

USA, GA, Talaj + T-07585 :_

Belgium, Humuszos talaj + T-08445
Magyarorszag, Humuszos talaj ++ T-44898 =1
Magyarorszag, Homoktalaj ++ T-44922 -
Zaire, Homoktalaj ++ T-19014
Belgium, Humuszos talaj + T-18139
Belgium, Humuszos talaj ++ T-34687
M.o., Humuszos homoktalaj ++ T-44899
USA, Talaj ++ T-14058
Belgium, Gombaszubsztrat ++ T-29415

Szingapﬂr‘ Laboratoriumi  _ T-41468
kontaminans

00 02 04 06 08 10 12

Fenoldgiai tavolsag (1-Pearson's r)
1. abra: A T. virens torzsek fenolégiai analizisének eredménye
(dendrogram)
Gliotoxin termelés: = nyomokban; + alacsony szinten termel6 térzsek; ++
magas szinten termeld torzsek; viszonyitasi alapként a magas szinten
termeld torzseket vettiik figyelembe az inkubacio 64. orajaban.



Az ITStDNS szekvencia-analizis eredményei

A megfeleltetés (alignment) eredményeinek feldolgozasa
(UPGMA) alapjan a filogramot TREEVIEW szoftverrel
rajzoltattunk. A 2. abran jol latszik, hogy a sajat T. virens
izolatumok nem kiilontilnek el az NCBI
szekvenciagyijteményébol vett azonos faju izolatumoktol,
ITS szekvenciajuk alapjan. Ugyanakkor, a mas fajba tartozo
izolatumok jol elkiiloniilnek az ITS szekvenciajuk alapjan a
T. virens fajtol. A legnagyobb filogenetikai tavolsag a T.

viride és a T. virens fajok kozott mutatkozott.

Tvirens

HvirT1strn

— HvirTUB870

HvirGJS95

Tvir14058s

Tvir8445

TvirD91

Tharzianum
£piralD93

Tviride104

TvirideCBS
0.01

2. é&bra: Filogenetikai analizis az ITS1 és ITS2 szekvencidk alapjan
(filogram). Tvir8445, TvirD91 és Tvir 14058: a gliotoxintermeld
vizsgalatokban szerepld 3 reprezentativ torzs. Tvirens, HvirTl1strn,
HvirTUB870, HvirGJS95: T. virens ITS szekvencidk az NCBI
adatbazisab6l. Tharzianum, Tspiral, Tviride104, TvirideCBS: mas
fajokbol szarmazo ITS1-2 szekvencidk
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A gliotoxintermel0 kisérletek eredményei

A gliotoxin  detektalasdhoz  Osszehangolt  HPLC
berendezéssel lehetdvé valt kozvetleniil a fermentalt
tapkozegbdl a gliotoxin detektalasa, 5,72 perces retencios
idovel.

A téaplevesek tesztelése céljabol eldzetes vizsgalatokban 17
Trichoderma torzs felhaszndlasaval meghataroztuk a
novekedési intenzitast és a gliotoxin-termelést a kiilonb6zo
komplex ¢és szintetikus taplevesekben. A  torzsek
szignifikansan (P < 0,001) intenzivebb ndvekedést, illetve a
gliotoxin-termeld izolatumok magasabb gliotoxinszintet
mutattak a komplex téptalajon (2% malata tapleves) mint

egy szintetikus taplevesen. (1. tablazat)

Osszesen 96 Trichoderma torzset teszteltiink
gliotoxintermeld képesség szempontjabol. A 86 oras
inkubacios iddszak utani mérések alapjan csak tiz, egyarant
a Trichoderma virens fajba tartozo torzsrdl bizonyosodott be

a gliotoxintermelés képessége.
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1. Tablazat: A taplevesek hatasa a Trichoderma torzsek novekedésére és a
gliotoxin termelés szintjére

Tapleves
Malata tapleves Szintetikus (n. “gliotoxin termel8”
tapleves
Micélium Mictliu
MUCL | szaraztsm Gliotoxin-termelés” - Gliotoxin termelés”
e szarazto
torzsek * & meg
(mg) 62.h 86.h (mg) 62.h 86.h
8445 12810 | 18,1+10,1 | 18,668 | 65+7 | 42+10 | 62+09
14058 145+ 6 52,5+5,7 49,6 £6,9 32+6 14,6 £3,1 | 22,9+24

18139 126 £ 10 17,1 £5,0 21,7+59 35+5 2,1 £04 2,4+0,4
19014 104 +17 26,5+3,9 33,3+6,2 30+£6 1,0£0,01 1,0+0,1

29415 149+ 8 32,7£48 | 32,7454 | 50£5 | 67+19 | 108+2,0
34687 145+8 478+44 | 263+46 | 45+£10 | 100+£1,0 | 103+1,1
41468 168+ 9 ND ND 515 ND ND

44898 1489 485+44 | 442+43 | 5146 | 40+03 | 52+03
44899 151 £10 165+29 | 50+1,1 | 2747 | 1,1£0,01 | 1,97+02
44922 167+7 31,0£1,8 | 350+49 - - -

8965 141+4 ND ND 24+6 ND ND
11316 117+8 ND ND 35+5 ND ND
29736 169 £ 8 ND ND 46+ 6 ND ND
44905 137+4 ND ND 59+7 ND ND
44906 185+8 ND ND 55+5 ND ND

“MUCL: Mycothéque de 1’Université catholique de Louvain (member of the
Belgian Coordinated Collections of Microorganisms consortium,
Louvain-la-Neuve, Belgium

°: Gliotoxin-termelés, pg ml™” tapleves

NDl: nem detektalhato (gliotoxin koncentracié taplevesben < 0,1 pg
ml™)
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A mérési eredmények alapjan a vizsgalt gliotoxint termel6
torzsek 2 kiilonbozé csoportot alkottak, a két csoport
elkiilonitése a termelt gliotoxin mennyiségén és a termelés
kinetikdjan alapszik. Az elsé csoport (MUCL: 14058,
19014, 29415, 34687, 44898, 44922) tobb gliotoxint
termelt, mint a 7. virens izolatumok masik része (MUCL
8445, 18139, 44899) (3. abra), ugyanakkor a gliotoxin
termelésének idozitése és kinetikdjanak tanulmanyozasa is
egészen eltéré eredményeket adott. Az elsé csoportba
tartozd6 gombak igen rovid id6 alatt, mintegy 48-64 o6ran
beliil elérték gliotoxin-termelésiik csucsat, majd ezutan a
termelt gliotoxin mennyisége, a termelés intenzitasa
lecsokkent. Az alacsonyabb szinten termelé gombatorzsek
esetében a gliotoxin termelésének kinetikajaban egy lassu,
az inkubacidos iddszak végéig tartdé emelkedés volt
megfigyelhetd, melyben a termelt gliotoxin mennyisége az
inkubacié végére sem érte el az el6z0 csoportnal mért
atlagos szintet. A ndvekedés iitemében jol megfigyelhetd
volt a trofofazis szakasza, majd az ezt kdvetd stacioner
fazis kezdete, amelyet a gomba pusztulasa kovet.

A tapkozeg kémhatasanak alakulasa mindegyik torzs

esetében hasonléan valtozott. A 2%-os malata taplevesre

13

jellemz6 pH 5 + 0,5 érték eldszor csokkent, €s elérte a pH 4
értéket. Ezt kovetden a tapkozeg pH-ja ujra emelkedni
kezdett, majd az inkubacid végsé szakaszara minden esetben

pH 7 értek £61¢ emelkedett

specifikus gliotoxin termelés, pg mg * MDW

0.15

0.10

0.05 -

0.00 & T T T T T T T
8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96

inkubdcios idd, 6ra
3. abra: Kilenc gliotoxintermel6 T. virens torzs gliotoxin
termelésének kinetikaja malata taplevesben. Torzsek: MUCL 8445
(@), 14058 (O), 18139 (), 19014 (V), 29415 (M), 34687 ([J), 44898
(®), 44899 (<), 44922 (A)

A magas szinten (4. abra) és az alacsony szinten (5. dbra)
termel0 torzsek szdrazanyag- és gliotoxin termelését
reprezentald  grafikonokon jol latszik a termelés
kinetikajaban jelentkezd eltérés, illetve a tapkézeg pH

értékének a valtozasa.
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A konfrontacios antagonizmus vizsgalat eredményei

A patogén telepének az antagonista iranyaba torténd
sugariranyt nodvekedésének megsziinésekor ellendriztikk a
két telep széle kozotti tavolsagot (gatlasi zona). A gatlasi
zona értékét is az ismétlések kozépértéke adta. A gatlasi
zonak kozépértékét hasonlitottuk Ossze a fermentdcids
kisérletek soran egységesen, a fermentacido 64. Orajaban
detektalt gliotoxin mennyiségével (specifikus gliotoxin
termelés). A  statisztikai Osszehasonlitds  kétvaltozos

korrelacio vizsgalattal tortént (Pearson-féle teszt).

Az SPSS 10.0.5 programmal elvégzett korrelacios vizsgalat
nem talalt szignifikans (P > 0,05) és szoros Osszefiiggést a
gatlasi zonak mérete €s a termelt gliotoxin mennyisége
kozott, amely eredmény utalhat arra, hogy nem a gliotoxin
jatssza a legnagyobb szerepet az antagonizmusban, illetve a
gatlasi zona kialakitasaban. A gatlas idopontja és a termelt

gliotoxin mennyisége kozott korrelacid nem mutatkozott.

A vizsgalat sordn a Trichoderma telepek novekedését is
nyomon kovettiik, és azt tapasztaltuk, hogy a ndvekedésiik
intenzitasa eltér6 volt, de ez nem minden esctben volt

statisztikailag igazolhato.

17

A R. solani telepek novekedése egyenletes volt és koztik
szignifikans  kiilonbségek nem voltak fellelhetdk a
novekedés gatlasa elétt. Ugyanakkor, a gatlas elso jele eltérd
idépontokban jelentkezett (28-36 ora). Ezek a kiilonbségek
feltételezhetden a 7. virens eltér6 ndvekedési intenzitasaval
illetve az antagonizmusban (antibidzis) szerepld mas (nem
mért) anyagok jelenlétével magyardzhatok, miutan a
gliotoxin nem mutatott Osszefiiggést a gatlas mértékével

illetve a gatlas idejével.

5. Az értekezés Uj, illetve 0jszerd eredményei

e Kilencvenhat, gliotoxin termeld képesség céljabol
tesztelt Trichoderma torzsbol mindosszesen tiz (10,4%)
torzs esetében tapasztaltunk gliotoxin  termelést
folyadék-kultiraban. A jelen munka igazolta ¢&s
megerdsitette azt az eredményt, hogy csak 7. virens
torzsek termelik ezt az antibiotikumot.

e A gliotoxin termelés iddzitésében és a termelés
kinetikajaban eltéréseket tapasztaltunk a termeld torzsek
kozott.

e Mig a nagymennyiségli gliotoxint termeld torzsek

esetében a termelés optimalis idészaka az inkubacié 48-

18



64. ora kozotti intervalluma, addig a kis mennyiséget
termeld torzsek ezen idészakban nem, vagy alig
termeltek gliotoxint. Megallapitottuk, hogy a magas
szinten termeld torzsek termelési kinetikdja alapjan a
gliotoxin szintézise a gomba intenziv ndvekedési
fazisanak ideje alatt torténik.

A fenoldgiai analizis (RAPD) nem mutat szoros
Osszefiiggést a gliotoxin-termelés mértékével.

Az ITS szekvencidk analizisével a morfologiailag és
gliotoxin-termelésben is eltéré 7. virens torzsek nem
kiilonithetok el egymastol. A gliotoxint nem termeld,
mas fajba tartozo Trichoderma torzsek elkiilonithetok a
T. virens fajtol. Jol elvalaszthatok a korabban tévesen
gliotoxin-termeldként identifikalt 7. viride faj torzsei is a
T. virens fajtol.

A Rhizoctonia solani patogénnel szembeni in vitro
antagonizmus hatékonysaga ¢és a termelt gliotoxin
mennyisége ko6zott nem taldltunk  statisztikailag
igazolhatd Osszefiiggést. A gliotoxin valdszinlileg nem
jatszik  fOszerepet a R.  solami-val  szemben

megnyilvanul6 antagonista hatasban.

19

6. Az eredmények gyakorlati hasznosithatdosaga

A dolgozat a novénykorokozok elleni  biologiai
novényvédelemben gyakran felhasznalt  Trichoderma
gombakkal foglalkozik. A gyakori talajgomba, és emellett
szamos biologiai ndvényvédoszer készitményben s
megtalalhatdé  Trichoderma  virens faj antibiotikum
termelésének sajatossagait vizsgaltuk ebben a munkaban.
Egy jol ismert, és a Trichoderma nemzetségben az elsék
kozott izolalt és leirt antibiotikum, a gliotoxin termelddését
vizsgaltuk 1j  szempontok  szerint. Eredményeink
ravilagitottak arra, hogy a biologiai novényvédelemben
felhasznalhato 7. virens izolatumok gliotoxintermelése
eltérd lehet.

In vitro koriilmények kozott elvégzett Rhizoctonia solani-val
szembeni antagonizmus eredményei azt mutattdk, hogy nem
a termelt gliotoxin mennyisége hatarozza meg elsésorban az
antagonizmus erdsségét. A gliotoxin talajkoriilmények
kozott jatszott szerepét is megkérddjelezheti iddleges
termelddése, és a molekula instabilitasa, amelyet tovabbi in

vivo vizsgalatokkal lenne célszeri igazolni.
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A mikotoxinként is ismert gliotoxinrol, és a termeld T.
virens-r6l elmondhat6 az, hogy a toxin kémiai tulajdonséagai
alapjan ¢és termelddésének sajatossagaibol kovetkezden az
antagonistat  tartalmaz6é termék  valdsziniileg nem
tartalmazza ezt a metabolitot, és igy nem jelenthet kozvetlen
veszélyt a felhasznalora.

A munka ugyanakkor ravilagitott a 7. virens fajba tartozo
izolatumok kozotti telepmorfologiai és a gliotoxintermeld
képességben jelentkezo kiilonbségekre. Ezek az eltérések
felvetik a faji diverzitas kérdését, illetve azt, hogy a
Trichoderma virens faj mennyire tekinthetd egységesnek?
Az ITS 1-2 szakasz szekvencidja nem megfeleld a torzsek
differencialasara. Mas, specifikus szekvencia vizsgalata 1j

tavlatokat nyithat a 7. virens izolatumok elkiilonitésében.
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