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1. BEVEZETES

Tobb mint hetven éve jelent meg az els6 rovid publikacio a Trichoderma
nemzetségbe tartozd gombdknak ndvényi korokozokkal szembeni antagonista
tulajdonsagarol. Azoéta eltelt idészakban a Trichoderma fajok a legkiilonb6zobb névényi
koérokozokkal szemben mutatott antagonizmusat irtak le, és szamos Trichoderma
gombatorzset tartalmazo biopreparatumot fejlesztettek ki, amelyeket vilagszerte
forgalmaznak (1. tdblazat).

A trichoderméak novénybetegségeket okozod patogén szervezetekkel szembeni
anatgonizmusanak mechanizmusait 3 f6 csoportba sorolhatjuk, tigy mint: szaprobionta
kompeticid, parazitizmus és antibiodzis. Az antagonizmusban szerepet jatszé folyamatok
kozil a legrégebben ismert és legalaposabban tanulméanyozott az antibiotikus hatasu

anyagok (antibiotikumok) termelése.

A parazitizmushoz és a szaprobionta kompeticibhoz hasonldéan az antibiozisnak
az antagonizmusban betdltott szerepe sem ismert pontosan, ugyanakkor az
antibiotikumok fontossagat tamasztja ala, hogy olyan mikroorganizmusokat (pl.
baktériumokat) is sikeresen lehet talajlaké korokozdkkal szemben alkalmazni,
amelyeknél a parazitizmus kizart, és viszonylag lassti szaporoddsuk miatt a szaprobionta

kompeticié sem valosziniisitheto.

Az antibiotikum-termeld szervezetek, példaul a gliotoxint termeld Trichoderma
izolatumok tesztelése laboratériumi fermentacids rendszerekben fontos lehet. Az igy
kapott eredmények felhasznalhatok lehetnek az antibiotikumot termeld izolatumok
késOébbi  szelekciojara, illetve az antibiotikumok keletkezési dinamikajanak
tanulmanyozasara is. Pontos valaszt kell kapjunk a gliotoxin antibiotikumot termeld
Trichoderma faj(ok) taxonémiai helyére is, mivel a gliotoxint termeld fajt tobbféle

néven emlitik, amely szdmos helyen a téves faji meghatarozas kovetkezménye.

Néhany masodlagos anyagcseretermék képzédése — mindamellett, hogy
hasznosak lehetnek az antibiozis jelensége soran — nem kivanatos hatasokat is
kivalthatnak. Ezek a masodlagos anyagcseretermékek a mikotoxinok, amelyek
képzodése és jelenléte egy biologiai novényvédelmi célra szant mikroorganizmus
tenyészetében, vagy a forgalomba hozandd készitményben akar az engedélyezésbol
kizaré ok is lehet. Trichoderma fajok is termelhetnek ilyen mikotoxinokat, melyek

kémiailag igen sokfélék. A gliotoxin, mint mikotoxin termelése ismert az Aspergillus és
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Penicillium nemzetségekben is, mely fajok ¢élelmiszereket toxinokkal fert6zve
okozhatnak komoly egészségkarosodast. Felmeriil tehat a kérdés, hogy a gliotoxint

termeld, biologiai védekezésre hasznalt szervezet biztonsagosnak tekinthetd-e?

= Célkithizéseink kozott szerepelt a gliotoxint termeld Trichoderma fajok
izolalasa, morfologiai jellemzése, molekularis biologiai alapon torténd

Osszehasonlitasa.

* Munkink sordn a sajat izolalasi és a mas torzsgyijteményekbdl
szarmazo nagyszamu ¢és tobb fajt is reprezentald Trichoderma
gombatorzsek laboratoriumi Iéptékii fermentalasat tiiztiik ki célul, hogy a

képz6do gliotoxint analitikai kémiai médszerrel mutassuk ki.

* A metabolitot termeld gombatdrzsek morfologiai, illetve molekuléris
biologiai jellemzok alapjan torténdé meghatarozasaval valaszt, illetve
megerositést kivantunk talalni a gliotoxint termeld Trichoderma torzsek

taxonomiai helyzetére.

* A Rhizoctonia solani gombaval szemben beallitott in vitro konfrontacios
antagonizmus vizsgalattal valaszt kivantunk kapni a Trichoderma

izolatumok altal termelt gliotoxin gatlasban betoltott szerepére.

= A gliotoxin, mint az antibidézisban lehetséges szerepet jatszo anyag,

masrészt, mint mikotoxin értékelése is szerepelt a vizsgalatainkban.

A kapott eredmények varhatdéan felhasznalhatok lesznek a késébbiek soran a
gliotoxin — tagabb értelemben az antibidzis — szerepének megitélésében, a bioldgiai
novényvédelem ismeretanyaganak kiszélesitésében, illetve a hatékony és egyben

biztonsagos biopreparatumok kifejlesztésében.



1. tablazat: Néhany példa novény korokozok ellen alkalmazhaté, trichodermakat
tartalmazo készitményekre a vilaghan

Termék neve Gyarté Orszag Antagonista Célszervezet(ek)
Binab Binab Svédorszag kiilonboz6 gyokérrothadas,
Trichoderma korhaszté gombak
torzsek
Bio-Fungus, Bio Plant és De Dania, Belgium | Trichoderma spp. talajeredetii
Supresivit Ceuster Mestsoffen betegségek
RootPro, Efal Agri Izrael Trichoderma Rhizoctonia solani,
RootProtato harzianum Sclerotinia
sclerotiorum,
Fusarium spp.
RootShield, Bioworks, Inc. USA Trichoderma Pythium spp.,
PlantShield, T-22 harzianum T-22 Rhizoctonia solani,
Planter box Fusarium spp.
Trichodex Makhthesim Izrael Trichoderma Botrytis cinerea,
Chemical Works harzianum T-39 Colletotrichum spp.,
Fulvia fulva,
Monilia laxa
Plasmopara viticola
Trichopel Agrimm Uj-Zéland Trichoderma Armillaria,
Technologies, Ltd. harzianum és T. Botryosphaeria,
viride Chondrostereum,
Fusarium, Nectria,
Pythium,
Rhizoctonia spp.
Trieco Ecosense Labs Pvt. | India Trichoderma viride | gyokérrothadas,
Ltd. csirapusztulas,
palantaddlés
Ecofit WP Hoechst Schering India Trichoderma viride | Rhizoctonia solani,
AgrEvo Ltd. Pythium spp.,
Fusarium spp.
Tri 002 Plant Support B.V. | Hollandia Trichoderma novekedést serkent,
harzianum noveli a névény
ellenalloképességét
Soeilgard 12G Thermo Trilogy, USA Trichoderma palantaddlés,
Certis Inc. (Gliocladium) gyokérbetegségek
virens
Primastop Kemira Agro Oy Finnorszag Gliocladium talajeredetii
catenulatum korokozok, mag-,
gyokér- €s

szarbetegségek ellen

Forras: http://www.oardc.ohio-state.edu/apsbcc/productlist.htm,
http://www.ippc.orst.edu/biocontrol/biopesticides/, http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides;

Koch (1999)




2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Trichoderma genus

A Trichoderma nemzetségbe tartozd gombafajok tobb mint 200 éve ismertek.
Persoon (1794) nevéhez fliz6dik a Trichoderma taxonomiai csoport bevezetése, négy
kozel hasonlé gomba megemlitésével, amelyeket ,,Liszt-szerli por, korbevéve fonalas
bevonattal” szavakkal jellemzett. A négy faj, amely eredetileg leirasra keriilt ebben a
génuszban, nevezetesen a T. aureum, T. nigrescens, T. roseum és T. viride, teljesen
eltérd szinl telepet képeztek; ma mar koztudott, hogy egymastol fiiggetlenek (Bissett,
1991a). A Tulasne fivérek nevéhez flizédik a Trichoderma anamorfok és a Hypocrea
teleomorfok kapcsolatanak elsé emlitése (1865), de ez egészen a kozelmultig feltaratlan
terlilet maradt (cit.: Gams ¢és Bisset, 1998). Bisby (1939) még ugy gondolta, hogy a
nagyfokt morfologiai valtozatossag egyetlen faj, a Trichoderma viride valtozatainak
tudhat6 be. Harz jellemezte els6ként mikroszkopikusan is a Trichoderma nemzetséget
(cit.: Gams és Bisset, 1998), majd Rifai (1969) javasolta a Trichoderma fajok
rendszerezését mikroszkopikus morfologiai  alapon, amely napjainkban is
altalanossagban elfogadott. Rifai javaslata szerint ,,faj-aggregdtumokat” hoztak l1étre a
nemzetségen beliil. Domsch et al. (1980) szintén jellemezték, €s potlolagosan néhany
fajjal kiegészitették Rifai rendszerét. A teleomorf kapcsolatok vizsgalata Dingley
(1957) illetve Rifai és Webster munkassagahoz kapcsolodik (Rifai és Webster, 1966;
Webster és Rifai, 1968). Az ismert teleomorf alakok a Hypocrea genus mellett mas, az
ahhoz kozeli nemzetségekbe is tartoznak, mint a Podostroma P. Karst (Doi, 1967) és a
Sarawakus Boedijn (Rifai et al, 1985). Aszkospoéra izolatumokbdl kiinduld
Trichoderma anamorfokon elvégzett morfoldgiai tanulmanyok Bisset (1984, 1991a,
1991b, 1991¢, 1992) nevéhez fliz6dnek, aki 21 fajt kiilonbdztetett meg a Pachybasium
szekcidban, és hetet a Longibrachiatum szekcidban. A morfologiai tanulmanyok azt
mutattadk, hogy a fajok meghatarozasa kizardlag morfoldgiai alapon nagyon nehéz
ebben a nemzetségben (Samuels, 1996; Gams és Bisset, 1998). A morfologiai
bélyegeken alapuld fajhatarozasi modszerek azonban tovabbra is elsddlegesek
maradnak a faji és a faj-aggregdtum szintli meghatarozasban, ugyanakkor a pontos
identifikéalashoz sziikség lehet molekularis bioldgiai mddszerekre is (Samuels, 1996). A
molekularis bioldgiai mddszereket taxonomiai céllal a kdzelmultban vezették be a

Trichoderma nemzetségben, konkrétan a Trichoderma és a Longibrachiatum szekcidk



¢s a kapcsolodo teleomorfok revizidja céljabol (Kuhls ef al., 1996; Kullnig-Gradinger et

al., 2002; Samuels et al., 1998, 2000, 2002; Lieckfeldt ez al., 1998, 1999, 2001).

A konidiumtartok eldgazodédsai valtozatos képet mutatnak, ¢&s latszolag
hasonlitanak olyan nem-rokon nemzetségekre, mint a Verticillium és a Gliocladium. A
legtdbb esetben a Hypocrea nemzetség Trichoderma anamorfjait a kevésbé szabalyos
konidiumtartd elagazasok alapjan kiilonithetjiik el a sokkal szabalyosabb, o6rvos
elagazodasu Verticillium nemzetségtol, illetve a Penicillium-szeri konidiumtartokkal

rendelkezd Gliocladium nemzetségtol.

A Trichoderma genus fajai gyors novekedésii telepekkel jellemezhetok,
feliiletiik kezdetben sima, majd a képz6dd Ilégmicéliumtol és a képzddod
konidiumtartoktol pelyhes, vagy csomods tomoriilések jelentkeznek. A sporulacio
jellegzetesen zo6ldes szinli (esetenként zold, fehér vagy halvanybarna), sohasem teljesen
Osszefiiggd, hanem kisebb-nagyobb csomokba tomoriilt. A hifak szintelenek, szeptaltak,
sima faltiak, ritkan szemcsésnek tiinnek, erdsen elagazok. A legtobb faj klamidosporat
is képez, termindlisan ¢és interkalarisan. A klamidosporak gombolytiek, ellipszoid vagy
hengeres alaktiak, sima faliak. A konidiumtartok a szilard taptalaj felszinén elszortan,
vagy koncentrikus gytriikbe, illetve csomokba tomoriilve képzddnek. A konidiumtartok
elagazok, rajtuk masodlagos elagazddasok is megfigyelhetok. A konidiumtartok
elagazasai fialidokban végzddnek, egyes fajoknal a foag csucsa steril hifa-nyulvanyban
végzddik. A fialidok alakja jellegzetes, faj- illetve faj-aggregatum szintli hatarozdbélyeg
lehet. A sejtek palack, korte alaktiak, megnyultak, csucsuk felé esetenként gorbiiltek.
Bizonyos fajoknal egy konidiumtarton eltéré formaju fialidokat talalhatunk. A
konidiumok egymast kovetden fiizddnek le a fialidokon. Bizonyos fajoknal a lefiizodést
kovetden a konidiumok egyiitt maradnak, és félgomb alakt konidium-halmazt alkotnak,
ritkan rovid lancot is képezhetnek, hialinok illetve sargaszold-s6tétzold szintiek, alakjuk
gomb, ellipszoid, ellipszoid-hengeres, gyakran az alapi részen lemetszettek, feliiletiik
sima, vagy szabalytalan, akar szarnyszerli sejtfal kitiiremkedésekkel ellatott
(Trichoderma saturnisporium €s T. ghanese) (Vajna, 1987; Bisset 1984, 1991a, 1991b,
1991c¢, 1992; Gams és Bisset, 1998).

A Trichoderma fajok kozonséges fonalas talajgombak, melyek el6fordulnak
minden égdvon az Antarktisztol a tropusokig (Domsch et al., 1980). Szaprotrof
szervezetként igen sokféle anyagot képesek szén-, illetve nitrogénforrasként

felhasznalni. Nagyszamu enzimet képesek termelni, példaul cellulazt és hemicellulazt



illetve kitindzt. Oudemans ¢és Koning izolaltak els6ként Trichoderma gombakat talajbol
(cit.: Gams ¢és Bisset, 1998). A Trichoderma-k vilagszerte elterjedtek és gyakori, nagy
jelentéséggel bird képviseldi a talajok mikrobiotopjanak (Turéezi, 1999). A
Trichoderma gombafajok ugyan nem adtak szdmunkra olyan atiit6 jelentdségi
anyagokat, mint a penicillin, de az enzimtermeld képességiik, illetve az, hogy képesek
megtamadni és gatolni mas gombakat oriasi lehetOségeket nyujtanak a kutatasban
szamos teriileten (Samuels, 1996). A Trichoderma reesei E. G. Simmons faj azon
tulajdonsaga, hogy képes cellulaz enzimek termelésével a celluloztartalmi anyagokat
lebontani (Reese és Mandels, 1989; Kubicek et al., 1990) lehet6vé teszi a gomba ipari
felhasznalasat is (Buchert er al, 1994; Nigam, 1994). A legtobb izolatum a
természetben is képes €l6skodnii mas gombakon, igy példaul benovik az Armillaria
fajok rizomorfait, gyakoriak a kiilonb6z6é szklerociumokon, vagy a novénykorokozo
gombaknak a gazdandvényen el6forduld képletein. A biologiai védekezésre valo
alkalmassaguk szempontjabol kedvezo az is, hogy a nemzetségben nincsenek korokozo
fajok. Kivételt jelent ez aldl a Lentinus edodes (shiitake) és az Agaricus bisporus
(kétsporas csiperke) gombatermesztés, ahol a zoldpenész betegséget okozhatjak
agressziv Trichoderma fajok (Komatsu, 1976; Muthumeenakshi et al., 1994), de ez
megfeleld technologia mellett elkeriilhet6. Néhany irodalmi adat utal csupan arra, hogy
beteg ndvényekrdl is izolaltak Trichoderma-t de visszafertdzéssel nem tudtak igazolni
patogenitasukat (Kattner, 1990).

Szamos tudomanyos cikk, konyv ¢€s attekintés foglakozik a Trichoderma
gombafajok gyakorlati felhasznalhatosagaval a biologiai ndvényvédelemben (Baker és
Cook, 1982; Vajna, 1984; Papavizas, 1985; Chet, 1987; Jeffries és Young, 1994; Lorito
et al., 1994; Lewis et al., 1995; Hjeljord és Tronsmo, 1998; Harman és Bjorkman, 1998;
Harman, 2000; Hjeljord et al., 2001; Howell, 2003). Igen széles korben, az erdészeti
kultaraktol (Highley et al., 1997) a szant6foldi ndvényeken at a disznovény €s kertészeti
kultarakig (Elad et al., 1981; Kraft és Papavizas, 1983; Harman, 2000). Ezek a munkak
atfogdo képet adnak a Trichoderma fajok bioldgiai védekezésben valo

alkalmazhatosaganak jelenlegi helyzetérol.

2.2. Trichoderma-kutatas Magyarorszagon

Az els6 Trichoderma nemzetségre torténd utalas 1952-ben volt, Ubrizsy (1952)

altal, aki — a szakirodalmon alapul6 ismeretei alapjan — Trichoderma lignorum (Tode)



Harz és a T. koeningi [sic] (=Trichoderma koningii) fajokat gylimolcsfaknal jelentkezd
gyokérpatogénként irta le. Ubrizsy és Reichart (1958) hat évvel késobb tett elsdként
utalast 7. lignorum anatagonista szerepérdl novénykorokozokkal szemben. Elséként
Voros (1957) irt le Trichoderma fajokat Magyarorszagon, nevezetesen a 7. lignorum és
T. koningii fajokat. Az elsé hatarozokulcs, rovid leirassal, magyar nyelven Ubrizsy és
Voros (1968) nevéhez flizédik, akik a Trichoderma fajokat, mint a faanyagok feliiletén
lagykorhadast el6idéz6 gombat emlitik. Ot fajt jellemeztek: 7. album Preuss, T. koningii
Oud., T. lignorum (Tode) Harz, T. glaucum Abott, T. viride Pers. (Ubrizsy €s Voros,
1965). Tovabbi Trichoderma fajok (T. piluliferum Bisset, T. polysporum Bisset, T.
longipilis Bisset, T. spirale Bisset, T. fasciculatum Bisset, T. minutisporum Bisset)

el6fordulasarol Vajna (1983) illetve Turdczi et al. (1994) adtak szamot.

Magyarorszagon a kiilfoldihez hasonld népszertiségre tett szert a Trichoderma-
kutatas. A ndvénybetegségek elleni biologiai védekezés teriiletén intenziv kutatdmunka
az 1970-es években kezdddott hazankban. 1983-t6l 1987-ig Vajna és munkatarsai az
MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében (MTA NKI) szabadfoldi és foliasatras
kisérletekben  vizsgéltak  kiilonb6z6  Trichoderma  izolatumokat és  leirtdk
felhasznalhatdsagukat a biologiai novényvédelemben. A kisérletek eredményeként egy
T. viride torzsbol gyakorlati alkalmazasra kész terméket fejlesztettek ki (talajeredetii
korokozok ellen zoldség és diszndvény kultirdkban, Vajna et al., nem publikalt adat),
de megfelel6 gyartod partner hianyaban azoéta sem keriilt piacra (Turoczi, 1999). A kajszi
gutaiitéses betegségkomplexuma elleni lehetséges védekezési lehetdségeket Rozsnyai et
al. (1992) és a gorogdinnye fuzariozisa elleni vékezést Dulané et al. (1987) vizsgaltak
Trichoderma gombaval.

Az MTA NKI torzsgylijteményében jelenleg is 250-nél tobb Trichoderma-t
tarolnak, melyek felhaszndldsaval a GO6dolléi Mezdgazdasagi Biotechnologiai
Kozpontban 7. hamatum-bdl szdrmazo endokitinaz gént vizsgaltak (Turdczi et al.,
1996; Fekete et al., 1996; Fekete et al., 2001). Az egri Eszterhazy Karoly Tanarképzo
Foiskolan elsésorban talajbol izolalt Trichoderma-k Okofiziologiai jellemzésével
(elofordulas ¢és kolonizacidos képesség kiilonbozé  talajtipusokban, kornyezeti
tényezokkel szembeni igények) foglalkoznak. Naar (1997) a hazai Trichoderma
kutatasok torténelmi elézményeirdl is attekintést adott. Naar és Kecskés (1995, 1998a,
1998b) a hajtatott fejessalatan karokat okozd Sclerotinia minor ellen dolgoztak ki

hatékony  biologiai  védelmet  vinklozolin-rezisztens  Trichoderma  torzsek



szelektalasaval, illetve a szaprobionta kompeticiot befolyasolé faktorok szerepét
vizsgaltak. A Budapesti Miiszaki Egyetemen Trichoderma torzsgyijteményt allitottak
Ossze és a Bécsi Miiszaki Egyetemmel kdzosen a Trichoderma-k molekularis biologiai
alapt rendszerezésén dolgoznak (Kullnig-Gradinger et al., 2002; Kubicek ef al., 2003).
A Szegedi Egyetem Mikrobioldgiai Tanszékén molekularis bioldgiai modszerek
alkalmazasaval végeznek kisérleteket hidegtiird 7. harzianum torzsek eldéllitasara,
illetve a szélsOséges kornyezeti tényezOknek ellenalld izolatumokat vizsgaltak (Kredics
et al., 2000). A Trichoderma izolatumok biologiai védekezési potencialjanak fokozasara
a gombak extracellularis enzimtermelését tanulmanyozzak Manczinger et al., (2002),

Szekeres et al. (2004) és Kovacs et al. (2004).

2.3. A Trichoderma virens faj

A jelen dolgozat alapjaul szolgélo laboratoriumi vizsgalatok legnagyobbrészt a

Trichoderma virens faj gliotoxintermelésének elemzését szolgaltak.

Trichoderma virens (J. Miller, Giddens & Foster) von Arx, Beih., Nova Hedvigia 87:
288. 1987. (basonym: Gliocladium virens J. Miller, Giddens & Foster, Mycologia 49:
792.1957.)

Teleomorf: Hypocrea virens (Chaverri, Samuels & E.L. Stewart), Mycologia 93: 1113-
1124. 2001.

(A faj leirasa: Webster és Lomas (1964) alapjan, modositva Gams ésBissett (1998) és
Chaverri et al., (2001) nyoman.

A telepek malata taptalajon, 25 °C-on gyorsan novekedok. A konidiumképzés
jellemzden egyenletesen jelentkezik, €s befedi a taptalaj teljes felszinét, esetleg ritkan
lapos pusztuldkat (konidiumtartdé csomodkat) képezve a Petri-csésze szélén, illetve
koncentrikus korokben tomoriilve. A sporulacié szine sotétzold, kékes-zoldbe fordulo.
A telep hatoldala altalaban szintelen, vagy lassan sarguld, illetve borostyansarga szinil.
Az egyenletesen, szétszortan keletkez6 konidiumtartok oldalsd agakkal rendelkezo,
légmicéliumnak tind képletként emelkednek ki a szubsztratbol. A konidiumtartok alapi
része rendszerint steril, és oldalagak nélkiili, a hosszanak kb. felétdl a cslicsaig
jelentkeznek szabalytalanul az oldalagak, melyek 3-6 egymashoz kozel il6 fialidbol allo
csoportban  végzodnek. A  hosszifonalas (macronematous, /ang./) tipusu

konidiumtartokon szabalytalanul képzddnek oldalagak. A konidiumtarté csucsi fele
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fertilis, és gyakran a csucsa is tartalmaz egy fialid-csomot. Az elsddleges oldalagak
rendszerint egyesével keletkeznek, a szembenalld parok kdzvetlen a szeptumok alatt

erednek. A teljes rendszer szabalytalan, de nem tomott.

A konidiumtarto-csomokban képzddo fialidok rendszerint hosszukasak vagy
ampullaszeriiek, legtobbszor 4,5-10-(13)%2,8-5,5 um méretiick, gyakran 6rvosen, 3-6
egymas mellett {il6 fialid figyelhet6 meg, esetenként egyediilallo, vagy paros fialidok is
megfigyelhetok. Az elszortan elhelyezkedé fialidok altalaban hosszikasabbak, 20%x2,5-3

pum méretiiek.

A konidiumok ellipszoid, illetve ovalis forméajtaak, 3,5-6,0x2,8-4,1 um méretiiek,
sima faltak, pasztazo elektronmikroszkopban (SEM), nagy nagyitdsnal enyhén
bordazottak (Meyer és Plaskowitz, 1989), sziniik sotétzold. A szomszédos fialidokbol

képz6dott konidiumok gyakran gombszerti csomodkba tomoriilnek.

A T. virens faj rendszertani helye és elnevezése sokat valtozott. A faj els6ként a
Gliocladium Corda genusban kapott helyet, Gliocladium virens J. Miller, Giddens &
Foster-ként a Gliocladium-szeri konidiumtartd-elagazodasok alapjan. A 7. virens nem
az egyetlen Gliocladium-szert konidiumtart6 elagazodasokkal jellemezhet6 faj, amely a
Hypocrea nemzetség anamorfjai kozott fellelhetd. A Hypocrea gelatinosa (Webster és
Lomas, 1964; Bisset 1991b), Hypocrea flavovirens Berk. & Broome (Doi, 1972) vagy

mas egyeb Hypocrea fajok anamorfjai is ilyen konidiumtartokkal jellemezhetok.

Bisby (1939) javaslata szerint a Hypocrea gelatinosa (Tode: Fr.) Fr. anamorfja
nagyon hasonlé volt a G. virens fajhoz, ezért a morfologiai hasonlosag alapjan a G.
virens faj elhelyezése a Trichoderma nemzetségben ésszerii. Ugyanakkor az a
kovetkeztetés, miszerint a Hypocrea gelatinosa azonos lenne a Hypocrea rufa (Pers.)
Fr. fajjal — mely azonban a Trichoderma viride Pers. faj teleomorfja— hibas volt
(Chaverri et al., 2000). A szakirodalomban gyakran szerepel a két — nevében hasonlo 7.
virens és T. viride faj — téves névalkalmazasa. Kés6bb, Webster €s Lomas (1964) és
Rifai (1969) tgy talaltak, hogy a T. virens morfologiailag kozelebb all a Gliocladium
nemzetség tagjaihoz, mint a 7. viride fajhoz, — amely a Trichoderma nemzetség
tipusfaja — ezért a Gliocladium nemzetségbe sorolasat fogadtak el. Tobb, a
kozelmultban megjelent, a 7. virens faj gliotoxin-termelését targyaldé publikacidban
megtalalhaté Gliocladium virens basonym hasznalata ide vezethetd vissza. Seifert

(1985) a Sphaerostilbella nemzetségrol és rokon nemzetségekrdl irt monografiajaban
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megallapitotta, hogy a Hypocrea Gliocladium-tipusi anamorfjai nem illenek bele az
igazi, Gliocladium penicilloides tipusfajjal jellemzett Gliocladium nemzetségbe, hanem
inkdbb a Trichoderma nemzetségbe tartoznak. Molekolularis biologiai modszerekkel,
28S ¢és ITSrDNS szekvencidk vizsgalataival Rehner és Samuels (1994, 1995) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a Hypocrea anamorfjai Trichoderma-k, és a T. virens faj
genetikailag a Hypocrea fajok kozé tartozd és filogenetikailag igen tavol all a G.
penicilloides fajtol. A Trichoderma virens faj legitim besoroldsa (von Arx 1987) ma
mar altalanosan elfogadott (Bissett, 1991a, b; Samuels, 1996; Gams és Bisset, 1998)
amelyet a Rehner és Samuels (1994, 1995) altal elvégzett DNS szekvenciaanalizisek

eredményei is megerdsitenek.

A T. virens teleomorfjanak, a Hypocrea virens (Chaverri, Samuels & E.L.
Stewart) 0j fajkénti leirasat Chaverri et al. (2001) adtdk. Molekularis biologiai
eljarasokon alapulé modszereikkel megerdsitettek a 7. virens faj Trichoderma

nemzetségbe tartozasat is.

2.4. A Trichoderma-k masodlagos anyagcsere termékei

A masodlagos anyagcsere kifejezésnek Bu’Lock (1975) novényélettannal
foglalkozé kutaté a névaddja, aki a szekunder metabolitokat az oregedd tenyészetek
altal termelt anyagoknak tekintette. Igen nagyszamu ismérv valasztja el a primer €s a
szekunder anyagcsere-format, de az alapvetd kiilonbség az, hogy az elsddleges
anyagcsere nélkiilozhetetlen a sejtek ¢letbenmaradasahoz és novekedéséhez, amig a
masodlagos anyagcsere nem. Az elsddleges anyagcsere tartalmazza az anabolikus €s
katabolikus folyamatokat is, amelyek életben tartjdk a szervezetet. A masodlagos
anyagcsere csak anabolikus, és nélkiilozheté a mikroba szempontjabol. Az €16 szervezet
elveszitheti a masodlagos anyagcserére vald képességét anélkiil, hogy elpusztulna
(Bu’Lock, 1975; Bennet ¢s Bentley, 1989; Betina, 1994). Wilhite et al. (1994) altal UV
sugarzassal eléallitott Trichoderma virens mutansok elveszitették a gliotoxin-termeld
képességiiket, amelyen az antibiotikus aktivitasuk is alapult, de ez nem jelentette a
pusztulasukat, csak a patogénnel szembeni gatlé hatasuk csokkent az eredeti torzshoz

viszonyitva.

A természetre jellemzé gazdasagossagra torekvés, a Iétért valo kiizdelem

koriilményei kozott mégis fel kell tételezniink, hogy maga a torténés, adott koriilmények
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kozott ezen anyagok termelése esszencialis az Oket termeld szervezetek szamara

(Szentirmai, 1993).

A masodlagos anyagcseretermékek igen valtozatos kémiai csoportokat alkotnak,
de mind az elsddleges anyagcsere valamely 1épcsdjébdl szarmaztathatok, mind egy-egy
primer metabolit karikatirajanak tekinthetd (Szentirmai, 1993). Kovetkezésképpen, a
masodlagos anyagcsere-termékek csoportositisa a prekurzoraik alapjan célszert,
ahonnan szarmaztathatok (Bennett, 1983). A szekunder metabolitokat Weinberg (1974)
»biokémiai furcsasagoknak” nevezte (biochemically bizarre), illetve korabban a
Lrendkivill sokszinli szerves vegyliletek” (,,an extraordinary bestiary of organic

compounds”) kifejezést hasznalta a szerz6 (Weinberg, 1970).

Bizonyos rendszertani csoportok, — beleértve gombékat, sugarbaktériumokat —
anyagcserefolyamataik sordn termelnek olyan anyagokat, amelyek nem tlinnek
nélkiilozhetetlennek a termeld mikroorganizmus novekedése szempontjabdl. Ezek a
masodlagos anyagcsere-termékek képzodéséhez vezetnek, melyeket idonként
idiolitoknak is neveznek (Campbell, 1983). Ezen vegyiiletek képzddése altalaban a
novekedési fazis (trofofazis) végén indul meg, és a stacioner fazis (idiofazis) els6
szakaszara terjed, amikor a sejtosztodas sebességének a csokkenése, sok esetben a
sporaképzés megindulasa, illetve az erre vald eldkésziilet az intermedier anyagcsere
addig jol mikodo rendszerében némi zavart okozhat. Méasodlagos anyagcsere-termékek
szintézise gyakran jelentkezik egy elkiiloniilé termelési fazis alatt (idiofazis) amely
elvalaszthato a novekedési szakasztol (trofofazis) (Drew és Wallis, 1983). Ezt a
trofofazis-idiofazis  kapcsolat  jelenlétét  megfigyelték  tobb  masodlagos

anyagcseretermék fermentécioja soran (Demain, 1972).

Az antibiotikumok altaldban mikrobak altal termelt alacsony molekula-tomegi
szerves vegyiiletek. Az antibiotikumok kis koncentracioban gatld hatassal birnak mas
mikroorganizmusok novekedésére, vagy masféle metabolikus aktivitadsukra. A legtobb

ilyen anyagot talajlako mikrobak termelik (Fravel, 1988).

Az antagonizmusban szerepet jatszo folyamatok koziil a legrégebben ismert és
legalaposabban tanulmanyozott az antibiotikus hatasi anyagok (antibiotikumok)
termelése (Fravel, 1988). Az antibiotikus hatast Roberts 1874-ben ismerte fel (cit.:
Turoczi, 1999). A Penicillium notatum West (=P. chrysogenum Thom) masodlagos

anyagcseretermékének, a penicillinnek 1929-es felfedezése (Fleming, 1929) mérfoldko
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volt az antibiotikumok kutatisaban. Intenziv kutatdsok kezdddtek tovabbi
antibiotikumok utan, a mikrébak antagonizmusara ¢és antibiozisara figyelve
(Sivasithamparam és Ghisalberti, 1998). Richard Weindling (1932) amerikai kutato
egyik korai munkdajaban megfigyelte, hogy egy altala Trichoderma lignorum fajként
azonositott gomba antagonizmust mutatott mas gombafajokkal szemben. Az
antibiotikus anyag a tapkozegben volt megtalalhatd (Weindling, 1934), és kinyerésre
keriilt kristalyositott forméaban is (Weindling és Emerson, 1936). A Trichoderma
lignorum-nak nevezett faj —amelyrol feltételezhetjiik, hogy azonos volt a 7. virens-szel
— antibiotikus hatasa kiilonos figyelmet érdemel. Ennek az az oka, hogy Weindling
(1934) elsé cikke ota szamos kutaté foglalkozott e faj antifungalis anyagainak

vizsgalataval (Howell et al., 1993).

Sivasithamparam és Ghisalberti (1998) utalnak arra, hogy amig az elsédleges
anyagcsere termékek csoportja minddssze néhany szaz vegyiiletet foglal magaba,
akdzben a masodlagos anyagcsere termékek szama szazezer feletti, €s évente ezer ujabb
vegyiiletet talalnak meg. Jelenleg t6bb mint 140, Trichoderma-k altal termelt, szekunder
metabolitot ismernek, és ez a szdm is novekszik. Dennis és Webster (1971a, 1971b,
1971c) emlitést tesznek a Trichoderma-k igen széles spektrumil antibiotikum-
termelésérdl. Ezeknek a masodlagos anyagcsere termékeknek létezik elfogadott és

ismert osztalyozésa (Turner és Aldridge, 1983; Luckner, 1990).

A Trichoderma-k antimikrobidlis termékei rendkiviil valtozatos csoportot
alkotnak a kémiai szerkezet és a funkcid szempontjabol, és ez a csoport illékony €s nem
illo vegyiileteket is tartalmaz (Taylor, 1986). A 2. tablazat az antibiotikus anyagokat

kémiai tulajdonsagaik szerinti csoportositasban 0sszegzi.
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2. tablazat: Trichoderma fajok altal termelt legfontosabb, az antibiézisban is
szerepet jatszo vegyiiletek a kémiai tulajdonsagaik alapjan csoportositva

Metabolit A termel6 gombafaj Antibiotikus Egyéb hatas
neve/csoportja (torzs)/kozlés ideje hatas jellege
1. Nem acetatbdl szarmaztathato6 vegyiiletek
mannitol Trichoderma harzianum antimutagén
(Hussain et al., 1975)
ferulinsav T. virens (Dickinson ef al., Antifungalis, sejtméreg
1995) baktericid,
antiviralis
2. Citrat-ciklus intermedierek
viridiofungin A, B | T. viride (Harris et al., 1993) | antifungalis fitotoxin
¢s C
3. Zsirsavak: (acetil CoA linearis kapcsolédasabol)
4. Poliketidek
benzokinonok
antrakinon T. polysporum (Donnely és Antibakterialis,
Sheridan, 1983) fungicid
5. Oxigént tartalmazé heterociklikus vegyiiletek
trichoharzin T. harzianum (Kobayashi et Antifungalis Novényi
al., 1993) novekedést
serkentd
harzianolide T. harzianum (Almassi et al., | Antifungilis Novényi
1991) novekedést
serkentd
6. Pironok
6-pentyl-o-piron T. harzianum (Claydon et al., | Antifunglis, Novényi
1987) T. koningii (Simon et antimikrobialis novekedést
al., 1988), T. viride (Collins és serkentc’j, '
Halim, 1972), Trichoderma Rhizoctonia
spp. (Kikuchi ez al., 1974) solani*, kékusz
’ illath aroma**
Koninginin A, B, C, | T. harzianum, T. koningii Antifungalis Novényi
D.E novekedést
’ szabalyozo hatasi
7. Terpénvazas anyagok
trichodermol T. polysporum, T. sporulosum | Antifungalis mycotoxin
(Adams és Hanson, 1972), T.
virens (Yamamoto ef al., 1969)
mycotoxin HT-2 - mycotoxin
mycotoxin T-2 T. harzianum, T. lignorum Antifungalis mycotoxin
(Bamburg és Strong, 1969)
trichodermin T. polysporum (Adams és Antifungalis antihormonalis,
Hanson, 1972) T. viride mycotoxin
(Godtfersten és Vangedal,
1965)
harzianum A T. harzianum ATCC 90237
(Corley et al., 1994)

15



2. tébldzat (folyt.)

Metabolit A termel6 gombafaj Antibiotikus Egyéb hatas

neve/csoportja (torzs)/kozlés ideje hatas jellege

7. Terpénvazas anyagok (folyt.)

harziandione T. harzianum (Ghisalberti et
al., 1992)

heptelidsav T. virens, T. viride (Itoh et al., | antibiotikum Antibakterilis,

(avocetin) 1980) antimikrobialis

viridin T. virens (Moffatt et al., 1969; | antibotikum Gombaspora-
Lumsden et al., 1992b), G. csirazas gatlo
fimbriatum (Brian et al.,1946), Rhizoctonia
T. viride (Golder és Watson, solani *
1980)

viridiol T. virens, T. viride (Moffatt et
al., 1969)

8. Aminosavakbol szirmaztathaté metabolitok

isonitrin A T. hamatum IMI 3208, T. Antibiotikum
harzianum IMI 3198 (Baldwin
etal., 1991)

isonitrin B T. koningii (Tamura ef al., Antibiotikum
1975), Trichoderma sp.
(Nobuhara et al., 1976)

isonitrin D T. polysporum, T. koningii, T. | Antibiotikum
harzianum (Fujiwara et al.,
1982)

isonirin C T. hamatum, T. viride Antibiotikum
(Fujiwara et al., 1982)

isonitric acid E, F T. hamatum, T. viride Antibiotikum
(Baldwin et al., 1991)

gliotoxin T. virens (Lumsden et Antibiotikum, Acetolaktat
al.,1992a) T. lignorum antiviralis szintetaz
(Weindling, 1934), T. inhibitor,
hamatum (?) (Hussain et al., Imnno-
1975), G. fimbriatum (Johnson ‘;‘:j&?ﬁ‘l’;
etal., 1943)

gliovirin T. virens (Howell és Antibiotikum Pythium ultimum
Stipanovic, 1983) ek

9. Polipeptidek (peptaibol antibiotikumok)

trichopolyn I T. polysporum (Fujita et al., antibiotikum
1981)

trichopolyn II T. polysporum (Fujita et al., antibiotikum
1981)

10. Egyéb metabolit

valinotricin T. polysporum (Fujita et al.,
1984)

Forras: (Turner és Aldridge, 1983; Luckner, 1990; Sivasithamparam és Ghisalberti, 1998)
* A Rhizoctonia solani-val szembeni aktivitasat figyelték meg (Lumsden et al., 1992b).

** A metabolitot termeld gombak laboratoriumi kultiraja gyakran jellegzetes kokusz illatd a 6-pentyl
pyron jelenlétének kdszonhetben

*** A Pythium ultimum patogénnel szembeni erdsebb hatékonysagat figyelték meg (Howell és
Stipanovic, 1983.
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2.5. A gliotoxin termelddése és szerepe a biologiai védekezésben

A 2. tablazat ravilagitott a Trichoderma nemzetségbe tartozd fajok altal termelt
masodlagos anyagcsere-termékek sokszintiségére. A jelen dolgozatban a masodlagos
anyagcseretermékek koziil a gliotoxin termelésével foglalkoztunk, ezért a

kovetkezOkben az emlitett metabolitra vonatkozo ismereteket foglaljuk 6ssze.

A gliotoxin (1. abra) az egyik legismertebb tagja az epipolytio-diketo-piperazin
(ETP) gombametabolit csoportnak. A ETP csoportba tartoz6é anyagcseretermékek a
piperazindion hattaghi gyliriin taldlhatd diszulfid hiddal jellemezhetdk, amelyek
jelentéséggel birnak a vegyiiletek biologiai szerepében (Waring és Beaver, 1996)
azaltal, hogy a molekulanak a diszulfid-hid ad antibiotikus aktivitast (Taylor, 1971). A
gliotoxint 1943-ban ismerték fel, irtak le és jellemezték (Johnson ef al., 1943).

1. abra: A gliotoxin molekula szerkezeti képlete

A molekula stabilitasa fiigg a kozegben mért pH-tol. Savanyu kdrnyezet noveli a
kémiai stabilitdsat, de gyors lebomlas kovetkezik be pH 7,0 felett (Weindling és
Emerson, 1936; Brian és Hemming, 1945). A molekula néhany kémiai jellemz6jét a 3.

tablazatban foglaltuk ossze.

17



3. tablazat: A gliotoxin néhany kémiai jellemzdje
GLIOTOXIN C13H14N5»S,04

2,3,5a,6-tetrahidro-6-hidroxi-3-(hidroximetil)-2metil-10H-
3a, 10a-epithiopirazino[1,2a]indol-1,4-dion

Molekulatomege: g/mol
324,6
Oldhatosaga: mg ml”
vizben 0,07
etilalkoholban 4.7
DMF (N,N dimetilformamid) -ben 17
kloroformban 20
piridinben 77

Forras: The Merck Index, Tenth Edition. 1983. p. 635.

Szdmos gomba képes a gliotoxin termelésére. Penicillium és Aspergillus fajok is
termelhetik ezt a metabolitot (Sakai és Watanuki, 1987; Richard et al., 1994). Savard et
al. (1994) Penicillium bilaii PB-50 jelzésti torzsével termeltek gliotoxint. Szintén
termelnek gliotoxint az Aspergillus fumigatus Fresenius és a Penicillium terlikowskii
Zaleskii izolatumai is (Brewer et al., 1966; Taylor, 1971; Nieminen et al., 2002;
Wenehed ef al., 2003). A Gliocladium (Johnson et al., 1943), a Thermoascus (Waring et
al., 1987), Dichotomomyces (Seigle-Murandi et al., 1990) és a Candida (Shah és
Larsen, 1991) nemzetségek bizonyos fajai szintén rendelkeznek ezen antibiotikum

termelésének a képességével.

A Trichoderma nemzetség 1964-ben Webster ¢s Lomas, akik kiilonb6zo
Trichoderma izolatumokat vizsgaltak és ismerték a Weindling (1932) antibiotikumot
termeld gombdja koriili identifikacids anomaliat (Trichoderma viride vagy Gliocladium
fimbriatum?) megismételték az antibiotikum-termelési kisérletet Weindling és Brian
izolatumaival, tovabba szamos 7. viride izolatummal. Az eredmény meglepd volt. A
Trichoderma viride és mas Trichoderma izolatumok nem termeltek sem gliotoxint, sem
viridint. Kideriilt, hogy az eredeti torzsek, — az akkori genus koncepci6 szerint — a
Gliocladium virens fajjal azonosak (Vajna, 1984). Ubrizsy és Voros (1965) emlitették
azt, hogy a gliotoxin elnevezés annak a tévedésnek a kovetkezménye, hogy a termeld

Trichoderma-torzset a munka elején egy z6ld-konidiumt Gliocladium-fajnak hitték.

A Trichoderma virens torzsek altal termelt gliotoxin igen széles antibiotikus
aktivitassal rendelkezik, beleértve a baktériumosztodds, valamint a gombaspora

kicsirazasanak gatlasat, tovabba a virusreplikacid gatlasat szovettenyészetben (Rightsel
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et al., 1964). A gliotoxin antifagocita és immunrendszert modosito hatdsa szintén ismert
(Miillbacher et al., 1985). A gliotoxint a sejtek gyorsan felveszik, ami ezutan az €16
szovetekben, sejtekben a fehérjékhez kotédve kumulaloédik, majd a mitokondriumok
miikddési zavarat eredményezheti, a fehérje- és nukleinsav- szintézist, valamint sok mas
sejtfunkciot gatolhat (Middleton, 1974; Jones €s Hancock, 1988; Waring et al., 1994,
1995). Haraguchi et al. (1996) dohanyndvényekben tapasztalta az eldgazd lancu
aminosavak szintéziséért felel0s acetolaktat-szintetaz enzim gatladsat gliotoxin Aaltal.
Valin, leucin €s izoleucin hozzaadasaval a novényeken jelentkezd novekedés-gatlas
mérsékelhetd volt. A gliotoxin kéros hatasanak mértéke fligg a toxinnal szembeni
kitettség mértékétol (expozicid) (Wilhite és Straney, 1996). Brian és Hemming (1945)
tanulmanyoztak azt az anyagot, amelyet 6k még a 7. viride faj termékének hittek, és
eloszor végeztek kisérletet ezzel az antibiotikummal mint magcsavazo szerrel. Zab, arpa
és buza magvakat kezeltek maggal terjedd gombabetegségek ellen (Ustilago hordei,
Helminthosporium avenae /=Dreschlera avenael, Tilletia caries). A gliotoxin hatasos
volt ugyan, de gyengébb eredményt adott, mint a szerves higanytartalmt (akkoriban
hasznalatos) csavazoszerek. Az eredmények alapjan, valamint a gliotoxin vizes
oldatanak instabilitasa miatt a szerzok akkor ugy itélték meg, hogy allatgydgyaszatban
nem, ndvényvédd szerként inkabb figyelembe vehetdé a gliotoxin, s jovéje fiigg a

szintézis modszer kidolgozasatol is (Vajna, 1984).

Szamos tudoméanyos munka foglalkozik a 7. virens gomba gliotoxin
termeléséhez optimalis tapanyagellatas szerepével, termelésének iitemével ¢és
kinetikdjaval. Park et al. (1991) kiilonb6zdé szén- és nitrogénforrasok gliotoxin-
termelésre kifejtett hatasat vizsgaltak, és ugy talaltak, hogy kisérleteikben az optimalis
szénforrasnak a gliikkdz, nitrogénforrasként pedig a fenilalanin mutatkozott. Korabban
Kirby et al (1978) a fenilalanint fontos prekurzorként emlitették a gliotoxin
bioszintézisében, melynek elsd 1épésében egy fenilalanin molekula egyesiil egy
szerinnel. Park et al. (1991) specialisan gliotoxin termelésére készitett szintetikus
taplevesben a legtobb gliotoxint az inkubacié nyolcadik napjan mérték. Ugyanakkor
Lumsden et al. (1992a) a gliotoxin képzddését figyelték meg mohatdzeges, talajmentes
modellezték. A gomba beoltdsat kovetd két napban intenziv gliotoxin-képzodést
tapasztaltak, majd a gliotoxin koncentracié lecsokkent. Az el6z6 megfigyeléssel

egyezoen, Ridout és Lumsden (1993) véleménye szerint folyékony tapkozegben csak a
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gomba fejlodésének elsd két napjaban figyelhetd meg gliotoxin-felhalmozodas. A
gliotoxin késobbi eltiinése tobb okkal is magyarazhat6: 1., a gliotoxin bioszintézis
megsziinése; 2., a gliotoxin lebomlasa (esetleg atalakitdsa mas molekulava); 3., a sejtek
elhalasa, ezzel egyiitt a bioszintézis képessége is csokken. Wilhite és Straney (1996)
laboratériumi fermentacios rendszerekben vizsgaltak a 7. virens izoldtum gliotoxin-
termelésének kinetikajat és idozitését. Kisérleti eredmények azt mutattak, hogy a
Trichoderma virens toxintermelése atmeneti, 16 oran keresztiil, a gomba intenziv
novekedési szakaszadban torténik (trofofazis), szemben a klasszikus masodlagos
anyagcsere-termékekkel, amelyek termelése a tapanyagok kimeriilése utan, illetve a
trofofazis befejezddésekor kovetkezik be. Wilhite és Straney (1996) utal arra, hogy a
gliotoxin bioszintézis litemezése nemcsak az atmeneti jellege miatt érdekes, hanem
azért, mert a szintézis kezdete és a vége egyarant befejezédik joval a gyors novekedés

fazisanak (trofofazis) vége elétt.

A gliotoxinnak az antibiozisban és az antagonizmusban betoltott szerepérdl is
szamos vélemény latott napvilagot, amelyet eltéré6 modon itélnek meg kiillonbozd
szerzOk. Wright (1956a, 1956b, 1956c) kozlése szerint a gliotoxin-termeld 7. viride (T.
virens?) izolatum hatakonyabban gatolta a Pythium spp. okozta palantaddlést, mint a
viridin-termeld izoldtum, mikdzben a kontroll, — amely egyik metabolitot sem termelte
— adta a leggyengébb eredményt. Howell (1987) vizsgélatainak eredményei alapjan
szantofoldi koriilmények kozott a Trichoderma (syn: Gliocladium) virens nem tudta
parazitalni a Rhizoctonia solani patogén gombat, de ugyanakkor gatolta a Rhizoctonia
solani éltal okozott palantaddlést gyapotndvényeken. Az eredmények azt igazoltdk,
hogy az antibidzis jatszhatta a fo szerepet a R. solani elleni védekezésben, amely
alatdmasztast nyert késoébb mikroszkopi vizsgalatokkal is, melyek antibidzisra utald
jeleket mutattak. Wilhite ef al. (1994) szerint a termelt gliotoxin igen nagy jelentdséggel
bir a T. virens izolatum antagonista szerepében Pythium ultimum-mal szemben, és
megfigyelték azt, hogy gliotoxint nem-termelé mutans torzsek koriilbeliil fele
hatékonysaggal gatoltdk a P. ultimum patogént, €s a biologiai ndvényvédelemben is
kisebb hatékonysaggal mikodtek. Lumsden et al. (1992a) megallapitottak azt is, hogy

foképp a gliotoxinnak tulajdonithat6 a patogénekkel szembeni antagonista hatés.

Az eldz6 megallapitasokkal szembeallithatdo Jones et al. (1984) vizsgalata, melyben
foldimogyord Rhizoctonia solani altal eldidézett palantad6lése €s gyokérrothadasa ellen

alkalmaztak gliotoxin-termeld, illetve gliotoxint nem-termelé 7. virens izoldtumokat.
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Eredményeik azt mutattdk, hogy a gliotoxin-termeld 7. virens izolatum az
antibiotikumot nem termelé izolatumnal kevésbé hatékonyan gatolta a betegség

kialakulasat.

Howell (1999) a masodlagos anyagcseretermékeik — koztiik a gliotoxintermelés
— szempontjabol vizsgalt T. virens izolatumokat. Megallapitasa szerint a 7. virens
izolatumok antibiotikumspektruma jelent6sen eltérhet, aminek alapjan két csoportba
sorolhatok. A P-csoportba tartozok gliovirint, viridint, heptelidsavat és viridiolt
termelnek, mig a Q-csoport tagjai gliotoxint, viridint és viridiolt képeznek, de nem
fordul el6 gliovirin és heptelidsav a metabolitjaik kozott. A P-csoportba tartozok viszont
nem termelnek gliotoxint). Mivel a két legfontosabb antibiotikum — a gliotoxin és a
gliovirin — hatésspektruma eltér (a gliotoxin a Rhizoctonia solani ellen sokkal
hatasosabb, mint a Pythium ultimum ellen és forditva) igy a két csoport tagjai is eltérd

mértékben képesek védeni a ndvényt e két korokozo ellen.
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2.6. Molekularis biologiai eredmények alkalmazasa a Trichoderma-taxonomiai

kutatasban

Napjainkban a nukleinsavakat vizsgdld molekularis bioldgiai modszerek
elterjedtek és altalanosan hasznalatosak a fajok meghatarozasaban és filogenetikai
osztalyozasban. Zimand et al. (1994) ,Randomly Amplified Polimorphic DNA”
(RAPD) modszerrel, 10 tagi oligomer primerek hasznalataval kiilonboztetett meg
Trichoderma torzseket. A mddszerrel hasonld6 PCR termék-mintazatot kaptak, amely
alapjan egymashoz hasonl6 genetikai allomanyu torzseket talaltak. A T-39-es jelzéstl,
Botrytis cinerea ellen hatékony bioldgiai novényvédd szer készitmény torzse,
elkiilonithet6 volt ezzel a modszerrel a tobbi izolatumtol. A RAPD fingerprinting
(ujjlenyomat) moédszert hasznaltak Arisan-Atac et al. (1995) szelidgesztenye rak
(Cryphonectria parasitica) ellen hatékony Trichoderma izolatumok alcsoportjainak
elkiilonitésére; ugy talaltdk, hogy a biologiai hatékonysdg megoszlott a vizsgalt
izolatumok eltér6 csoportjai és alcsoportjai kozott. Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms (RFLP) és RAPD kombinacios technikajat hasznaltak Muthumeenakshi
et al. (1994) termesztett gomba szubsztrat-komposztbol szarmazéd Trichoderma
harzianum izolatumok csoportositdsara és elkiilonitésére. A harom elkiilonithetd
csoportbol egy volt kiilonosen aggressziv. Chen ef al. (1999) szintén a RAPD-modszert
hasznaltdk a termesztett kétsporas csiperkén (Agaricus bisporicus) a zdld-penész
betegséget okozd Trichoderma izolatumok genetikai variabilitdsanak vizsgalatara. A
Trichoderma harzianum faj 4-es biotipusat talaltdk meg az esetek 90 %-aban, amely
nagy hasonldsdgot mutatott a 2-es biotipussal, amely az Eurdpara jellemzd patogén

genotipus.

A DNS szakaszok szekvenaldsan alapuldé molekularis biologiai modszerek
alkalmazhatok lehetnek faji, vagy fajon beliili (izolatum szintii) elkiilonitésre, mivel
ismert DNS szakaszok szekvenalasi eredményei evolucids eredetre is utalnak. Az rRNS
alegységeket kodold szakaszok kozotti ,,internal transcribed spacer”-ek (ITS) sokkal
valtozékonyabbak, mint az alegységek. Az rDNS alegységek kozott talalhato két ITS
régid molekularis jellemzésére jol hasznalhato, mert viszonylag kis méretti (500-600 bp)
¢és konnyen amplifikalhaté PCR-rel, egy nemzetségen beliil a fajok, vagy fajon beliil a
populaciok vizsgalatara hasznalhatjak (White et al., 1990).

Kindermann et al. (1998) kisérelték meg elséként a Trichoderma nemzetség

teljes, ITS rDNS szekvencidk alapjan torténd filogenetikai analizisét. Napjainkban
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kutatocsoportok dolgoznak a Trichoderma nemzetség molekularis biologiai alapon

torténod rendszerezésén, konkrétan a Trichoderma és a Longibrachiatum szekciok és a

s

Samuels et al., 1998, 2000, 2002; Lieckfeldt et al., 1998, 1999, 2001). Rehner és
Samuels (1994, 1995) a Hypocrea telemorfok €s Trichoderma anamorfjaik kapcsolatat
vizsgaltak ¢és meger0sitették a Trichoderma virens faj Trichoderma nemzetségbe

tartozasat is.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Trichoderma torzsek és izolatumok, a tenyésztés modszerei

A munkank soran kiilonbozé Trichoderma torzseket ¢és izolatumokat
hasznaltunk. Az izolatumok a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Mezdgazdasagtudomanyi Kar Novényvédelmi Tanszék (DE ATC MTK
Novényvédelmi Tanszék) torzsgyilijteményébdl (D) illetve a Mycothéque de
I’Universit¢  Catholique de Louvain/Belgian  Coordinated  Collections  of
Microorganisms, Belgium (MUCL/BCCM™) torzsgyiijteményébél szarmaztak. Az
izolatumok részben sajatok részben pedig mas gyljteményekbdl szarmazd torzsek

voltak.

3.1.1. A Trichoderma torzsek izolalasa és kivalasztasa

Amikor a Trichoderma telepek lathato, elkiiloniilé telepeket képeznek a
szubsztrat felszinén, akkor innen végezhet6 el az izolalas (Gams és Bissett, 1998). A
DE ATC MTK novényvédelmi Tanszék gylijteményébdl (D) szarmazd Trichoderma-k
torzsei egy részének izoldlasa 2 %-os, antibiotikummal kiegészitett malata agaron

tortént.

A tObbi sajat torzs izolalasat Trichoderma-szelektiv taptalajon (Askew és Laing,
1993, 1. sz. melléklet), talajszemcsékrdl végeztik (a DE ATC MTK Novényvédelmi

Tanszék izolatumai, amelyek talajeredetiick).

16-16 talajszemcsét, illetve korhado fakéreg-darabot helyeztiink a szelektiv
taptalaj felszinére. A talajszemcsék felszinén illetve a taptalaj felszinén megjelend
Trichoderma telepekbdl konidiumcsomokat emeltiink le ¢és hasznaltunk a

szélesztésekhez, melyekrdl a hipotetikusan monokonidiumos izolatumokat nyertiink.

A gliotoxintermelési vizsgalatokban 96 Trichoderma izolatum keriilt tesztelésre
a ,,Mycotheque de I’Université Catholique de Louvain/Belgian Coordinated Collections
of Microorganisms” (Belgium) torzsgylijteményébol. A gylijteménybe korabban
felvételre keriilt 17 duplikalt izolatum, melyek a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi
Centrum MTK Novényvédelmi Tanszékének gylijteményébdl szdrmaztak. A torzsek

kiilonb6zo foldrajzi, illetve szubsztrat eredettel rendelkeztek. A vizsgalt 96 torzs a
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kovetkezo 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

izoldtumokat a laboratorium szokasos eljarasanak megfeleléen -130°C-on taroltuk

glicerolban, konidium- és micélium-szuszpenzi6 formajaban. (3. tablazat)

4. tablazat: Az MUCL/BCCM vizsgalatba vont izolditumainak listaja az izolatumok

eredetével
Izolatumok Eredeti gylijtemény Foldrajzi eredet Szubsztrat
jel
Trichoderma virens
MUCL/BCCM 7585 ATCC 13213; USA, Georgia talaj
(=CBS 249.59)
MUCL/BCCM 8445 Belgium, Korbeek-Lo humuszos talaj

MUCL/BCCM 14058
MUCL/BCCM 18139

Zaire, Yangambi
Belgium, Heverlee

talaj, erddtalaj
humuszos talaj, iiveghaz

MUCL/BCCM 19014  ATCC 9645 USA, Maryland talaj

MUCL/BCCM 29415%* Belgium, Rijkel szalma, termesztett gomba-szubsztrat
MUCL/BCCM 34687 Belgium, Meise fa, tropusi tiveghaz
MUCL/BCCM 41468 Szingapr gombakultara fert6zo
MUCL/BCCM 44898 D/091 Magyarorszag, Debrecen humuszos talaj
MUCL/BCCM 44899 D/121 Magyarorszag, [zsak humuszos homoktalaj
MUCL/BCCM 44922  D/128 Magyarorszag, Esztergom  homoktalaj, aggregatumok
T. hamatum

MUCL/BCCM 8151 Hollandia, Baarn lebomlo levél
MUCL/BCCM 8965 Belgium, Heverlee rothado fa

MUCL/BCCM 11316 Belgium, Heverlee talaj

MUCL/BCCM 29736 Belgium, Heverlee talaj, kert

MUCL/BCCM 44905 Tha-2**(=D/101) = Magyarorszag, Tha-2

MUCL/BCCM 44906 D/113 Magyarorszag, Eger homoktalaj

T. aureoviride
MUCL/BCCM 18923

Belgium, Oud-Heverlee

fatonk, Fagus sylvatica

MUCL/BCCM 22194 Belgium, Heverlee humuszos talaj

MUCL/BCCM 29417 Belgium, Rijkel szalma, termesztett gomba-szubsztrat
MUCL/BCCM 30189 USA, New York

T. flavofuscum

MUCL/BCCM 7995 ATCC 13308 USA, Georgia talaj

T. harzianum

MUCL/BCCM 15569 USA, PA talaj

MUCL/BCCM 15573 USA, PA talaj, szennyviziszap el6tt.
MUCL/BCCM 15583 USA, PA talaj, szennyviziszap utan.
MUCL/BCCM 16223 USA, Ohio viz

MUCL/BCCM 16450 Belgium, Briisszel decayed reed panel
MUCL/BCCM 19271 Belgium, Heverlee acrylic és Trimetal paint
MUCL/BCCM 19412 Belgium

MUCL/BCCM 19468 Belgium, Brussels elhalt ag, Fagus sylvatica
MUCL/BCCM 28446  IAM 12506 - -

MUCL/BCCM 29416 Belgium, Rijkel szalma, termesztett gomba-szubsztrat
MUCL/BCCM 29707 Belgium, Heverlee talaj

MUCL/BCCM 29733 USA, Ohio szennyviziszap

MUCL/BCCM 38044 India, Mysore -

MUCL/BCCM 44178 - washing up water, paper manufact.
MUCL/BCCM 44891 D/087 Magyarorszag, Debrecen talaj, palantaneveld
MUCL/BCCM 44892 D/110 Magyarorszag, Eger csernozjom talaj

MUCL/BCCM 44924 D/130 Magyarorszag elhalt kéreg, diofa

T. koningii

MUCL/BCCM 1043 CBS 353.33 Ausztria talaj, legel

MUCL/BCCM 8814 Hollandia, Bilthoven elbomlo levél, Quercus robur

MUCL/BCCM 11425

UK, England, Nottingham
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3. tablazat (folyt.)

Izolatumok Eredeti Foldrajzi eredet Szubsztrat
gylijtemény
jel
T. koningii (folyt.)
MUCL/BCCM 19359 Belgium, Heverlee talaj, iveghaz
MUCL/BCCM 29271 Dél-Afrika, Transvaal talaj, Acacia karroo alatt
MUCL/BCCM 42797 Marokké, Doukala cukorrépafold
MUCL/BCCM 42798 Marokko, Doukala cukorrépafold
MUCL/BCCM 42800 Marokko, Doukala cukorrépafold
MUCL/BCCM 44896 D/090 Magyarorszag, Debrecen talaj, paradicsom palantanevel6
MUCL/BCCM 44897 D/120 Magyarorszag, [zsak humuszos homoktalaj
T. pseudokoningii
MUCL/BCCM 11426 UK, England, Nottingham
MUCL/BCCM 16267 Hollandia, Baarn talaj
MUCL/BCCM 19358 - humuszos talaj, tiveghaz
MUCL/BCCM 29730 UK, England, Nottingham
MUCL/BCCM 29739 Belgium, Heverlee humuszos talaj, iiveghaz
MUCL/BCCM 44914 D/116 Magyarorszag, Eger homoktalaj
T. atroviride
MUCL/BCCM 44893 D/088 Magyarorszag, Debrecen talaj, paradicsom palantanevel6
MUCL/BCCM 44894  D/109 Magyarorszag, Eger barna erd6talaj
MUCL/BCCM 44895  D/122, - -
ATCC 74058
T. viride
MUCL/BCCM 1044 - -
MUCL/BCCM 7769 Hollandia, Aalsmeer talaj, iveghaz
MUCL/BCCM 7840 Belgium, Heverlee Amantia phalloides
MUCL/BCCM 11312 Belgium, Heverlee Phragmites communis, talajboll
MUCL/BCCM 19307 Belgium, Machelen festék
MUCL/BCCM 19448 UK, England festék
MUCL/BCCM 29708 Hollandia, Wageningen -
MUCL/BCCM 29723 MUCL/BCCM laborkultara fert6z6
MUCL/BCCM 29725 Belgium, Bruxelles rothado széna
MUCL/BCCM 29726 Belgium, Heverlee Xylamon festékkel kezelt fa
MUCL/BCCM 29745 Belgium, Louvain-la-  fa, Quercus sp.
Neuve
MUCL/BCCM 29748 - borospince
MUCL/BCCM 30195 Németo., Saar, Hamburg savanyu ipari szennyviz
MUCL/BCCM 31470  ATCC 32098 - -
MUCL/BCCM 31471 ATCC 26802 Kanada fa, Alnus sp
MUCL/BCCM 44903 Tv-5** (=D/100) = Magyarorszag -
MUCL/BCCM 44904 D/112 Magyarorszag, Eger csernozjom talaj
T. longibrachiatum
MUCL/BCCM 295 Belgium, tropusi iveghdz ~ gyokér, Theobroma cacao
MUCL/BCCM 20461 ATCC 24449 - -
MUCL/BCCM 20520 Belgium, Gembloux komposzt
MUCL/BCCM 29711 - -
MUCL/BCCM 29740 Belgium, Heverlee humuszos talaj, tiveghaz
MUCL/BCCM 29752 USA, New York, Ithaca -
MUCL/BCCM 29753  ATCC 26921 - -
MUCL/BCCM 31834 - laborkultura fert6z6
MUCL/BCCM 33106 Malawi, Zomba erdd, avarszint, elhalt agak, avar
MUCL/BCCM 40621 ATCC 52326 India cukornad
MUCL/BCCM 42799 Marokké, Doukala cukorrépatabla
MUCL/BCCM 44177 papirgyar, felmosoviz.
T. polysporum
MUCL/BCCM 1046 - -
MUCL/BCCM 1179 Belgium, Tervueren avar, Fagus sylvatica
MUCL/BCCM 1181 Belgium, Tervueren ag, tlilevél, avar, Fagus sylvatica
MUCL/BCCM 4220 Kanada, Quebec erdo, faag
MUCL/BCCM 8860 Hollandia, Bilthoven levél, Quercus robur
MUCL/BCCM 18507 Belgium, Haasrode avar, erd6
MUCL/BCCM 20192 Belgium, Heverlee erd6
MUCL/BCCM 44909  D/106 Magyaro., Csanddapéaca csernozjom talaj
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3. tablazat (jelmagyarazat)

D: Debreceni Egyetem, Agrartudomanyi Centrum, Mezdgazdasagtudoményi Kar, Novényvédelmi
Tanszék gylijteménye, Debrecen

MUCL/BCCM : Mycothéque de I’Université catholique de Louvain/Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms

ATCC : American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA;

CBS: CentraalBureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands;

- : hidnyz6 adat v. informacio;

*: eredetileg Trichoderma hamatum-ként identifikaltak

**: MTA Novényvédelmi Kutatointézete, Budapest, dr. Vajna Laszl6 szivességébdl

3.1.2. Tenyésztésre és gliotoxin-fermentacidohoz hasznalt taptalajok

A gombatdrzsek tenyésztése, konidiumnyerés €s a konfrontaciés antagonizmus
teszt soran 2 %-o0s maldta-kivonat agar taptalajt haszndltunk (Osszetétel az 1.
mellékletben). A sterilizalt taptalajbol Petri-csészékbe 15 ml-t t6ltottlink minden

esetben.

Tanulmanyt végeztiink, melyben megnéztiik a ndvekedési erélyt és a gliotoxin
termelését szintetikus és malata taplevesekben. Martin és Demain (1980) szerint a
komplex taptalajokban jobban elkiiloniil a trofofazis €és az idiofazis szakasza. Gliotoxin
optimalis termeléséhez kifejlesztett szintetikus tapforrast (Park er al., 1991) valamint

2%-o0s malata levest (Duchfea, Haarlem, Hollandia) hasznaltunk (1. melléklet).

A tapfolyadékokat a receptek ¢és az elkészitési Utmutatok szerint autoklavozéssal
(Fedegari  Autoclavi, Spa-Albuzzano-Pv, Olaszorszag) sterilizaltuk, majd a

felhasznalasig +4 “C-on taroltuk.

A szintetikus €s a malata-kivonat taplevesekbdl 50 ml-t toltottiink ki 100 ml-es
Erlenmeyer lombikokba, melyeket a tesztelt 17 Trichoderma izolatum
(BCCM™/MUCL 8445, 14058, 18139, 19014, 29415, 34687, 41468, 44898, 44899,
44922, 8965, 11316, 29736, 44905, 44906) 10° konidium ml" végsé koncentracioji
konidiumszuszpenzidival oltottuk be. A konidiumok ¢és klamidosporak szamat
haemocitométerrel (Marienfeld, Germany) hataroztuk meg, Optiphot fénymikroszkop
(Nikon, Japan) alatt, 400%-0s nagyitds mellett. A beoltott taptalajokat 25 °C-on, 95
fordulat min" razatas és teljes sotétség mellett inkubaltuk. A tenyészetekbél steril
pipettaval vettiink mintakat a beoltast kovetd 62. és 86. oraban, illetve a micélium
szaraztomeget is ekkor mértiik meg. A mintak taroldsa 1,5 ml-es Eppendorf cs6ben, -18

°C-on tortént a kromatografias vizsgalatig.
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A fermentacidhoz és gliotoxin termelés vizsgalatahoz a 2 %-os malata taplevest
hasznaltunk. Wilhite és Straney (1996) kisérleteiben szintén hasznalt folyékony malata

taplevest (mint komplex kozeget) gliotoxin termeltetésére.

A malata tapleves beoltdsdhoz hasznalt konidiumszuszpenzié koncentracioja
mintavétel koriilményei megegyeztek a szintetikus és a malata tapleves

Osszehasonlitasakor leirtakkal.

3.1.3. A micélium szaraztomeg €és a pH mérése

A mintavételeket kovetOen szlréssel, kvantitativ szlirépapiron (grade 43,
Whatman, UK), porcelan szlir6tolcsérben (Biichner) a biomasszat levalasztottuk, majd a

biomasszat a sziir6papirral egyiitt a szaritoszekrényben 90°C-on, 36 oraig szaritottuk.

A sziirt tenyészetbol visszamarado folyékony fermentalt taptalaj kémhatasat kozvetleniil

a mintavételek utan mértik.

3.2. A RAPD PCR analizis mdodszere

A RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) PCR mddszer soran a DNS-
t véletlenszertien kivalasztott 10 nukleotidbol allo oligomer primerrel amplifikaljuk. A
képzodott termék gélelektroforézise utan, az azonos bazisparméretli PCR termékek
meglétén illetve hianyan alapulva végziink fenotipusos Osszehasonlitast a vizsgalt

izolatumok kozott.

3.2.1. Micéliumtomeg eldallitdsa DNS kivondsédhoz €s a DNS kivonasa

A micéliumtomeg eldallitaisa a 11 7. virens ¢és 3 mas Trichoderma faj (T.
koningii, T. atroviride, T. hamatum) izolatumaibol 2 %-os malata folyékony taptalajon
tortént, 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban. A 2 %-o0s malata agaron egy hétig
inkubatorban (REVCO RI, Revco Scientific, Asheville, NC, USA) novesztett
tenyészetekrdl egy oltokacsnyi konidiummal oltottuk be a taplevest. A tenyészeteket 5
napig, 25 °C-on, teljes sotétségben, 95 min™' fordulatszammal razattuk. A keletkezett
biomasszat 50 ml-es milanyag centrifugacsovekbe toltottiik, majd centrifugéltuk (ALC
Refrigerated centrifuge PK 130) 15 percen at, 3000 min”' fordulatszimmal. A

centrifugalas utan a feliiluszo folyadékot eltavolitottuk, és a micéliumot tartalmazo
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mianyag flakonokat mélyfagyasztoba helyeztiik -80 “C homérsékletre, 1,5 oran at. Ezt
kovetden a mintak liofilizalasa kovetkezett, egy teljes éjszakan at (Virtis Benchtop 3L).
A liofilizalt micéliumtomeget -18°C-on taroltuk a DNS kivonasaig.

A DNS kivonas modszere liofilizalt micéliumtomegbdl a BCCM™/MUCL

Biomolekularis Laboratériumanak protokolljat kovette.

Ezzel az eljarassal 6sszesen 14 torzsbol — 11 Trichoderma virens izolatumbol €s 3 mas
Trichoderma faj (T. koningii, T. atroviride, T. hamatum) izolatumaibol — vontuk ki az

Osszes genomi DNS-t.

30 mg liofilizalt micélium mintdkat mértiink be 1,5 ml-es steril Eppendorf
csovekbe, majd a gombasejteket 700 pl kivond puffer adagolasa utan steril Pasteur
pipettaval szétroncsoltuk, ezzel is elésegitve a lizist. Ezt kdvetéen a minta thermo-
blokkba keriilt 1 o¢rara, és negyedéranként homogenizaltuk (az Eppendorf csévek
forgatasaval). A sejtek feltardsa utan a mintikat 15 percig 13000 min" fordulaton
centrifugaltuk (Refrigerated Eppendorf Centrifuge 5415R). A feliiliszot pipettaval
Osszegyljtottiik (1000 pl) és masik uj, steril 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe.

700 pl kloroform:izoamilalkohol (24:1) oldatot adtunk az el6z6 pontban nyert
lizatumokhoz, és oOvatos razassal Osszekevertiik. Ezt kovetden a mintakat ismét 15
percig centrifugaltuk 13000 min™ fordulaton, majd a feliiluszokat Ssszegytjtottik és Gj
csovekbe pipettaztuk. Az 1 Eppendorf csovekbe fagyott etilalkoholt tettiink,
megkozelitdleg a mintak mennyiségének a duplajat, majd a mintakat egy ¢éjszakan at -
20°C-on taroltuk. Kovetkezd 1épésben az Eppendorf csoveket 4°C-on 20 percig
centrifugaltuk 13000 min" fordulaton. A feliiluszo eltavolitisa utdn a mintakat
vakumcentrifugaban (Speed-Vac SC 110 Savant) 20 perc alatt beszaritottuk. A
csapadékot 100 pl steril ,,BIOMOL” (molekularis biologiai célu viz, Sigma Chemical
Co., St. Luis, MO, USA) vizben gytijtottiik dssze.

Az igy kapott oldat mar mentes a sejttormelékektdl, lipidektdl, és nem (vagy
csak nyomokban) tartalmaz fehérje-komponenseket. A PCR reakciét azonban

mikromennyiségii szennyezés is zavarhatja, ezért tovabbi nukleinsav-tisztitas sziikséges.

A mintdkat tartalmazé Eppendorf csovekbe a mintdk mellé haromszoros
mennyiségli Nal-oldatot adtunk azért, hogy a DNS molekulak t6ltést kapjanak, majd a
toltéssel rendelkez6 molekulak megkdtéséhez ,iivegtejet” (kolloid méreti szilikatot

tartalmazo folyadékot) adtunk, a mintat néhany percig enyhe razas kozben inkubaltuk.
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Kovetkezd 1épésként a mintat 5 percig 13000 fordulat min” -en centrifugaltuk. A
feliiluszo eltavolitasa utan a mintadhoz 500 pl mosoé puffert (NewWash) adtunk, majd a
mintat oOvatosan felkevertilk egy 1000 pl-es pipettaval. Ezt a 1épést haromszor
ismételtiik meg, végiil a tiszta DNS-t 30 pl steril vizben (molekularis bioldgiai célu viz,

Sigma Chemical Co., St Luis, MO, USA) gytijtottiik 0ssze.

3.2.2. RAPD PCR reakcio6 véletlenszerti primerekkel

A 14 Trichoderma torzs amplifikacidit egyenként 25 pl-es végtérfogatu
reakcidelegyekben végeztik. A mikro-PCR-plate csdvei az aladbbi reakcioelegyet

tartalmaztak:
= 2 pul DNS-t (10 ng pl™)

= 0,5 pl Taq polimerdz enzim (Fermentas Life Sciences, Fermentas GMBH,

Germany)
= 2,5 ul puffert
= 1,5 ul MgCl,
= 0,5 ul DNTP (Fermentas Life Sciences, Fermentas GMBH, Germany)

= 2,5 ul 10 bazisu oligonukleotit primer (Kit A: A-01, A-04, A-10, A-17 Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, USA). A véletlenszertien kivalasztott 10
bazisbol allo oligomer primerek egyenként: A-01: 5’-CAGGCCCTTC-3’; A-04:
5’-AATCGGGCTG-3’; A-10: 5’-GTGATCGCAG-3’; A-17: 5’-
GACCGCTTCT-3’, 15 ug ml ™! koncentracioban

= 15,5 pl steril viz (molekularis biologiai célu viz, Sigma Chemical Co., St Luis,

MO, USA)

A keveréket mikro-PCR-plate-re pipettaztuk, majd a PCR reakcio a kovetkezd hoprofil

alapjan jatszodott le:
= 7 perces denaturacids szakasz 94 °C-on
= 1,5 perc 94 °C, 2 perc 35 °C, majd 3 perc 72 °C (45 ciklus)

Végezetiil a berendezés (PTC-200 Thermal Cycler) 7 “C-on tarolta a mintakat. A PCR

reakcio két ismétlésben jatszodott le.
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A DNS kimutatdsa horizontalis gélelektroforézissel tortént. Az elektromos
mezbdben vandorl6 nukleinsav darabok méret alapjan valnak el. A kapott savok etidium-
bromid segitségével jelezhetok, melyek DNS-sel alkotott komplexe UV hatasara fényt
bocsat ki. Az elektroforézishez 1,4 %-os agardz-gélt készitettiink. Az elegyet az agar6z
teljes oldodésaig forraltuk, majd kb. 50 °C-ra hitéttiik. Kiontés elott 5 upl etidium-
bromid oldatot adtunk hozza. Ezt kovetéen 5 pl betdltési puffert adtunk 20 ul PCR
termékhez, majd ezutan a gél zsebeibe pipettaztuk. A GeneRuler™ 1kb DNA Ladder,
#SMO0331 (Fermentas Life Sciences, Fermentas GMBH Germany) DNS-markert

futtatuk a bazisparok méretének 6sszehasonlité meghatarozasahoz (2. abra).

2. abra: DNS marker a bazisparméretekkel
Az elektroforézist 90 V fesziiltséggel 2,5 ordig végeztiikk, TBE pufferben. Az etidium-
bromiddal jelzett DNS jelenlétét atesé UV fényben mutattuk ki.

3.2.3. Fenologiai analizis

A fenoldgiai analizis folyaman Munaut et al. (1998) altal leirt modszert
kovettiik, ahol az eljaras azon a feltételezésen alapult, hogy a véletlenszeriien
kivalasztott primerek reprodukélhatéoan képesek amplifikalni polimorfikus savokat. A
savok — jelenlétiik, illetve hianyuk esetén — 1 és 0 értékeket kaptak. Az Gsszes vizsgalt

torzsre és primerre vonatkozo eredményeket egy matrixban abrazoltuk.
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Az izolatumok paronkénti Osszehasonlitasat lehetové tette a kozos savok
megosztasa. A hasonlosagi egylitthatot (F) Sorensen-Dice modszer szerinti szamitas

nyoman a kovetkezo képlettel hataroztuk meg:
F=2xn,,%(n,+ny)

Ahol: ng= a megegyez6 polimorfikus savok jelenléte az ,,a” és ,,b” mintaban, és az n,

illetve ny= az 6sszes polimorfikus sav szama az ,,a” vagy ,,b” mintaban.

A genetikai tavolsagmatrix értékeit (1-F) a PHYLIP programmal (Phylogeny
Interference Package, version 3.2, Felsenstein, 1989) hataroztuk meg, a ,,sulyozatlan
par-csoportok moédszerét” (UPGMA, Unweighted Pair-Group Method based on the
Arithmetic Averages) felhasznalva, szamtani atlagot szamolva. A fat a program

»drawgram” része abrazolta, fenogram formajaban.

3.3. Trichoderma torzsek azonositasa [TS rDNS szekvencia alapjan

A kisérletekben vizsgalt 7. virens torzsek faji szintii meghatarozasa, illetve faji
hovatartozasuk igazolasa a jelenleg legkorszertibbnek és megbizhatobbnak tartott
molekularis bioldgiai mddszer, a riboszomalis DNS géncluster ITS1 és ITS2 (internal
transcribed spacers) szakaszanak meghatarozasaval tortént. Ehhez sziikséges a
gombasejtek feltarasa, a teljes genomialis DNS kinyerése és tisztitasa. A kivant szakasz
polimerdz lancreakcio (PCR) segitségével szaporithatd fel a szekvendlashoz. A
bazissorend analizise Sanger-féle stopnukleotid moédszeren alapul. Ennek soran a
polimerdz reakciot kiilonbozé lanchosszusdgnal fluorescensen jelzett didezoxi
nukleotidok megallitjak. A kapott DNS darabokat kapillaris elektroforézissel vélasztjuk

el, majd a fluorescens jelet detektaljuk, ez adja meg a nukleotid sorrendet.

3.3.1. Micéliumtémeg felszaporitasa a DNS kivonasahoz és a DNS kivonasa

A gombék felszaporitdsa DNS-kivonds céljabol, az 3.2.1. pontban leirtaktol
eltérd modon tortént. Konidiumnyerés céljabol a torzseket 2%-os malata tartalmua ferde
agarra oltottuk, majd két hétig szobahdémérsékleten inkubaltuk, hogy ekkorra az agar

teljes feliiletén sporulaciot nyerjiink.
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100 ml-es Erlenmeyer lombikokban, egyenként 10 ml 3 %-os malata taplevest
sterilizaltunk autoklavozassal. Egyenként 2-2 ml steril taplevest pipettaztunk a dasan
sporulald 7. virens torzset tartalmazo ferdeagaros kémecsdvekbe, majd a pipetta
segitségével, kever6 mozdulatokkal, illetve dorzsoléssel a  konidiumokat
szuszpendaltuk. A 2 ml konidiumszuszpenzid visszapipettdzasaval inokulaltuk a

taplevest.

A torzsenként kettd, beoltott taplevest tartalmazo Erlenmeyer lombikot 240 min

! fordulatszamon torténd razatassal, szobahémérsékleten, 36 6ran keresztiil inkubaltuk.

A gombasejtek feltdrasa enzimatikus reakcidval, Qiagen ,,.Dneasy Plant Mini
Kit”-tel az eldallitdo utmutatoja alapjan tortént. E10szor a 36 6ras gombatenyészetekbdl
szarmazo micéliumot a tenyészetek lesziirésével steril szlirdpapiron 6szegyiijtottiik. A
taptalaj maradékat desztillalt vizzel mostuk ki. Az Osszegyljtott micéliumbol kis
mennyiséget steril keramiagolyokat tartalmazo ,,Green Beads” (Rosche) steril, 2 ml-es
feltarocsobe tettiik, és ,,MagNA Lyser” (Roche) sejtfeltaroval 90 masodpercig 5000

min™ fordulaltot alkalmazva tartuk fel, AP1 lizispuffer jelenlétében.

Az eléz6 1épés soran nyert lizdtumhoz 130 pul AP2 puffert adtunk, majd
Osszekeverés utan 5 percig jégen tartottuk. Az AP2 puffer detergens felelds a fehérjék
¢és poliszacharidok kicsapasaért. Az olddszeres €s a vizes fazis szétvalasztasa 4°C-on,
20000 g-n, 5 percig tartd centrifugalassal tortént. A feliiliszot (a DNS-t tartalmazo vizes
fazist) 6vatosan lila QIAshredder oszlopokra pipettaztuk, melyeket 2 ml-es centrifuga
csovekbe helyeztiink, majd 2 percig 20000 g-n cenrifugaltuk. Ezzel a 1épéssel a finom
csapadékokat is eltavolitottuk az oldatbol.

A centrifugalas utan az atszlirt oldatot 1j, steril Eppendorf csdbe pipettaztuk at,
tigyelve arra, hogy a csdvekben kozel azonos mennyiségli (kb 450 pl) oldat legyen.
1,5x-es mennyiségli AP3/E puffer hozzaadasa és elkeverése utan az oldatbol 650 pl-t
DNeasy Mini Spin oszlopra pipettaztunk, amelyet el6z6leg egy steril 2 ml-es Eppendorf
csobe helyeztiink. Az oszlop szilikagél membrant tartalmaz, mely megkdti a DNS-t. 1
percig tartd, 6000 g-s centrifugalads utan a DNS a membranhoz ko6tddott, az atfolyot
pedig eltavolitottuk, majd megismételtiik a 1épést a megmaradt mintaval, ami az el6z6

pipettazaskor nem fért az oszlopra.
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A DNS-tisztitasi folyamat 1ényege, hogy az el6z6 pontban ismertetett
DNeasy Mini Spin oszlopban taldlhato szilikat alapti matrix megkdti a DNS-t, igy

mell6le az esetleges szennyez6 anyagok eltavolithatok.

A megkotott DNS-t tartalmazo oszlopra 500ul AW puffert pipettaztunk, majd 1
percig tartd 6000 g-s centrifugalas utan az atfolyot eltavolitottuk. Ezt kdvetéen ijabb
500ul AW puffert pipettaztunk a membranra, majd 2 percig 20000 g-n centrifugaltuk.
Az etanolt is tartalmaz6 AW mosoé (washing) puffer a DNS leolddasa nélkiil a
szennyezOdéseket tavolitotta el a membranhoz k6todott nukleinsav mellél. A kovetkezo
1épésben az oszlopot egy uj, steril 1,5 ml-es Eppendorf csobe helyeztiik, majd 100 pl
AE puffert pipettdztunk kozvetleniil a membranra és 5 percig szobahdmérsékleten

inkubaltuk, majd 6000 g-n 1 percig cenrifugaltuk, igy a DNS az oldatba keriilt.

3.3.2. A DNS felszaporitasa és a PCR termék kimutatasa

PCR segitségével lehetdség nyilik egy néhany 100, vagy akar 4-5000
bazisparbol all6 DNS-szakasz specifikus felszaporitasara. A reakciot 0,2 pl-es PCR
csovekben végeztiikk, Primus-MWG (MWG BIOTECH, Németorszag) termocyclerben.
Az egyes csovek az alabbi reakcioelegyet tartalmaztak (végtérfogat 50 pl):

= 23,55 pl steril viz
= 5 ul Pfu DNS polimeraz puffer 10x (20 mM MgSQOy-al)

= | wl dNTP (10 mM) (Fermentas Life Sciences, Fermentas GMBH,

Neémetorszag)
= 5 pul LRI primer (5 pmol pl™), (5’-GGTTGGTTTCTTTTCCT-3")
= 5l SR6R primer (5 pmol pl™), (5>~ AAGTAGAAGTCGTAACAAGG-3’)

= 0,45 ul Pfu polimeraz (3U pul™) (Promega, Bio-Science Hungary, Magyarorszag)

10 pl DNS templat

Az LR1 ¢és SR6R (Kullnig-Gradinger et al., 2002) primereket a Bio-Science Kft-n
keresztiil (Budapest) az Integrated DNA Tecnologies (USA, Coralvill) cégtdl szereztiik
be.

A DNS kimutatasa rutinszertien horizontalis agar6oz-gélelektroforézissel torténik.

Az elektromos mezdben elmozdul6 nukleinsavdarabok méretiik alapjan valasztédnak el.
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A kapott savok etidium-bromid segitségével jelezhetok, melyek DNS-sel alkotott
komplexe UV hatasara fluoreszkal. Az elektroforézishez 1,4 %-os agardz-gélt
készitettiink. Az elegyet az agardz teljes oldodasaig forraltuk, majd kb. 50 °C-ra
hatottiik. Kiontés elétt 5 pl etidium bromid térzsoldatot adtunk hozza. A gél teljes
dermedése utdn 5 ul DNS mintdhoz 1 pl toltopuffert (Loading Dye 6x, Fermentas)
adtunk, majd a gél zsebeibe pipettaztuk. A DNS méretének megallapitdsahoz a minta
mellett 5 pl molekulasily markert (100 bp DNA Ladder Ready to Use, Fermentas)
futtattunk.

3.3.3. A mintak el6készitése a ciklikus szekvenald reakcidhoz és a béazissorrend

meghatarozasa

A szekvenald reakcidhoz tokéletesen tiszta amplifikalt DNS-re van sziikség,
amely nem tartalmazhat NTP, primer, vagy egyéb DNS maradvanyokat. igy az el6z6
PCR reakcid soran kapott terméket utolagosan tisztitani kellett. A tisztitdst Microcon

YM-100 sziirével végeztiik.

A Microcon mintatartot 1,5 ml-es Eppendorf csébe tettiikk (a ,kék” résszel
felfel¢), majd 0,5 ml térfogati mintat pipettaztunk ra, anélkiil, hogy a pipettaval a
membranhoz értiink volna. Ezt kdvetéen 8 percen at 500 g-n centrifugaltjuk, majd a
mintatartot kivettiik az Eppendorf csébdl. Ezutan a mintatartot forditva (,,kék” rész
lefelé) 1j, steril Eppendorfba helyeztiik. 3 perc 1000 g-s centrifugalds utan az 5-15 ul
koncentralt minta az Eppendorf csébe keriilt, melyet a mintatartd eltavolitasa utdn

lezartunk, és a felhasznalasig -18°C-on taroltuk.

A reprezentativ torzsek rDNS ITS nukleotidsorendjének vizsgalatat a ,,jelolt
termindtoru ciklikus szekvenalds” modszerrel megbizas alapjan az MGW-Biotech
GmbH cégnél, Németorszagban végezték. A fragmentumok elvalasztasa és a szekvencia

leolvasasa AB1 3100 késziilékkel tortént.
A ciklikus szekvenald reakcio:

A vizsgalathoz a ABI szekvenalod kit-jét haszndltuk. A kit reakcioelegye
tartalmazza a normal dNTP-ket és a jelolt dNTP-ket, valamint a Taq DNS polimeraz

enzimet. A végso reakcioelegy Osszetevoi (20 ul végtérfogat):

= 8 ul szekvenalo elegy, vl.1 RR 100-a
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= 4l LRI primer (0,8 pmol pl™)

= 4 ul steril viz

* 4 ul elézdleg tisztitott PCR reakcid termékek

A 4-4 pl PCR termék utdlag, a tobbi komponens elegyének a PCR csdvekbe mérése

utan kertiltek szétosztasra. A szekvenal6 reakciohoz a kdvetkezd héprofilt alkalmaztuk:
= 96 °C, 10 mp denaturacio,
= 50 °C, 5Smp annellacio,
= 60 °C, elongéacio,

Mindez 28 ciklus folyaman ismétlodott.

3.3.4. Az ITSrDNS szekvencidk megfeleltetése (alignment) és dendrogram készitése

Az ITSrDNS szekvencidk kiértékelése, csoportositasa és a dendrogram
elkészitése az internetrol szabadon letdlthetd szoftverekkel tortént. Az analizisben 3,
reprezentaiv, eltérd gliotoxintermelésli ¢és szadrmazdsu torzset vizsgaltunk ¢és

hasonlitottunk §ssze mas izolatumokkal.

A FASTA formatumu, *xt kiterjesztésti szekvenciakat a ClustalX szoftverrel
(Thompson et al., 1997) csoportositottuk az azonos bazisok egy vonalba keriilésének
celjabol (megfeleltetés-alignment). A feldolgozott adatokat * msf kiterjesztéstire torténd
atkonvertalasat a ClustalX program végezte. A MEGA2 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis software) (Kumar et al, 2001) program az *msf kiterjesztésii
szekvencia inputokat alakitotta *.meg kiterjesztésiivé, amelyek a GeneDoc szoftverrel
(Nicholas et al., 1997) megnyithatova valtak. A szoftver meniisoranak felhasznalasaval
lehet6vé valt a ClustalX altal végrehajtott szekvencia-megfeleltetés korrigalasa, illetve a
a denrogram-file elkészitése. A dendrogram megrajzolasara a TREEVIEW 1.6.6
programot hasznaltuk (Page, 1996).

A megfeleltetés (alignment) soran a sajat gliotoxintermeld kisérletekben
szerepld T. virens izolatumok ITS szekvenciain kiviil szerepeltek a Hypocrea virens
TUBF-870 (NCBI AF486011, Kubicek et al., 2003) a H. virens GJS 95-194 (NCBI
AF328552, Chaverri et al., 2001), H. virens T1 (NCBI AF501334, Park et al., nem
bublikalt adat), T. virens (NCBI 048734, Shin és Lee, nem publikalt adat), 7. viride
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CBS 240.63 (NCBI X9386, Kuhls et al., 1996), T. viride TUBF1041 (NCBI AF486010,
Kubicek et al., 2003) T. harzianum D/090 (nem publikalt szekvencia) T. spirale D/093

(nem publikalt szekvencia) torzsek szekvenciai is.

3.4. Gliotoxin-termelés: a folyadékkromatografias (HPLC) mérés modszere

A HPLC (High Performanced Liquid Chromatography) rendszereket eltérd
mennyiségi meghatarozasara (determination) fejlesztették ki. Mikrobdk altal termelt
anyagcseretermékek, mikotoxinok kimutatdsara széles korben hasznalatos, mivel a

kimutatasi hatar és a meghatarozasi hatar is igen alacsony.

3.4.1. Fermentacio a vizsgalatba bevont Trichoderma torzsekkel

A felhasznalt anyagok ¢és a modszerek megegyeznek az 3.1.2. pontban
ismertetett eljarasokkal. A kiilonbség a mintavétel idopontjaban volt. A komplex ¢és a
szintetikus taptalajok Osszehasonlitdsa soran a mintavételek a fermentacid 62. és 86.
orajaban torténtek, mig a gliotoxintermeld 7. virens torzsek vizsgélata esetében az elso
mintavétel 16 oraval a leoltas utan kovetkezett, majd ezt kovetden az inkubacio 24., 40.,
48., 64.,72., 88. és a 96. ordjaban tortént.

A -18 °C-on, Eppendorf csovekben tarolt mintdkat szobahdmérsékleten
felolvasztottuk, majd a micéliumdarabokat tartalmazé mintat razassal homogenizaltuk.
A micéliumfragmentumok 10jboli levalasztasa céljabol a mintakat centrifugaltuk 12000
fordulat min™'-el 12 perc idStartamig (Sigma 2M). A feliiluszo folyadékfazisbol a mintat
iivegesébe pipettaztuk, majd a bedllitott mennyiséget az injektor juttatta a HPLC

rendszerbe.

3.4.2. A HPLC méréshez felhasznalt anyagok

A Trichoderma izolatumok altal fermentalt folyékony taptalajokbdl szarmazo
mintakat az el6z6 pontban ismertetett elokészités utan kozvetleniil a rendszerbe
injektaltuk. A standard gliotoxint (G-9893) (Sigma Chemical Co., St. Luis, MO, USA,
Gliocladium fimbriatum) HPLC tisztasagu etilalkoholban (Acros Organics, New Jersey,
USA) oldottunk fel toérzsoldatként 100 pg ml?, és injektalva 1, 2,5, 5, 10, 25 és 50 pg

ml”" koncentraciokban, majd a standard oldatok segitségével tortént a mérégorbe
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illesztése. Az analizishez mozgd fazisként viz (MilliQ, kétszer desztillalt és sziirt,
Millipore rendszer, Molsheim, France) és HPLC tisztasagt acetonitril (Baker, Deventer,
Hollandia) 75:25 aranyu keverékét alkalmaztuk. Az eluens el0készitése soran a

nagyfoku tisztasag elérése céljabol a keveréket 0,22 pm-es membransziiron atsziirtiik.

3.4.3. A HPLC berendezés

Az eluens aramlasi sebessége 1 ml min™ volt, amelyet Waters 515 HPLC pumpa
(Milford, MA, USA) biztositott. A mintdkat kozvetleniil injektaltuk Waters 712 WISP
injektorral (Milford, MA, USA) Chromsep SS (100X4,6 mm, 3 pm alkotdkkal)
Microsphere Cs oszlopba, amely CP 28141 elo6tét oszloppal (Chrompack, Middelburg,
Hollandia) volt ellatva. Az injektalt minta mennyisége 25 ul volt. Az oszlop
temperaltan, 35°C-on miikodott (SparkHolland SpH99, Chrompack, Middelburg,
Hollandia). A detektort (Thermo Finnigan Spectra System UV6000LP) 270 nm
hullamhosszra allitottuk be. A detektor jeleinek feldolgozasat és megjelenitését

szamitogép végezte, ChromQuest 3.0 szoftver segitségével.

Az ismertetett rendszerben a gliotoxin retencios ideje 5,7+0,2 perc volt (3. abra).
A legkisebb kimutathaté mennyiség 0,1 pg ml™” és 0,3 pg ml™” a jel/valasz aranyan
alapulva, ha az 3:1 illetve 10:1. Az 1, 2,5, 5, 10, 25, 50 pg gliotoxin ml! oldoszer
beinjektalasa utdn a HPLC valaszok (csucs teriilete) pozitiv regressziét mutatott a
gliotoxin koncentracioval és minden esetben a korrelacios koefficiens (R) >0.9991

értékl volt.
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3. abra: A HPLC rendszer beallitisa utan tapasztalt retencios ido (5,72 min), és a
270 nm hullamhossznal tapasztalt abszorpcios optimum

3.5. T. virens torzsek Rhizoctonia solani-val szembeni in vitro antagonizmusanak

vizsgalati modszere

A Trichoderma fajok novénypatogénekkel szembeni antagonizmusaban, illetve a
patogének visszaszoritdsaban tobbféle mechanizmus jatszhat szerepet, ugy mint a
tapanyagokért és a helyért folytatott versengés, kozvetlen parazitizmus, illetve gatlo és

elpusztitd hatasu metabolitok termelése (antibiozis).

Ebben a vizsgalatban 7. virens torzsek altal termelt antibiotikum (gliotoxin) hatasanak
mértékét tanulmanyoztuk a ndvénypatogén R. solani gomba ellen, konfrontacios leoltast

kovetden.

3.5.1. A Trichoderma ¢és a patogén R. solani torzsek

A vizsgalatban 8 gliotoxint termeld (BCCM™/MUCL 8445, 14058, 18139,
19014, 29415, 34678, 44898, 44899) és egy gliotoxint nem termeld 7. virens torzs
(BCCM™/MUCL 41468) szerepelt.
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A patogén, R. solani (BCCM™/MUCL 39808) torzs talajbol, paprika gydkerérél
lett izolalva. A patogén a laboratoriumi eljarasoknak megfeleléen micéliumszuszpenzié

formajaban, glicerolban volt tarolva -130°C-on.

A patogén és az antagonista felszaporitdsa egyarant 2%-os malata taptalajt
tartalmazo Petri-csészékben tortént, majd a taptalaj teljes feliiletét benovo telepekbdl 5
mm atmérdjl, taptalajt és gombamicéliumot tartalmazé korongokat metszettiink ki,

melyeket a kés6bbiekben a leoltasnal helyeztiink at.

3.5.2. A patogén ¢és az antagonista leoltasanak koriilményei

A konfrontacios vizsgalat sordn 2 %-os malata agar taptalajt hasznaltunk, 90 mm
atmérdjii Petri-csészékben. A taptalajbol mindegyik Petri-csészébe steril adagoloval
azonos mennyiségii olvasztott taptalajt (15 ml) toltdttiink, ligyelve a taptalaj egyenletes

vastagsagara.

A patogén és a Trichoderma telepekbdl kivagott agarkorongok a steril taptalaj
felszinére, a Petri-csészék szélére, egymastol 65 + 1 mm tavolsagra lettek elhelyezve,
eltérd idépontban. Tapasztalataink alapjan az altalunk hasznalt taptalajon lassan n6vo R.
solani MUCL 39808 torzs 64 oraval a gyorsabb ndvekedésii Trichoderma agarkorong
elhelyezése elott kellett a tapagarra tenni azzal a céllal, hogy a konfrontacié idején

jelentés méretii teleppel rendelkezzen (4. abra). A vizsgalatot 3 sorozatban végeztiik.

4. abra: A konfrontacios Kisérlet vazlata (T= Trichoderma toérzs, R= Rhizoctonia
solani)
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A T. virens torzsek leoltasa utan 4 oranként mértiik a patogén és az antagonista
telepatméréjét, mindaddig, amig a gyorsabban noévo Trichoderma telepe a R. solani
telepe f6lé nem nétt, illetve a patogén novekedése teljesen megallt. A patogén
telepatméro-novekedésének értékelésével kovetkeztetiink az antagonista gombak gatlo
hatasanak mértékére, illetve ez alapjan a ndovekedési litem Osszehasonlithatova valik, a

gliotoxintermeléssel Gsszefiiggd statisztikai kapcsolat vizsgalhato.

Wilhite és Straney (1996) tettek utalast arra, hogy a gombatelep szélén a fiatal,
névekvo hifak zonajaban képz6doé gliotoxin mint egy ,,pajzs” halad a kolonia elétt. A
patogén gomba novekedésének blokkolasa iddpontjdban a két gombatelep széle kozotti
tavolsag (gatlasi zona) alapjan pedig az esetleges antibiozis jelenségére, illetve a termelt
gliotoxin hatdsara kovetkeztetiink. A gatlasi zona mérete és a termelt gliotoxin
mennyisége kozott korrelacios teszttel kerestiik az Osszefiiggést. A termelt gliotoxin
mennyiségéhez a fermentacid 64. Orajaban mért gliotoxin mennyiségét vettiik
viszonyitasi alapként. A gatlasi zona méretét szamitassal kaptuk meg. A R. solani telep
novekedésének leallasakor mért telepsugarat és az ugyanekkor mért antagonista

telepsugarat 0sszeadtuk, majd kivontuk a két telep leoltasanak tavolsagabol (65 mm).

3.6. Az alkalmazott statisztikai vizsgalatok modszerei

3.6.1. Az RAPD PCR analizis soran alkalmazott statisztikai modszerek

Az RAPD PCR fenologiai analizisének eredményei és a gliotoxin termelés
kozotti Osszefiiggést kéttényezos korrelaciovizsgalattal (Pearson féle korrelacios teszt)

értékeltiik, P < 0,05 valdszinliségi szinten.

3.6.2. Gliotoxin-fermentacid értékelése soran alkalmazott statisztikai modszerek

A kalibracios gorbék a legkisebb négyzet elvén lettek kiszamitva. Annak
érdekében, hogy elkeriiljiik az adatbazis egyenetlen eloszlasabol eredé problémakat, az
adatok szignifikans kiilonbségét ,,non-parametric” statisztikai eljarasok alkalmazasaval
szamitottuk. A kisérlet ismétléseinek és a kezelések (gomba torzsek) hatasat a micélium
szaraztOmegre €s a termelt gliotoxin mennyiségére a Kruskal-Wallis teszttel értékeltiik

ki, ugyanakkor a Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk a taptalajoknak (2 % malata és a

41



szintetikus taptalaj) a micélium szaraztdmegre és a gliotoxin mennyiségére gyakorolt
hatasanak szamszertiisitésére. A micélium szaraztomeg és a gliotoxin termelés vizsgalata
esetén egyarant a gombatorzsek és a taptalajok adtak a varianciaanalizis alapjat. Mivel
ezeken a valtozokon nem volt tapasztalhatd az ismétlések hatdsa, mindegyik torzs
esetében atlagot szamoltunk. Az Gsszes gliotoxint termeld torzsnél a malata tapleves
esetében a Wilcoxon Signed Ranks tesztet hasznaltuk, hogy 0Osszehasonlitsuk a
gliotoxin-termelési szintet 62. ¢és 86. oOra inkubaciot kovetden. A statisztikai
szignifikancia megéllapitdsa P < 0,05 hibavaloszintiségi szinten tortént. A statisztikai

analizisek szamitasait az SPSS-Release 10.0.5 (SPSS, 1999) programmal végeztiik.

3.6.3. Az in vitro konfrontacios antagonizmus teszt eredményeinek elemzésekor

alkalmazott statisztikai modszerek

Az in vitro konfrontacids antagonizmus teszt esetében a Rhizoctonia solani telep
sugariranyu novekedésének értékszamait egytényezds varianciaanalizisnek vetettiik ala,
melynek soran azonos mintavételi idépontban a kiilonboz6 kezelések hatasat, masrészt
az azonos kezelések eltérd idopontban jelentkezd szignifikanciaszintjét hasonlitottuk
Ossze. A szamitasokat a GENSTAT 4.3 Statistical Package programmal végeztiik,

amely képes a kezelések atlagait 6sszehasonlitani, illetve csoportokat képezni.

A konfrontacids antagonizmus reakcid soran, a patogén ndvekedésének
leallasakor a Trichoderma és a R. solani telepe kozott mért tavolsagot (gatlasi zona)
vetettlik O0ssze az antagonistak altal termelt gliotoxin mennyiségével, az Osszefiiggéseket
Pearson féle korrelacios teszttel kerestiik, a szamitasokat SPSS-Release 10.0.5 (SPSS,

1999) programmal végeztiik, P < 0,05 hibavaldszintliségi szinten.
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4. EREDMENYEK

4.1. Trichoderma torzsek ¢€s izolatumok morfoldgiai sajatossagai

A Kkisérleteinkben szerepld torzsek egy része sajat izolalasu. Ezen torzsek
izolalasa Trichoderma-szelektiv taptalajon tortént (Askew és Laing, 1993). A tdbbi

torzshoz mas gytijteményekbdl jutottunk.

A gliotoxintermeld és az in vitro antagonizmus tesztekben szerepld 7. virens
torzsek telepmorfologidja, szine, ndvekedési intenzitdsa rendkiviil valtozatos volt,
ugyanakkor a sejtmorfologiai illetve a mikroszkopikus morfologiai tulajdonsagok

alapjan meglepden egységesnek bizonyultak.

4.1.1 Az izolalt és kivalasztott Trichoderma virens torzsek morfologiai jellemzése

A gombatorzseket 2 %-o0s malata tartalmu agaron felszaporitva vizsgaltuk,
illetve kovettik figyelemmel a novekedésiiket. A gombatelepekrél 4 napos,
szobahdmérsékleten és laboratoriumi fényviszonyok kozott torténd inkubaciot kovetden

készilt fotdk a 2. mellékletben talalhatok.

Trichoderma virens ATCC 13213; CBS 249.59; MUCL 7585

Az Amerikai Egyesiilt Allamok Georgia allamaban, talajbol izolaltik. A gomba
a gyljteményben szerepld adatok alapjan a Trichoderma (syn.: Gliocladium) virens faj
ex-tipustorzseként (ATCC 13213) nyilvantartott. Az anyagcseretermékei kozott ismert

az L-tirozinbol képz6dott L-dopamin €s szarmazékai.

Tapaszatalataink szerint a gomba 2 %-os malata kivonat tartalmi agaron
tobbszori atoltas utan is gyenge ndvekedést mutatott. Az Otvenedik 6raban még nem

jelentkezett a gombatelepen sporulacio.

Trichoderma virens MUCL 8445

A gombat belgiumban izolaltdk humuszos talajbol, viragcserépbol.

Tapasztalataink szerint a gomba kozepesen intenziv ndvekedést mutatott, 50 Orés
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inkubaciot kovetden a telep kozepén ekkor gyenge sporulacio jelentkezett. A telep

felszine sima.

100 oras inkubaciot kovetden a gombatelep felszinén koncentrikus kérokben jelentkezo

halvanyzold sporulacio volt megfigyelhetd. A telep felszine kissé vattaszer(, bolyhos.

(2. melléklet, 1. kép)

Trichoderma virens MUCL 14058

A tdrzs Zaire-bol, erdétalajbol szarmazik. Az 50 oras telepen mar jelentOs
vilagos kékes-zold szinli sporulacio jelentkezett a telep kdzepén, a gomba intenziv
novekedést mutatott. A 100 oras telep sima felszinii volt, melyen s6tétzold spoulacid
jelentkezett, amely kezdetben koncetrikus jellegii, késébb a Petri-csésze teljes felszinére

kiterjedt. A telep felszine csak kis mértékben vattaszer.

(2. melléklet, 2. kép)

Trichoderma virens MUCL 18139

A torzs humuszos Tlveghazi talajbol, Belgiumbol szarmazik. A gomba
novekedése €s sporulalasa mar 50 oras inkubaciot kovetden koncentrikus jelleget mutat.
A sporulacié 100 6ras inkubaciot kdvetden koncentrikus kdrokben mutatkozott s6tétebb
z0ldnek, masutt egyenletes vilagoszdld volt. A telep felszine enyhén bolyhos,

vattaszeru.

(2 szamt melléklet, 3. kép)

Trichoderma virens ATCC 9645; CBS 243.65; CBS 430.54; MUCL 19014

A gomba az USA-bol szarmazik, izoldlasa talajbdl tortént. A torzs ipari célu
felhasznalasa ismert, tesztgombaként alkalmaztak ragasztok, elektromos szigetelések,
celluloz alapu szovetek mikrobiologiai ellenalloképesség-vizsgalata  céljabol.
Tenyészeteinkben a gomba csak kdzepesen intenziv ndvekedést mutatott. Az 50. 6raban
tenyészetben gyenge micéliumndvekedés volt tapasztalhato, nagyobb tomegii

sporulacio még nem jelentkezett. A 100 oras teleprol is elmondhatd, hogy gyenge-
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kozepes novekedést mutatott, a sporulacio a telep felszinén, egyenletesen, halvanyzold-,

majd sotétebb zoldbe fordulva jelentkezett.

(2. melléklet, 4. kép)

Trichoderma virens MUCL 29415

A Pleurotus pulmonarius gombatenyészetébol, buzaszalma szubsztratrol,
Belgiumbo6l szarmazik a torzs. A gombatelep felszine az inkubdcid 50-ik orajaban
vattaszeri volt, a telep kozepén jelentkezé halvanyzold sporulacioval. A 100 oras
tenyészetnek kozepesen vattaszerli volt a felszine, erdteljes fehér-halvanyzold, a telep

kozepén sotétzoldbe valt at.

(2. melléklet, 5. kép)

Trichoderma virens MUCL 34687

A gombat egy tropusi meleghazban, farénkrdl izolaltak, Belgiumban. Az 50 oras
telepen mar zold sporulécio jelentkezett, amely koriil a még nem sporulal6 teriileteken a
micélium vattaszeriit volt. A 100 o6ras telep vattaszeri, bolyhos, de az erdteljes

konidiumképzésnek koszonhetden zold, sotétzold, koncentrikus jellegil.

(2. melléklet, 6. kép)

Trichoderma virens MUCL 41468

A gombat Szingapurban izolaltdk, ahol laboratériumban, mas gomba
agartenyészetét fertdzte. Vizsgalatainkban az 50 6ras kolonia egyenletes sima feliiletli
volt, halvanyzo6ld sporulacioval. Az inkubacié 100. 6raja koriil a telep felszine sima
volt, a teljes feliiletre kiterjedd, egyenletes sporulacio lassan fordult at sotétzoldbe. A
telep novekedése igen intenziv, 50 6ra utan befedte a a taptalaj teljes felszinét (9 cm

atmérdji Petri-csésze).

(2. melléklet, 7. kép)

Trichoderma virens D/090; MUCL 44898
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A torzset a Debreceni Egyetem ATC bemutatokertjében, palantaneveld
melegagy talajabol izolaltuk Trichoderma-szelektiv (Askew és Laing, 1993) taptalajon.
A gomba Rhizoctonia solani ellen in vitro, illetve a patogén altal eldidézett
palantaddléses megbetegedés ellen hatékony volt in sifu kisérleteinkben (Harcz et al.,
2001). A gomba telepe vattaszeriinek mutatkozott 50 6ra inkubdcié utan, ekkor
mérsékelt, halvanyzold sporuldciot tapasztaltunk. A 100. 6raban kiterjedt, sotétzold
sporulacio jelentkezett a gomba telepének kozepén, koriilotte a micélium tovabbra is

bolyhos, vattaszerii maradt.

(2. melléklet, 8. kép)

Trichoderma virens 1-7, EGR-55; D/121; MUCL 44899

A gombatdrzset Naar Zoltan izolalta humuszos homoktalajbol, 1zsak térségében.
Ez a gombatoérzs erbteljes novekedést mutatott, az Stvenedik oraban fehér, erdsen
vattaszeri volt a koldnia. A késébbiekben is intenziven ndvekedett a gomba, de a telep
tovabbra is fehér szini és er6sen vattaszeri maradt. A vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy ez a torzs csak a 10. nap utan produkalt erdteljesebb, z6ld szinli

sporulaciot.

(2. melléklet, 9. kép)

Trichoderma virens D/132; MUCL 44922

A gomba izolalasa Trichoderma-szelektiv (Askew és Laing, 1993) taptalajon
tortént, elhalt fakéregr6l. A gomba intenziv ndvekedést mutatott, a ndvekedés 50.
orajaban a telep kdzepén sporulacio jelentkezett, késébb a 100. 6ras telepen a sporulacié

sotétzold, koncentrikus jellegli korokben jelentkezett.

(2. melléklet, 10. kép)

4.1.2. A micéliumtdmeg €s a tapkdzeg pH mérésének eredményei

Az inkubacié utan lesziirt, majd szaritoszekrényben légszarazra szaritott

micéliumtomeget megmértiik, és az eredmények alapjan azt tapasztaltuk, hogy a
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novekedés iitemében jol megfigyelhetd volt a trofofazis szakasza, majd az ezt kdvetd

stacioner fazis kezdete, amelyet a gomba pusztulasa kovetett.

A tépkozeg kémhatasanak alakuldsa mindegyik torzs esetében hasonldan
valtozott. A malata taplevesre jellemz6 pH 5+0,5 érték eldszor csokkent, és elérte a pH
4 értéket. Ennek a magyarazata lehet az a jelenség, hogy bizonyos gombacsoportoknal a
tapanyagokat jelentd makromolekulak lebontasa soran szerves savak (pl. oxalsav)
termelddnek, — melyeknek kozvetlen, molekularis szerepiik is van a lebontadsban —
ugyanakkor a kozeg pH-jat a savas tartomanyba toljak el (Manczinger et al., 2003). Ezt
kovetden a tapkozeg pH-ja Gjra emelkedni kezdett, majd az inkubacid végsd szakaszara

minden esetben pH 7 érték folé emelkedett (14-22. abrak).

4.2. Trichoderma virens torzsek RAPD PCR ¢és fenoldgiai analizis eredményei

A tesztelt torzsek esetében négy, véletlenszeriien kivalasztott primerrel a
mintakat 2 ismétlésben amplifikaltuk. Az amplifikacié soran nyert gélmintazatot (5. A-
B és 6. C-D abrak) fenologiai analizissel értékeltiik és tettik az eredményeket
Osszehasonlithatova. A gélelektroforézist kovetden a DNS-mintazatban tobb nagy sav

jelentkezett, melyek mérete a 300-3000 bazispar (bp) mérettartomanyba esett.

A véletlenszeri primerekkel végrehajtott amplifikacid sordan a l1étrejott Osszes
reprodukalhatd polimorfikus sav lehetdvé tette a hasonlosag elemzését a 7. virens

torzsek kozott.
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5. abra A-B: Az A-01(A) és az A-04 (B) primerek amplifikaciéja soran kapott mintazat az RAPD
analizis soran. Magyarazat: 1 és 16: DNS létra; 2-12.: T. virens izolatumok (MUCL758S, 8445,
14058, 18139, 19014, 29415, 34687, 44898, 44899, 44922; 13-15: T. harzianum, T. atroviride, T.

hamatum
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6. abra C-D: Az A-10(C) és az A-17(D) primerek amplifikacioja soran kapott mintazat az RAPD
analizis soran. Magyarazat: 1 és 16: DNS létra; 2-12.: T. virens izolatumok (MUCL758S, 8445,
14058, 18139, 19014, 29415, 34687, 44898, 44899, 44922; 13-15: T. harzianum, T. atroviride, T.

hamatum
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Az amplifikacié soran keletkezett reprodukalhat6 polimorfikus savok jelenléte, illetve a
jelenlét ,,1” és az azonos sav hianyanak ,,0” jelolése egy matrixban (4. tablazat) lehetové
tette azt, hogy a T. virens torzsek kozotti hasonlosagot értékeljiik. A hasonlosagi
koefficiens (F) eredményei alapjan a genetikai tdvolsagmatrix (7. abra) értékeit (1-F) a

PHYLIP program segitségével szdmitottuk.

5. tablazat: A gélmintazat alapjan 6sszesitett polimorfikus savok jelenléte, illetve hidnya a tesztelt
torzsek esetében

T. virens torzsek (MUCL)
7585 8445 14058 18139 19014 29415 34687 41468 44898 44899 44922

o
-
o
o
o
o
o
o
o
o
o

Polimorfikus savok jelenléte vagy hianya azonos bazisparméret
esetén (soronként)

000220 202202022223 2a000 -
L 00222 A N 0,00 2P0 222000
OO0 A 0,0 A2 00,0000 O0CO A
O 2 N 02 2000020022000 =220
OO0 o0 A0 ~,r0 A, 00,0 ~A2000 00
OO0 00O ~~r0~~00 P00 A2 20000 ~~000O0O
0O~ 0220 20020022222 2000
OO0 22123 200200222 20002200
OO0 220000 200222222 2000

OO0 2~ 0200 ~~00 202220020~~~
OO0 A 0 O 00O 00 A0 2 2O == a

7585.. ... 0.00

8445..... 0.11 0.00

14058 . 0.23 0.31 0.00

18139 . 0.1%9 0.20 0.38 0.00

19014 . 0.22 0.23 0.36 0.31 0.00

29415 . 0.42 0.41 0.46 0.33 0.48 0.00

34687 . 0.22 0.23 0.36 0.23 0.18 0.39 0.00

41468 . 0.68 0.73 0.81 0.55 0.78 0.68 0.67 0.00

44898 . 0.150.17 0.21 0.24 0.28 0.38 0.28 0.71 0.00
44899 . 0.28 0.29 0.41 0.21 0.33 0.28 0.17 0.50 0.26 0.00
44922 . 0.20 0.21 0.26 0.29 0.33 0.44 0.33 0.70 0.04 0.31 0.00

7. abra: RAPD analizis genetikai tavolsagmatrix a hasonlésagi koefficiens értékekkel
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A genetikai tdvolsagmatrix értékei alapjan a fa a program Drawgram részével lett
abrazolva (8. abra). A dendrogram a véletlenszeri primerekkel tortént amplifikacio
soran képzodott savok jelenlétének, illetve hianyanak elemzése alapjan adott szdmunkra
lehet6séget a torzsek fenotipusos Osszehasonlitasara, ugyanakkor az RAPD analizissel

kapott dendrogram nem utal a torzsek filogenetikai és evolucios kapcsolatéra.

A Pearson-féle korrelacios teszttel nem talaltunk osszefliggést a gliotoxin-termelés és az

RAPD eredmények cluster-analizise, illetve a gombak szubsztrat-eredete kdzott.

USA, GA, Talaj + T-07585
Belgium, Humuszos talaj + T-08445

]

Magyarorszag, Humuszos talaj ++ T-44898 =

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

Szingapur, Laboratoriumi . T_41468
kontaminans

00 02 04 06 08 1.0 12
Fenologiai tavolsag (1-Pearson'sr)

8. abra: A T. virens torzsek fenolégiai analizisének eredménye (dendrogram)
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4.3. Trichoderma torzsek ITS rDNS szekvencia analizisének eredményei

A szekvenalasi céllal felszaporitott, majd tisztitott DNS-t agar6zgélben futtatuk,
abbol a célbdl, hogy annak mennyiségérdl €s tisztasagarol (nem tartalmaz szennyezo

anyagokat illetve primer maradvanyokat) meggy6zddjiink (9. abra).

=
L]
e
-—
-——
-
.

:
L LLELTE

100bp Ladder

8. abra: A szekvenalashoz kivont, felszaporitott és tisztitott DNS gélfotéja

A torzsek telep-, és mikroszkopikus tulajdonsagaik alapjan is Trichoderma
virens faj képviseldinek bizonyultak, de az identifikaci6 pontositisa céljabol a
riboszoémalis DNS géncluster ITS1 és ITS2 szakaszanak felszaporitdsat, majd a
szekvencia ismeretének birtokaban a molekularis biologiai alapokon torténd pontos faji

meghatarozast is elvégeztiik.

A megfeleltetés (alignment, 4. sz. melléklet) eredményeinek feldolgozasa
(UPGMA) alapjan a TREEVIEW szoftverrel filogramot rajzoltattunk, amelyen jol
latszik, hogy a sajat 7. virens izolatumok nem kiiloniilnek el az NCBI
szekvenciagytijteményébdl vett azonos faju izolatumoktol, ITS szekvenciajuk alapjan.
Ugyanakkor, a mas fajba tartoz6 izolatumok jol elkiiloniilnek az ITS szekvencidjuk
alapjan a T. virens fajtol. A legnagyobb filogenetikai tavolsag a T. viride és a T. virens

fajok kozott mutatkozott (10. abra).
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Tvirens

HvirT1strn

—— HvirTUB870

HvirGJS95

Tvir14058s

Tvir8445

TvirD91

Tharzianum

TspiralD93

‘ Tviride104

‘ TvirideCBS
0.01

9. abra: Filogenetikai analizis az ITS1 és ITS2 szekvencidk alapjan (filogram). Tvir8445, TvirD91
and Tvir 14058: a gliotoxintermel6 vizsgalatokban szerepld 3 reprezentativ torzs. Tvirens,
HyvirT1strn, HvirTUB870, HvirGJS95: T. virens ITS szekvenciak az NCBI adatbazisabol.
Tharzianum, Tspiral, Tviride104, TvirideCBS: mas fajokbél szairmazé ITS1-2 szekvenciak

4.4. Gliotoxin-termelés: a folyadékkromatografids (HPLC) mérés eredményei

Az Anyag és Modszer fejezet 3.4.2.-3.4.4. pontjaiban ismertetett modon
felépitett analitikai rendszer Osszehangolasa, a megfeleld oszlop, eluens, aramlasi

sebesség és homérséklet megvalasztdsa utdn a gliotoxin kimutatasa lehetévé wvalt
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kozvetleniil a centrifugalassal tisztitott tapkozegbol. A molekula retencids ideje a
rendszer hasznalata soran 5,72 min. volt, amely az 11. abran jol megfigyelhetd a
standardként 10 pg ml™" koncentracioban injektalt gliotoxin gdrbéjén. A tapkdzegben
jelenlévlé, mas szennyezd anyagokat, amelyek zavar6d tényezoként léphettek fel a
kimutatas soran (kett0s csucs, csucs vallal, aszimmetrikus csucs) ezzel a rendszerrel
sikeriilt olyan mértékben elkiiloniteni, hogy a gliotoxin csucs alatti teriilet nagy
pontossaggal integralhatova és értékelhetdveé valt (12. abra). Az 4abran lathato
masodlagos csucs feltételezhetéen ugyancsak a gomba anyagcsereterméke, de az

identifikalasa nem tortént meg.
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10. abra: A HPLC-s kimutatas eredményei, a detektor jeleréssége a retenciés idé

fiiggvényében a 10 pg ml™' koncentraciéju standard gliotoxin injektaldsa esetén.
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11. abra: A HPLC-s kimutatas eredményei, a detektor jeleréssége a retenciés idé

fiiggvényében az MUCL 29415 torzs tapkozegébol a 72. éraban vett minta

injektalasa esetén.
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4.4.1. Az elbzetes taptalaj-kivalasztasi vizsgalatok eredményei

A taplevesek tesztelése céljabol elozetes vizsgalatokban 17 Trichoderma torzs
felhasznalasaval meghataroztuk a novekedési intenzitdst és a gliotoxin-termelést 2 %
malata kivonat-tartalmia és szintetikus taplevesekben. A torzsek szignifikansan (P
<0,001) intenzivebb novekedést, illetve a gliotoxin-termeld izolatumok magasabb
gliotoxin-szintet mutattak a komplex taptalajon mint a szintetikus (Gn. ,,gliotoxin-
termel6™) taplevesben (Osszetételek az 1. mellékletben).A kés6bbi fermentacios
vizsgalatokban is a 2 %-os malata taplevest hasznaltuk, ezen torzsek is kozepesen erds,
illetve intenziv ndvekedést mutattak az inkubacids iddszak alatt ezen tapfolyadékokban

(5. tablazat).

Megfigyeltiik, hogy a malata taplevesben a 7. virens torzsek fonalas ndvekedést
mutattak, illetve kisszamban laza szerkezetii hifa-gyongyoket képeztek. A fermentacios
iddszak végére a fonalas biomassza a tapfolyadék egészét kitdltotte. A szintetikus
taplevesben a nagyszdmu és tomorebb micélidlis pellet (hifagyongy) keletkezett. A

kétfele tapkozeget egyenld szamu propagulummal oltottuk be.

A gliotoxin-termelést a 62. és 86. oras inkubacios idopontokban dsszehasonlitva
a rangkorrelacios vizsgalat (Wilcoxon Signed Ranks teszt) nem mutatott statisztikailag
szignifikans eltérést a termelt gliotoxin mennyiségében (0,068 <P < 1,000) (6. tablazat).
Azonban szamos torzs esetében megfigyelhet6 volt az, hogy a malata taplevesben a
gliotoxin mennyisége lecsokkent a két mintavétel kozotti 24 ora alatt, jelezve egyfajta

1d6ébeni eliminaciods valtozast.
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6. tablazat: A taplevesek hatasa a Trichoderma torzsek novekedésére és a gliotoxin-termelés
szintjére 25°C-on, 62 és 86 oras inkubacids idészakban

Tapleves
Malata tapleves Szintetikus (Un. “gliotoxin termel4”
tapleves
MUCL/BCCM™ Micélium . . b Micélium . . b
trzsek a széraztomeg Gliotoxin-termelés széraztomeg Gliotoxin termelés
(mg) 62.h 86.h (mg) 62.h 86.h
8445 128 £10 18,1 10,1 18,6 + 6,8 65+7 42+1,0 6,2+09
14058 1456 52,5+5,7 49,6 £6,9 32+6 14,6 £3,1 229+24
18139 126 £ 10 17,1+5,0 21,7+59 35+5 2,1£04 2,4+04
19014 104 £17 26,5+3,9 333+6,2 30+ 6 1,0+0,01 1,0£0,1
29415 149 + 8 32,7+48 32,7+54 50+5 6,719 10,8 £2,0
34687 145+ 8 478 +4.4 26,3 +4.6 45+10 10,0+ 1,0 10,3+1,1
41468 168+ 9 ND ND 51+5 ND ND
44898 148 +9 485+44 442 +43 51+6 4,0+0,3 52+03
44899 151£10 16,5+2,9 50=+1,1 27+7 1,1 +£0,01 1,97 +£0,2
44922 167+7 31,0+ 1,8 35,0+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: Mycotheque de I’Université catholique de Louvain (member of the Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms consortium, Louvain-la-Neuve, Belgium

®: Gliotoxin-termelés, ug ml” tapleves

ND: nem kimutathaté (gliotoxin koncentracié taplevesben < 0,1 pg ml™)

7. tablazat: A rangkorrelacios vizsgalat (Wilcoxon Signed Rank) eredménytablazata. (d)

Jelmagyardzat:  a: pozitiv rangkorrelacio
b:negativ rangkorrelacio
c: a negativ és a pozitiv eltérések sszege megegyezik
Test Statistits
[8445G86 {14058G8 118139G8 119014G8 {29415G8 {34687G8 144898G8 {44899G8 144922G8
18445G62[T14058G6(T18139G6(T19014G6 [T29415G6 [T34687G6[T44898G6 [T44899G6[T44922G6
z -1,8262 -,3652 -,730°  -1,8262 ,000°|  -1,826° -1,461°] -1,826°] -1,4613
Asymp. Sig. (2-t: ,068 ,715 ,465 ,068 1,000 ,068 144 ,068 ,144

a.Based on negative ranks.

b.Based on positive ranks.

C.The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.

d.Wilcoxon Signed Ranks Test
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4.4.2. Trichoderma izolatumok gliotoxintermelése

Komplex tapkozegben végzett fermentacio soran 96, kiilonbozé fajokat
reprezentald Trichoderma és tiz gliotoxin-termeld 7. virens torzseket vizsgaltunk meg

gliotoxintermelés szempontjabol.

A termelt és a mérhetd gliotoxin megléte alapjan kétféle megkozelitésben
vizsgalhatjuk a termelt metabolit mennyiségét, tigy, mint felhalmoz6do (6sszes, FGT)
és ugy mint specifikus (sejtpopulaciora vagy szaraztomegre viszonyitott, SGT). Az
Osszes gliotoxin (FGT) nem minden esetben adhat dsszehasonlithatd eredményt, mivel a
toxintermeld gombasejtek mennyiségében izolatumonként eltérések lehetnek
(szaraztomegbeli eltérések), de emellett a metabolit termelésének intenzitasaban is
lehetnek kiilonbségek. A fermentacids kisérlet beallitasakor, fenntartasa mellett, illetve
viszonyitas elfogadhatd, ha feltételezziik, hogy a kiindul6 inokulum nem tartalmazza a
megfigyelendd metabolitot (Drew ¢és Wallis, 1983). Az inokulum (konidium-
szuszpenzid®) nem tartalmazott egy esetben sem kimutathaté mennyiségii gliotoxint.
Osszesen 96 Trichoderma torzset teszteltiink gliotoxin-termeld képesség szempontjabol.
A 86. oras inkubacios id6szak utani mérések alapjan csak tiz, egyarant a Trichoderma

virens fajba tartozo torzsrél bizonyosodott be a gliotoxin-termelés képessége (13. abra).

Az MUCL torzsgyljteményben szerepld 29415-6s szamu torzs eredetileg
Trichoderma hamatum (Bon.) Bain. fajként szerepelt, melynek meghatarozasa a
morfologiai bélyegek alapjan tortént a gomba izolalasat kovetéen, molekularis biologiai
madszereken alapul6 faji identifikalas nem volt (De Cock, személyes kozlés). A mérési
eredmények szerint a gomba jelentds mennyiségli gliotoxint termelt minden
ismétlésben, s ez felvetette a téves faji meghatarozas lehetdségét. A gomba 1jboli,
mikroszkopikus €s telepmorfologian alapulé meghatarozasa utan bebizonyosodott a
torzsrdl hogy a Trichoderma virens fajt képviseli, és ezt kovetden a gylijteményben is

atnevezésre kerilt.

A termelt gliotoxin mennyisége elérte a 52,5+5,7 pg ml™ koncentraciot, a 25°C-
on torténd inkubaciot kdvetden, a fermentalt taplevesbdl kimutatva. Ugyanakkor a T.
virens torzsek koziil az ATCC 13213 (=MUCL 7585) esetében a gliotoxin csak
nyomokban volt kimutathaté, mig a MUCL 41468 torzs nem termelt kimutathatd
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mennyiségli gliotoxint (mivel a termelés kinetikdja ezeknél a torzseknél nem volt

felallithato, ezeket a torzseket nem abrazoltuk).

4.4.2. T. virens torzsek gliotoxin-termelése

A legnagyobb felhalmozodott gliotoxin mennyiség 48,5 ug ml™' koncentracioban
jelentkezett az ismétlések atlagdban (MUCL 34687). Masik izolatum (MUCL 8445)
esetében a legmagasabb mért gliotoxin koncentracié minddssze 8 pg ml™ az ismétlések
atlagaban. A legmagasabb gliotoxin-szint a fermentacio soran eltéré idépontban
jelentkezett a kiilonb6z6 vizsgalt izolatumok esetében, és a kumulativ gliotoxin-

koncentracioval egyiitt az izolatumok eltérd csoportokba sorolhatok (14-22. abrak).

A specifikus gliotoxin-termelés soran a mért Osszes gliotoxin mennyiségét
viszonyitottuk a mintavételkor mért szaraztomeghez. Az igy kapott szdmok alapjan a
vizsgalt T. virens torzsek egymassal mar Osszehasonlithatova tehetok, a laboratoriumi

fermentécid soran termelt gliotoxin szempontjabol.

A mérési eredmények alapjan a vizsgalt gliotoxint termeld torzsek 2 kiilonb6zd
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) (13. abra), ugyanakkor a gliotoxin termelésének idozitése és
kinetikajanak tanulmanyozasa is egészen eltéré eredményeket adott. Az elsé csoportba
tartoz6 gombak igen révid id6 alatt, mintegy 48-64 oran beliil elérték gliotoxin-
termelésiik csucsat, majd ezutdn a termelt gliotoxin mennyisége, a termelés intenzitasa
lecsokkent. Az alacsonyabb szinten termeld gombatorzsek esetében a gliotoxin
termelésének kinetikdjaban egy lassu, az inkubacids id6szak végeig tartdé emelkedés volt
megfigyelhetd, melyben a termelt gliotoxin mennyisége az inkubacio végére sem érte el

az el6z0 csoportnal mért atlagos szintet.
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12. abra: Kilenc gliotoxintermelé 7. virens torzs gliotoxin termelésének kinetikaja malata taplevesben. Torzsek: MUCL 8445 (@), 14058 (O), 18139 ('V), 19014 (V),
29415 (W), 34687 (L), 44898 (@), 44899 (), 44922 (A). MDW: szarazanyagtomeg.
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13. abra: Szdrazanya-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (M) és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikija a BCCM™/MUCL 8445 Trichoderma
virens torzs esetében malita taplevesben.
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14. dbra: Szdrazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes () és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 14058 Trichoderma
virens torzs esetébemalata taplevesben.



€9

&
8 - 6 g - 70
Q
N 17
s O
T, g 031 - 60 3
C: i 5 E w2 a
[ - ]
2 6 g o =
o B - 50
ks b4 2 @ g
a, g = o0
s S 4 =
< N — 0.2 - 40 wn
v s 2 2
T 47 g E 2
o) 2} 8 é
o £ £ 30 8
a, 2 % k=
L 5> 5 =
E 2 g § 01 - 20 =
= 2] E = 2
8 en
L 1 %IJ
= - 10
&
0 T 0 + 0.0 T —8 T 0
0 8 0 8 16 24 32

inkubaciods 1do, ora

15. dbra: Szdrazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes () és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 18139 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.



¥9

on
Q
8 - 6 £ - 70

S g
— S o
8 5 2 5037 602
§ ey en _I‘-'
5 67 8 B L 50 €
5 L4 & = y
< :g \3" &%
o] 5§ 502 L 40 8
= £ E =
O 4 - - 3 8 Q g
= : 2 2
5 = Z Z
L = 5
: (22 S °
2 501 =
+ 2 E §D an

L 1 <

&

0 T 0 + 0.0 T T T T T T T T T T
0 8 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 8 96

inkubacios 1do, ora

16. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes (H) és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 19014 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.
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17. dbra: Szirazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az osszes () és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 29415 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.
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18. abra: Szirazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes () és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 34687 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.
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19. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes (H) és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 44898 Trichoderma

virens torzs esetében malita taplevesben.
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20. dbra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az osszes (H) és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 44899 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.
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21. dbra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az osszes (H) és a fajlagos (V) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 44922 Trichoderma
virens torzs esetében malata taplevesben.



4.5. T. virens torzsek in vitro antagonizmusa Rhizoctonia solani-val szemben

A patogén ¢és az antagonista torzsek leoltdsa utan 4 oranként mértiik a telepek
sugarat a masik telep kozéppontjanak iranyaban azzal a céllal, hogy a konfrontacio

hatasait egyenld mértékben és a legerdsebben tudjuk érzékelni.

A mérések eredménye, a patogén novekedésének Tliteme a kiilonbozo

Trichoderma torzsekkel szembe oltva a 7. és a 8. tdblazatokban nyomon kovetheto.

Az 7. tablazatbol jol lathato, hogy a konfrontacids antagonizmus teszt folyaman
a kiilonbozé kezelések azonos iddpontjaiban mért kozépértékeinek statisztikailag is
alatamasztott 0sszehasonlitdsa alapjan kideriil, hogy a kontrollhoz képest szignifikans
(P <0,05) eltérés a kisérlet 32. drajaban jelentkezik eldszor, majd ettdl az idoponttol az
antagonistaval szembeoltott R. solani telepsugar ndvekedése minden esetben elmarad, a
kezeletlen kontroll novekedésétdl, vagy esetleg megegyezik vele. A teszt 32. 6rajatol az
a-val jelolt kozépértékii kontrolltol az Gsszes tobbi kezelés kozépértéke szignifikansan,

negativ iranyban eltér, amelyeket az eltéro betiijelzés is jelol.

A 8. tablazatban kapott eredmények azt mutatjadk, hogy a kiilonb6zo
Trichoderma virens torzsekkel szembeoltott Rhizoctonia solani telepe folyamatosan
novekszik. Az eltéré idopontokban mért telepsugarak egymastol szignifikansan (P <
0,05) kiilonbéznek, amely szignifikans kiillonbség a gomba ndvekedésére utal. A
szignifikans kiilonbségek azonban eltiinnek, kezelésektdl fiiggden a kisérlet 28.-36.
orajaban, melynek oka a R. solani telep-novekedésének a gatlasa, melyet
feltételezhetOen az antagonista altal termelt gatld hatdsu anyagok, majd kés6bb pedig az

antagonista kdzvetlen parazitizmusa okoz.

A patogén telepének az antagonista iranyaba torténd sugariranyt ndvekedésének
megsziinésekor ellendriztiik a két telep széle kdzotti tdvolsagot (gatlasi zona). A gatlasi
zona értékét is az ismétlések kozépértéke adta. A gatlasi zondk kozépértékét
hasonlitottuk Ossze a fermentacios kisérletek soran egységesen, a fermentacié 64.
ordjaban kimutatott gliotoxin mennyiségével (specifikus gliotoxin termelés, SGT). A
statisztikai Osszehasonlitas kétvaltozos korrelacid vizsgalattal tortént (Pearson-féle

teszt).

A korrelacios vizsgalat nem talalt szignifikans (P > 0,05) és szoros 0sszefliggést
a gatlasi zondk mérete €s a termelt gliotoxin mennyisége kozott, amely eredmény

utalhat arra, hogy nem a termelt gliotoxin jatssza a legnagyobb szerepet az
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antagonizmusban, illetve a gatlasi zona kialakitdsaban. A gatlas id6pontja €és a termelt

gliotoxin mennyisége kozott korrelaciéo nem mutatkozott.

A vizsgalat soran a Trichoderma telepek novekedését is nyomon kovettiik és azt
tapasztaltuk, hogy a ndvekedésiik intenzitasa eltérd volt, de ez nem minden esetben volt

statisztikailag igazolhato.

A R. solani telepek ndvekedése egyenletes volt, €s koztik szignifikans
kiilonbségek nem voltak kimutathatok a ndvekedés gatlasa elétt. Ugyanakkor, a gatlas
elsé jele eltér6é idOpontokban jelentkezett (28-36. ora). Ezek a kiilonbségek
feltételezhetden a T. virens eltérd novekedési intenzitasaval, illetve az antagonizmusban
(antibiozis) szereplé mas (nem mért) anyagok jelenlétével magyarazhatok, miutan a

gliotoxin nem mutatott 0sszefiiggést a gatlas mértékével, illetve a gatlas idejével.
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8. tablazat: A Rhizoctonia solani telep sugariranyi novekedésének (mm) egytényezds varianciaianalizis eredményei, a mérési idopontonkénti felbontasban

idépontok

B.CCMTM/MUCL 4h 8h 12h 16h 20h 24h 28h 32h 36h 40h 44h
torzsek

8445 2133a  2300a 2400a 2533a 27,00ab 2767b 2967ab 30,67b 31,33bc 31,33cd 31,33¢
14058 2100a 2300a 2500a 2600a 27,33ab 28,67ab 30,33ab 31,33b 31,67bc 32,00 bcd 32,33 be
18139 2033a 2233a 2433a 2600a 2667ab 27,33b 2967ab 31,00b 3167bc 3267bc 32,67 bc
19014 2133a  2300a 2467a 2600a 2767a 2967a 3133a 3300a 33,00ab 3367ab 33,67b
29415 2100a 2300a 2400a 2567a 2667ab 28,00ab 29,33b 3067b 3067c 3067d 30,67¢c
34687 2067a 2300a 2400a 2533a 2667ab 27,67b 3000ab 3033b 31,00c 31,00cd 31,00c
41468 20008 2233a 2400a 2467a 2567b 2700b 2867b 3033b 3067c 3067d 3067c
44898 2000a 2233a 2400a 2500a 2567b 2800ab 29,00b 30,00b 30,67c 31,33cd 31,33c
44899 1967a 2200a 2400a 2500a 26,67ab 2800ab 29,00b 3067b 3067c 30,67d 3067¢c
Kontroll 1967a 2267a 2467a 2500a 27,33ab 28,33ab 30,00ab 33,00a 3367a 3500a 37,00a
SzDP=5% 1,7032  1,3554 13193 16454 17863 1,7863 18657 16158 16746 18915  2,1988
Std hiba 08165 06498 06325 0,7888 08563 08563 08944 07746 0,8028 09068  1,0541
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9. tablazat: A Rhizoctonia solani telep sugariranyd novekedésének (mm) egytényezds varianciaianalizis eredményei, a szembeoltott 7. virens torzsenkénti

felbontasban.

Kezelések

idOpontok [ 8445 14058 18139 19014 29415 34687 41468 44898 44899  kontroll
4h 2133a 2100a 2033a 2133a 2100a 2067a 2000a 2000a 19,67a 19,67a

8h 2300b 2300b 2233b 2300b 2300b 23,00b 2233b 2233b 22,00b 22,67b
12h 2400b 2500c 2433c 2467c 2400bc 24,00c 24,00bc 24,00bc 24,00bc 24,67c
16h 2533c 2600c 26,00d 2600c 2567cd 2533d 2467c 2500c 2500cd 2500c
20h 27,00d 2733d 2667de 2767d 2667de 2667e 2567cd 2567c 26,67de 27,33d
24h 2767d 2867e 2733e 2967e 28,00ef 27,67f 27,00de 28,00d 28,00ef 28,33de
28h 2967e 3033f 2967f 3133f 2933fg 30,00g 28,67ef 29,00de 29,00fg 30,00e
32h 30,67ef 3133fg 31,00g 33,00g 3067g 3033hi 3033f 30,00def 3067g 33,00f
36h 31,33f 31679 3167gh 33,009 3067g 3100i 3067f 30,67ef 30679 33,67fg
40h 31,33f 32009 3267h 33679 3067g 31,000 3067f 31,33f 30,67g 35009
44h 31,33f 32009 3267h 3367g 3067g 3100i 3067f 31,33f 30,67g 37,00h
SzDP=5%( 1,2154 11029 11416 13826  1,9992  0,9776 2321 22642 2,2833  1,6933
Std hiba 0,586 05318  0,5505  0,6667 0964 04714 11192  1,0918 1,101 0,8165




5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Ebben a munkaban 96 Trichoderma torzset vizsgaltunk meg, hogy jobban
megismerjiik a gliotoxin-termelésiik sajatossagait, illetve megerdsitsiik (revidealjuk) a
gliotoxint termeld gombak taxonomiai helyét a Trichoderma genuszon beliil illetve

valaszt kerestiink a gliotoxin termel6 képess€g antagonizmusban jatszott szerepére.

A malata-kivonat (komplex) taplevest mint tenyészkozeget sikeresen hasznaltuk
a gliotoxin termelést vizsgald kisérleteinkben. Martin és Demain (1980) utaltak arra,
hogy komplex taptalajokban a gomba ndvekedésében nagyobb eltérések mutatkoznak a
trofofazis és az idiofazis szakasza kozott, mint szintetikus taptalajokban. Wilhite és
Straney (1996) kisérleteikben szintén malatakivonat taplevest mint komplex tapforrast
hasznaltak gliotoxin termelésre. A szintetikus tapkézegben a gomba ndvekedése és a

gliotoxin-termelése egyarant elmaradt a komplex tapleveshez képest.

A gliotoxin termeld képesség céljabol tesztelt kilencvenhat Trichoderma
torzsbol mindossze tiz (10,4%) torzs esetében tapasztaltunk gliotoxin-termelést
folyadék-kultaraban. A tiz torzs a Trichoderma (syn: Gliocladium) virens fajt

képviselte.

A Trichoderma virens faj taxonondémiai helye sokat valtozott a multban. A faj
elkiilonitése a nemzetség tobbi fajatol igen fontos. Napjainkban erre a morfologiai
bélyegek Osszehasonlitdisa mellett a molekularis bioloégiai modszerek is lehetdséget
teremtenek, de egy nemzetségen beliili, fajspecifikus metabolittermelése is

hatarozobélyeg lehet.

A gliotoxint termeld fajt el6szor Trichoderma lignorum (Tode) Harz néven
emlitette Weindling (1932), amely ma mar nem hasznalatos fajnév, de megegyezik a
Trichoderma viride Pers. fajjal (Hughes, 1958). Késobb ugyanezen gliotoxintermeld-
torzsrol Gliocladium fimbriatum Gilman & Abbott fajként szamol be Wendling (1941),
majd Trichoderma viride Pers. ex. Fries -ként (Brian, 1945; Brian és Hemming, 1945).
1964-ben, amikor Webster és Lomas (1964) kiilonb6z0 Trichoderma izolatumokat
tanulmanyoztak, és ismerték a Weindling antibiotikumot-termelé6 gombéja koriili
identifikacios problémat (7richoderma viride vagy Gliocladium fimbriatum?)
megismételték Weindling és Brian izolatumaival és szdmos 7. viride izolatummal az

antibiotikum-termelési kisérletet, melynek eredményeként bebizonyosodott hogy
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Weindling gliotoxintermeld izolatuma — az akkori genusz koncepcid szerint —
Gliocladium virens J. Miller, Giddens & Foster (=Trichoderma virens) faj volt, és

egyetlen mas fajba tartozo izolatum sem termelte ezt az antibiotikumot.

A jelen munka is igazolja és megerdsiti azt az eredményt, amelyet Webster és
Lomas is tapasztaltak, hogy csak 7. virens torzsek termelik ezt az antibiotikumot.
Egyaltalan nem tudtuk kimutatni ezt az anyagot a tdbbi Trichoderma faj torzsei
esetében. Ebbol azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a gliotoxin-termelés a 7. virens faj
sajatsaga, de ugyanakkor gliotoxint nem-termeld 7. virens torzseket is talaltunk, ami a

gliotoxin-termelés képességének fajon beliili valtozatossagat mutatja.

A gliotoxin-termelés iddzitésében és a termelés kinetikajaban eltéréseket
tapasztaltunk a termeld torzsek kozott. Mig a nagymennyiségli gliotoxint termeld
torzsek esetében a termelés optimalis id6szakanak az inkubacio 48-64. o6ra kozotti
intervalluma tlint, addig a kismennyiséget termeld torzsek ezidészakban nem, vagy alig

termeltek gliotoxint.

A magas szinten termeld torzsek termelési kinetikdja alapjan a gliotoxin
szintézise valosziniileg elkezdddik és be is fejezodik a gomba intenziv ndvekedési
fazisanak ideje alatt. A torzsek gliotoxin-termeld kinetikajanak vizsgalata is eltérd
eredményeket mutatott. A nagy mennyiségli gliotoxint termeld torzsek esetében a
maximalis gliotoxin-termelést az intenziv novekedés fazisdban (40-64. Ora)
tapasztaltuk. A gliotoxin-produkcié alkalmanként elérte az alacsony szinten termeld

torzsek metabolit-mennyiségének a hatszorosat.

A gliotoxintermelésben jelentkez6, fajon beliili valtozatossag egyik magyarazata
a gliotoxin bioszintézisében, illetve ennek szabalyozasaban keresend6. A gliotoxin
bioszintézisének 1épései ismertek (Sivasithamparam és Ghisalberti, 1998), melynek
kiindulasaként egy fenilalanin egyesiil egy szerinnel, majd ezt tobb lépés koveti a
gliotoxinmolekula felépiiléséig. A gliotoxinképzddés genetikai hattere, szabalyozo
mechanizmusai még nem ismertek, de valdszindleg tobb enzim is részt vesz a molekula
szintézisében, tehat tobb gén is felelds lehet a gliotoxintermeld tulajodonsag meglétért.
Az alacsonyabb szinten termel6 torzsek esetében valdszintileg egy, a gliotoxinképzddés
egy lépéséért felelds gén kifejezodése, vagy pedig az enzim mitkddése gatolt. Tovabbi

részletes molekularis bioldgiai vizsgalatok sziikségesek ennek megallapitasara.
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Szintetikus tapkozegben, a legmagasabb gliotoxinszintet 8 napos inkubacio utan
mérték (Park er al., 1991). Sajat eredményeink azt mutattak, hogy a T. virens torzsek
intenzivebb micélium-novekedést mutattak a trofofazis ideje alatt malata-kivonat
taplevesben, mint szintetikusban. A két tapkdzegben jelentkezd novekedébeli
kiilonbségek, illetve a toxintermelésbeni eltérések a taplevesek Osszetételére vezethetok
vissza. A malata tapfolyadék sokkal Osszetettebb (komplex), tobbféle szénhidratot,
fehérjét €s aminosavat tartalmaz készen, mint a meghatarozott Gsszetétell, recept
alapjan Osszeallitott szintetikus taptalaj. A készen felvehetd aminosavak hasznositdsa

kevésbé energiaigényes a gomba szamara, igy intenzivebben képes ndvekedni.

A gliotoxin szintézise kezdetben a biomassza termelddésével parhuzamosan
fokozédott, majd hirtelen lelassult (a nagymennyiségli gliotoxint termeld torzsek
esetében). A gliotoxin szintézise eltér a tobbi masodlagos anyagcsere termékétol,
amelyek képzodése foként tapanyaghiany esetén jelentkezik (Bu’Lock, 1975). A
tenyészkozeg pH-ja a gomba novekedését és fejlodési fazisait kdvetve valtozott, és ez
feltételezhet6en kozvetett kapcsolatban van a gliotoxin bioszintézissel és a tapkozegben
gomba intenziv ndvekedése idején, amikor szerves savak termelddnek. Ezek az anyagok
valtoztatjak savanyt kémhatasuva a tapkozeget, melyben a fenilalanin és mas
nitrogénforrasok a gomba szamara konnyebben felvehet6vé valnak. Korabban a
fenilalanint, mint a gliotoxin bioszintézisben szereplé fontos prekurzort emlitették
(Kirby et al., 1978). A savanyu kozeg emellett biztositja a gliotoxin molekula kémiai
stabilitdsat is (Weindling és Emerson, 1936; Brian és Hemming, 1945). Az inkubacio
64. orajat kovetden, az intenziv novekedési fazis végével a gombasejtek eloregedtek,
majd szétestek, mikozben ez a folyamat kozvetve és kdzvetleniil is a pH emelkedéséhez
vezetett. Mindemellett a gliotoxinképzddés lelassult, és a meglévd gliotoxin lebomlasa
pedig felgyorsult, mivel a magas pH nem kedvez a gliotoxin molekula stabilitasanak.
Azt tobb irodalmi forras is alatdmasztja, hogy pH 7,0 érték koriil és a felett gyors
gliotoxin lebomlas jelentkezik (Weindling ¢s Emerson, 1936; Brian és Hemming,

1945).

Szamos tanulmany foglalkozott a 7. virens faj gliotoxin termelésének
sajatossagaival (Park et al., 1991; Lumsden et al., 1992; Wilhite et al., 1994; Wilhite és
Straney, 1996), azonban legtobbszor egy torzs (Gl-20; GlioGard, Lumsden és Locke,

1989) illetve egy masik, az el6z0bdl szarmaztathatd torzs (Gl-21) felhasznalasaval.
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Jelen disszertacioban a gliotoxin-termelés jelenségét kiemelten vizsgaltuk, nagyobb
szamu torzs esetében. Megerdsitést nyert az a tény, hogy ezen metabolit termelése a T.

virens faj kizarolagos sajatossaga a Trichoderma genuson beliil.

srcr

felvetik a faji diverzitas kérdését, illetve azt, hogy a Trichoderma virens faj mennyire
tekinthetd egységesnek? Korabban mas Trichoderma izolatumok esetében igazoltak,
hogy az egy fajba tartozénak vélt izolatumok valdjaban tobb fajt képviseltek. Bisby
(1939) a Trichoderma nemzetségre jellemz6 morfologiai valtozékonysagot a
Trichoderma viride Pers. faj véltozatainak tudta be. Hermosa et al. (2000) 17, biologiai
védekezésben haszndlt 7. harzianum izolatumot vizsgaltak meg, amelyek valojaban 4
kiilonbozo fajt képviseltek (Trichoderma harzianum, T. atroviride, T. longibrachiatum,
T. asperellum). Kubicek et al. (2001) szintén megvizsgaltak nyolc Trichoderma
harzianum fajnak vélt izolatumot ITSTDNS (ITS1 és ITS2) szekvencia-analizis, illetve
42-kDa endokitinazt kodolé régio alapjan, hogy meghatarozzak a pontos taxonomiai
helytiket. Eredményeik szerint a nyolc izoldtum a kovetkezé harom fajt képviselt: 7.

harzianum, T. atroviride, és a T. asperellum.

Chaverri et al. (2001) hét Trichoderma izolatum (kozottik 5 7. virens izolatum
is szerepelt) morfoldgiai analizisét végezték el és szignifikans (P < 0,05) kiillonbségeket
talaltak a kiilonbozé morfologiai jellegek kozott, de ezek az eltérések nem voltak
elegendoek ahhoz, hogy taxondmiailag is eltérOnek tekintsék az izolatumokat. A
molekuléris biologiai vizsgélatok soran azt tapasztaltak, hogy az ITS szekvenciak
analizise nem mutatott akkora kiilonbségeket a 7. virens izolatumok kozott, mint a tef-
la szekvenciak analizise. Chaverri et al. (2001) véleménye szerint a Trichoderma virens
fajon beliili nagyfoku morfologiai és egyéb valtozékonysag betudhat6é annak is, hogy a
faj nem szigortian anamorf, hanem rendelkezik teleomorf formaval is (Hypocrea virens)
amelynek megléte magaban hordozhatja az ivaros szaporodas, és a gének szélesebbkorti

rekombinalddasanak lehetdségét is.

Samuels (1996) felvetette a kérdést, hogy vajon hany Trichoderma faj 1étezhet?
A nemzetség elsé leirasakor (Persoon, 1794) emlitett négy fajbol mara csak egy, a
Trichoderma viride maradt meg. 1939 és 1969 kozott hossza idon at ugy tint, hogy a
Trichoderma nemzetség mindosszesen egy fajt képviseltetett, egészen Rifai 1969-es

génusz-revizidjaig. Késobb Doi és Doi (1986) listat készitettek az 1986 elott ismert

77



fajokrol. Napjainkban a leirt fajok szama mar 75 koriili, de ugyanakkor az ismert

Hypocrea fajok szdma alapjan 100 koriili feltételezhetd (Samuels, 1996).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a morfologiailag és gliotoxintermeld
képességben egyarant heterogén 7. virens torzsek az ITS szekvencidjuk alapjan
egymastol nem Kkiilonitheték el. Mas, a T. virens faj esetében specifikusabb DNS
szakasz felszaporitasa célravezetd lehet az egyes izolatumok elkiilonitésénél. Chaverri
et al. (2001) szerint a tef~l szekvencia alapjan a T. virens izolatumok jobban
elkiilonitheték. A jovOben mas, specifikus szekvencidk alapjan sziikséges az eltérd

gliotoxin-termelésii 7. virens izolatumok jboli dsszehasonlitasa.

Napjainkban a genomi DNS felszaporitasan és vizsgalatan alapuld6 modszereket
sz¢les korben alkalmazzak faji szintli meghatarozasokra, filogenetikai osztalyozasra,
reviziora. Az egyik elterjedt molekularis biologiai vizsgéalati modszer az RAPD PCR,
melyet foleg kiilonb6z6 torzsek Osszehasonlitasara illetve osztilyozasara hasznalnak

(Zimand ef al., 1994).

Munkank soran mi is, RAPD PCR analizist alkalmaztunk, hogy — véletlenszerti
primereket haszndlva — az amplifikdlt savok jelenlétét vagy hianyat fenologiai
analizissel értékeljilk. A PCR amplifikacié analizisének eredményei 0Osszefiiggést
mutattak a gliotoxintermelés meglétével, a nem-termeld izolatummal szemben (MUCL
41468). A termelt gliotoxin mennyisége azonban nem allt korreldcioban a fenologiai
analizis eredményeivel. Az MUCL 41468 torzs, mely nem termelt kimutathato
mennyiségll gliotoxint, élesen elkiilonithetd a tobbi gliotoxint termeld torzstdl az RAPD
PCR eredményei alapjan. Ugyanakkor az RAPD PCR megkdozelitéssel nem tudtuk
elkiiloniteni a nagy mennyiségli gliotoxint termeld torzseket. Ebbdl kdvetkezden
Iényeges folytatni a gliotoxintermeld gombak klasszikus in vitro analitikai kémiai iton
torténd vizsgalatat. Fontos megjegyezni azt is, hogy a gliotoxin-termelés mennyisége
eltér6 lehet in vivo korilmények kozott, ugyanis az antibiotikumok termelése
nagymértékben fiigg a kornyezeti hatasoktol is. Fontos lehet az in vivo koriilmények
kozott (pl. talaj) termelodd gliotoxin mennyiségének, illetve ennek patogénekkel

szembeni hatékonysaganak vizsgalata.

A gliotoxin mint a ndvénypatogénekkel szembeni biologiai védekezés soran
potencialis szerepet jatszo6 anyagot tobb publikacioban emlitik (Brian és Hemming,

1945; Lumsden et al., 1992; Wilhite et al., 1994).
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A konfrontacios antagonizmus kisérlet eredményei alapjan azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a termelt gliotoxin nem jatszik elsddleges szerepet a Rhizoctonia solani
elleni in vitro antagonizmusban, de ugyanakkor mas antibiotikus hatasti anyagok és

litikus enzimek jelenlétét feltételezhetjiik a gatlasi zona megléte alapjan.

Ha egy biologiai novényvédelmi készitményt vizsgalunk, fontos, hogy
biztonsagos legyen a felhasznald szamara, ne tartalmazzon az emberi egészségre karos
anyagokat, toxinokat. A biologiai védekezésben felhasznalhato szervezetek altal termelt
toxinok nem csak gombapatogénekre, hanem ndvényekre, melegvériiekre is karosak
lehetnek ugyanugy, mint a készitmények gyartasa soran kozremiikodo emberekre, vagy
a felhasznalokra, akiknél 1€gzdszervi megbetegedéseket, allergiat okozhatnak. A jelen
dolgozatban vizsgalt metabolit kémiai tulajdonsagaibol kovetkezden gomba-toxinként is
viselkedhet. A kisérleteink soran azt figyeltilk meg, hogy a gliotoxin csak a gomba
intenziv novekedési szakaszanak kezdetén jelenik meg, majd az intenziv ndvekedési
szakasz végén a képzodése lelassul, majd leall. Ezt kovetden a gliotoxin mennyisége
folyamatosan csokken. Masrészt, a tapleves beoltdsdra hasznalt konidiumok
kimutathaté mennyiségben nem tartalmazhattak ezt a metabolitot, mivel a fermentalt
taplevesbdl vett elsé mintakbol nem sikertilt ezt a toxint HPLC segitségével kimutatni.
Az el6zetes tapasztalatok és a molekula oxidéaciora vald rendkiviili érzékenysége alapjan
azt allapitottuk meg, hogy a gliotoxint termeld 7. virems torzset tartalmazd kész
biopreparatum-termékeken, a termék szaritasa €s tarolasa utan a toxin nincs jelen, tehat
a megfeleléen formulazott biopreparatumnak nincs munka ¢és kozegészségiigyi

kockazata.

Amennyiben a gliotoxin termelés fontosnak ¢és hasznosnak is tiinik a
novénypatogének elleni biologiai védekezésben, nem szabad megfeledkezni mas
antimikrobialis €és antifungalis hatasi metabolitrol sem, mint a viridin (Brian et al.,
1945), a gliovirin (Howell és Stipanovic, 1983), a peptaibol antibiotikumok (Wiest et
al., 2002), a trichodermin, trichodermol tovabba a 7. virens altal termelt litikus enzimek
jelentdsége sem lebecsiilendd. Ezért tovabbi atfogd vizsgalatok sziikségesek a

jelentésebb metabolitok egyedi és 0sszetett hatasairol, in vivo koriilmények kozott is.
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6. OSSZEFOGLALAS

Ebben a munkaban Trichoderma torzseket vizsgaltunk, hogy jobban
megismerjiik a gliotoxin termelésiik sajatossagait, illetve, hogy attekintsiik a gliotoxint

termel0 gombak taxondémiai helyét a Trichoderma nemzetségen beliil.

Szintetikus és komplex tapleveseket hasonlitottunk Ossze a taplevesben novekvd
gomba gliotoxintermelése és szarazanyaggyarapodasa szempontjabol. Eredményeink
azt mutattak, hogy a T. virens torzsek statisztikailag igazolhatéan intenzivebb
micéliumndvekedést és magasabb gliotoxin-termelést mutattak a trofofazis ideje alatt 2
%-o0s malata taplevesben, mint szintetikusban. A nagy mennyiségii gliotoxint termeld
torzsek esetében gliotoxin szintézise kezdetben a biomassza ndvekedésével

parhuzamosan fokozodott, majd hirtelen lelassult.

Kilencvenhat, gliotoxin-termeld képesség céljabol tesztelt Trichoderma torzsbol
minddsszesen tiz (10,4 %) torzs esetében tapasztaltunk gliotoxin termelést
folyadékkultiraban. A tiz torzs a Trichoderma (syn: Gliocladium) virens fajt képviselte,

a torzsgylijteményekben szerepld fajmeghatarozas alapjan.

Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a gliotoxin termelés a 7.
virens faj sajatsaga, de ugyanakkor gliotoxint nem termeld 7. virens torzseket is
talaltunk, ami a gliotoxintermelés képességének valtozatossagat mutatja a fajon beliil.
Tovabba, a gliotoxintermelés kinetikajaban eltéréseket tapasztaltunk a termeld torzsek
kozott is. Mig a nagy mennyiségli gliotoxint termeld torzsek esetében a termelés
optimalis iddszakanak az inkubacid 48-64. ora kozotti intervalluma tlint, addig a kis

mennyiséget termeld torzsek ez iddszakban nem, vagy alig termeltek giotoxint.

A torzsek genetikai polimorfizmusdnak alatdmasztasara RAPD PCR analizist
alkalmaztunk, hogy a véletlenszertien osszedllitott primereket hasznalva, az amplifikalt
savok jelenlétét fenoldgiai analizissel értékeljilk. A PCR amplifikacié analizisének
eredményei Osszefliggést mutattak a gliotoxintermelés meglétével, a nem termeld
izolatummnal ugyanakkor az RAPD PCR megkozelitéssel nem tudtuk elkiiloniteni a
nagy mennyiségll gliotoxint termeld torzseket. A gliotoxin mennyisége nem korrelalt a

fenoldgiai analizis eredményeivel.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a morfologiailag és gliotoxintermeld

képességben egyarant heterogén 7. virens torzsek az ITS szekvencidjuk alapjan
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egymastol nem kiilonithetok el. Mas, a T. virens faj esetében specifikusabb DNS

szakasz felszaporitasa esetleg célravezetobb lehet az egyes izolatumok elkiilonitésénél.

Konfrontaciés antagonizmus tesztet végeztink a 7. virens (antagonista) ¢&s
Rhizoctonia solani (patogén) gombak szembeoltdsaval, malata-kivonat tartalma agaron.
A patogén ¢s az antagonista sugariranyu telepndvekedését mértiikk, majd ebbdl
kovetkeztettiink a gatlas mértékére, illetve a gatlas, illetve a gliotoxin-termelés
ismeretében a gliotoxin antagonizmusban betdltott szerepére probaltunk kovetkeztetni
in vitro. A vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a gliotoxin-termeld 7. virens torzsek

gliotoxin produktuma nem allt 6sszefliggésben az antagonizmus-teszt eredményeivel.

81



7. IRODALOMJEGYZEK

Adams, P.M., Hanson, J.R. 1972. Sesquiterpenoid metabolites of Trichoderma
polysporum and T. sporulosum. Phytochemistry 11. 423,

Almassi, F., Ghisalberti, E.L., Narbey, M.J., Sivasithamparam, K. 1991. New
antibiotics from strains of Trichoderma harzianum. J. Nat. Prod. 54. 396-402.

Arisan-Atac, 1., Heidenreich, E., Kubicek, C.P. 1995. Randomly amplified polymorphic
DNA fingerprinting identifies subgroups of Trichoderma viride and other
Trichoderma spp. capable of chestnut blight biocontrol. FEMS Microbiol. Lett.
126. 249-256.

Arx, J.A., von 1987. Plant Pathogenic Fungi. Nova Hedwigia Beihefte. 87. 288 pp.

Askew, D.J., Laing, M.D. 1993. An adapted selective medium for the quantitative
isolation of Trichoderma species. Plant. Path. 42. 686-690.

Baker, R. 1968. Mechanisms of biological control of soil-borne pathogens. Ann. Rev.
Phytopathol. 6: 263-294.

Baker, K.F., Cook, R.J. 1982. Biological control of plant pathogens. The American
Phytopathological Society. St. Paul, Minnesota.

Baldwin, J.E., O’Neil, I.A., Russel, A.T. 1991. Isonitrin A: revision of the structure and
total synthesis in racemic form. Synletters 551-552.

Bamburg, J.R., Strong, F.M. 1969. Mycotoxins of the trichothecene family produced by
Fusarium tricinctum and Trichoderma lignorum. Phytochemistry 8. 2405-
2410.

Bennett, J. W. 1983. Differentation and secondary metabolism in mycelial fungi 1-32
in: Lemke P. A. Ed., Vol 5.: Secondary metabolism and differentation in Fungi,
Mycology series, Series editors: J. W. Bennett and A. Ciegler, New York and
Basel. 1983.

Bennet, J.W., Bentley, R. 1989. What’s in a name? Microbial secondary metabolism.
Adv. Appl. Microbiol. 34. 1-28.

Betina, V. 1994. Bioactive secondary metabolites of microorganisms. Progress in
Industrial Microbiology. Vol. 30. Elsevier, Amsterdam

Bisby, G.R. 1939. Trichoderma viride Pers. ex Fr. and notes on Hypocrea. Trans. Br.
Mycol. Soc. 23. 149-168.

Bisset, J. 1984. A revision of the genus Trichoderma. 1. Section Longibrachiatum sect.

nov. Can. J. Bot. 62. 924-931.

82



Bisset, J. 1991a. A revision of the genus Trichoderma. 11. Infrageneric classification.
Can. J. Bot. 69. 2357-2372.

Bisset, J. 1991b. A revision of the genus Trichoderma. 111. Section Pachybasium. Can.
J. Bot. 69. 2373-2417.

Bisset, J. 1991c¢. A revision of the genus Trichoderma. IV. Additional notes on section
Longibrachiatum. Can. J. Bot. 69. 2418-2420.

Bisset, J. 1992, Trichoderma atroviride. Can. J. Bot. 70. 639-641.

Brewer, D., Hannah, D.E., Taylor, A. 1966. The biological properties of 3,6-
epidithiadiketopiperazines; Inhibition of growth of Bacillus subtilis by
gliotoxin, sporidesmins and chetomins. Can. J. of Microbiol. 12. 1187-1195.

Brian, P.W., Hemming, H.G. 1945. Gliotoxin, a fungistatic metabolic product of
Trichoderma viride. Ann. Appl. Biol. 32. 214-220.

Brian, P.W., Curtis, P.J., Hemming, H.G., McGowan, J.C. 1946. The production of
viridin by pigment forming strains of Trichoderma viride. Ann. Appl. Biol. 33.
190-200.

Buchert, J., Ranua, M., Siika-aho, M., Pere, J., Viikari, J., 1994. Trichoderma reesei
cellulases in bleaching of kraft pulp. App. Microb. and Biotecnol. 40. 941-945.

Bu’Lock, J.D. 1961. Intermediary metabolism and antibiotic synthesis. Ann. Rev. Appl.
Microbiol. 3. 293-342.

Bu’Lock, J.D. 1975. Secondary metabolism in fungi and its relationships to growth and
development. in: Smith J. E. and Berry D. R (eds.) The filamentous fungi. Vol
L, pp. 33-58. Wiley. New York.

Campbell, .M. 1983. Correlation of secondary metabolism and differentation. 55-72.
in: Lemke P. A. Ed., Vol 5.: Secondary metabolism and differentation in Fungi,
Mycology series, Series editors: J. W. Bennett and A. Ciegler, New York and
Basel. 1983.

Chaverri, P., Samuels, G.J., Stewart, E.L. 2000. Convergent evolution of Gliocladium
morphology in Hypocrea. Newsletter of the Mycol. Soc. Am. Mycologia
51(supplement): 24.

Chaverri, P., Samuels, G.J., Stewart, E.L. 2001. Hypocrea virens sp. nov., the

teleomorph of Trichoderma virens. Mycologia 93. 1113-1124.

Chen, X., Romaine, C.P., Tan, Q., Schlagnhaufer, B., Ospina-Giraldo, M.D., Royse,
D.J., Huff, D.R. 1999. PCR-based genotyping of epidemic and preepidemic

83



Trichoderma isolates associated with green mold of Agaricus bisporus. Appl.
Env. Microbiol. 65. 2674-2678.

Chet, 1. 1987. Trichoderma-application, mode of action, and potential as a biocontrol
agent of soil-borne plant pathogenic fungi. in: 1. Chet (ed): Innovative
approaches to plant disease control. John Wiley & Sons. New York.

Claydon, N., Allan, M., Hanson, J.R., Avent, A.G. 1987. Antifungal alkyl pyrones of
Trichoderma harzianum. Trans. Br. Mycol. Soc. 88. 503-513.

Collins, R.P., Halim, A.F. 1972. Characterisation of the major aroma constituent of the
fungus Trichoderma viride. J. Agric. Food. Chem. 20. 437-438.

Corley, D.G., Miller-Wideman, M., Durley, R.C. 1994. Isolation and structure of
harzianum A: a new trichotechene from Trichoderma harzianum. J. Nat. Prod.
57.422-425.

Demain, A.L. 1972. Cellular and environmental factors affecting the synthesis and
extraction of metabolites. J. Appl. Chem. Biotechnol. 22. 345-362.

Dennis, C., Webster, J. 1971a. Antagonistic properties of species groups of
Trichoderma. 1. Production of non-volatile antibiotics. Trans. Br. Mycol. Soc.
57.25-29.

Dennis, C., Webster, J. 1971b. Antagonistic properties of species groups of
Trichoderma. II. Production of volatile antibiotics. Trans. Br. Mycol. Soc. 57.
41-48.

Dennis, C., Webster, J. 1971c. Antagonistic properties of species groups of
Trichoderma. 111. Hyphal interactions. Trans. Br. Mycol. Soc. 57. 363-369.

Dickinson, J.M., Hanson, J.R., Truneh, A. 1995. Metabolites of some biological control
agents. Pestic. Sci. 44: 389-393.

Dingley, J.M. 1957. Life history studies in the genus Hypocrea Fr. Trans. R. Soc. N. Z.
84. 689-693.

Doi, N., Doi, Y. 1986. Notes on Trichoderma and its allies 4. A list of specific names
proposed for the genus 7richoderma. Bulletin of the National Science Museum
Series B (botany) 12. 1-15.

Doi, Y. 1967. Revision of the Hypocreales with cultural observations. III. Three species
of the genus Podostroma with Trichoderma or Trichoderma-like conidial

states. Trans. Mycol. Soc. Japan 8. 54-57.

84



Doi, Y. 1972. Revision of the Hypocreales with cultural observations IV. The genus
Hypocrea and its allies in Japan (2). Enumeration of the species. Bulletin of the
National Science Museum 15. 649-751.

Domsch, K.H., Gams, W., Anderson, T.H. 1980. Compendium of soil fungi, Vol. 1.
Academic Press, London.

Donnely, D.M.X., Sheridan, H.M. 1983. Anthraquinones from T7richoderma
polysporum. Phytochemistry 25. 2303-2304.

Drew, S.W., Wallis, D.A. 1983. Regulation of secondary metabolism and keys to its
manipulation. 35-54. Lemke P. A. Ed., Vol 5.: Secondary metabolism and
differentation in Fungi, Mycology series, Series editors: J. W. Bennett and A.
Ciegler, New York and Basel. 1983.

Dula Bné., Aponyiné G.I., Vajna L. 1987. A gorogdinnye fuzariumos téhervadasa elleni
biolégiai védekezés Trichoderma antagonista gombaval. Novényvédelem 23.
249-251.

Elad, Y., Hadar, Y., Chet, L., Henis, Y. 1981. Biological control of Rhizoctonia solani
by Trichoderma harzianum in carnation. Plant Disease. 65. 675-677.

Fekete C, Weszely T, Hornok L. 1996. Assignment of a PCR-amplified chitinase
sequence cloned from Trichoderma hamatum to resolved chromosomes of
potential biocontrol species of Trichoderma. FEMS Microbiol Lett. 145 (3).
385-391.

Fekete C, Posta K, Hornok L. 2001. Primary structure and transcription patterns of
RPL36, a ribosomal protein-encoding gene of the mycoparasitic fungus,
Trichoderma hamatum. Curr. Genet. 39 (3).183-189.

Felsenstein, J. 1989. Phylip—Phylogeny interference package (version 3.2). Cladistics. 5.
164-166.

Fleming, A. 1929. On the antibacterial action of cultures of a Penicillium with special
reference to their use in the isolation of B. influensae. Brit. J. Exp. Pathol 10.
226.

Fravel, D.R. 1988. Role of antibiosis in the biocontrol of plant diseases. Ann. Rev.
Phytopathol. 26. 75-91.

Fujita, T., Takaishi, Y., Okamura, A., Fujita, E., Fuji, K., Hratsuka, N., Komatsu, M.,
Arita, I. 1981. New peptide antibiotics, trichopolyns I and II, from
Trichoderma polysporum. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 585-587.

85



Fujita, T., Takaishi, Y., Takeda, Y., Fujiyama, T., Nishi, T. 1984. Fungal metabolites.
II. Structural elucidation of minor metabolites, valinotricin, cyclonerodiol
oxide, epicyclonerodiol oxide from Trichoderma polysporum. Chem. Pharm.
Bull. 32. 4419-4425.

Fujiwara, A., Okuda, T., Masuda, S., Shiomi, Y., Miyamoto, C., Sekine, Y., Tazoe, M.,
Fujiwara, M. 1982. Fermentation, isolation and characterisation of isonitrile
antibiotics. Agric. Biol. Chem. 46: 1803-1809.

Gams, W., Bisset, J. 1998. Morphology and identification of 77ichoderma, in: Cubicek
C.P.- Harman G.E. (eds): Trichoderma and Gliocladium, Vol 1.,UK, London
278. pp.

Ghisalberti, E.L., Hockless, D.C.R., Rowland, C., White, A.H. 1992. Harziandione, a
new class of diterpene from Trichoderma harzianum. J. Nat. Prod. 55. 1690-
1694.

Godfersten, W.0O., Vangedal, S. 1965. Trichodermin, a new sesquiterpene antibiotic.
Acta Chemica Scandinavica 18. 1088-1102.

Golder, W.S., Watson, T.R. 1980. Lanosterol derivatives as precursors in the
biosynthesis of viridin. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1. 422-425.

Haraguchi, H., Hamatani, Y., Hamada, M., Fujii-Tachino, A. 1996. Effect of gliotoxin
on growth and branched-chain amino acid biosynthesis in plants.
Phytochemistry. 42: 645-648.

Harcz, P., Kovics, G.J., Naar, Z. 2001. Biological control against Rhizoctonia damping-
off disease of tomato by Trichoderma strains. Prospects for the 3™ Millenium
Agriculture International Symposium. 25-27. October 2001, Cluj-Napoca,
Romania. Buletinul USAMV-CN, Sec. Horticultura 55-56/2001. 63-68.

Harris, G.H., Jones, E.T.T., Meinz, M.S., Nallin-Omstead, M., Helms, G.L., Bills, G.F.,
Zink, D., Wilson, K.E. 1993. Isolation and structure elucidation of
viridiofungins A, B and C. Tetrahedron Lett. 34. 5235-5238.

Harman, G.E., Bjorkman, T. 1998. Potential and existing uses of Trichoderma and
Gliocladium for plant disease control and plant growth enchancement. in:
Kubicek, C.P. and Harman, G. E. (eds): Trichoderma and Gliocladium-vol. 2.
London, UK. 393 pp.

Harman, G.E. 2000. Myths and dogmas in biocontrol. Changes in perceptions derived

from research on Trichoderma harzianum T-22. Plant Disease 84: 377-392.

86



Hermosa, M.R., Grondona, 1., Itturiaga, E.A., Diaz-Minguez, J.M., Castro, C., Monte,
E., Garcia-Acha, 1. 2000. Molecular characterization and identification of
biocontrol isolates of Trichoderma spp. Appl. Environ. Microbiol. 66. 1890-
1898.

Highley, T.L., Anantha Padmanabha, H.S., Howell, C.R. 1997. Control of wood decay
by Trichoderma (Gliocladium) virens. II. Antibiosis.
http://www.fpl.fs.fed.us/documnts/pdf1997/highl97b.pdf

Hjeljord, T.L., Tronsmo, A. 1998. Trichoderma and Gliocladium in biological control:
an overview. in: Kubicek, C.P. and Harman, G. E. (eds): Trichoderma and
Gliocladium-vol. 2. London, UK. 393 pp.

Hjeljord, L.G., Stensvand, A., Tronsmo, A. 2001. Antagonism of nutrient-activated
conidia of Trichoderma harzianum (atroviride) P1 against Botrytis cinerea.
Phytopathology. 91. 1172-1180.

Howell, C.R. 1987. Relevance of mycoparasitism in the biological control of
Rhizoctonia solani by Gliocladium virens. Phytopathology 77: 992-994.

Howell, C.R. 1999. Selective isolation from soil and separation in vitro P and Q strains
of Trichoderma virens with differental media. Mycologia 91. 930-934.

Howell, C.R. 2003. Mechanisms employed by Trichoderma species in the biological
control of plant diseases: The history and evolution of current concepts. Plant
Disease 87. 4-10.

Howell, C.R., Hanson, L.E., Stipanovic, R.D., Puckhaber, L.S. 2000. Induction of
terpenoid synthesis in cotton roots and control of Rhizoctonia solani by seed
treatment with Trichoderma virens. Phytopathology. 90. 248-252.

Howell, C.R., Stipanovic, R.D. 1983. Gliovirin, a new antibiotic from Gliocladium
virens and its role in the biological control of Pythium ultimum. Can. J.
Microbiol. 29. 321-324.

Howell, C.R., Stipanovic, R.D., Lumsden, R.D. 1993. Antibiotic production by strains
of Gliocladium virens and its relation to the biocontrol of cotton seedling
diseases. Biocontrol Science and Technology 3. 435-441.

Hughes, S.J. 1958. Revisiones hyphomycetum aliquot cum appendice de nominibus
rejiciendis. Can. J. Bot. 36. 727-836.

Hussain, S.A., Noorani, R., Qureshi, [.H. 1975. Microbiological chemistry. Part I.

Isolation and characterization of gliotoxin, ergosterol, palmitic acid and

87



mannitol-metabolites of Trichoderma hamatum Bainier. Pak. J. Sci. Ind. Res.
18.221-243.

Itoh, Y., Takahashi, S., Haneishi, T., Arai, M. 1980. Structure of heptelidic acid, a new
sesquiterpene antibiotic from fungi. J. Antibiot. 33. 525-526.

Manczinger, L., Pocsi, 1., Vetter, J. 2003. Gombaélettan. in: Jakucs E. €s Vajna L.
(szerk): Mikologia. Agroinform Kiad6. Budapest.

Jeffries, P., Young, T.W.K. 1994. Interfungal parasitic relationships. CAB
International-University Press. Cambridge.

Jones, R.W., Pettit, R.E., Taber, R.A. 1984. Lignite and stillage: Carrier and substrate
for application of fungal biocontrol agents to soil. Phytopathology 74. 1167-
1170.

Jones, R. W., Hancock, J.G. 1988. Mechanism of gliotoxin action and factors mediating
gliotoxin sensitivity. J. of Gen. Microbiol. 134. 2067-2075.

Johnson, J.R., Bruce, W.F., Dutcher J.F. 1943. Gliotoxin, the antibiotic principle of
Gliocladium fimbriatum. Production, physical and biological properties. J.
Amer. Chem. Soc. 65. 2005-2009.

Kattner, D. 1990. Zur pathogenitit von Trichoderma hamatum Bain an
Fichtenkeimlingen. Allgemeine Forst- und Jagdzeitung 161. 1-6.

Kikuchi, T., Mimura, T., Harimya, K., Yano, H., Arimoto, T., Masada, Y., Inoue, T.
1974. Volatile metabolite of aquatic fungi. Identification of 6-pentyl-pyrone
from Trichoderma and Aspergillus species. Chem. Pharm. Bull. 22. 5439-5440.

Kindermann, J., El-Ayouti, Y., Samuels, G.J., Kubicek, C.P. (1998). Phylogeny of the
genus Trichoderma based on sequence analysis of the internal transcribed
spacer region 1 of the rDNA clade. Fungal Genetics and Biology 24. 298-309.

Kirby, G.W., Patrick, G. L., and Robin, D.J. 1978. Cyclo-(L-phenylalanine-L-seryl) as

an intermediate in the biosynthesis of gliotoxin. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1:
1336-1338.

Kobayashi, M., Uehara, H., Matsunami, K., Aoki, S., Kitagawa, I. 1993. Trichoharzin, a
new polyketide produced by the imperfect fungus Trichoderma harzianum
separated from the marined sponge Micale cecilia. Tetraherdon Lett. 34. 7925-
7928.

Koch, E. 1999. Evaluation of commercial products for microbial control of soil-borne

plant diseases. Crop Protection 18. 119-125.

88



Komatsu, M. 1976. Studies on Hypocrea, Trichoderma and allied fungi antagonistic
shiitake, Lentinus edodes. Reports of the Tottori Mycological Institute 13. 1-
113.

Kovacs, K., Szakacs, G., Pusztahelyi, T., and Pandey, A. 2004. Production of
chitinolytic enzymes with Trichoderma longibrachiatum 1IMI192027 in solid
substrate fermentation. Applied Biochemistry and Biotechnology 118. 189-
204.

Kraft, .M., Papavizas, G.C. 1983. Use of host resistance, Trichoderma, and fungicides
to control soilborne diseases and increase seed yields of peas. Plant Disease 67.
1234-1237.

Kredics L, Antal Z, Manczinger L. 2000. Influence of water potential on growth,
enzyme secretion and in vitro enzyme activities of Trichoderma harzianum at
different temperatures. Curr. Microbiol. 40 (5). 310-314.

Kubicek, C.P., Eveleigh, D.E., Esterbauer, H., Steiner, W., Kubicek-Pranz, E.M. (eds)
1990. Trichoderma reesei cellulases: Biodiversity, genetics, physiology and
applications. Royal Society of Chemistry, Cambridge.

Kubicek, C.P., Mach, R.L., Peterbauer, C.K., Lorito, M. 2001. Trichoderma: From
genes to biocontrol. J. Plant Path. 83.(special issue) 11-23.

Kubicek CP, Bissett J, Druzhinina I, Kullnig-Gradinger C, Szakacs G. 2003. Genetic
and metabolic diversity of Trichoderma: a case study on South-East Asian
isolates. Fungal Genet. Biol. 38 (3).310-319.

Kuhls, K., Lieckfeldt, E., Samuels, G.J., Kovacs, W., Meyer, W., Petrini, O., Gams, W.,
Borner, T., Kubicek, C.P. 1996. Molecular evidence that the asexual industrial
fungus Trichoderma reesei is a clonal derivative of the ascomycete Hypocrea
Jjecorina. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA. 93. 7755-
7760.

Kullnig-Gradinger, C.M., Szakacs, G., Kubicek, C.P. 2002. Phylogeny of the genus
Trichoderma: a multigene approach. Mycol. Res. 106. 757-767.

Kumar S, Tamura K, Jakobsen IB, Nei M. 2001. MEGA2: molecular evolutionary
genetics analysis software. Bioinformatics. 17. 1244-1245.

Lewis, J.A., Fravel, D.R., Lumsden, R.D., Shasha, B.S. 1995. Application of biological
control fungi in granular formations of pregelatinized stratch flour to control

damping-off diseases caused by Rhizoctonia solani. Biol. Control. 5. 397-404.

89



Lieckfeldt, E., Samuels, G.J., Borner, T., Gams, W. 1998. Trichoderma koningii:
neotypification and Hypocrea teleomorph. Can. J. of Bot. 76. 1507-1522.

Lieckfeldt, E., Samuels, G.J., Nirenberg, H.I., Petrini, O. 1999. A morphological and
molecular perspective of Trichoderma viride: is it one or two species. Appl.
Env. Microbiol. 65. 2418-2428.

Lieckfeldt, E., Kullnig, C.M., Kubicek, C.P., Samuels, G.J., Boérner, T. 2001.
Trichoderma aureoviride: phylogenetic position and characterization. Mycol.
Res. 105. 313-322.

Lorito, M., Hayes, C.K., Zoina, A., Scala, F., Del Sorbo, G., Woo., S.L., Harman, G.E.
1994. Potential of genes and gene products from 7richoderma sp. and
Gliocladium sp. for the development of biological pesticides. Mol. Biotechnol.
2:209-217.

Luckner, M. 1990. Secondary metabolism in microorganisms, plants and animals, 31
edn. Springer-Verlag, Berlin.

Lumsden, R.D., Locke, J.C. 1989. Biological control of damping-off caused by Pythium
ultimum and Rhizoctonia solani in soilless mix. Phytopathology 79. 361-366.

Lumsden, R. D., Locke, J. C., Adkins, S. T., Walter, J. F., Ridout, C. J. 1992a. Isolation
and localization of the antibiotic gliotoxin produced by Gliocladium virens
from alginate prill in soil and soilless media. Phytopathology 82. 230-235.

Lumsden, R.D., Ridout, C.J., Vendemia, M.E., Harrison, D.J., Wares, R. M., Walter, J.F.
1992b. Characterisation of major secondary metabolites produced in a soilless
mix by a formulated strain of the biocontrol fungus Gliocladium virens. Can. J.
Microbiol. 38. 1274-1280.

Manczinger, L., Molnar, A., Kredics, L., Antal, Zs. 2002. Production of bacteriolytic
enzymes by mycoparasitic Trichoderma strains. World J. of Microbiol.
Biotech. 18. 147-150.

Martin, J.F., Demain, A.L. 1980. Control of antibiotic synthesis. Microbiol. Rev. 44.
230-251.

Meyer, R.J., Plaskowitz, J.S. 1989. Scanning electron microscopy of conidia and
conidial matrix of Trichoderma. Mycologia 81. 312-317.

Middleton, M. C. 1974. Effects of the mycotoxin sporidesmin on swelling and
respiration of rat liver mitochondria. Biochemical Pharmacology 23. 801-810.

Moffatt, J.S., Bu’Lock, J.D., Yuen, T.H. 1969. Viridiol, a steroid like product from

Trichoderma viride. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 839.

90



Munaut, F., Hamaide, N., Stappen, J. van der, Maraite, H. 1998. Genetic relationships
among isolates of Colletotrichum gloeosporioides from Stylosanthes spp. in
Africa and Australia using RAPD and ribosomal DNA markers. Plant
Pathology 47. 641-648.

Muthumeenakshi, S., Mills, P.R., Brown, A.E., Seaby, D.A. 1994. Intraspecific
molecular variation among Trichoderma harzianum isolates colonizing
mushroom compost in the British Isles. Microbiology (UK) 140. 769-777.

Miillbacher, A., Waring, P., Eichner, R. 1985. Identification of an agent in culture of
Aspergillus  fumigatus displaying anti-phagocytic and immunomodulating
activity in vivo. J. of Gen. Microbiol. 131. 1251-1258.

Naar, Z., Kecskes, M. 1995. Antagonism of Trichoderma atroviride and Trichoderma
viride against Sclerotinia minor as influenced by mancozeb, benomyl and
vinclozolin. Acta Phytopath. et Entomol. Hung. 33. 123-130.

Naar, Z. 1997. Antagonista Trichodermak talajban valdé megtelepedését befolyasolo
tényezok okologiai értékelése. Kandidatusi értekezés, Godollé-Eger, 1-113.

Naar, Z., Kecskés, M. 1998a. A method for selecting Trichoderma strains antagonistic
against Sclerotinia minor. Mycol. Res. 150. 239-246.

Naar, Z., Kecskés, M. 1998b. Factors influencing the competitive saprophytic ability of
Trichoderma species. Microb. Res. 153. 119-129.

Nicholas, K.B., Nicholas H.B. Jr., Deerfield, D.W. II. 1997. GeneDoc: Analysis and
Visualization of Genetic Variation. EMBNEW NEWS 4. 14.

Nieminen, S.M., Karki, R., Auriola, S., Toivola, M., Laatsch, H., Laatakinen, R.,
Hyvarinen, A., Wright, A., von 2002. Isolation and identification of
Aspergillus fumigatus mycotoxins on growth medium and some building
materials. Appl. and Environ. Microbiol. 68. 4871-4875.

Nigam, P. 1994. Process selection for protein-enrichment: fermentation of the sugar
industry by-products molasses and sugarbeet pulp. Process Biochemistry 29.
337-342.

Nobuhara, M., Tazima, H., Shudo, K., Itai, A., Okamoto, T., Yitaka, Y. 1976. A fungal
metabolite, novel isocyano epoxide. Chem. Pharm. Bull. 24: 8§32-838.

Page, R. D. M. 1996. TREEVIEW: An application to display phylogenetic trees on
personal computers. Computer Applications in the Biosciences 12.357-358.

Papavizas, G.C. 1985. Trichoderma and Gliocladium: biology, ecology and potential for
biocontrol. Ann. Rev. Phytopathol. 23: 23-54.

91



Park, Y., Stack, J.P., Kenerely, C.M. 1991. Production of gliotoxin by Gliocladium
virens as a function of source and concentration of carbon and nitrogen. Mycol.
Res. 95. 1242-1248.

Persoon, C.H. 1794. Neuer Versuch Einer Systematischen Eintheilung der Schwidmme
(Dispositio methodica fungorum). Rommer’s Neues Mag. Bot. 1. 63-128.

Rechner, S.A., Samuels, G.J. 1994. Taxonomy and phylogeny of Gliocladium analyzed
from nuclear large subunit ribosomal DNA sequences. Mycol. Res. 98. 625-
634.

Rechner, S.A., Samuels, G.J. 1995. Molecular systematics of the Hypocreales: a
teleomorph gene phylogeny and the status of their anamorphs. Can. J. Bot. 73.
(suppl.) 816-823.

Reese, E.T., Mandels, M. 1989. Rolling with the times; production and applications of
Trichoderma reesei cellulase. Annual Reports of Fermentative Processes 7. 1-
20.

Richard, J.L., Debey, M.C., Chermette, R., Pier, A.C., Hasegawa, A., Lund, A.,
Bratberg, A.M., Padhye, A.A., Connole, M.D. 1994. Advances in veterinary
mycology. J. Med Vet. Mycol. 32. 169-187.

Ridout, C. J., Lumsden, R. D. 1993. Polypeptides associated with gliotoxin production
in the biocontrol fungus Gliocladium virens. Phytopathology 83. 1040-1045.

Rifai, M.A., Webster, J. 1966. Culture studies on Hypocrea and Trichoderma. 111. H.
lactea (=H. citrina) and H. pulvinata. Trans. Br. Mycol. Soc. 49. 297-310.

Rifai, M.A. 1969. A revision of the genus Trichoderma. Mycological Papers. 116. 1-56.

Rifai, M.A., Krambadibrat, K., Basuki, T. 1985. The anamorph of Sarawakus succisus.
Reinwardtia 10. 265-270.

Rightsel, W.A., Schneider, H.G., Sloan, B.J., Graf, P.R., Miller, F.A., Bartz, Q.R.,
Ehrlich, J., Dixon, G.J. 1964. Antiviral activity of gliotoxin and gliotoxin
acetate. Nature 204. 1333-1334.

Rozsnyai, Zs.D., Hevesi, M., Klement, Z., Vajna, L. 1992. Biological control against
canker and dieback diseases of apricots. Acta Phytopatho. et Entomol. Hung.
24. 551-556.

Sakai, M., Watanuki, M., 1987. Inhibitory effect of gliotoxin on platelet aggregation:
importance of disulfide structure. Agric. Biol. Chem. 51: 2167-2170.

Samuels, G.J. 1996. Trichoderma: a review of biology and systematics of the genus.

Mycol. Res. 100. 923-935.

92



Samuels, G.J., Petrini, O., Kuhls, K., Lieckfeldt, E., Kubicek, C.P. 1998. The Hypocrea
schweintzii complex and Trichoderma sect. Longibrachiatum. Studies in
Mycology 41. 1-54.

Samuels, G.J., Pardo-Schultheiss, R., Hebbar, K.P., Lumsden, R.D., Bastos, C.N.,
Costa, J.C., Bezerra, J.L. 2000. Trichoderma stromaticum sp. nov., a parasite
of the cacao witches broom pathogen. Mycol. Res. 104. 760-764.

Samuels, G.J., Dodd, S.L., Gams, W., Castlebury, L.A., Petrini, O. 2002. Trichoderma
species associated with the green mold epidemic of commercially grown
Agaricus bisporus. Mycologia. 94. 146-170.

Savard, M. E.;, Miller, J. D., Blais, L. A., Seifert, K. A., Samson, R. A. 1994.
Secondary metabolites of Penicillium bilaii strain PB-50. Mycopathologia 127.
19-27.

Shah, D.T., Larsen, B. 1991. Clinical isolates of yeast produce a gliotoxin like
substance. Mycopathologia 116. 203-208.

Seifert, K.A. 1985. A monograph of Stilbella and some allied Hyphomycetes. Stud.
Mycol. 27. 1-235. pp.

Seigle-Murandi, F., Krivobok, S., Steiman, R., Marzin, D. 1990. Production,
mutagenicity, and immunotoxicity of gliotoxin. J. Agric. Food Chem. 38.
1854-1856.

Simon, A., Dunlop, R.W., Ghisalberti, E.L., Sivasithamparam, K. 1988. Trichoderma
koningii produces a pyrone compound with antibiotic properties. Soil Biol.
Biochem. 20. 263-264.

Sivasithamparam, K., Ghisalberti, E.L. 1998. Secondary metabolism in 7Trichoderma
and Gliocladium, Chapter 7. in: Kubicek, C.P. and Harman, G. E. (eds):
Trichoderma and Gliocladium-vol. 2. London, UK. 393 pp.

Szekeres, A., Kredics, L., Antal, Z., Kevei, F., Manczinger, L. 2004. Isolation and
characterization of protease overproducing mutants of 7richoderma harzianum.
FEMS Microbiology Letters 233: 215-222.

Szentirmai, A. 1993. Antibiotikumok kémidja és biologidja. Milegyetem Kiado,
Budapest. 160 pp.

Tamura, A., Kotani, H., Naruto, S. 1975. Trichoviridin and dermadin from Trichoderma

sp. TK-1. J. Antibiot. 28. 161-162.

93



Taylor, A. 1971. The toxicology of sporidesmin and other epipolythiadioxopiperazines.
337-376. pp. in: Kadis, S., Ciegler, A., Ajl, S.J. (eds): Microbial toxins VII.
Academic Press. New York,

Taylor, A. 1986. Some aspects of the chemistry and biology of the genus Hypocrea and
its anamorphs, Trichoderma and Gliocladium. Proc. Nova Scootia Inst. Sci. 36.
27-58.

The Merck Index, Tenth Edition. 1983. p. 635.

Thompson, J.D., Gibson, T.J., Plewniak, F., Jeanmougin, F., Higgins, D.G. 1997. The
ClustalX-Windows interface: Flexible strategies for multiple sequence
alignment aided by quality analisys tools. Nucl. Acids Res. 25: 4876-4882.

Tronsmo, A., Ystaas, J. 1980. Biological control of Botrytis cinerea on apple. Plant
Disease 64. 10009.

Turner, W.B., Aldridge, D.C. 1983. Fungal metabolites II. Academic Press. London.

Turoczi Gy., Vajna L., Bratek Z. 1994. More Trichoderma species from Hungary. Acta
Phytopath. et Entomol. Hung. 29. 259-271.

Turoczi G, Fekete C, Kerenyi Z, Nagy R, Pomazi A, Hornok L. 1996. Biological and
molecular characterisation of potential biocontrol strains of Trichoderma. J
Basic Microbiol. 36 (1). 63-72.

Turéczi Gy. 1999. Bioldgiai védekezés ndvényi korokozokkal szemben. 15-48. in:
Polgar A.L. (szerk): A bioldgiai novényvédelem ¢és helyzete Magyarorszagon
1999. Budapest.

Ubrizsy G. (szerk) 1952. Novénykortan. Akadémiai Kiado, Budapest

Ubrizsy, G., Reichart, 1958. Termesztett novényeink védelme. Mezdgazdasagi Kiado,
Budapest. 447 pp.

Ubrizsy G., Voros, J. 1965. A bioldgiai védekezés lehetdségei a ndvénykortanban. In:
Ubrizsy G. (Ed): Novénykortan 1. kotet, pp. 154. Akadémiai Kiad6, Budapest.
1965.

Ubrizsy G., Voros, J. 1968. Mezdgazdasagi mykologia. 1-576. Akadémiai Kiado,
Budapest

Vajna L. 1983. Trichoderma species in Hungary. Acta Phytopath. Acad. Sci. Hung. 18.
291-301.

Vajna L. 1984. Trichoderma fajok és alkalmazasuk a novényi gombabetegségek elleni

védekezésben. Novenyvédelem 20. 193-201.

94



Vajna L. 1987. A biologiai védekezés. 189-286. pp. in: Vajna L. (szerk):
Novénypatogén gombak. Mezogazdasagi Kiadd, Budapest. 303 pp.

Voros, J. 1957. Fungi Imperfecti aus Ungarn. I. Sydowia, Annales Mycologici. Ser. II.
133-137.

Waring, P., Beaver, J. 1996. Gliotoxin and related epipolythiodioxopiperazines. General
Pharmacology 27. 1311-1316.

Waring, P., Eichner, R.D., Tiwari-Palni, U., Mullbacher, A. 1987. Gliotoxin E : a new
biologically active epipolythiodioxodiketopiperazine from Penicillium
terlikowskii. Aust. J. Chem. 40. 991-997.

Waring, P., Newcombe, N., Edel, M., Lin, Q.H., Jiang, H., Sjaarda, A., Piva, T.,
Miillbacher, A. 1994. Cellular uptake and release of the immunomodulating
fungal toxin gliotoxin. Toxicon 32. 491-504.

Waring, P., Sjaarda, A., Lin, Q.H. 1995. Gliotoxin inactives alcohol dehydrogenase by
either covalent modification or free radical damage mediated by redox cycling.
Biochem. Pharmacol. 49. 1195-1201.

Webster, J., Lomas, N. 1964. Does Trichoderma viride produce gliotoxin and viridin ?
Trans. Br. Mycol. Soc. 47. 535-549.

Webster, J., Rifai, M.A. 1968. Culture studies on Hypocrea and Trichoderma. 1V.
Hypocrea pilulifera sp. nov. Trans. Br. Mycol. Soc. 51. 511-514.

Weinberg, E.D. 1970. Biosynthesis of secondary metabolites: Roles of trace metals.
Adv. Microb. Physiol. 4. 1-44.

Weinberg, E.D. 1974. Secondary metabolism: Control by temperature and inorganic
phosphate. Dev. Ind. Microb. 15. 70-81.

Weindling, R. 1932. Trichoderma lignorum as a parasite of other soil fungi.
Phytopathology 22. 837-845.

Weindling, R. 1934. Studies on a lethal principle effective in the parasitic action of
Trichoderma lignorum on Rhizoctonia solani and other soil fungi.
Phytopathology 24. 1153-1179.

Weindling, R., Emerson, O.H. 1936. The isolation of a toxic substrate from the culture
filtrate of Trichoderma. Phytopathology 26. 1086-1090.

Wenehed, V., Solyakov, A., Thylin, I., Haggblom, P., Forsby, A. 2003. Cytotoxic
response of Aspergillus fumigatus-produced mycotoxins on growth medium,
maize and commercial animal feed substrates. Food and Chemical Toxicology

41.395-403.

95



White, T.J., Bruns, T., Lee, S., Taylor, J. W. 1990. Amplification and direct sequencing
of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. in: Innis, M.A., Gelgard,
D.H., Snisky, J.J., White, T.J. (eds): PCR protocols: A guide to methods and
applications. Academic Press. New York.

Wiest, A., Grzegorski, D., XU, B., Goulard, C., Rebuffat, S., Ebbole, D.J., Bodo, B.,
and Kenerley, C. 2002. Identification of peptaibols from Trichoderma virens
and cloning of a peptaibol synthetase. The Journal of Biological Chemistry,
23:20862-20868.

Wilhite, S.E. Straney, D.C., Lumsden, R.D. 1994. Mutational analysis of gliotoxin
production by the biocontrol fungus Gliocladium virens in relation to
suppression of Pythium damping-off. Phytopathology 84. 816-821.

Wilhite, S. E., Straney, D. C. 1996. Timing of gliotoxin biosynthesis in the fungal
biological control agent Gliocladium virens (Trichoderma virens) Appl.
Microbiol. Biotechnol. 45. 513-518.

Wright, J.M. 1956a. Biological control of a soil-borne Pythium infection by seed
inoculation. Plant Soil. 8: 132-140.

Wright, J.M. 1956b. The production of antibiotics in soil. III. Production of gliotoxin in
wheat staw buried in soil. Ann. Appl. Biol. 44: 461-466.

Wright, J.M. 1956c. The production of antibiotics in soil. IV. Production of antibiotics
in coats of seeds sown in soil. Ann. Appl. Biol. 44: 561-566.

Yamamoto, I., Hemmi, S., Yamano, T., 1969. Sesquiterpenoid antibiotics from moulds.
Takeda Kenkyusho Nempo 69-75. (Chem. Abstr. 1970, 72: 76058.)

Zimand, G., Valinsky, L., Elad, Y., Chet, 1., Manulis, S. 1994. Use of the RAPD
procedure for the identification of Trichoderma strains. Mycol. Res. 98. 531-

534.

96



ABRAK, TABLAZATOK ES KEPEK JEGYZEKE Old.

1. tablazat: Néhany példa ndvényi korokozok ellen alkalmazhaté trichodermakat

tartalmazo készitményekre a vilagban 5
2. tablazat: Trichoderma fajok altal termelt legfontosabb, az antibiozisban is szerepet
jatsz6 vegyiiletek a kémiai tulajdonsagaik alapjan csoportositva 15
1. abra: A gliotoxin molekula szerkezeti képlete 17
3. tablazat: A gliotoxin néhany kémiai jellemzéje 18
4. tdblazat: Az MUCL/BCCM vizsgalatba vont izolatumainak listdja az izolatumok
eredetével 25
2. abra: DNS marker a bazisparméretekkel 31
3. dbra: A HPLC rendszer beéllitasa utan tapasztalt retencios 1d6 (5,72 min), €s a 270
nm hullamhossznal tapasztalt abszorpcids optimum 39
4. abra: A konfrontacios kisérlet vazlata (T= Trichoderma torzs, R= Rhizoctonia solani)
40
5. abra A-B: Az A-01(A) és az A-04 (B) primerek amplifikacidja soran kapott mintazat
az RAPD analizis soran. 48
6. abra C-D: Az A-10(C) és az A-17(D) primerek amplifikacioja soran kapott mintazat
az RAPD analizis soran. 49
5. tablazat: A gélmintazat alapjan Osszesitett polimorfikus savok jelenléte, illetve hianya
a tesztelt torzsek esetében 50
7. dbra: RAPD analizis genetikai tdvolsdgmatrix a hasonlosagi koefficiens értékekkel 50
8. abra: A szekvenalashoz kivont, felszaporitott és tisztitott DNS gélfotoja 52
9. abra: Filogenetikai analizis az ITS1 és ITS2 szekvenciak alapjan (filogram). 53
6. tablazat: A taplevesek hatasa a Trichoderma torzsek ndvekedésére €s a gliotoxin-
termelés szintjére 25°C-on, 62 ¢s 86 6ras inkubacios idészakban 57

7. tablazat: A rangkorrelacios vizsgalat (Wilcoxon Signed Rank) eredménytablazata. 57
12. abra: Kilenc gliotoxintermeld 7. virens torzs gliotoxin termelésének kinetikaja
malata taplevesben. 60
13. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (H) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 8445 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 61
14. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (M) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 14058 Trichoderma virens
torzs esetébemalata taplevesben. 62
15. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (H) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 18139 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 63
16. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (H) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 19014 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 64
17. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az dsszes (M) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 29415 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 65
18. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (M) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 34687 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 66
19. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (A), az 6sszes (H) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 44898 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 67
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20. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (&), az dsszes (M) és a fajlagos
(W) gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM™/MUCL 44899 Trichoderma virens
torzs esetében malata taplevesben. 68
21. abra: Szarazanyag-termelés (@), a fermentlé pH-ja (&), az dsszes (M) és a fajlagos
() gliotoxin termelésének kinetikaja a BCCM"™/MUCL 44922 Trichoderma virens

torzs esetében malata taplevesben. 69
8. tablazat: A Rhizoctonia solani telep sugarirany novekedésének (mm) egytényezds

varianciaianalizis eredményei, a mérési idépontonkénti felbontasban 72
9. tablazat: A Rhizoctonia solani telep sugariranyl novekedésének (mm) egytényezos

varianciaianalizis eredményei, a szembeoltott 7. virens torzsenkénti felbontdsban. 73
1. kép: Trichoderma virens MUCL 8445 101
2. kép: Trichoderma virens MUCL 14058 101
3. kép: Trichoderma virens MUCL 18139 102
4. kép: Trichoderma virens ATCC 9645; MUCL 19014 102
5. kép: Trichoderma virens MUCL 29415 103
6. kép: Trichoderma virens MUCL 34687 103
7. kép: Trichoderma virens MUCL 41468 104
8. kép: Trichoderma virens D/090; MUCL 44898 104
9. kép: Trichoderma virens 1-7; EGR-55; D/121; MUCL 44899 105
10. kép: Trichoderma virens D/128; MUCL 44922 105
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M1.

Folyékony taptalaj, gliotoxin termelésre optimalizalva Park és munkatarsai altal (1991)

25 g gliikoz

5.0 g fenilalanin

2.0 g KH,PO,

10g

001g

1 liter desztillalt viz, a pH 3.5-re beallitva 25%-o0s foszforsav felhasznalasaval

Folyékony malata tapleves (2%)

malata kivonat 10g
desztillalt viz 500ml

Trichoderma-szelektiv taptalaj (Askew és Laing, 1993)

3 g gliikoz

0,2 g MgSO4x7H20
0,9 g K2HPO4

0,15 g KCl

1 g NH4NO3

0,15 g bengalrozsa
20 g agar

950 ml desztillalt viz

Szelektiv komponensek:

0,25 g kloramfenikol

0,2 g PCNB

0,2 g kaptan

1,2 ml propanokarb ( vagy 1,6 mg metalaxyl)
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M2

1. kép: Trichoderma virens MUCL 8445

2. kép: Trichoderma virens MUCL 14058
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3. kép: Trichoderma virens MUCL 18139

4. kép: Trichoderma virens ATCC 9645; MUCL 19014
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5. kép: Trichoderma virens MUCL 29415

6. kép: Trichoderma virens MUCL 34687
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7. kép: Trichoderma virens MUCL 41468

8. kép: Trichoderma virens D/090; MUCL 44898
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9. kép: Trichoderma virens 1-7; EGR-55; D/121; MUCL 44899

10. kép: Trichoderma virens D/128; MUCL 44922
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M3.

A molekularis bioldgiai vizsgélatok soran hasznalt anyagok, eszkozok illetve az oldatok
Osszetétele

Fenol/kloroformos moddszerrel torténé sejtfeltaras és genomi DNS kivonas, illetve
az ezt koveto RAPD PCR soran felhasznalt anyagok, oldatok

a) Eszkozok: 1,5 ml-es Eppendorf csdvek, automatikus pipettak (50-200 pl, 200-
1000 pl), steril Pasteur pipettak

b)

Anyagok
Fenol pH 7,9

izoamilalkohol

Kloroform (Sigma)

100 % etanol

EDTA

Na-dodecil-szulfat (SDS) 10%
B-merkapto etanol

sosav

NaOH

H,0O (MilliQ rendszer)

Berendezések

Hitott Eppendorf Centrifuga 5415R

Speed Vac SC 110 Savant

BT 100 blokktermosztat, Kleinfeld
Labortechnik

Kivonépuffer:

Lizispuffer Torzsoldat

50 mM Tris-HCl 5 ml 1M Tris-HCl

50 mM Na,EDTA 10 ml 0,5 M Na2EDTA

3 % SDS 30 ml SDS 10 %

H,O 55 ml H,O

1% B-mercapto-etanol (100 ul 10

ml pufferba, a felhasznaldskor)

Tris-H,O pH 7,2 beallitasa HCl-val; EDTA pH 8 beéllitva NaOH-dal, szemcsés
Az izolalt genomi DNS tisztitasa ,, GENECLEAN III Kit”-tel

d) Eszkozok: a pontban leirtakkal megegyezik
e)

Anyagok
Geneclean III Kit (BIO 101 Systems (Q.BIOgene)): iiveggyongyok (glassmilk),

New Wash buffer
Abszolut etanol

Nal

H20 (milliQ rendszer)

Berendezések
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g

5417C Eppendorf centrifuga

A mosopuffer (New Wash Buffer) elokészitése:

500 ml-es DURAN hdallo iivegedényben 280 ml sterilizalt MilliQ rendeszerii
vizhez adtunk310 ml tomény etanolt, majd ezt kovetéen 14 ml-t a kit New Wash
Buffer —b6l. A kész oldatot 4°C-on taroltuk.

Az agaroz gélelektroforézis soran felhasznalt anyagok, oldatok

h)

TBE futtatépuffer (10x)
Tris-bazis

Borsav (Gibco)

EDTA (dinatrium s6) (Gibco)

pH 8,3; 121°C-on, 20 percig autoklavozva
Toltopuffer (Maniatis ef al., 1982)
Brémfenolkék (Sigma)
Glicerin (Reanal)
Agardz (Gibco)
Etidium-bromid (Sigma)
DNS marker
GeneRuler DNA Ladder Mix ready-to-use #SM0338
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M4.

A molekularis bioldgiai vizsgélatok soran hasznalt anyagok, eszkozok illetve az oldatok
Osszetétele

Sejtek feltarasa és a genomi DNS kivonasa ,,Dneasy Plant Mini kit”-tel, illetve az
ezt kovetd PCR reakcid és szekvenalas soran hasznalt eszkozok és anyagok.

a) Eszkozok: 1,5 ml-es Eppendorf tubusok, automatikus pipettak (50-200 pl, 200-
1000 pl), QIAShredder oszlopok (2ml), MagNa Lyser sejtfeltard berendezés
(Roche), Microcon YM-100 sziird

b)

Anyagok:
Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen)
Feltaro steril keramiagolydcskak ,,Green Beads” (Roche)

AP1 (lizis) puffer

AP2 puffer (detergens)

AP3/E puffer

AW (mosd) puffer

Szekvenalas:

Pfu DNS polimerdz puffer (Promega)

dNTP (Fermentas)

LRI primer (5’-GGTTGGTTTCTTTTCCT-3")

SR6R primer (5’-AAGTAGAAGTCGTAACAAGG-3’)

Pfu polimeraz puffer
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MS.

A gliotoxintermel$ vizsgalatban résztvevd 3 reprezentativ 7. virens torzs (TvirD91,
Tvir8445, Tvirl4058), tovabba az NCBI szekvenciagyiijteményébdl szarmazo 7. virens
(Tvirens, HvirT1strn, HvirTUB870, HvirGJS95) T. harzianum (Tharzianum), 7. spirale
T. viride (Tviridel04, TvirideCBS) torzsek ITS

(TspiralD93),

megfeleltetése (alignment).
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