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1. BEVEZETES

Vilagszerte a hdarom legnagyobb mennyiségben termesztett gomba a csiperke
(Agaricus bisporus), a shiitake (Lentinula edodes) és a laska (Pleurotus ostreatus). Régota
ismert, hogy a termesztett gombakat érintd, Trichoderma fajok éltal okozott z6ldpenész
betegség jelentds kirokat képes okozni, az eredmény akar teljes terméskiesés is lehet. A
patogén zoldpenészek kolonizalhatjak a termesztési szubsztratot, vagy ndhetnek akér a fejlodo
termétesteken is, melyek ezdltal komoly karosodést szenvednek, de stlyosabb esetben
tellesen meg is gitlodhat a termOtestképzés. Bizonyos Trichoderma  fajok
probléma az Eszak-frorszagban 1985-ben megjelent zoldpenész jarvannyal vilt igazan
komollyad. A fertézés ezek utdn hamarosan megjelent Irorszagban (1986), Anglidban és
Skécidban (1987), Hollandidban (1994), Franciaorszdgban (1997), Spanyolorszdgban (1998)
és Magyarorszdgon is (2004). Az 1990-es évek elején pedig hasonld betegséget észleltek az
Egyesiilt Allamokban és Kanadaban. A kérokozékat morfolégiai bélyegeik, valamint az ITS
(internal transcribed spacer) 1 régi6é és a fefl (the translation elongation factor 1-alpha) gén
filogenetikai elemzése alapjan j fajokként irtdk le Trichoderma aggressivum f. europaeum
(Eurépa) és T. aggressivum f. aggressivum (Eszak-Amerika) néven. A laskatermesztésben is
szamos koérokozo képes veszteségeket okozni, és ezen gomba esetében szintén régdta ismert a
Trichoderma fajok kartétele. Az altaluk okozott zoldpenész betegségbdl adddé jelentds
terméskieséseket elsoként Dél-Koredban kozolték (2002), de rovidesen stlyos fertdzésekrol
szamoltak be Olaszorszagban (2004), Magyarorszagon (2004) és Romdnidban is (2004). A
betegségért felelos gombdk morfologiai alapon és DNS szekvencidik tekintetében is
kiilonboztek a T. aggressivum—tdl, amely a csiperke zdldpenész korokozdja, €s nemrég T.

pleurotum and T. pleuroticola néven 1j fajokként irtdk le oket.

2. CELJAINK

Magyarorszdg Eurdpa egyik vezetd gombatermesztdje €s —exportOre, de az utdbbi
évek sordn hazankban is megjelent mind a csiperke, mind a laskagomba Trichoderma-okozta
z0ldpenész betegsége, ami jelentdsen visszavetette a termelést. Tudomdsunk szerint
Magyarorszagon eddig még nem vizsgdltdk a termesztett gombékat kdrosité Trichoderma
fajokat, ezért munkank sordn a kovetkezo kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni:
- A csiperke-z6ldpenészért hazankban is a T. aggressivum f. europaeum felelos? Vagyis a
Nyugat-Eurépaban észlelt fertdzés terjedt at Kozép-Eurdpdba?

- Mely Trichoderma fajok a laska-zoldpenész betegség korokozoi Magyarorszdgon?



- A T. aggressivum és a laskapatogén Trichoderma fajok vajon specializalodtak a
gazdaszervezeteikre?

Tovabbi céljaink voltak:

- Egy polimeraz lancreakcion (PCR) alapulé modszer kifejlesztése a laska-zoldpenész
koérokozéinak gyors és specifikus kimutatdsira

- A Trichoderma fajok biodiverzitdsanak vizsgalata a laskagomba természetes kornyezetében

3. MODSZEREK

3.1. Trichoderma torzsek izolalasa

Harom magyarorszagi (a tovabbiakban A, B és C) és két romdniai gombatermesztd
tizem csiperkekomposzt- és laskaszubsztrat mintaibol izoldltunk Trichoderma torzseket. Az A
vdllalatnal laskdt, a B-nél csiperkét termesztenek, mig a C iizemben mindkét gomba
termesztése, valamint a megfeleld szubsztrat és komposzt eldéllitdsa folyik. A torzsek
izolaldsa a mintak szilard éleszt6-gliik6z taptalajra (YEG: gliikéz 5 g 1", élesztékivonat 1 g 17,
KH,PO, 5 I'' és agar 20 g 1" desztillalt vizben, 0,1 g I'' streptomycinnel és 0,1 g 1"
kloéramfenikollal kiegészitve) valo helyezésével tortént.

A fent leirt mdédon izoldltunk Trichoderma torzseket magyarorszdgi erdOkben,
valamint Szeged varosban gyQjtott, vadon novo laska termdtestjérol €s ndvekedési

szubsztratjabol.

3.2. T. aggressivum izolatumok polimeraz lancreakcion alapul6 azonositasa
Egy diagnosztikus polimerdz lancreakcioban (PCR) vizsgéltuk az izolatumaink DNS
mintdit a Th-F és Th-R, T. aggressivum-specifikus primerekkel (Chen et al. 1999a).

3.3. Az ITS1 és 2 regions, valamint a fefl és a chil8-5 gének amplifikacioja és
szekvenalasa

A sejtmagi DNS egy az ITS (internal transcribed spacer) 1 és 2 régidkat, valamint az
5,8S rRNS gént tartalmazd szakaszat PCR moddszerrel amplifikdltuk fel az SR6R és LR1
primerek segitségével (Gams and Meyer 1998). A chil§8-5 (régebbi nevén ech42) gén egy 0,4
kb nagysdgu részének amplifikdcidja a Chit42-1a és Chit42-2a primerek segitségével tortént,
mig a tef] (translation elongation factor 1-alpha) egy nagyjabdl 1 kb hosszisagii, a 4. és 5.
intront, valamint az utolsé nagy exon egy részét tartalmazé szakaszidt az EF1 és EF2

(O’Donnell et al. 1998) vagy az EF1728F és TEF1LLErev (Jaklitsch ef al. 2005) primerek



felhaszndlasdval szaporitottuk fel. A PCR-termékeket automatizélt szekvendldsnak vetettiik
ald, majd a kapott szekvencidkat a ClustalX és a GeneDoc programok segitségével

illesztettiik, és feltdltottiik 0ket az NCBI GenBank és a www.isth.info adatbazisokba.

3.4. Fajazonositas

Az ITSI1 és 2, valamint a tefl szekvencidk elemzését a TrichOKey 1.0 (Druzhinina et
al. 2005) és 2.0 (Druzhinina et al. 2006b) illetve a TrichoBLAST (Kopchinskiy et al. 2005),
az International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy honlapjan

(www.isth.info) online elérhet6 programok segitségével végeztuik.

3.5. Filogenetikai elemzés

A filogenetikai elemzéshez a DNS-szekvencidkat sequences a ClustalX program
felhaszndlasdval illesztettik, és a Genedoc 2.6 verzidjaval (Nicholas et al. 1997)
szerkesztettilk. A kapott NEXUS filet eloszor a PAUP* program 4.0b10 verzidja (Swofford
1998) segitségével, majd manudlisan formdztuk a MrBayes program 3.0B4 verzidja szdmadra.
A Bayesian filogenetikai rekonstrukcidt a Jaklitsch et al. (2006) éltal leirtak alapjan végeztiik.
Leache és Reeder (2002) mddszerét kovetve a 0,95 alatti posterior valosziniiség értékeket
nem tekintettiik szignifikansnak, mig 0,9-nél alacsonyabbak nem szerepeltek a a konszenzsus

filogramon.

3.6. A mitokondrialis DNS RFLP vizsgalata

A mitokondridlis DNS (mtDNS) RFLP vizgélatat az Antal et al. (2006) és Varga et al.
(1993) altal leirt mddszerekkel végeztiik. A liofilizdlt micéliumokbdl 6ssz DNS-kivondst
végeztiink Leach er al. (1986) moddszerével, majd Hin6l (G/CGC) restrikcidés enzimes
emésztést alkalmaztunk. A DNS-fragmenzeket agar6z gélelekrtoforézissel elvalasztottuk,
meghatdroztuk a méretiiket (GelBase/GelBlot Pro Gel Analysis szoftver), majd a mtDNS-
profilokat hasonlosagi matrixba konvertaltuk, €s a tdvolsdgokat a PhylTools program (Buntjer
1997) segitségével szamitottuk ki. A dendrogramokat unweighted pair group modszerrel
készitettiikk el aritmetikus &dtlagokat alkalmazva (NEIGHBOR program, PHYLIP 3.57-es

verzd, Felsenstein 1995).



3.7. Specifikus PCR primerek tervezése a T. pleurotum és a T. pleuroticola
kimutatasahoz

Az FPforw1 (5'- CAC ATT CAA TTG TGC CCG ACG A -3"), PSrevl (5'- GCG ACA
CAG AGC ACG TTG AAT C -3') és FPrevl (5'- ACC TGT TAG CAC CAG CTC GC -3"
primereket szamos 7. pleurotum, T. pleuroticola, T. harzianum, T. aggressivum f. europaeum
és f. aggressivum izoldtum tef szekvencidinak ClustalX program segitségével torténd
illesztését kovetden a T. pleurotum megfeleld6 DNS-szakasza alapjan manudlisan terveztiik.
Az FPforwl FPrewl primernek egy 447 bp nagysdgd fragmentet kell felamplifikdlnia
mindkét faj esetében, mig az FPforw1-PSrevl kombindcionak egy 218 bp-os PCR terméket

kell eredményeznie, de kizdrdlag a T. pleurotum fajjal.

3.8. A T. pleurotum és a T. pleuroticola fajok PCR-rel torténé kimutatasa

A reakciét 21 ul végtérfogatban viteleztiik ki, amely 95 mM 5X Green GoTaq'™
reakciépuffert, 0,38 mM dNTP keveréket, 3,57 mM MgCh-ot, 0,8 U GoTaq"™ DNS
polimerdzt (Promega), az FPforwl, FPrevl és PSrevl primerekbdl 190, 71 és 190 nM-nyi
mennyiséget, 0,5 ul bidesztillalt vizet, valamint 2 pl templdt DNS-t tartalmazott. Minden
kisérletben szerepelt egy negativ kontroll, ahol a templdat DNS helyett 2 pl bidesztillalt vizet
alkalmaztunk. Az amplifik4ci6 a kovetkezoképpen folyt:

1 ciklus 94 °C-on 2 percig, 35 ciklus 94 °C-on 10 s-ig és 68 °C-on 20 s-ig, valamint 1
ciklus 72 °C-on 30 s-ig.

3.9. A T. pleurotum C15 torzs mutagénkezelése

Szilard YEG téptalajon, 28 °C hémérsékleten, 5 napig tarté novesztést kovetden a T.
pleurotum C15 vad t0rzs sporazd telepeibdl 14 ml steril desztilldlt vizzel
konidiumszuszpenziot készitettiink. A tulélési szdzalék meghatarozasdhoz 1 ml kezeletlen
szuszpenziét overnight 10 °C-on tartottunk. A maradékot UV fénnyel sugéroztuk be (Philips
TUV 30 W germicidlampa, 254 nm hulldmhossz, 30 cm tavolsagrél 5 percen dt). Minden perc
utdn kivettiink a szuszpenziéb6l 1 ml-t, és overnight 10 °C-on téroltuk. Az egyes mintdkbdl 7
tagu, 10-es Iéptékii higitdsi sort készitettiink, €s az egyes 1€pésekbdl 100 pl-t szélesztettiink
szilard YEG téptalajra, amit el6zdleg 0,1 % Triton X-100-zal egészitettiink ki annak
érdekében, hogy kompakt nodvekedésii, konnyen szamolhaté telepeket kapjunk. A tdléld
telepeket 2-3 napos, 28 °C-on torténd inkubdciét kovetben szamoltuk meg. 95 %-os
mortalitast kivdntunk elérni, de a kezelés ennél joval alacsonyabbat eredményezett, ezért a

folyamatot megismételtiik 7-12 perces besugarzasi idokkel.



3.10. Enzimtesztek

A pektindz, amildz, celluldz, lipaz, protedz, kitindz és gliikkandz enzimek termelésében
bekovetkezett esetleges valtozasokat az enzimeknek megfeleld szubsztritokat: pektint,
keményitdt, karboximetil-cellulé6zt (CMC), Tween 20-at, zselatint, kolloid kitint, illetve
laminarint tartalmazé szildrd téptalajokon vizsgéltuk. A kiilonboz6 téptalajokon mutatott
novekedéstdl fiiggben a telepek és a bontdsi zoéndk atmérdjét 2-7 napos, 28 °C-on torténd

inkubaciot kovetoen mértiik.

3.11. In vitro konfrontacios kisérletek

A T. pleurotum C15 izoldtum kiilonféle enzimrendszerek termelésében megvaltozott
képességli, mutdns szarmazékainak laskdval szembeni képességét a sziildi torzzsel
osszehasonlitva vizsgaltuk 3 kiilonbozé tdptalajon: WAM (20 g 1'agar desztilldlt vizben),
YEGM (2 g 1" gliikéz, 0,5 g 1" élesztékivonat, 20 g 1'agar desztillalt vizben) és YEXM (2 g I
'xiléz, 0,5 g I élesztSkivonat, 20 g 1" agar desztillalt vizben) (Tokimoto 1982, Kitamoto et
al. 1984). A laskatelepbOl agarkorongokat oltottunk az egyes taptalajokra, majd nagyjabol 1
cm-es telepsugar elérése utdn a 7. pleurotum C15 sziildi izoldtumot, valamint annak a
kiillonféle enzimrendszerek termelésében megvaltozott képességli szarmazékait hasonld
moédon oltottuk a novekvd laskatelep kdzéppontjatél 3 cm tdvolsdgra. 5-7 napos, szobahdn
torténd inkubdcidt kovetden vizsgdltuk, hogy az egyes Trichoderma torzsek képesek-e

novekedni €s konidiumot hozni a laskatelep felszinén.

4. EREDMENYEK

4.1. A csiperkekomposzthol és laskaszubsztratbol izolalt Trichoderma torzsek
azonositasa

Publik4cié: Hatvani, L., Antal, Z., Manczinger, L., Szekeres, A., Druzhinina, 1. S., Kubicek,
C. P, Nagy, A., Nagy, E., Vagvolgyi, C. and Kredics, L. 2007. Green Mold Diseases of
Agaricus and Pleurotus spp. Are Caused by Related but Phylogenetically Different
Trichoderma Species. Phytopathology 97: 532-537.

Osszesen 66 Trichoderma torzset izoldltunk 3 magyarorszdgi gombatermesztd
lizembdl szarmazé csiperkekomposzt- és laskaszubsztrat-mintdkbol: 26-ot az A cégtdl

(laskatermesztd), 32-t a B tizembdl (csiperketermesztd), valamint 8-at a C véllalattdl (csiperke



és laska). Annak felmérésére, hogy van-e az izolatumok kozott T. aggressivum, egy
diagnosztikus PCR-t hajtottunk végre fajspecifikus primerekkel (Th-F és Th-R, Chen et al.
1999a). Ennek eredményei alapjan 16 torzs bizonyult 7. aggressivum-nak, de néhdny massik
izoldtum esetében is kaptunk gyenge, mégis észlelhetd jelet, ami az eredmények mads
modszerrel t0rténd megerdsitését tette sziikségessé. Ezért elvégeztik az ITS1 és 2
szekvencidk elemzését a TrichOKey program segitségével. Ezzel 17 izoldtumot
azonositottunk 7. aggressivum-ként, ami aldtdmasztotta az elobbi eredményeket, és még egy,
a diagnosztikus teszt sordn igen gyenge jelet adé izoldtumot tudtunk a 7. aggressivum fajba
sorolni. A tobbi 49 izoldtumot az ITS1 és 2 szekvencidk elemzésével (TrichOKey)
azonositottuk, és a kovetkezd fajokat taldltuk: 7. harzianum, T. atroviride, T. asperellum és T.
ghanense (3, 9, 4 és 1 izoldtum). Négy izolatum tartozott a 7. longibrachiatum/Hypocrea
orientalis fajcsoportba, melyek ITS1 és 2 szekvencidk alapjan nem kiilonithetOk el, ezért
esetiikben fefl szekvencidk elemzését végeztiik el (TrichoBLAST), amibdl kideriilt, hogy . a
T. longibrachiatum fajba tartoznak. A fennmarad6é 27 izolatumot pedig az akkor még

tudomanyosan nem leirt Trichoderma sp. DAOM 175924 fajként azonositottuk.

4.2. Az egyes Trichoderma fajok megoszlasa a csiperkekomposzt- és laskaszubsztrat-
mintakban

Publikdcié: Hatvani, L., Antal, Z., Manczinger, L., Szekeres, A., Druzhinina, I. S., Kubicek,
C. P, Nagy, A., Nagy, E., Vagvolgyi, C. and Kredics, L. 2007. Green Mold Diseases of
Agaricus and Pleurotus spp. Are Caused by Related but Phylogenetically Different
Trichoderma Species. Phytopathology 97: 532-537.

A T. aggressivum faj képviseldit csak csiperkekomposztbdl tudtuk izoldlni (B iizem),
mig a Trichoderma sp. DAOM 175924 fajt kizar6lag laskaszubsztritban talaltuk meg. A tobbi
faj csak kis szamban képviseltette magit, és leginkdbb a csiperkekomposztra voltak
jellemzéek. A C iizem - ahol nem tapasztaltak jelentOs, Trichoderma-fert6zésbol ad6déd
karokat a csiperketermesztésben - komposztmintdiban csak 7. harzianum izoldtumokat
azonositottunk. Eredményeink alapjan a T. aggressivum és a Trichoderma sp. DAOM 175924
fajok specifikusak a csiperke-, illetve a laskatermesztés koriilményeire, ami abban az esetben
is fenndll, ha a két gombédt egymas kozvetlen kozelében termesztik. Morfoldgiai, valamit
egyes DNS-szekvencidkban (ITS1 és 2, tefl, valamint chil8-5) fellelhet6 kiilonbségek alapjan
a Trichoderma sp. DAOM 175924 fajt a mi munkénkkal parhuzamosan két kiilonallé fajként

irtak le 7. pleurotum and T. pleuroticola néven (Park et al. 2006). A magyarorszagi



izolatumaink dontd tobbsége ezek alapjan a T. pleurotum fajba tartozik, minddssze T.

pleuroticola izolatumot taldltunk.

4.3. A Trichoderma sp. DAOM 175924 kospecifikus a Koreabdl szarmazé laskapatogén
Trichoderma izolatumokkal

Publikdcié: Hatvani, L., Antal, Z., Manczinger, L., Szekeres, A., Druzhinina, 1. S., Kubicek,
C. P., Nagy, A., Nagy, E., Vagvolgyi, C. and Kredics, L. 2007. Green Mold Diseases of
Agaricus and Pleurotus spp. Are Caused by Related but Phylogenetically Different
Trichoderma Species. Phytopathology 97: 532-537.

Miutdn kimutattuk, hogy Magyarorszagon a laska-zoldpenészért nem a T.
aggressivum a felel0s, mint a csiperketermesztésben, tisztazni kivantuk, hogy a Trichoderma
sp. DAOM 175924 azonos lehe-e a Dél-Koredban leirt laskapatogén Trichoderma fajok (Park
et al. 2004a) valamelyikével. Ehhez felkutattuk a 7. koreana and T. pleuroti fajok
hozzaférhetd ITS1 és ITS2 szekvencidit (accession number. DQ164405 - DQ164410), és
leellendriztiik dket a TrichOKey és a TrichoBLAST programokkal. A torzsek mindegyikét
Trichoderma sp. DAOM 175924-ként azonositottuk, és a szekvencidikban tapasztalhat6
variabilitds (1 nukleotid kiilonbség az ITS2 szekvencidkban) megegyezett a mas Trichoderma
sp. DAOM 175924 izolatumok esetében tapasztaltakkal. EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy a
Dél-Koredban laska-zoldpenészt okoz6 Trichoderma izolatumok azonos fajba tartoznak az

altalunk magyarorszagi mintakbol izolalt torzsekkel.

4.4. A magyarorszagi T. aggressivum izolatumok mtDNS RFLP mintazata azonos az
Egyesiilt Kiralysaghol szarmazoé torzskkel

Publikdcié: Hatvani, L., Antal, Z., Manczinger, L., Szekeres, A., Druzhinina, I. S., Kubicek,
C. P., Nagy, A., Nagy, E., Vagvolgyi, C. and Kredics, L. 2007. Green Mold Diseases of
Agaricus and Pleurotus spp. Are Caused by Related but Phylogenetically Different
Trichoderma Species. Phytopathology 97: 532-537.

Hogy kideritsikk, hogy a Magyarorszdgon észlelt fert6zés a Nyugat-Eurdépaban
tapasztalt csiperke-zoldpenész terjedésébdl adddik-e, elvégeztik a jarvany Kkitdrésekor
Trorszdgban és Anglidban izoldlt T. aggressivum f. europaeum torzsek (Seaby 1998) mtDNS
RFLP vizsgdlatat is, €s Osszehasonlitottuk a sajat 7. aggressivum izoldtumaink mintdzatdval.

Kimutattuk, hogy két populdci6 mtDNS RFLP egységes és megegyezd mintdzatot mutat, ami



viszont jelentdsen eltér a T. aggressivum f. aggressivum izoldtumok (Eszak-Amerika)

esetében megfigyelttol.

4.5. A Trichoderma sp. DAOM 175924 heterogén mtDNS RFLP mintazattal rendelkezik
Publikdcié: Hatvani, L., Antal, Z., Manczinger, L., Szekeres, A., Druzhinina, 1. S., Kubicek,
C. P., Nagy, A., Nagy, E., Vagvolgyi, C. and Kredics, L. 2007. Green Mold Diseases of
Agaricus and Pleurotus spp. Are Caused by Related but Phylogenetically Different
Trichoderma Species. Phytopathology 97: 532-537.

A T. aggressivum f. europaeum-t6l eltéréen a Trichoderma sp. DAOM 175924
izoldtumokat mtDNS RFLP mintdzatuk alapjdn hdrom csoportba tudtuk sorolni: az A
mintahelyrdl szdrmazé izoldtumok két csoportot reprezentdlnak, amelyek megfelelnek a
késObbiekben leirt T. pleurotum és T. pleuroticola fajoknak, a harmadik csoportba pedig a C

izolatumok tartoznak.

4.6. A laskaval asszocialt izolatumok két kiilonallé Trichoderma fajt alkotnak

Publikicié: Komon-Zelazowska, M. Bissett, J., Zafari, D., Hatvani, L., Manczinger, L., Woo,
S., Lorito, M., Kredics, L., Kubicek, C. P. and Druzhinina, 1. S. 2007. Genetically closely
related but phenotypically divergent Trichoderma species cause world-wide green mould

disease in oyster mushroom farms. Appl. Environ. Microbiol. 73(22): 7416-7426.

A magyarorsz4gi, romdniai, olaszorszagi és koreai, silyos zdldpenész-problémadval
kiiszk6dd gombatermesztd lizemekbdl szdrmazd Trichoderma izolatumok ITS1 és ITS2
szekvencidi azonosnak vagy nagyon hasonlénak bizonyultak, a kordbban felismert, lehetséges
Uj faj, a “Trichoderma cf. aureoviride DAOM 175924” (NCBI GenBank accession no.
AY605726) (Kullnig-Gradinger et al. 2002) és a koreai laska-zoldpenész nemrég leirt
kérokozéja, a T. pleuroticola CNUMH 601 (NCBI GenBank DQ164409) (Park et al. 2006)
szekvencidihoz. Harom kiilonboz6 filogenetikai markert, az ITS1-5,8S rRNS-ITS2 régiét, a
tefl és a chil8-5 gén egy amplifikdltunk fel és szekvendltunk meg, a kapott szekvencidkat a
TrichoBLAST programmal (Kopchinskiy et al. 2005; www.isth.info) hasonlitottuk &ssze, és
kizarélag a Trichoderma sp. strain DAOM 175924-el taldltunk azonossidgot. A chil8-5
szekvencidk alapjan késziilt fan viszont a laskapatogén fajok és a rokon izolatumok két
elkiiloniilé csoportot alkotnak. Hasonld kiilonbség mutatkozott a fefl fan: az egyik klad a

DAOM 175924 torzset, a legtobb olaszorszdgi, egy magyarorszagi, két romdniai laska-



z0ldpenész izoldtumot, valamint Irdnbdl, Eszak-Amerikdabol és Uj Z€landrél szarmazo
kornyezeti izoldtumokat (7. pleuroticola) foglalja magédba, mig a mdsik klddba a legtobb
magyarorszagi, két romdniai és egy németorszdgi izoldtum (7. pleurotum) tartozik. A
laskafarmokrél szdrmazé izolatumok két ITS2 tipusba sorolhatok, melyek minddssze egy
nukleotidban térnek el, és ez a kiilonbség erdsen korreldl a tefl és chil8-5 szekvencidk alapjan
késziilt fakkal, ami két kiilon filogenetikai fajra utal. A DAOM 175924 és CNUMH 601,
valamint CPK 1532 és CNUMH 501 (NCBI GenBank DQ164405) izolatumok ITS1 és ITS2
szekvencidinak azonossdga, valamint hasonlé 0©kofiziolégiai jellemzOk alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a felfedezett 1j fajok a mi kutatdsainkkal egyidoben Park et al. (2006)
altal leirt, 7. pleuroticola CNUMH 601 és T. pleurotum CNUMH 501 tipustorzsekkel

azonosak.

4.7. A T. pleuroticola és T. pleurotum fajok biogeografiaja

According to: Komon-Zelazowska, M. Bissett, J., Zafari, D., Hatvani, L., Manczinger, L.,
Woo, S., Lorito, M., Kredics, L., Kubicek, C. P. and Druzhinina, I. S. 2007. Genetically
closely related but phenotypically divergent Trichoderma species cause world-wide green

mould disease in oyster mushroom farms. Appl. Environ. Microbiol. 73(22): 7416-7426.

A laska-zoldpenész fajok elterjedésének biogeogrifiai jellegének meghatdrozédsa
érdekében elvégeztiik a T. pleuroticola és T. pleurotum izolatumok tef] alléljainak részletes
vizsgélatat. Hat magyarorszdgi és két romaniai 7. pleurotum izoldtum kozott alig mutatkozott
intraspecifikus variabilitds, mivel két, négy-négy izoldtumot magdban foglalé csoport tef]
szekvencidi mindossze egy A-G tranzicidban kiilonboztek. Ezzel szemben a T. pleuroticola
esetében két f0 allélt tudtunk elkiiloniteni 6t diagnosztikus tranzicié alapjan. Hat olaszorszagi
laska-zoldpenész izoldtum polimorfnak mutatkozott. Egyikiik tefl alléljat a GJS 04-01
torzsével taldltuk azonosnak, amelyet Cercospora elleni biologiai védekezésben hasznalnak
cukorrépan (Montana, USA). Harom izolatum allélja azonos volt a DZ56 torzsével, melyet
csiperkekomposztbdl izolaltak Iranban, mig a fennmarad6 kettd ref/ allélja a Kanadaban
izolalt DAOM 175924 referenciatorzsével mutatott azonossigot. A Hollandidban,
laskacsirabdl izoldlt GJS 95-81 torzs egy pozicidban kiilonbozott a tipustorzs alléljatdl, mig

az egyetlen magyar T. pleuroticola izolatum (CPK 2104) az els6 {6 alléltipust mutatta.
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4.8. A T. pleurotum és a T. pleuroticola fajok specifikus kimutatasa PCR médszerrel

A T. pleurotum and T. pleuroticola fajokra specifikus primerek tervezése érdekében
megvizsgiltuk szdmos 7. harzianum, T. aggressivum f. europaeum and T. aggressivum f.
aggressivum (cf. Komon-Zelazowska et al. 2007) ITS1 és 2, tefl és chil8-5 szekvencidit
tartalmazo illesztéseket. A tefl génben harom szekvenciarészletet taldltunk, melyek lehetdvé
tették specifikus primerek (FPforwl, FPrewl és Psrevl) tervezését. A primerek tesztelése
sordn 13 T. pleurotum és 17 T. pleuroticola izoldtum DNS mintdit vizsgéaltunk meg, és a T.
pleurotum esetében elvdrdsainknak megfelelden egy 447 és egy 218 bp nagysagu PCR
product terméket kaptunk, mig a 7. pleuroticola fajjal csak a nagyobbik fragment képzddott.
A primerek specifitdsdnak ellendrzése érdekében 28 egyéb Trichoderma faj (T. harzianum, T.
aggressivum f. europaeum, T. aggressivum f. aggressivum, T. minutisporum, T. crassum, T.
oblongisporum, T. tomentosum, T. rossicum, T. fertile, T. cerinum, T. velutinum, T.
polysporum, T. helicum, T. spirale, T. virens, T. brevicompactum, T. hamatum, T. atroviride,
T. asperellum, T. viride, T. koningii, T. viridescens, T. gamsii, T. koningiopsis, T. aureoviride,
T. longibrachiatum, T. citrinoviride és T. ghanense), valamint 12 més nemzetégekbe tartozo
gombafaj (Penicillium expansum, Aspergillus sp., A. niger, Mortierella sp., Thermomyces sp.,
Mucor circinelloides, Fusarium graminearum, F. oxysporum, F. culmorum, F. poae, F.
sporotrichioides és Pleurotus ostreatus) DNS mintdit teszteltik a reakcidban. Fontos
megjegyezni, hogy a P. expansum, Aspergillus sp., Mortierella sp., és Thermomyces sp.
torzseket laskatermesztéshez haszndlt szalmdbdl izoldltuk, mig a laska (Pleurotus ostreatus)
att6l a gomatermesztd tizembdl szarmazott, melynek fert6zott mintdibdl elézdleg szamos T.
pleurotum és T. pleuroticola torzset izolaltunk. Egyik esetben sem képzodott PCR-termék,
mig a T. pleurotum és T. pleuroticola kontrollok mindig pozitivak voltak. Ezek alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy az éltalunk kifejlesztett multiplex PCR moédszer alkalmas alkalmas a

laskapatogén Trichoderma fajok specifikus kimutatéasara.

4.9. A T. pleuroticola és T. pleurotum fajok kimutatasa laskaszubsztratbol

Harom, a szubsztatkészités kiilonb6z6 fazisaibol szarmazé minta (szalma, laskaval
atszovetett egészséges €s fertdzott szubsztrat) DNS-kivonatait teszteltiik az FPforwl1, FPrevl
és PSrevl primerekkel. Nem kaptunk PCR-terméket a szalma és az egészséges szubsztrat
esetében, mig a Trichoderma-fertdzott mintdkban kimutattuk a 7. pleurotum jelenlétét, amit

kitenyésztés utdn igazoltunk is az ITS szekvencidk elemzésével igazoltunk is.
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4.10. Vadon novo laska termotestjérol és szubsztratjabol izolalt Trichoderma torzsek
azonositasa

A multiplex PCR segitségével a laskapatogén Trichoderma fajok a laskaggomba
természetes kornyezetében torténo eloforduldsat vizsgéltuk, ehhez 6t magyarorszagi erdobol
szarmazo, laskagomba él0helyéiil szolgald tuskokrol (Populus alba, P. canadiensis és Tilia
sp.) izolalt Trichoderma torzseket tanulmanyoztunk, és nagyon eltér6 eredményeket kaptunk.
Az 1-es mintabdl szdrmazé mind a 28 izolatumot 7. pleuroticola-ként azonositottuk. A fajt
nem tudtuk kimutatni a 2-es és az 5-0s mintdbol, mig a 4-esben 19-bdl 5, a 3/B-ben pedig a
11-b6l 1 izoldtum bizonyult 7. pleuroticola-nak. A T. pleurotum fajt egyik mintabdl sem
mutattuk ki. A tobbi izolatum azonositdsdhoz elvégeztiikk az ITS1 és 2, valamint indokolt
esetben tefl szekvencidk elemzését, és kizardlag a T. harzianum, T. longibrachiatum és T.
atroviride fajok képviseldit talaltuk. A 7. harzianum volt a 2-es minta kizarélagos, valamint a
4-es dominans faja (19 izoldtumbdl 14), az 5/B mintdban pedig az izolatumok felét alkotta
(20-bol 10). A T. longibrachiatum faj csak a 3/B mintdban volt jelen, ahol er6sen dominélt
(11 1zolatumbodl 9). A T. atroviride faj képviseldit csak a 3/B (11 izoldtumbdl 1) és az 5-6s
mintdkban talaltuk, ahol az izolatumok felét adtak (20-bél 10). A 3-as és 5-0s mintakban talalt
termOtesteken szintén megvizsgédltuk a laskapatogén Trichoderma fajok esetleges
eléforduldsat. Az 5-0s minta termOtestjérol nem tudtunk 7richoderma fajokat izoldlni, ezzel
szemben a 3/B minta esetében azt taldltuk, hogy a termotestrol izoldlt torzsek jelentds része
(20-bol 14) a T. pleuroticola fajhoz tartozik, mig az izoldtumok fennmaradd részét T.

longibrachiatum-ként azonositottuk.

4.11. A T. pleurotum C15 torzs talélése UV-kezelést kovetoen

Bizonyos extracellularis hidrolitikus enzimek génjében bekovetkezett mutdcidk
elérése céljabol a T. pleurotum C15 torzset UV-besugdrzdssal véletlenszerli mutagenezisnek
tettiik ki. 95%-os mortalitds elérése (7, 8, 9 és 10 perces UV-kezel€s) utdn 163 taléld telepet
izolaltunk, majd megvizsgdltuk novekedésiiket és sporatermeld képességiiket. Minden tuléld
izolaitumot  tanulmdnyoztunk az enzimtesztekben, de csak azokat tekintettiik
enzimtermelésben mutansnak, melyek a sziiloi orzséhez hasonld novekedést és sporulaciot

mutattak.

4.12. Enzimtesztek
A kiilonb6z0 szubsztratokat tartalmazé tdptalajokon torténd inkubdciot kovetden

megmértilk a bontdsi zondk és a telepek atmérdjét, és hogy a polimerek lebontdsat
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novekedésre vonatkoztathasuk, ezen értékek atlagat vettiik. Eredményeink alapjan az egyes
enzimrendszerek termelésében a kovetkezd torzsek esetében tapasztaltunk eltéréseket a sziild1
izolatumhoz viszonyitva:

Pektinazok:

-er0sebb pektinbontés: P3

- gyengébb pektinbontas: E6, F1, F5, O15, P13, T10, U3, V5

Celluldzok:

-er0sebb CMC-bontas: C4, D1, D2

- nincs CMC-bontas: H2, T14

Amilézok:

-er0sebb keményitdbontds: T3, U4

- gyengébb keményitdbontds: ES, T2

Lipéazok:

-er0sebb Tween 20-bontas: S17, T8, U25

- gyengébb Tween 20-bontds: P2, T13, U17

Protedzok:

-erdsebb zselatinbontds: nem tapasztaltunk

- gyengébb zselatinbontds: F7, R4, S10, S13, S16, U8, V5 (az S13 és a V5 egydltalin nem
volt képes a zselatint hidroliz4lni)

Kitindzok:

-er0sebb kitinbontds: P16

- gyengébb kitinbontds: R2, R3, R4, T14

Gliikanazok:

-er0sebb laminarinbontas: C3, D1, H1, M1

- gyengébb laminarinbontds: F1, R2, R3, R4, T3

4.13. In vitro konfrontacios kisérletek

A sziil61 torzs minden vizsgélt tdptalajon randtt a laskatelepre, és azon konidiumokat
is termelt. Az antagonista képességben a vad tipus és a mutdns torzsek kozti leglatvanyosabb
kiilonbségeket YEX tdptalajon figyeltiilk meg. Az agresszivitas er0sodését egyik esetben sem
tapasztaltuk, viszont szdmos mutans mutatott a sziiloi torzséhez képest jelentdsen lecsokkent
mikoparazita tulajdonsdgot, és ezek nagy része mds vizsgdlt taptalajokon is megfigyelhetd
volt.

YEX taptalajon csokkent mikoparazita-aktivitast kifejtd mutansok:
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H2 (amilaz -, cellulaz --, pektindz -, proteaz -), megerdsitve YEG és WA taptalajon
O15 (pektinaz -), megerdsitve WA téptalajon

P2 (lipaz -)

P13 (pektinaz -)

P16 (kitindz +, lipaz +), megerdsitve YEG téptalajon

R2 (amilaz +, kitinaz -, gliikkanaz -, lipaz -, proteaz -), megerdsitve WA taptalajon
R3 (kitinaz -, gliikkanaz -, pektindz +), megerdsitve YEG és WA téptalajon

R4 (kitin4z -, gliikanaz -, pektindz +, proteaz -), megerdsitve YEG téptalajon

S10 (proteaz -), megerdsitve YEG taptalajon

S13 (amilaz ++, celluldz -, kitinaz -, proteaz --), megerdsitve YEG taptalajon

S16 (amildz +, protedz -), megerdsitve YEG és WA taptalajon

T8 (celluldz -, protedz -)

T14 (cellulaz --, kitinaz -), megerdsitve YEG és WA tédptalajon

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy az altalunk vizsgalt enzimrendszerek
koziil a protedzok, lipazok, kitindzok és glikkandzok jatszhatnak szerepet T. pleurotum

laskdval szembeni mikoparazitizmusdban.

5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

- Kimutattuk, hogy a csiperkegomba zdldpenész betegségéért Magyarorszdgon is a T.
aggressivum f. europaeum a felelds, vagyis a nyugat-eurdpai jarvany érte el Kozép-Eurdpat.

- Bebizonyitottuk, hogy a laska-zoldpenészt mas orszagokhoz hasonl6an hazankban is a T
pleurotum és a T. pleuroticola fajok okozzak, és ez vildgméretii jarvanyt vetithet elo. Ezen tul
az Ujonnan leirt fajokrél a kordbbindl részletesebb jellemzést adtunk, amivel alditdmasztottunk
a két faj identitasat.

- A T. aggressivum ¢és a laskapatogén zOldpenész fajok specializalodtak a
gazdaszervezeteikre.

- Kifejlesztettiink egy PCR-alapi moddszert a laskapatogén Trichoderma fajok gyors és
specifikus kimutatéséra.

- Megfigyeltiik, hogy a laskapatogén T. pleuroticola el6fordul, és jelentdsen fel is dusulhat a
laskagomba természetes kornyezetében.

- Eredményeink alapjan a proteazok, lipdzok, kitinazok és gliikkandzok jatszhatnak szerepet 7.

pleurotum laskdval szembeni mikoparazitizmusaban.
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A ,, Komon-Zelazowska, M. Bissett, J., Zafari, D., Hatvani, L., Manczinger, L., Woo,
S., Lorito, M., Kredics, L., Kubicek, C. P. and Druzhinina, 1. S. 2007. Genetically closely
related but phenotypically divergent Trichoderma species cause world-wide green mould
disease in oyster mushroom farms. Appl. Environ. Microbiol. 73(22): 7416-7426.” publikécio
tarsszerzOiként, valamint a doktorjelolt témavezetOiként igazoljuk, hogy Hatvani Lorant
»-Mushroom pathogenic Trichoderma species: occurrence, biodiversity, diagnosis and
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