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1. BEVEZETES

A gazdaséagi novények kéarositadsaval, ndévényi virusok terjesztésével a szantofoldi és kertészeti
kultdrakban a novénykartevé fonalférgek komoly kockazati tényez6t jelentenek. Ellenlik még
napjainkban is leginkabb — az 6koszisztémara karos — totalis hatdsi nematicideket alkalmaznak. A
természetben szamos olyan gombafaj talalhaté mely — mint biokontroll agens — alkalmas lenne a
vegyszeres fonalféregirtas kivaltasara. A Trichoderma fajokat — melyek a névénykdrokozé gombéak
ismert antagonistai — erételjes kompeticios képesség, valamint valtozatos kitino- és proteolitikus
enzimrendszer jellemzi. A Trichodermak szintén fontos tulajdonsaga, hogy egyes fajaik, illetve
torzseik képesek lehetnek a fonalférgek petéjét parazitalni, tapanyagforrasként hasznositani, ezért
alkalmasak lehetnek a ndvénykartevd fonalférgek visszaszoritdsara. A nematofag gombak
csoportjdba tartozd — szabadonélé fonalférgekre specializalt — nematdda-csapddzé gombafajok
szintén széleskoriien kutatott potencialis bionematicidek. A Trichoderma genus és a nematdda-
csapddzd gombak egy-egy torzsét egyetlen készitményben alkalmazva a kapott biokontroll hatas
Osszeadodhat, illetve kiegészilhet egymassal. Azonban a két csoport antagonista képességei miatt
létezhetnek egymaéssal Osszeférhetetlen kombinaciok, amelyekben az alkalmazott fajok, illetve
torzsek, csokkenthetik vagy teljesen kiolthatjak egymas korokozo-visszaszoritd képességét.
Kiilonb6z6 biokontroll folyamatokban egyes Trichoderma fajok szamos Kitinaz és peptidaz
kodolo génjét jellemezték, de e gének fonalféregpete-parazitizmusban betoltott szerepérdl keveset
tudunk. Adott Trichoderma faj, illetve torzs peptidaz és kitindz génjeinek fonalféregpete-
parazitizmus alatti szimultan génexpresszios analizisei, valamint a pete-parazitizmus és mas
biol6giai feltételek kdzott adott transzkriptomikai valaszainak dsszehasonlitasai ravildgithatnak a
gomba proteo-, és kitinolitikus enzimrendszereinek funkciondlis és regulécios 6sszefliggéseire. A
gének komplex expresszidés mintazatanak megismerése olyan Trichoderma tdrzsek kivalasztasat és
nemesitését teheti lehetévé, amelyek hatékonyan és kornyezet kimélé modon szolgaljak a

novénykartevo fonalférgek visszaszoritasat.
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A kutatdmunka célkitiizései:

— A nematdda-csapdazé és Trichoderma fajok, illetve térzsek kombinalhatdsagi viszonyainak
feltarésa, in vitro novekedési és direkt konfrontacios tesztekben.

— A kiilonb6z6 Trichoderma fajok és azok egyes torzsei erésen kiilonbozhetnek fonalféregpete-
parazita képességeik tekintetében. Ennek megallapitdsdra a Kkisérletekhez sziikséges
nagyszamu valodi novénykartevé fonalféregpete laboratoriumi eldallitasa igen problematikus,
ezert szlkséges létrehozni egy olyan in vitro Kisérleti rendszert, amely alkalmas a
leghatékonyabb fonalféregpete-parazita Trichoderma torzsek azonositdsara és a gazda-
parazita interakcio molekularis hatterének vizsgalatara.

— A leghatékonyabb fonéalféregpete-parazita Trichoderma faj kitino- és proteolitikus enzim-
kodold génjeinek transzkriptomikai vizsgélata és az ehhez sziikséges in vitro gazda-parazita
kisérleti modellrendszer kidolgozésa.

— A kivélasztott Trichoderma faj peteparazitizmusa és méas biokontroll folyamatai soran
tapasztalt génexpresszids valtozasok 0Osszehasonlitasa és annak hatterében meghlz6déd

bioldgiai folyamatok jellemzése.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fonalférgekrél roviden

A fonalférgek a hengeresférgek (Nemathelminthes) torzsének egyik osztalya (Nematoidea)
(Cavalier-Smith, 1998). Eddig tébb mint 28 000 fajukat hataroztak meg (Hugot és mtsai., 2001), de
egyes becslések szerint fajszamuk a millidés nagysagrendet is elérheti (Lambshead, 1993), mellyel
csak a legfajgazdagabb izeltlabiakhoz mérhetoek.

Igen kevés, de mar a szarazfoldi novényzet megjelenése el6ttrél, a foldtorténeti kambriumbdl
ismertek 500 millio éves fossziliaik (httpl). Szinte mindeniitt el6fordulnak, ahol élet egyéaltalan
lehetséges. Megtalalhatoak sos- és edesvizekben, mohapérnakban, talajokban, avarban, tragyaban,
névényekben, allatokban és emberben is. Egyedszamukat tekintve a tobbsejtlieck minden csoportjat
valamennyi él6helyen feliilmtljak (Andrassy és Farkas, 1988). A taplalék felszivéasara,
megragadasara specilaizalt szajszervik igen sokféle (pl. szajszurony, fog), fajra és éléhelyre
jellemzé. Lehetnek baktérium-, gomba-, algaevok, allati-, novényi parazitak, sét egymas ragadozoi
is (1. abra). A talaj életkdzosségeiben betdltott szerepuk felbecsilhetetlen. A tengerekben vagy
allatokban megtalalhaté — néha méteres hosszisagu — fajoktdl eltérden, a talajban, édesvizben vagy
a novényekben €16 fajok hossza 0,5 és 2 mm kozé esik. Szabad szemmel nem lathatéak, de egy
kdbcentiméternyi szantéfoldben, nagy altalanossagban mintegy 100 darab fonéalféreg talalhat6
(Andréssy és Farkas, 1988). Paranyiak, de nagy szdmuk miatt jelent0s szerepet jatszanak a
szervesanyagok korforgalmaban, részt vesznek a humuszképzddésben, valamint porhanyitjak,
szelléztetik is a mezei, erdei talajokat, termdfoldeket. A fonalférgek bioszférdban betoltott
nélkuldzhetetlen szerepe ellenére az emberiség szd&mos — antropocentrikusan fogalmazva —
,.kartevd” fonalféregfajjal van versenyben a novényi tapanyagforrasokért. Ebben a kiizdelemben,
lehet6leg ugy kellenne elbanni a ,,rossz” férgekkel, hogy a ,,joknak” ne artsunk. Ez nem konnyti
feladat.

|

1. abra. A fonalférgek trofikus felosztasa (Scow és mtsai., 1994)
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2.2. A fonélférgek altalanos testfelépitése

A szabadon €16 és novénykartevd fonalférgek szintelenek, testiik csaknem iivegszerlien atlatszo.
Viszonylag egyszerii felépitésli, szelvényezetlen, kétoldali szimmetriaval rendelkezd, nem valodi
testlireges, zomében nagyon vékony, egyes kivételektdl eltekintve — mint példaul a Meloidogynidae
és Heteroderidae csaladok tagjai — megkozelitéen valoban fonal alaka allatok (2. abra). Csillozat
nélkili kiltakardjuk haromrétegti, mely kilsé vazként szolgal. Ezek a kutikula, hipodermisz, és az
izomréteg, melyek egyiittesen alkotjak az un. bérizomtomlot. A kevés sejtbdl felépiilé idegrendszer
kozpontja a feji végen talalhatd garatideggytiri. A bélcsatorna egyszerti, izmok nélkiili, egyrétegii
hengerhdm béleli. A szdjlreg szintén egyszerii, bizonyos esetekben fegyvertelen; mig méasoknal
¢letmodtol fliggben szajszurony (stylus), fog vagy tiiskeszeri képzédmények fordulnak benne elé.
Az ajkakon vagy a fej peremén taldlhatd sajatos alaku kindvések, fuggelékek igen valtozatos
kialakulastuak lehetnek, melyek egy-egy faj jellegét alapvetéen megszabjak, ezért a rendszerezésben
elsérendli szerepiik van (Andrassy és Farkas, 1988). Véredényrendszeriik, 1égz6szerviikk nincs,

1égzésik difflz.

2. abra. Szajszuronnyal rendelkez6 novénykartevd fonalféreg testének hosszanti
keresztmetszete, a: stylus; b: nyel6csé; c: bulbus; d: bélcsatorna; e: kuti-
kula; f: ivarszervek; g: végbélnyilas (Forras: http2)

2.3. A fonalféregpete altalanos bemutatésa

A fonalférgek tobbsége kétivaru, de eléfordul a himndsség (hermafroditizmus) és a sziiznemzés
(partenogenezis) is. Az embrionalis fejlodés a petén belll megy végbe az anya testében, vagy a
lerakott petében. A szabadon €16 alakokban rendszerint csak egyet-kettdt, de a ndovényekben vagy
allatokban ¢él6skodok uteruszaban akar tobb szaz petét is meg lehet figyelni. A petén beldli
embrionalis fejlédés a megtermékenyitéstdl szamitva végbemehet néhany oOra alatt, de akar eltarthat
hetekig is. Ha a pete az anya testében érik tovabb, akkor a megtermékenyitést kovetden csakhamar
megindul az embrionalis fejlédés. A lerakott peték viszont sokszor nyugalmi allapotban maradnak,
és csak hosszabb-rovidebb id6 elteltével fejlddnek tovabb. Az egyedfejlodés hosszusagat leginkabb
a kiils6 homérséklet szabja meg. A legtobb fajnak a 20°C koriili hdmérséklet a legkedvezébb
(Andrassy és Farkas, 1988). A peték altalaban ovalisak, ritkin gémbolydedek; a szabadon €16k
koreben nagysaguk 40-90 x 20-50 pm ko6zott van. A pete héja sima vagy mintazott, a kornyezeti
hatasoknak igen ellenalld. Fé felépitését tekintve egy kiilsé vitelin, egy kozépsé kitin (fehérjébe

8
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agyazott kitinfibrillumok), és egy bels6 lipoprotein rétegb6l all (Kim és mtsai., 1992; Meyer és
Wergin, 1998), melyek vastagsaga fajonként eltéré lehet (Blaxter és Robertson, 1998). Az
embrionalis fejlodés végén a legtobb fonalféreg (1. larva) nem bujik ki rogton a petébdl, hanem az
életik soran lezajlé — Osszesen — négy vedlésboOl az elsé mar a petében lejatszodik. A kelés a
fonalférgek életének egyik legkritikusabb pillanata, melyet mechanikus ¢és kémiai tényezOk
segitenek. A tekeredett testli larva ragoszertien igyekszik szétfesziteni a pete burkat, ha rendelkezik
szajszuronyal, azzal egy ponton &tszlrja a héjat, majd a szurony mozgatasaval igyekszik minél
nagyobb rést hasitani, tovabba enzimek segitségével puhitja, vékonyitja a pete héjat (Andrassy es
Farkas, 1988).

2.4. A Caenorhabditis elegans, mint modellszervezet

A C. elegans — konnyii, jol kidolgozott laboratoriumi tenyészthetdsége és rovid ontogenezise miatt
(3. &bra.) — az egyik leggyakoribb allati laboratoriumi modellszervezet (Donald, 1997). Egyszerti,
soksejtes, a talajban szabadon él6 szaprobionta fonalféreg. Nem patogén, szerves anyagokban
gazdag komposztokban nagy szamban talalhaté meg, ahol baktériumokkal, szerves tormelékkel
taplalkozik. Kisebb szamban him ivariként, de leginkabb hermafroditaként fordul el6. A himnds
allat mind kiils6, mind belsd felépitésében teljesen ndstény jellegli, csak a leggondosabb vizsgalattal
mutathaté ki, hogy onmegtermékenyité (Andrassy és Farkas, 1988). lgen szapora, egy-egy
hermafrodita 300-350 — himmel parosodva ennél is tobb - utdédot hoz vilagra. Generacios ideje
rovid, melynek soran — szobahémérsékleten - két nap alatt a petébdl tobb larvaallapoton keresztiil
fejlodik ki az uj, szaporodoképes egyed (3. abra) (Donald, 1997; Kenyon, 1988; Wood, 1988). A
parazita és szaprobionta fonalférgek petéjének megkozelitdleg egyontetii felépitése miatt (Bird and
McClure, 1976), a C. elegans modellszervezet alkalmas a parazita fonalasgomba-fonalféregpete
interakcid hatterében meghuzddé folyamatok molekularis vizsgalatara is.

Pete

@
/g
[V

Kifejlett
egyed

L2 larva

\ ﬁa nincs
- elég taplalék
S

Dauer larva

3. abra. A C. elegans ontogenezise
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2.5. Novénykartevo fonalférgek

A novénykartevé fonalférgek foleg a tengermelléki, csapadékos klimaju orszagokban jelentenek
problémat, igy a nyugat-eurépai allamokban, az Egyesilt Allamok dceani partjain, valamint a
nedves tropusi dvezet orszagaiban, de szabadfoldon, foliasatrakban, liveghazakban Magyarorszagon
is jelentds karokat okoznak (pl. gyokérgubacs-képzddés, palantaddlés). A novénykartevo
fonalfergek szdmos ndveényi kulturat kéarositanak: zoldségkertészeteket (pl. paradicsom), szant6foldi
kultarakat (pl. burgonya), erdéket (pl. fenyderdok). Csak az Egyesiilt Allamokban évi 10 milliard
dollér, vilagszerte 100 milliard dollar veszteseget okoznak (Yildiz és mtsai., 2012). Jelentdségiiket
torténelmi rangra emeli, hogy valoszintileg a fonalférgek kartételének koszonheté a maja (Mexiko)
és a khmer (Indokina) civilizacio eltiinése. Annak ellenére, hogy Magyarorszagon az Alféld széraz
nyara nem kedvezé szdmukra, a kertészeti és szantdfoldi ndvényeket ért hazai veszteségnek
legalabb 10%-a irhatd a fonalférgek rovasara. Az orszag csapadékosabb nyugati terlletein és
ontozott  kultardkban  gyakrabban  mutatkozik  kartételilkk. Elsésorban nagy szantofoldi
névénykultdrakban pusztitanak, pl. a gabonatablakban, cukorrépa- és burgonyaftldeken, nagyobb
kertészetekben, meleghazakban. Az utébbiban a kartétel akar a 100%-ot is elérheti (Andréassy és
Farkas, 1988; Jermy és Balazs, 1990).

A fonélférgek a ndvény minden részét megtamadhatjak: a gyokeret vagy a gumét (Heterodera,
Meloidogyne fajok), a szarat (Ditylenchus fajok), a levelet (Aphelenchoides fajok) és a viragzatot
(Anguina fajok). Taplalkozasuk helye szerint lehetnek noévénybe hatold, ndvényben taplalkozo
,endoparazitak” (pl. Meloidogyne, Heterodera fajok), vagy a novény feliiletén, kiviilrél taplalkozo
,cktoparazitak” (pl. Xiphinema, Longidorus fajok). Okozhatnak kozvetlen kéarokat a
szallitényaldbok eltémitése miatt hervadassal, sarguldssal, nekrozissal, torpuléssel, kései
viragzassal, torzult gumdkkal, de a szivogatds helyén mas kdrokozéknak utat nyitva, tovabba
baktériumos, gombds vagy virusos betegségek terjesztésével kdzvetlen kartételiik is jelentds.

A megtamadott novény teljesen elpusztul vagy erésen visszamarad a fejlédésében. A szemes
termények mennyiségéet csokkentik, a gyokeren, gumon létrehozott torzulasok miatt a fogyasztasra
szant novényi terméket eladhatatlanna teszik. Felléphetnek masodlagos ¢l6skodokként is, és
ilyenkor a mésfajta korokozok altal megtamadott, legyengitett névényeket tovabb pusztitjak (Jermy
és Balazs, 1990). Szantofoldi novényeinket elsésorban a Ditylenchus dipsaci (szar-fonélféreg), a
Meloidogyne hapla (szabadféldi gubacs-fonalféreg), a Heterodera schachtii (répa-fonalféreg) és az
Anguina tritici  (blza-fonalféreg) karositja. A  gyliimolcsosokben, szOlében és a
szamOcaultetvényekben a Longidorus elongatus (virusoltd tiifonalféreg), és a Xiphinema index
(sz616szivo tifonalféreg) kartétele a legjelentésebb. Kartétellk elsésorban abban nyilvanul meg,

hogy a novényeket virusokkal fertézik meg. A hoéigényes zoldségfélékre, disznovényekre, és a
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hajtatott zoldségfélékre a Meloidogyne fajok a legveszelyesebbek (Andrassy és Farkas, 1988;
Benedek, 2006).

2.6. Novénykartevo fonalférgek elleni védekezés

A nematodéak elleni fizikai védekezés leggyakoribb mddja — a talajg6zolés és a melegvizes kezelés
— koltségesek. A vegyszeres beavatkozas — azon kiviil, hogy szintén koltséges — igen drasztikus
modszer, mivel a talaj élévilagat rendkiviil elszegenyiti.

Szerencsére ma mar a gyakorlati névénytermesztésben egyre jobban megnyilvanul a biologiai és
Okologiai folyamatokra, és ezek szerves dsszefuggéseinek alapos ismeretére alapulé gazdalkodasi
szemlélet. Csak az EU-ban, 1985 és 2007 kozott, az 6kologiai gazdalkodasba bevont tertilet 125
ezer hektarrol 6,8 millié hektarra, az 6koldgiai gazdasdgok szama pedig a mintegy 5 ezerrdl 180
ezerre novekedett (Willer és mtsai., 2008). Még a jellemzéen GMO cégek érdekszférajaba esé
USA-ban is 1,4 millio hektaron 9140 ellen6rzott 6kologiai gazdasag mitkodott 2011-ben, melyek a
2008-as évhez képest 340 millié dollaros tébbletet produkéltak (Certified Organic Production
Survey, USDA, 2012). Hazéankban 1988-ban még csak minddssze 1000 hektaron, 15 lizemben folyt
ellenérzott 6kogazdalkodas. Az 6kogazdalkodasba bevont teriilet 2011-ben mar tébb mint 130 ezer
hektar (Solti, 2012). Mindezekkel egydtt is, Farkas professzor intelme 1988-b6l természetesen ma is
érvényes, miszerint ,,Szemléletiinkb6l szamiizni kell azt a sajnalatos felfogést, hogy a fonalférgek
ellen kizarolag drasztikus vegyszerekkel és modszerekkel lehet hatékonyan védekezni”. A talaj
megfeleld vizsgalata, a tiszta vetémag, vetdgumo, illetve a fejlédoé ndvény lelkiismeretes gondozasa

nélkil a kartevo fonalférgek elleni hatékony védekezés nem képzelhetd el.

2.6.1. A fonalféregek elleni kémiai védekezés

Az erbtlejes novényvéddszer-lobbi, a népesedési mutatok, tovabba rovidtdvon a
koltséghatékonysaguk és viszonylag egyszeriibb alkalmazhatosaguk miatt, az egész vilagon még
mindig a vegyszeres ndvényvédelemi eljardsok a legelterjedtebbek. Megdobbentd, de
Magyarorszagon 2000-hez képest 2011-ben 22,8 ezer tonna — kétszer annyi — volt az értékestett
novényvéddszerek mennyisége. A novényvédd szerek felhasznalasa 2003-2008 kozott globalis
szinten is erdteljesen novekedett, majd 2009 és 2010-ben bekdvetkezett megtorpanas utan 2011-ben
egy mérsékeltebb titemli emelkedés mutatkozott (Statisztikai Jelentések, 2012).

Ha a n6évényvéddszerek teljes életciklusa soran betartandk az alapveté szabalyokat — példaul az
integralt novényvédelem szempontjait — nem jelentenének elfogadhatatlan kockazatot sem az
emberekre, sem pedig a kornyezetre. Ennek ellenére sajnos mind a fejlett, és mind a fejl6do

orszagokban, sok gazdalkodo a kémiai vedekezést tulzott mértékben és felel6tleniil hasznalja. Egyre
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tobb novényvéddszert hasznalnak fel a fejlddd orszagokban, ahol szdmos nem szabadalmaztatott,
olcso, helyileg eldallitott szert hasznalnak fel (http3). A fejlett orszagokban is — az Europai
Novenyvédoszer-gyartok Szovetsége (ECPA) felmérése szerint — évr6l évre egyre komolyabb
kockazatot jelentenck a hamisitott és illegalis novényvédd szerek (httpd). Ezek dsszeségében a
termelési intenzitads ndvekedésével parhuzamosan — a komoly human-egeszségligyi kockazatokon
tal — egyre novekvo fenyegetést jelentenek mind a helyi, mind a globalis 6koszisztémakra.

Annak ellenére, hogy a leginkabb hasznalt és igen mérgez6, kornyezetkarositd - 6zonpusztito -
metil-bromid 2001-t61 be lett tiltva, fonalféregirtasra ma is igen toxikus hatasu szintetikus szerek
vannak forgalomban (karbamatok, ditiokarbamatok, szerves foszforsavészterek) (1. tablazat). A
vegyszerhasznalat ennek tudomasulvételével is ,kozkedvelt”, mivel — sajnos - 6sszeségében
olcsébb, rovidtdvon jobban megtéril, mint a koriilményesebb, nagyobb hattértudast igényld
megelézés vagy egyéb alternativ megoldasok. Ugyanakkor a kemikaliak gyakori — sokszor nem
kelléen szakszerti — felhasznaldsa miatt bizonyossaggal szamolni kell a célszervezetek
rezisztenciajanak kialakuldsaval, tovabba szamos olyan probléméaval, amelyekhez a talajélet
csokkenése vagy annak teljes kiirtdsa vezet el (humuszképzédés hianya, szél- és vizerozio,
tapanyagok kimosddasa, eutrofizacio, szikesedés, sivatagosodas).

1. tdbldzat. A Magyarorszdgon hasznalt nematicid ndvényvédészerek hatdanyagcsoportonkénti felosztasa és
legfontosabb veszélyességi besorolasaik. Jelolések: N: kornyezeti veszély; T: mérgez6; Xn: artalmas; C: mar6

Veszélyessé ilILG
Hatéanyag- HETe T viZi £ Méh- Kornyezeti Méreg- egészségiigyi
csoport szervezetekre veszélyesség | veszélyesség kategoria |varakozasi idoé
(nap)
. ko nem
VYDATE10G oxamil osgpesen T 0
veszélyes jeloléskoteles N T
karbamat
VYDATE 10 L oxamil kbzepesen | = nem 1
veszElyes jeloléskoteles N T
kifejezetten nem
BASAMID G LT eizél es jeloléskoteles . . 0-3
ditio- VeszEy ] N Xn
karbamit ta kifejezetten nem
IPAM 40 e ez e 4
ammonium veszélyes jeloléskoteles N c
DANADIM dimetodt kifejezetten kifejezetten 3
PROGRESS imetod veszélyes veszélyes
N Xn
BI 58 EC dimetoat kife Je%etten kife Je,zetten 3
Szerves veszElyes veszElyes N Xn
foszforsav-
észter . kifejezetten nem
NEMACUR 240 fenamifosz . o 0
veszElyes jeloléskoteles
N Xn
NEMATHORIN . kifejezetten kifejezetten
fosztiazat . . 0
10G veszElyes veszElyes N Xn

Forréas: PAN Pesticide Database (http5) és a ,,Novényvédészerek, termésnévels anyagok 2013 1.”

12



10.14751/SZIE.2014.063
2.6.2. Megelozés

Az els6 és legfontosabb a fonalférgek karositdsanak csokkentésében a prevencid. A fonalférgek
talajjal, 6ntoz6vizzel, széllel messze terjedhetnek, ezért a szerszamokat, miivel eszk6zoket tisztan
kell tartani, tovabba kizarélag novényegészségugyi bizonylattal ellatott — igy kartevomentes —
szaporitéanyagot szabad hasznalni. Fontos és hatékony megelézési, vagy védekezési eljaras a
megfeleld vetési sorrend betartasa, melyhez elengedhetetlen a kérosito fajok és tdpndvenyeik pontos
ismerete.

Az lltetvényeket nemcsak a termesztett, vagy gyom gazdandvények tavoltartasaval lehet
megkimélni a kartevé fonalférgekt6l, hanem bizonyos novényfajok termesztésével,
eléveteményként vetve, vagy beszantva, fonaféreg repellens hatast lehet elérni (pl. Tagetes fajok).
Tovébba salata vagy ,csiras burgonya” un. csalogatd vetésével a fonalféregpopuléciok
sériilékenyebb allapotba hozhatéak, e ndvenyek korai betakaritasaval pedig a burgonyaba hatolt
fonalférgeknek nincs esélye a kifejlodésre.

Megel6z6 hatasa van a talajmiivelésnek is, igy példaul a mélymiivelés kovetkeztében az allatok
és petéik a felszinre kertllve kiszaradnak, vagy télen megfagynak. A talajmardzas a petéket, a
larvakat és a kifejlett példanyok egy részét roncsolja. A talajhoz adott szervestragya, egyéb ipari,
mezbgazdasagi szervesanyagok pedig a talaj szerkezetének és termképességének javitasasan til, a
fonélféreg-antagonista mikororganizmusokat is (baktériumok, ragadoz6 gombék) stimulaljék.
Nemcsak a szervestragya, de egyes szervetlen tragyafajtak is lehetnek fonalféreg-gyérit6 hatasuak.
Farkas (Andrassy és Farkas, 1988) arrol szamol be, hogy nagylzemi korilmények kozott jo
eredménnyel hasznaltdak az ammodnium-nitratot, tovabba a folyékony ammonia, a cukorgyari

mésziszap, az oltott és az oltatlan mész is nematicid hatastak.

2.6.3. Mikrobialis biopeszticidek

A fentieken kiviil egyéb ,.természetadta” lehetdségek is léteznek a kartevé fonalférgek gyéritésere.
Szamos tudoméanyos cikkben szamoltak méar be gyomndvenyeket, rovarkartevoket, korokozokat és
kartevé fonalférgeket (Akhtara és Malikb, 2000) gyérité mikroorganizmusokrol, an. mikrobialis
biopeszticidekr6l. Mindezek ellenére csak kevés mikroorganizmust tartalmazd biopeszticid terjedt
el a gyakorlatban. Ennek oka az, hogy a kemikalidknal kényesebbek a kijuttatas korilményeire,
hatasukat lassabban és nem totalisan fejtik ki, tovabba eredményességiik jobban fligg a koérnyezet
adottsagaitol (interakciétol bennszilétt mikroorganizmusokkal, talajallapottdl, klimatikus
viszonyoktol, id6jarastol, foldrajzi elhelyezkedéstol). Ezek az EU-ban tébbnyire rovar- és (Bacillus
thuringiensis, Cydia pomonella, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, sejtmag-
polihedrozis-virus) talajlaké névénykorok6zo patogén ellenes mikroorganizmusokat (Trichoderma
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harzianum, Coniothyrium minitans, Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aureofaciens) tartalmazo készitményként vannak forgalomban. Jollehet
az USA-ban tobb bioldgiai szer is forgalomban van, az EU-ban a fonalférgek ellen hasznélatban
1év6 mikrobialis biopeszticidek szama ennél is kevesebb (Pasteuria usgae, Paecilomyces lilacinus)
(Statisztikai Jelentések, 2012) (2. tablazat).

A természetben még tovabbi fonalféreg gyéritd, illetve a fonalféregkartételt — Kisérletekkel
igazoltan — mérsékelni tudé mikroorganizmusok talalhatéak: nematofag (csapddzé-, endoparazita-,
peteparazita-, larvaparazita-, toxintermelé) gombafajok, endofita gombafajok (Glomus spp.),
rizobaktériumok (A. radiobacter, Pseudomonas spp.,), endobionta baktériumok (Kocuria varians,
Microbacterium esteraromaticum), tovabba az egyik legtanulményozottabb, de a tdmeges
eldallitasra alkalmatlan Pasteuria penetrans (Akhtara és Malikb, 2000).

2. tAblazat. A kereskedelmi forgalomban elérheté legfontosabb mikrobidlis biopeszticidek

. . Hataskifejtés Felhasznalas
Mikroorganizmus . i
modja (orszag)
BIONEMAGON Bacillus firmus | (€"PEUER 85 xS Izrael
. . a pete kelésének és a
DENY Baktérium Buzl;hglc(::rla juvenilis mozgoképes- USA
P ségének csokkentése
PASTEURIA USGAE . .
Pasteuria usgae endoparazita EU
BL1
fonalféreg pete és a1 .
BIOCON y i Fiilop-szigetek
nostény parazita
fonalféreg pete és
MELOCON WG o . EU
nosteny parazta
MIEXIANNING Paccilomyces | [ondlitreg pete & Kina
lecims nostény parazita
NEMOUT csapdazo-képletekkel USA
Nematofag gomba
fonalféreg pete és rpee .
PAECIL o . Fiilop-szigetek
nostény parazita
Myrothecium sp.
DITERA fermentdcids toxikus hatas USA
terméke
Arthrobotrys L . ,
ROYAL 350 ——— csapdazo-képletekkel | Franciaorszag
Pochonia . ,
XIANCHONGBIKE [t —— peteparazita Kina

Forras: Dong és Zhang, 2006; Chandler és mtsai., 2011
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2.7. Biokontroll szervezetek kombinalhatdsaga

A fenntarthatban mik6dé — bioldgiai és integralt — mezbégazdasag elképzelhetetlen az adott
Okoszisztémara jellemz6 él6lények hatékony segitsége nélkiil. Fonalférgek és korokozd gombak
elleni bioldgiai ndvényvéddszerként szamos mikroorganizmus alkalmazhaté lenne (Meyer és
Roberts, 2002), de — a szintetikus novényvédd vegyszerekkel Osszehasonlitva — a gyakorlati
felhasznalasuk mégis igen limitalt. Az okok kozétt — melyek a nem totalis hatdsuk miatt éppen
elényosek a kornyezetkiméld és fenntarthatd mezdégazdasagban — az egyik legfontosabb a sziik
spektrumd-, lassu és a nem teljeskori ,,016” hatas. Tovabbi nehézségeket okoz a biologiai szer
engedélyeztetési eljarasa, formulazasa, szallitasa, tarolasa és sok esetben a kijuttatasa is. A bioldgiai
névényvédelemre potencialisan alkalmas mikroorganizmusok — Un. biokontroll dgensek — tébbsége
rdadasul igen érzeékenyen reagal a kornyezeti tényez6k valtozasaira (id6jaras, talajviszonyok)
(Larkin és mtsai., 1998; Meyer és Roberts, 2002), ezért nem meglepd, hogy alkalmazasuk leginkabb
termesztéberendezésekben volt sikeres (Paulitz és Bélanger 2001; Freeman és mtsai., 2004).

Mindezen okok oda vezettek, hogy az utdbbi idében egyre tobb kutatasban foglalkoztak egynél
tobb biokontroll &gens egyiittes (kombinalt) alkalmazasanak lehetéségével (Datnoff és mtsai., 1995;
Duffy és mtsai., 1996; Hafeez és mtsai., 2001; Meyer et al, 2001; Woo és mtsai., 2002; Roberts és
mtsai., 2005). Ezzel tovabbi megoldandd problémak mertltek fel, mivel a bioldgiai
névényvédelemben felhasznalhaté mikroorganizmusok altalanos és igen jo antagonista képességei
miatt 1étezhetnek un. ,,inkompatibilis” kombinacidk, amelyekben az alkalmazott fajok, illetve
torzsek csokkenthetik egymas korokozo-antagonista képességét, s6t egymasnak antagonistai is
lehetnek (Baker, 1990; Janisiewicz és Bors 1995; Raupach és Kloepper, 1998). Kisérletekkel
igazoltak, hogy kiilonb6z6 mikroorganizmusok &ltal termelt vegyiletek egyittes alkalmazésaval
egyszerre tobb korokozo faj kartétele csokkenthetd, azonban vannak olyan ,,parositdsok”, melyek
egyiittes biokontroll aktivitasa jelentdsen kisebb, mint ha az adott szervezeteket kiilon-kulon
alkalmaznak. Az egyideji alkalmazast tekintve ez utobbiakat Reaves és Crawford (1994)
inkompatibilis szervezeteknek nevezte. Roberts és munkatarsainak (2005) megkdzelitésében azok a
karcsokkent6 hatasa kombinacoban nem alacsonyabb, mint kiilon-kiilon alkalmazva.

Egy nemrég elkésziilt tanulmanyban (Xu és mtsai., 2011) az eddig kiprébalt kombinalt
biokontroll agensek gyakorlati felhasznalhatosagara nézve altaldban hatranyos kovetkeztetésre
jutottak. Elméleti statisztikai modellek (Bliss independence, Loewe additivity) és a biokontroll
mikroorganizmusok kombinalt felhasznalasardl sz6l6 — majdnem 6sszes (36 cikk, 465 kezelés) —
tudomanyos értekezés feldolgozasa alapjan megallapitottak, hogy a bioldgiai névényvédelemben a
kombinécidban alkalmazott mikroorganizmusok kozotti antagonizmus valdszinlisége jelent6sen
meghaladja az alkalmazott szervezetek szinergista egyiittmiikodését, amely az 6sszes vizsgalt eset
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minddssze 2%-a; tovabba az egynél tobb biokontroll mechanizmussal — pl. antibidzissal,
kompeticidval, mikoparazitizmussal, enzimgatlassal, hipovirulenciaval és indukalt rezisztenciaval —
rendelkez6é mikroorganizmusok dnmagukban &ltalaban hatékonyabbak, mint az egyetlen biokontroll
mechanizmussal rendelkez6, de kombinacioban alkalmazott szervezetek. Mindezek mellett az
egynél tobb biokontroll hatasu organizmus egyiittes alkalmazasanak lehetdségét nem zartak ki, de
nyomatékositottak, hogy csak azon biokontroll agensek kombinalt alkalmazésa johet szoba, melyek

fobb biokontroll mechanizmusa és a partnerek interakciojanak termeészete teljes mértékben ismert.

2.8. Nematofag gombak

Szamos torzs — Oomycota, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota és
tobbségében a Deuteromycota — kett6szaznal is tobb faja tartozik a nematofag gombéak csoportjaba,
mely nem taxonomiai, hanem életformara utald kategdria. Szerves anyagokban gazdag talajokban
kilénosen nagy szamban, de a tropusoktol egészen az Antarktiszig szinte minden elképzelhetd
talajtipusban el6fordulnak. Leginkdbb a szaprobionta életmod jellemz6 rajuk, de kozos
tulajdonsaguk, hogy képesek megtamadni és kiegészit6, nitrogéntapanyagforrasként hasznositani a
fonalférgeket. A fonalférgek elejtése alapjan harom nagyobb csoportba sorolhatdk: nematoda-

csapdazo (nematddaragadoz0), endoparazita, és pete-, illetve cisztaparazita gombakra.

- A nematdda-csapddzd gombak 6sei a celluloz- és ligninbontd gombaktdl szarmaznak
(Barron, 1992). A fonalféregparazita képesség kifejlédése az ilyen gombak élGhelyére
altalaban jellemz6 — magas szén-nitrogén arany miatti — nitrogénhianyos allapotra adott
evollcios vélasz. A szaprofita/parazita életmdd fejlettsége a csoporton belil nem
egyontetll. Azok a fajok, amelyek hatékony parazitik, egyben gyengébb szaprobionta
képességekkel rendelkeznek (pl. lassabb ndvekedési eréllyel rendelkeznek). A fonalféreg
elejteseére specialis hifamodosulatokat fejlesztenek, melyek strukturaja fajra — egyes
esetekben torzsre — jellemz6. A csapdaképletek képzodését a kornyezeti viszonyok
nagyban meghatarozzak, a legfontosabb biotikus kivaltd tényez6 az ¢él6 fonalférgek
jelenléte. Az Arthrobotrys oligospora ragados hurkok halozatat (4. abra. A), az
Arthrobotrys dactyloides 6sszezarddé gytriket (,,lasszokat™) (4. abra. B), az Arthrobotrys
candida merev gytriiket és/vagy tapadds hifaduzzanatokat (4. abra. C), a
Monacrosporium cionopagum pedig un. oszlopszer( tapados hifaduzzanatokat (4. dbra. D)
fejlesztenek a fonalfergek elfogasara.

- A legtobb nematdda-csapddzd és peteparazita gombéaval ellentétben — amelyek jo
cellulézbontok is — az endoparazita gombakra leginkédbb az obligat fonalféregéléskodés

jellemzd. Sporakkal, illetve tapadds konidiumokkal fertdznek, amelyek a fonalférgekbe a
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kiilsé kutikulan, vagy — annak lenyelése utan — az emésztérendszeren keresztiil hatol be
(pl. Drechmeria coniospora).

- Mig a nematdda-csapdazo és peteparazita gombéak leginkabb a szabadonél6 fonalférgeken
¢loskodhetnek, a bizonyos életszakaszaban helyhez kotott fonalféreg fajok  (pl.
gyokergubacs-fonalférgek) ellensegei a pete-, cisztaparazita gombak (pl. Pochonia
chlamydosporia). Appresszorium segitségével hatolnak az éretlen (immatur) — vagy akar
juvenilist tartalmazo — petébe (Chen és Dickson, 2004; Nordbring-Hertz és mtsai., 2006).

i ‘ o’
4. dbra. Nematdda-csapdazo gombak fonalféreg elfogasara specializalédott hifamddosulatai
(Forras: Nordbring-Hertz és mtsai., 2006)

A nematdda-csapddzé gombak kozul az A. oligospora micéliuma nem csak csapdaképletek
fejlesztésére, hanem mas gombak hifaja koré tekeredve — behatolas nélkil — mikoparazitizmusra is
képes. Tovabba ugyanez a faj és a P. chlamydosporia appresszériumképzéssel képesek a ndvények
gyOkereibe hatolni, azokban — a vaszkularis szOvetek kivételével — inter- és intracellularisan
ndvekedni (Bordallo és mtsai., 2002). Buzéban és rozsban a P. chlamydosporia példaul a
novénykartevé gomba Gaeumannomyces graminis var. tritici kartételét jelentGsen csokkentette
(Monfort és mtsai., 2005).

Mint potencialis biolégiai nematicidekkel, a 30-as évek végén kezdtek el kisérletezni ragadozé
gombékkal (Linford és mtsai., 1938), azonban a 80-as évek végéig nem volt kereskedelmi
forgalomban nematofdg gomba alapl biolégiai ndvényvédészer (Biocon™) (Timm, 1987). A
legtdbb hasonld készitmény az utobbi harom évtizedben kerult forgalomba (Singh és mtsai., 2013).

A legfontosabb biol6giai nematicideket a 2. tablazat 6sszegzi.
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2.9. A Trichoderma nemzetseg

A Trichoderma nemzetseg tagjai ivartalanul szaporodo, igen elterjedt — kozmopolita - talajlako
gombak. Szaporitoképleteit szinte minden mérsékelt és forrd égévi talaj tartalmazza 10*-10° kolénia
formalo egység/g mennyiségben (Harman és mtsai. 1998). Mint taxondmiai csoport tébb mint 200
éve létezik, bevezetése Persoon (1794) nevéhez fiiz6dik (Persoon, 1794). A nemzetség kapcsolata a
leginkdbb 1agy- és fasszari novényi maradvanyokon el6forduld, ivarosan szaporodd teleomorf
Hypocrea nemzetséggel, pedig mar a 19. szazad kozepét6l bizonyitott (Tulasne és Tulasne, 1865).
Megjegyzendd, hogy ennek ellenére a két nemzetség kozti kapcsolat kutatasa csak az ezredforduld
utdn kezdodott el igazan (Chaverri és Samuels, 2003). Az intenziv rendszertani kutatdsok
kdvetkeztében tébb mint hatszaz Trichoderma/Hypocrea fajt irtak le. A molekularis médszerekkel
meghatarozott fajok szdma szaz korili (Schuster és Schmoll, 2010).

A Dbiologiai védekezésben haszndlatos torzsek leginkabb az anamorf csoportba tartoznak.
Tenyészetben telepeik rendszerint gyors novekedéstiek, feliiletiik kezdetben sima, majd a képzddd
légmicéliumtol és a képz6dé konidiumtartoktol pelyhes vagy csomos tomorilések jelentkeznek,
melyek jellegzetesen zdldes, fehér vagy halvanybarna szintiek. A hifak szintelenek, szeptaltak, sima
faltiak, ritkan szemcsésnek tlinnek, erdsen elagazok. A legtobb faj klamidosporat is képez. A
konidiumtartok tenyészetben a teljes feluleten elszortan, vagy koncentrikus gytrikbe, illetve
csomokba tomorulve képzédnek. A konidiumtartok elagazasai fialidokban végzédnek. A fialidok
alakja jellegzetes, faj- illetve faj-aggregatum szintli hatarozobélyeg lehet (Vajna, 1987).

2.9.1. Trichoderma fajok a névényvédelmi gyakorlatban

A Trichoderma nemzetség képvisel6irél mar régrél ismert (Weindling, 1932), hogy segitségikkel a
ndévénykorok6z6 gombak altal a gazdasagi novényekben okozott Kkartétel — a kémiai
novényvéddszerek mennyiségének csokkentésével, esetleg elhagyasaval — kornyezetbarat méodon
csokkenthet6. A 30-as évek Ota nemcsak hogy szdmos publikacio jelent meg a Trichoderma
gombafajok gyakorlati felhasznalhatdsagaval kapcsolatban (Wells és mtsai., 1972; Elad és mtsai.,
1983, 1993; Kraft és Papavizas, 1983; Papavizas, 1985; Lifshitz és mtsai., 1986; Chet, 1987; Lorito
és mtsai., 1994a; Highley,1997; Elad és Kapat, 1999; Yedidia és mtsai., 1999; Harman, 2000;
Hjeljord és mtsai., 2001; Howell, 2003; Benitez és mtsai., 2004), de a kilencvenes évektdl kezdve a
kereskedelemben is megjelentek, valamint a gyakorlatban is alkalmazasra kertltek Trichoderma-t
tartalmazé bioldgiai novényvédoszerek (3. tablazat). A tablazatban talalhaté példakent felsorolt
készitmenyeken Kivil, szdmos orszagban léteznek még Trichoderma alapt mikrobialis fungicidek.
llyen példaul a T. asperellum-ot tartalmaz6, hazai fejlesztésti és gyartasa Trifender (Biovéd 2005
Kft.), mely a kertészeti gyakorlatban eredményesen hasznalhat6 (Biré és Toth, 2009).
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Termék Gyarto, Engedélyezés | Novénykultira Antagonista Célszervezet
helye (OECD)
Binab T Pellets, | Binab Bio- Dania, z06ldség, Trichoderma Botrytis,
Binab T Vector, | Innovation Svédorszag, gyumodlcs, polysporum, Verticillium,
Binab TF WP, EFTR AB, USA disznbvény, Trichoderma Pythium, Fusarium,
Binab T WG Svédorszag gomba, harzianum Phytophthora,
faiskola, Rhizoctonia
legeld Didymella,
Chondrostereum,
Heterobasidion
Green-all T WP | Green Biotech Korea z06ldség, Trichoderma Rhizoctonia,
Company Ltd., fiiszer, harzianum Pythium,
Korea fil GBF-0208 Fusarium
PlantShield HC | Bioworks Inc., Hollandia, z0ldség, filszer, Trichoderma Cylindrocladium,
USA Kanada, gyumodlcs, harzianum T- Fusarium, Pythium,
Mexiko, disznévény 22 Rhizoctonia,
USA Thielaviopsis
Rootshield Bioworks Inc., Hollandia, z06ldség, Trichoderma Cylindrocladium,
Drench WP Kanada Kanada, gylmaolcs, harzianum Fusarium, Pythium,
Mexiko, disznovény, Rifai KRL- Rhizoctonia,
USA fiilszerngvény AG2 Thielaviopsis
Sentinel Agrimm Uj-Zéland sz616, paradicsom | Trichoderma Botrytis
Technologies LC52
Ltd., Uj-Zéland
Suprevisit Borregaard Dania hiivelyesek és Trichoderma Botrytis,
Bioplant, Dania levélzdldségek harzianum Phytophthera,
vetOmagcsavazasa Pythium,
Rhizoctonia
T-22 Granules Bioworks Inc., Hollandia, zbldseg, Trichoderma Cylindrocladium,
USA Kanada, gyumodlcs, harzianum Fusarium, Pythium,
Mexiko, faiskola Rifai KRL- Rhizoctonia,
USA AG2 Thielaviopsis
Trich-A-Soil Becker Under- Ausztrélia liveghazi-, Trichoderma talajlaké kérokozé
wood Pty Ltd., szantofoldi viride, gombak
Ausztralia novények, Trichoderma
fii harzianum
Trichodex Makhteshim, Magyarorszag, | szantofoldi Trichoderma Botrytis,
Izrael Németorszag, névény, harzianum Colletotrichum,
Olaszorszag, zoldség, Rifai T-39 Fulvia, Monilia,
Spanyolorszéag, | gytimdlcs, Plasmopara,
USA disznbvény, Pseudoperonospora,
Rhizopus,
Sclerotinia
Trichomic AMC Chemical | Olaszorszég, disznévény, Trichoderma talajlaké kérokozd
[Trichodex, Spanyolorszag, | gyumélcs, olajfa, | spp. gombak
Spanyolorszéag Torokorszag pazsit
Trichospray Agrimm Tech- | Ausztralia, levélfellletre, Trichoderma Pythium,
nologies Ltd., Torokorszag, disznévény spp. Fusarium,
Uj-zéland Uj-zéland Rhizoctonia,
Phytophthora

Forras: Directory of Microbial Pesticides for Agricultural Crops in OECD Countries. Todd Kabaluk and Katka Gazdik.
Catalogue No. A42-107/2007E-PDF. ISBN 987-0-662-47103-5. Agriculture and Agri-Food Canada. Revised October

2007. (http6)
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2.9.2. Trichoderma fajok a novénykartevé fonalférgek ellen (tények, lehetéségek)

A Trichoderma fajokat biokontrollként jelenleg, mint mikoparazitékat és névénykondicional6t tartja
nyilvan a szakirodalom és a gyakorlat. Ellenben nemcsak opportunista, avirulens
novénymutualistdk (allianca), tovabba szamos novénykorokozé gomba antagonistai, illetve
hiperparazitai (Vinale és mtsai., 2008), hanem Kkartevé fonalféreggyéritd képességgel is
rendelkeznek. Szabadféldi, Uveghazi és laboratoriumi kisérletekben egyes Trichoderma fajok —
dnmagukban vagy kombinalva mas mikroorganizmusokkal, illetve talajkezelési mddszerekkel —
képesek voltak egyes novénykartevé fonalféreg kartételét csokkenteni. Yang €s munkatarsai
kisérletében (2010) T. viride, T. harzianum, T. piluliferum és T. compactus sziirletei toxikus hatast
mutattak Panagrellus redivivus és C. elegans ellen. Egyes Trichoderma fajok nematodagyéritd
hatasa novénykisérletekben is bizonyitott. Igy a T. harzianum hatésosnak bizonyult a Citrus-féléken
¢16sk6do fonalféreggel (Tylenchulus semipenetrans) szemben (Parvatha és mtsai., 1996). Ugyanez a
faj a Meloidogyne incognita és Meloidogyne javanica kartételét is szignifikansan csokkentette (Rao
és mtsai., 1998; Spiegel és Chet, 1998; Sharon és mtsai., 2001; Sahebani és Hadavi, 2008;
Poornima és Pandey, 2009). Windham és munkatarsai (1986) T. harzianum és T. koningii
kombinécidjat sikerrel alkalmaztak Meloidogyne arenaria ellen kukoricaban.

A Trichodermak fonalféreggyérité képessége valdszinlileg Osszetett — Szamos enzim es
szekunder metabolit koordinalt kivalasztasaval jar6 — folyamatban nyilvanul meg (Lorito és mtsai.,
1996a). Egyes szerzOk szerint, a jelenség magyarazata a vizsgalt Trichoderma fajok pete-parazitald
képességében rejlik, melyet a parazita interakciokra jellemzd megndvekedett protedz és kitindz
szintek is kelléen alatamasztanak (Sharon és mtsai., 2001; Suérez és mtsai., 2004; Sahebani és
Hadavi, 2008). Annak ellenére, hogy a fonalféregpete komplex felépitésii, tobbrétegii burka
kivaléan ellendll a legtoébb kedvezitlen kdrnyezeti hatdsnak (pl. nematicidek, antagonista
mikroorganizmusok) (Wharton, 1980), célpontjava valhat olyan mikroorganizmusoknak, amelyek
rendelkeznek a burok megbontdsdhoz sziikséges — megfelelé Osszetételli — enzimek és toxinok
arzenaljaval. A Trichoderma nemzetség egyes fajaiban, térzseiben megvan vagy meg lehet ez a
potencidl. Két T. harzianum peptidazt kodolo génrdl mar bebizonyosodott, hogy kozrejatszanak a
nematicid hatas elérésében. Mindkét gén szerin peptidazt, a pral az S1 (PRAL), a prbl az S8
(PRB1) peptidaz csalad egy-egy tagjat kddolja (4. tablazat). Tisztitott PRA1-el inkubalt
Meloidogyne incognita petéi szignifikansan csokkend tendenciaju kelést mutattak (Suérez és mtsai.,
2004), a prb1-el visszatranszformalt — és igy a nevezett gén tobb masolatat hordozé — T. harzianum
torzs pedig M. javanica kartételét csokkentette jelentdsen in vivo Uveghazi kisérletekben (Sharon és
mtsai., 2001).

Mér korabban radmutattak, hogy az eltér6 szubsztratumra hato, litikus enzimeket tartalmazo,
tisztitott sejtfalbontd enzimkeverékek igen aktiv — nemegyszer a szintetikus peszticideknél is
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aktivabb — antifungalis hatassal rendelkeznek. Egyes kutatok szerint az antifungalis — és ennek
szintetikus peszticidekkel, sejtmembranra hat6é vegyiiletekkel, antagonista gombdakkal torténd
kombinalasaval (Lorito és mtsai., 1994b; Lorito és mtsai., 1996a; Baek és mtsai., 1999; Carsolio és
mtsai., 1999).

Az egyes gének szerepének ismeretében felmeriilhetne — a természetben el6forduld tarsaiknal
hatékonyabb enzimkeverékeket termel6 — transzgénikus fonalféregpete-parazita Trichoderma
torzsek nemesitése is. Szamos genmaodositott mikroorganizmust hasznalnak gydgyaszati hasznd
emberi feherjék tomegtermelésére (inzulin, véralvadasi faktor, névekedési hormon), amelyek ellen
a tarsadalom nem emel kifogast. Azonban a rekombinans DNS technoldgiaval nemesitett él61ények
(GMO) mezdgazdasagi felhasznalasa (termesztoberendezésekben, szabadfoldon) sem tarsadalmilag,
sem torvényileg nem elfogadott Magyarorszagon. Az egyik megoldas az lenne, ha a mezdgazdasagi
gyakorlatban nem magat a GM Trichoderma torzseket, hanem — kizarva a ,,génszennyezés”
lehetéségét — azok termékeit hasznalnak fel. Egy masik megoldasi lehetéség szerint — génmaodositas
nélkll — a mesterségesen tenyésztett Trichoderma fenntartasi koriilményeinek — példaul a tenyészté
kdzeg tipusanak, osszetételének, kémhatasanak, az inkubator hémérsékletének — befolydsolasaval a
biologiai védekezésben hasznalhato aktiv komponensek szelektiv termeltetése érhetd el (Lorito €s

Scala, 1999; Mach és mtsai., 1999; Woo és Lorito, 2007).

2.9.3. A Trichoderma fajok biokontroll hatasdnak hatterében meghtz6doé tulajdonsagok és
jelenségek

A Trichoderma fajok a ndvényi partnerre szamos Gton gyakorolhatnak pozitiv hatast. Egyes torzsek
képesek mas gombak sejtfalat feloldani, az aldozatot kolonizalni, igy azt tapanyagforraskent
hasznositani. Antagonista hatasukat — kis tavolsagon belill — képesek lehetnek a fizikai kontaktust
mell6zve kifejteni. SOt egyes kutatok mar a hatvanas évek végén ramutattak arra, hogy bizonyos
Trichoderma fajoknak novényi novekedés serkentdé hatasuk van (Lindsey és Baker, 1967). A
Trichoderma gombak névénykdrokozokkal és ndvényi fonalférgekkel szembeni antagonista hatasa
tobb — egymassal Osszefliggd — tulajdonsaguknak koszonheté (Harman, 2000). Ezek: parazita
interakcié novenykdérokozok micéliumaval, fonalférgek petéjével; antibidzis; versengés
mikroelemekért, ¢éléhelyért (szaprobionta kompeticio); ndvenykdrokozok behatolasanak gatlasa
enziminaktivacio Gtjan. Ezeken kivil a Trichoderma fajok kozvetlen gomba és névényi fonalféreg
antagonista hatasa kiegészil azzal, hogy képesek fokozni a novényi partner 6nallé védekezési
mechanizmusat (névénykondicionalas): indukalt ndvényi rezisztenciaval, robosztus gyokerzet
fejlesztésének elbsegitésével és a ndvenyi partner szdmara nélkildzhetetlen szervetlen elemek

felvételének és kivalasztasanak megkonnyitésével. A kovetkezOkben réviden Osszefoglalom a
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Trichodermak altal kifejtett antagonista mechanizmusok biologiai hatterér6l eddig felhalmozodott
ismereteket, kulonos tekinettel a kdzvetlen gomba-antagonista — és feltételezhetéen a kartevo

fonalféreggyérité hatasukban jelentds — intenziv hidrolaz tipust enzimekre.

2.9.4. Kitinolitikus enzimrendszer

A kitin nemcsak a valédi gombak sejtfalanak fontos épitéeleme. Sok mikroba szaméra —
kitindzrendszerik hatékony mikodtetésével — a kitin biopolimer egyben Kkivalé szén- és
nitrogenforras is. A mikoparazitizmus folyamataban leginkabb vizsgalt hidrolaz tipusu enzimek a
kitinazok. Szerepik a Trichoderma-gazdagomba interakcioban régota ismert (Harman és mtsai.,
1996).

A legtobb gomba kitindzrendszere minimum két komponensbdl all: endokitindzokbol
(enzimkategoria szama: EC3.2.1.14) és N-acetilglikoz-aminidazokbdl. Az endokitinazok a kitin
biopolimer belsejében vizmolekulak beépitésével random modon hasitjak a N-acetil-D-glikézamin
egységek kozti R-1,4-glikozidos koteseket. A N-acetilglikoz-aminidazok (NAG-4zok) pedig az
endokitindzok hasitasa altal képzodott kitin oligomerek nem redukaldé végérél N-acetil-D-
glikozamin egységeket hasitanak le. A szik specifitasi NAG-azok (EC3.2.1.29) — amelyet a
kitobiéz dimereket hasitanak le a Kitinszal nem redukald végérdl (http7). Azok a NAG-azok,
amelyek valamennyi kitin oligomerrél — még az intakt kitinlanc végérdl is — képesek N-acetil-D-
glikozamin egységeket hidrolizalni az exokitindzok (B-(1,4)-N-acetil-glikdézaminidaz EC3.2.1.30).
Mivel a R-(1,4)-N-acetil-glikdzaminidaznak igen tag a szubsztratspecificitasa, a szakirodalom [3-
(1,4)-N-acetil-hexdzaminiddznak is nevezi (EC 3.2.1.52) (Duo-Chuan, 2006). A kitinazok erds
gombagéatl6 hatasa, a gazdagombakon okozott morfoldgiai valtozasok (Lorito és mtsai., 1993), a
penetraciot kisér6 sejtfal lizis (Benhamou és Chet, 1997) mind arra utalnak, hogy ezek az enzimek
fontos szerepet toltenek be a Trichodermak parazita életmodjaban.

Az endokitinazok nemcsak — extracellularis enzimkent — a mikoparazitizmusban, de a sejtek,
hifak novekedésében is nagy jelent6ségiick azaltal, hogy a sejtfalat a megfeleld kitintartalmu
részeken fellazitjak, igy hifaelagazodasok képzddésére van lehetdség.

A Kkitinazok a legtdbb vizsgalatban induktiv és gliikzzal represszalhatd enzimeknek bizonyultak
(Jakucs és Vajna, 2003). Szdmukra az optimalis hémérséklet 20-40 °C, a kozeg optimalis pH
tartomanya pedig 4,0-7,0 kdzé esik (Duo-Chuan, 2006).

A legtdbb gomba egynél tobbfajta kitinazt termel. A T. harzianum legkevesebb 9-féle kitinazzal
rendelkezik: ketté B-(1,4)-N-acetil-glikézaminidazzal (CHIT102, CHIT72), hat endokitinazzal
(CHIT52, CHIT42, CHIT37, CHIT36, CHIT33, CHIT31,) és egy kitobiozidazzal (CHIT40)
(Viterbo és mtsai., 2001; Duo-Chuan, 2006). Biokémiai jellemzd6i mellett in vitro kisérletekben tobb
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T. harzianum kitinazrél megallapitottak, hogy a sejtfalaban kitint tartalmazé gombak ellen erds
gombagatl6 hatdsukat szinergista, valamint egymast kiegészité (komplementer) médon fejtik ki (De
La Cruz és mtsai., 1992). Kozilik is a 42 kDa méretli endokitindz (CHIT42) bizonyult a
leghatékonyabbnak (Lorito és mtsai., 1993).

A kitindz enzimek nemcsak egymassal, hanem mas sejtfalbontd enzimekkel, membrankarositd
antibiotikumokkal és fungicidekkel egydtt alkalmazva is szinergizmust mutatnak. Egyes esetekben
Trichoderma kitinazok egyiittes gombaold hatasa Osszevetheté volt a kontrollként hasznalt
szintetikus fungicidek hasonlo értékeivel (Lorito és mtsai., 1996a).

A mikoparazitizmusban részt vevé enzimek koziil a legrészletesebben a 42, 33 és 36 kDa
endokitinazokat kodolo gének szabalyozésa ismert. A T. harzianum chit42, chit36, chit33 és a nagl
(egy N-acetilglik6z-aminidaz) indukalhatd gombasejtfal, kitinkolloid valamint éheztetés hatésara.
Kifejez6désiikre gatld hatast a magas koncentrécidju glukéz és glicerol. Tovabba a Kitin
biopolimert felépité N-acetil-D-glikdzamin egységek a chit33 és nagl géneket igen, de a chit42 és
chit36 expresszojat nem képesek indukalni. Konfrontacids kisérletek T. harzianum és Botrytis
cinerea valamint T. harzianum és Rhizoctonia solani kdzott ramutattak, hogy a chit42 és chit36
gének transzkripcios aktivitasa mar a fizikai kontaktus el6tt megnétt, amihez makromolekuldk
diffuzidja szukséges (Zeilinger és mtsai., 1999). A chit33 viszont a T. harzianum és R. solani
kdzvetlen érintkezése nélkil nem expresszalodott (Duo-Chuan, 2006).

Seidl és munkatarsai (2005) a Hypocrea jecorina (anamorf: Trichoderma reesei) teljes
genomjanak in silico analizise soran 18 nyitott leolvasasi keretet azonositottak (open reading frame,
ORF), melyek feltételezett (putative) kitinaz enzimeket kddolnak és mind a glikozid hidrolaz
enzimek 18. csaladjaba tartoznak. Erre alapozva az IUPAC-IUB Commission on Biochemical
Nomenclature eléirasai és Henrissat (1999) javaslata alapjan Uj nevezéktant készitettek, melynek
logikaja szerint az enzim 3 betiis azonositojat (CHI), a glikozid hidrolaz csalad szama (18),
valamint az adott enzim izoelektromos pontjat jelz6 (pl) szdm koveti (pl. CHI18-1). Ennek
megfeleléen munkank soran a T. harzianum CHIT42, CHIT33, és CHIT36 enzimjeit kodold
géneket chil8-5, chil8-12 és chil8-15-nek neveztik.

2.9.5. Proteolitikus enzimrendszer

Régobta bizonyitott, hogy a gombasejtfal lebontasa enzimkeverékek segitségével torténik (Scott és
Schekman, 1980), nem meglep6 tehat — mivel a legtobb gomba sejtfala fehérjematrixba agyazott
kitint és/vagy B-glikant tartalmaz (Wessels, 1986) — hogy a proteolitikus enzimeknek is kiemelt
szerep tulajdonithat6 a mikoparazitizmus folyamatéban.

A proteolitikus enzimek — més szoval peptidazok (Barrett és McDonald, 1985) — hidrol&zok,
melyek az oligopeptideket felépité aminosavak kozti peptidkoteseket bontjak vizmolekula
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beépitésével. Az enzim nevezéktan (Enzyme Nomenclature) altal alkalmazott csoportositas szerint a
peptidazok a hidrolaz osztalyba (EC-szama: 3), ezen belil a peptid-hidroléz alosztalyba (EC 3.4)
tartoznak. A proteolitikus enzimek leghelyénvalobb elnevezése a ,,peptidaz”, melynek még elterjedt
szinonimaja a ,,protedz” név. Egyes szerzok szerint a 20-as évek végén hasznalatba kertilt ,,proteaz”
¢és foleg ,,proteinaz” (endopeptidaz szinonimaja) elnevezések hasznalata mar a 30-as évektdl sem
korszerii (Barrett és McDonald, 1985; 1986).

Bar minden peptiddz ugyanazt a kotést, a peptidkotést hasitja, a peptidazok mind
specifitdsukban, mind aktiv centrumukban kulénbségeket mutatnak. Aszerint, hogy milyen
szubsztraton miikodnek, milyen aminosav mogott és milyen gyorsan hasitanak, milyen molekula
helyezkedik el az enzim aktiv centrumaban az enzimrendszer egyes komponensei toébbféleképpen
csoportosithatoak.

Az alapjan, hogy a polipeptid lanc bels6 vagy terminalis elhelyezkedésti aminosav molekuljanal
hasitanak, megkiilonboztethetéek endopeptidazok (pl. tripszin, kimotripszin, pepszin) ¢és
exopeptidazok (pl. aminopeptiddz). Az exopeptidazok a peptidlanc N-, ill. C-terminalis végérél
hasitanak le egy vagy két aminosavat, igy képesek monomerjeire lebontani a peptidlancot.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a gombak tobbségében az exopeptidazok intracellularis
elhelyezkedésiiek, az endopeptidazok viszont extracellularisan és intracellularisan (lizoszémakban,
vakudlumokban) egyarant megtalalhatéak. Az intracellularis peptidazok féleg a sajat, hibas illetve
eloregedett fehérjék lebontasaban, valamint szekrécios és szabalyozasi folyamatokban jatszanak
szerepet, mig az extracellularis peptidazok a gomba kornyezetében eléforduld fehérjéket bontjak le
aminosavakig, illetve oligopeptidekig pl. a szaprotréf taplalkozaskor vagy a mikoparazitizmus soran
(Jakucs és Vajna, 2003; http8).

A peptidlanc belsejében hasité endopeptidazokat a katalizis pontos helyét meghatarozo
aminosavak alapjan soroljak tovabb csoportokba. A katalitikus helyen a szerin-peptidazok (EC
3.4.21) altaldban szerint és hisztidint, a cisztein-peptidazok (EC 3.4.22) ciszteint és hisztidint
tartalmaznak. Az aszpartil-peptidazokban (EC 3.4.23) két savas csoport, mig a metallo-
peptidazokban (EC 3.4.24) egy fémion és egy glutaminsav részvételével megy végbe a katalizis.

A peptidazok rokonsag alapjan torténd csoportositasa (Rawlings és Barrett, 1993) szintén
tartalmazza a katalizis mechanizmusa szerinti besorolast, mely szerint megkildnbdztetiink szerin-,
treonin-, cisztein-, aszpartil- és metallo-peptidazokat (jeldlésuk S, T, C, A és M).

A peptidazokat tovabba klanokba és csaladokba is soroljak, melynek alapja az aminosav-
szekvencia homoldgidja. Azok a peptidaz csaladok, amelyek bizonyitottan egy koz6s 6&sre
vezetheték vissza, egy klant alkotnak. A kozos eredetre utald bizonyiték lehet a hasonlo
térszerkezet, vagy ha az nem all rendelkezésre, a katalitikus funkcioval bir6 aminosavak pozicioja,

ill. a katalitikus aminosavak korlli hasonlé szekvenciamotivumok (Rawlings és Barrett, 1994).
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A T. harzianum szimulalt mikoparazita interakcioi soran szerin-, aszpartil- €s
metalloendopeptidazok, valamint egy metalloexopeptiddz (aminopeptidaz) szerepére deritettek
féenyt (4. tablazat). Biokémiailag az elsé mikoparazita interakcOban szerepet jatszo, tisztitott
Trichoderma peptidaz enzimet — egy bazikus szerin peptidazt (PRB1; EC 3.4.21) — Geremia és
munkatarsai jellemezték (1993). A szerzék Northern analizissel szintén megallapitottak, hogy a
kodold gén (prbl) autoklavozott micélium, Rhizoctonia solani gombasejtfal és kitin hatasara emelt
génexpressziot mutatott, mig gliikoz hatdsara represszalt maradt. Egy késObbi tanulmanyban,
melyben a prbl emelt kdpiaszamanak hatdsat vizsgaltdk T. harzianum és R. solani in vitro
konfrontacids kisérletben, a prbl atirasa mar a hifak érintkezése el6tt detektalhatd volt, az
interakcio késébbi szakaszaban pedig fokozott aktivitdst mutatott. Tovabba a transzforméans torzs
uveghazi kisérletben is képesnek bizonyult szignifikansan csokkenteni R. solani kartételét (Flores és
mtsai., 1997).

Colletotrichum acutatum és Botrytis cinerea sejtfalan, valamint kitinen, egy masik T. harzianum
szerin peptidazt (PRA1) taldltak a legaktivabb fehérjebonté enzimnek. Northern analizissel
megallapitottdk, hogy a pral kitin és gomba-sejtfal hatadsara hasonlé mértékben expresszalodik,
valamint represszalva marad szervetlen nitrogén és glikoz jelenlétében (Suarez és mtsai., 2004).

Amig a Trichodermak biokontroll folyamataiban szerepet jatsz6 extracellularis enzimek
tobbségében szerin peptidazok (Suarez és mtsai., 2005), addig az aszpartil peptidazok egyes
extracellularis enzimek (pl. celluldz) lebontasa miatt kertltek a figyelem kdzéppontjaba (Haab és
mtsai., 1990). Mégis, proteomikai és funkcionalis genomikai vizsgalatok alapjan Suarez €s
munkatarsai (2005) egy olyan — az Al (pepsin A) csalddba tartoz0 — pepszin-szerii aszpartil
peptidazrdl (P6281) szamolnak be, mely az egyes gombasejtfal szubsztratok (Phytium ultimum, R.
solani, B. cinerea) hatasara kiilonb6z6 mértékben, de erdteljesen indukalodott. A szerzok
valoszintsitik, hogy a P6281-nek szerepe lehet a gomba-sejtfal fehérjéinek lebontasaban.

Kiilonboz6 szimulalt biokontroll folyamatokban (R. Solani in vitro konfrontacios tesztekben;
szénhidrat vagy nitrogén hidnyos taptalajon; gliikkdzzal, kitinnel vagy kiilonb6z6 korokozo gombak
sejtfalaval kiegészitett taptalajokon) a kdzelmultban a T. harzianum faj még tébb extracellularis
peptidazat jellemezték. Kidertlt, hogy a szerin- S1, S8 és S53, az aszpartil- Al és a
metalloendopeptidaz M35, valamint az aminopeptidaz M28 peptidazcsaladok tagjai (4. tablazat) az
eltéré tenyésztési feltételekre kiilonbozoképpen reagalnak. A valaszok soksziniisége felveti azt a
lehet6séget, hogy a vizsgalt enzimek eltér6 modon jarulnak hozza a T. harzianum antagonista
hatasahoz (Suérez és mtsai., 2007).

Tovabbi két T. harzianum peptidazrél szamol be Yan és Qian (Yan és Qian, 2007; 2009). Az
egyik egy aszpartil- (SA76), a masik egy szubtilizin szerin endopeptiddz (SS10). Saccharomyces
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cerevisiae-be transzformalva, t6bb ndvenypatogén gomba hatasara mindkét gén expresszidjanak

jelent6s emelkedésével reagalt.

4. tdblazat. Mikoparazitizmussal ésszefliggéshe hozhat6 peptidazok T. harzianum-ban

Katalizis . s

mecha- | pepticiz | PRS | PEOEEE
PRA1 szerin tripszin A PA S1
PRB1 szerin szubtilizin SB S8
P8048 szerin szubtilizin SB S8
P5431 szerin szubtilizin SB S8
SS10 szerin szubtilizin SB S8
P5216 szerin aorzin SB S53
P6281 aszpartil pepszin A AA Al
P9438 aszpartil pepszin A AA Al
P7959 aszpartil pepszin A AA Al
P1324 aszpartil pepszin A AA Al
SA76 aszpartil pepszin A AA Al
P2920 metallo aminopeptidaz S MH M28
P7455 metallo deuterolizin MA M35

Forras: MEROPS adatbézis: Rawlings és mtsai., 2012

2.9.6. Mikoparazita interakcio

A Trichodermak altal kifejtett mikorparazita hatds szamos Osszehangolt 1épésbél allo komplex
eseménysor. A folyamat elején a Trichoderma micéliumot a célgomba iranyaba mutatd atipikusan
elagazo és feltételezhetben nem gazdaspecifikus novekedésre egyszerti, kis molekulatomegii
aminosavak, cukrok indukaljak (pozitiv kemotropizmus) (Goldman és mtsai., 1994; Chet és mtsai.,
1998). Ezutan egy specifikus — lektin-szénhidrat tipusd — felismerési folyamat eredményekent
(Inbar és mtsai., 1996; Omero és mtsai., 1999) a Trichoderma micéliuma a gazda hifaja koré
tekeredik (5. dbra). A folyamat korai szakaszaban a lektineken kivil egyes sejtfalbont6 enzimek is
részt vesznek (pl. CHIT42) (Zeilinger és mtsai., 1999). A gazda hifajdba tOrténé behatolast
apresszoriumszeri képletek (Goldman és mtsai., 1994), sejtfalbontd enzimek (Chet és mtsai., 1998)
és toxikus masodrendii anyagcseretermékek (pl. peptaibol) (Schirmbdck és mtsai., 1994) egyarant
segithetik.

Megannyi gén és géntermék vesz részt a mikoparazitizmus kialakitasaban. Lorito (Lorito, 1998),

kiemelve jelent6ségiiket, szamos kitinolitikus enzimet sorol fel, de az interakcioban hasonléan
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fontos szerepik van a kiilonb6zé gliikanazoknak (1,3-béta-gliikanadz, 1,4-béta-glikanaz, 1,6-béta-
glikandz) és proteolitikus enzimeknek is, melyek kozul sok egyméas hatdsat kiegészitve, illetve
felerdsitve — szinergistaként — vesz részt a folyamatban (Harman, 2000).

5. dbra. Elektron mikroszképos felvétel a T. harzianum (T.h.) és
a Rhizoctonia solani (R.s.) interakciéjardl (Forras: http9).

2.9.7. Antibiodzis

A mikroorganizmusok kozotti antagonista kdlcsdnhatasok legjobban tanulményozott és vitatott
megnyilvanuldsa az amenzalizmus fogalomkdrébe tartozd antibidzis jelensége (Szabo, 1988),
melynek soran — szervetlen (pl. ammonia, kén-hidrogén, nitrit), alacsony toxicitast szerves (pl.
egyszerli zsirsavak, etanol, tejsav, ecetsav) és igen toxikus szerves (pl. antibiotikum) méasodlagos
anyagcsere-termékekkel — a ,,1étért vivott kiizdelemben” az antagonista megszabadulhat ellenfelét6l.
A Trichoderma fajok biokontroll folyamataiban az antibiotikumok szerepe mér régen felmerilt
(Weindling, 1934). Sivasithamparam és Ghisalberti (1998) 43 antibiotikus hatasu — Trichoderma
torzsekbol izolalt — vegylletet sorol fel, melyek kozul szamos 0Osszefliggésbe hozhatd a
Trichoderma fajok biokontroll hatasaval (pl. alkil-pironok, izonitrilek, poliketidek, peptaibolok,
diketopiperazinok, szeszkviterpének és szteroidok), amelyet Howell munkaja is alatamaszt (1998).
Ezek a vegylleteket harom kategdriaba sorolhatok: 1. illékony antibiotikumok (pl. 6-pentil-a-piron,
izocianid szarmazékok); 2. vizoldhato 6sszetevok (pl. a szeszkviterpén-lakton szarmazék ,,koningic
acid”) 3. peptaibolok (Ghisalberti és Sivasithamparam, 1991).

A Trichoderma antibiotikumok kémiai tulajdonsagai kétféle hatadsmechanizmust feltételeznek
(Vinale és mtsai., 2008): az alacsony molekulasulyt, apolaris, illékony Gsszetevok viszonylagosan
tdvol, mig a poléris antibiotikumok és a peptaibol a termel6 hifakhoz kozel fejtik ki hatasukat.
Ghisalberti és munkatarsai (1990) kisérletében az alkalmazott T. harzianum torzsek
Gaeumannomyces graminis var. tritici-vel szembeni antagonista hatékonysaga nagyban fliggott a
torzsek piron-szerii antibiotikum termel6 képességétdl. Egy masik tanulmany arrol szdmolt be, hogy
in vitro antagonista tesztekben a vizsgalt Trichoderma fajok hifai nem hatoltak be a Fusarium
moniliforme vagy az Aspergillus flavus hifaiba, viszont a Trichodermak gatlo hatdsa mégis

megnyilvanult, ezzel azt feltételezve, hogy az adott Trichoderma torzsek esetében nem a
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mikoparazitizmus az egyedili antagonista interakcio (Calistru és mtsai., 1997). Mas esetekben
viszont egyes, masodlagos anyagcseretermék deficiens (gliotoxin) mutans Trichoderma torzsek
kevésbé géatoltdk a Pythium ultimum okozta palantad6lést, mint a vad tipust torzs, viszont nem
valtozott a Rhizoctonia solani altal okozott palantad6lés elleni hatasuk (Wilhite és mtsai., 1994;
Howell és Stipanovic, 1995). A kdzelmdltban in vitro antagonizmus tesztekben Vinale és
munkatarsai (2006) két kereskedelmileg forgalmazott T. harzianum (T-22 és T-39) torzs
mésodlagos anyagcseretermékeit jellemezték. Megéllapitottdk, hogy a 6-n-pentil-6H-piran-2-on-t,
mely a legjelentdsebb Trichoderma antibiotikum, egyik tdrzs sem termelte, ellenben két 0j bioaktiv
vegyuletet fedeztek fel. A T-22-es térzs altal termelt szerves heterociklusos vegyilet az
,,azaphilone” minden tesztelt névényi korokozd novekedését gatolta, mig a T-39-es torzs termelte
furan-szarmazék (,,butenolide™) a P. ultimum-ra nem, de a G. graminis var. tritici-re és a R. solani-
ra eredményesen hatott.

Adott Trichoderma bioaktiv méasodlagos anyagcseretermékeinek termelése nagy valdszintiséggel
faj- és torzsfiiggd tulajdonsag. Példaul a SoilGard™ (Certis, USA) készitményben talalhaté T.
virens aktivitdsahoz a gliotoxin elengedhetetlenil sziikséges. Ellenben a gyakorlati gazdalkodasban
is jOl bevalt T. harzianum T-22 térzs egyaltalan nem termel gliotoxint (Harman, 2000).

A Trichoderma fajok komplex antagonista hatdsmechanizmusat jol jellemzi az a tény is, hogy a
folyamat sordn szdmos antibiotikum sejtfalbont6 enzimekkel szinergizal (Di Pietro és mtsai., 1993;
Lorito és mtsai., 1996a). Lorito és munkatarsai (1996b) megallapitottak tovabba, hogy a gazda-
parazita interakcioban a peptaibolok a gazdagomba R-glukan-szintetdz aktivitasanak egyidejii
gatlasaval elosegitették a T. harzianum R-glikan-hidrolazanak miikodését. Amig a peptaibolok
szerepe és hatasa tisztazottnak tiinik, addig sz&mos méas bioaktiv masodlagos anyagcseretermék (pl.
pironok) hatdsmecahnizmusa és lehetséges szinergizal6 képessége még nem ismert (Vinale és
mtsai., 2008).

A Trichoderma fajok altal termelt, bioldgiailag aktiv masodlagos anyagcseretermékek nemcsak a
novénykorokozd gombak elleni védelemben hasznalhatéak fel. A T. virens altal termelt viridiol
példaul olyannyira fitotoxikus hatasu, hogy felmerilt herbicidként valo alkalmazéasa (Howell,
2006). Szamos fonalas gombabdl izolaltak nematicid hatast vegyuleteket (Li és mtsai., 2007),
koztuk  Trichodermakbol is (5. tablazat). Djian és munkatarsai (1991) Kkisérletében a T.
longibrachiatum sztrletében talalhatdo 0,044 mol/liter koncentracioju ecetsav pH-fiiggd toxicitast
mutatott juvenilis fonalférgek ellen. A gliotoxin és a peptaibol trichorzianinnal szerkezeti
hasonlosagot mutatd chrysospermin szintén mutattak anthelmintikus és nematicid hatast. A T.
aggressivum altal termelt kumarin-szarmazék melleinnek és a szteroid jellegii viridinnek szintén
lehet enyhe nematicid hatasa (Bacikova és mtsai., 1965; Li és mtsai., 2007; Reino és mtsai., 2008).

Yang és munkatarsai (2010) 329 Trichoderma torzset teszteltek in vitro kisérletekben Panagrellus
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redivivus és C. elegans ellen. Mindkeét fonalféregfaj ellen 8 torzs, kéziluk is a Trichoderma sp.
YMF1.02647 bizonyult a leghatasosabbnak. A szerz6k szerint a nematicid hatasbhan a —
Trichoderma sp. YMF1.02647 etil-acetatos kivonatabdl kinyert — trichotecén véazas trichodermin

mikotoxinnak jelentOs szerepe van.

5. tablazat. Nematicid hatasu vegyuletek Trichoderma fajokban

Szekunder metabolit | Faj

Ecetsav T. longibrachiatum
Gliotoxin T. virens

Mellein T. aggressivum
Trichodermin T. spp.

Peptaibol T. harzianum
Viridin T. spp.

2.9.8. Szaprobionta kompeticio

A természetben zajlo folyamatok soran a lokalis mikrobaktzdsségek faji 6sszetétele allanddan
valtozik, egy faj sem tartja pozicidjat a végtelenségig. A kompetici6 soran nincsen abszolut gydztes,
mivel a versengés targydnak mennyisége (pl. nitrogen, foszfor, kalium, oxigén, tér) véges, a
,»versenyzOk” a forrasok elapadésa utan visszavonulni kényszeriilnek. Az egyes fajok populacidinak
versenyképességét biokémiai potencidljuk és 6koldgiai tolerancidjuk, valamint az ezek hatterében
rejlé geno- €s fenotipusos plaszticitasuk szabja meg (Szabd, 1988).

A mikrobak legfontosabb kompetitiv képességei a szaporodas sebessége €s az abiotikus tényezdk
bioldgiai novényvédelemben egy antagonista mikroorganizmus csak akkor fejtheti ki hatasat, ha
adottsagai altal képes: a meglévé kortilmények kozott gyorsan ndvekedni, szaporodni €s a mar
helyben talalhatd hasonld 6kologiai niche-sel rendelkez6 korokozé mikroorganizmusokat legalabb a
szilkséges ndvényvédelmi hatas idejére kiszoritani (kompetitiv kiszoritas elve). llyen kompetitiv
potenciallal szamos fonalas gomba rendelkezik, koziilik is kiemelkednek a Trichoderma nemzetség
fajai (Herrera-Estrella és Chet, 2004; Harman, 2006; Vinale és mtsai.,, 2008). A téreért,
tapanyagokért és egyeb eletfeltételekért folytatott kompeticio nagy valosziniiséggel komoly
szereppel bir a biokontroll mikroorganizmusok fegyvertaraban, melyet egyben igen nehéz is
bizonyitani, mivel a versengés targyaert a mikrobdk vildgdban nem sportszeri a kiizdelem. A
klasszikus értelemben vett kompeticio mellett, szamos mas fegyver all a kiizdék rendelkezésére, igy
sok mas jelenség is beleszol a mikrobakozosségek felépitésébe, szervezddésébe (pl. amenzalizmus,
parazitizmus, predacid). igy a Trichoderma fajok eredményessége sem csak a kompeticidnak,

hanem szamos mas tulajdonsag kombinacidjanak koszonheto.
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A Trichoderma fajok erételjes kompeticids képessége, mely a biokontroll folyamatokban igen
elényos lehet, régota ismert (Chet, 1987). Gyors novekedési ratjuk, nagyaranyl konidium
képzésik, valamint széleskori és hatékony szubsztrat hasznositdo képességiik révén képesek
lehetnek hatékonyan kiszoritani a korokozdkat a rizoszférabol, igy megakadalyozhatjak azok
elszaporodasat. Sivan és Chet (1989) dinnye és gyapot rizoszférajaban végzett vizsgalatai igazoltak,
hogy a T. harzianum T-35 torzsének Fusarium oxysporum f. sp. melonis elleni antagonista
hatasaban jelentGs szerepe van a szénért és nitrogénért folytatott kompeticionak. Kisérleteikben a
Trichoderma gatlo hatdsa sokkal kisebb volt, amikor kodnnyen hasznosithatd szén, illetve
nitrogenforrast, glilkozt és aszparagint adtak a talajhoz.

A Trichodermak kompeticios képessége nemcsak a rizoszférara korlatozodik. A T. harzianum
képes volt kiszoritani B. cinerea-t sz616 viragzatabdl (Gullino, 1992), tovabba a T. harzianum T-39
torzsét levélfellletre jutattva, lelassitottak a korokozé B. cinerea konidiumainak csirazasat (Elad és
mtsai., 1999). Mivel a korokozé konidiumainak csirazasdhoz kiils6 tapanyagforrasok is
szukségesek, a jelenséget részben a Trichoderma gyors terjedésenek, és a kdorokozoval a kdzos
tdpanyagokért valé sikeres versengésének tulajdonitottdk. Ezek mellett egyes Trichoderma
izolatumok képesek gyorsan kolonizélni — a Sclerotinia, illetve Botrytis szamara kivalo tamadasi
pontot nydjtd — szeneszcens ndvényi szoveteket is, igy megelézve a betegséget (Harman es
Bjorkman, 1998).

A Trichodermékra jellemzé erés kompeticios képesség nem minden helyzetben nyilvanul meg.
A kompeticio soran a talajkdrnyezet biotikus elemeinek jelentés hatdsa lehet a Trichodermék
biokontroll aktivitdsdra. Bae €s Knudsen (2005), zold fluoreszcens proteinnel jeldlt mutans
Trichoderma torzs segitségével kimutatta, hogy minél magasabb a kiilonboz6 mikroorganizmusok
egyedszama a talaj mikroflérajaban, a Trichodermak hifalis ndvekedés helyett, annal inkabb a
sporulécio stratégiajat valasztjak. Ezzel az altaluk kifejtett biokontroll folyamatok hatékonysaga
jelentésen csokkenhet. Ez a negativ hatds 0sszefliggésbe hozhatdé a talaj mikroflorajanak

Osszetételétdl nagyban fiiggd ,,fungisztazis” jelenségével (de Boer és mtsai., 2003).
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2.9.9. Egyéb biokontroll tulajdonsagok

Enziminaktivéacid jelensége: Kisérletekkel igazoltdk, hogy levélfeliletre jutattva egyes T.
harzianum torzsek konidiumai enzimatikusan — szerin peptidazzal — képesek voltak inaktivalni a
Botrytis cinerea sejtfalbonto enzimjeit (Elad és Kapat, 1999).

Novényi fejlédésre gyakorolt hatas: a Trichoderméak és névények valodi mutualisztikus (pl.
mikorrhiza) kapcsolatara nincsen adat, de egyes kutatok eredményei ramutatnak, hogy a névényi
partnerre — legalabbis azok gyokérzetén keresztil — bizonyos Trichoderma torzsek képesek
novekedésserkenté hatast elérni (Altomare és mtsai., 1999; Harman, 2000; Ezzi és Lynch, 2002;
Harman és mtsai., 2004; Verma és mtsai., 2007).

Indukalt névenyi rezisztencia: a T. harzianum T-39 és T-203 torzsei az alkalmazas helyétol
térben elkllonllve is képesek voltak a ndvényben szisztemikus rezisztencia mechanizmusokat
indukalni (De Meyer és mtsai., 1998; Elad és mtsai., 1999; Yedidia és mtsai., 1999, 2000).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Nematoda-csapdéazé gombak és tenyésztésik

A munkank sordn felhasznalt Arthrobotrys és Monacrosporium térzsek nemzetkozi
torzsgyljteménybdl szarmaznak (6. tablazat), fenntartasuk CMA (Corn Meal Agar; Oxoid), illetve
SP (Soya Peptone) taptalajon tértént (Ahrén és mtsai., 2005).

6. tAblazat. A kisérletekben hasznalt nematdda csapdazé gombak

Faj Torzs szama
Monacrosporium haptotylum CBS 220.54
Monacrosporium haptotylum CBS 200.50
Monacrosporium cionopagum CBS 228.52
Arthrobotrys oligospora ATCC 24927
Arthrobotrys oligospora ATCC 24928
Arthrobotrys tortor CBS 361.94

3.2. Trichoderma torzsek és tenyesztésuk

A Kisérletekhez hasznalt Trichoderma fajok a Szegedi Tudomanyegyetem mikrobioldgiai
torzsgytjteményébdl szarmaztak, melyek kivétel nélkiil 6szi buza rizoszférajabol szarmazo hazai
izolatumok (7. tablazat). Laboratoriumi fenntartdsukhoz PDA téptalajt hasznaltunk, amely 39 g/l
burgonya dextrézt és 2 % agart tartalmazott (Potato Dextrose Agar; Oxoid).

A Trichoderma torzsek és a C. elegans peték interakcidihoz, a gomba torzseket szintetikus
minimal taptalajra (SM) helyezett sterilezett dializis membranon, illetve Hewa celofanon 3 napig,
25°C-on, zart inkubatorban novesztettilk. Az SM taptalaj (pH 7,0) dsszetétele [g/1]: 2,8 (NH4),SOy;
0,6 urea; 4,0 KH,POy4; 0,6 CaCl,.2H,0; 0,2 MgSQOy; 0,01 FeSO,.7H,0; 0,0028 ZnSO,4.H,0; 0,0032
CoCl,.6H,0; 5,0 gliikdz; 20,0 agar.

3.3. Caenorhabditis elegans tenyésztése

A Kisérletekhez a vad tipusu C. elegans Bristol N2 tdrzs fenntartasa és felszaporitasa zart
inkubatorban, 25°C-on, NGM (Nematode Growth Medium) taptalajon tértént (Brenner, 1974). A
fonalférgek szdmara tapanyagforraskent az Escherichia coli OP50 térzsét alkalmaztuk.
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. ITS

Faj Torzs Szarmazas azonositasi IT,S

(SZMCQC) s7Ama genotipus
T. harzianum 1600  Algyé DQ345793 2b*
T. harzianum 0559 Deszk DQ118087 1!
T. harzianum 1630 Ruzsa DQ345828 Harll?
T. harzianum 1629 Ruzsa DQ345827 5!
T. harzianum 2636 Ruzsa DQ345834 Harl?
T. harzianum 2637 Tiszasziget DQ345835 2a’
T. harzianum 1677 Tiszasziget DQ345875 2b'
T. harzianum 1647 Kunszentmikl6s DQ345845 23’
T. virens 1605  Algyé DQ345798 ex-type®
T. virens 0931  Ruzsa DQ118083 ex-type®
T. virens 1616 Deszk DQ345811 Virl?
T. virens 1685 Tiszasziget DQ345883 ex-type®
T. virens 1671 Kunszentmikl6s DQ345869 Virl?
T. atroviride 1609 Deszk DQ345802 MA3643*
T. atroviride 1624 Deszk DQ345820 MA3643*
T. atroviride 1663 Kunszentmikl6s DQ345861 epitype®
T. rossicum 1703 Kunszentmikl6s DQ345901 MA2995*
T. tomentosum 1610 Deszk DQ345804 -

SZMC: Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobiologiai Gylijteménye;

ITS

szekvenciék génbanki azonositasi szdma; az ITS genotipusokat *Kulling és
mtsai. 2000b; 2Kredics és mtsai. 2011; *Kulling és mtsai. 2001; “Wuczkowski
és mtsai. 2003; *Dodd és mtsai. 2003; hataroztak meg.

3.4. Nematdda-csapdazé gombak és a Trichoderma fajok névekedési-tesztje

A Kisérletekhez CMA téptalajt hasznaltunk (Mustafa és mtsai., 2009). A kiilonbozé gomba fajokat

kilén-kulon Petri-csészékbe 3-3 fiiggetlen ismétlésben a szervezetet tartalmazd agar6z blokk

atvitelével oltottuk, majd a zart Petri-csészéket sotétben, 25°C-on inkubaltuk. A tenyeszetek

novekedesi Utemét 5 napig naponta, a telepsugarak mérésevel kovettik.
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3.5. Nematdda-csapdazé gombak és a Trichoderma fajok direkt konfrontacios-tesztje

A nematdda-csapdazé gombédk és a Trichoderma fajok konfrontacios-tesztjeit SM téptalajt
hasznélva végeztik. Az egyes gomba fajok 3 napos eredeti tenyészeteinek szélérél szarmazd
inokulumokat az SM téptalajt tartalmazo6 Petri-cseészek két ellentétes pontjara oltottuk, majd 25°C-
on inkubaltuk. A mikroszkopds megfigyelés megkonnyitése érdekében a tesztsorozatot a
gombapartnerek kdzé helyezett sterilezett dializis membran alkalmazésaval is elvégeztiik (6. abra).
A pérositasok kozul azokat tekintettik kompatibilisnek, melyeknél antibidzis és/vagy
mikoparazitizmus — a fizikai talalkozas utdn egy héttel — egyaltalan nem, vagy alig volt

megfigyelhetd, s a két faj a Petri-csészében kozel azonos tertiletet foglalt el.

6. dbra. A mikroszkopds megfigyeléshez készilt konfrontacids-teszt sematikus
abrgja. G1, G2: gombapartnerek; steril tenyészetb6l szarmazé inokulum
(négyzetek); dializis membran (fehér nyil).

3.6. Trichoderma torzsek peteparazita képességének megallapitasa

Az interakciokhoz sziikséges C. elegans peték izolaldsa az Eisenmann altal kidolgozott (2005)
natrium-hidroxid- és natrium-hipoklorit-os eljarassal tortént. Az NGM-r6l a fonalférgeket steril
desztillalt vizzel centrifugacsdvekbe mostuk, majd Ulepedés utan a kapott szuszpenziét 3,5 ml-re
allitottuk be. Centrifugacsévenként 0,5 ml 5 M-os NaOH és 1 ml NaOCl hozzéadéasa utan a
szuszpenziokat tiz percen at, két percenként, par masodperces razatassal elegyitettiik, majd 30 mp-
ig 1300 rpm fordulatszammal centrifugaltuk. A centrifugalast kovetden a feliiluszd folyadékot
eltavolitottuk, majd a petéket 5-5 ml steril desztillalt vizzel kétszer atmostuk. A peték Ulepedése
utdn a visszamarado szuszpenzid korulbelil 15 db petét tartalmazott pl-enként.

Az SM-taptalajon 3 napig novesztett Trichoderma telepek peremehez korilbelil 5 mm széles
savban, torzsenként 3 ismétlést alkalmazva, tehat 3-3 Petri-csészébe egyenként 3x10% db petét
helyeztlink. Az igy elkészllt tenyészeteket kiértékelésig (lasd alabb) és a partnerek mikroszk6pos
megfigyelését lehet6vé tevé kalkofluoros festésig (lasd 3.7.), azaz 11 6rén keresztiil, sotétben,
25°C-on inkubaltuk.
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Az egyes Trichoderma torzsek fonalféregpete-parazitalo képességét a Trichoderma torzsek és a
C. elegans peték 11 oranyi interakcidjat kovetden a kikelt 1arvak szama alapjan egy mérészam — a
pete-parazita index (PPI) (9. tablazat) — segitségével jellemeztik. A PPl a Trichoderma
jelenlétében — térzsenként harom ismétlésben — kikelt larvak atlagszamanak és az axénikusan
tenyésztett kontroll C. elegans tenyészetekben kikelt larvak atlaganak a hanyadosa, mely
egyszerlien szamolhat6 a kiilonb6z6 Trichoderma torzsek fonalféregpete-parazitaldo képessegenek
jellemzésére. A kikelt larvdk szamlaldsat 60 mm atmér6jii, négyzethaldsra (négyzetenként 0,25
mm?) vonalkazott alji, miianyag Petri-csészékbe helyezve végeztiik. Az eredmények statisztikai
értékelése egyszempontos varianciaanalizissel, Analysis ToolPak bdvitménnyel kiegészitett

Microsoft Excel programmal tortént.

3.7. Mikroszkdépos megfigyelések

A Trichoderma torzsek és a nematdda-csapdazd gombak, valamint a Trichoderma térzsek és a C.
elegans peték interakcidjanak esetleges morfologiai jellegzetességeit (ratekeredés, parazita hifék,
hausztorium) kalkofluor-fehér festést (Calcofluor White Stain, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
alkalmazva figyeltik meg. A kalkofluor-fehér egy nem fluoreszkéalé anyagokat is fluoreszkalova
tevé tn. nem-specifikus fluorokrom szinezék, mely kitin és celluloz tartalmu sejtosszetevokhoz
kotédik. Kalkofluor-fehér M2R-t és Evans kéket (Evans Blue) tartalmaz 1 g/l, illetve 0,5 g/l
koncentracioban. A gyartd tanacsanak megfeleléen 10%-0s NaOH-ot hasznaltunk a parazita gomba
jellegzetes morfologiai képleteinek megfigyelésére. A fényképek fixacio nélkil, Nikon Eclipse E80i

mikroszkoppal készultek.

36



10.14751/SZIE.2014.063

3.8. T. harzianum SZMC 1647 — C. elegans pete direkt interakcidja génexpresszios
kisérletekhez

A C. elegans pete hataséra indukalédé T. harzianum peptiddz és kitinaz geének expresszios
értékeinek meghatarozasahoz — lefedve a C. elegans ex utero egyedfejlodési idejét (11 o6ra) — hét
mintavételi idépontot tartalmazo (0, 1, 3, 5, 7, 9 és 11 ora) sorozat készllt, melyek biomassza
tdmegét egyenként 30-30 interakcié egyesitésevel kaptuk. Kontrollként pete nélkili kisérleti
beallitast alkalmaztunk. A konfrontacios és kontroll tenyészeteket 25°C-on inkubaltuk.

A Kisérlethez a C. elegans peték izolalasa a korabban leirt (3.6.) Eisenmann altal kidolgozott
(2005) natrium-hidroxid- és natrium-hipoklorit-os eljarassal tortént.

A fonalféreg-petéket tartalmazo szuszpenziobdl az SM taptalajra helyezett és Hewa celofanon
ndvesztett T. harzianum SZMC 1647 telepeinek pereméhez, korilbelil 5 mm széles savban,
petricsészénként 20 ul — atlagosan 300-400 db petét tartalmaz6 — szuszpenzidt juttattunk Ki (7.
abra). A Hewa celofan alkalmazédsa megkdnnyitette a mintavételt és egyben elkeriilhetévé valt,
gomba micélium telepek petéket tartalamaz6 peremének mintegy 5 mm-nyi zondjat tavoltitottuk el,
sterilezett mikro poradagold spatulaval. A mintakat folyékony nitrogén segitségével azonnal

.....

7. &bra. A génexpressziés vizsgélathoz hasznélt kisérleti elrendezés sematikus
abraja. G: gombatelep; steril tenyészetbdl szarmazé inokulum (négyzet)
1Z: gombatelep és a fonalféregpeték interakciés zonaja; Hewa celofan
(haromszog).
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3.9. Génexpresszios vizsgalatok

A gomba-pete interakcio és a pete nélkili mintakbdl Stiekema és munkatarsai altal kozolt (1988)
eljarast kovetve izolaltuk a totdl RNS-t. Roéviden: folyékony nitrogénnel hiitott steril
dorzsmozsarban a fagyott 20-30 mg-os mintat 1 ml extrakcids puffer jelenlétében [0,2 M Na-acetéat
(Sigma); 10 mM EDTA (Sigma); 1 % SDS (Sigma); dietil-pirokarbonat (DEPC) kezelt vizben
oldva] poritottuk, majd 1 ml savas fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 arényu keverékét
alkalmazva a mintdkat extrahaltuk. Az ismételt szerves olddszerrel torténd extrakciok kozott,
centrifugalasi 1épéseket alkalmaztunk (10 perc, 4°C, 12 000 rpm) mindaddig, amig a két fazis hatara
fehérje csapadéktol mentes nem lett. A kovetkezé 1épésben a vizes fazist — azzal azonos térfogatu —
100%-os kloroformmal extrahaltuk. Ismételt centrifugalast (5 perc, 4°C, 12 000 rpm) kovetden a
oldat alkalmazéaséaval egy éjszakan at tartd inkubalast (4°C) kovetden Kicsaptuk. Majd az RNS-t
centrifugalassal Glepitettik (10 perc, 4°C, 15 000 rpm) és az RNS csapadékot 2,5 M-os LiCl-
oldattal Gjra mostuk. 5 perc centrifugélas (15000 rpm, 4°C) és a LiCl-os mosoéoldat eltavolitasa utan
az RNS csapadékot egymas utan kétszer 500 pl 4°C-0s, 75%-0s etanollal — razés, vortexelés
mell6zésével — ismét mostuk. Az RNS csapadékot szaritas utdn 20-50 ul RNaz-mentes vizben
oldottuk és felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az RNS mintak minéségét 1,0 %-0s denaturald agaroz
gélen ellendriztiik (Sambrook és mtsai., 1989).

A NanoDrop 2000 keszlékkel meghatarozott nukleinsav koncentracio alapjan, az RNS mintakat
fél orara, 37°C-on 10 pl végtérfogatban DNaz kezeleésnek vetettiik ala az alabbi reakcio
komponensek bemérése révén: 1 pl 10 X DNaz I puffer; 1 pl 10 U/pl koncentracioji RQ1 DNaz
enzim (Promega), kiegészitve a kivant végtérfogatra DEPC-el kezelt vizzel. A reakciot 1 ul Stop
oldat hozzéadasaval és 10 perc 65°C-on torténé inkubalas segitségével allitottuk le.

A DNaz kezelést kovetéen Agilent 2100 Bioanalyzer készilékkel, RNA 6000 Nano reagent kit
alkalmazasaval meghataroztuk a mintak totdl RNS-nek mindéségét és koncentracidjat. A reverz-
transzkripciohoz >7,0 RIN szammal (RIN: RNA integrity number) jellemzett mintakat hasznaltunk,
mely megfelel a qPCR-el szemben tamasztott mindségi kovetelményeknek (Fleige és Pfaffl, 2006;
Schroeder et al, 2006; http10).

A reverz transzkripciot az ,,Applied Biosystem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”
(Life Technologies) protokolljdnak megfeleléen, reakcionként 20 ul végtérfogatban hajtottuk vegre

a kovetkezOk szerint: a mintak 1-1 pg-nyi (10-10 pl) total RNS-éhez 10-10 ul 2 XReverse
Transcription Master Mix adtunk, mely a komponenseket tartalmazta: 2 ul 10 XRT puffer; 2,0 ul
RT random primerek; 0,8 pl 25 X dNTP (100 mM); 1 ul MultiScribe™ reverz transzkriptaz; 4,2 ul
nukledzmentes viz. A reakcidét hagyomanyos PCR késziilékben (GeneAmp PCR System 9700)
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végeztik a kovetkez6 paraméterek beallitasaval: primerek kapcsoldédasa a komplementer cél-
szekvencidhoz 25°C, 10 perc; reverz transzkripciéo 37°C, 120 perc; enzimdenaturéacié: 85°C. Az
elkeészilt cDNS-t felhasznalésig -80°C-on taroltuk.

A kovetkezé 1épésben a T. harzianum Kitinaz, peptidaz és potencialis referencia genjeire
tObbszoros illesztést kovetden, Primer-3 programmal (Rozen és Skaletsky, 2000), 19-21 nukleotid
hosszUsagu, 61-63°C-on bekot6édd ,,forward” és ,,reverse” primereket terveztiink (8. téblazat). A
Master Mix-ek és a PCR reakciok 0sszeméréséhez nagy pontossagu pipettdzé-adagold robotot
(epMotion 5070, Eppendorf) hasznaltunk. A valoés idejii kvantitativ PCR reakciokhoz Power
SYBR® Green Master Mix-et (Applied Biosystems) alkalmaztunk, mely tartalmazta a puffer, a
dNTP, a DNS-polimeraz, a SYBR Green és a passziv referencia festék (ROX) megfelel6
mennyiségét. Az amplifikacido 25 pl végtérfogatban tortént, amelybe 0sszemértiink 12,5 pl Power
SYBR® Green Master Mixet; 0,5 - 0,5 ul ,forward” és ,reverse” primert (0,5 puM); 10,5 pl
nukledzmentes vizet (Ambion); valamint 1 pl 10X higitott cDNS mintat. A Master Mix-eket a
pipettazo robot eldirasanak megfeleléen az egyes 6sszetevok 10 %-0s raszamoléasaval készitettik. A
kisérleteket Step One™ Real-Time PCR System alkalmazésaval végeztik (Life Technologies). Az
expresszids valtozasok mérésére a keészilék szamitdgépes programjaba integralt, relativ
kvantifikaciot alkalmazé ““CT médszert (Livak és Schmittgen, 2001) alkalmaztuk.

A PCR reakciok kezd6é el6denaturacios 1épése 95 °C volt 10 percig, melyet 45 ciklusbol all6
DNS sokszorositds kovetett: denaturacié 95 °C-on 15 mp-ig, tapadas 58 °C-on 20 mp-ig és
elongéacid 72 °C-on 20 mp-ig. A 45 ciklust egy zaro6 elongacios 1épés kdvette 72 °C-on 20 mp-ig. A
mérések soran 3 technikai replikatumot alkalmaztunk mintanként. Az amplikonok homogenitasat
minden esetben olvadasi gorbe felvételével ellendriztiik. Ennek soran a reakcid elegyet 95°C-ra
melegitettik, majd 58 °C-ra hitottik vissza. Ezt kovetéen fokozatosan ismét denaturacios
homérsékletre melegitettiik, mikozben 0,3°C-onként regisztraltattuk a fluoreszcencia ertékeket.

Az aktin, az alfa-tubulin és a glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz referenciagénekre tervezett
primerparok kozil az aktin és a tubulin expresszios szintje allandonak, valamint a kisérleti
korilményektdl — fonalféreg pete jelenléte, tenyészetek fiziologiai allapota — fiiggetlennek
bizonyultak. Méréseinkhez belsé referencianak az aktin gént vélasztottuk. A kitindz és peptidaz
enzimeket kodol6 gének idében torténd expresszios valtozasat (1, 3, 5, 7, 9, 11 6ra) a 0. idépontban
(Un. kalibracios pont) mért expresszios értékhez viszonyitva allapitottuk meg, majd az egyes gének
megnyilvanulasat logaritmikus (log) skalan abrazoltuk. Minden gPCR reakciét a MIQE (Minimum
Information for Publication of gPCR Experiments) eléirasainak megfeleléen hajtottunk végre
(Bustin és mtsai., 2009).

39



10.14751/SZIE.2014.063

8. tablazat. A PCR amplifikaciohoz hasznalt primerek szekvenciai, és az amplifikalt gének azonositoi

Amplifikaly |  Genbanki Primer (5’- szekvencia - 3°)
. azonosito
e SZAm Forward Reverse
chil8-5 FJ179590 GGCCGGTATCTGGGATTACA GCCTCCCAGAACATGCTACC
chil8-12 X80006.1 CTTCTCTGCTGCTCCCCAGT CTCGTCTTGGCCCAGTTCTC
chil8-15 AY028421 TCCAAGGCACCACAATCAAG GTCCAGTTACCCGCTCCATC
pral AJ249721 CTTGCGACAGCGACTACGAT CCCTGACCCCAAGAAACAAC
prbl M87516 ATGGCGACTCTCTGGGAAAC CCGCTGATTGTGTTGGTAGC
p8048 AM?294978 ATACACATCCTGGGGGCCTA CAATCAACGCAGGGTCAAAG
p5431 AM?294975 TTGGCACTCTCTCCGACATC AAGGTCTTGGCACCCTTGAC
ss10 EF063644 CCCCCGGTGTTAATGTTCTC TGATGAGGTTGCTGACATCGT
p5216 AM294974 CGGCAAGTGGTTGTTTGTCT GTCCGGCACAGGGAAGTAGT
p6281 AJ967001 GCCAAGGTTCCATCTCGACT AGCAGCAGAGCCACTCTTGA
p9438 AM294979 GCTGTTCACTGCTGCGTTTT GTTGCCGGATTGTGAGATTG
p7959 AM?296483 AAGGGATGGAGCGGAGTATG | CAGGGCCAGGAATTGTCTTT
p1324 AM294972 TGGACTGCAAGTTCCGTGA TCGCCCATCAAAGTACCAAA
sa76 EF063645 TCCCAGCTACAGCCGTTACA CTGCATCTTCGTCTCCTCCA
p2920 AM294973 AAGATGTTGTTGGCGGGTCT GTTCCCTGGACAAAGCCAGT
p7455 AM294976 AGGACCAGGCCACCACTAAC AACCCGAATCAAGCCAAATC
aktin FJ442478 CGTTCGTGACATCAAGGAGAA | CGCTCTCAAGACCAAGGACA
alfa-tubulin EF063142 CTGGTCTTCCCTCTCCCTCA GGCAGCAACCTCCTCGTAAT
GAPDH Y12542.1 AGGAGATTACCAGCGCCATC CCCACTCGTTGTCGTACCAG
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Trichoderma spp. és nematdda-csapdazo gombéak kombinalhatésaga

A Trichoderma fajok igen aktivak a névenyek gyokérzonajaban, biokontroll szervezetként sikerrel
alkalmazhatdak talajlak6 novénykorokozé baktériumok, gombak és ndvénykartevé fonalférgek
ellen, a nematofag gombak pedig specialis micélidlis strukturaik segitségével képesek “elkapni”,
megolni és tapanyagként hasznositani a szabadon €16 nematddakat, petéiket s cisztaikat. A két faj
egyes torzseinek egyidejii vagy idében valtakozo alkalmazéasa korokozok és/vagy novénykartevo
fonalférgek ellen elméletileg megvaldsithato. In vitro kisérleti rendszerekben 4 nematdda-csapdazo
gombafaj 6 torzset, és 5 Trichoderma faj 18 torzsét vizsgaltuk (6. tablazat) annak érdekében, hogy
betekintést nyerjink azok kombinalhatdsagi viszonyaiba. Kezdé 1épésként a két potencidlis
biokontroll hatadsi szervezet (Trichoderma-nematdda-csapdazd) kapcsolatanak legelemibb
tulajdonsagainak jellemzésére in vitro névekedesi és konfrontacios kiserleteket vegeztink, melynek
soran eldszor megallapitottuk a monokulturdk novekedési iitemét. A novekvé gomba koloniak
sugarirdnyu nodvekedését 5 napon &t 24 O6ranként mértik. Megallapithatd, hogy az ©sszes
Trichoderma toérzs hasonl6 in vitro névekedési Utemmel rendelkezik, azonban mind gyorsabb

novekedésii, mint a nematoda-csapdazo gombék (8. abra).

telepsugar (mm)

z;:‘_T' harzianum (6)
T. tomentosum (5)
/// M. haptotylum (4)
M. cionopagum (3)

A. tortor (2)

M. haptotylum (1)

5.nap

8. dbra. A nematoda-csapdazé gombak és a Trichoderma fajok ndvekedési titeme (1) CBS 220.54; (2)
CBS 361.94; (3) CBS 228.52; (4) CBS 200.50; A T. tomentosum SZMC 1610 (5) és a T.
harzianum SZMC 1647 (6) torzsek a Trichoderma fajok leglassabb-, illetve leggyorsabb
ndvekedési ltemét reprezentaljak.
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A nematdda-csapdazé gombak kdzil a M. haptotylum (CBS 200.50) jellemezhet6 a leggyorsabb
ndvekedési Utemmel, amely még igy is lassabbnak bizonyult, mint a leglassabban novekvé T.
tomentosum (SZMC 1610).

Az alkalmazott in vitro korilmények kozott a legkisebb ndvekedési ttemmel a M. haptotylum
(CBS 220.54) rendelkezett, mely olyan alacsonynak bizonyult, hogy a tovabbi konfrontacios
kisérletekben nem teszteltlik tovabb.

A partnerek az azonos forrasokért nemcsak a ndvekedésuk sebessegével versengenek, hatassal
lehetnek egymas terjeszkedésére inhibitorokkal (enzimek, masodlagos anyagcseretemékek) is, ezért
a potencialis partnerek meghatarozasahoz a niche-kolonizalé sebesség mellett figyelembe kellett
venni az antibiozist és a parazita képességet egyarant.

A kilencven direkt konfrontéacids kisérlet 80%-aban a Trichoderma fajok gyorsabb ndvekedési
utemmel rendelkeztek (9. A. abra) és 15%-ban antibidzissal antagonizaltak a nematoda-csapdazo
gombakat (9. B. bra).

A biokontroll agensek korokdzo és kartevé visszaszoritd hatékonysaga idében valtozo (Jeger és
mtsai., 2009; Xu és mtsai., 2010). Ez alapjan feltételezheté, hogy a tobb agenst tartalmazd
preparatumokban a mikroorganizmusok kozott fenalld kdlcsénhatasok jellege (szinergista vagy
antagonista) és azok fokozata idében szintén valtozast mutathat.

Konfrontaciés kisérleteinkben a T. harzianum térzsek (SZMC 1600, 1647, 1677 és 2636),
valamint a M. cionopagum (CBS 228.52) kdzel azonos ndvekedési utemmel birtak (9. C. abra), és
kozottlk harom hét utan sem tapasztaltunk antibiozist vagy mikoparazitizmust (9. D. abra).

A Trichoderma fajokra jellemz6 mikoparazita megjelenési forma — a parazitalt gomba hifainak
korulndvese — nem volt megfigyelhetd a kisérletekben, az interakcidkban e helyett inkabb a
gombapartnerek hifdinak egymassal valé parhuzamos ndvekedését figyeltik meg. A
gombapartnerek hifainak érintkezése esetén csak néhany alkalommal detektaltunk mikoparazita
interakcidra esetleg utal6 hifaduzzanatokat (9. E. abra). Ezek az esetek leginkabb azokban a
parositasokban voltak megfigyelhetdek, ahol az egyik partner az A. oligospora volt. Az A.
oligospora a Trichoderma fajokhoz hasonléan szintéen képes — igaz behatolas nélkul -
mikoparazitizmusra (Nordbring-Hertz és mtsai., 2006). A két gomba hifajanak nem szelektiv festése
miatt nem eldontheté, hogy ezekben az esetekben a megfigyelt hifaduzzanatokat a Trichoderma
és/vagy az A. oligospora képezte-e. Ez a tény nem valtoztat az adott fajok kompatibilitdsanak
eldontésében, mivel ha az egyik partner képes a masikat parazitalni, a két faj egyuttes alkalmazasa

kizarhaté.
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9. &bra. Trichoderma spp. és nematdda-csapdazé gombék interakcidi (T*: T. harzianum SZMC 1647;
NCS": M.cionopagum CBS 228.52; T% T. tomentosum SZMC 1610; NCS* A. tortor CBS 361.94;
T3: T. virens SZMC 1605; NCS?: A. oligospora CBS 869.97);
A. kép: &tndvés miatti erételjes sporulacio; B. kép: antibidzis; C. és D. képek: ugyanaz a tenyészet
5 nappal (C.), illetve 3 héttel a taptalajra oltas utan (D.); E kép: a T. virens SZMC 1605 (G* vagy
G és az A. oligospora CBS 869.97 (G* vagy G?) hifai egymas mellett parhuzamosan futnak, a
nyilhegy azokat a helyeket jeldli, ahol a hifak talalkoznak.
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Xu és munkatarsai (2011) tanulmanyukban ramutattak, hogy az egynél tobb biokontroll hatasu
organizmus egyiittes alkalmazasanak feltétele, a potencidlis partnerek fébb biokontroll
mechanizmusainak és interakcidinak teljes ismerete. In vitro tesztekkel ennek tisztazésara tettlink
kisérletet, jollehet a természetben a partnerek az ismertetett interakcioktol eltéro jellegli és fokozatu
viszonyokat is kialakithatnak. Az emberi beavatakozas neélkili, természetes folyamatok Utjan
kialakul6 biokontroll folyamatokban (pl. szuppressziv talajok) a betegség-, illetve kartevé elnyomo
hatas hosszl 1d6 alatt, és nagy valdszintiséggel szamos — nem kimondottan biotikus — kdrnyezeti
tényez6 Osszahatasanak ereddjeként alakul ki, ezért az interakcid pontos megértéséhez tovabbi in
vivo kisérletek sziikségesek.

A természetben el6forduld folyamatok az egyetlen biokontroll hatasu szervezetet tartalmazé
készitmények hatasfokat nagymértékben befolyasolhatjak, ezért a kombinalt biokontroll agensek
hasznélatanak éppen az lehet az elénye, hogy csokkenthetik a biokontroll folyamatok
kornyezettfiiggd megnyilvanulasanak hatasfokat (Guetsky és mtsai., 2001). Igy a kombinalt
biokontroll készitmények elméletileg szélsdséges kornyezeti feltételek mellett is alkalmazhatdak,
hiszen a tobb eltéré kornyezeti igényi és/vagy hatasmechanizmusii mikroorganizmus koziil
nagyobb valoszinliséggel lesznek olyan ,,talélok”, amelyek a valtozé és kompetitiv kérnyezetben
képesek biokontroll hatast kifejthetni. Ezek alapjan tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek annak
tisztdzasa érdekében, hogy az alkalmazas helyén meglévé mikrobakozosségek és a valtozd
kornyezet milyen hatést gyakorolnak a kombinéacidban alkalmazott Trichoderma-nematdda-

csapdazd gombak korokozo és kartevo visszaszoritd képességének kialakitasara.
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4.2. Trichoderma spp. — C. elegans pete interakcio

A C. elegans faj igen gyorsan szaporodd, életciklusa laboratoriumi feltételek kdzott korulbelll
harom napig tart. A megtermékenyitést6l a larva kikeléséig az embridgenezis 14 orat vesz igénybe,
melybél a pete méhen kiviili — ex utero — fejlédése koriilbeliil 9-11 6ra. igy a Trichoderma fajok és
a C. elegans petek kozotti interakcid vizsgalatara minddsszesen 11 6ra allt rendelkezésre. A pete-
gomba interakciok mikroszkdpos megfigyelései egyértelmiien igazoltak, hogy a Trichoderma fajok
— a mikoparazita interakciokbol mar ismert morfoldgiai képleteikkel — ezen id6éintervallum alatt
képesek voltak a C. elegans peték parazitalasara. Az interakciok soran a Trichoderma hifak a
petékre tekeredtek, appresszoriumszerti képletekkel behatoltak, majd a petéket beliilrol kolonizaltak
(10. &bra).

10. &bra. T. harzianum SZMC 1647 peteparazitizmusa, lathaté és UV
fényben egyszerre (A), valamint csak UV fényben (B). A
kelés elétti C. elegans L, larva koriil apresszoriumszerii
képz6dmények (nyilak), parazitalo- (Ph), valamint
vegetativ hifa (Vh) figyelhetéek meg.

Az egyes Trichoderma torzsek pete-parazitald képességét un. ,pete-parazita index” (PPI)
segitségével hataroztuk meg (9. tablazat), mely az adott gombapartner jelenlétében kikelt C.
elegans larvdk szamanak és a kontrollban a gombapartner jelenléte nélkil nevelt és kikelt larvak
szdménak hanyadosa. Az igy kapott szam (nullatdl egyig terjed6 érték) adott Trichoderma faj in
Vitro pete-parazitald képességérdl nyujt informaciot.

A PPI fajonként és torzsenként is eltéréseket mutatott, érteke 0,26-0,70 kozott valtozott. Az
egyes torzsek kontrolltdl valé eltérései statisztikailag mind szignifikansnak (P < 0,05) bizonyultak,
tovabba a T. harzianum és T. atroviride fajok torzsei fajon belil hasonlo, mig tébb esetben a T.
virens torzsei egymastdl szignifikansan (P < 0,05) kiilonboz6 PPI értékekkel jellemezhetéek (11.
abra). A T. virens torzseinek 0,31-0,48, mig a T. atroviride térzsek esetében 0,68-0,71 kdze esett a
PPl értéke. Az 0Osszes Trichoderma faj kozul az utdbbi torzsek rendelkeztek a leggyengébb
nematdda-pete-parazitald képességgel. A T. rossicum és a T. tomentosum pete-parazita indexe 0,40,

tehat az ¢16 és elpusztult nematodak aranya mindkét fajnal kozel azonosnak bizonyult.
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A legerésebb aktivitast a T. harzianum térzsek mutattak (PPI: 0,26-0,32) ezért a tovabbi
transzkriptomikai kisérleteinket a T. harzianum fajokra, illetve az egyik leghatékonyabb pete-
parazita képességgel rendelkez6 torzsre —az SZMC 1647-re (PPI: 0,26) — koncentréltuk.

9. tablazat. Trichoderma fajok torzseinek pete-parazita indexe (PPI)

Faj/Torzs PPI Faj/Torzs PPI Faj/Torzs PPI Faj/Torzs PPI
avcaerr (% smcasos 03| Scten |%%3| smcuros |04
e oo e foss| L o | Fiemerom | o
e ozs| e, Jovr| Lt |on

amcosss |7 | smcaen |4

aveagsy |77 | somcaess |8

e Joas

e o

e o2

T. harzianum SIMC 1647
T. harzianum SZMC 1677

T. harzianum SZMC 1629

T. harzianum SZMC 0559
T. harzianum SZMC 2637

T. harzianum SZMC 1600

T. harzianum SZMC 2636
T. harzianum SZMC 1630

T. virens SZMC 1605

T. virens SZMC 1616

T. tomentosum SZMC 1610
T. rossicum SZMC 1703
T. virens SZMC 0931

. virens SZMC 1671
T. virens SZMC 1685

D

T. atroviride SZMC 1624
T. atroviride SZMC 1663
T. atroviride SZMC 1609

11. &bra. Trichoderma fajok tdrzseinek csoportositasa hasonlé és szignifikansan
kiilonbozs (P < 0,05) pete-parazita indexek (PPI) alapjan. Az egyes
csoportok PPI értékei: A: 0,26-0,31; B: 0,28-0,35; C: 0,35-0,40; D: 0,47
és 0,48; E: 0,68-0,72. A csoportokon belil és az atfed6 teriileteken
talalhaté torzsek PPl értékei szignifikansan nem kilénbéznek
egymastol.
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4.3. T. harzianum Kitino- és proteolitikus enzimjeit kodolé gének transzkripcids vizsgélata
C. elegans peteparazitizmus soran

Szamos — a sejtfalaban Kkitint tartalmazd — novénykdérokozé gomba ellen sikerrel alkalmazott
Trichoderma faj, a kitin hatékony lebontasanak koszonheti kiemelkedd biokontroll képességét
(Lorito és mtsai., 1993; Carsolio és mtsai., 1994, 1999; Inbar and Chet, 1995; Haran és mtsai.,
1995, 1996; Chet és mtsai., 1998; Cortes és mtsai., 1998; Kulling és mtsai., 2000a; Viterbo és
mtsai., 2001; Brunner és mtsai., 2003). Szakirodalmi adatok alapjan az is ismert, hogy bizonyos
Trichoderma fajok képesek egyes névénykartevé fonalférgek petéjének parazitizmusara. Ezekben a
folyamatokban egyes szerzok kiilonleges szerepet tulajdonitanak a kitinolitikus enzimeknek (Seidl
és mtsai., 2005; Duo-Chuan, 2006; Gortari and Hours, 2008), melyek feltételezhetéen egymassal és
mas enzimekkel (pl. peptidazokkal) (Suérez és mtsai., 2004) — egymas hatésat kiegészitve vagy
felerdsitve — vesznek részt a fonalféregpeték és novénykartevé gombak megtamadasaban (Elad és

mtsai., 1982; Sivan and Chet, 1989; Chet és mtsai., 1997; Lorito, 1998).
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4.3.1. Endokitinaz enzimeket kodolo gének transzkripcids aktivitasa

Mivel a Trichoderma fajok erételjes novekedéssel és komoly fegyverténynek szamitd enzimatikus
arzenallal rendelkeznek, feltételezhetonek tartottuk, hogy az eldkisérletekben kivalasztott T.
harzianum SZMC 1647 képes transzkriptomikailag is jellemezheté génaktivitast mutatni a parazita

interakcid soran a C. elegans pete ex utero egyedfejlodési fazisaban (11 ora).

A chil8-12 transzkripcitja a pete nélkuli mintdkban nem mutatott statisztikailag értékelhetd
génexpressziot (Ct > 42), de a petéket tartalmazé mintakban, az interakcio kezdete utan egy éraval a
chil8-12 transzkriptum abundanciaja (12. abra) drasztikusan megemelkedett (log, RQ: 5,56), majd
kovetkezd mintavételi id6pontban a génexpresszid igen alacsony szintre esett vissza (log, RQ:
0,20), melyet az utolso vizsgalt idépontig ismét igen erdteljes, fokozatos ndovekedés kovetett (9 ora

log, RQ: 7,37; 11 6ra log, RQ: 10,32).
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12. &bra. A T. harzianum SZMC 1647 endokitindz chil8-12
transzkripcios profilja (RQ: a 0. idéponthoz viszonyitott
transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi id6pontokat 6rakban jelolik.
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A chil8-12 génnel ellentétben a chil8-5 gén csak az interakcid 6todik orajatol mutatott erételjes
kifejez6dést (log, RQ: 3,28) (13. abra). A kovetkez6 idépontban (7 6ra) — ha nem is olyan
drasztikus mértékben, de a chil8-12 tendencidjahoz hasonléan — egy atmeneti csokkenés utan

expresszidja ismét fokozatosan emelkedett a vizsgalat végéig (11 ora log, RQ: 3,60).
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13. dbra. A T. harzianum SZMC 1647 endokitinaz chil8-5 transzkripciés profilja (RQ: a 0.
id6éponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozddas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idépontokat érakban jel6lik.

A valods idejii génexpressziOs vizsgalatokhoz viszonyitasi pontként a peték gomba hifai elé
torténd helyezését (Oh) valasztottuk, jollehet ebben az idépontban a negativ kontrollhoz hasonléan
szignifikans génexpresszios valtozas még nem varhato.

A chil8-5 gén esetében a gomba-pete kolcsonhatas elsé mintavételi pontjahoz képest (Oh) az
otodik oraig nem mérhet6 szignifikans génexpresszids ndvekedes. Ezzel ellentétben a mikoparazita
interakcidban az emlitett gén transzkripcidja mar igen korai fazisban, a gazda- parazita fizikai
kontaktusa el6tt emelkedni kezd (Zeilinger és mtsai., 1999). Szintén érdekes, hogy a mikoparazita
interakcioban csak gyengén expresszalodd chil8-12 (Dana és mtsai. 2001) a gomba-pete
interakcidja soran igen erételjesen kifejezodott (logz RQ: 5,56-1,32), sét ebben az esetben 3-4
oraval hamarabb mutatott emelt expresszids értéket, mint a chil8-5.

Altalanossagban megallapithatd, hogy a két kitinaz gén (chil8-5 és chil8-12) transzkripcios
szintjei jelentés kiilonbségeket mutattak. Az interakcio hetedik 6rajat kivéve (chil8-5 log, RQ:
2,21; chil8-12 log, RQ: 0,20) a chil8-12 értékei (log, RQ: 5,56-1,32) a chil8-5-nal (log, RQ: 2,21-
3,60) szignifikansan magasabbnak bizonyultak. A mRNS abszolut szintjeiben megnyilvanvald
kilonbsegek ellenére a két gén idoben hasonlo expressziods tendenciai arra engednek kdvetkeztetni,
hogy a chil8-5 és a chil8-12 a peteparazitizmus folyamataban valdszinilileg egymast erdsitve,
illetve egymast kiegészitve jatszanak szerepet.
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Szakirodalmi adatok alapjan a harmadik ismert T. harzianum Kkitinaz kdédolo gén (chil8-15)
transzkripcija — mely Kkitin jelenlétében és mikoparazita interakcioban egyarant indukalodott
(Viterbo és mtsai., 2001) — a peteparazitizmus sordn nem volt kimutathato.

4.3.2. Szerin endopeptidaz enzimeket kddolo gének transzkripcios aktivitasa

A Trichoderma fajok kozll eddig csak a T. harzianum egy tripszin szerii savas (pral és paralogja
p7480, GenBank AC number: AM294977) valamint egy bazikus (prbl és homoldgja p10261,
GenBank AC number: AM294980) szerin peptidazarél volt ismert, hogy nematicid hatassal

rendelkeznek (Sharon és mtsai., 2001; Suarez és mtsai., 2004).

A T. harzianum-fonalféregpete interakcié Otddik Orajatol a pral transzkripciés mintazata
szignifikans emelkedést mutatott (log, RQ: 1,88-3,44) (14. abra). Suarez és munkatérsai (2004)
szintén korai idépontban — az indukciot kovet6 negyedik éraban — tapasztaltdk a pral gén fokozott
megnyilvanulasat novénykorokozé gomba sejtfalaval, illetve Kkitinnel Kiegészitett minimal
taptalajon. Az altaluk vizsgalt két kovetkezé id6pontban (9 és 24 o6ra) viszont a pral gén
aktivitasanak erGs csOkkenéset tapasztaltak, mig a gén mRNS abundancidja viszonylag stabil
maradt a gomba-pete interakcio hetedik (log, RQ: 1,4) és kilencedik (log, RQ: 1,89) drajaban,

valamint a kisérlet végéig tovabbi ndvekedés jellemezte (11 ora log, RQ: 3,44).
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14.abra. A T. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptidaz pral transzkripciés profilja. (RQ: a
0. id6ponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozddas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idépontokat érakban jel6lik.
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Kisérletinkben a masik — nematicid hatasarol szintén ismert — szerin endopeptidaz (prbl)
transzkripcidja a petéket nem tartalmaz6 mintédkban az 6todik (log, RQ: 7,70), kilencedik (log, RQ:
6,75) és tizenegyedik (log, RQ: 8,73) draban igen magasnak bizonyult, mig a petéket tartalmazé
mintakban a gén leginkabb csokkent génexpressziot mutatott, vagy nem mutatott szignifikans
kiilonbséget az els6é mintavételi idéponthoz képest (7 o6ra log, RQ: -1,74; 9 d6ra log, RQ: 0,05; 11 6ra
log, RQ: -0,21) (15. abra).
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15.4bra. A T. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptidaz prb1 transzkripcios profilja (RQ: a
0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi id6pontokat 6rakban jelolik.

A prblgénnnek a pete nélkiili mintakban megfigyelhetd valtozékony mintazata Gsszefiiggésbe
hozhatd a Suarez és munkatarsai (2007) altal tapasztaltakkal. Kisérletikben a p10261— mely a prbl
homologja — alacsony szintii nitrogénforrast tartalmaz6 taptalajon szintén Kkarakterisztikus
autoregulaciét mutatott.

Olmedo-Monfil és munkatarsai (2002) tanulmanyukban ramutatnak, hogy a prbl transzkripcidja
nitrogén katabolit represszids szabalyozas ala esik. A nitrogén katabolit represszios szabalyozas
soran az elsddleges nitrogénforrdsok (pl. ammonia, glutamin és glutamat) nitrogén katabolit
represszio indukalasaval elnyomjak azokat a géneket, amelyek a maésodlagos nitrogénforrasok
anyagcseréjének szabalyozasaban jatszanak szerepet (Marzluf 1997; ter Schure 2000). Amikor az
els6dleges nitrogénforrasok nem elérhetéek, vagy csak alacsony koncentracidban vannak jelen,
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akkor an. méasodlagos anyagcsereforrasok: nitrat, nitrit, purinok, amidok, aminosavak és fehérjék
keriilnek hasznositdsra. Ha madasodlagos nintrogénforrason tenyésztett sejtek elsddleges
nintrogénforrast jelent6 tapanyaghoz jutnak, akkor bizonyos gének — mint pedaul a prbl — amelyek
a szegényebb nitrogéenforrds hasznositasanak szabalyozasaban vesznek részt represszalodnak,
géntermekeik inaktivalodnak és/vagy degradalédnak (Magasanik, 1992; Wiame és mtsai., 1985).

A prbl gén aktivitasa pete jelenlétében a negativ kontrollhoz hasonlitva a kiserlet 6todik dréja
(log, RQ: 3,16) utdn nem mutatott emelkedett génexpressziot. Ezekben az idépontokban (9 és 11 h)
a prbl gén alacsony aktivitasanak az egyik lehetséges magyarazata az, hogy miutan a T. harzianum
parazita hifai athatoltak a pete kiils0 rétegén, a petében talalhatdé nagy mennyiségli fehérje
bontasabdl szarmazd NH," megakadalyozhatta a probl tovabbi indukcidjat. Egy masik magyarazat
szerint az ok éppen a prbl és a tébbi gén egymasra haté komplex szabalyozasi folyamataiban
kereshetd. Feltételezhetd, hogy mivel a prbl funkcidja nem elsddleges fontossagti a fonalféreg pete
parazitizmusban, a gomba a parazita interakcid kialakitdsa soran optimalizalja a folyamathoz
szlikséges enzimek termelésére forditott energiait. Késébbiekben a kérdés teljeskorii tisztazasa
anndl is érdekesebb lenne, mivel egy korébbi tanulmany szerint a Trichoderma hamatum chil8-5 és
a prbl génjei koexpressziot mutattak glicerint tartalmazé taptalaj, és Sclerotinia sclerotiorum-mal
torténé konfrontacio esetén. A koexpresszio tényét magyardzza, hogy a két gén promoter régioiban
olyan kozés motivumokat taldltak (MYREL-MYRE4), amelyek felel6ssé teheték a mikoparazita
valaszreakcio kialakitasaért (Steyaert és mtsai., 2004). Mivel a T. harzianum és C. elgenas pete
interakcidjaban a chil8-5 és a prbl transzkripcids mintazata igen kiilonboz6 (13. és 15. dbrék), a
két génre a peteparazita interakcioé indukalo elemei valosziniileg nem a Steyaert és munkatarsai altal

feltételezett k6z6s motivumokon keresztil fejtik ki hatasukat.
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A C. elegans petéek jelenlétében egy masik szubtilizin szerin endopeptidazt kodol6 gen (p8048),
minden mintavételi iddpontban gyengén indukalodott (16. abra). A gén mRNS abundanciaja
altalaban sziik intervallumon beliil valtozott (log, RQ: 0,13-1,08), az csak a kisérlet végére ért el
egy mérsekelt expresszios értéket (log,RQ: 1,70).
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16.4bra. A T. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptidaz p8048 transzkripcios profilja (RQ:
a 0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozdodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idépontokat érakban jel6lik.

A p8048 alacsonyabb szinten manifesztalodott, mint a pral, de génexpresszids mintdzatuk mutat
némi hasonldsagot. A két gén expresszios mintazatanak hasonldsagat gombasejtfallal és kitinnel
kiegészitett taptalajon is megfigyelték (Suéarez és mtsai. 2007), ellenben a gomba-pete interakciotol
eltéréen ezekben az esetekben a p8048 erésebben indukalddott.

Annak ellenére, hogy a Suarez és munkatarsai altal hasznalt 6sszehasonlitdé Northern blot
analizis nem alkalmas a pral es a p8048 kifejezddése kozotti finom kiilonbségek kimutatasara, arra
a vitathatd megaéllapitasra jutottak, hogy kisérletiikben a két gén expresszidjanak erdssége nem
korreldl a promoteriikben talalhaté karbon represszidért felelelés CreA transzkripcios faktor
kothelyek szdméaval (2 db a p8048 és 5db a pral promoterében). Tudomasunk szerint nincsen
szakirodalmi utalas vagy bizonyiték arra nézve, hogy a CreA transzkripcios faktor kotOhelyek
szama milyen befolyast gyakorol a pral és a p8048 gének KkifejezOdésének erdsségére. A
kisérleteinkhez hasznalt kvantitativ valos idejii PCR eredményei mindenesetre alatdimasztjak azt az
elméletet, amely szerint ugyanolyan kisérleti kortilmények kozott a hasonld transzkripcios
mintazat( gének szabalyozd régidi kdzos elemeket hordozhatnak (Zhang, 1999; Vilo and Kivinen,
2001).
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Suarez és munkatarsai kisérletében (2007) a p5431 gen mind glukoz, kitin, Botrytis cinerea
sejtfal, nitrogén, valamint szénforras hidnyaban, minden vizsgalt idépontban konstitutivan
expresszalodott. A T. harzianum és C. elegans pete interakcidjaban minden vizsgalt idépontban
szignifikansan csokkent génexpresszidt mértiink a Oh idéponthoz és a kontrollhoz képest (17. abra),
ezert a génnek a peteparazitizmus folyamataban feltételezhetéen nincs, vagy alarendelt szerepe van.
A gomba a vizsgalt idépontokban valosziniileg a parazita interakciohoz nélkiilozhetetlenebb

enzimek termelésére forditja energiait.
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17.4bra. A T. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptiddz p5431 transzkripcios profilja (RQ:
a 0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozddas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idépontokat érakban jel6lik.

Az SS10 gén Yan és Qian (2009) kiserleteiben minden indukal6 stimulusra (B. cinerea sejtfal,
kitin) hatarozott transzkripciés emelkedést mutatott, azonban a peteparazitizmus soran nem
tapasztaltunk szignifikans génexpresszios valtozast a negativ kontrollhoz képest (18. abra), tehat a

pete jelenléte nem volt hatassal az SS10 transzkripciojara.
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18.4bra. AT. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptidaz SS10 transzkripcios profilja (RQ: a
0. id6éponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idépontokat érakban jel6lik.
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Erdemes viszont ramutatni, hogy Suarez és munkatarsai kisérletében (2007) az SS10 gén
homologjanak (p7129) transzkripcidja semmilyen biokontroll jellegii kisérletben (kitinnel, és 6t

kiilonb6z6 mikroszkopikus gomba sejtfalaval kiegészitett taptalajon) nem volt kimutathato.

JOl ismert, hogy a mikroszkopikus gombak az evoluciés fegyverkezési verseny soran a
kornyezetiikben lehetségesen eléforduld fehérjeforrasok hasznositdsara nagyszamu peptidazt
,.fejlesztettek ki (St. Leger és mtsai., 1997), mégis meglepd, hogy kiilonb6z6 biokontroll jellegti
kisérletekben valamint a gomba-fonalféregpete interakcidban, a T. harzianum egyes génjei
alapvetOen kiilonboz6 transzkripceios profillal rendelkeznek. Példaul az aorzin szerin endopeptidazt
kodolé p5216 gen, mely az S53 peptidaz csalad tagja, egyetlen korabbi biokontroll eseményt
szimulald kisérletben sem mutatott valaszreakciét (Suarez és mtsai., 2007), azonban C. elegans pete
jelenlétében az Osszes tesztelt peptidazt kodold gén koziil a legmagasabb és idében

legkiegyenlitettebb transzkriptum abundanciat mutatta (19. abra).
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19.4bra. AT. harzianum SZMC 1647 szerin endopeptidaz p5216 transzkripcios profilja (RQ:
a 0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozdodas). Az abszcissza €értékei a
mintavételi id6pontokat 6rakban jelélik.

A p5216 gén mar az interakcio korai szakaszaban (1 ora log, RQ: 1,74; 2 ora log; RQ: 1,78)
emelt expresszios erték valtozast mutatott. Az 6todik éraban még aktivabba valt (log, RQ: 4,73),
majd ettdl az idéponttol kezdve a C. elegans ex utero egyedfejlodésének végéig transzkripcidja
megkozelitéleg azonos szinten maradt (7 ora log, RQ: 5,15; 9 dra log, RQ: 4,72; 11 6ra log, RQ:
5,20). Ez arra mutat, hogy a P5216 aorzin szerin endopeptidaznak alapvetd szerepe lehet a T.

harzianum fonalféregpete-parazitizmusaban.

55



10.14751/SZIE.2014.063

4.3.3. Aszpartil endopeptidaz enzimeket kodolo gének transzkripcids aktivitasa

A kozelmdltig a biologiai védekezésben Kiprobalt, vagy in vitro szimulalt biokontroll
folyamatokban vizsgalt Trichoderma spp. extracellularis proteolitikus enzimjei kozil, a kutatasok
célkeresztjeben a szerin peptidazok alltak (Flores és mtsai., 1997; De Marco and Felix, 2002;
Hanson and Howell, 2004; Pozo és mtsai., 2004; Suarez és mtsai., 2004; Grinyer és mtsai., 2005).
Egyes kutatok eredményei viszont ravildgitanak, hogy szdmos biokontroll folyamatban az aszpartil
peptidazok szintén jelentés szerepet jatszhatnak (Suarez és mtsai., 2004; 2007; Yan and Qian,
2007). Figyelembe véve az aszpartil endopeptidazok potencialis jelentdségét, a T. harzianum pete-
parazitalo képességének vizsgalata soran Ot aszpartil endopeptidazt kodolé gén (p6281, p9438,

p7959, p1324 és SA76) transzkripcios vizsgalatat végeztik el.

Egy korabbi tanulmanyban (Suérez és mtsai., 2005) az aszpartil peptidaz P6281 transzkripcids és
fehérje expresszios vizsgalata soran egyértelm{i megallapitast nyert, hogy génszintii expressziojat
kiilonb6z6 névénykorokozo gombak sejtfalai indukalni képesek. A gombasejtfal és a fonalféregpete
altal indukalt transzkripciés mintdzat Osszehasonlitaisa azonban hasonlésagokra és jelentds
kilénbségekre is ramutatott. Mindkét esetben megfigyelheté az mRNS korai felhalmozddasa (5 6ra
log, RQ: 3,48), de a gomba-pete interakcioban egy atmeneti csokkenés utan (7 ora log, RQ: 0,56)
egy masodik csucs is észlelheté (11 ora log, RQ: 3,70) (20. abra) ellentétben a gomba sejtfallal
indukalt kisérletekben tapasztalt génexpresszio csokkenéssel.
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20. dbra. A T. harzianum SZMC 1647 aszpartil endopeptidaz p6281 transzkripcios profilja
(RQ: a 0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozddas). Az abszcissza
értékei a mintavételi iddpontokat drakban jelolik.
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Osszehasonlitva a p6281, pral és p8048 gének gomba-pete interakcidban megfigyelhetd
transzkripcidés mintazatat — figyelembe véve a p6281 nagyobb ardnyu kilengéseit is — az 6todik
oratdl szembeotlé azok hasonldsdga. A méar korabban emlitettek szerint azok a gének, amelyek
hasonlé transzkripcids profillal rendelkeznek, promoter régidikban nagy valoszinliséggel kozos
szabélyzé elemeket hordozhatnak (Zhang, 1999; Vilo és Kivinen, 2001). Szekvencia adatok
transzkr1pc1os kotéhely talalhato. Mivel a p6281 karbon katabolit szabalyozasat kisérleti uton
bizonyitottak és in silico 3 CreA transzkripcids faktor kotohelyet is azonositottak annak promoter
régidjaban (Suarez és mtsai., 2005), a p6281, pral és p8048 gének hasonlo transzkripcids profilja

nem meglepd, azonban a kérdés egyértelmii tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Suérez és munkatarsai tanulmanyaban (2007) egy maésik aszpartil endopeptidazt k6dolé gén
(p9438) vizsgalata soran kett6 kivételével az 6sszes biokontroll jellegii kisérletben csak igen késon,
huszonnégy éra utan tapasztaltak transzkripcids aktivitast. Kitinnel kiegészitett taptalaj alkalmazasa
sorén csupan a negyedik éraban tapasztaltak minimalis mRNS abundancia névekedést, mig nitrogén
hidnyos taptalajon folyamatosan novekvo, huszonnégy 6ra milva pedig igen magas transzkripcios
aktivitast mértek. A kései transzkripciés aktivitast azzal magyarézték, hogy a szoban forg() gén altal
szignal szekvencia, igy az valdsziniileg nem szekretalt peptidaz. Erdekes modon a gén atirodasa
folyamatosnak bizonyult a T. harzianum és C. elegans pete interakcidja alatt, mely a Oh idéponthoz
és a kontrollhoz képest mérsékelten magas mRNS abundanciaval volt jellemezheté (log, RQ: 1,53
minimum és 2,63 maximum értékek kdzott) (21. dbra). Expresszids mintazata alapjan a p9438 gén

a fonalféreg-pete parazitizmusaban feltehet6leg szerepet jatszik.

4,00 A

3,00 o

2,00 o
I Wm ﬂ i
o T
© 0,00

-1,00 -

500 O pete jelenlétében

o i O pete nélkl

-3,00 -

Oh 1h 3h 5h 7h 9h 11h

21. dbra. A T. harzianum SZMC 1647 aszpartil endopeptidaz p9438 transzkripcios profilja
(RQ: a 0. iddponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza
értékei a mintavételi idépontokat drakban jeldlik.
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A p7959 gén transzkripcidja a 0. idéponthoz képest egyik iddmintaban sem mutatott 1ényeges
valtozast, végig alacsony aktivitassal jellemezheté (logz RQ: 0,25 minimum és 1,15 maximum
értékek kozott) (22. dbra). Szimulalt biokontroll jellegli folyamatokban (gliikoz jelenlétében, szén-,
és nitrogén-hianyos taptalajon, valamint Kkitinnel és Botrytis cinerea sejtfal preparatummal
kiegészitett taptalajon), eltér6 szinteken ugyan, de a gén minden vizsgalt id6pillanatban
megnyilvanult (Suérez és mtsai., 2007). Kiserleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a C.
elegans peték parazitizmusaban a p7959 gén nem tolt be jelentds szerepet.
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22. &bra. A T. harzianum SZMC 1647 aszpartil endopeptiddz p7959 transzkripcios profilja
(RQ: a 0. idéponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozddas). Az abszcissza
értékei a mintavételi iddpontokat drakban jeldlik.

A pl324 jelii aszpartil endopeptidazt kodolé gén — hasonldéan Suéarez és munkatarsai altal
tapasztalt eredményekhez (2007) — a peteparazitizmus sordn sem mutatott a detektalasi zajszintet
meghalad6 génaktivitast.

A fonalféregpeték szintén nem gyakoroltak hatast az aszpartil endopeptidazt kddold SA76 génre,
jollehet err6l a génr6l korabban azt allapitottak meg, hogy transzkripcidja kiilonb6zo
novénykorokozd gombak sejtfalaval és kitinnel kiegeszitett taptalajon indukalhatd (Yan and Qian,
2007).
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4.3.4. Metalloendopeptidaz enzimeket kodol6 gének transzkripcids aktivitasa

Szimulalt biokontroll jellegli folyamatokban az aminopeptidazt kodol6 p2920 és a fentebb emlitett
p7959 aszpartil endopeptidazt kdédoldé gének — Kkitin tartalmu taptalajt kivéve — hasonld
transzkripcids mintazattal voltak jellemezhetéek (Suarez és mtsai., 2007). Ez a megallapitas igaznak
bizonyult a T. harzianum és C. elegans pete interakcioja soran mért génexpresszios valtozasokra is
(22. és 23. &brék). A p2920 gén mérsékelt szintii aktivitas valtozasai jelzik, hogy fonalféreg peték
jelenléte ugyan fokozta a gén mRNS abundancidjat, azonban a legtobb érték log,RQ: 1 és -1 kdzé
esett, mely konvencionalisan az adatok értékelésenek kritikus zonaja. Ezért a vizsgalt kiserleti
korilmények kozott a peteparazitizmus kialakitasaban a p2920 a p7959 génhez hasonléan nem,

vagy csak alarendelt szerepet jatszik.
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23. abra. A T. harzianum SZMC 1647 aminopeptidaz p2920 transzkripcios profilja (RQ: a 0.
id6éponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi id6pontokat 6rakban jelélik.

A metalloendopeptidaz p7455 az 6todik 6ratdl nyilvanult meg karakterisztikusan (log, RQ:

2,08). Transzkripcidja a kisérlet végéig egyenletesen novekedett (log, RQ: 3,21) (24. &bra).
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24.abra. A T. harzianum SZMC 1647 metalloendopeptidaz p7455 transzkripcios profilja (RQ: a
0. id6ponthoz viszonyitott transzkriptum felhalmozodas). Az abszcissza értékei a
mintavételi idSpontokat orakban jeldlik.
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-7z

elemet azonositottak. Igy elvarhato lett volna, hogy hasonlé transzkripcids mintazatot mutasson
azokkal a génekkel, amelyek szintén tartalmaznak CreA transzkripcios faktor kotShelyet. Ezzel
ellentétben a T. harzianum és a fonalféregpeték interakcidjaban a tobbi CreA kotéhellyel
rendelkezé géntdl eltérd transzkripcids mintazatot detektaltunk. Ezt a tényt tamasztja ala Suarez és
munkatarsainak (2007) megallapitasa is miszerint a p7455 transzkripciés mintdzata eltér a tobbi
szintén CreA szabalyz6 elemmel rendelkezé géntdl, ugyanis sem gombasejtfal vagy mas szen-,
illetve nitrogénforras jelenléte, sem pedig ezek hidnya nem indukalta gen atirasat. Egyedil kitinnel
kiegeészitett taptalajon, és akkor is csak egyetlen idépontban tudtak gyenge transzkripcids aktivitast
detektalni. Transzkripcids profilja alapjan feltételezhetd, hogy a T. harzianum fonéalféregpete-

parazitizmuséaban szerepet jatszik.
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4.35. A kitinaz és endopeptidaz kodold gének relativ génexpressziés mintdzatainak
0sszehasonlitasa

A pete parazitizmus soran aktivaloddo sok komponesii enzimrendszer idében torténd ki- €s

bekapcsolasanak hattérben meghuzddé okok ugyan nem teljesen tisztazottak, de az a tény, hogy a

parazitizmus sikere az abban résztvevd szamos komponens eredéjeként alakul ki

megkérddjelezhetetlen. A kiilonb6zé komponensek transzkripcionalis aktivitasanak alakuldsat a 25.

osszefoglal6 abra szemlélteti.

A fehérje és kitin Osszetételit fonalféregpete kolinizacidjanak legkorabbi szakaszéban — az
interakcid els6 és harmadik oraja kozott — a legintenzivebben indukalodo gén az endokitinaz chil8-
12 volt. Ezzel parhuzamosan az aorzin szerin endopeptidaz p5216 gén aktivitasa is szignifikans
ndvekedést mutatott, de korantsem olyan mértékben, mint azt a chi18-12 gén esetében tapasztaltuk.

Viladgosan megallapithaté azonban, hogy amig egyes gének esetében az elsé értékelhetd
génaktivitas ndvekedés az interakcié 6tddik orajaban volt mérhet6 (pl. chil8-5, pral, prbl, p6281),
addig mas gének transzkripcidi ettdl az idéponttdl kezdve tovabbi ndvekedést mutattak (p5216,
p7455).

Az interakcio hetedik Orajdban az endokitinaz chil8-12, az aszpartil endopeptiddz p6281,
valamint a szerin endopeptiddz prb1 gén transzkripcidja drasztikusan csokkent. Ezzel ellentétben az
aminopeptidaz p2920 és az aszpartil endopeptidaz p7959 gének mRNS abundanciai éppen a hetedik
oraban voltak a legmagasabbak. A kés6bbi mintakban viszont a chil8-12 és a p6281 gének atirasa
ismét jelent6s mértékben — egészen a kisérlet végéig — emelkedett.

Erdekes mddon az aszpartil endopeptidaz p9438 génexpresszids mintazata az interakcid soran
minimalis fluktuacioval ,konstitutiv’ modon nyilvanul meg, mely méas vizsgalt gén esetében nem
volt jellemzd.

Egymassal dsszehasonlitva a kitino- és proteolitikus enzimek relativ génexpresszios mintézatait
azok koordinalt hatdsmechanizmusokrol arulkodnak. A magasan atirédo (log, RQ > 2) pral, p6281,
p7455, chil8-5 és a legkiemelkedébben indukalodo (log, RQ > 5) p5216 és chil8-12 gének
ramutatnak, hogy ezen koexpresszalédd gének sarkalatos szerepet jatszhatnak a T. harzianum
fonalferegpete-parazitizmuséaban (25. abra).

Jol ismert, hogy a rendszerszertien, dinamikusan egymasra haté gének egymashoz hasonlé, vagy
egymast kiegészitd mintazatu komplex génexpresszids profillal rendelkeznek. Ennek ismeretében
hasonlo génexpresszids mintazattal rendelkez6é endokitinaz kodolo chil8-5 és chil8-12, valamint a
tripszinszerii savas szerin endopeptidaz pral, a szerin endopeptiddz p8048, az aszpartil
endopeptidaz p6281 gének wvalodsziniileg Osszehangolt genetikai szabalyozas ala esnek

(koregulalnak).
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Egy-egy 0Osszetett bioldgiai folyamatban az alacsony (log, RQ < 2)), — statisztikailag sokszor nem
szignifikdns — de koordinalt expresszios valtozasoknak is jelents Osszélettani hatdsa lehet
(Subramanian és mtsai., 2005; Karlen és mtsai., 2007). igy annak ellenére, hogy ha nem is minden
atirodo T. harzianum gén mutatott erételjes aktivitast a vizsgalt idopontokban (p8048, p7959 és
p2920), minden kismértékii génaktivitas novekedés jelentGs lehet, hiszen 6nmagaban néhany gén
magas expresszids értéke nem mindig elegend6 az adott jelenség hatterében meghlzodd bioldgiali

jelenségek, gen vagy gének szerepeinek tisztazasara.

11hpi

9hpi

7hpi

Shpi

3hpi
25. abra. A peteparazitizmus soran aktival6do kitinaz és a fontosabb endopeptidaz kddolé gének relativ génexpresszios mintazatainak
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4.4, Uj tudoméanyos eredmények

1. Anovénykartevo fonalférgek kartételének csokkentésére a vizsgalt gombafajok és torzsek
koézul a Monacrosporium cionopagum (CBS 228.52) és minden vizsgalt Trichoderma

harzianum torzs alkalmas lehet kombinacios partnerként.

2. AC. elegans ex utero egyedfejlodési szakaszara alapozva olyan in vitro kisérleti rendszert
hoztunk létre, mely alkalmas a gazda-parazita interakcid in vitro mikrobiologiai és
molekuléris bioldgiai hatterének vizsgalatara.

3. Szakirodalmi adatok alapjan a fonalféregpete-parazitizmus a Trichoderma fajok fontos
tulajdonséaga, mely fajonként, és azon beliil torzsenként is kiilonbozé hatasfoku lehet. Ot
Trichoderma faj 18 torzsének in vitro 6sszehasonlitasa révén megallapitottuk, hogy a T.

harzianum torzsek rendelkeznek a leghatékonyabb pete-parazitald képességgel.

4. A leghatékonyabb pete-parazitadlé képességgel rendelkezé T. harzianum térzs (SZMC
1647) részletes dsszehasonlitd génexpresszids vizsgalata soran, megallapitottuk, hogy a
fonalféregpete parazitizmus alatt legkevesebb két szerin endopeptidaz (p5216, pral), két
aszpartil endopeptidaz (p6281, p9438), egy metalloendopeptiddz (p7455), valamint két
endokitinaz (chil8-12, chil18-5) gén fontos szerepet jatszik.

5. Vizsgélataink és azok szakirodalmi adatokkal torténé Osszevetése alapjan, bizonyos
hasonldsdgok mellett (pl. pl324) jelentés génexpresszios kiilonbségeket (pl. p5216,
p7455, p9438, p5431, prbl, SS10 és SA76) tartunk fel a T. harzianum fonalféreg-

peteparazitizmusa és mikoparazitizmusa kdzott.
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OSSZEFOGLALAS

A novények gyokerének, szaranak és virdgkezdemeényeinek karositadsaval, novényi virusok
terjesztésével a szantofoldi és kertészeti kultirakban a novénykartevéd fonalférgek komoly kockazati
tényezot jelenthetnek. Ellenik még ma is leginkdbb nematicideket alkalmaznak, amelyek a talajlako
¢l6lények nagy részére letdlis hatasuak, radadasul hasznalatukkal konnyen kiszelektalédhatnak
rezisztens fonalféregtorzsek is. A természetben szamos olyan gombafaj talalhatd amely, mint
biokontroll &gens alkalmas lehet a vegyszeres fonalféregirtas kivaltasara. igy a Trichoderma fajok,
amelyek a néveénykdrokozo gombak ismert antagonistai, képesek lehetnek kérnyezetkimélé modon
visszaszoritani a ndveénykartevé fonalférgeket is. A nematofag gombak szintén széleskortien
kutatott potencidlis bionematicidek. A Trichoderma genus és a nematofag gombak csoportjaba
tartoz6 fajok egy-egy torzsét egy készitményben alkalmazva a kapott biokontroll hatés
osszeadddhat, illetve kiegésziilhet egymassal. Ot Trichoderma faj (T. atroviride, T. harzianum, T.
rossicum, T. tomentosum és T. virens) tizennyolc, és négy nematoda-csapdazé gombafaj
(Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys tortor, Monacrosporium haptotylum és Monacrosporium
cionopagum) hat torzsének novekedési és direkt-konfrontacids tesztje felfedte, hogy egyes T.
harzianum torzsek M. cionopagum-mal in vitro kérilmények kdzott kombinalhatdak.

A Trichoderma nemzettség egyes fajainak, illetve torzseinek szintén fontos tulajdonsaga, hogy
képesek lehetnek a fonalférgek petéjét parazitalni, tapanyagforrasként hasznositani. Ot Trichoderma
faj tizennyolc torzsének 6sszehasonlitasa alapjan megallapitottuk, hogy in vitro kérilmények kozott
a T. harzianum torzsek rendelkeztek a leghatékonyabb peteparazita képességgel.

Mivel a Caenorhabditis elegans és a novénykartevé fonalférgek petéjének felépitése hasonlo,
kisérleteinkhez C. elegans peték hasznalatan alapul6 modellrendszert hasznaltunk. A pete-gomba
interakciok mikroszkopos megfigyelései egyértelmiien igazoltak, hogy a Trichoderma fajok a C.
elegans ex utero egyedfejlodési ideje alatt (11 ora) képesek voltak a peték parazitdlasara. Az
interakciok sordn a gombék hifai a petékre ratekeredtek, appresszorium szerti képletekkel a
behatoltak, lehetdve téve a peték kolonizacigjat.

Amig kiilonb6z6 biokontroll folyamatokban a Trichoderma fajok szamos kitinaz és peptidaz
kodolo génjét jellemezték mér, addig e gének fonalféregpete-parazitizmusban bet6ltott szerepérol
keveset tudunk. Valoszintsithetd, hogy a fonalféregpete-parazitizmus képessége tobbfele
enzimkodold gén koordinalt egyilittmikodésének koszonhetd. Kisérleteinkben harom kitinaz- és
tizenharom peptiddz-kdédold T. harzianum gén expresszidjat jellemeztlk, mely alapjan kijelenthetd,
hogy a magasan atirddé endokitinaz chil8-5 (log, RQ: 3,60) és chil8-12 (log, RQ: 10,32); a savas
szerin peptiddz pral (log, RQ: 3,44); az aszpartil peptidaz p6281 (log, RQ: 3,70) és aorzin szerin
peptidaz p5216 (log, RQ: 5,20) gének koexpresszaltak, és igy feltehetéen egyittesen alakitjak ki a
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T. harzianum fonalféregpete-parazitizmusanak folyamatat. Az emlitett géneknél ugyan alacsonyabb
expresszids értéket mutatott az aszpartil peptidaz kodoldo p9438 (log, RQ: 2,62) és a
metalloendopeptidaz p7455 (log; RQ: 3,21) gén, azonban szerepiik nem elhanyagolhaté. Erdekes
modon a bazikus szerin peptidaz prbl — melynek hatasa bizonyitott Meloidogyne javanica ellen —
az esetek nagy részében nem mutatott szignifikans valtozast a Kkisérletsorozat kezdd (Oh)
idépontjadhoz képest.

Vizsgalataink eredményeinek szakirodalmi adatokkal torténé Osszevetése alapjan, bizonyos
hasonlosagok mellett jelent6s génexpresszios kiilonbségeket tartunk fel a T. harzianum fonalféreg-
peteparazitizmusa és egyéb, el6zdleg vizsgalt biokontroll jellegli folyamatai kézott. gy az aszpartil
peptidaz-kddold pl324 gén sem pete jelenlétében, sem mas biokontroll jellegli folyamatban nem
mutatott génexpresszio valtozast. Szintén nem tapasztaltunk fonalféregpete indukalt génexpresszid
valtozast sem a szubtilizin-szeri szerin endopeptidazt kodolé SS10, sem az aszpartil peptidazt
kodol6 SA76 gének esetében, bar korabban mindkét gén transzkripciojanak szignifikans
ndvekedését mutattdk ki kilonb6zé gombasejtfal és kitin szubsztratok jelenlétében. A szerin
peptidazt kddold p5431, mely el6z6leg minden vizsgalt biokontroll folyamatban konstitutiv médon
torténd génexpresszid novekedéssel valaszolt, meglepé6 modon pete jelenlétére minden vizsgalt
idépontban szignifikans génexpresszio csokkenéssel reagélt. Az aszpartil peptidazt kodolé p9438,
mely kitin tartalm( téptalaj kivételével minden biokontroll folyamatban igen késén vélaszolt, a
peteparazita interakcié soran, érdekes modon, a kisérletsorozat kezd6é (Oh) idépontjahoz képest,
minden id6épontban meérsékelt emelkedést mutatott. A metalloendopeptidaz p7455, amely csupan
kolloid kitin tartalmd taptalaj alkalmazasa esetén mutatott génexpresszié valtozast, de nem reagalt
gombasejtfal és glukoz jelenlétére, illetve szén- és nitrogén forras hianyara, fonalféregpete
jelenlétében transzkripcidjanak karakterisztikus és egyenletes iitemben novekvd valtozasaval
reagalt. Az aorzin szerin endopeptidazt kodold p5216 egyetlen megel6zé biokontroll jellegli
tesztben sem mutatott valaszreakciot, mégis C. elegans pete jelenlétében az 6sszes tesztelt peptidaz
kodold gén kozil a legmagasabb és idében is a legkiegyenlitettebb génexpresszio ndvekedessel volt
jellemezhetd.

A T. harzianum proteolitikus és Kkitinolitikus enzimrendszereit kddolé gének szimultan
génexpresszios analizise ravilagitott arra, hogy a fonalféregpete-parazitizmus soran aktivalodé
gének funkciondlis és reguléciés tekintetben komplex mintazatot és eltérést mutatnak a mar
kordbban megismert biokontroll folyamatokhoz képest. A bemutatott Kisérleti eredmenyek
hozzajarulhatnak, olyan torzsek kivalasztasahoz és nemesitéséhez, amelyek hatékonyan és

kornyezet kimélé modon szolgaljak a novénykartevo fonalférgek visszaszoritasat.
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6. SUMMARY

Plant-parasitic nematodes have a substantial impact on human welfare and economy either by
attacking root systems, stems, buds or by acting as vectors of plant viruses. Despite the propensity
of nematicides to be lethal to a broad range of soil organisms, and to induce the development of
resistant strains among nematodes, they are still widely used to control plant-parasitic nematodes.

However there are certain fungi that possess features that make them potential biocontrol agent
against plant-parasitic nematodes. Trichoderma species are able to antagonize plant pathogens and
they have also potential to control plant-parasitic nematodes without negative impact on the
environment. Nematophagous fungi have been also widely investigated potential bionematicides. In
theory, their biocontrol activities can be synergistic in combined preparation. Ninety combinations
of eighteen strains of five Trichoderma species (T. atroviridae, T. harzianum, T. rossicum, T.
tomentosum, T. virens) and six strains of four nematode-trapping fungi (Arthrobotrys oligospora,
Arthrobotrys tortor, Monacrosporium haptotylum and Monacrosporium cionopagum) revealed that
certain strains of T. harzianum can be combined with M. cionopagum under in vitro conditions.

Nematode egg-parasitism can be also an important attribute of Trichoderma which may vary
among species and strains. In vitro comparison of eighteen strains of five Trichoderma species
revealed that T. harzianum strains possess the strongest egg-parasitic ability. For the experiments,
Caenorhabditis elegans was used as a model system since plant-parasitic nematodes and C. elegans
eggs share many essential features. The microscopic observation of egg-fungus interactions
revealed clear evidence that all characteristic events of egg-parasitism ie. coiling hyphae around
eggs, formation of appressorium-like structures, trophic hyphae growing inside the eggs occur in a
time period of the ex utero development of C. elegans (11 hours).

While several chitinase and peptidase-encoding genes of Trichoderma spp. have been
characterized under different biocontrol conditions, their functional role in the nematode egg-
infection process has been poorly understood to date. However it seems that the ability of the egg-
parasitism of nematodes by T. harzianum may involve the production and co-ordinated secretion of
various eggshell-degrading enzymes. In this study, parallel expressional characterization of three
chitinase and thirteen peptidase-encoding genes clearly suggests that the highly transcribed genes
encoding chitinase chil8-5 (log, fold change: 3.60) and chil8-12 (log, fold change: 10.32); acidic
serine peptidase pral (log, fold change: 3.44); aspartic peptidase p6281 (log, fold change: 3.70) and
the most prominently induced sedolisin serine peptidase p5216 (log, fold change: 5.20) were co-
expressed and they may play pivotal roles in the egg-parasitic process. Upregulation of aspartic
peptidase p9438 (log, fold change: 2.62) and metalloendopeptidase p7455 (log, fold change: 3.21)

genes were also characteristic; however the overall fold changes were lower than other proteases.
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Interestingly, the alkaline serine peptidase prbl which has proven biocontrol activity against
Meloidogyne javanica was mostly downregulated or has shown minimal or no significant variation
in its corresponding messenger RNA levels relative to the zero time point during C. elegans egg-
parasitism.

Gene expression profiles also indicated similarities as well as characteristic differences between
egg-parasitism and other biocontrol-related processes of T. harzianum. In a good agreement with
earlier findings where aspartic protease-encoding gene p1324 was not regulated by any of the tested
culture conditions remained also unaffected in the present study. Nematode eggs were also not able
to trigger significant up-regulation of the subtilisin-like serine endopeptidase-encoding gene SS10
and the aspartic protease-encoding genes SA76, although they had been earlier successfully induced
by different fungal cell walls and chitin. The serine peptidase encoded by p5431, which was
previously constitutively transcribed in every biocontrol-related condition, was significantly
downregulated relative to the reference sample at each time point during nematode egg-parasitism.
Among all biocontrol-related conditions, the putative aspartic peptidase encoding p9438 was late-
responding except when cultured in the presence of colloid chitin. Interestingly, during nematode-
egg parasitism, p9438 showed up-regulation at a moderately high level relative to the reference
sample at each time point. Similarly neither the presence of fungal cell walls nor the absence of
carbon/nitrogen sources nor addition of glucose was able to induce the expression of
metalloendopeptidase encoding p7455. It has shown a slight up-regulation only on chitin. However,
during nematode egg-parasitism, p7455 was characteristically transcribed showing a unique time-
course pattern among all examined peptidases. Transcripts of the aorsin serine peptidase-encoding
gene p5216 were found not to respond to any of the previously tested biocontrol related conditions;
however p5216 revealed the highest transcript abundance among all studied peptidase-encoding
genes in the presence of C. elegans eggs.

These new insights into the host-pathogen interaction of nematode eggs and T. harzianum reveal
and underline the diversity and the functional specialization of fungal chitinase and protease genes.
Our results contribute to a better understanding of the complex host-pathogen interactions and

provide a foundation for further analyses.
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