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1 BEVEZETES

A bioszféra egyensulyat biztositd geokémiai folyamatok talnyomd tobbsége a talajban, a
biomasssza aktiv kozremiikodése altal zajlik. A talajbiomasszat karosité barmely tényezo a
bioszféra dkologiai egyensulyat veszélyezteti. Mivel a talajbiomasszanak 35-40%-at az ott ¢l
gombak hifatomege alkotja, a talajvédelem egyik legfontosabb szempontja annak ismerete,
hogy a talajba egyre gyakrabban és egyre nagyobb mennyiségben bejutd toxikus vegyiiletek
milyen mértékben karositjak a talajmikroorganizmusok, és koztikk a gombak tevékenységét. A
téma fontossagabol kovetkezden a kérdést az utobbi években tobb iranybdl is probaltak
megkozeliteni. A toxikus vegyiileteknek barmely gombatorzs novekedésére gyakorolt hatasa
egzakt modszerekkel vizsgalhatd, és ilyen jellegli eredmény viszonylag nagy szamban
talalhatd a szakirodalomban. Utdbbi eredmények — tudomanyos értékiik mellett — hasznos
informéciot hordoznak az illetd gombatorzsek technoldgiai vagy példaul okotoxikoldgiai

alkalmazasahoz.

Sajat vizsgalataink f6 célja viszont a toxikus vegyiileteknek a talajgombak kozosségeire
gyakorolt hatasanak feltarasa volt. Ennek keretében vizsgalni szandékoztunk a
gombakozosségek legfontosabb jellemzdit, igy els6sorban méreteiket, rendszertani
diverzitasukat és fajosszetételiik egyéb vonatkozasait. A kiilsé fizikai, kémiai €s biologiai
hatasok minimalizalasa érdekében vizsgalatainkat mikrokozmosz kisérletekkel szandékoztunk
kivitelezni. Toxikus vegyiiletnek két olyan nehézfémet, a rezet és a kadmiumot valasztottuk,
amelyek altalanos toxikussag, és ebbdl kovetkezden a rajuk eldirt talajszennyezettségi
hatarérték szempontjabol eltértek egymastol. Meg akartuk tudni, hogy a két — jelen
kisérletekben modellként alkalmazott — nehézfém ionnak a talajszennyezettségi hatarérté¢khez

kozeli koncentracioi a talajgomba kozosségekre milyen mértékii hatast fejtenek ki.



2 IRODALMI ATTEKINTES

»A kornyezet védelme szempontjabol nemcsak a magasabb rendii ndvények ¢és allatok
oltalma a fontos, a mikrobak ugyanugy védelemre szorulnak. Ha kiirtjuk 6ket a bioszféra
egyensulya felborul, a talajok kimeriilnek, mert nincs ami mineralizdlja a ndvényi

hulladékanyagokat.” (Kevei et al. 1999a).

A mikrobak tevékenységeinek sokszinlisége igen széles korre terjed, mely magaba
foglalja tobbek kozt a tapanyagtranszformdciot, kiilonb6zdé anyagok lebontasat és a talaj
fizikai folyamatainak modositasat. Képesek a novények novekedésének serkentésére, illetve
tdmogatasara, de eléfordulnak olyan esetek is, amikor hatdsuk ennek ellenkezdjét valtja ki.

(Giller et al. 1997, Wardle et al. 1999).

2.1 A gombak helye és szerepe az 6koszisztémaban

Az o6koszisztéma nem mas, mint novények, allatok és mikrobdk egyiittese, valamint
azok fizikai és kémiai kornyezete. Ebben a komplex rendszerben 1évé anyagok biologiai
korforgasanak fenntartasarol a termeld (producens), fogyaszté (konzumens) és a lebontd
(reducens) szervezetek gondoskodnak (Husar 1994). A termel6k szerepét a fotoszintetizald
novények toltik be, melynek sordn szervetlen molekulakbdl oxigént, illetve szerves
alapvegyiileteket (cukrokat) allitanak el6. A szerves anyagok kiilonboz6 formait az allatvilag
tagjai veszik fel tapanyagként, igy 6k az un. fogyasztok (Vetter 2010a), melyeknek harom
csoportjat kiillonboztethetjilk meg. Elsddleges fogyasztok (primer konzumens) a névényevok
(fitofagok, herbivorok), melyek lehetnek fitoepizitak, vagy fitoparazitak. Ezeket fogyasztjak a
szekunder konzumensek, melyek lehetnek ragadozok, ¢é16skodok, vagy parazitoidok. Azokat
pedig, amelyek novényevoket és ragadozokat egyarant fogyasztanak tercier konzumensnek,
vagyis csucsragadozoknak nevezziik (Urak 2007). A gombakra ugy tekinthetiink, mint a fent
emlitett két nagy csoport (termeldk és fogyasztok) Osszekotdje, amelyek a tulzott
szervesanyag felhalmozddast megakadalyozzak adott teriileten, illetve az anyagforgalmi

ciklusok zavartalan miikkodését is biztositjak (Vetter 2010a).



A gombavilag f6 tipanyagait a szén- és nitrogénforrasok képezik. Eletkozosségekben
heterotrof szervezetekként vannak jelen, ebbdl adédoan enzimatikus tevékenységeik révén a
novények altal eldallitott komplex szerves vegyiileteket, valamint els6dleges, illetve
masodlagos fogyasztokat €s azok anyagcseretermékeit, szerves anyagait kisebb vegyiiletekké
tudjak bontani, ezaltal mas €l61ények, illetve sajat maguk szamara is ujra felvehetové képesek
alakitani. Mas szervezetek szamara maguk is taplalékul szolgalnak (Jakucs 1999, Jakucs &
Vajna 2003). Tapanyagfelvételiik kilotrof tipust, vagyis tapanyagaikat oldott formaban
képesek felvenni, igy a nagyobb molekulakat a sejten kiviil emésztik meg és szivjak fel

szabad, vagy sejthez kotott exocellularis enzimeik segitségével (Jakucs 1999).

Természetesen a biopolimerek (pl.: xilan, pektin, celluloz, lignin) esetében is a fenti
mechanizmus figyelheté6 meg, igy ahhoz, hogy citoplazmajukba felvehessék oligomerekre,
illetve monomerekre bontjak azokat (Kevei et al. 1999a). A legnagyobb mennyiségben jelen
1évé szerves anyag a novények sejtfaldban taldlhatd celluléz, melyet a gombak cellulaz
enzimiik segitségével alakitanak at. FOként a Trichoderma, Aspergillus, Penicillium és
Fusarium génusz fajai termelik (Takd, 2011). A cellulazzal rendelkez6 mikrobak nagy része
egyébként szinte egyontetiien rendelkezik amilazzal, xilanazzal és pektinazzal is. Masodik
leggyakoribb biopolimerként a lignint tartjdk szamon a természetben, amely lebontasara csak
nagyon kevés mikroba képes a gombakon kiviil. Lignin atalakitasat ligninaz oxidativ
exoenzim segitségével végzik, melynek miikodése H,O; igényes. Bontasa soran protokatechu-
sav keletkezik, mely tovabb alakitva coenzim A-val reagalva borostyankdésavra, illetve acetil
CoA-ra hasad, melyek a citratkorbe 1épnek be. A folyamat soran keletkezett kozti termékek
aminosavakkal humusz anyagokka polimerizaldodnak a talajban, melyek fontos szerepet

toltenek be annak tapanyag és vizgazdalkodasaban (Kevei et al. 1999a).

A novények sejtfalat foként celluloz €s lignin alkotja. Koztudott, hogy a fotoszintézis
soran nagy mennyiségli szén-dioxid megkotésére képesek, igy az emlitett két biopolimer
bontasa kovetkeztében a gombdk ezt képesek atalakitani az él6lények szamara felvehetd
formava, mely kilégzésiik altal ismét a 1égkdr részévé valik ugyan ugy, mint az elhalt ndvényi
maradvanyokbdl ,,felszabaditott” szén, onnan pedig ujra felvehetévé valik ndvények szamara
is. Mindez alatimasztja a gombak elsddleges szerepét a szén biogeokémiai ciklusanak

fenntartasaban (Jakucs 1999).



A fentiekbdl addddan szinte minden él6helyen megtalalhatdak, ahol elérheté szamukra
szerves szénforrds: kovek feliiletén, talajban, tengerben és friss vizekben, szélsdségesen
magas ¢s alacsony homérsékleti koriilmények kozott, hulladékban, novények és allatok
maradvanyaiban, tragyaban, illetve €l novényi ¢€s allati szervezetekben. Novényekben
gyakran tiinetmentes endofitdk, de lehetnek biotroéf vagy nekrotréf parazitak, néhany tagjuk
pedig oligotrof szervezetként van jelen (Dix & Webster 1995). A novényi betegségeket okozo
parazita életmodot folytatd gombaknak tobb alfaja is 1étezik. Fakultativnak nevezziik azokat,
melyek nem teljes mértékig kotdédnek az €16 szervezethez, tehat késdbb szaprotrof életmodot
folytatva képesek elvélni attol. Altaldnosan ismert tiineteik kozé sorolhato a nekrozis, mely az
apoptozissal ellentétben véletlen sejthaldlnak tekinthet. Obligat parazitdk azok a gombak,
melyek teljes életciklusuk soran €16 szovetekhez kotottek, ebbdl adodéan mesterséges
tenyészeteket nem lehet 1étrehozni beldliikk. Az obligat parazitdk csoportjat tovabb bonthatjuk
epifitonokra és endofitonokra. Az eldbbi csoportba azok a fajok tartoznak, melyek a ndvény
feliiletén fejlodnek, utobbiba pedig amelyek tallusza teljes egészében a gazda testben talalhatod
(Jakucs & Vajna 2003).

Hawksworth (2001) becslései alapjan kb. 1,5 millié gombafaj van, melyek koziil sokat
még nem sikeriilt azonositani. Eletmodjuk és egyéb tényezok alapjan nagy kiilonbség adodik
morfologiajukban, reprodukcidban, életciklusukban és elterjedési moddjaikban. A talajlako
gombak el6fordulhatnak onalldan, illetve novények gyokereivel alkotott szimbidzisban, de
léteznek allatokkal kialakitott kapcsolatok is, melynek soran pl.: vitaminokkal latjak el a

partnert, vagy esetleg annak emésztésében toltenek be szerepet (Vetter 2010Db).

Vetter (2010b) szerint a gomba-névény kapcsolat egyfajta torvényszeriiségnek
tekinthetd és az szamit kiilondsnek, ha ez a kolcsonhatas hianyzik. Megkiilonboztethetiink
ektomikorrhiza kapcsolatot, melynek soran a gomba hifarendszere a ndvény
gyokérrendszerébe, sejtkozotti jarataiba hatol, illetve egy tugynevezett hifakbol allo
gombakopenyt alakit ki a gyokér rhizodermiszén, melynek kovetkeztében a ndvényt tobb
asvanyi elemmel, illetve vizzel latja el. Ennek hatasara novekedése, gyarapodasa jelentdsen
megindul a gomba pedig cserébe szerves vegylileteket és egyes megfigyelések alapjan mas,
kisebb mennyiségii anyagot (pl.: hormonalis anyagok) is kaphat (1. abra). Ez a kapcsolat

egyébként foként fas nyitva- és zarvatermokkel alakul ki.



1. dbra: Ektomikorrhiza kialakulasa fagyokéren: a, micéliumkdpeny; b,gombahifak a
kéregsejtek intercellularisaban (Jakucs,1999)

Masik csoport az endomikorrhiza-kapcsolat, mely a gombakdpeny kialakulasanak
hidnyaban tér el az eloébbitdl. Ebben az esetben is behatolnak a hifdk a ndvény gyokereibe,
viszont itt egyenesen a gyokér sejtjeibe, ezaltal intenzivebbé teszik az anyagaramlast (Vetter
2010b). Tobb tipusa van, melyek koziill a 2. dbran lathatd Ggynevezett arbuszkularis
mikorrhiza a legaltalanosabb, mely nevét az arbuszkulumrdl kapta, ami egy két partner altal

1étrehozott specialis tapanyagatado képlet (http 5).
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2. abra: Arbuszkularis mikorrhiza apré szulak (Convolvulus arvensis, Convolvulaceae)

gyokerében. (Dobolyi Csaba felvétele)



Kizarolag a Glomaceae csalad fajai alakitanak ki kapcsolatot zarvatermd novények
nagy részével. Meghatarozasuk igen nehézkes, mivel ivartalanul szaporodnak, igy
természetesen nem képeznek ivaros szaporitd képleteket sem. Elkiilonitésiikre az akar mm-es

atmérdjlire is megndvo oOrias sporaik alkalmasak (Jakucs 1999).

Arbuszkulumon kiviil megfigyelhetiink még un. vezikulumokat is, melyek raktarozo

strukturakként funkcionalnak, melyet a 3. abra szemléltet.

3. abra: Vezikularis mikorrhiza lucerna (Medicago sativa, Fabaceae) gyokerében. (Dobolyi
Csaba felvétele)

Mivel kordbban altaldnosan jellemzoének taldltdk mindkét képlet jelenlétét, ezért
vezikularis-arbuszkularis mikorrhizaknak (VAM) nevezték 6ket, am kés6bbi kutatasok soran
megfigyeltek tobb olyan esetet is, amikor vezikulumok nem alakultak ki a gomba-novény

szimbiozis soran, igy helyesebbnek talaltdk az AM kifejezés alkalmazasat.
2.2 Fonalas gombak, illetve anyagcseretermékeik alkalmazhatosaga és jelentésége

A fonalas gombak csoportja szamos biologiailag relevans szervezetet magaba foglal,
melyek kozil jelentds mennyiségli faj hasznos anyagcseretermékeket termel (pl. pigmentek,
vitaminok, antibiotikumok), viszont akadnak olyanok is, amelyek emberre, allatra és
novényekre nézve veszElyt jelenthetnek, fertézést valthatnak ki és betegségeket okozhatnak
(4. abra). A fentiekbdl adodoan széles korben tanulmanyozott csoportrél beszélhetiink, amely

nem csak az altaluk okozott betegségek megértésén alapul, hanem olyan 11j antibiotikumok,



illetve relevans metabolitok felfedezésén, valamint megismerésén is, melyek kés6bb akar
ipari célra is felhasznalhatok lehetnek. Szamos gombafajt alkalmaznak modell
organizmusként kiilonb6z6 biologiai folyamatok megértésére (Schoberle et al 2013). Van der
Klei & Veenhuis (2006) szerint mivel a gombak kozelebb allnak az allatokhoz, mint a
novényekhez, ezért akir az emberi sejtek modellezésére szempontjabol is értékes
szervezetként tekinthetiink rajuk. Gyakran alkalmaznak genetikailag manipulalt torzseket (pl.:
deléciok eldidézése, tulexpresszalas) fehérje funkciok és/vagy virulencia faktorok

vizsgalatakor (Schoberle et al 2013).

Biologiai folyamatok megértésére iranyuld kutatasokon kiviil nagy jelentéséggel birnak
az ¢lelmiszeriparban, vegyiparban, illetve gyogyszeriparban is, de alkalmazhatoak a
szennyviztisztitds teriiletén is kiilonb6z0 szerves anyagok hasitdsa 4ltal. Eltekintve
biotechnologiai és/vagy gyogyaszati jelentoségiliktl, amint azt korabban is megemlitettem,

szamos fonalas gomba patogén ndvényekre, allatokra és emberre nézve is (Fisher et al. 2012).
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4. abra: Gombak haszna, illetve kara az élovilag képviseldinek szempontjabol. (Jakucs 1999)

A parazitdk, illetve koérokozok Aaltalaban életciklusuk szaprofita fazisdban, vagy
kiilonbozd  kitartosporak  formdjdban tartjdk fenn magukat. Ezek a szervezetek

megtamadhatnak €16 allatokat és novényi szervezeteket is, valamint kultarndvényeket,

10



melynek kovetkeztében azokat elfogyasztva zavarokat idézhetnek el az emberi és allati
szervezetben, illetve jelentds gazdasagi karokat is okozhatnak (Fassatiova 1984). A
humankoérokozo gombak szama, illetve jelentésége is joval alacsonyabb, mint a bakteridlis
korokozoké. Ettdl fliggetleniil hosszantartd, nehezen kezelhetd, kellemetlen tiinetekkel jaro
mikodzisokat idézhetnek eld. Az altaluk okozott betegségek csak ritkan stilyos kimeneteliiek
(Kevei & Kucsera 1998). A szaprofitak alapvetden a talajok mineralizaciojaban vesznek részt,
de kozottiik is vannak olyanok, amelyek zavarokat képesek okozni pl. kiilonféle termékek
fehérje természeti komponenseinek enzimatikus TUton torténd hasitdsaval, vagy
vitamintartalom csokkentése révén. Penészek (és fonalasok) mindig ijabb szubsztratumokon
képesek megtelepedni, mivel igen nagy alkalmazkodoképességgel birnak, ebbdl adéddan az

ember kornyezetének minden teriiletén fellelhetéek (Fassatiova 1984).

Nagyon fontos kérdéskor a fonalas gombdk toxicitasa, amelyre elséként 1960
kornyékén figyeltek fel, amikor is penészes foldimogyord liszttel takarmanyozott csirkék
tomeges pusztulasa jelentkezett Anglidban. Ezt az Aspergillus flavus nevii aflatoxin termeld
faj idézte el6. A mikotoxin termeld gombak jelentés része az Aspergillus, Penicillium és
Fusarium nemzetség tagjai, melyek csak bizonyos szubsztratumokon és specialis
kortilmények kozott termelnek toxinokat. Féként élelmiszer és takarmanyozas terén okoznak
problémat. Eszrevehetdségiiket megneheziti, hogy anélkiil hatolnak be kiilonb6z6
termékekbe, hogy az kiils6leg lathaté nyomokat, elvaltozasokat okozna. Mivel nagyrészt
termostabilak, nagyon fontos szempont a megfeleld homérséklet megvalasztdsa kiilonfele

gyartasi folyamatok soran (Fassatiova 1984).

2.3 Mikroorganizmusok lehetséges valaszai talajt érint6 stresszhatasokra

Tobb adat utal arra, hogy a mikroorganizmusok érzékenyebbek a szennyezésekre, mint
azok az allatok és novények, melyek azonos talajokban élnek (Cao et al. 2008), ebbdl
adoddan a talaj mikrobidlis kozossége korai és szenzitiv indikator a stresszel szemben
(Brookes 1995). A mikrobak fokozott érzékenysége nagyobb feliilet-térfogat aranyuk
kovetkezménye, mivel igy intenzivebb informécidcserét képesek kialakitani kornyezetiikkel.

A mikroorganizmusok, illetve a mikrobak indikatorként valé alkalmazasa igen
hasznosnak tekinthetd abban az esetben is, amikor a fizikai és kémiai mérések, valamint

magasabb rendii szervezetek altali elemzés nem kivitelezhet. Eléfordulhat az is, hogy egy
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adott anyag hatdsara a mikrobdk kozosségében bekovetkezd valtozasok mar kordbban
észlelhetéek, mint ahogy azok a novény- és allatkdzosségekben kimutathatoak lennének, igy
biztosithaté pl. a talajmindség romlasanak korai el6rejelzése is (Pankhurst et al.1995,
Winding et al. 2005).

A szennyezés a mikrobidlis diverzitds fajosszetételének atrendez6déséhez vezethet. A
biologiai sokféleség csokkenhet olyan fajok kihalasa miatt, amelyek nem rendelkeztek
elegendd toleranciaval az adott szennyezd hatasaival szemben (Atlas 1984). A tolerans
mikroorganizmusok gyakorisaga fokozodhat novekvo toxikus fém szintekkel (Kunito et al.
1997), ez pedig szintén diverzitascsokkenéshez vezethet, melynek kovetkeztében eltolodas
figyelhet6 meg a mikrobiota dsszetételében (Pennanen et al. 1996). Az adott él6helyhez nem
adaptalodott gombaknak esélyiik sincs a talélésre, tehat mesterséges talajba juttatasuk esetén,
- pl. novényvédelmi célbol - fontos a megfeleld fajok, valamint azok okotipusainak helyes
megvalasztasa (Jakucs & Vajna 2003). A biologiai diverzitas jobb ellenalld képességet
szolgéltat a stresszel, illetve zavarral szemben, igy ennek sériilése és redukalodasa csdkkent

toleranciahoz vezet (Giller et al. 1997).

A mikroorganizmusok fémekkel szembeni tolerancia mechanizmusai kozé tartozik a
fémek megkotése sejtfal, vagy fehérjek, illetve extracellularis polimerek altal, oldhatatlan
fém-szulfidok képzésével, parologtatassal és a sejtekbol valo fokozott kivalasztassal (Hughes
& Poole 1989).

A fenti folyamatok nagymértékben fligghetnek a tapanyagokkal valo ellatottsagtol,
mivel befolyasolhatjak a sejtfal szerkezeti elemeinek szintézisét, a pigmenteket és az energia-
fliggd rezisztencia mechanizmusok kifejezését. Ezen kiviil pedig azokat a metabolitokat is,
amelyek oncéluan hatast gyakorolhatnak a fémek biologiai elérhetOségére, illetve az

organizmus valaszara (Ramsay et al. 1999).

A toxikus elemek a talajokon 4t biogeokémiai ciklusokat jarnak végig, melynek sordn a
vegyiiletek kevésbé toxikussd alakulnak. Ezt a folyamatot detoxifikdcionak nevezzik.
Ellenkez6 esetben a vegyiilet még mérgezdbbé valik, bar ez a hatas altalaban dtmeneti (Szabo
1986). A bakterialis, illetve a gombakkal kapcsolatos tevékenységek eltéré modon
befolyasoljak egy anyag toxikussagat, melynek sordn, ha a gombdk keriilnek talstulyba az
megnodvekedett szerves anyag lebontdshoz és mineralizalt N csokkent asszimildcidjdhoz

vezethet (Khan & Scullion 2002).
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Fontos megjegyezni, hogy a kiilonb6zé kemikaliak mikroorganizmusokra kifejtett
hatdsa viszonylag nehezen értékelhetd, mivel a mikroorganizmusok eltéré foku
érzékenységgel rendelkeznek, kiilonbozhet a populaciddinamikai Osszetettség, a fajok
sokasaga és a toxicitasi vizsgalatok koriilményei. Azonos nemzetségekbe tartozd fajokon
beliil, de akar azonos fajok egy torzson beliil is eltérhetnek a fémekkel kapcsolatos

érzékenységiikben (Vig et al. 2003).

2.4 Fonalas gombak altalianos jellemzése

Megkiilonboztethetiink egysejtli és tobbsejtli fonalas gombakat. A tobbsejtiiek
esetében minden hifaban talalhato sejt aktiv anyagcserét folytat (Jakucs & Vajna 2003).

A hifak polarizalt, csucsi novekedésiick, mely a fonalasgomba-telepek kialakulasaban
kiilonleges jelentoséggel bir. Itt torténik meg szeptalt micéliumti gombdk esetében a
sejtosztodas () harantfalak kialakuldsa), més gombdknal pedig ez a teriilet a sejtmagosztodas
szintere (Kevei & Kucsera 1998). A sokmagvi, szeptalt hifak esetében a mitdzis soran a
csticstol meghatarozott tavolsagra egy szeptum alakul ki a sejtmagok iranyitott osztodasat
kovetden. A koordinalt sejtmagosztodas soran eldszor a csticshoz kozel esd mag osztodik, ez
a folyamat pedig tovabbitodik az Osszes sejtmagon. Ezt koveti a masodik sejtbe keriilt,
Ujonnan osztodott sejtmagok elkiilonitése tovabbi harantfalak segitségével (Jakucs & Vajna
2003).

A szeptalt gombak hifai nem egyforman szervezettek, mivel a szeptumok podrusainak
szerkezete eltér egymastol. Aszkuszos gombak esetében egyszeriibb, bazidiumosokéban pedig
komplex, Osszetettebb hifakrol beszélhetiink. Ezen gombak esetében a szeptumok nyitottak,
kivéve, ha sériilés éri a hifacsucsot. Ekkor az ehhez legkozelebb es6é szeptumok egyfajta
védekez6é mechanizmusként bezardodnak (Kevei & Kucsera 1998). A harantfalak porusos
szerkezete lehetdvé teszi a magmigraciot, valamint a mar nem 0sztodo sejtek magszama is
valtozhat. A fonalas tomldsgomba fajok sejtmagszama egyébként valtozo a micéliaris sejtek
pedig egy-vagy tobbmagvuak. Egy adott fajon beliil ez fliigg az egyes sejtek fejlodési
allapotatol és helyzetétél. Egy nagysagrenddel kevesebb sejtmagot hordoznak az idésebb
teleprészek sejtjei, melyek osztodasra nem képesek (Jakucs & Vajna 2003).
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,»A hifak altal 1étrehozott telep a micélium. A telepes szervezddés alacsony fokan allo
hifatomoriiléseket, melyekben felismerheték a hifafonalak, prozenhiménak, mig a tdmorebb
szovedékeket, amelyekben a sejtek izodiametrikusak, pszeudoparenchimanak nevezik (Keveli

etal. 1999b).”

A fonalasgombdk konidiumai vegetativ, ivartalan szaporitd képletek, melyek széllel,
vagy allati vektorokkal terjednek és altalaban a gomba test szintje felett helyezkednek el
(Kevei & Kucsera 1998). Az 6regedé gombak konidiumaiba, egyes csoportoknal pedig akar a
miceilaris sejtek faldba is jelentds melanin beépiilés, illetve lerakodas figyelhetdé meg (Jakucs
& Vajna 2003). A konidiumokhoz hasonlé képzédmény a piknidium, mely felépitése alapjan

a szexualis sporakhoz hasonlit és csoportokban rendezetten fordul eld, valamint az acervulus.

Fontos megemliteni még a szklerociumokat, melyek az emberek szdmara fontos
szekunder metabolitok hordozoi, valamint kitartoképletként is funkcionalhat. Specialisan
modosult hifak egylittese, melyek hosszabb tenyészido utan tojasdad, gdmbszerl képletekként
jelennek meg a telepeken (Kevei et al. 1999b)

2.5 Leggyakrabban eléfordulo fajok altalanos jellemzése

A mikrobioldgiai gyakorlatban penészeknek nevezziik a valodi gombék koziil a Mucor
jellegticket (Mucorales rend), melyek koziil legismertebb a fejespenész (Mucor), az imperfekt
gombak koziil (Deuteromycetes) a fonalasgombakat, melyek leggyakoribb képviseldje az
ecsetpenész, vagyis a Penicillium, valamint az imperfekt gombak koziil a sporak nélkiili
Mycelia sterilia. A penészek olyan mikroszkopikus szervezetek, amelyek a szubsztratumokon

finom fonalas bevonatot képeznek (Fassatiova 1984)

2.5.1 Penicillium fajok altalanos jellemzése

A gombak orszaganak Eurotiales rendjébe, azon beliil pedig a Trichocomaceae
csaladba tartozik filogenetikailag a Penicillium nemzetség, mely tobb mint 250 ismert fajt
foglal magaba (Houbraken & Samson 2011).
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Altaldban gyors novekedés és szeptalt hifa jellemzi a fajokat. A telepszin igen
valtozatos lehet, mely tobbek kozt fiigg a tenyészidészak soran alkalmazott taptalajtol, illetve
a gombdk ¢életkoratdl is. Leggyakoribbak a fehér, sziirke, sargas ¢és zold telepek, de
eléfordulhatnak pirosas és narancsszintiek is. Néhany faj képes az adott taptalajt megfesteni €s

olyanok is eldfordulnak, melyek jol lathatd, kiilonbozd szinti folyadékcseppeket termelnek
Raper & Thom 1949)

A konidiumtartok fala lehet sima vagy valtozoan érdes. A nemzetségre a konidiofor

ecsetszerl felépitése a jellemz0, melyet az 5. dbra szemléltet.

5. abra: A. Monoverticillata ecset (P. frequentans Westling); B. Tipikus aszimmetrikus ecset

(P. expansum Link). (Raper & Thom 1849); C. Penicillium spinulosum mikofoté (sajat foto).

»- Monoverticillata: A konidiumtart6 egyetlen fialidovben (sterigma) végzodik.
- Biverticillata Symmetrica: A metuldk Orvei tengelyhosszra szimmetrikusan
helyezkednek el és azok mindegyikén 1-1 fialidorv talalhato.
- Biverticillata Asymmetrica: Tengelyhosszra aszimmetrikusan elhajlé agakban, vagy
metuldkban végz6do konidioférum.
- Polyverticillata: Orvosen elrendezett elemek két, vagy harom emeletébdl dsszetevédd

ecsetben végzodik a konidiumtartd” (Fassatiova 1984).

A konidiumok alakja igen fontos szempont fénymikroszkdpos beazonositds soran.

Raper & Thom (1849) elmélete alapjan kezdetben minden konidium henger alaku, s ebbdl
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alakul ki fajra jellemzden a késdbbi végleges forma. Vannak olyan fajok, melyek végig
megtartjak ezt az alakot (pl.: P. bacillosporum Swift), mig masok konidiumai jelentds ideig
hengeresek, majd fokozatosan elliptikussa alakulnak (pl.: P. italicum Wehmer). Egyes
fajoknal az eredeti szegmens csak egy kicsivel hosszabb, mint &tmérdje, igy nagyon kénnyen
gomb alakivd, vagy gOmbszerivé valhat, masoknal pedig pont ennek ellenkezdje

tapasztalhato, amikor is a konidiumok orsé format dltenek.

Szamtalan faj esetében jellegzetes szklerociumokat figyelhetiink meg. Taxonomiai
azonositas soran ettdl fliggetleniil nincs olyan mértéki jelentésége, mint pl. Aspergillus fajok
esetében, ahol kordbban magat a szklerécium termelést is fontos bélyegnek tartottak.
Jellegzetes lehet példaul, hogy a Monoverticillatak vastag sejtfala képleteket képeznek,
melyek alakja elliptikustol a gombig terjed. Ett6l eltéréen a Biverticillata-Symmetrica csoport

egyes tagjai hosszikas, sotét szinii, vastag fal sejtek tomegét termelik (Raper & Thom 1849).

Igen fontos gomba csoportnak szamit mikotoxin termelés szempontjabol. Ilyen példaul
egy poliketid eredetii mikotoxin a patulin, amely akut, illetve kronikus toxicitassal
rendelkezik, mely els6sorban geno-, cito- és immunotoxicitasban, valamint mutagenitasban
nyilvanul meg (Puel et al. 2010). Legveszélyeztetettebb csoportot a gyermekek képviselik.
Jelenleg az egyike azon kevés mikotoxinnak, melynek ¢élelmiszerekben fellelhetd
mennyiségét vilagszerte szamos orszagban szabalyozzak (Brandon et al. 2012). Elsdsorban az
almaféléken rothadast okozo Penicillium expansum fajok termelik (Frisvad et al. 2004).

A Penicillium nordicum fontos és allando termel6je tobbek kozt az ochratoxin A-nak
(OTA), amely egy héallé mikotoxin és sokféle élelmiszer szennyezdjeként tartjdk szamon.
Tobb tanulmany is kimutatta ezen molekula szamos toxikoldgiai hatisat, melyek alapjan
tobbek kozott vesekarosito, neurotoxikus, majkarosito, teratogén és immunotoxikus. Felmertil
a gyanu, hogy az egyik legfontosabb tényezéje lehet a Balkani endémikus nefropatianak,
illetve az urogenitalias taktusokban kialakul6 tumorok eléfordulasanak (http 1).

Ezen kiviill szamos faj jo lipaztermelonek szamit. A lipazok a triacilglicerolt (TAG)
glicerinné és szabad zsirsavva alakitjak, valamint katalizaljdk az észterizalast atészterezéssel
¢s ammonolizissel nem vizes kozegben. Széles korben alkalmazzak az €lelmiszer, tisztitoszer

és gyogyszeriparban is (Sharma et al. 2001, Jaeger & Eggert 2002).

Elelmiszeripar teriiletén bizonyos Penicillium fajokat pl. egyes sajtfélék készitésekor

alkalmazzak. Gyogyszeriparban a penicillin felfedezése ota elsddleges szerepet tolt be az
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antibiotikumok gyartasa soran. Bar tobb faj is termel penicillint, gydgyszeripari felhasznalasra
csak a P. chrysogenum és a P. notatum a megfeleld, mivel nagy résziik mérgezoek lehetnek
(Fassatiova 1984).

2.5.2 Trichoderma fajok altalanos jellemzése

,»A Trichoderma fajok imperfekt, talajlako fonalasgombak, ivaros alakjaik a Hypocera
nemzetségbe (Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreales, Hypocreaceae)
tartoznak™ (Kredics et al. 2011).

Tenyészetben a telepeik kezdetben simak, majd lazan pelyhesek, vagy tomoren
csomosak. E két véglet kozott még szamos tipus létezik, valamint mindkettd eldfordulhat
ugyanabban a kolonidban is. Valdsziniileg a telepek tomorsége a légmicéliumokkal és a
képz6dd konidiumtartokkal fiigg Ossze. Sziniik altalaban zold, fehér, vagy halvanybarna. Ez
nagyrészt a fialokonidiumok pigmentéciojatol fiigg. Eléfordulhatnak azonban olyan fajok is,
melyeknél akar mas gombak jelenléte is szinvaltozast idézhet eld. Ilyen példaul a T. viride,
mely altalaban sotétzold, de az elébb emlitett jelenség hatdsira vildgoszolddé, vagy akér

sargava is alakulhat (Rifai 1969, Vajna 1987).

A fajokat szeptalt, sima falu, szintelen, er6sen elagazo hifak jellemzik. Klamidosporaik
gombolyl, ellipszoid €s hengeres alakokban fordulnak eld, sima faltiak és termindlisak, vagy
interkalarisak. A konidiumtartok a tenyészet teljes felilletén koncentrikus gytiriikbe,
csomokba tomoriilve, vagy pedig elszortan képzddnek. A 6 agon egyesével, vagy harmas
csoportokban képzddé rovidebb oldalagak taldlhatdak, melyekrél masodrendli oldalagak
képzddnek. FElagazasai fialidban végzédnek, vagy pedig gyakran hosszii = steril
hifanyulvannyal zarul a f6ag csucsa (Vajna 1987, von Arx 1987).

A Trichoderma fajok fialidjai tobbnyire lombik vagy palack alakuak eseteként gorbiilt
csuccsal. Ezek széles szogben dgaznak el az Oket tartd képletekhez viszonyitva, igy
oldalnézetbdl néha szarv formajuinak tiinnek. Ez alol kivételt képeznek azok, amelyek a
konidiumtartok againak végén helyezkednek el. Ebben az esetben legfeljebb 5 fialid
szabalytalan 6rv formaban helyezkedik az agak utols6 eldtti sejtjeinek vége koriil, vagy

esetleg az 4gak mentén egyediil, vagy parba rendezddve. A legtobb esetben a terminalis
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fialidok kissé hosszabbak, mint azok, amelyek alattuk vannak (Rifai 1969). A 6. abran a

fialidok lehetséges elhelyezkedése koziil lathato 4 formacio.

6. abra: Négy féle elagazasi rendszer és fialid elrendezés. A.vidire-tipus; B. longibrachiatum-tipus; C.

kiningii-tipus; D. hamatum-tipus. (Rifai 1969)

Az egysejtli konidiumok kerek, vagy elliptikus forméjuak sima, vagy szemdolcsszerti
felilletiek. A fialidok cstcsan csoportokat alakitanak ki. A Trichoderma viride nagy
mennyiségben termel zold, sargaszold, vagy atlatszo konidiumot, de csak abban az esetben,
ha tenyésztés kdzben fény éri. Amennyiben ez nem torténik meg egyaltalan nem képzodik

(Kevei et al. 1999a).

A Trichoderma nemzetség tagjai a legtobb talajtipusban fellelhetok, ebb6l adoddan a
legelterjedtebb kitenyészthetd gombaként tartjak Oket szdmon. Ez a tény, illetve okologiai
plaszticitasuk Osszefliggésben all azzal, hogy lizal6 enzimek, illetve lebontd szubsztratok
széles korét termelik, emellett magas ellenallo képességgel rendelkeznek a mikrobialis
inhibitorokkal szemben. Szamos gombatérzs antagonizald képessége miatt - mely tSbb
fitopatogén gomba, baktérium ¢és oomyces ellen iranyul - biokontroll 4gensként alkalmazhato.
Antagonizmus mechanizmus johet 1étre tapanyagért, illetve teriiletért vald versengés soran,
antibiotikumok termelése révén, valamint novények szisztematikus ellenallé képességének
fokozasaval. Ezen talmenden a Trichoderma fajok serkentik a ndovény novekedését és
fejlodését ezeket elosegité molekulak termelésével (Monifil & Casas-Flores 2014).
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Jo anyagcsere szabalyozassal rendelkeznek, igy a kornyezeti valtozdsokra, tdpanyag,
illetve oxigénkorlatozasokra megbizhaté valaszt képesek adni. Enzimek sorat termelik
homopoliszacharidok és heteropoliszacharidok lebontasara. A Trichoderma génusz gomba
torzsei antibiotikus aktivitassal bird6 masodlagos anyagcseretermékeket allitanak eld, ezek
szintén fontos szabalyozoi a fitopatogéneknek (Silva et al. 2014). A fentiekb6él adoddan
szamos fajt felhaszndlnak a mezdgazdasagban pl. novények ndvekedésserkentésére,
novénykorokozé gombak elleni bioldgiai védekezésben, biokontroll, illetve bioldgiai
megfigyelések céljara (Hermosa et al. 2012). Ilyen faj példaul a Trichoderma harzianum,
mely a novénypatogén talajgombakat elnyomja a tapanyagért folytatott versenyben. Ezen
kiviil gombak micéliumain is fellelhetd, mint ¢16skodd, valamint ezen gombak ellen olyan
anyagokat is termel, mely pusztulasukat idézi elé. Kulturnovények és szabadon termd
novények rizoszférdjaban is el6fordul. Tobb kereskedelmileg eldallitott készitmény

alkotojaként hasznaljak biologiai ndvényvédelem soran (Rod et al. 2005).

Az iparban elsdsorban kivald cellulézbontd képességiik miatt alkalmazzak Oket. A
cellolitikus enzimek ipari termelését egyértelmiien a Trichoderma reesei gombak uraljak
(http2).

2.5.3 Mucor fajok altalanos jellemzése

A Mucorok tobbnyire novényi és allati maradvanyokon szaprofitak, ritkabban mas

Mucorok vagy magasabb novényi és allati szervezetek parazitai (Gdumann 1949).

A legismertebb altalanosan penésznek tekintett szervezetek, melyek laza vatta, vagy
nemezszerl telepet képeznek, melyeket tilnyomodrészt conocitikus légmicéliumok alkotjak.
Ezek légmicéliumai dus, nagyrészt vildgos szinliek, de lehetnek sotétsziirke, vagy barna
pigmentaltsaguak is. Nagyon gyors ndvekedésiiek, tobbek kdzott ezért is érdemes gatolni dket
kiilonbdz6 primokultarakban, tenyészetekben a tapagarhoz hozzaadott anyagokkal, mivel
konnyen ratelepedhetnek mas fajokra is, illetve csak utanuk kezdenek el ndvekedni az
imperfekt, illetve tomlds gombak (Fassatiova 1984). A sporangiumtartok egyszeriiek, vagy
elagazdak a sporangiumok pedig gdmbdlytiek, korte forméjuak vagy lapitottak kolumellaval,
néha apofizissel (Zycha & Siepmann 1969).
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A Mucorales rend tagjai ivaros szaporodasra is képesek, ekkor két hifa egy része
zigbtava olvad Ossze, melynek soran zigospora keletkezik. Ez csiratomld segitségével
kicsirazik, melyb6l egy Gjabb micélium alakul Ki, vagy pedig egy ivartalan szaporitoszerv a
sporangium (http 6). Az ivaros szaporodashoz sziikséges haploid sejtek sejtmagjai csak olyan
formaban tudnak egyesiilni, ha képesek egymasra talalni. Ebb6l a célbol mar egyszeriibb
gombak esetében is megfigyelhetiink olyan biokémiai-¢lettani folyamatokat, mely az
elobbieknek eleget tesz. A  gametangiumképzést ¢és konjugaciot gyakran ivari
csalogatdanyagok (feromonok) szabalyozzdk. Tobbek kozott a Mucor nemzetségben is
kimutattak egy olyan hormonhatasu anyagot, mely gametangiumok kialakulasat segiti ¢l6. Ez

a vegylilet a trisporansav (Jakucs 1999).

A Mucorales rend tagjai valtozatos megjelenésii vegetativ szaporodasi format
alakitanak ki. Egyik modja, amikor a fejlodo sporak a kozottik 1évé anyagot megduzzasztjak,
melynek hatasara felszakad a sporangium fala, igy a kiaraml6 spordk alkalmas kozeget talalva
kicsirdzhatnak. Masik forma, amikor az egész sporangium a csiratomld segitségével csirazik
Ki. A sporangiosporak az ivartalan szaporitosejtek, melyek a sporangiumon beliil talalhatoak.
A sporangiumot a sporangiumtartotol elvalasztd a sporangiumba betiiremkedd harantvalaszfal
a kolumella, mely a Mucor nemzetségben jellemz6sen korte alaku. A sporangiumtarto,
sporangium, sporangiosporak ¢és kolumella elhelyezkedését a 7. dbra szemlélteti.
Taxonomiailag fontos bélyeg a sporangiofor morfoldgidja. A sporangium lehet széraz, vagy
folyadék tartalmu, illetve tartalmazhat néhany, vagy tobb ezernyi spérat. Vegetativ
szaporitoképletek kozé sorolhatd még a sporangidlum, merosporangium, illetve a
sporoklddium, melyek foként sporaszamukkal és azok elrendezddésével kiillonboznek

egymastol (Kevei et al. 1999b).
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7. 4bra: Mucor hiemalis sporangiumtartd, sporangium és sporangiospora kolumellaval (sajat felvétel)

Az idegrendszerben, illetve a tiidoben sulyos elvaltozasokat okozhatnak, melyek
altalaban haldlos kimeneteliiek, bar aranylag ritkdn fordulnak elé. Fakultativ patogének, azaz
a legyengiilt szervezetet tamadjak meg, bar kialakulhatnak erésen patogén torzsek is (Jakucs
1999). Allati és novényi eredetii anyagokon elszaporodva vastag penészréteget hoznak létre.
Gyiimolesok és zoldségek rothadasat okozzdk. Mivel tolerancidjuk nagy a kiilonbozo

kornyezeti viszonyokhoz, igy konzervalt készitményekben is elszaporodhatnak (Maraz 2001).

2.6 Nehézfémek

A fémek természetes moddon is el6fordulnak a kornyezetben, de azok magasabb
kornyezeti koncentracidoi miatt kiilonféle antropogén tevékenységek tehetdek felelGssé.
Ebben nagy szerepet jatszanak az ipari és mezdgazdasagi tevékenységek, beleértve a
banyaszatot, kohaszat folyamatait, a szennyvizzel vald 6ntdzést és a miitragyahasznalatot is,
melyek hatasara az utobbi években a kornyezetre hatdé nehézfémek altal okozott veszélyek

megnovekedtek (Alloway & Steinnes 1997).

Az egyébként esszencidlis fémek is, mint példaul réz, kadmium, cink, kobalt, mangén és
vas is toxikussa valhatnak, ha az optimalis mennyiséget meghaladjak. Az €16 szervezet altal
felvett nehézfémek nem fejtenek ki azonnali hatdst. Felhalmozodva kiilonb6zo
koncentracional valnak mérgezévé. A talaj folyadék fazisaban is jelen lehetnek oldhatd

szerves ¢€s szervetlen komplexek forméjaban, hidratdlt ionként, valamint kolloidok

21



alkotorészeként, szilard fazisban pedig szerves és szervetlen kolloidok feliiletén kicserélhetd

formaban, szilikatok kristalyracsaban, valamint oldhatatlan csapadékokban (http 9).

A nehézfémek diszpergéalhatnak a felszin alatti iiledékekben és a talajvizben, ebbdl
adoddan igen széles korben elterjedhetnek nagy kart okozva ezzel az Okoszisztémdaban,
valamint a taplaléklancon keresztiil az emberekben is (Zeng et al. 2010). Természetesen nem
csak ezen a modon keriilhetnek be a fent emlitett rendszerekbe. Egy masik lehetséges ut a
mikroorganizmusokban, talajlako allatokban és novényben torténd akkumuldlodas, melynek
kovetkeztében az Oket fogyasztd allatok és emberek szervezetébe is bekeriilhet. A talajbol
nemcsak ¢l6 egyedek képesek akkumuldlni a nehézfémeket, hanem kioldodas, kimosodas
kovetkeztében a viz, illetve a levegd is, igy ismét felvehetdvé valhat az 6koszisztéma tobbi

szerepldje szamara.

A fémek toxicitasi fokanak egyik legfontosabb meghatarozé tényezdje a talajban annak
biologiai hozzaférhetdsége, amely az intersticidlis vizben, vagy talaj részecskékben a
szennyezd anyagoknak az a része, mely rendelkezésre all egy adott organizmus szdmara, tehat
fel tudja azt venni belégzés, emésztés, vagy kozvetlen kontaktus altal (Naidu et al. 2000).
Természetesen ezen kiviil befolyasolhatja még a fémek fizikai-illetve kémiai tulajdonségai, a
kornyezetbe keriilé koncentracio, illetve az altala okozott terhelés iddtartalma és gyakorisaga,

talajtulajdonsagok, illetve az adott szervezetbe vald bejutas modja, annak kora és allapota.

Fémszorpcid utjan a talaj agyag- és szervesanyag tartalma mérsékli a toxicitast. A
talajban ugyanis mikrobidlis tevékenység kovetkeztében olyan szerves vegyliletek is
termelddnek, amelyek oldhato kelatokat képeznek fémionokkal (Csathd 1994b). Az igy
kialakul6 komplexek ekdzben le is bomlanak, ebbdl addoddan a kelatizald szerves anyagok

szintézisének €s lebontasanak ardnya hatdrozza meg az aktualis oldhato-fémkoncentraciot.

Gombakban a nehézfémionok ciszteintartalmi fehérjék tiol csoportjaival képesek
reakcidba lépni, igy fungicid hatast kifejteni. Ennek kdvetkezménye az €16 sejt energiatermeld
folyamatainak gatlasa, mivel szdmos enzim milkddéséhez nélkiilozhetetlen a fehérje
tiolcsoportjainak jelenléte (Josepovits 1987). Toxikus fémek novekedésgatlast, spora
,»csirazas” gatlast okozhatnak, valamint befolyasoljak a reprodukciot, metabolikus aktivitast
(Gadd 1993, Amir & Pineau 1998), illetve csokkentik a mikorrhizas gombak kolonizacios

képességét novények gyokerein (Mozafar et al. 2002). Ezen kiviil a gombak morfoldgiaja is
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megvaltozhat, ami gyakran a micéliumok siirtiségében mutatkozik meg (Ramsay et al. 1999,
Fomina et al. 2005).

A gombdk egyébként jO fémfelvételi rendszerekkel rendelkeznek anyagcserétol-
fliggetlen bioszorpciéval. A fémion felhalmozddas elsddleges helyét a hifa falanak
tulajdonitjak. Zafar (2007) kutatasai alapjan a Rhizopus sp. és Aspergillus sp. a kadmiumnak

¢és kromnak tokéletes bioszorberei lehetnek.

26.1 Réz

A talajokban a réz foként érc formajaban fordul elé (Pelikan 1981). Az elemi réz nem
tekinthetd mérgezOnek, csak annak vegyiiletei. Lehel & Laczay (2011) irasa alapjan a Cu kis
mennyiségben esszencidlis a mikroorganizmusok és egyéb szervezetek szamara, viszont nagy
koncentracioban tobbek kozt az anyageserét is karosan befolyésolja (Petersen et al. 2003),
holott normal esetben szdmos anyagcsere-folyamat enzimatikus kofaktoraként ismeretes
(Santorufo et al. 2012). Esszencialis elemként szerepiik van a vérképzésben,

redoxfolyamatokban és az enzimrendszerek normal miikodésében (Lehel & Laczay 2011).

Az elmult években a réz banyaszat, az adalékanyagok, gombadld szerek, novényveédod
szerek €s a szerves tragya széles korben elterjedt hasznalata, valamint 6ntozés €s a varosi
szennyviziszap komposzt felhasznalasa sulyosbitotta a talajok réz terhelését (Wang et al.
2012). A mezOgazdasagban novényi tapanyagként, algicidként, baktericidként és
fungicidként, az A4llatgyogydszatban pedig ndvekedés-serkentd, takarmany-kiegészitd és

betegségmegel6z6 hatdsa miatt alkalmazzék (Adriano 1986).

Fungicidek tekintetében 2 féle hatdsmechanizmusu szerrdl beszélhetiink. Az egyik az
ugynevezett aspecifikus hatast készitmények csoportja, melyek a gombak tobb életfontossagu
bioszintetikus folyamatat is gatolhatjdk. A masik csoport képviseldi a specifikus hatasu
szerek, melyek célzott hatdssal birnak, ennek kdvetkezménye viszont a tolerancidra valo
készség megnovekedése (Székacs 2006). A kiilonféle réz készitmények az elsd csoportba
sorolhatok, tehat aspecifikus hatasit gombadlé szerként viselkednek. Az elmult években
szamos fungicid hatéanyag felhasznalasi engedélyét visszavontdk, mivel tobbségiik

okotoxikologiai szempontbol kedvezdtlen tulajdonsdgokkal rendelkeztek. A réz hasznélata
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tovabbra is megengedett, viszont mivel felhalmozodik a talajokban, valamint minden ¢é16
szervezet érzékenységet mutat vele szemben, igy felhasznalhatosdganak lehetdsége egyre
szukiil. Kijuttathaté mennyisége is korlatozott, tobbek kozott az 6koldgiai ndvényvédelemben

is (http 3), ahol betiltasat mar régodta tervezik, s6t szamos orszagban mar nem is alkalmazhato.

»A  rézvegyiiletek altalanos sejtméregnek tekinthetdk. A  gombaszervezetben
kelatképzok ¢és rossz vizoldhatéosaguiak. A rézvegyiiletek stabilak, mely a rossz
vizoldhatdsaggal parosulva igen tartos hatasuva teszi ezeket a képzédményeket. Egyszerre Kis
mennyiség oldodik, ez felszivodik a megjelend sporakban, majd kioldodik, ezaltal
akkumulalodik a sporakban” (Székacs 2006). A felhalmozodas kovetkezményekén a sporakon
beliil a Cu?*-ionok olyan kémiai csoportokhoz kapcsolédhatnak, melyek szamos enzim

fehérjében jelen vannak, igy megzavarjak a normadlis sejttevékenységet.

2.6.1.1 Réz hatasa kiilonb6z6 szervezetekre korabbi tanulmanyok alapjan

Kandeler et al. (1992) kohobdl szarmazd réz szennyezés hatasat vizsgalta amdéban,
melynek sordn mind a fajok szdmaban, mind pedig mennyiségiikben valtozast figyelt meg.
Ezzel szemben Boon et al. (1998) egysejtlickre vonatkozoéan nem ¢észlelt hatas rézzel erésen
szennyezett talajokon. Ekelund et al. (2003) mikrokozmosz kisérlete soran talajhoz adott
Cu®*-ion hatasara véltozast figyelt meg baktériumokkal, illetve protozoakkal kapcsolatos
tevékenységekben, ezek fiziologidjaban, illetve a diverzitdsban. Relative csekély
modosulasokkal talalkozott a teljes mikrobialis, illetve mikro-fauna mennyiségében és
aktivitdsdban is még magas rézzel kezelt koncentraciokban esetén is. Ezt a mikrobidlis

kozosség gyors kompenzalasanak tulajdonitotta kiillonbozd taxonok veszteségének

funkcionalis helyettesitésére.

Chu et al (2010) korabbi tanulmanyaban a réz nem volt hatassal a Trichoderma, illetve
Fusarium sokasagara, de jelentdsen befolyasolta a kozosségek szerkezetét. Novekvo
mennyiségek mellett fajok kicserélddése, illetve egyes fajok felvaltasa volt megfigyelhetd. A
szerzOk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ez az atrendezddés egy igen fontos alappillére a

kozosségek novekvo réz-mennyiségekhez vald alkalmazkodéasanak.
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2.6.2 Kadmium

A kadmium legnagyobb mennyiségben szennyviziszapok és hulladékok kihelyezésével
keriil a kérnyezetbe. Ennek mennyisége nagyobb, mint a szén elégetése, vas €s acél gyartasa a
foszfor mutragyak gyartdsa és hasznalata, illetve a cinkgyartds révén kornyezetbe jutd6 Cd
Osszessége. A természetben 1év0 kadmium mennyiségéhez a vulkani tevékenység is

hozz4jarul (Csatho 1994a).

Lindsay (1979) szerint a kadmium egy potencialisan toxikus fém, mely nem ismert
biologiai funkciokkal rendelkezik. Kloridokkal, hidroxillal, szulfthidrid és tiol csoportokkal
tarsulva oldhatd komplexeket képez és ezek a komplexek nagymértékben szabalyozzak a Cd
biologiai aktivitasat (Vig et al. 2003). Mivel a jelenleg ismert enzimek koziil egyetlen egynek
sem képezi szerkezeti alkotorészét, ezért mar alacsony koncentracidoban is nagyon toxikus

lehet.

Magas koncentracidban a talajokban mind a kérnyezet, mind pedig az emberi egészség
szdmara vesz¢lyt jelenthet. A Cd a talajokban kénnyen mozog, igy képes a ndvények
gyokerein keresztlil abszorbedlodni, majd felhalmozddni a szovetekben. Mivel nem minden
esetben alakulnak ki lathatd elvaltozasok a ndvényen, észrevétlen maradhat a fogyasztok

szamadra, igy konnyen eljuthat a taplaléklancon keresztiil akar az emberi szervezetbe is.

Noveényeknél zavarokat okozhat a ndvekedésben, illetve a termékenységben.
Kozismerten negativan befolyasolja a talaj biotat, valamint a talaj biologiai és biokémiai
tulajdonsagait, mint példaul a mikrobialis biomassza szén-tartalmat (MBC), enzim aktivitast

¢és 1égzést (Aghababaei 2014).

Reaktiv oxigéngyokok képzésével oxidativ stresszt idéz el az €16 sejtekben, amely
hatassal van szamos sejtkomponensre, példaul DNS-re, lipidekre és fehérjékre. Ez a folyamat
apoptézishoz, vagyis programozott sejthalalhoz vezethet. A Ccd* gatolja a nitrat reduktaz

aktivitast, amelyet Aspergillus niger gombafajon is megfigyeltek (Chakraborty et al. 2014).

A citoplazmaba konnyen bekeriilhet, mivel szerkezetileg hasonlit a nem toxikus

fémekre, igy azok transzport rendszerein keresztiil képes szallitodni. Kérositja a sejteket a
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fehérjék szulfhidril csoportjahoz valo erés affinitasa, valamint a Zn®* és Fe** ionok fehérjék
kotohelyeirdl valo kiszoritdsa miatt is. Szulthidril csoportok nehézfém kationokkal torténd

komplexképzése csokkenti az érzékeny enzimek aktivitasat (Zeng 2013).

2.6.2.1 Kadmium hatéasa Kiilonb6z6 szervezetekre korabbi tanulmanyok alapjan

Stremtomyces platensis cianobaktériumon végzett kadmiumszorpcios kisérletek
soran nagyobb kadmium koncentraci6 hatasara baktériumsejtek pusztulasat figyelték meg,
kisebb mennyiségeknél pedig egy enyhe szaporodasgatld hatast (http 4). Szab6é & Horvath
(1983) kiilonbozo szennyvizek és iszapok mezdgazdasagi hasznositdsa soran talajba keriild
nehézfémek, azon beliil pedig kadmium mikroorganizmusokra gyakorolt hatdsat vizsgaltak
meg laboratoriumi koriilmények kozott. A Bacillus megaterium szaporodasat 50 mg/l
kadmium géatolta teljes mértékben, mig a Bacillus cereusét 500 mg/l. Az Gsszcsiraszdmot 1,5
¢s 10 mg Cd/kg talaj nem csokkentette, de 50 mg Cd/kg talaj mar gatolta.

Takécs et al. (2000) kadmium, nikkel és cink arbuszkularis mikorrhiza gombak
diverzitasdra gyakorolt hatdsat vizsgaltdk mészlepedékes csernozjom talajokon. A harom
nehézfém kozil a kadmiummal szennyezett talajokon vélték felfedezni a legalacsonyabb
diverzitast. Feltételezésiik alapjan olyan fémtolerans gombafajok szelektalodtak ki, amelyek

képesek elviselni magas nehézfém koncentraciok jelenlétét is.
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3 ANYAG ES MODSZER:

3.1 Mintavétel az el6kisérlethez, illetve a végleges kisérlethez

Talajmintdink a g6dolléi 103B jelt erdébol szarmaznak a 8. dbran lathato talajszelvény
melletti terliletrdl 10 cm-es mélységbdl. Az erddteriileten uralkodé talajtipus a Ramann-féle
barna erddtalaj, vagy mas néven barnafold, melynek szelvényét egyenletesen agyagos
szerkezet, kedvezd Osszetételli humuszanyagok, illetve gyengén savanyu kémhatas jellemzi.
A talajtipus A-szintje — ahonnan mintdink is szarmaznak — 20-30 cm-es vastagsagu,
szerkezete morzsas, vagy szemcsés gyengén savanyu, vagy semleges kémhatéssal.

Humusztartalma kb. 6-8 %-ra tehet6 (http7).

8. abra: Talajmintavételi szelvény és a mintavétel helye. (Sajat felvétel)

Mintavétel soran eldre sterilezett, majd a helyszinen 70 %-os etanollal fertdtlenitett
mintavételi eszkozoket alkalmaztunk az infekcid elkeriilése céljabol. Rézzel torténd kezelés

esetében 2014. marciusaban a kadmiumos kisérlethez pedig juniusban vettiink mintakat.
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3.2 Elokisérletek

A végleges kisérlet beallitasat
megeldzden a megfeleld taptalaj, inkubacios
hémérséklet, illetve a talajmintdk higitasi
fokanak

megallapitasa céljabol

eldvizsgalatokat végeztiink.

A talajmintdkbol vizes szuszpenzidt
¢s tizszeres higitési sort készitettiink. Ennek
soran 0,5 g talajt 4,5 ml steril ionmentes
vizhez (diszpergald oldat) adtunk, majd 5
percen keresztiil ELMA Elmasonic E30H

9. abra: Mintak az ultrahangos vizflirdében.
(sajat foto)

tipusu ultrahangos vizflirddbe helyeztiink (9. abra). Az igy elkésziilt szuszpenziobol pipetta

segitségével 500 pl-t 4,5 ml ionmentes vizhez adtunk, melynek sordn 107 higitéasi fokot értiik

el. Vortex-szel torténd homogenizalast kdvetden ebbdl szintén az elébb leirt mennyiséget

helyeztiik at ujabb 4,5 ml vizhez, majd a 10. abran lathato modon ismételtiik meg a miiveletet

egészen az 5. higitasi fokig.

500 pul

107

500 pl

500l 500

4.5ml

45ml

4.5ml 4.5ml

10. &bra: Tizszeres higitasi sor elkészitésének modja talajszuszpenzidbol. (sajat abra)
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Mindez azért sziikséges, mert a talajban grammonként gombak millioi talalhatéak. Ha
higitas nélkiil tenyésztettiik volna ki a mintainkat, akkor a nagy egyedszam miatt szinte

lehetetlen lett volna megszamlalni, illetve izolalni a fajokat.

Az igy eldallitott elegyekbdl 100 pl mennyiséget szélesztettiink a Petri-csészékben
alkalmazott 3 féle tapagar felszinére, majd 7 napig inkubaltuk 26, illetve 37°C-on. A 2x-€s
(10'2) higitas igen toménynek bizonyult. A gyorsan nové fejespenészek (pl.: Mucor spp.)
nagyszamu megjelenése, illetve a magas telepszam ellehetetlenitette volna a fajok szdmanak
meghatdrozasat, illetve azok izolalasat. Legmegfelelobbnek a 3x-os higitast talaltuk igy ezt is
alkalmaztuk a késGbbiekben is a leoltasoknal, valamint a CFU (Colony Forming Unit), vagyis
a telepképz6 egység kiszamitasanak esetében. Taptalajok szempontjabdl a burgonya-gliikoz
agart (PDA) valasztottuk, mivel ez volt a leghatékonyabb a fejespenészekkel szemben és
latszolag ez volt a legmegfelelobb a kiilonbozd fonalas gombak szdmara. 37°C-os inkubalast
kovetden egy hét alatt sem igen néttek ki telepek még a legtoményebb higitasban sem. Ezzel
szemben 26°C-on megfeleld mennyiségii telepszamot detektaltunk, igy ezen a héfokon

inkubaltuk mintainkat a kisérlet folyaman.

3.2.1 Alkalmazott taptalajok rovid jellemzése, osszetétele

Martin féle agar (1950): A szén- és nitrogénforrast optimalis mennyiségben tartalmazé

tapagar. A baktériumok novekedését 200 mg/l penicillin hozzdadasaval a fejespenészek

gatlasat pedig 0,035 g/l bengalrézsa hozzaadasaval biztositottuk.

Osszetevo Mennyiség
Szacharoz 10,0 ¢
Pepton 5049
KH,PO, 109
MgSO4*7H,0 059
Elesztékivonat 059
Bengalrézsa 0,035¢
Agar-agar 15,09
Desztillalt viz 1000 ml

+ antibiotikum
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Sabouraud dextréz agar (1910): Alacsony pH tartalma miatt gatolja a legtobb baktérium

elszaporodasat. A novekedéshez sziikséges energiat, illetve megfeleld nitrogénforrast
biztositja. A tokéletesebb védelem érdekében szintén 200 mg/l penicillint adtunk a még meg

nem szilardult taptalajhoz.

Osszetevo Mennyiség
Gliikéz 40 g
Pepton 109
Desztillalt viz 1000 ml
Agar-agar 15¢

+antibiotikum

Burgonya-gliik6z _kivonat agar (PDA, Scharlau): A PDA egy altalanos gomba taptalaj,

melyet nagy cukortartalom és savas pH jellemez.

Osszetevo Mennyiség
Burgonyakivonat 230 g
Gliikéz 20 g
Agar 209
Desztillalt viz 770 ml

+ antibiotikum

3.3 Kisérlet beallitasa

331 Réz

A frissen vett mintakbol 100 g nedves talajt mértiink be analitikai mérlegen, 1 napon
at szaritoszekrényben taroltuk, majd megallapitottuk annak szarazanyag tartalmat. Ehhez

igazodva szamoltuk ki az adott talaj mennyiségéhez sziikséges réz hatdéanyag mennyiségét.
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A 6/2009. (IV. 14.) KvWM-EiM-FVM

foldtani kdzegre vonatkozo szennyezettségi

]

=

] n ‘ } egyiittes rendelet 1. melléklete alapjan a réz

hatarértéke 75 mg/kg, igy ehhez igazodva

allitottuk be a kisérlet sordn hasznalt

koncentracidkat.

Analitikai mérlegen kimért 5 x 25 g
11. abra: CuClL,*2H,0 torzsoldat, valamint a mennyiségl talajt zarhatd fedeld sterilezett
higitassal eldallitott 4 koncentracio (sajat fotd) . . ., .

iivegekbe helyeztiink. Kristalyos szerkezetli
CuCl,*2H,0-bdl torzsoldatot allitottunk eld, melybdl tizszeres higitasi sort készitettiink (11.
abra). A higitési sor tagjaibol 2,5 ml-t pipettazva a 25 g nedves (20,665 g szaraz) talajhoz az

alabbi végkoncentraciokat (ug réz / 1 g széraz talaj) kaptuk:

1.5 pg/g
- 75 pglg
- 750 pg/g
- 7500 pg/g

+ Kontroll

Természetesen a kontrollnak szant 25 g talajhoz réz hatébanyagot nem tartalmazé 2,5 ml

steril vizet adtunk.

2 hét 26°C-on tOrténd inkubaciot

kovetben minden koncentraciobol és a

kontrollbol 0,5 g mennyiséget mértiink be
egy kémcsébe, melyhez 4,5 ml desztillalt
vizet adtunk és az el6z6 fejezetben
ismertetett modon higitasi sort készitettiink,
majd a 3x-os higitasbol 100 pl mennyiséget
sz€lesztettink PDA tapagar feliiletére 3

ismétlésben (12. abra).

12. abra: Nehézfémmel terhelt talajokbol elkészitett
3 tag higitasi sorozat (balrél jobbra: 10, 10, 10°%) (sajat foto)
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1 hét elteltével detektaltuk a primokulturdkat és minden kiilonbozének vélt fajt 1
pontban leoltottunk PDA taptalajra, valamint feljegyeztiik azok darabszamat. A fajok
izolalasat oltokaccsal, illetve tlivel végeztiik. Minden egyes miiveletet megel6z6en Bunsen
¢g0 langjaba tartva fertbtlenitettik az eszkozoket az esetleges befert6z6dés elkeriilése
céljabol. A beazonositasig naponta detektaltuk a telepeket és az 6regedd, illetve befert6zodott

izolatumokat 0j taptalajra oltottuk at.

3.3.2 Kadmium

Az eljaras lényegében ugyan az volt, mint réz esetében, igy a folyamat leirdsat ebben a
fejezetben nem ismétlem meg. A koncentraciokat szintén a 6/2009. (IV. 14.) KvWM-EiM-
FVM egyiittes rendelet 1. mellékletéhez igazitottuk, melyben a kadmium f6ldtani kozegre

vonatkoz6 szennyezettségi hatarértéke 1 mg/kg.

Kristalyos szerkezetii Cd(NO3),*4H,0-bol térzsoldatot allitottunk el6, melybdl tizszeres
higitasi sort készitettiink. A higitasi sor tagjaibol 2,5 ml-t pipettazva a 25 g nedves (20,585 g
szaraz) talajhoz az alabbi végkoncentraciokat (ug kadmium / 1 g szaraz talaj) kaptuk (10.
abra):

-0.1ng/g

-1pg/g

-10 pg/g

- 100 pg/g

+ Kontroll

3.4 Sejthomogenizalas

A tiszta tenyészetekbOl Potter-Elvehjem tipust sejthomogenizaloval aszeptikus
koriilmények kozott sejtszuszpenzidt készitettiink 20%-os glicerin oldat hozzdadéasaval. A
sejthomogenizald eszkoz tulajdonképpen egy csébdl és egy ahhoz szorosan illeszkedd
dugattyabol all. A gomba egy részét, illetve a glicerint az tivegcsObe helyeztiikk, majd ezt
kovetéen a dugattyl mozgatasaval egy homogén szuszpenziot kaptunk. Ebbdl 1,5 ml-t

Eppendorf-csdbe pipettaztunk, melyet tovabbi vizsgalatok céljabol -80°C-on taroltuk.
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3.5 Izolatumok mikroszkopos, illetve makroszkopos beazonositisa sajatos bélyegek

alapjan

A makroszkopikus vizsgalat nem mas, mint a gomba szabad szemmel lathato
tulajdonsagainak megfigyelése Fontos meghatarozo jelleg volt a telep szine, feliilete,
barazdaltsaga ¢és allaga, valamint alakja és annak széle, az esetleges folyadékcseppek

jelenléte, taptalaj megfestése a telepek hatoldala, valamint sok esetben a gomba illata.

Ezt kovette a mikroszképikus vizsgalat, melyet fénymikroszkdp segitségével
végeztiink. Megtisztitott targylemez feliiletére megfeleld6 mennyiségii folyadékcseppet
helyeztiink, majd leégetett oltdkacs segitségével a gomba tenyészetbdl egy kis darabot
lemetszettlink, melyet a cseppbe helyeztiink, majd fedélemezzel buborékmentesen lefedtiik. A
mikroszkop targyasztalan torténd rogzitést kovetden a kivant felbontasban kereshettiink a
preparatumban sajatos faji bélyegeket, melyek alapjan be lehetett azonositani doket. A
beazonositas soran tobb faj gombahatarozodja is segitségiinkre volt (pl.: Fassatiova, O. (1984):

Penészek és fonalasgombék az alkalmazott mikrobiologidban).

Természetesen akadtak olyan fajok is, amelyek beazonositdsara nem talaltunk

egyértelmi faji sajatossagokat, igy ezeket szekvenalassal hataroztuk meg.

3.6 Fajok szekvenaldsa

3.6.1 DNS-kivonas

A -80°C-on tarolt torzsgylijteménybdl kivalasztott gombakat 3 ponton PDA taptalajra
oltottuk ki, majd 1-1,5 nap elteltével kémcsovekbe kiontott 2 ml (2% gliikozt, 1% peptont,
0,5% éleszt6t tartalmazd) taplevesre oltottuk at. 3 ml 1%-os MgCI, oldatot adtunk a
mintakhoz, majd vortexeltiink. Ezt kovetden a telepeket Eppendorf csébe helyeztiik és az
aldbbiakban lathato részletes leirds alapjan végeztilkk el a gombak DNS-ének kivonasat

Epicentre Biotechnologies® MasterPure™ Yeast DNA Purification készlet segitségével.

300 pl Yeast Cell Lysis Solution oldatot adtunk mintainkhoz, majd vortex-szel torténd
homogenizalast kovetéen 10.000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk. Ezt 20 perces 75°C-0S
vizfirdd, majd 5 perc hiités kovette. 150 ul MPC Protein Precipitation Reagens hozzéadasa
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utanl0 mp-ig vortexeltiikk, majd 10 percig 10.000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk a

mintakat, melyekbdl 2 x 150 ul mennyiségii oldatot pipettaztunk at Gij Eppendorf csébe.

Ehhez -20°C-on tartolt 410 ul izopropanolt adtunk hozza, 10 percen keresztiil
Osszerazas segitségével homogenizaltunk, 10.000 rpm fordulatszamon centrifugaltunk, majd
egy erdteljes mozdulattal az izopropanolt ledntottiik. 410 pl 70%-os etanol hozziadasat
kovetéen ismét 10 perc centrifugalas kovetkezett, majd a felesleg erételjes mozdulattal
torténd ledntése. Ismét 70%-o0s etanolt adagoltunk mintdinkhoz 410 pl mennyiségben, am
ebben az esetben csak 5 percig centrifugaltunk, majd a felesleget erételjes mozdulattal

leontottik.

10-20 percen keresztiil allni hagytuk mintainkat beszaritas céljabol. Ennek elteltével
pipetta segitségével szuszpendalast végeztiink 30 pl bidesztvizzel majd a mintakat a tovabbi
felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

3.6.2 PCR-termék elkészitése, illetve a kivant szakasz amplifikalasa

Ahhoz, hogy egy adott DNS szakaszt PCR berendezés segitségével felsokszorozzunk
a kivant mintankhoz tobbféle komponenst is hozza kellett adnunk. Ezek 0ssze pipettazasa
soran sziikséges volt a PCR-csovek jéggel teli tdlcaban vald tartdsara a reakcid beinduldsanak

elkertilése céljabol (13. dbra),

13. abra: Mintaink jéggel teli talcaban a PCR-termék Gsszerakasa kozben. (sajat foto)
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A reakciohoz szilikséges komponensek (25 ul végtérfogatra szamolva):

- ITS1/ITS4 gomba specifikus primerek 0,25-0,25 ul
- DNS templat 2 ul

- PCR Master Mix 12,5 pl

- MQ-viz 10 ul

Az altalunk alkalmazott hémérsékleti program a kovetkezé volt:

- 1. Elédenaturacio: 95 °C 5:00

- 2. Denaturaci6 95 °C 0:30

- 3. Annealing 54 °C 0:45} 35x
- 4. DNS szintézis 72 °C 0:60

- 5. Ismétlés (2-4. 1épés) 72 °C 7:00

- 6. Hités 4°C

3.6.3 PCR termék ellenorzése

A kapott amplikonokat 1%-os agar6z gélben futtattuk meg abbol a célbol, hogy
leellendrizziik a kapott PCR-termék mindségét, tisztasagat. Az agardz gélelektroforézis a
toltéssel rendelkezd molekulak elektromos térben valdé mozgasan alapul. Az adott toltésii

molekuldk ebben a térben az ellentétes toltésl elektroda felé haladnak.

A gél elkészitéséhez agarozt, TBE puffert, valamint etidium bromidot hasznaltunk,
mivel ez hozzakotddik a DNS-hez, igy UV-fényben lathatova teszi azt. A mintdinkhoz
jelzofestéket pipettaztunk, majd a gélben fésiik segitségével eldallitott zsebekbe toltottiik be.
A jelzdfestek segitségével leellendrizhetd a futds sebessége, illetve allapota. Az elsé zsebbe
az un. 1étra kertilt, ami a késdbbiekben segitségiil szolgalt a DNS hosszanak megallapitasahoz.
Futtatas utan UV-fény aléd helyeztiik a mintakat, melynek soran a 14. dbran lathaté eredményt
kaptuk. Mivel az ethidium-bromid mutagén és karcinogén anyag, ezért végig kotelezd volt

nitriles kesztyli hasznalata.
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14. 4bra: PCR termék ellendrzése soran kapott gélkép (sajat fotd)

A gél 6sszedllitasahoz sziikséges anyagok: 80 ml 1%-0s TBE- (TRIS, borsav, EDTA)

puffer, 0,8 g agar6z por és 4 pl ethidium-bromid. A termék futtatasat 110 mV fesziiltés alatt
20 percen keresztiil Cleaver MultiSub tipusu futtatokadban végeztiik.

3.6.4 PCR termeék tisztitasa

A tisztitds 1ényege, hogy csak maga az amplikon keriiljon szekvendl6 reakcioba, tehat
a nem kivanatos alkotok (pl. maradék dNTP) eltavolitasa a cél, melyet NucleoSpin ® Gel and
PCR Clean-up készlettel végeztiink (15. abra).

A rendelkezésiinkre 4ll6 PCR terméket kétszeres térfogata NT

pufferben vettiikk fel, majd a DNS megkdtése érdekében szilika- TT PCR termek
membranra vittiik. A membrant gyiijtdcsébe helyeztiik, majd 30 ,lA

mp-ig centrifugaltuk 11.000 rpm fordulatszamon. A membran Tg MEgiotes
atmosasa céljabol 700 pl NT3 puffert pipettaztunk ra, fél percig l_:

centrifugaltuk 11.000 rpm fordulatszamon. Ezt kovetden Tg Mosas
megismételtiik a folyamatot, &m ebben az esetben 1 percig tortént a T

centrifugalas, majd tiszta Eppendorf-csovet helyeztiink a gyiijtécsé Qﬁ; Eluécié
helyére. 30 ul NE-puffert adtunk a mintankhoz, majd 1 perc T
szobahOmérsékleten valdo  inkubdciét kovetéen  11.000-es T SRS

fordulaton centrifugaltuk 1 percig. Az igy kapott terméket 15  4pra: PCR  termék
agaroz-gélelektroforézissel leellendriztiik, majd felhasznalasig -  US7itdsanak lépései (hitp 8)

20°C-on taroltuk.
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3.6.5 Szekvenalas és nukleotidsorrend elemzés

A szekvencia analizist a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA) segitségével végeztiik.

A szekvenal6 reakcidhoz sziikséges komponensek (10 pl végtérfogatra szamolva):

- BigDye 1l
- BigDye puffer 1,5l
- ITS1-F primer 0,5 ul
- Tisztitott PCR termék 2ul
- MQviz Sul

Az alkalmazott hdmérsékleti program a kovetkez6 volt:

- 1. Denaturaci6 96 °C 0:10

- 2. Annealing 50 °C 0:05} 28X
- 3. DNS szintézis 60 °C 4:00

- 4°C—> w

A nukleotid sorrendet az ABI 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
késziilékkel ~ hataroztuk  meg. A kapott  szekvencidkat NCBI  adatbazis
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST _PROGRAMS=megaBlI
ast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome)

segitségével azonositottuk.

3.7 Az eredmények megallapitasahoz, illetve értékeléséhez sziikséges szamitasok

3.7.1 Diverzitas index meghatarozasa

Shannon - Weaver diverzitas indexet alkalmaztunk az egyes koncentraciok, illetve a
kontroll csoport diverzitasanak meghatarozasara. A szamitds soran alkalmazott képlet a

kovetkezo volt:
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,ahol:
- S a fajszam

- piazi faj el6fordulasi valosziniisége.

A Shannon-index egyébként természetes rendszerekben altaldban 1,5 és 4,5 kdzé esik.
Az index a dominans fajok jelenlétére érzékeny. Maximalis értéket akkor kapunk, ha minden

faj azonos egyedszammal van jelen.

3.7.2 Statisztikai elemzés

Statisztikai elemzés soran az R nevill (ver. 3.1.1.) statisztikai programot hasznaltuk.
Normalitas vizsgalatot Shapiro - Wilk teszt segitségével végeztiink. A kiilonb6z6 nehézfémek
gombakozosségek mennyiségi viszonyaira vald hatasat egyszempontos variancia-analizissel
(one way ANOVA) elemeztiik, azon beliil pedig Tukey - tesztet alkalmaztunk, mely minden
csoportot Osszehasonlitott egyméssal. A P=0,05 értékek alatti eredményeket tekintettiik

szignifikansnak.
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4 EREDMENYEK

4.1 Gombakézosségek a Cu®* ionokkal terhelt talajokban

411 Gombakozosségek mennyiségi viszonyai

Ramann-féle barna erddtalajban mikrokozmosz kisérletben a CuCly+2H,0 formajaban
bevitt Cu®* ionnal végzett terhelés kiilonboz8 dozisai esetén, 14 napos inkubacié utin a
tenyészthetd 0sszes gombapropagulum mennyisége Kisebb volt, mint a kezeletlen kontroll
talaj mikobiotaja, kivéve a 7,5 ppm-es koncentraciot. A talajokra eldirt kornyezetvédelmi
hatarérték 10%-anak megfeleld bevitt értéknél (7,5 ppm) az Gsszes tenyészthetd gombaelem
szama (25,0 x 10%) 38,9 %-kal meghaladta a kontroll talajbol tenyészett értéket. A 75 ppm és
750 ppm réz-ionnal terhelt mikrokozmoszokban azonban mér 17 x 10* CFU/g értékre, illetve
14 x 10* CFU/g értékre csokkent a tenyészthet gombaelemek szama. A talajokra megadott
hatarérték 100-szorosa esetében pedig mar csak 13 x 10* CFU/g gombaelem mennyiséget
talaltunk (16. abra).

[¥%)
wu
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[N~} w
wu o
1 1

= =
(=] 9)]
1 Il

Gombaelemek mennyisége (CFU/g x 104)
[
wu o

o

KO 7,5 75 750 7500
Koncentraciok (ppm)

16. abra: Gombako6z0sségek mennyiségi viszonyai kadmiummal terhelt talajpan (Ramann-féle barna

erdétalaj, mikrokozmosz kisérlet)

crer

gombaelemszambeli novekedés magyarazhatod azzal, hogy a talajrészecskékhez kotott rézzel
egyensulyt tartd, a gombak szamara aktiv réz-ion hanyad még éppen a hormézis hatas
kivaltasanak koncentracio-intervallumaba esett. A talajszennyezettségi hatarértéket képviseld
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bemért dozis, a 75 ppm esetében mar a gombaelemek szdmanak a kontrollhoz képest vald
csOkkenését tapasztaltuk, bar nem szignifikans mértékben. A hatarérték 10-szeresét képviseld
750 ppm bemért koncentraciéonal a gombaelemek mennyisége, 14 X 10* CFU/g értékre
mérséklodott, ami a kontroll értékhez képest 22 %-os csokkenést jelent. A 7500 ppm-es
oriasdozis hatdsara a gombaelemek szama 13 x 10° CFU/g szintre csokkent (28 %-0s
csokkenés). Mivel a Cu® ion koézismerten erds fungicid hatasu (Székacs 2006), utobbi két
koncentraciot tartalmazé mikrokozmoszok viszonylag jol mérheté gombaelem talélése

felvetheti a réznek a talajkolloidokhoz vald kotédésébol szarmazé inaktivalodasat.

Statisztikai elemzések sordn a kovetkezd eredményeket kaptuk.

= AnovaModel.3 <- aov{telepszam ~ kezeles, data=Cu)

> summarvy{AnovaModel. 3)
Df Sum 39 Mean 39 F walue Pr{>F)

kezeles 4 2&7.6 6t .o 2.144 Q.15
Fesiduals 10 312.4 31.2

17. abra: Egyszempontos variancia analizis (ANOVA) eredménye a kezelések egyiittes hatasara

Az 17. abran a rézzel torténd kezelések egyiittes hatdsa lathatdo a telepszdmok
tekintetében. Elmondhato, hogy 95%-os konfidencia intervallumon a kezelések statisztikailag

nem voltak hatassal a telepek szamara (p=0,15).

Tukey - probaval végzett tovabbi vizsgalataink eredménye alapjan — melynek soran
minden csoport értéke Gsszehasonlithatova valt a tébbivel - a kiilonb6z6 koncentraciok egyike
sem volt szignifikans hatassal a gombak6zosségek mennyiségeire a kontrollhoz, illetve mas
kezelésekhez viszonyitva sem (18. abra).

Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error Lt wva i
7.5 — KO == ( 7.000 4,51 1. 5
75 — KO == ( -1.000 4,51 - S
750 — KO == ( —4.,.000 4,51 —-0.877 S
7500 - KQ == ( -5.000 4,51 -1.09¢& 5
75 - 7,5 =1 —8.000 4,51 -1.754 0.447
750 - 7,5 == 1 -11.000 4,51 —-2.412 0.13%
7500 - 7,5 == 1 -12.000 4,51 -2.631 0.137
750 — 75 == ( —-3.000 4,51 -0.&58 0.9l
7500 — 75 == ( —4.,.000 4,51 -0.877 0.89%
7500 — 750 == 10 -1.000 4,51 -0.21% 0.9959
(Adjusted p alues reported —— single—-step method)

18. abra: Tukey-teszt eredménye a gombakodzosségek koncentracionkénti mennyiségeinek

Osszehasonlitasaban.
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A névekvé Cu?* ion mennyiség nem hozta az elvart telepszam csokkenést az altalunk
beallitott koncentraciokban. A 7,5 ppm-es dozis serkentd hatast mutat a gombaelemszamra. A
talajszennyezettségi hatarérték alapjan a talajban 75 ppm-es koncentracié a megengedett
hatarérték, ezzel szemben a kisérletben alkalmazott 7500 ppm-es, azaz 100-szoros dozis sem
befolyasolta szignifikdns mértékben a sporakbol képz6do telepeket. Legnagyobb kiilonbséget
a 7,5 és 7500 ppm-es kezelés kozott figyelhetiink meg, legkisebb eltérést pedig a kontroll és a
75 ppm-es, valamint a 750 és 7500 ppm-es dézisok kozott.

4.1.2 Gombakozosségek rendszertani diverzitiasa

A Cu* ionokkal végzett talajterhelési  kisérletek  eredményeiben  a
gombakozosségeknek a fajok szerinti megoszlasat a 7,5 ppm koncentracio esetében 10 a 75
ppm koncentracio esetében 9 a 750 ppm koncentracié esetében 3 a 7500 ppm koncentracio
esetében szintén 9 faj gyakorisagaval jellemezziik (1. tablazat). 7,5 ppm szinti réz terhelésnél
a Penicillium spinulosum, 75 ppm-nél a Mucor hiemalis és a Penicillium variabile, 750 és
7500 ppm-nél a Trichoderma viride bizonyult a leggyakoribb fajnak, mig a kezeletlen

kontroll mikrokozmoszban a Penicillium notatum volt a listavezeto.

1. tablazat: Gombakdzosségek gyakorisaga Cu®* kiilsnbdz6 koncentracidival szennyezett
talajban mikrokozmosz kisérletben.

Faj K | 7,5ppm] 75 ppm | 750 ppm | 7500 ppm
Acremonium strictum | 16,0 %
Fusarium prolifectum 7.7 %
Fusarium sp. ' 5.9 %
Gymnoascus reesei » 7.7 %
Humicola greisen 5.6 % 4.0 % 5.9%
Melanospora fallax | 80%
Metarhizium anisopliae 7.7 %
Moucor hiemalis 27.8% 176% | 214%
Oidiodendron sp. 5.6% |
Paecilomyces varietii 40% | 118% 7.7 %
Penicillium fregentans 5.6 % 7.7 %
Penicillium lapidosum 4.0 % ‘
Penicillium notatum 444 % | 118% | 28,6 % 154 %
Penicillium spinulosum 5.6% | 28.0% 7.7 %
Penicillium variabile | 12.0% | 176 %
Trichoderma harzianum 5.6% |
Trichoderma koningii 5.9% 7.7 %
Trichoderma lactea | 4.0%
Trichoderma pseudokoningii 5.9 %
Trichoderma sp. 16.0 %
Trichoderma viride v 176 % | 50.1% 30.8 %
Verticillium nigrescens 4.0 %
Telepszim (CFU/g x 109 18 | 25 | 17 14 13




A Cu* ionok kiilonboz8  koncentracioit tartalmazé  mikrokozmoszok
gombakdzosségeinek rendszertani diverzitasai meglepd modon csak kis mértékben tértek el
egymastol (2. tablazat). 7,5 ppm szintli réz terhelésnél 10 faj mellett a Shannon- Weaver féle
diverzitas indexet 2,04 —nek, 75 ppm-nél 9 faj mellett 2,08-nak, 750 ppm-nél 3 faj mellett
1,03-nak, 7500 ppm-nél 9 faj mellett 2,03-nak, mig a kezeletlen kontroll mikrokozmosz
talajaban 7 faj mellett 1,52-nek szamitottuk.

2. tiblazat: Cu® ionnal terhelt talaj gombakdzosségeinek rendszertani diverzitdsa mikrokozmosz

kisérletben.
K 7.5ppm | 7S ppm | 750 ppm | 7500 ppm
Shannon-Weaver diverzitas index 1.52 2.04 2.08 1.03 2.03
Gombaelemek sziama (CFU/g) 18x10* | 25x10* | 17x10* | 14x10* | 13x10*
Fajok szama 7 10 9 3 9

4.2  Gombakozosségek a Cd** ionokkal terhelt talajokban

4.2.1 Gombakézosségek mennyiségi viszonyai

Mikrokozmosz  kisérletben az alkalmazott Ramann-féle barna erddtalajba
Cd(NO3),*4H,0 formajaban bevitt Cd* ionok kiilonbdzd dozisainak hatdséra, 26°C
hémérsékleten 14 napig folytatott inkubacid sordn a tenyészthetd gombapropagulumok
mennyisége valamennyi esetben kisebb volt, mint a kezeletlen kontroll mikrokozmosz
mikobiotaja (31 X 10* CFU/g). A rendeletben rogzitett, kadmium tartalomra vonatkoz6
talajszennyezettségi hatarérték 10%-nak megfeleld értéknél (0,1 ppm) a tenyészthetd
gombaelemek szamat (21 x 10" CFU/g) 32 %-kal alacsonyabbnak taldltuk a kezeletlen
kontroll talaj megfeleld értékénél. Az 1 ppm, illetve a 10 ppm Cd** ionnal terhelt
mikrokozmoszokban a gombaelemek mennyisége a kontroll gombaelem mennyiségének még
a 61,2 %-a (19 x 10* CFU/g), illetve 51,6 %-a (16 x 10* CFU/g) értékekre 4llt be. A talajokra
megadott szennyezettségi hatarérték 100-szorosa koncentréaciot tartalmaz6

mikrokozmoszokban pedig mar csak 12 x 10* CFU/g gombamennyiséget talaltunk.

Vizsgalataink eredménye, vagyis hogy az erdsen toxikus kadmium viszonylag magas
koncentraciokban, igy példaul a szakmailag megalapozott, és rendeletben rogzitett

szennyezettségi hatarértéket képviseld 1 ppm dozisban is csak 39%-kal csokkentette a talaj
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€16, azaz mikrobiologiai modszerekkel tenyészthetd gombapropagulum mennyiségét, csak
szamos tényezd hatasanak figyelembe vételével értelmezhetd. Feltételezhetd, hogy az oldattal
bevitt kadmium ionok a talaj kolloidjaihoz szorosan koétédnek, és a gombasejtek — a tobbi
¢lolényhez hasonldéan — csupan egy, a megkdtottel egyensulyt tartd, alacsonyabb
gombak igen aktiv, intracellularis fém-megkotd fehérjéik az ugynevezett metallothioneinek
segitségével csokkenteni tudjak a toxikus fémek karosité hatasait (Hughes & Poole 1989).
Figyelembe lehet venni azt a tényt is, hogy egy olyan, rendkiviil kiilonboz6 6koldgiai igényii
fajokat magaban foglalo éldlénycsoport, mint a talajgombak mennyisége, egyetlen toxikus
vegyiilet jelenlétében is tobb tényezd befolyasa alatt all. Viszonylag egyszerii feltételezés
példaul, hogy egy primer toxikus hatds eredményeképpen elpusztuld biomassza
taplalékforrasul szolgal, kovetkezésképpen a rezisztens fajok, illetve egyedek elszaporodasat

lehet6vé teszi.
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19. abra: Gombako6zosségek mennyiségi viszonyai kadmiummal terhelt talajban (Ramann féle barna

erdétalaj, mikrokozmosz kisérlet)

A 19. abran lathato oszlopdiagramokon a telepszamokat abrazoltuk a koncentraciok
fliggvényében. A koncentracidé novekedésével lathato a telepek szdmanak csokkenése, mely a
statisztikai elemzés szerint csak a 100 ppm-es koncentracional éri el a szignifikans

kiilonbséget.
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Statisztikai elemzéseink soran a kovetkez6 eredményeket kaptuk:
> AnovaModel.l <- acov(telepszam ~ kezeles, data=cd)

» summary (AnovaModel (1)

Df Sum Sg Mean S5g F value Pr(>F)
kerseles 4 §08.4 152.1 3.264 0.0488 *
Besiduals 10 4d&é&.0 46,6

Signif. codes: O '***' (0,001 '+*' Q.01 "+*" Q.05 "." Q0.1 " "1

20. abra: Egyszempontos variancia analizis (ANOVA) eredménye a kezelések egyiittes hatasanak

tekintetében

Az 20. abran a kezeléseink egylittes hatasat lathatjuk. Statisztikai elemzés soran azt az
eredményt kaptuk, hogy a kezelések szignifikans hatassal birtak a telepek szamara (95%-0s

megbizhatdsagi szinten). Ezt a megallapitast a p-érték tamasztja ala, amely 0,0498 lett.

Tovabbi elemzéseket végeztiink Tukey-proba segitségével, melynek alapjan a

kovetkez6 megallapitasok tehetok (21. abra).

Linear Hypotheses:

Estimate 3td. Error t walue Pr{>|t|)
0,1 - KO == 10 -10.00ad0 5.574 -1.794 0.4267
1 - KO == 1 -12.000 5.574 -2.153 0.2712
10 - KO ==1 -15.000 5.574 -2.651 0.1254
100 - KO == 40 -14%.000 5.574 -3.408 0.0417 *
1 -0,1 ==20 -2.0040 5.574 -0.35% 0.949549
10 - 0,1 == 1 -5.000 5.574 -0.8%7 0.8391¢
100 - 0,1 == 10 -%.0040 5.574 -1.¢&15 0.5204%9
10 - 1 =1 -3.000 5.574 -0.5318 0.583810
10 - 1 =0 -7.0040 5.574 -1.25& 0.721&
100 - 10 == 10 —4.000 5.574 -0.714 0,847

Signif. codes: O '***P 0001 *'*** Q.01 *+* Q.05 *'. " 0.1 " "1
(Adjusted p values reported —- single-step method)
21. abra: Tukey-teszt eredménye a gombak6zdsségek koncentracionkénti mennyiségeinek

Osszehasonlitasaban.

A kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva a vart tendenciat mutatva a 0,1 ppm-es
koncentracio tér el a legkevésbé. A novekvd kadmium koncentraciok fokozatosan csokkend
tendenciat mutatnak a telepszamokat illetéen, de szignifikans kiilonbség csak a kontroll és a

100 ppm-es koncentracional figyelhetd meg (p = 0,0417). Ezen kiviil a kiilonb6zd
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koncentraciokban fellelhetd telepszamok mennyiségei szignifikdnsan nem kiilonbéznek

egymastol.

4.2.2 Gombakozosségek rendszertani diverzitasa

A Cd** ionokkal végzett talajterhelési kisérletek eredményeiben a gombakdzosségeknek

a fajok szerinti megoszlasat a 0,1 ppm koncentracio esetében 8, az 1 ppm koncentracio esetén

7, a 10 ppm koncentracio esetében 10, a 100 ppm koncentracio esetében 6 faj gyakorisagaval

jellemezziik, mig a kontroll talajban 12 fajt talaltunk (3. tdblazat). 0,1 ppm szintii kadmium

terhelésnél a Penicillium albidum, 1 ppm-nél a Penicillium brevi-compactum, 10 és 100 ppm-

nél a Penicillium multicolor bizonyult a leggyakoribb fajnak.

3. tablazat: Gombakozosségek gyakorisaga Cd** kiilénbozé
talajban mikrokozmosz kisérletben.

koncentracidival szennyezett

Faj K [0lppm | 1ppm

| 10 ppm [ 100 ppm

Acremonium furcatum ‘
Acremonium inflatum 9.5 %
Ascorhrizoctonia sp.
Aspergillus terreus 32%
Basidiomvcota

Cladosporium cladosporioides 3
Fusarium solani 3
Gliomastix sp. 3
Isaria sp. 9
Oidiodendron sp.
Paecilomyces variotii 48%
Papuiaspora sp. 32% 48% 105 %
Penicillium albidum 16.1 % 28.6 % 53%
Penicillium brevi-compactum 143 % 42.1 %
Penicillium canescens
Penicillium cyclopium
Penicillium multicolor
Penicillium nigricans
Penicillium paraherquei
Penicillium spinulosum 158 %
Rhizopus microsporus 9.5 % 53%
Sclerotium sp. 32%

Trichoderma sp.
Verticillium catenulatum 3.2%

9.5%

190% | 158% |

6.3 %

250%
6.3 % 83%
83%

b | 417%

Telepszam (CFU/g x 10%) 31 | 21 | 19

| 16 [ 12

A Cd* ionok kiilonbozd  koncentracidit  tartalmazd  mikrokozmosz

gombakdzosségeinek rendszertani diverzitdsai meglepd modon csak kis mértékben tértek el

egymastol (4. tdblazat). 0,1 ppm szintli kadmium terhelésnél 8 faj mellett a Shannon-Weaver

féle diverzitas indexet 1,91-nek, 1 ppm —nél 7 faj mellett 1,65-nek, 10 ppm-nél 10 faj mellett
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2,10-nek, 100 ppm-nél 6 faj mellett 1,54-nek, mig a kezeletlen kontroll mikrokozmosz
talajaban 12 faj mellett 2,00-nak szdmitottuk.

4. tablazat: Cd*" ionnal terhelt talaj gombakdzosségeinek rendszertani diverzitisa mikrokozmosz

kisérletben.
K 0,]ppm | 1ppm | 10 ppm | 100 ppm
Shannon-Weaver diverzitas index 2 191 | 165 | 21 1.54
Gombaelemek szama (CFU/g) 31x10* | 21x10* | 19x10* | 16x10* | 12x 10
Fajok szama 12 8 7 10 6
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Mikrokozmosz kisérletben mind a Cu®* ionoknak, mind a Cd** ionoknak a
talajszennyezettségi  hatarértékhez  redlisan  viszonyithatd  koncentraciéi a  talaj
gombakdzosségeire — valamely kémiai, vagy bioldgiai tényezd hatasara — csak tompitott
mértékben hatnak. Utobbi fékezett hatas egyarant jelentkezett a gombapropagulumok

szamaban ¢és a kozosség rendszertani diverzitasaban is.

Az eredmények értékeléséhez kdzvetleniil kapcsolodo javaslataink:

- A toxikus vegyiiletek hatasara a talajok gombakodzosségeiben bekovetkezd valtozasok
vizsgalata soran a fajszdm kivanatos novelése érdekében meg kell emelni az
egyedszamot (a tenyésztéses Iépésben a parhuzamosok szamat) a diverzités

valtozasanak pontositasaért.

- A gombakozosségek toxikus vegyiiletek hatasara bekovetkezé valtozasanak
dinamikdjat a jelenségek hatterét adekvatabb méddon jelz6 kozosségi DNS-t vizsgalo
technikak valamelyikével, pl.: T-RFLP-vel is kovetni kellene, illetve meg kellene

erGsiteni.

- A mikrokozmoszok talajainak bioldgiai, jelen esetben tenyésztéses mikrobiologiai
vizsgalatat folyamatosan, de legalabb a kisérlet végén, ki kellene egésziteni a talaj
vizes kivonatanak kémiai analitikai vizsgalataval annak érdekében, hogy a toxikus
vegyiileteknek a gombasejtekkel kozvetleniil érintkezd koncentracioirdl relevans

informacioval rendelkezhessiink.

- Szelektiv tenyésztéssel, mérgezett agar alkalmazasaval kellene megerdsiteni azt a
feltételezést, hogy a gombapropagulumok szaménak a toxikus vegyliletek hatasara is
gyakran elmaradé ndvekedése moOgott a rezisztens torzsek, illetve fajok

felszaporodaséanak jelensége all.
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- Utobbi javaslathoz kapcsolodik az a plusz feladat, hogy — toxikus szerves vegyliletek
esetében — meg kell gy6z6dni, hogy nem biodegradacio all-e a gombafaj, vagy torzs

rezisztenciajanak hatterében.
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6 OSSZEFOGLALAS

A bioszféra egyensulyahoz nagymértékben hozzédjaruld talajbiomassza a toxikus
vegyiileteknek a talajba keriilésével igen sulyosan karosodik. A talajbiomassza 35-40%-at
alkotd gombakozdsségek a talajban zajlé anyag és energiaforgalomhoz a talajélethez
nélkiilozhetetlen hifalis lebontd tevékenységiikkel a tomegaranyuknal is nagyobb mértékben
jarulnak hozza. Azaltal, hogy nitrogénforrasként elsOsorban szervetlen vegyiileteket
hasznalnak a talajbdl induld taplaléklanc legnagyobb ardnyu primer fehérjeforrasat képezik. A
talajgombaknak toxikus vegyiiletekkel szembeni érzékenysége a talajvédelmi vizsgalatok
egyik legfontosabb szempontja kell, hogy legyen. Az ismeretek jelentds kore kisparcellas
szabadfoldi kisérletekbdl szarmazik, ahol a ndvénnyel vald kapcsolatbol addddan az
eredmények életszerli termesztési kovetkeztetéseket is lehetdvé tesznek. Az ismeretek masik
kore abbol szarmazik, hogy a toxikus vegyiileteknek barmely gombatorzs novekedésére
gyakorolt in vitro hatasa egzakt moddszerekkel vizsgalhatd, és ilyen jellegii eredmény

viszonylag nagy szamban taldlhat6 a szakirodalomban.

Sajat, mikorkozmosz kisérletekkel kivitelezett vizsgalatainkban toxikus vegyiileteknek
a talajgombak kozosségeire gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. Modellként két, egymastol
eltér6 toxicitasi fokkal rendelkezO nehézfém iont alkalmaztunk, mindkettot a
talajszennyezettségi hatarértékhez jol viszonyithatd doézisokban. A gombakozosségek
mennyiségi paramétereit kvantitativ tenyésztéssel nyertiik, a taxonomai diverzitasokhoz
sziilkséges fajszintii identifikalasukat az izoldtumok fenotipusos tulajdonsdgai és

genomjaiknak szerkezete alapjan végeztiik.

A Cu?* ionok legalacsonyabb doézisa hormézist, legnagyobb, 7500 pm koncentracidja
pedig a gombapropagulumok 28%-os csokkenését okozta. A Cu?* ionok koncentracioit
tartalmazd mikrokozmoszok gombakdzosségeinek rendszertani diverzitasai csak kis
mértékben tértek el egymastol, igy példaul 75 ppm-nél a Shannon-Weaver féle diverzitas

indexet 9 faj mellett 2,08-nak, 7500 ppm-nél, szintén 9 faj mellett 2,03-nak szamitottuk,

Az alkalmazott Ramann-féle barna erdétalajba bevitt Cd** ionok kiilonbozé dozisainak
hataséra a tenyésztheté gombapropagulumok mennyisége valamennyi esetben kisebb volt,

mint a kezeletlen kontroll mikrokozmosz talajaban. Ugyanakkor a talajkdzegben a mikobidta
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bizonyos mértékii tulélését is tapasztalhattuk. A Cd?** ionok kiilonboz8 koncentracidit
tartalmaz6 mikrokozmosz gombakozosségeinek rendszertani diverzitasai szintén csak kis
mértékben tértek el egymastol, igy példaul 1 ppm-nél a Shannon - Weaver féle diverzitas

indexet 7 faj mellett 1,65-nek, 100 ppm-nél pedig 6 faj mellett 1,54-nek tudtuk szamitani.

Feltételezhetd, hogy az oldattal bevitt nehézfém ionok a talaj kolloidjaihoz szorosan
kotddnek, és a gombasejtek — a tobbi él6lényhez hasonléan — csupan egy, a megkotottel
jelenséghez hozzajarulhat tovabba, hogy a gombak igen aktiv, intracellularis fém-megkotd
fehérjéik az ugynevezett metallothioneinek segitségével csokkenteni tudjak a toxikus fémek

karosito hatasait.
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9 MELLEKLETEK

1. melléklet: A vizsgalat soran altalunk izolalt néhany gombafaj fotoja (sajat felvételek)

Mucor hiemalis Penicillium variabile

Sclerotinia sp. Penicillium notatum

Paecilomyces sp. Penicillium spinulosum
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Trichoderma harzianum

Trichoderma viride

Fusarium sp. Acremonium strictum
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Verticillium nigrescens Melanospora fallax

Penicillium lapidosum

Penicillium cyclopium Ascohrizoctonia sp.
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Penicillium multicolor

Penicillium brevi-compactum Paecilomyces variotii

Penicillium brevi-compactum Acremonium furcatum
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Isaria sp.

Gliomastix sp. | Verticillium catenulatum

Penicillium nigricans Penicillium albidum
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Penicillium paraherquei Fusarium solani

Penicillium cyclopium
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