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1. BEVEZETES

A laskagomba termesztés eredményessége, éppen gy, mint minden €16 objektummal
foglalkoz6 termelési 4g - mezdgazdasag, kertészet stb. — eredményessége nagymértékben fligg a
termesztett, vagy tenyésztett €161ény fajtajatol, élettani és alaki tulajdonsagaitol.

A laskagomba termesztés terjedésével mind a termesztok, mind a fogyasztok részérdl egyre ujabb
igények jelentkeznek:

* atermesztett gomba legyen bétermo,

» betegségekkel szemben ellenallo,

« tenyészideje legyen rovid,

« kivanatos a tetszetOs kiilso, - nem k6zombds a szin sem, a fogyasztok a sotétebb alapszint

szeretik inkabb, mig a konzervipar a vilagosabb szint kedveli,

« csoOkkentett szamban és lehetdleg az érési idoszakban szdérjon sporat.
Elony0s, ha a laskagombafajta kornyezeti igényei egyszerli berendezésekkel olcson kielégithetdk,
¢s az évszakos valtozasoktol fiiggetleniil folyamatosan, egész éven 4t termeszthetd.
Nincs olyan laskagombafajta, amely minden igényt ki tudna elégiteni. Igy nincs mas megoldas,
mint a fajtavalasztékot bdviteni, hogy a termesztd a termesztési feltételeknek és a piaci igényeknek
minél inkabb a megfeleld fajtat valaszthassa ki.
Az egy bizonyos fajtat reprezentdld, meghatirozott termesztési célra kivalasztott, gondosan
fenntartott gombatenyészetet tenyésztdrzsnek nevezziik. Ez keriil elszaporitasra tobb 1épcsOben a
termesztés soran. A korabban eldéllitott tenyésztorzsek iddvel ,.eloregszenek”, degeneraldodnak.
Ezek helyett is 0j, hasonlo tulajdonsagu torzseket kell kivéalasztani. Mindezek a kovetkezmények

sziikségessé teszik egyre jabb tenyésztorzsek eldallitasat.

1.1.A KUTATOMUNKA CELKITUZESEI

Kutatasi munkdm soran {6 célkitlizésem volt, hogy vad laskagomba torzsek és a jelenleg is
hasznalt piaci hibridek bevondsaval 1j, kedvezd termesztési tulajdonsagokkal rendelkezd,
nagylizemi szinten is termeszthetd laskagomba hibrideket allitsak eld. Célszertinek lattam folytatni
mindazt a munkat, amit eredményesen végzett a neves laskagomba nemesitd Gyurko Pal és kutato
csoportja a 80-as években. Az altaluk eldallitott hibridek is kivalo alapjai az (jabb hibridtérzsek
eldallitasanak. Nemesitd munkdm soran felhasznaltam a ,,Gyurké-hibrideket”, illetve az azok
eldallitasanal alkalmazott modszerekkel igyekeztem 1) torzseket eldallitani. A nemesitésbe

bevontam tobb Gjonnan begylijtott vad P.ostreatus torzset is.



A vildgon a hagyomédnyos ndvény- €és gombanemesitési eljardsok az elmult években
kiegésziiltek, egyben felgyorsultak a molekularis biologia modszereinek alkalmazédséaval. Ezzel
szemben hazidnkban a termesztett nagygombdk nemesitési eljardsai még mindig a klasszikus
modszerekkel torténnek €s a hazai nemesitési munka, fajtaazonositas még mindig az 1980-as évek
modszereivel torténik. Ez nem azt jelenti, hogy a hagyomanyos nemesitési és fajta-elkiilonitési
moédszerek nem alkalmasak 0j hibridek létrehozéasara, esetleg diszkrét morfologiai jegyekkel
rendelkezd fajtak elkiilonitésére. Sot a jelenlegi gyakorlat a gombak esetében is még mindig azt
mutatja, hogy a tradicionalis médszerekkel eredményesebb nemesités folytathatd, azonban célszerti
megoldasnak azt tartottam, hogy a tradiciondlis és a hazai viszonylatban mindenképpen Ujnak
nevezhetd molekularis genetikai modszereket hasznaljam. Mivel kiilsé kutatohelyemen (Quality
Champignons Kft. Csiralizem ¢és Fajtakutatdé Laboratérium) az utdbbi évek fejlesztéseinek
eredményeként egy 1) molekularis biologiai laboratoriumi részleget sikertilt kialakitanunk, ezért -
bar dolgozatomnak nem vallalt feladata a molekuléris bioldgiai munka — az orszagban elséként
kezdtem meg a gombaiparhoz kapcsolodo, nukleinsav alapu fajta-elkiilonitési vizsgalataimat. Az 1j
gombahibridek eldallitdsdban inkabb a tradiciondlis, a fajta-elkiilonitésben mind a tradicionalis,
mind pedig a molekularis bioldgiai modszereket kivantam érvényre juttatni.

A gombdk, elsésorban a termesztett ,,nagygombdak”, szemben a ndvényekkel, rendkiviil
érzékenyen reagalnak a kornyezeti feltételek valtozasara. Mindez jol megfigyelhetd egy adott torzs
termétesteinek morfologiai valtozatossdgan, amennyiben azok kiilonféle kornyezeti feltételek
mellett fejlédtek. Tehat az egyes kornyezeti-okologiai hatdsok, adott fajra jellemzden, bar mas-mas
stllyal, de széleskorli morfoldgiai valtozatok kialakulasat teszik lehetévé. A gombatermesztésben és
a nemesitési munka soran mindez azt a hatranyt hordozza magaban, hogy az adott fajta mas
Osszetételll szubsztratumon, mas klimaju helyiségben, mdas termesztéstechnologia mellett igen
valtozatos morfologiai bélyegeket hordozhat. A kérnyezeti tényezdk valtozasabol, valamint az adott
faj, fajta jellegébdl kifolyolag a morfoldgiai spektrum a torz termdtestektdl a szép, a fajtajelleget
magukon hordoz6 termdtestekig valtozhat. Mindezek azt jelentik, hogy a hagyomanyos,
morfologiai jegyeken alapul6 fajta-elkiilonités, f0ként a gombafajtak esetében, nem minden esetben
ad megbizhatd eredményt.

Hazankban nagyon kevés a gombafajtdk kutatasaval, i fajtdk nemesitésével foglalkozo
kutatohely és bar a gombaipari kutatasok (komposztalas, nemesités, j agrotechnoldgiai médszerek
alkalmazasa stb.) most kezdtek follendiilni, még igy is jelentds lemaraddsban vannak a
ndvénynemesitési, ndovényfajta-elkiilonitési, biotechnologiai stb. kutatdsokhoz képest. Jelenleg
hazédnkban, a Quality Champignons Kft. Fajtakutatdé Laboratériuma a gombaipari kutatdsok
kozponti szerepet jatszé kutatohelyévé valt. Az 1996-os év oOta sajat forrdsokbol és allami

finanszirozasok segitségével jelentds laboratoriumfejlesztések torténtek és mara 1étrejott egy magas



szinvonall, gombaipari kutatdsokra alkalmas kutatohely, ahol tobb mint 31 gombaiparhoz
kapcsolodo kutatasi projekt valosult meg és jelenleg is 19 van folyamatban. A kutatdhely
hazankban uttérOmunkat végzett olyan kutatasokban, mint dsRNS mikovirusok diagnosztikdja, 0j
gombafajok termesztésbe vondsa, starterek hasznilata a gombakomposzt eldallitdsaban, orvosi
szempontbol jelentés gombahatéanyagok tesztelése humén sejtvonalakon, fajta-elkiilonités,
nemesités stb.

2002-ben kezdtik meg egy olyan molekularis biologiai laboratorium kiépitését, mely
alkalmas fajta-elkiilonitési, mikovirus-diagnoszikai, egyéb (pl. identifikalasi, tipizaldsi) munkéra. A
dolgozatom kozponti témaja a laskagomba-nemesités volt, azonban a doktori iskola megkezdése 6ta
a kutatohelyemen jelentds fejlesztések torténtek, igy a munkdm sordn e fejlesztésekbdl eredd
eldnyoket is probaltam kihasznélni. Természetesen ez az 0 lehetéség mar nem tette lehetévé, hogy
a fajta-elkiilonités termesztett gombakra vonatkozé minden részletét kimeritsem, azonban annyit
sikeriilt elérnem, hogy megalapozzam a gombafajtak molekularis alapu elkiilonitését. igy a
dolgozatom kozponti témdjaként szerepld lakagomba-nemesitési munka mellett hazdnkban elséként
probalkoztam molekularis bioldgiai alapu laskagomba-fajta elkiilonitéssel. Sajnos a novényi
biotechnologiai vizsgalatokhoz képest az ilyen jellegli mikologiai kutatdsok még gyerekcipdben
jarnak, igy azok a modszerek kevésbé kidolgozottak a mikoldgiai munkaban. A tovabbi molekularis
biologiai lehetdségeknek részben még hatart szabott az, hogy az eszkozpark, mely a kutatohelyen
1étrejott elsdsorban PCR-alapti munkat tesz lehetdvé. Bizom benne, hogy a molekuléris biologiai
alapu gombafajta elkiilonité vizsgdlataim jo alapot szolgaltatnak a késébbi hazai mikoldgiai

kutatasokhoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. TAXONOMIA, MORFOLOGIA, ELTERJEDES

A taxondmia, bizonyos értelemben, rendhagy6 tudomany. Igen kevés egyéb teriilet képes
kivaltani annyi vitat, mint a taxonomia. Valdjaban minden tudomanyteriilet a valdsagot csak
bizonyos mértékig megkozelitden irja le, ez alol a rendszertan sem kivétel. Linné sem rendelkezett
kimeritd6 gytijteménnyel az altala rendszerezett novényekbdl, hanem izolalaskor, leiraskor
rendszerezte 6ket. Minden taxonomus egy-egy 0j faj leirasakor kicsit teljesebbé teszi bolygdnk
ismert él6lényeinek listajat, mely azonban még ma is igencsak hozzavetdleges. Ez komoly
problémat okoz a rendszerezd kutatoknak. A leirt fajok tobbé-kevésbé ismertek, a tobbirdl azonban
semmit sem tudunk. Az egyes éldlények, ill. azok k6zotti valtozékonysadg is nagyrészt latokoriinkon
kiviil esik. Az 0 ismeretek birtokdban sziikséges (lehet) a régebbi feltevések revizidja, ahogy az
tobb gombataxonnal is indokolt (Van GRIENSVEN, 1988).

A gombak hatarozdsakor a nemzetség megjelolése viszonylag egyszerli. Sok esetben
azonban annal nehezebb az egyes fajok elkiilonitése. A gombak rendszerezésekor a taxonomusnak
gyakran szubjektiv, nehezen mérhetd jellemzdket kell figyelembe vennie (pl. a his tobbé-kevésbé
vorosodik, a kalap pikkelyes lehet stb.), melyek rdadasul fiigghetnek kornyezeti tényezoktol is. E
kikiiszobolhetetlen szubjektiv tényezObdl addddan voltak és vannak is vitdk egy-egy taxon
hovatartozasat illetden.

A laskagombak a bazidiumos gombak (Basidiomycota) tdrzsébe, valddi bazidiumos gombak
(Basidiomycetes) osztalyba, osztatlan bazidiumi gombdk (Homobasidiomycetes) alosztalyba,
Agaricales rendbe, Pleurotaceae csaladba tartoznak. A Pleurotus (Fr.) Quel. nemzetség tipusfaja a
Pleurotus ostreatus (Jacq. et Fr.) Kummer. Maig hozzavetdlegesen 70 Pleurotus-fajt tartanak
nyilvan. Ezek pontos faji meghatarozasa a tapasztalt szakemberek szamara is bonyolult feladat.
Mindenek el6tt a morfologiai, élettani, genetikai, 6kologiai tulajdonsagaik alapjan torténik a fajok
elkiilonitése, de egyre komolyabb szerephez jutnak a molekularis biologiai technikak is.

A pérosodasi Osszeférhetdség alapjan ma 15 Un. intersterilitdsi csoportot allapitottak meg a
Pleurotus nemzetségen beliil.

A rendszerezés, csoportokba sorolds legtobbszor morfologiai vizsgélatokon alapul. A
laskagombaknal azonban sok nehézség mutatkozott, igy tobbek kozott a fajok definidldsa is
problematikus volt és a mai napig is vannak a rendszerezOk kozott vitdk. Morfoldgiai vizsgélatokon
nyugvo rendszerez€és soran néhany észak-amerikai kutatd a késéi laskagombakat a

spoéralenyomataik szine alapjan hataroztak meg (EGER, 1978).



A lilatol a sotét szirkéig valtozo szinli sporalenyomatokat produkald torzseket P.
sapidusnak nevezték, mig a fehér-krémszinii vilagos sporakat "termd" csoportot P. ostreatus.-nak.

A szin is rendkiviil valtozo jelleg, de morfoldgiai szempont a laskagombaknal. A kalap, a
sporatartd lemezek, a tonk és maguk a spordk szine a fehértdl a lildig, a krémsziniitl egészen a
sziirkéig valtozhat (RIMOCZI, 2004).

Hasonl6 bizonytalansagokat jelentett a P. ostreatus €s a P. florida megkiilonboztetése és faji

definialasa. Terméshozo képességiiket, kornyezeti igényeiket figyelembe véve nagyban eltérnek
egymastol, genetikailag azonban kompatibilisek, keresztezhetok. A floridai tipus 15 °C felett képes
termOtesteket produkalni; a termdtestek vilagosak, a sporatartd lemezek fehérek, husuk vékony. Az
eurdpai tipus 15 °C alatt termdéképes, bizonyos valtozataik termdre forduldsa nemcsak a
hideghatastol, hanem az évszaktol is fiigg (szélséséges téli tipusok) (GYURKO, 1984).
A hazai torzsek termdtestei a vilagos galambsziirkétdl egészen a kékessziirkéig valtozhatnak. A szin
a torzsre jellemzd, bar a kornyezeti tényezOk meglehetdsen modositjak. A termotest zomok, vastag
husu. Ugyanakkor mindkét tipust alacsony hémérsékleten és vildgos helyen termesztve, habitusukat
vizsgéalva a torzseket alig lehet megkiilonboztetni egymastél (EGER, 1978). Ezért is javasolja
EGER, hogy az észak-amerikai P. florida tipust nevezziik P. ostreatus-nak.

A parosodasi kompatibilitds tanulmanyozasa és a torzsfejlddés molekularis elemzése
hasznos keretet ad a faji meghatarozas megértéséhez és a laskagombak rendszerezéséhez. Legalabb

15 egymassal keresztezddni nem képes, Un. intersteril csoportot azonositott. A genetikai rokonsagot

a fajkomplexumon beliil kereszt-parosodasi reakciokkal és bizonyos DNS technikékkal vizsgaltak,
tanulmanyoztak.

A gylijtésekbdl szarmazd termOtestekbdl monospdrds tenyészeteket allitottak eld. Ezeket a
kiilonb6z6 sziiloktdl szarmazd tenyészeteket keresztezték. A 1étrejott parosodast a dikariotikus
micéliumra jellemz6 "csat" jelenlétének vizsgalataval bizonyitottak. A parosodasi kompatibilitas (az
eredményes fuzid) elsddleges kritériuma a "csat" formaciok megjelenése volt. A vizsgélat sordn a
parosodasi reakciot a begyiijtott laskagomba-fajtak monosporas tenyészeteinek minden lehetséges
kombindcidjaban elvégezték.

A parosodasi reakciok elvégzésével parhuzamosan molekularis filogenetikai vizsgalatokat
végeztek. Kiilonbozo technikdkat alkalmaztak, igy PCR technikat, gélelektroforézis-vizsgalatot
molekuléris és biokémiai markerekkel, izoenzim analizist és a mar emlitett ITS vizsgalatokat.

A molekularis technikak segitségével tovabbi genetikai diverzitast mutattak ki a Pleurotus
nemzetségen beliil. A legtobb esetben a vizsgéalatok aldtdmasztottdk az intersteril csoportok

meghatarozasat, mint evolucios egységeket. Az intersterilitast el6idézé gatak nagyban azonosak a
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fiiggetlen evolucids egységek fejlddésével és alapként szolgalnak a rendszertani csoportok

megallapitasaban.
VILGALYS et al. (1996) javaslatot tesznek arra, hogy a laskagombak rendszerezéséhez fogadjuk el
az altaluk javasolt intersteril csoportositasokat a termesztett és a kutatott fajtdk meghatarozéasara (1.

tablazat).

1. tablazat: Intersterilitasi csoportok 6sszefoglalasa

Fajok Szinonim nevek vagy alfaji Intersterilitasi
kategoriak csoportok

P. ostreatus — Késoi laskagomba P. columbinus — Galambsziirke L
laskagomba, P. florida — Floridai
laskagomba, P.  salignus, P.
spodoleucus

P. pulmonarius — Nyari laskagomba P. sajor-caju — Szaka laskagomba, P. 1L
sapidus

P. populinus - 111.

P. cornucopiae — Erestonkl laskagomba | P.  citrinopileatus — Citromsarga IV.
laskagomba

P. djamor — Rozsaszin laskagomba P. flabellatus, P. ostreatoroseus, P. V.
salmoneostramineus, P. enosmus

P. eryngii — Ordogszekér laskagomba P. ferulae, P. nebrodensis, P. VL
hadamardii, P. fossulatus

P. cystidiosus P. abalonus, P. formosensis VII.

P. levis - VIII.

P. dryinus - IX.

P. tuber-regium - X.

P. "agaves' - XI.

P. "abieticola" - XII.

P. "brazil" - XIIIL.

P. australis - XIV.

P. purpureo-olivaceus - XV.

Ezeken kiviil igen fontos még az ¢lohely leirdsa (talajtipus, ndévénytarsulds, kitettség,
tengerszint feletti magassag, foldrajzi régio stb.). Az utdbbi években a hatarozasban és a rokonsagi
viszonyok meghatarozasaban egyre nagyobb hangsulyt kapnak a kiilonb6zé molekularis biologiai
modszerek. Ezek nagyrészt megerdsitik az eddigi besoroldsokat, helyenként azonban azok

feliilvizsgalatara késztetik a szakembereket (RAMIREZ et al., 2000).
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2. tablazat: A Pleurotus nemzetség ,intersteril csoportjai” és foldrajzi elterjedései

Csoport Faj neve Eszak- | Eurépa | Azsia Dél- Afrika | Ausztralia
Amerika Amerika -Azsia
I P. ostreatus n L u
11 P. pulmonarius L L L L
111 P. populinus n
1\ P. cornucopiae u [
\Y P. djamor L L L u u u
VI P. eryngii u n
VII P. cystidiosus L L L u u
VIII P. levis L
IX P. dryinus L L
X P. tuberregium L u u
XI P. "agaves" L
XII P. "abieticola" L
X111 P. "brazil” u
X1V P. australis L
XV P.purpureo- |
olivaceus

A Pleurotus (Fr.) Quel. nemzetség tipusfaja a Pleurotus ostreatus (Jacq. et Fr.) Kummer.

A Pleurotus nemzetség fajaival ill. taxonjaival tobb mikologus is foglalkozott, mivel a
rendszerezésben uralkod6 nagyfoku bizonytalansag, tobbszori névvaltoztatds, a termesztett fajok
(fajtak, hibridek) kétes rendszertani helye sziikségessé tette. A Pleurotus nemzetséget PILAT
(1935) monografidjaban nem természetes, hanem mesterséges nemzetségnek tartja és tobb faj
kizérasaval lényegesen lecsOkkentette a nemzetség akkori fajszamat HILBER (1982, 1989)
taxondmiai, Okologiai vizsgalatait els6sorban kozép-eurdpai Pleurotus fajokkal végezte.
Kutatdsainak eredményeként kidolgozott egy altalanos hatarozokulcsot, amely akkor a kutatok
szaméra alapmiinek szamitott. A nemzetség akkori fajszdmat jelentdsen csokkentette, s a PILAT
(1935) altal ebbe a nemzetségbe sorolt fajokat mas nemzetségekbe helyezte at. SINGER (1975) 35
Pleurotus faj létezésérdl szamol be, amelyet 5 szekcioba sorol. CORNER (1981) malaysiai
kutatasai soran szamos fajt, 0sszesen 14 1j fajt irt le, melyek napjainkban is érvényesek. VETTER
(1981, 1982, 1984, 1985 a,b, 1986, 1992 a, b) munkaiban a Pleurotus nemzetség fajaival végzett
Okologiai, biokémiai kisérleteinek (fehérje-Osszetétel, enzimprodukcid: protedz, lignocelluldz,
xylanéz, fenoloxidaz, peroxidaz, extracellularis celluldz ) eredményeként fontosnak tartja biokemo-
taxondmiai bélyegek figyelembe vételét a Pleurotus nemzetség rendszerezésben.

Az Index Fungorum alapjan a vilagban eddig Osszesen 746 Pleurotus taxont irtak le, jelenleg 51

Pleurotus taxon érvényes.
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A Pleurotus ostreatus-nak dsszesen eddig 31 taxonja létezett, ebbdl 2 szinonim volt: a P. osteratus
sensu Cooke/Ill. Brit. Fung. 279 (195) Vol. 2 (1883)/, amely jelenleg P. cornucopiae (Paulet)
Rolland (1910), és a jelenleg érvényes P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (1871). Tovabba a vilagon
eddig Osszesen 10 forma-jat, 4 subforma-jat, 2 subspecies-ét és 13 varietas-at publikaltdk. Az Index

Fungorum alapjan jelenleg az alapfaj mellett csak 4 varietas 1étezik.(VILGALYS, 1997).

A jelenleg, az Index Fungorum alapjan érvényes Pleurotus taxonok a kovetkezok:
. abieticola R.H Petersen & K.W. Hughes (1997)
. albidus (Berk) Pegler (1983)
. alocasiae Corner (1981)
. armeniacus Corner (1981)
. auerovillosus Corner (1981)
. australis (Cooke & Massee) Sacc. (1891)
. calyptratus (Lindbad) Sacc. (1887)
. chrysorrhizus Corner (1981)

. columbinus Quél. (1881)

. cornucopiae (Paulet) Rolland (1910)

. craspedius (Fr.) Gillet (1874)

. cyatheicola Corner (1981)

. cystidiosus var. formosensis Moncalvo (1995)
. decipiens Corner (1981)

djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn (1959)

P
P
P
P
P
P
P
P
P. citrinopileatus Singer (1981)
P
P
P
P
P
P
P
P. dryinus (Pers.) P. Kumm. (1871)

P. dryinus var. pometi (fr.) Reijnders (1973)

P. eous (Berk.) Sacc. (1887)

P. eryngii (DC.) Gillet (1874)

P. eryngii var. elaeoselini Venturella, Zervakis & La Rocca (2000)
P. euosmus (Berk.) Sacc. (1887)

P. favoloides Singer (1989)

P. flabellatus (Berk. & Broome) Sacc. (1887)

P. floridanus Singer (1946)

P. fuscus var. ferulae Lanzi

P. hyacinthus Corner (1981)
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P. incarnatus Hongo (1973)

P. lactuosus Corner (1981)

P. lampas (Berk.) Sacc. (1887)

P. lazoi Donoso (1981)

P. lilaceilentus Corner (1981)

P. lindquistii Singer (1960)

P. musae Corner (1981)

P. olivascens Corner (1981)

P. omnivagus Corner (1981)

P. osteratoroseus Singer (1961)

P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (1871)
P. penangensis Corner (1981)

P. populinus O. Hilber & O. K. Mill. (1993)
P. problematicus Corner (1981)

P. pulmonarius (Fr.) Quél. (1872)

P. rattenburyi Segedin (1984)

P. roseolus Quél. (1880)

P. sapidus (Schulzer) Sacc. (1887)
P. smithii Guzman (1975)

P. staringii Oudem. (1881)

P. subareolatus Peck (1886)

P. submembranaceus (Berk.) Pegler (1988)
P. subviolaceus Corner (1981)

P. viscidulus (Berk.& Broome) Pegler (1965)

A Pleurotus nemzetség jellemzése HILBER (1982), VETTER (1985, a) és VASAS (1993) nyoman
A Pleurotus név etimologidja: pleura (gordg) = oldalt; ours, otos (gordg) = fiil.

Micélium: heterokariota micélium jellemzdi: tobbé-kevésbé ritmikusan novekedd, tobbeé-kevésbé
kifejezett anamorf formak (korémiumok, aleuriosporak), fehérbarna, tobbé-kevésbé narancssarga
guttacios cseppek taldlhatok benne; legtobbszor hideghatds nélkiil primordiumokat képeznek;

monomitikus-dimitikus hifarendszerd; illata 4nizsra vagy gylimolcsre emlékeztet, ill. savanykas,

egyes fajoknal semleges.
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Termétest: a tobbé-kevésbé husos gombak, egyesével vagy tobbé-kevésbé csoportosan nének.
Kalap: 1,5-20 cm atmérdji, fiatalon puipos, majd kagyld vagy tanyér alakid, excentrikus-lateralis,
ill. egy-egy faj tolcséres formdju, centrikus. Szine valtozatos, variabilis, gyengén (fehér, sziirke,
sargés, rdzsas) erdsebben (barna, fekete, ibolyasbarna, acélkékes) pigmentalt. Hidegebb iddben
sOtétebb a kalapszin, feliilete sima.

Lemezek: lefutok, tobb fajnal halozatot alkotva vagy bordaszeriien lefuthatnak a tonkre. Eliik nem
fogazott. Sziniikk fehér, sotétkrém, rdézsaszinl. A lemezeket fiatalon boritdé velum a fajok
tobbségénél nincs, csupan néhany fajnal fordul eld, néha gytirliszert.

Tonk: rovid, néhany fajnal hianyozhat. Tobbnyire lateralis, excentrikus, de lehet centralis is,
gyakran csoportos. Szine: fehér, sziirkésbarna, rézsds. Felillete sima vagy erezett, gyakran
-kiilonosen a bazis felé- sz0szos, szalas.

Hus: a kalapban kompakt, husos, torékeny, rugalmas, nem szivos-rostos. A tonkben tobb fajnal
szivos, rostos, szalas, kevésbé torékeny, kiillondsen az idésebb példanyoknal.

Illat: semleges, anizs-, hal vagy retekszagu.

iz: semleges, esetleg gyengén kesernyés.

Sporapor: fehér, krémszind, sziirkéslilas.

Mikroszkopikus tulajdonsagok:

Spora: hengeres, elliptikus, vékonyfala, attetszd. Feliilete sima, belsejében tobb-kevesebb sargas
olajvakuolom taldlhatd. Nem amiloid, nem cianofil, fala krezilkékre gyengén megfestodik.
Bazidium: hengeres vagy buzoganyalakl, négy (kettd) sterigmaval. A szaporodds mechanizmusa
tetrapolaris.

Hifatipusok: 1. vékonyfalt vagy vastagfalu, harantfalakkal, legtobbszor kapcsokkal rendelkezd
generativ hifakkal. 2. faszer(i, vastagfalt, kapocsnélkiili, néha masodlagos szeptummal.

Cisztidak: egyes fajokndl fordul eld, elsdsorban keilo- és pileocisztiddk, melyek exogén
konidiumképzés révén a vegetativ reprodukciot szolgalhatjak.

Kutisz: legtobbszor vékonyfalt, kapcsokkal rendelkezé generativ hifakbol all, epimembran

(memran alatti) pigmentcsikokkal. A pigment vakuolarisan fordul eld.

Kémiai reakciék: HILBER (1982) szerint csak a P. eringii-nél mutattak ki mind a micéliumnal,
mind a termdtestnél guajakolos oldat hatdsdra kékes szinreakciot. VETTER (1981) szerint a
Pleurotus fajok tobbségénél a micéliumok peroxiddz, fenoloxidaz termeldk. Szinreakcid tehat
kimutathat6, és ebbdl valdsziniisithetd, hogy megfeleld reagensekkel a termdtestek is adnak ilyen

reakciot.
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Mellékszaporité sejtformak: egyszeri konidiumok a nemzetség szinte minden fajanal

megtalalhatok a dikariotikus micéliumon €s a termétesten.

Eletméd: szaprotrofok, altalaban xilofagok lombos és tilevelii fakon, fehér korhasztok.

Parazitizmust bizonyos lagyszartakon (Umbelliferae, Labiatae) néhany fajnal megfigyeltek.

Eléfordulas: Korhadt fan, ndvényi maradvanyokon, ernyds virdgzatiak gyokerén. Kozmopolita

fajok.

Gyakorlati hasznosithatésag: ehetd, joizii gombak. Tobb faj termesztheté. Altalaban agressziv
enzimtermeldk, emiatt a novényi eredetli lignocellulaz anyagok lebontdsara, hasznositasara

képesek. Egyes fajok penicillin V-acilazt termelnek. Spordjuk allergias tiineteket okozhat.

Hazankban talalhat6 Pleurotus taxonok jellemzése

MOSER (1983) rendszerében targyalom a hazai Pleurotus fajokat, magyarorszagi elterjedésiikre
vonatkozéan BABOS (1989) munk4jat, ill. a Magyar Természettudomanyi Mizeum Novénytaranak
Pleurotus anyagat vettem figyelembe.

MOSER (1983) két fajcsoportot allit fel a Kozép-Eurdpaban talalhatd Pleurotus fajokra.

Az egyik a vélummal rendelkezd Lentodiopsis Bubak csoport, melybe 2 faj tartozik:

P. dryinus (Pers) P. Kummer

Kalap: 5-12 cm atmérdjli; tobbé-kevésbé kagyloformaju, féloldalas; fehéres vagy halvany
sziirkésbarna tonusu; finoman szalas, pelyhes, tobbé-kevésbé pikkelyes; a kalap szélét fehéres
vélumfoszlanyok diszithetik. Tonk: rovid, oldaltallo; fehéres, iddsen barnas-sargas, feliilete gyakran
pikkelyes, tobb-kevesebb gallérszerli vélummaradvannyal. Lemezek: mélyen lefutok; fiatalon
fehéresek, krémsziniiek, idével tobbé-kevésbé megsargulnak. Hus: fehéres, a tonk tovében kissé
barnas, tobbé-kevésbé sargulo, merev, fasodasra hajlamos. Spoérdk: 9-13 x 3-4 um. Spoérapor: fehér.
Termdhely: kivagott és €16 lombosfakon, kiillondsen Quercus-on €s Fagus-on nd, ritkdn fenydn és

feldolgozott faanyagon is eléfordulhat. Hazankban nem ritka, augusztustl novemberig terem.

P. calyptratus (Lindbl.) Sacc.

Kalap: 3-9 cm atmérdjli; tobbé-kevésbé kagylo-félgombformaju, féloldalas; halvany sziirkésbarna,
szarazon gyakran fehéres, vilagos sziirkés; feliilete sima, csupasz; a kalap szélét fehéres
vélumfoszlanyok diszitik. Tonk: rovid, oldaltalld vagy tonknélkiili. Lemezek: lefutok; fiatalon

fehéresek, krémszintiek, idovel tobbé-kevésbé megsargulnak. Hus: fehéres, a tonk tovében kissé
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barnds, tobbé-kevésbé sarguld, merev, fasod6. Sporak: 12-15 x 4-5 pum. Sporatomeg: fehér.
Termdhely: leggyakrabban kiszaradt Populus, ritkdbban Betula és Fraxinus tdrzseken nd.

Hazéankban nem ritka, aprilistol augusztusig terem.

A masik csoport vélummal nem rendelkezd, Pleurotus csoport, amelybe hazdnkban 5 faj tartozik:

P. cornucopiae (Paul.) Rolland

Kalap: 2-10 cm atmérdjli; tobbé-kevésbé kagylo-, lapat,- nyelvformdjua; krémfehéres halvany
szlirkésbarna, okkerbarnas vagy huisbarnds tonusu; feliilete sima, csupasz, a kalap széle hullamos.
Tonk: rovid, oldaltalld, gyakran kozponti helyzetli; csoportos; a lemezek mélyen, gyakran
anasztomizalva lefutnak a tonkre, ahol bordak, erek formajaban folytatodnak; szine fehéres, idésen
barnds-sargas. Lemezek: mélyen lefutdk; fiatalon fehéresek, krémsziniiek, idovel tobbé-kevésbé
megsargulnak. Hus: fehéres, a tonk tovében kissé barnas, merev, a tonkben fasodo; illata anizsra
emlékeztet. Sporak: 8-11 x 3,5-5 um. Sporatomeg: lilds. Termohely: kivagott lombosfakon,
kiilonosen Quercus-on, Fagus-on és ritkan fenyon (Pinus) né. Hazankban nem gyakori, majustol

juliusig terem, melegkedvelo.

P. eryngii (DC.) Gillet

Kalap: 5-15 cm atmérdji; kezdetben domboru, majd ellaposodik, végiil tolcsérformdju lesz; széle
fiatalon begongyo6lt, majd kiegyenesedik, és hulldmosséd valik; sziirkésbarna, kévébarnas, ritkdn
piszkosfehéres; feliilete fiatalon kissé nemezes majd csupassza valik, vagy ritkdn bendtten
sugarasan szalas. Tonk: 3-10 cm hosszu, 1-3 cm vastag, oldaltallo vagy tobbé-kevésbé kdzponti
helyzetli; gyakran gyokerezd; szine fehéres. Lemezek: mélyen lefutok; gyakran elagazok; fiatalon
fehéresek, krémszintiek, idével tobbé-kevésbé megsziirkiilnek. Hus: fehéres; illata fliszeres. Sporak:
10-14 x 4-5 um. Spoérapor: fehér. Termdhely: legelén, réten, kertben, tobbnyire Eryngium

campestre kozelében nd. Hazankban elég gyakori, majustol novemberig terem, hidegtlird.

P. fuscus var. ferulae Lanzi

BABOS (1985) leirasa alapjan.

Kalap: 6-17 cm atméréjii; kezdetben dombort, majd ellaposodik, kozepe bemélyedo,
tolcsérgombara emlékeztet; széle fiatalon begongyolt-aldhajlo, idével hullamossa valik;
krémokkeres szinii; feliilete fiatalon kissé nemezes majd csupassza valik, bdre kissé megrepedezhet.
Tonk: 6-15 cm hosszu, 2,4-3,5 cm vastag, lefelé vékonyodo, kihegyesedd; kdzponti helyzetli vagy
kissé excentrikus; szine fehéres, krémszinti; feliilete tobbé-kevésbé felszakadozoan szalas. Tovét

korbefogjak a Peucedanum elszéaradt levélnyél maradvanyai. Lemezek: elégge ritkdn allok; mélyen
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lefutok, vonalszeriien futnak le a tonkre; fehéresek, krémszintiek. Hus: fehéres; illata fiiszeres.
Sporak: 9,3-14 x 4,7-6,2 pum. Spoérapor: fehér. Termdhely: Hortobagyon a sziki kocsord
(Peucedanum officinale) kar6gyokerébdl nott ki 1984. oktoberében.

P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm.

Kalap: 4-15 (30) cm atmérdjui; kezdetben dombort, majd ellaposodik, majd tobbé-kevésbé kagylo-,
lapat,- nyelvformaja lesz, kajla-féloldalas; sziirke, acélsziirke, sziirkésbarna, kékesfeketés.
Melegebb iddben vildgosabb, hidegebb iddben sotétebb szinii; feliilete sima, csupasz, a kalap széle
hulldmos. Tonk: 1-4 cm hosszu, 1-3 cm vastag, tobbnyire rovid, oldaltalld, ritkdn kdzponti
helyzetli; csokros; szine fehéres, idésen halvanysziirkés vagy barnés-sargas; feliilete kiillondsen a
tovénél tobbé-kevésbé pelyhes-szords. Lemezek: a tonkre lefutdk; striin allok; keskenyek; fiatalon
fehéresek, krémszintiek, idvel tobbé-kevésbé megsargulnak. Hus: a kalapban vastag, rugalmas, a
tonkben kemény, szivos; fehéres, illata nem jellegzetes. Sporak: 7,5-11 x 3-4 um. Sporapor: fehér.
Termohely: kivagott és €16 lombosfakon, kiilondsen Quercus-on, Fagus-on, Populus-on, sokszor

igen nagy csoportot alkotva nd. Hazankban gyakori, augusztustol decemberig terem, hidegtiird.

P. pulmonarius (Fr.) Quél.

Kalap: 2-10 cm atmér6ji; kezdetben domboru, majd ellaposodik, majd tobbé-kevésbé kagylo-,
lapat,- nyelvformaji lesz, kajla-féloldalas; krémszini, vildgosbarna, iddsen vilagos piszkos
sziirkésbarna, széle halvanyabb, idovel sargul; feliilete sima, csupasz, a kalap széle hullamos. Tonk:
1-2 cm hosszy, 0,5-1 cm vastag, tobbnyire rovid, oldaltalld, ritkan kdzponti helyzetii; szine fehéres;
felillete fehéren pelyhes-szOrds. Lemezek: a tonkre lefutdk; strlin allok; keskenyek; fiatalon
fehéresek, krémszintiek, iddvel tobbé-kevésbé megsargulnak. Hus: a kalapban vékony, rugalmas, a
tonkben kemény, szivos; fehéres, illata nem jellegzetes. Spordk: 7,5-11 x 3,2-4 um. Sporatdmeg:
fehér. Termohely: kivagott lombosfak tuskdjan, kiilonésen Fagus-on, ritkdn egyesével vagy kisebb

csoportot alkotva nd. Hazdnkban nem ritka, méjustdl szeptemberig terem, melegkedveld.

2.2. A LASKAGOMBAKROL OKOLOGIAIL OKOFIZIOLOGIAI MEGKOZELITESBEN

A gombdk heterotréf, lebontd szervezetként vannak jelen az 0koszisztémaban. Funkcidjuk
az €16 szervezetek altal eldallitott szerves anyagok lebontasa. Lebontasuk révén jelentds szerepiik
van a bioszféra anyagkorforgasban és az energiaaramldsban. Gombak nélkiil a bioszféra rendszerei
nem milkddnének. Hidnyukban megsziinne az anyagok korforgasa és a rendszer fennmaradésat
biztositd anyag- és energiadramlas. (ZADRAZIL 1974.), (Van GRIENSVEN, 1988), (RIMOCZI
1994).
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A laskagombadk lehetnek gyengiiltségi parazitak, amikor a gazdaszervezet allapota leromlik
(sebzés, klimatikus stresszek, alultaplaltsag, szervek oregedése stb.), és igy képesek behatolni és
parazitalni a novényt. Masik esetben szaprofitaként elpusztult névényi szervesanyag lebontédsara is
képesek (NEMETH, 1998).

A faanyagok felépitése, kémiai Osszetétele, viz- és levegbtartalma, pH értéke, fungisztatikus
anyagai sajatos €élohelyet €s tdpanyagforrast biztositanak a faront6 gombdk szamara. A fa lebontasa
mar €16 allapotban megkezdddik €s folytatdodik 5-30 éven at. A faanyagok lebontasa tobbtényezds
folyamat. A f0 szénforrds a fdban a cellul6z, hemicelluloz és a lignin. A nitrogén nagyon kis
mennyiségben van jelen a fdban (MANCZINGER et al., 2003). A fontosabb tdpanyagok a 3.

tablazatban szerepelnek.

3. tablazat: Laskagomba fajok fontosabb tiapanyagainak egyszeriisitett, osszefoglalo

tablazata

Tapanyagok
Szerves anyagok |C-forras Celluléz
Hemicelluloz
N-forras Protein
Amino nitrogén
Szervetlen anyagok K, P, Fe, Mg, stb.

Forras: SEUNG (2004).

A szaprofitonok kozott a laskagombdak az un. fehérkorhaszté gombak kézé sorolhatdk. Ez
azt jelenti, hogy laskagomba a faanyag f6 komponensét, a cellulozt és a lignint egyarant képes
enzimrendszere segitségével lebontani. Mivel a celluloz mellett lignin-bontas is zajlik, igy a
faanyag kifehéredik, ahonnan a lebontasi folyamat neve is ered. A bontasban részt vevd enzimek a
gombafonalak mentén fejtik ki hatasukat. A bontas eredményeképpen fehéres-sargas laza, szivacsos

vagy szalmaszerli anyag marad vissza.

2.2. 1. A cellulozbontas enzimei

A mikroorganizmusok a lebontasi folyamatba az egyszer(i szénhidratokat tudjdk bevonni. Fa-, ill.
cellulozbazist tdpanyag esetében eldszor a polimer szénhidratnak le kell bomlania egyszeri
szénhidratokka. Ezt a folyamatot katalizalja a cellulaz enzimrendszer. A kristalyos celluloz,
kiilonosen, ha ligninmatrixban van jelen, nem oldhatd, bioldgiai szempontbol ellenallo rendszer. A
lebontashoz tobb enzim egylittes mitkddése, szinergizmusa sziikséges. A lebontési folyamat

modelljét Reese (REESE et al.,1950) adta meg, amelyet tobben tovabbfejlesztettek. A ma elfogadott
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hipotézis szerint a bomlas a cellul6z amorf részein indul, véletlenszertien a C, jelii endo-cellulaz
enzim hatasara.

Az endo-cellulaz szisztematikus neve [,4-5-D-glukan-4-gliikanhidroldz (EC 3.2.1.4).
Elnevezésére a ,,C,” jelzést is alkalmazzak. (WOOD-CRUE, 1978). Hatasara a B-1,4-glikozidos
kotés véletlenszerti hidrolizise jatszodik le, a celluléz amorf részein. A véletlenszerli hidrolizis
eredményeképpen a kompakt celluloz rendszer ,.fellazul”, lehetévé téve tovabbi folyamatok
lejatszodéasat. A hidrolizis a lejatszodd lanctordelddés kovetkeztében jelentdsen csokkenti a
molekulatomeget.

A bomlésfolyamat kdvetkezd 1épése az exo-celluldz ,,C,” jelli enzim hatdséara lejatszodo
reakcid. Az exo-cellulaz szisztematikus neve 1.4-f-D-gliikan-cellobiohidrolaz (EC 3.2.1.91), ,,C,”
konvencionalis elnevezéssel. Hatasara a kristalyos cellul6z nemredukal6 végérdl cellobioz egységek
hidrolizalédnak le. A hidrolizis eredményeképpen a molekulatomeg tehat csak kismértékben
csokken.

A f-gliikozidaz, amelynek szisztematikus neve [3-D-gliikohidroldz (EC. 3.2.1.21) katalizalja
a cellobidz, valamint nagyobb szénatomszdmu szénhidrategységek hidrolizisét gliikozza. Az amorf
¢s kristalyos cellulozhoz viszont nincs aktivitasa.

A celluléz bomlésat eldsegitd, hidrolitikus hatast kifejté enzimek mellett, elsdsorban lignocelluloz
rendszerekben tovabbi enzimeket izolaltak, amelyek fontos szerepet jatszanak a biodegradacids
folyamatokban.

A celluloz-dehidrogenaz (cellobidz: kinon oxireduktaz) a cellobidz oxidacidjat katalizalja
cellobionsavva, cellobion-laktonon keresztiil, kinonok jelenlétében, amelyek viszont fenolokbdl
keletkeznek lakkaz 4ltal katalizalt folyamatban. A cellobiéz mint redukél6 dgens hat a kinon fenolla

torténd redukcios folyamatban. Az enzim ezt a folyamatot katalizalja.

A degradécios folyamatban tovabbi oxidalo enzimek is részt vesznek. Ezek koziil:

- Cellobioz-oxidaz a cellobidz és cellodextrinek megfelelé aldonsavva torténd oxidaciojat
katalizalja oxigén jelenlétében.

- A gliikoz-oxidaz a teljes hidrolizis eredményeképpen keletkez6 glitkoz oxidéciojat katalizalja
glilkonsavva. A két oxidaz a lejatszodo folyamat jellege miatt a cellobidéz-dehidrogenazhoz

hasonldan lignin jelenlétéhez kotott.

2. 2. 2.Szinergizmus a cellulaz enzimrendszerben

eredeti elképzelése szerint, a kristalyos cellulozt eldszor egy enzimatikus (C,) vagy

nemenzimes faktor lazitja, ezutan hidrolizalhaté a celluloz a (Cy) enzimmel (, et al., 1950). Az
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elképzelést C, — C, hipotézisnek nevezték el. Ezt az elméletet fejlesztették tovabb tobben, melyeket
Wood foglalt rendszerbe (WOOD-CRUE 1978). Szerintik a C, faktor a celluldz rendszer egy
enzime, mely szinergizmust mutat a C, enzimmel. Ok allapitottdk meg, hogy a C; komponens
cellobiohidrolaz (exo-cellulaz). Wood altal felallitott mechanizmus, a C, — C, hipotézis szerint a C,
enzim, az endo-celluladz véletlenszeriien hat a szemikristalyos cellul6z amorf részein, ezutan hasitja
a C, enzim, az exo-cellulaz a cellul6z nemredukald végérdl a cellobidz egységeket, 1 kristalyos
celluloz végcsoportot Iétrehozva. Ez természetesen az eredeti endo-exo, ill. C; — C fogalmakat is
megvaltoztatta (WOOD-CRUE, 1978).

A cellulézlancban két térbelileg eltérd glikozidos kotés van. Ezeknek a hasaddsa a
cellulézmolekuldban két kiilonb6zo végesoport-konfiguracidhoz vezethet, ami viszont két
kiilonboz6 sztereospecifikus enzimet igényel.

Az endo-gliikanaz aktiv centruma jobban hozzéaférhetd, igy kevésbé specifikus, mint az exo-
glilkanazé. Erre utal, hogy mas cellulozszarmazékok, sot xilan hidrolizisét is katalizalja. Az endo-
glikanaz atviteli reakciokat is katalizal, és hasitott celluloz-, ill. xilan-oligoszacharidokat
véletlenszerli kombinacioban ismét dsszekapcsol.

Az exo-gliikkandzok enzimjeinek az aktiv centruma egy un. csatorndban van, amelyen
keresztiil a cellulozlancnak at kell hlizodnia, mely igy mintegy lazitd szerepet is betdlt. Az exo-
glilkanaz-I1 (cellobiohidrolaz-IT) aktiv csatornijaban négy gliikkozrész szamara van kapcsolodasi
hely. Az aktiv centrum a csatorna kdzepén van. Az exo-gliikanaz-1 (cellobiohidroléz-1) katalitikus
csatornaja hosszabb, és az aktiv hely a csatorna végén helyezkedik el. Igy tud két gliikozegység a
csatorna végén kapcsolodni, majd lehasadni (NEMETH, 1998).

2. 2. 3. Hemicellulazok. A fapoliozok enzimrendszerei

A fapolidzok kémiai felépitése lényegesen bonyolultabb, mint a cellul6zé. A heteropolimer
jellegbdl és az elagazd szerkezetbdl addddan tobb enzimbdl allo, bonyolultabb enzimrendszer
sziikséges a lebontashoz, mint a cellul6z esetében. Ennek megfeleléen a polidoz enzimrendszerek a
szubsztrat alapjan csoportosithatok. A xilanra a xilandz enzimek hatnak, a manndnra viszont —
mivel pl. a fenyd mannan felépitése az acetil-galakto-mannan mar bonyolultabb — tobbek kozott
mannanazbdl és galaktozidazbol allo6 enzimrendszer hatasa sziikséges. A fa-poli6zoknal tovabbi
enzimek sziikségesek az oldallancok ¢és az egyes funkios csoportok lehasitdsdhoz.

A xilanazok a cellulazokhoz hasonldéan csoportosithatok exo-xilandzokra, endo-xilandzokra
¢és B-xilozidazokra. Az endo-xilanazok tovabb osztalyozhatok aszerint, hogy a hasadast a xilan
lancon véletlenszeriien, vagy az eldgazasoknal hajtjak végre. Az endo-xilanazok is jelentds atvivo

(transzfer) aktivitast mutatnak és létrehoznak stabil intermediereket. Az endo-xilanazok a polimer
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lancrdl xilobiozt és xilotridzt hasitanak le, amelyeknek nem redukélod végérdl a B-xiloziddz xilozt
hidrolizal. A keletkez0 xiloz viszont a hasitd enzim miikodését erésen inhibealja.

A lombosfa xildnok a-1,2 kotéssel kapcsolddd 4-O-metilgliikuronsav oldallanca az o-
gliikuronidaz, a tlilevelii xildnok arabin6z szubsztituense az a-arabinoziddz enzim segitségével
hasad le. Ezek az enzimek rendkiviil specifikusak, és hatdsukat mas enzimek jelenléte jelentosen
befolyasolja (szinergizmus). Jelentds szinergizmust €s specifikussagot mutatnak a xilan-észterazok.
fgy az acetil-xilan-észteraz- amely részben acetilezett xilan deacetilezését segiti elé — hidrolitikus

hatasa endo-diklanaz mellett 1ényegesen fokozodik.

2. 2. 4. Ligninazok. A ligninbontas enzimrendszerei

Bar a lignindz nevet még nem definialtdk, ezt a fogalmat hasznaljdk azon enzimek
Osszefoglaldsara, amelyek a lignin monomerek kozotti kotések hasadasat eredményezik. Izolalt
ligninaz elsésorban a C, — C; kotéseket hasitja, elsésorban aromds aldehidek képzdodése kdzben.
Ezeket az enzimeket tulajdonképpen peroxiddzoknak kell nevezni, mert a legtobb peroxidaz, mint a
ligninazok is, miikodésiikhoz hidrogén-peroxidot igényelnek, mely sztochiometrikusan reagél az
enzim prosztetikus csoportjaval, a vastartalmu protohem IX-cel, oxidalt komplex intermedier
keletkezése kdzben. A kovetkezd redukceids 1€pésben az enzim a ligninegységgel 1ép reakcidba, az
aromas gylrtirdl elektront hasit le. A keletkezd kation a szubsztrat felépitésétdl fiiggden C,-, ill. C,
— Cp hasadast szenved, vagy alakul a4t mas folyamatban. Az enzim fehérjerészének molekulatomege
41000-43000 dalton és a szubsztratok széles valasztékaval 1€p reakcioba a katalitikusan oxidativ
hatast hidrogén-peroxid jelenlétében (VETTER, 1981).

A ligninazok latszolag jelentdsen kiilonboz6 oxidativ folyamatokat is katalizdlnak. fgy a
benzil-alkohol C-H k&tésének hasadasat aldehid vagy keton képzddése kdzben; vicindlis diolok C-C
kotésének hasadasat aldehidképzddéssel kisérve; difenil képzddését dehidrogénezés ttjan; az
oldallanc kettds kotésének oxidaciojat; demetoxilezést kinon és metanol képzddése kozben; vagy a
veratril-alkoholnak kozvetlen gylirQi hasitasat. A lignindzok tehat abban kiillonbdznek alapvetden a
specifikus enzimektdl, hogy nagymértékben multifunkciondlisak, a reakcidk igen nagy szadmat
katalizaljak.

Egy tovabbi peroxidazt is azonositottak, mely mangan (II) fliggd, mivel a mangan (II)-t
mangan (II1)-4 oxidalja. Az oxidalt forma szamos, kiilonféle szubsztrat lebomlasat segiti eld.

A lakkaz viszont réztartalmu enzim, amely a difenol-benzokinon oxidacidt katalizdlja oxigén
jelenlétében. Ezt az enzimet poli-fenol-oxidaznak vagy fenoldznak is nevezik az adott vegyiiletekre

kifejtett hatdsa miatt.
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Mivel a ligninazok hatdsukat csak hidrogén-peroxid jelenlétében tudjak kifejteni,
miikddésiikhoz hidrogén-peroxid termeld enzimek is sziikségesek. Ebbdl a szempontbol a gliikdz-
oxiddz enzimrendszer jOhet elsOsorban szdmitdsba. A hidrogén-peroxid mellett, mint aktiv
oxigénforrds — az €16 szervezetekben mindig jelenlevd — a peroxidgyok, a hidroxilgyok és a
szingulett allapotban 1év6 oxigén is szerepelhet.

A ligninazok altal katalizalt folyamatokban, az allandé koncentracioban jelenlevd hidrogén-
peroxid mellett veratril-alkoholnak is jelen kell lenni, ami a lignindzok mukodésének magyarazatat
bonyolultabba teszi.

A ligninazok 4altal katalizalt reakciok un. egy-elektron atmenettel jard oxidacids reakciok.
Az oxidaci6 folyamatok azonban nemcsak a lignin lebomldséhoz vezetnek, hanem kdzbensd

termékek kapcsolasdhoz, rekombinalodasahoz is.

2. 2. 5. A faanyag enzimatikus degradacioja

A Basidiomycetes gombak kozott a Pleurotus fajok is fehér-korhadas okoznak. A karosodott
fa vilagos, csaknem fehér, gyakran szines szegéllyel. A faanyag puha lesz, a mechanikai

tulajdonsdgok romlanak, a duzzadas nd.

2. 2. 6. A fehér-korhaszté gombak enzimrendszere és hatasa

crer

kovetkezménye. A fehér korhadaskor azonban mindharom f6 alkotd szimultan bomlik, csaknem
azonos mértékben. A ligninbontasban résztvevd enzimek a lignindzok (peroxidazok), valamint a
lakkédz (poli-fenoloxidaz), mely a cellobidz-kinon oxireduktazzal és laktonazzal szoros
szinergizmusban vesz részt a fenolok lebontdsdban. Ebben a folyamatban vesz részt a hidrogén-
peroxidot generald glilkdz-oxidaz is. A fehér-korhadas sordn mindig jelen vannak a cellulozt és a
polidozokat bontd enzimrendszerek is, igy a cellulazok, a xilandzok, ill. a tobbi polidzt bontod
enzimrendszer (VETTER, 1986).

A fehér-korhaszt6 gombdk enzimrendszereinek hatdsara a ligninmolekuldban jol
meghatérozhaté kémiai valtozasok jatszodnak le. Igy a metoxilcsoport- és az oxigéntartalom né,
karbonil- és karboxilcsoportok képzddnek, €s az a - f hasadas mellett a B-O-4, B-O-4;

B-5, B-1, B-B kotések is bomlanak. A ligninbomlds egyik oldalrdl kismolekuldju termékek
képzddésével, majd gylirithasadéssal jar, masrészt viszont magasabb kondenzaltsagi foka termékek,

tobbek kozott bifenilek képzddnek.
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2.3. A LASKAGOMBAK BELTARTALMAROL

A gombabol késziilt ételeket elsdsorban iz- ¢és aromaanyaguk miatt kedveljiik. A
laskagombabol késziilt ételek ize, a laskagomba fliszerezd értéke a tobbség véleménye szerint
megeldzi a csiperkéét. Tulzas lenne persze a laskagombat a hussal egyenértékiinek tekinteni, hiszen
a gombak fehérjetartalma 1ényegesen kisebb ¢€s fehérjéik bioldgiai értéke is valamelyest alulmarad a
htsokhoz képest.

A laskagomba szirazanyaganak 15-25%-a fehérje, 1-2%-a zsir, 6-10%-a asvanyi s6. Az
asvanyi sok tobbsége kalium és foszfor. A fennmarado részt a szénhidratok és egyéb anyagok teszik
ki, ebbdl jelentds részt tesz ki az emészthetetlen rost.

Vetter Janos ICP (VETTER, 1999) modszerrel mért eredményei alapjan a harom
legjelentdsebb termesztett gombafaj nyersfehérje, nyerszsir, nyershamu eredményeket tett kozz¢é. A
legmagasabb nyersfehérje mennyiséget a csiperkegomba harom fajtajaban (24-28 sza.%) mérte, a
shii-take 24,77 %-ot, a laskagomba csak 17,4%-ot (kalapjaban) illetve 7,4 %-ot (tonkjében)
tartalmazott. A kalapok ¢€s a tonkok nyersfehérje tartalmanak aranyai igen kiilonbozdéek voltak, az
Agaricus bisporus kalapja és tonkje kozel azonos értékii (1,04 és 1,20 kalap/tonk ardny all fenn), a
Lentinula edodes-nél 1,48, a laskagombanal pedig 2,34-es arany allapithaté meg (a laskagomba
tonk jelenti tehat a legkisebb taplalkozasi értéket).

A nyerszsirtartalom 1,2 és 2,3 %-ok kozott valtozott, az Osszes vizsgalt gomba tehat igen
alacsony nyerszsir tartalmu volt. A kalap és a tonk Osszevetése soran (VETTER, 1999)
megallapitotta, hogy a csiperke torzseknél csak kis eltérés mutatkozott, a laska és a shii-take
esetében azonban a tonk tobbet tartalmazott, mint a kalap (a kalap/tonk aranyok: 2,55 és 1,75).

A nyershamu-tartalom: 8,77% ¢€s 12,77% kozott volt a csiperke fajtaknal, a laskagomba és a
shiitake termdtesteiben lényegesen alacsonyabb a nyershamu mennyisége. Ennek oka az utobbi
fajok eltérd taplalkozéasi modja lehet. A faronto életmodu Pleurotus ostreatus és Lentinula edodes

szubsztratumai Iényegesen kisebb hamutartalmuak, mint a csiperke komposztja (4. tablazat).

4. tablazat: Nyershamu-, nyersfehérje- és nyerszsir-tartalom alakulasa a Pleurotus ostreatus

termétesteinek kalapjaban és tonkjében (minden adat a szarazanyag %-aban)

Pleurotus ostreatus ,,357” | Kalap 6.41 17.4 1.89
Tonk 5.11 7.42 0.74
Kalap/tonk 1.25 |[2.34 2.55

Forras:(VETTER, 1999).
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A gombak egyes vitaminokban meglehetdsen gazdagok. Ezek a B;-, B,-vitamin, a niacin, a
folsav és a pantoténsav. Jelentds mennyiségben tartalmaznak D-vitamint is. Emlitést érdemel, hogy
10 dkg friss laskagomba elfogyasztasa kielégiti egy felndtt ember napi B,-vitamin és niacin
igényének 40%-at, a folsav igényének 25%-4t, pantoténsav igényének 23%-at, valamint B;-vitamin
igényének 17-20%-at. A laskagomba B,-vitamin- ¢és folsavtartalma jelentdsen meghaladja a
csiperkegombécét.

A laskagomba mas gombakhoz hasonléan az egészséges taplalkozas fontos eleme lehet.
Beltartalma miatt fogyokurazok, cukorbetegek, kdszvényben és magas vérnyomdsban szenveddk
diétajaban egyarant kivaldan felhasznalhatdo. Magas emészthetetlen rosttartalma miatt csdkkenti a
vastagbélrak kialakulasanak veszélyét. Vesebetegek étrendjében azonban magas kaliumtartalma
miatt csak korlatozottan szerepelhet.

A laskagomba altalanos beltartalmi értékei mellett ki kell emelniink specidlis gyogyhatésait is.
Japan kutatok a laskagomba vizes kivonataval sikeresen csokkentették egyes daganatok ndvekedési
sebességét. Allatkisérletekben kimutattdk a takarményként felhasznélt szaritott 6rolt laskagomba
koleszterincsokkentd hatasat. Csehorszagban a gomba termétestébdl magas koleszterinszint elleni
kivonatot allitottak eld. Orosz kutatok a laskagombabol egy pleurotin nevil antibiotikumot is

készitettek.

2.4. TERMESZTESI SZEMPONTBOL JELENTOSEBB LASKAGOMBA-FAJOK
HAZANKBAN

A késoi laskagomba — Pleurotus ostreatus (Jacquin: Fries) P. Kummer. A természetben
foként Osszel, ritkabban tavasszal vagy enyhe teleken jelenik meg kiilonb6z6 fafajokon. Az sériilt,
beteg, legyengiilt fakat tdmadhatja meg, ¢él6, egészséges fakat nem. Az elpusztult faanyagon
szaprofitaként (korhadéklako, korhadékbont6) folytatja életét. A faanyagon nem ritka a 3-5 kg-os
terméscsokor sem. Mivel a laskagomba az ilyen faanyagokon terem, lehetdséget biztosit hazankban
-foként a hobbytermesztoknek- a foldben maradt tuskén vagy kivagott faronkon torténd
termesztésére. Ebben az esetben a termdtestképzés az évszaktol fiigg.

Hazai torzseinek termdtestei a vilagos galambsziirkétdl egészen a kékessziirkéig
valtozhatnak. A szin a torzsre jellemzO, bar a kdrnyezeti tényezOk jelentdsen modosithatjdk. A
termdtest zOmok, vastag hist. A tonkje rovid, a kalapja féloldalas, akdr a 30 cm-es atmérdt is
elérheti. A lemezek fehérek, mélyen lefutok. A sporaporuk szine fehér, vildgos vajszinli. A vad

torzseket szinte alig termesztik, szinte teljesen felvaltottak a hibridfajtak (SZABO, 1986).
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Hasonl6 valtozatai a vildgosbarna P. ostreatus var. Salignus, ¢és a feny6féléken gyakoribb
galambsziirke laskagomba (P. ostreatus var. columbinus, P. columbinus). 1de tartozik a floridai
laskagomba P. florida is, bar az irodalmak egy kis hanyaddban a nyari laskagombéaval rokonitjak. A
floridai laskagombardl még részletesen lesz szd, ugyanis termesztési szempontbol nagy jelentdsége
van (RIMOCZI,1994, 2000, 2004).

A késoi laskagomba nem minden torzse igényel hideghatast a termdreforditashoz, de a vad
tipusfaj 15°C-on magasabb homérsékleten nem képez termotestet. A vilagban termesztdi korokben

hibridjei rendkiviil népszertiek, beltartalmi értékiik kivalo.

Floridai laskagomba — P. florida Eger, P. ostreatus. var. florida. Eszak-Amerikabol keriilt
Eurdpaba. Egyes szerzOk a P. ostreatus masok a P. pulmonarius véltozatanak tartottdk, de mint
fentebb emlitettem a P. ostreatus fajjal keresztezddni is képes. Magyarorszagon e fajjal kezdddott
az egész éven at tartd intenziv termesztés a 70’-es években, de a gyengébb mindsége miatt a hibrid
laskagombak folvaltottak. A faj nagy eldnye, hogy lehetdvé tette a nyari termesztést is, mivel a
melegebb iddszakokban is képzett termotesteket. A P. ostreatus €és a P. ostreatus. var. florida
keresztezésébdl szarmazo hibridfajtdkat termesztik ma is hazédnkban. A két faj keresztezése

GYURKO (1984) nevéhez fliz6dik.

Nyari laskagomba — Pleurotus pulmonarius (Fries) Quélet. A hazai térzseinek egy része
hasonlitott a floridai laskagombédhoz (Pleurotus sp. var. florida), mig a masik részilk a szaka
laskagombdhoz (P. sajor-caju). A hazai gombapopulaciobdl is igen értékes torzseket lehet
begytjteni (SZILI, 1994). Hazédnkban altalaban lomblevelii fakon taldlhaté meg. Kedveli a nyirt,
juhart, tolgyet, blikkot, de tiilevelti fakon is megél. Hazankban nyaron, juliusban, augusztusban és
az Oszi honapokban gytijthetd, vagyis a termdtestképzés szempontjabol jol tiri a magasabb
hémeérsékletet.

Kalapja valamivel kisebb, mint a késéi laskagombaé, széle begdngyodlt, éréssel
kiegyenesedik, majd felfelé hajlik. A kalap széle vilagosabb, ritkdn csikozott. Alakja altalaban
kagyld vagy vese alaku, de eléfordul fiil, nyelv vagy kandl alakt termdtest is. Fiatalon a termdtest
teteje kidomborodé. Szine vildgos csontszintdl a halvanybarndig, esetleg halvanysziirkéig valtozhat.

Tonkje rovid, szintén excentrikusan all. Lemezei fehérek, tonkre lefutok. Sporai hengeresek,
kissé homoruak, fehéres sziniiek.

A nyari laskagomba egyik véltozata a szaka laskagomba (Pleurotus sajor-caju), amelyet
féleg tropusi, szubtropusi teriileteken termesztenek, azonban hazankban is érdemes lenne

foglalkozni a termesztésével és keresztezési kisérleteket folytatni vele. Kompatibilis a szintén nyari
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laskagomba madsik valtozatdval a P. sapidus-szal. A szaka laskagomba termdtestképzési

hémérséklete viszonylag magas, igy lehetévé teszi a nyari termesztést (SZILI, 1994).

Ordogszekér laskagomba — Pleurotus eryngii (De Candolle: Fries) Quélet. Magyarorszagon
is egyediilalld termesztési lehetdségek rejlenek az Ordogszekér laskagombaban. Ez a hazai
termesztésben kevésbé ismert ,,nagygomba”, gasztrondmiai értéke és termésmennyisége alapjan
méltan okot adhat arra, hogy hazankban termesztésével tobben foglalkozzanak. (KALMAR 1960).
A természetben — hazankban is — a gomba Eryngium, Ferula, stb. korhadd gydkerein ¢él (SZILI,
1994). A nevét is a mezei iring6rol kapta (Eryngium campestre), amelynek hajtasai letorve, majd
ordogszekérként gurulva szorja a magvait (természetesen mas novényeken is eléfordul). A gomba
els6sorban mezon, réten, szantofold szélein terem, de ritkdn erdei flives tisztasokon,
dombvidékeken is megtaldlhaté. Jellegzetesen dszi faj. Oktoberben, novemberben gytijthetd.

Az 6rdogszekér laskagomba kalapja barnds, barndssziirke, ellaposod6 vagy kissé tolcséres.
Tonkje, amely szintén fogyaszthatd fehér, hengeres, vastag. Lemezei fehérek, a tonkre lefutok. Jol
szarithato, rendkiviil jo izli (mas laskagomba-fajok iz¢ét is feliilmulja). Szintén tobb valtozata ismert,
mint példaul: P. ferulae, P. nebrodensis, P. hadamardii, P. fossulatus. Ezek keresztezésével 1ij

jellegeket hordozo hibrideket lehetne eldallitani.

Erestonkii laskagomba — Pleurotus cornucopiae (Paulet ex Persoon) Rolland. Hazédnkban is
honos gombafaj, elsdsorban az orszag déli részén elhalt lomblevelll fakon (szil-, nyar-, juharfakon)
fordul eld. A magasabb hémérsékletet jol tiiri, ezért nemcsak tavasszal, 0sszel, hanem nyéron is
megtalalhat6. Ez egyben azt is jelenti, hogy a nyaron is termeszthetd. A kalap szine vilagos sarga,
ritkan sargasbarna. Lemezei fehérek, sargasak és a tonkre mélyen lefutok. A tonk ebbdl kifolyolag
bordazott, ,.eres”. Husa fehér, kdzepesen vastag, puha. Jellegzetes illata miatt nem mindenki
kedveli. Nem csak faanyagon, hanem egyéb lagyszara ndvényi hulladékon is megél.

E faj egyik valtozatanak tartjdk a P. cirtinopileatus, azaz citromsdrga laskagombdt, amely
intenziv citromsarga szinli faj, kis mennyiségben, elsdsorban gasztrondmiai célokra termesztik.
Nem kiilondsebben jo6izli gomba, bar ez a konyhatechnoldgiai eljarasoktdl is nagyban fligg. Féként

dekoracids célokra hasznaljak (ALBERT et al., 1995).

Rozsaszinii laskagomba — Pleurotus djamor (Rumphius: Fries) Boedijn. Ehhez az
inersterilitasi csoporthoz tartozik a P. flabellatus a sziikebb értelembe vett, termesztéi korokben
ismert ,,rozsaszin laskagomba”, amely tropusi, szubtropusi teriileteken él és hazankban foként

gasztronomiai célokra hasznaljak fol.
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Pleurotus cystidiosus (O.K. Miller). Tropusi, szubtropusi teriileteken széles korben elterjedt
és termesztett melegigényes laskagomba faj. A gomba, termesztési szempontbol viszonylag
alacsony produktivitasu. Két valtozata ismert a Pleurotus cystidiosus var abalonus (P. abalonus) és
Pleurotus cystidiosus var. formosensis. Késobb kideriilt, hogy az utobbi nem kompatibilis a tipus P.

cystidiosus-szal.

A P. cystidiosus azéltal, hogy a micéliuman konidiumokat visel, mas laskagombafajoktol is

jol elkiilonithetd.
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2.5. A VILAG ES A MAGYARORSZAGI LASKAGOMBA-TERMESZTES TORTENETE

A laskagomba-fajok (Pleurotus spp.) nagyon kozkedvelt, vadon €16 és termesztett ehetd
gombdk. Megtermelt mennyiségiiket tekintve a vildgon a harmadik, hazdnkban pedig a masodik
helyen allnak. Ezen izletes és egészséges fajok termesztése a jOovOben vildgviszonylatban
valdsziniileg emelkedni fog. Ennek oka, hogy termesztésiik nem igényel olyan komoly technikai
hatteret, gépparkot, mint a csiperketermesztés, tovabba — intenziv lignocellul6z-bonto
képességiikbdl kifolydlag — alkalmasak lehetnek olyan mezdgazdasagi, erdészeti mellektermékek
tovabbi hasznositasara, melyek eddig kihasznélatlanok voltak (POPPE, 2000).

A laskagomba fajok termesztési lehetéségeire mas gombakhoz (pl. Lentinula edodes — shii-
take, Volvariella spp. — bocskoros gombafajok, Agaricus bisporus — kétsporas csiperkegomba)
képest joval késobb figyeltek fel (CHANG, 1999). A laskagomba fajok koziil elsdként a késoi
laskagomba (Pleurotus ostreatus) és az ordogszekér laskagomba (P. eryngii) keltette {6l a kutatok,
erdészek, termesztok érdeklodését. A késoi laskagomba termesztésbevonasaban foként az erdészek
jeleskedtek. A természetes uton ,,fert6zott” fatorzseket kivagtak és az erdészlak kozelében arnyékos

helyre helyezték (CHANG-HAYES, 1978), (CHANG, 1993).

Az els6 termesztési probalkozasok 1897-ben torténtek, amelyek a francia Matruchot
nevéhez flizédnek. Kiilonb6zd faanyagokon vizsgalta a gomba névekedését. A kutatomunka 1910-
es években, Németorszagban folytatdodott. 1916 — 1919 kozott a miincheni Erdészeti Fdiskola
Mikoldgiai Intézetben Falck dolgozta ki a tomor faanyagon torténd termesztést. Itt emlithetd meg,
hogy Németorszagban 1917-ben mar kaphatd volt steril laskagomba csira, amit feltehetden
termesztéshez hasznaltak fel (SZABO, 1986).

Késobb 1930 — 1940 kozott Busse, Liese, Bavendamm ¢és Luthart végeztek e teriileten
figyelemre méltd kisérleteket, tovabbfejlesztették, és biztonsagosabba tették a Falck altal
kidolgozott termesztési eljarast. Az NDK-ban az 50-es évek elején tulajdonképpen ezt alkalmaztak,
amikor tomegével oltottak a fatuskokat (SZABO, 1986).

Lignocelluloz melléktermékeken elsd termesztési kisérletekrdl Block, Tsao és Han
szamoltak be 1958-ban Floridaban (POOPE, 2000). Ok még a laskagomba szubsztratumot (a
csiperkegomba-komposzt mintdjara) komposztaltak. E kutatok szdmos xylophag ehetd gombafajt
vizsgaltak meg. Kisérleteikhez flirészport, rizshéjat, kukoricacsutkat hasznaltak. Kisérleteikben a

floridai laskagomba is szerepelt, amely kitlint gyors novekedésével, viszonylag bdséges termésével.

Hazankban szintén koran megkezdddtek a laskagomba hasznositéds kisérletei az erdészek és

az erdd kozelében lakok korében, de az elsd termesztési probalkozasok joval késobb torténtek.
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1963-ban Luthardt német professzor O0sztonzésére és segitségével kezdddtek meg a kisérletek.
Luthardt mar az 1940-es évektdl foglalkozott a laskagomba szaporitdéanyag-eloallitasi és termesztési
modszereivel, végiil az 1950-es évek elején kidolgozta a laskagomba faronkon torténd termesztését.
Az akkori célok nem minden esetben termotestek nyerését, hanem az un. mikofa eldéallitast
céloztak. A gomba altal atalakitott és mas anyagokkal torténd kezelést kovetden a mikofa konny,
lyukacsos allomanyu, viszonylag ho- és vizallo, jo ipari fa volt. E fa forgalmazasabol szarmazo
jovedelem joval nagyobb volt, mintha a termétesteket adtak volna el (TASNADI, 1985),
(KORONCZYNE-UZONYINE, 1969).

Luthardt professzor eredményeinek hire eljutott hozzank is, és az 6 munkédja nyoman
kezdte el kisérleteit a soproni Erdészeti Egyetem kutatdcsoportja Gyurkd Pal vezetésével. A 60-as
évek elején a soproniakkal egy idében kezdett el a témaval Toth Ernd foglalkozni, akihez késébb
Véssey Ede csatlakozott, és a faronkon torténd termesztési eljarasukat 1966-ban szabadalommal
védték le. Magyarorszagon tehat lényegében a faanyagon torténd termesztést Falck és Luthardt
modszere alapjan Véssey Ede, Toth Ernd, és Gyurkd Pal vezették be. Kisérleteiket az 1960 — 1965
kozott végezték (HELTAY, 2000).

Az eredményeket kovetden az iizemi telepitésekre 1967-ben keriilt sor a Rabatamasi Uj Elet
Mgtsz-ben és a Hosszuhegyi Allami Gazdasagban. Itt sajat részre allitottdk eld a gombacsirat, sét
béroltasokat is vallaltak. 1968-ban mar exportaltak (Olaszorszadg, Dania, Hollandia, NSZK) is a
beoltott ronkdket. A szélesebb korii elterjedésnek az szabott hatart, hogy nagyiizemileg nem volt
gazdasagos a hasznalata. Hatranyai voltak: a termdtestképzés az iddjaras fiiggvénye, a tenyészido
hosszu, a termés szezondlisan jelenik meg, a gondozasi munkdk az idéjards miatt nem mindig
végezhetdk el, a termés gyakran szennyezett, kartevok, vadak karositjak a termést. Ez a mddszer a

mai napig kistizemi, haztéji, hobbi mddszer maradt (SZILI, 1980).

Ezt kovette a Véssey Ede, Toth Ernd egyéb mezdgazdasagi hulladékon torténd termesztési
technologidja, sterilizalassal. 1970-ben beadott szabadalmuk kidolgozasdban mar Toth Laszlo és
Heltay Imre is részt vett, termelési eljarasuk HTTV néven valt ismertté. A modszer nagy lendiiletet
adott a 60-as évek végétél meginduld és a 70-es években kibontakozd intenziv
termesztéstechnologidnak (HELTAY, 2000).
1971-ben a HTTV szabadalom alapjan felépiilt a Borota Tsz laskaiizeme. Ugyancsak ekkor épiilt fel
a Duna Tsz-ben is egy kisérleti laskaiizem, amely 1976-ban tovabb béviilt. (A tsz megszlinése utan

leallt.)

1968-69-ben Gyurkéd Pallal egyiittmiikodve a Duna Tsz kutatd csoportja kidolgozta a

mezOgazdasagi hulladékok, foleg a kukoricacsutka taptalaj készitését pasztorizalassal. Ezt az

30



eljarast sajnos a Duna Tsz nem szabadalmaztatta, igy elsObbségi jogat a Talalmanyi Hivatalnal
kellett megvédenie, amit sikerrel véghezyvitt.

A 70-es évek elején inditotta el Toth Ernd Olaszorszagban a HTTV alapjan a laskagomba-
termesztést, majd a késobbiek sordn Heltay Imre is tobb olaszorszagi lizem létrehozasaban vett

részt. Olaszorszag termeli ma a legtobb laskagombat Eurdpéaban.

A hazai, de mondhatjuk, hogy az eurdpai laskagomba-termesztés mérfoldkove a Gyurko
Pal altal a 70-es évek elején eldallitott hibrid-fajtak lettek. A P. ostreatus és a Kaliforniabol
szarmazo P. florida keresztezése utjan létrehozott fajtdk gyors fejlodésiiek, botermdk voltak, és
hidegsokkot sem igényeltek, s6t, a nyari meleget is jobban tlrték, mint a P. ostreatus. A sok hibrid
fajtajelolt koziil kivalasztott H-7 fajta lett az egyik sziil6je a ma is forgalomban 1évé HK-35 fajtanak
(GYURKO, 1984).

Ujabb fejlodést hozott az Gn. szaraz (xeroterm) 100 °C-os hokezelés, a kecskeméti
Z0ldségtermesztési Kutatd Intézet szabadalma, amelyet az 1980-as évek elején Balazs Sandor és
Kovécsné Gyenes Melinda dolgoztak ki. A Kutatointézetben felépitett laskaszubsztratum-iizem
novelte a laskatermesztés mennyiségét, amely 1991-ben érte el csticspontjat, mintegy 3.000 tonna
éves termést, ami a kovetkez6 években, kereslet hidnyaban, lecsokkent (BALAZS, 1982),
(BALAZS-KOVACSNE, 1988).

A rendszervaltds a laskatermelésben nem hozott olyan fellendiilést, mint a
csiperketermesztésben, csupan kb. visszadllt az 1991. évi szintre. Ennek oka valosziniileg a
szubsztratum mindségének bizonytalansdgdban ¢és az ezzel Osszefliggd, sokszor alacsony
termésatlagban keresendo.

Az azsiai orszagokban a laskagomba-termesztés sokkal gyorsabban fejlédott, mint
Eurdpédban. Az un. intenziv termesztés kezdetét itt is a 70-es évektdl szamitjak (MUSHWORLD
2004), (FLEGG et al, 1985).

2. 5. 1. Intenziv termesztés

Az extenziv modszert felvaltva a 60-as évek végére harom intenziv moédszer bontakozott ki:
steril, hokezelés nélkiili, hdkezeléses termesztési technologia. Mindharom technoldgidhoz tartozik
egy-egy olyan elem, amely a laskagomba termesztés alatti védelmét szolgalja a korokozok,
kompetitor és kartevd szervezetekkel szemben. Az intenziv mddszereknél foként lagyszara
novények maradékat hasznaltak szubsztratum alapanyagként, amelyek nem nevezhetdk a

laskagomba természetes taptalajanak.
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Mint fentebb emlitettem a steril technologia magyar szabadalom, Heltay Imre, Téth Ernd,
Toth Laszlo, Véssey Ede dolgoztak ki, amelyet ma is HTTV eljarasnak neveziink (SZABO, 1986).
A sterilizalas soran minden kérokozo, konkurens szervezet elpusztul, ugyanakkor a szubsztratum a
termesztési kornyezetbe kihelyezést kovetden fogékony a kiilonféle betegségekre, mivel a
szubsztratum védettségét biztositd mikrobionta is elpusztul a sterilizalds soran. Hazankban ez nem

elterjedt modszer a kés6i laskagomba hibridek termesztésekor (GYORFI, 1986).

A hdkezelés nélkiili eljaras kezdeményezdi, kidolgozdi Benedek és Gyurko (Erdészeti és
Faipari Egyetem) (GYURKO,1984). Technolégidjukban az elmaradt sterilizildst nagyobb
mennyiségli szaporitdbanyag bekeverésével (5tf%), fertézésmentes alapanyagokkal probaltak
kompenzalni. A nagy mennyiségli csirdzds kompenzdldsira az 1Un. ,hatszorozast”, mint
szaporitdanyag léptékndvelést dolgoztak ki. A koltség igy csokkenthetd volt, de iddveszteséget is
jelentett. A modszer tovabbi hatrdnya, hogy nem biztonsdgos, mert az alapanyag konnyen
fert6zodhet.

A hokezeléses eljarasok eredményeként nem steril, de a termesztés szempontjabdl problémat
jelentd mikroorganizmusoktol mentes szubsztratumot allitanak eld. Az alapanyagban visszamaradd
mikrobionta egyben védettséget is ad a termesztésben problémat jelentd fertézésekkel szemben. A

hokezelési modszereknek két formaja terjedt el: a szaraz hokezelés és a nedves hokezelés.

A szaraz hokezelés vagy mas néven xerotherm eljards soran a szaraz alapanyagot (pl.

buzaszalmat) kalapacsos dardloval apritjak, majd zart hdkezeldkbe termelik. A hdékezel6kben az
alapanyagot atlagosan 1 6ran at 100°C-os gozzel jaratjak at. Ezt kdvetden a kitermeléskor torténik
az anyag nedvesitése (egyben a lehiitése €s fungicides kezelése), végiil a becsirdzas. Az eljaras nem
steril modszer, ugyanis termofil (sporas) szervezetek maradnak az alapanyagban, nedvesitéskor, az
anyagmozgatds soran a higiéniai rend betartdsa mellett is keriilnek mikroszervezetek a
szubsztratumba. Az eljaras szintén magyar kutatok nevéhez kapcsolodik (SZILI, 1994).

A nedves hdkezelésnek tobb mddja ismert, amely Iényegében a csiperkegomba-komposzt
eldallitas laskagomba szubsztratumra adaptalt valtozatat jelenti. Az alapanyag eléallitok sajat bevalt
recepturakkal dolgoznak, igy nehéz lenne egy bizonyos technologiat leirni. Altalinossigban a
kovetkezOk szerint torténik a hdkezelés. Az alapanyagokat nedvesitik, prizmakba rakjak. A
prizmakon levegdt fuvatnak at, esetleg friss levegdvel keverve visszacirkulaltatjadk (ahol erre a
sziikséges felszerelés rendelkezésre all). A halmokat meghatarozott idészakonként atforgatjadk. Az
alapanyagot zart tomeghdkezeld alagutakba termelik, ahol 55 — 60°C-ra felfiitik az alapanyagot és
72 oran at ezen a hdmérsékleten tartjadk. Gyakran hasznaljak azt a modszert, hogy az alapanyagot a

hoékezelés kezdete eldtt, vagy annak befejeztével 70°C-ra fiitik fel €s ezt 3 6ran at tartjak. A 70°C-os
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hokezelés mellett rovidebb ideig szokott tartani az 55 — 60°C-os hdntartas. A hdkezelést kdvetden

az alapanyagot legalabb 30°C-ra hiitik le és elvégzik a becsirazast.

Az alapanyag-eldallitas egy negyedik lehetdsége, amely a laskagomba termesztok korében
ma ismét egyre gyakrabban emlegetett erjesztéses eljards. Ennek sordn az elOkészitett
alapanyagokat erjesztd tartdlyokban nedvesitik, vizzel toltik fel. A tobbnapos eljards soran bizonyos
mikroorganizmusok a  konkurens szervezetek szdmdra (is) konnyen hasznosithato
tapanyagforrasokat az erjesztés folyaman felhasznaljak, és olyan anyagcsere-termékeket juttatnak a
fermentlébe, amelyek megakadalyozzdk mas karos mikroszervezetek elszaporodasat a
szubsztratumban.

Az alapanyag-eldallitds mas, kevésbé ismert és népszerli formai is léteznek, de ezek

gyakorlati jelentdsége nem nagy (KHAN-ALI, 1981), (STAMETS,1993).

2. 6. A LASKAGOMBA HIBRIDEK

A laskagomba a Fold csaknem valamennyi mérsékelt 6vi erdejében eléfordul. Az egyik
legismertebb a késdi laskagomba, melynek szép, husos termdteste van, szine lehet kékes, sziirke
vagy barnédba hajlo. Termesztéstechnoldgiai szempontbdl azonban van t6bb hatranyos tulajdonséaga.
Az egyik az, hogy az alapanyag atszovése utan nem fordul termdre, hanem 3-4 hét érlelési idére van
sziiksége, e nélkill nem terem. Ez az érlelési id0 nagyon meghosszabbitja a tenyészidot, a termesztd

szamara ez emeli a koltségeket.

A masik héatranyos tulajdonsaga, hogy a termés indukalasahoz hideghatast igényel. Az atszovodott
gombatenyészetet 13-15 °C-ra kell lehiiteni, az e folotti hdmérséleten nem terem. Ezen alacsony
hémérsékleten rdadasul 12-14 napig kell tartani sziikséges, 2-3 °C-on viszont mar 4-5 nap mulva
megjelenhetnem a termdtestkezdemények. A hideghatds utan a kulturdk normalis termesztési
hémérsékleten is termdre fordulnak, de ettdl fiiggetleniil elmondhatd, hogy a vad P.ostreatus fajtak

egész éven at nem termeszthetdek.

Hazankban a laskagomba-nemesités szinte egyidds az intenziv termesztéssel. Kezdetben
hazai P. ostreatus és P.pulmonarius fajtakat szelektaltak és adaptéaltak a termesztésben. Ez a

szelekcios munka az elsé idokben kielégitd volt, melynek eredményeképpen tébb allamilag
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mindsitett fajtat termesztettek. Heltay Imre — Toéth Laszlo — Toth Erndé — Véssey Ede kutatok
termesztéstechnoldgiai szabadalmai nagy lendiiletet adtak a termesztés fejlédésének (HELTAY,
1970). Ezt tovabb fokoztdk Gyurko Pal hibridjei is. A hazai, de mondhatjuk, hogy az eurdpai
laskagomba-termesztés mérfoldkdve a Gyurko Pal altal a 70-es évek elején eldallitott hibrid-fajtak
lettek. A P. ostreatus és a Kaliforniabol szarmazo P. ostreatus. var. florida keresztezése Utjan
1étrehozott fajtak gyors fejlédésiiek, botermok voltak, és hidegsokkot nem igényeltek; sot, a nyari
meleget is jobban tiirték, mint a P. ostreatus. A sok hibrid fajtajelolt koziil kivalasztott H-7 fajta lett
az egyik sziiléje a ma is forgalomban 1évé HK-35 fajtanak (GYURKO, 1984).

Az els6 allamilag mindsitett H 7 hibrid atszovetési ideje mar csak 3 hét volt, és 15-25 °C
kozott is jol termett. A H 7 egy késdi €s a floridai laskagombak hibridje. Sorban azutan kovetkeztek
az Ujabb hibridek, mind jobb tulajdonsagokkal és termesztési lehetdségekkel. A G 24, HK 44 és
els6sorban a HK 35 fajtdk még ma, néhany évtized elteltével is kivalo fajtak. A legismertebb HK
35-6s hibridet a H 7 és egy Olaszorszagbol szarmazo késoi laskagomba keresztezésével nyerte a
nemesitd. E hibrid és kiilonbozé sporafelvételei, valtozatai meghdditottak az egész vilagot (SZABO

1990), (SZILI-VESSEY, 1980), (SZILI 1994).

Osszefoglalva elmondhat, hogy a nemzetkdzi szintli laskagomba-termesztés

fellendiiléséhez a magyar szakemberek nagyban hozzajarultak.
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2.7. A BAZIDIUMOS ,NAGYGOMBAK” SZAPORODASAROL

A bazidiumos nagygombak ivaros szaporodasakor kiilon ivarszervek (specializalt ivarsejtek)
nem alakultak ki, hanem a kiilonb6z6 pérosodasi jelleget viseld sporakbdl kifejlddd (un. primer
hifdk) ugy olvadnak Ossze, hogy csak a sejtek sejtplazmdja fuziondl, a sejtmagok nem. Tehat
kariogdmia nem figyelhet6 meg. Az Osszeolvadas (anasztomoézis) eredményeként létrejon a
dikariotikus gombafondl az Gn. szekunder hifa. Ezeknek heterokariotikus sejteknek az osztodasaval
gombafondl, majd annak szovedéke a micélium alakul ki. A termdtestfejlodés indukalasaban
genetikai és kornyezeti tényezOk egyarant fontos szerepet jatszanak. A micélium ,,sodrodni” kezd,
kialakulnak a primordiumok majd ebbdl a termétestek (MILLER, 1971).

A szekunder hifdk novekedése osztddassal torténik. Sejtjeinek sorozatos osztdédasakor
mindkét parosodasi jellegli sejtmag sorozatosan szinkron osztddik, €s az jabb sejtekbe szintén
sejtmag-parok keriilnek. Ennek az osztddasnak van még egy kiilonlegessége, az Un. csatképzés. Az
osztodasokkor keletkezett csatok a szekunder micéliumon altaldban jol megfigyelhetok (JAKUCS,
1999).

A termotest kialakulasaval kifejlédik a himénium, amely a bazidiumokbdl és a kozottiik
elhelyezkedd steril sejtekbdl, a cystiddkbol 4ll. A bazidiumok az egyes dikariotikus hifak
végsejtjeibol alakulnak ki. A bazidium a helye az ivaros folyamatoknak. Itt torténik meg a
kariogdmia, igy a bazidium diploid zigétaként is felfoghatdo. A sejt ezzel bazidiumma,
sporangiumma alakul at. Ezt kovetden a diploid sejtmag meiotikusan osztodik, amelybdl négy
haploid sejtmag keletkezik, melyek a bazidiospordk sejtmagjai lesznek. A bazidiumon négy exogén
bazidiospora keletkezik egy-egy maggal. A spoérdkat a sterigma koti a bazidiumhoz, késébb e
mentén valnak le arrol és szérodnak (SZARVAS, 2002), (SZARVAS, 2003), (SZARVAS, 2004);
(SZILI, 1970).

A genetikai variabilitdsnak az ivaros szaporodds az alapja ¢és forrasa. Nagyobb genetikai
variabilitds abban a populacidban van, ahol az egyedek Onsterilek, hiszen az onmegtermékenytilés a
homozigocia, a beltenyésztés irdnyaba hat, €s az ilyen populacid kevésbé alkalmazkodoképes. A
magaval vagy egy hasonld torzzsel keresztezddni képes gomba homotallikus. Ezzel szemben
heterotallikus az, amely Onsteril és kompatibilis partnert kivan a reprodukcidhoz. Itt a parosodas
két fajazonos, de két ellentétes szaporodasi tipust (mating type) képviseld sejtek kozott megy csak

végbe (KEVEI et al. 1999).
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A heterotallizmusnak két eltéré tipusa létezik. Az egyik a morfologiai heterotallizmus
(morfoldgiailag kiillonboz6 ivarszerveket jelent példaul tobb alacsonyabb rendi gomba esetén). A
masik az élettani heterotallizmus, amely a kompatibilitasi faktoroktol fiigg, abszolut fiiggetlen a két
nem morfologiai kiilonbségektdl, vagy azok hianyatol.

A szabalyozasban genetikai tényezOk érvényesiilnek: egy gén, egy lokuszon vagy egy allélsorozat

egy vagy két 16kuszon.

1. Két alléles heterotallizmus: melyet egy lokuszon 1évé két allél hatdroz meg. Az ilyen
szervezetek két részre oszthatok: + €s a — vagy ,,A” és ,,a” torzsekre. Itt a + torzs csak — torzsekkel
keresztezddhet. Ilyen gombak példaul: Mucor, Rhizopus, Neurospora, Puccinia graminis, stb.

2. Sok alléles heterotalizmus: abban kiilonbozik az eldbbitdl, hogy az ivari kompatibilitast
szabalyozo lokuszban sok allél van. Elonye, a két alléles heterotallizmushoz képest, hogy a
kompatibilis torzsek taldlkozasanak esélye nagyban megndtt. Ez az eset is lehet bipolaris vagy

tetrapolaris:
a) Bipolaris heterotallizmus: A bipolaris esetben egy lokusz szabalyoz, de azon allélsorozat
van. Bipolaris heterotallizmus jellemz6 a legtobb rozsdagombara, néhany Gasteromycetes-re,

a Coprinus comatus-ra, a Fomes subroseus-ra, Polyporus betulinus-ra, stb.

5. tablazat: Bipolaris heterotallizmus (VETTER, 1989)

A4 A, Aj Ay
A - - + -
A, + - + +
As - + - -
Ay + + + -

b) Tetrapolaris heterotallizmus: Lényegében a bipolaris heterotallizmusra hasonlit, de itt ,,A”
¢és ,,B” 10kusz szabalyozza a kompatibilitdst. Ezek a meidziskor filiggetleniil 6roklddnek.
Minden 16kusz sok alléles. Kompatibilis keresztezddés akkor johet létre, ha az ,,A” és ,,B”
allélek kiilonboznek. Heterokaryonok jonnek 1étre akkor is, ha csak egyik allélben egyeznek
meg, ¢s a masikban mar kiilonbdznek. Az ilyenkor keletkezd heterokarionok azonban (,,flat”
¢s ,,barrage” reakciok) a normalistol eltérd tulajdonsagi micéliumot jelentenek (6. tdblazat). A
tetrapolaritdss a  Hymenomycetes-ben, Gasteromycetes-ben, az  Ustilago  mayidis
rozsdagombéban fordul eld, s jellemzd példaul a Coprinus fimetarius, C. lagopus, a C.
macrorhizus, a Polyporus abietinus, a Schizophyllum commune, a Cyathus striatus, valamint

a — a disszertaciomban szerepld — Pleurotus ostreatus fajokra.
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6. tablazat: Tetrapolaris heterotallizmus (VETTER, 1989)

AB, AB; A,;B, A;B;
AB; - FL B +
AB; FL - + B
A,B, B + - FL
AxB, + B FL -

A Bazidiomycetak ivari folyamatainak genetikai hatterének leginkdbb tanulméanyozott
alanyai a Coprinus cinereus €s a Schizophillum commune. A szaporodasi rendszerik bifaktoridlis
heterotallizmus, mas néven ftetrapolaris heterotallizmus. Amint emlitettem, ennél a szaporodasi
formanal a parosodast két kiilonbozd kromoszoéman lokalizalt, négy ivari tipus (mating type, MAT)
lokusz koordinalja Az Aa, AP genetikai lokuszok feleldsek a szexualis differencialodas tn. A
folyamataiért, a Ba, BB az elébbitdl fiiggetlen genetikai 16kuszok a differencialodas B folyamatait
kontrollaljak. Az ,,A” folyamatok kozé tartoznak a kétféle mag parbaallitdsa a dikarionban, ezek
szinkron osztdédasanak biztositasa, a csucsi csatképzo sejtek l1étrejotte. A ,,B” folyamat torténései a
csucsi sejt kétmagvusaganak a fenntartdsa a szeptumok enzimatikus oldddéasa révén, mind a magok
a csucsi sejtbe torténd eldrejuttatasa, mind pedig a csatban az egyik sziil6i mag visszajuttatdsa a
dikariotikus allapot fenntartdsa érdekében (KEVEI et al. 1999), ( KEVEI-KUCSERA, 1998).

Az A és a B folyamatok egyiittesen valtjak ki a sikeres szexudlis szaporodast. A 16kuszok

polymorfikusak (KRONSTAD-STABEN, 1997), (KOTHE, 2001).

Mivel csak a szekunder (heterokariotikus) hifak képesek a termotestképzésre, a sikeres
matinghez, a szexudlis szaporodas beinduldsahoz kompatibilis monokarion parokra van sziikség (a
kompatibilitds nem azonos, hanem legaldbb egy allélben eltérd parosodasi tipust torzseket jelent).
A polimorfok nagy szdma miatt jelentds az a varidcioegyiittes, ami fertilis utodhozasra alkalmas
kompatibilis variaciokat jelenthet (LODDER et al. 1993).

A nemesitési munkdkban a molekularis markerek alkalmazdsa a homokarionok izolalasara
volt legnagyobb hatissal. A homokarionok izolalasaval a ,.csirdzott” spordkat vagy a regeneralt
protoplasztokat 0sszegylijtik és genetikai markereken alapuld vizsgalatoknak vetik ald. A vizsgélat
utan a heterokarionokat eltavolitjdk. A megmaradt homokarionokat 10j hibridek eldallitasara

hasznaljak, amelyeket késObb hosszl tesztfolyamatnak vetnek ala.
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2. 8. POLIMORFIZMUS ES A MARKEREK

A gombatermesztés f0, favorizalt faja vilagszerte a kétsporas csiperkegomba (Agaricus
bisporus var. Albidus (Lange) Pilat ), igy a kutatdsi munkék zome e fajra 6sszpontosit. Elsésorban a
kétsporas csiperkegombanal a nemesitési programoknak ma mar részei a kiillonb6z6 DNS-
technikak, amelyek az 1990-es években valtak igazan elérhetdvé (RAPEL et al. 1972). A késo6i
laskagomba (Pleurotus ostreatus) €s hibridjei esetében ezek késébb jelentek meg. Hazankban a
DNS-alapu technikakkal torténd nemesités, fajtaelkiilonités nem tortént meg eddig egyetlen

termesztésben szereplé gombafaj esetében sem (BASTIDE et al. 1997).

A fajtaeléallitas sikerét a kiindulési alapanyagban meglévd genetikai variabilitds hatarozza
meg. Kezdetben az evolucié soran kialakult természetes genetikai variabilitdst hasznaltdk 0j fajtak
eldallitasara. Ezekben a fOszerep a tobbé-kevésbé spontan keresztezddésé, gén-, kromoszoma
mutacioké, természetes szelekcioé, génaramlasé (gene-flow), genetikai sodrodasé (drift) volt. Mivel
e lehetoségek korlatozottak, ¢s nem minden tulajdonsagra terjednek ki, igy a variabilitas
mesterséges novelését célzo torekvések bontakoztak ki. Ilyen volt a keresztezés, a genetikai
variabilitds ndvelésének elsé mesterséges tényezdje. A nemesitdk rajottek, hogy a genetikai
variabilitads f6 forrdsai a mutaciok, rekombinaciok, és mindezek mesterségesen is kivalthatok. Mig
az evolucid soran kialakult genetikai variabilitds spontdn keresztezOdések, gén-, kromoszoma
mutacio, valamint a természetes szelekcio (natural selection) révén jottek I1étre, addig ma a kutatok
tudatosan, sajat céljaiknak megfelelden iranyitjak, azaz mesterséges szelekciot végeznek (SEY-
VARGA, 1997), (BRUNS et al. 1991), (RAGUZ et al.,1992).

Amikor valtozatossagot, polimorfizmust keresiink egy faj egyedei vagy fajtai kozott, akkor
lényegében kiilonbségeket keresiink a tulajdonsdgaikban. A kiilonbségeket kiilonb6zd szinteken

lehet detektalni:

— Makro- és mikromorfoldgiai jegyek (pl. termétest alakja, szine, pikkelyezettsége; sporak mérete
alakja, ornamentikdja stb.)

— Fiziologiai jegyek (pl. hdmérséklet, pH, ozmotikus viszonyok stb.)

— Kemotaxonémiai makerek (szekunder metabolitok, ubikinonok)

— Genetikai markerek (pl. parosodasi hajlam)

— Biokémiai markerek (pl. enzim, protein, RNS, DNS)

- Biologiai markerek (pl. izolalas helye, szubsztratum milyensége stb.)

— Agronémiai markerek (termésatlag, termésmindség, rezisztencia stb.)
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A kiilonbségeket vizudlisan vagy mennyiségi mérésekkel lehet megallapitani. Egy fajon
beliil kétféle variacié johet létre: kornyezeti €s genetikai. A kornyezeti tényezOk hatdsara
bekovetkezd kornyezeti variaciok altalaban méretben, alakban, szinben, beltartalomban, bizonyos
esetekben pikkelyezettségben, vagy fejlettségi allapotban jelentkeznek. Ezek nem 6roklddnek és igy
szelekcidkkal nem izolalhatok. Az 6roklddd varidciokat genetikai jelenségek hozzék létre. Ilyen
variaciok jelentkezhetnek konnyen megfigyelhetd tulajdonsdgokban vagy komplex jellegekben.
Ezek a variaciok oroklodhetnek, de expresszidjuk mértéke fligghet a kdrnyezettdl. A kornyezeti €s
orokletes variaciokat kivaltd tényezok altalaban egyiittesen hatnak az él6lényekre (HAJOSNE,
1999); (KEVEI et al. 1999), (HINTZ, 1988)., (PERRY et al. 1993).

A nemesitdk a nemesitési alapanyagokban az 0rokléd6 variaciokat keresik. Ezeket
azonositjak, kiemelik, és 0j fajtakat allitanak eld beldliik. A nemesitdk a genetikai varidciokat

hagyomanyos vagy 0j nemesitési modszerekkel novelhetik.

Hagyomanyos modszerek:

— Ivaros iranyitott keresztezés

- Vegetativ micélium anasztomizaltatisa
— Indukalt mutacio

— Poliploidia (ndvényeknél)

-  Kromoszoma atvitel

Uj modszerek

— Protoplaszt f1zid (szomatikus hibridek)
— In vitro mutaciok (szomaklonéris variabilitas)

— Géntranszfer rekombinans DNS modszerrel.

A nemesitok munkdjanak eredményeképpen létrejon egy bizonyos genetikai variabilitas.
Pusztan genetikai variabilitas 1étrehozasa nem elegendd, a megfeleld variaciokat meg is kell taldlni.
A megfeleld varidciok megtaldlasat foként morfologiai markerekre alapoztik, azonban ma a
miiszeres analitika, detektalasi modszerek fejlodésével a genetikai markerek is hasznélatosak erre a
célra (izoenzim analizis, RFLP, PCR stb.).

A nemesitési alapanyagokban meglévd genetikai varidcidkat a nemesitOk genetikai

markerek segitségével talaljak meg, illetve kiilonboztetik meg a kdrnyezeti variacioktol. A genetikai
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markerek tulajdonsdgokat meghatarozo allélek, amelyek sajatossagait fenotipusos, fehérje- vagy
DNS szinten vizsgaljuk.

A nemesitok a 60-as évekig morfologiai, élettani €s agrondmiai tulajdonsagokat
meghataroz6 alléleket hasznaltak genetikai markerként. Tobb hatrdnyuk miatt ma egyre
elterjedtebbek a biokémiai markerek. TANKSLEY-ORTON (1983) molekuldris markereknek
nevezte el azokat a biokémiai markereket, amelyek fehérje €s DNS-szinten azonositjdk a

polimorfizmust.
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2.9. KLASSZIKUS NEMESITESI MODSZEREK

2.9. 1. Alszovetoltas

A szovetoltas a fajtaeldallitas legegyszeriibb modszere. Egy vadon termd torzs termdtestébol
torténd sikeres szovetoltds tulajdonképpen mar egy Uj fajta tenyésztésbe vételét is jelentheti. A
szovetleoltas a frissen gylijtott termOtestbdl torténik. A gomba kalapjat fertétlenitjiik, a kalapbort
eltavolitjuk, a plectenhymabdl kis darabot vagunk ki. A termdtestdarabokat steril, lelangolt
oltokacsra tlizziik, majd szilard taptalaj felszinére helyezziik. Ez kivalé modszere a vad torzsek

begytlijtésének és nemesitésbe, termesztésbe vonasanak (IMBERNON et al, 1984).

2. 9. 2. Nemesités monosporas tenyészetekkel

A monospords tenyészetekkel torténd fajtanemesitést mar régdta haszndlja szamos
laboratorium. Ennek soran sporafelvételekbdl higitasi sor készitésével, vagy mas modszerekkel (pl.
mikromanipuldtor) monospords tenyészeteket hozunk Ilétre. A homokarionok egymaés mellé
oltasaval - a csatokat nem hordozd, termdtestképzésre nem alkalmas, lassi ndvekedésli primer
micéliumtelepek az ivari faktorok kompatibilitdsa esetén - anasztomizalnak, igy Iétrejon a
heterokariotikus szekunder micélium, mely gyors ndvekedést mutat, csatokat hordoz ¢és
termdtestképzésre alkalmas. A szemi- vagy inkompatibilis homokarionokat jabb keresztezéskor
tesztelik (LARRAYA et al. 2001).

Elegendd szamu sporafelvétel és teszt esetén javulas érhetd el, és ezek a kivalasztott
utodvonalak idével 0 fajtakka is valhatnak.

Sajnos a laskagomba monosporas tenyészetek nem hasznalhatok adott lizemi fajtdk
vitalitdsanak megoOrzésére, szemben a kétsporas csiperkegombaval. A hosszabb ideje termesztett
fajtak kozott eléfordulhat terméscsokkenés és/vagy mindségromlas (SINDEN, 1981). Ennek a
leromlasnak a tudomanyos hattere nagyrészt ismeretlen, az azonban bizonyos, hogy a sorozatos
atoltasok nagyban befolyédsoljadk. Még nem ismerjiik ennek hatterét, de lehetséges, hogy a meidzis

¢s a ds RNS elemek is szerepet jatszanak ebben (ELLIOT, 1972, 1985), (FRISCHE, 1984, 1991).

2. 9. 3. Multisporas tenyészetek

A multispords nemesitési modszert Gyurkd Pal, kivalo magyar laskagomba nemesitd
eldszeretettel alkalmazta. Ennek 1ényege, hogy két kedvezo tulajdonsagokat hordozo termdtestekbol

sporakat nyerlink. A két torzs sporakeverékét szilard taptalaj felszinére csOppentjiik. Az egymas
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kozelében kihajté hifdk anasztomizalnak ¢és elkezdenek ndvekedni. A téptalajon a ndvekvod

heterokarionokat "megversenyeztetjik", melynek soran a legjobb novekedési, legszebb

s

eredményeként egy vitalis heterokarion tenyészethez jutunk (GYURKO, 1984), (IMBERNON,
1984), (IMBERNON et al. 1996).
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2.10. GOMBANEMESITESBEN HASZNALT UJ MODSZEREK

Az 1) gombafajtdk nemesitésére kezdetben az aldbbi technikdkat alkalmaztak:
szovettenyészet, multisporas €s monosporas tenyészetek. Ezek a modszerek viszonylag egyszertek,
nem kivannak komoly beruhdzast egy standard mikrobioldgiai labor felszereltségén tul. Gerda
Fritsche 4ltal hagyomanyos modszerekkel nemesitett hibridek piacra bocsatasa vilagszerte
fordulopontot jelentett a gombaiparban (FRITSCHE, 1984), (SPEAR-MILLER, 1991). Ettol
kezdett kibontakozni a termeszthetd nagygombdk ,kovetkezd hulldmanak™ kutatasi iranya, mely
els@sorban a kétsporas csiperkére iranyult, késobb pedig mas, termesztésbe vonhaté gombafajokat
is érintett. A Hollandiaban véghezvitt uttord jelentdségli munka megmutatta, hogy a gombafajtak
tulajdonsagai iranyitott nemesitési stratégiaval javithatok. A tradicionalis és i molekularis biologiai
modszerek egyre nagyobb teret nyitottak a gombaipari kutatasok szamara (XU et al., 1993),
(CHALLEN et al. 2000), (CHANG, 1992).

Szomatikus hibridizacio

A szomatikus hibridizacionak harom lépése van:

- Protoplasztok eldallitasa
- Protoplasztok fuzioja

- Szelekcid

A protoplasztok eldallitasahoz eldszor le kell emészteni a gomba sejtfalat. Ehhez olyan
enzimkeveréket hasznalnak, amely a sejtfal fibrillaris szénhidrat-komponenseit lebontja. A sejtfal
elvékonyodik, majd kis lyukak keletkeznek rajta, melyeken a membrannal koriilvett csupasz sejtek
»kifuvodnak”. A membran konstrikcioi miatt gyakran egy sejtbdl tobb protoplaszt is keletkezik. A
protoplasztok tehat sejtfal nélkiili, csupasz sejtek. A protoplasztok izoldldsara egy magasabb
ozmolaritasu kozeg felel meg, amely megakadalyozza a sejtek nagy mennyiségli vizfelvételét, igy
azok lizisét. Az izolalds utan a sejtmaradvanyokat egy sor filtraciés moddszerrel tavolitjak el

(LARRAYA et al. 1999), (LARRAYA et al. 2000).

cres

crcr

hasznalata esetén 1:1 000 —t6l 1: 100 000-ig terjed. A masik modszer az elektromos flzionaltatas,

amely sokkal hatékonyabb fizi6t eredményez, mint a PEG hasznalata. E modszer esetében a két
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gomba protoplasztjait azonos mennyiségben keverik 0ssze és helyezik a fuzioés kamra elektrodjai
kozé. A nagyfrekvenciaju valtéaram hatdsara a protoplasztok feliiletén kialakulo toltéskiilonbség
kovetkeztében vonzzak egymast (dielektroforézis), lancszeriien rendezddnek el, majd erdsen
kapcsolodnak egymashoz. Ezt kovetden adott egyenaram impulzusok hatésara a sejtek kapcsolddasi

pontjainal porusok keletkeznek a membranon, megindul a membranok, sejtek fuzidja.

A fuzids termékek szelekciojanak elsd lépéseként a fuzionalt protoplasztokat regeneraltatni kell
egy alkalmas médiumon. Ez a tdptalaj altaldban egy ozmotikusan stabil agar tiptalaj, melyen a
sejtek 1) sejtfalat kezdenek regeneralni. A sejtfal kialakulasat kovetden egy vagy tobb hifa hajt ki és
fejlédik ki a telep. Altalaban csak kevés protoplaszt képes a regeneraciora és a fiatal fuzios
termékeket is izolalni kell egymastol. Az izolalt fuzids termékeket altalaban vitalis festékekkel
(fluoreszcens festékek, mikromanipuldtor) vagy molekulédris biologiai modszerekkel (izoenzim
analizis vagy mas DNS technika) tesztelik, szelektaljak. A PEG-lal végzett fuziot az alacsony
hatékonysdga miatt inkabb auxotréf mutansok izolalasara hasznaljadk (TANKSLEY-ORTON,
1983).

A protoplasztfiziot a termeszthetd nagygombak esetében hasznaljak:

- Szomatikus hibridizacio
- Homokariotizacio
- Genetikai transzformacio

- Virusfertozés

Izoenzimvizsgdlat (izozimek)

Az ¢l6 sejtekben azonos funkcidk ellatasara szolgald fehérjemolekuldk szerkezetében
(0sszetételében) genetikailag meghatarozott, biokémiai mddszerekkel kimutathato eltérések vannak.
Az izoenzim elnevezést Markert és Mollert 1959-ben vezette be (MARKERT-MOLLER, 1959), de
1977-t61 kapta meg az izoenzim a kdvetkezd tartalmi definiciot: egy faj olyan multiplex molekularis
enzimformait, amelyeknek a genomban tobb mint egy enzim struktirgén felel meg, izoenzimeknek
nevezzikk (HAJOSNE, 1999). Izoenzim kritériumként emlitik a kiilonboz6 genetikai eredetet és a
hasonlé funkcidt. A multiplex formak genetikai hattere haromféle lehet:

- Hasonl6 vagy azonos mukddést végzo enzimet kdodolhat tobb kiilonbozo gén (16kusz). A
tobblokuszos enzimformdk kialakuldsaban valdsziniileg a génduplikaciés mechanizmusok

jatszhattdk a f6 szerepet.
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- Mutéci6 eredményeképpen azonos lokusz tobb allélikus forméja johet létre.
- Az egyedfejlodésben, egy-egy sejtvonalban szomatikus muticid eredményeként is
keletkezhetnek fehérjeszerkezeti valtozasok, amelyek egyedi eltérést eredményeznek, €s ivaros

uton nem adodnak tovabb.

A gombanemesiték szamara hozzaférhetd elsé genetikai markerek az izoenzimek, azaz a
kiilonb6z6 enzimek eltérd allélikus formai, melyek gélelektroforézissel ¢€s szinreakcioval
elvalaszthatok voltak (ROYSE-MAY, 1982), (MAY-ROYSE 1982). A moddszert még ma is
alkalmazzak néhany laboratériumban (pl. Sylvan, USA; INRA, Franciaorszadg). A modszer szamos
feltérképezett 10kuszrol nyujt informacidkat €s - bar munkaigényes - a maga idejében Oridsi
elorelépést jelentett (CALLAC et al.1993), (CALLAC, 1996), (CALLAC, 1997), (CALLAC 1998),
(HARMSEN, 1992).

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

Az RFLP technikdval nem csak a restrikcios endonukledzos emésztés utan kapott DNS-
fragmentek hosszanak a kiilonbségeit lehet kimutatni, hanem az inszerciot, deléciot, és a
bazisvaltozast is. A delécid, inszercid megvaltoztatja az érintett fragmentumok elektroforetikus
mobilitdsat. A fragmentumok szadmanak a valtozésa és 1) fragmentumok megjelenése pedig azt
jelzi, hogy bazis szubsztiticid, inszercid vagy delécid miatt egy enzim hasitasi helye megsziint,
illetve egy uj hely jott 1étre.

A folyamatban sejtmagi DNS-t izolalunk, restrikciés endonukledzzal emésztjiik, majd a
DNS-fragmentumokat elektroforézis utdn denaturaljuk, depurinaljuk, majd a gélrdl nitrocelluloz
vagy nylon membranra vissziik 4t (Southern-blot). A membranon 1évé denaturalt, egyfonalas DNS-
fragmentumokat hibridizaltatjuk egy jelzett probaval. Autoradiogramon, fluorigramon vizsgaljuk az
RFLP mintazatot.

Az 1980-as évek végén hozzaférhetové valtak az els6 DNS-markerek, az RFLP-k (Restriction
Fragment Length Polymorphism; BOTSTEIN et al. 1980). Az izoenzimekhez hasonldan ez a
madszer is id6- és munkaigényes. Azokkal ellentétben azonban az RFLP a robusztus markerek nagy
szamat nyQjtja a nemesitdnek. A RFLP-modszert igy hasznalni kezdték 4. bisporus-ra is (CASTLE
et al. 1987). A termesztett gombaknal az RFLP-ket kapcsoltsagi térképek (KERRIGAN et al. 1993),
¢s fizikai géntérképek (SONNENBERG et al. 1996), valamint fajtdk szabadalmi levédésére
(LOFTUS, 1995), (LOFTUS et al.1998), (LOFTUS et al., 2000 a, b), (GEML-HAJDU, 2000)
hasznaltdk. Szamos RFLP-t fejlesztett ki - tobbek kozott - Kerrigan, Anderson, Horgen (University
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of Toronto, Erindale) az 1980-as évek végén. Ezek koziil a markerek koziil néhany, pl. pInl50,

p1n148 és p33n16 standard markerekké valtak a kutatdlaboratoriumokban.

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

A RAPD modszerrel a genom ismeretlen DNS szekvenciait lehet felszaporitani egy vagy
két, 10 nukleotidbol all6 (dekamer) random primerrel. Az amplifikdcio kiindulasat képezd
primer(ek) a genomon véletlenszeriien hibridizal(nak) a komplementer szekvenciaval.

Az 1980-as évek masodik felében, a PCR-technikdk elterjedésével ) marker-rendszer valt a
kutatok szdmara hozzaférhetové. A RAPD-mddszert (Random Amplified Polymorphic DNA;
WILLIAMS et al. 1991) az A. bisporus esetében KHUSH et al. (1992) alkalmaztik. Az eljarast
homokarionok kivélasztasaban, kapcsoltsagi térképek készitésében és fajta-levédési folyamatban
alkalmaztak (LOFTUS, 1995, et al., 1998). A RAPD-moédszer igen nagy, lehetdség szerint végtelen
szdmu markert nydjt a nemesitonek, bar az eljardshoz igen tiszta DNS sziikséges és a
megismételhetdség is szamos nehézségbe {itkozik. Tovabbi hatrany, hogy a legtobb RAPD l6kusz
dominéns, igy csak ‘+’ vagy ‘-’ forméaban értékelhetd. Ez a jellemvonds megneheziti a ténylegesen
‘-> eredmény elkiilonitését a PCR-felerdsités soran képzddd hibatdl. Noveli a nehézségek szamat az,
hogy az amplifikdcié nem terjed ki a teljes genomra, igy a keresztezéskor megjelend egy-egy

hasznos RAPD sav mas keresztezésekkor gyakran hianyzik.

SCAR - Sequence Characterized Amplified Region

A legutdbbi években, a SCAR-markereken vagy maés néven SCAR-okon (Sequence
Characterized Amplified Region, PARAN-MICHELMORE, 1993) alapulé modszer terjedt el széles
korben a gombanemesitdk korében. A SCAR-markereket kozvetleniil a DNS-szekvencia adatokbol
fejlesztik ki. Egy szoftver segitségével egy par Osszeilld PCR marker megtervezhetd, majd ismert

A SCAR markerek, amelyek 4ltaldban kiilonboz6 allélokkal rendelkeznek, gyengébb
mindségli DNS-minta felhasznaldsara is alkalmasak és a vizsgalat gyorsabban elvégezhetd, mint a
nem PCR-on alapul6 modszerek esetében. A SCAR-ok nagy része specifikus kromoszoémakhoz
kotott. Ezekbol az elonyokbdl kifolydlag a SCAR-markereket széleskoriien hasznaljak nemcsak a
gomba, hanem kiilonb6z6 haszonndvények nemesitésében is.

A leghasznosabbak azok a SCAR-markerek, amelyek kozvetleniil a PCR alkalmazasa utan

polimorfizmust mutatnak. Az inszerciobdl és deléciobol adodo eltérések két PCR allél kozotti
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méretkiilonbséghez vezethet, igy ezek agar6z gélen konnyen elvalaszthatok (SONNENBERG et al.
1999), (LOFTUS, 2000 a,b). Mas esetekben polimorfizmus észlelheté a PCR-sédvok egy alkalmas
restrikcios enzimmel torténd emésztése soran is. A sziikséges enzim a DNS-szekvenciatol fligg. A
négy bazispar hosszl felismerési hellyel rendelkezé enzimek a leghasznosabbak, mert gyakrabban

hasitanak, mint a hat bazispart igényl6é nukleazok.

Markerekkel végzett szelekcié a gombanemesitésben

Legtobb haszonndvény tervezett nemesitési folyamataban szerepel a "markeres szelekcio" kifejezés
(Marker Assisted Selection, MAS) (RAFALSKI-TINGEY, 1993). A MAS mar eddig is hasznos
eszkdznek bizonyult, mert lehetdvé teszi szelektalast egy kivant tulajdonségra, olyan marker vagy
markerek segitségével, amelyek az adott tulajdonsdgot meghatarozé 16kuszhoz vagy l6kuszokhoz
kozel helyezkednek el. igy a DNS-markerek alkalmazasaval a szelekcié méar a termesztési
kisérletek eldtt elvégezhetd (MOQUET et al. 1999).

Az elmult tiz évben négy fontos tulajdonsdg oroklédésérdl publikaltak adatokat az A.
bisporus esetén: ivari tipus (MAT), bazidiumonkénti spéraszam (BSN), kalapszin (PPCI) és
baktériumos foltosodas elleni rezisztencia. A MAT, BSN és PPCI jelentik a nemesitd szamara
legkdnnyebb célpontot, mert ezeket csak egy genetikai l10kusz hatdroz meg.

A kulcsfontossagli fenotipusos jellemzdk - pl. termésétlag, alak, termdre-fordulds ideje -
mindegyikét tobb gén hatarozza meg. Ahhoz, hogy ezeket a sokkal Osszetettebb kapcsolatokat
abrazolhassuk, tesztelés, majd az adatok statisztikai kiértékelése sziikséges. A novénynemesités
szamos teriiletén végeznek ilyen kisérleteket, amelyek ezeknek a mennyiségi tulajdonsdgokat
meghataroz6 16kuszoknak (Quantitative Trait Loci, QTLs) az 6roklddési folyamatait vizsgaljak.

A gombabhibridek tesztelése meglehetdsen kdltséges a sziikséges hdmérséklet-, paratartalom-
és CO,-szint pontos szabdlyozdsa miatt. A MAS révén csokkenthetd a tesztelésre keriild hibridek
szama, a szelekcio gyorsabb, €s a koltségek is alacsonyabbak.

Egy PCR eljaras soran meghatarozhatok a kiilonb6zé homokarionok ivari tipusai (MAT) a
keresztezés el6tt, mely informacio 1étfontossdgi a nemesitési pedigré megtervezésekor. Szintén
kutatdsok folytak a bazidiumonkénti sporaszam, kalapszin markerezésével kapcsolatban. A
molekularis markerek kutatdsa napjainkban is nagy erdvel folyik (CHOW et al. 1994),
(KERRIGAN, 2000), (KIDDER, 2000).

Genetikai térképek
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A markeres szelekcio (MAS) kiindulépontja a rendelkezésre all6 markerek széles skalaja,
amelyek lehetdleg ismert elhelyezkedéssel és kapcsoltsagi viszonyokkal rendelkeznek. Szamos
mezdgazdasagilag fontos ndvény- és allatfaj esetében mar részletes genetikai térképeket készitettek
¢és ezek koziil jonéhany a "nemzetkdzi genom" projektek részét is képezi. A termesztett gombaknal
e teriilet viszonylag lassan fejlédott, bar tortént néhany jelentds eldrelépés, és ezek is elsdsorban a
csiperkegombat érintik (ARTHUR et al. 1982), (KERRIGAN et al. 1993), (SONNENBERG et al.
1996), (BRUNS et al. 1988).

A térképek hasznalata a nemesitési programban

Amikor ) markereket fedeznek fol, fontos, hogy a genom egészében is el tudjak helyezni
azokat. Bizonyos cégek kutatocsoportjai sajat fizikai és kapcsoltsagi térképeket készitettek a CHEF,
RAPD ¢s SCAR-analizisek kombindlasaval. Fizikai (CHEF) térképeket készitettek a kiilonb6zo
kromoszomakhoz tartozd savok kimetszésével a CHEF gélbol, PCR ¢és SCAR markerek
segitségével. Ezzel a megkozelitéssel sikeriilt megerdsiteni olyan kapcsolatokat, melyeket foleg
korabbi térképi adataikbodl ismertek. Ezen kiviil bizonyos kromoszémakon sikeriilt lokalizalni nem

polimorf SCAR markereket. Kapcsoltsagi térképeket készitettlink monosporas tenyészetek két

crer

Génbanki szekvenciak

Egyre tobb szekvenciat kozoltek a Genbank web-oldalan (www.ncbi.nih.gov). Ezek kozott

megtaldlhatok részleges és teljes hosszi mRNS-ek, kiilonb6zd mitokondridlis szekvencidk, a
filogenetikai kutatdsokban hasznélt riboszomalis RNS-ek részleges szekvencidi, és néhany teljes
génszekvencia a promoter €és terminator szekvenciakkal stb. A szekvenciabol SCAR-markereket
lehet késziteni, amelyeket aztan térképezésben €s nemesitésben hasznaltunk.

Cégiinknél egyéb felhasznalds vonatkozasaban mikovirus-specifikus (LIV, MVX)

primereket tudtunk tervezni az ismert szekvenciaadatokra.

Mikroszatellitek

Az eukariotak tobbségének, ha nem is mindnek, az 6rokitdanyaga tartalmaz 2-4 bazisparbol

allo  1smétlddé szekvenciakat. Ezek mikroszatellitekként ismertek (TAUTZ, 1989). A

48



mikroszatellitek rendelkeznek egy tulajdonsaggal, mely nagyon fontos a genetikai kutatasban: az
ismétlodések szama a fajon beliili egyedek kozott is valtozhat. Elméletileg, a mikroszatellit
motivumok béarmely oldalara kialakitott primer-parok, kiilonb6zé genotipusokban, kiilonb6zo
fragmentumhosszisaggal amplifikalnak fel.

A mikroszatellitek nagy polimorfizmust mutatd6 DNS-szakaszok, amelyek 2-5 bp
hosszisaguak. Ha a tandem, ismétlodo régiok két nukleotidbol allnak, akkor VNDR-nek (Variable
Number of Dinucleotide Repeats = valtozdé szaml dinukleotid ismétlédések, STR-nek (Short
Tandem Repeat = rovid tandem-ismétlodés, (EDWARDS et all. 1991) mikroszatellitnek vagy SSR-
nak (Simple Sequence Repeat = egyszerii szekvencia ismétlédés) nevezziik (HAJOSNE, 1999). A
mikroszatellitek egyes szerzOk szerint 11-60 bp, masok szerint 20-40 bp hossz, konnyen
amplifikalhato, nagy polimorfizmust mutatdé DNS-szakaszok, amelyek egyenletesebben oszlanak el

a genomban, mint a miniszatellitek.
GMO-gombak

Jelenleg is igen élénk vita folyik a Genetikailag Modositott Organizmusokrol (GMO). Egy
genetikailag modositott, lizemi gombafajta megjelenése nem valdszinii addig, amig a GMO vita

véget nem ér. Addig is a munka a megalapozott, nem GMO-technikara épiild0 modszerekkel

eldallitott uj hibridek felé iranyul.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. AZ UJ HIBRIDEK ELOALLITASA KERESZTEZESEKKEL

3. 1. 1. A nemesitési munkaban alkalmazott torzsek jellemzése

Hazéankban ¢és gyakorlatilag az 6sszes laskagomba termesztésével foglalkozo orszagban a Gyurko-
féle HK35-6s hibrid és annak klonja a legelterjedtebben alkalmazott fajta. Mondhatjuk azt, hogy ez
a hibrid adja a standardot a nemesitdk szdmara, mivel ez a hibrid a termeszték szemével minden
szempontbol a legjobb eredményességet ado fajta. Ma mar nehéz lenne barmelyik, a HK35
nemesitésénél alkalmazott sziild torzs szaporitdanyagat 6nalld fajtaként értekesiteni. Ugyanakkor
kivalo lehetdséget adnak ezek a torzsek arra, hogy felhasznéldsukkal, illetve kiegészitve ujabb vad
P. ostreatus torzsekkel, uj, a HK35 fajtatol eltérd, de azzal szemben versenyképes hibrideket
allitsunk eld.

Ezért is alkalmaztuk a kdvetkezd torzsek tenyészeteit a nemesitésben sziil6i alapanyagként:

-Gyurkd hibridek: H7, G24, HK35-vonalak kiilonb6zd forrasbol, HK44;
-Vad ostreatusok: PO1-t6l 25-ig, OL 1-t6l 7-ig, P.ostreatus.var.florida.

3. 1. 2. A keresztezéseknél alkalmazott torzsek rovid jellemzése

H7:

crer

P.ostreatus var. florida). B6 termésével, esztétikus, kissé barnaba hajlé szinével igen kedvelt
hibriddé valt az 1970-es, 80-as években. 23 °C -25 °C kozott viszonylag jol képez termdotestet, e

folott husa elvékonyodik, piaci mindségét elvesziti.
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1-2. abra: A H7-es fajta termesztési kisérletei

G24:

Szintén vad P.ostreatus olaszorszagbdl szarmazd torzseibdl ¢€s a P.ostreatus.var.florida
keresztezésével eldallitott hibrid. A termdcsokor levelei kisebbek, mint a H7 esetében, szine barna.
A magas hdmérsékletet is jol tliri, ezért a nyari termesztésre kivaloan alkalmas volt. A termdcsokor

viszonylagos kis stlya miatt manapsag a piac nem kedveli, ellenben kival6 sziildi torzs.
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3-4.abra: A G24-es fajta termesztési kisérletei

HK hibridek:

A H7 és egy olaszorszagbdl szarmazo vad P.ostreatus keresztezésével eldallitott hibridcsalad.
Bétermdek, galambsziirke szintiek, hisos csokrokat termd fajtak. A legelterjedtebb a HK 35-6s
fajta,a melyet jelenleg is a Sylvan cégcsoport Duna HK 35 néven forgalmaz. A hibridcsalad fontos
jellemzéje még az, hogy viszonylag késén szorja a spordjat, ezért a szedok 1égzdszervét kevésbé

terheli.
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5-6. abra: A HK hibridek termesztési kisérletei

Vad torzsek:

A vad torzsek igen tetszetdsek. Husuk vastag, a termdcsokrok sulyosak, sok termdtest 0sszessége
alkotja. Szinilik a galambsziirkétdl egészen a sotét barnaig terjed, valtozatosak. Termdképességiik
korlatozott, csak intenziv hitéssel lehet termésképzést indukélni. A tonk hamar keményedik,
,.fasodik™, élvezeti értékét hamar elvesziti.

A kutatasi munka soran alkalmazott Ol térzsek Olaszorszagbol, mig a PO térzsek Magyarorszagrol

szarmazo fajtak.

7-8. abra: Vad Pleurotus ostreatus var. europae torzsek termesztési kisérletei

A vad torzsek koziil a leginkabb figyelemre méltd, a P.ostreatus.var.florida faj. Ez az észak-
amerikai faj képes termdtestet ndvelni még 22 °C {olotti hdmérsékleten is, ezért a melegtiirés
tulajdonsaganak jo 4tvivé alanya. Hétrdnya, hogy a termdtestek szine halvany, gyakran

kifehérednek, huisa vékony. A piaci igényeknek nem megfeleld mindséget produkal.
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9-10.abra: A vad Pleurotus ostreatus var. Florida termesztési kisérletei
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3.2. NEMESITESI MUNKA
3. 2. 1. Tenyésztorzs eloallitas klasszikus keresztezéssel
A sziil6i torzsekkel a kovetkezd keresztezéseket végeztiik el.

7.sz. tablazat

A keresztezéseknél alkalmazott sziil6i torzsek osszefoglalasa

PO 1-25 | P.o.var. |H7 |HK35 | G24 HK44 | OL1-7
florida

PO 1-25 0 X X 0 X X 0
P.o. var. X 0 0 0 0 0 X
florida

H7 X 0 0 0 0 X X
HK35 0 0 0 0 X 0 0
G24 X 0 0 X 0 0 X
HK44 X 0 0 0 0 0 X
OL1-7 0 X X 0 X X 0

(X= keresztezett torzsek; 0= nem keresztezett torzsek)

A tablazatban jeloltiik azokat a keresztezési parokat, amelyekkel a nemesité munka 1999-t6l folyik.
Nagyobb részt azokhoz a sziildi torzsekhez hasonl6 fajtakkal dolgoztam, amelyekkel Gyurko Pal is
dolgozott. Munkam annyival egésziilt ki az 6 csoportjaéhoz képest, hogy mar elkezdtem a G24, H7
¢s HK hibridek keresztezését is egymassal, illetve vad torzsekkel.

Sporagytijtés

A sporatermelés céljara kiszemelt érett termdtest a termdéblokkrol, vagy fatuskordl levaghato.
Minthogy a laskagomba lemezei nem zart helyen fejlddnek ki, mint pl. a csiperkegomba fatyollal
takart lemezei, hanem nyitott koriilmények kozott, ezért a folosleges szennyezés elkeriilése végett
célszerli a termdtestet nagyon tisztan kezelni. Felilleti fertdtlenitést célszeri alkalmazni, csak a
nagyobb szennyezéseket torlom le, vigydzva, hogy kozben a lemezeket be ne szennyezzem.
Spoéranyerés céljabol legjobb a levagott termdtestet steril Petri-csésze nyitott also felére, lemezekkel
lefelé ugy elhelyezni, hogy a termdtest ne fedje be az egész Petri-csészét, vagy kisebb
termOtesteknél a lemezek ne fekiidjenek ra szorosan a Petri-csésze aljara. A termdtest tonkjét a

csésze szélére kell tdmasztani, hogy a lemezek, és a csésze alja kozott levegd maradjon. Ez az
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elévigyazatos elhelyezés azért sziikséges, mert a termdtest igen intenziven lélegzik, és ha a
termétest szorosan az iivegre fekszik, akkor sok kondenzviz képzddik, amelyben a termdtesten
esetleg jelenlevd baktériumok rovid id6 alatt elszaporodhatnak. Ha a ledobott sporapor szaraz
marad, az esetleg bejutd egy-két baktérium nem képes elszaporodni, és késObb sem okoz nagy
problémat, hiszen a sporadk nagymértékben higitott szuszpenzioban keriilnek felhasznélasra. A jobb
levegdzés céljabol a Petri-csésze fedelét sem szoktam visszahelyezni az aljra, csak ferdén
nekitdmasztom. Minthogy az egész elrendezés a jo levegdzés, illetve a kondenzviz elkeriilése
céljabol meglehetdsen nyitott, ezért az egész spodraztatast célszerli kisebb, huzatmentes, nem
forgalmas helyiségben, vagy nagyobb zart légtérben, pl. szekrényben, vagy nagyobb iivegbura alatt,
pormentes helyen folytatni. A leirt koriilmények kozott 18-24°C hédmérsékleten a termotest sporait
mar 24 ora leforgésa alatt tomegesen leszorja.

A sporék leszordsa utan a termotestet eltdvolitom a Petri-csészébdl. A csésze fedelét ratéve,
lezarom, csokkentve igy is a tovabbi fertézésveszElyt.

Ha a spérakat nem akarjuk azonnal felhasznalni, akkor ajanlatos a Petri-csészét tiszta papirzacskoba
tenni és hiitdszekrényben elhelyezni. 0 és +5°C kozotti hdmérsékleten a spéra honapokig tarolhato.
A térolas sordn a spora fokozatosan veszit csirdzoképességébdl, legjobban mindig a friss spora

csirazik.

Spora csirdztatisa

A spora csiraztatasara altalanosan hasznaltos a malatés taptalaj. Ennek 0sszetétele a kdvetkezd:
10 g malata /arpa vagy kukorica/ lekvar
10 g szaharoz

2 g (NH,4): SO,

2 g KH,PO,

0,5 g MgSO,

0,1 g NaCl

0,1 g CaCl,

0,5 ml ZnSO4 1/1.000 oldatabol

1,0 ml FeSO4 1/100 oldatabol

1,0 ml MnCl, 1/100 oldatabol

1,0 ml CuSO, 1/10.000 oldatabol

20 g agar-agar
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A lombikba bemért anyagokat felfézziik autoklavban, hogy az agar-agar feloldodjon, majd az
autoklavbol kivéve, a pH értéket pH=7,0-7,2-re allitjuk. Ezutan a még meleg, folyé¢kony agaros
taptalajt 15 ml-ként kémcsovekbe adagolom, majd vattadugdval lezdrom. A 15 ml agaros taptalaj
10 cm atmérdjii Petri-csészék felontéséhez, agarlemez készitésére szolgal. Ha sziikséges, a
kémcsovekbe kevesebb, kb. 6-8 ml taptalajt is adagolunk Un. ferde csdvek készitésére. Az ilyen
kémcsoveket autokldvozas utan ferde helyzetben hagyom kihiilni, mert igy nagyobb agarfeliiletet
kapunk, amelyen a tenyészetek jol fenntarthatok.

A taptalaj kiadagolasa utdn a kémcsoveket papir vagy gyapotvatta dugdéval zédrom le. Ezutan
autokldvban 3-szor, 4ramld gdézben, vagy 1 atmoszféran /121°C-on/ 45 percig, nyomason
sterilizdlom. Rovid lejarati munkiknal a nyomelem kiegészitést a taptalajbdl elhagyhato.
Torzsfenntartdshoz mindig a teljes taptalajt alkalmazom.

Malatalekvar helyett magunk is készithetiink kivonatot csirdztatott, majd megszaritott é&s megdaralt
arpabol. A kivonat készitéséhez 10 g arpadarat 1 liter vizben felmelegitiink 53 °C-ra. Egy o6ra
hosszdig ezen a homérsékleten tartjuk, majd hagyjuk, hogy lassan kihiiljon. Masnap papirvattan
atszarjiik, kiegészitjiik 1 literre, és ebbe mérjiilk bele a tobbi vegyszert. Felfozés, pH-beallitas,
adagolas kémcsovekbe ugyantigy torténik, mint azt az eldbbiekben leirtuk.

A sporak csiraztatasahoz, illetve a keresztezések végrehajtasahoz altalaban a fent leirt agaros

taptalajt hasznaljuk.

3. 2. 2. Dikarionta tenyészetek eloallitisa monospor eljarassal.

Keresztezésekhez mindig legalabb két tenyészetet kell Osszeoltani egy agarfeliiletre,
célszertien 10 cm atmérdjli Petri-csészében, lehetove téve ez altal a sejtfuizidt, és igy a kétmagva,
dikarionta hifak létrejottét. A keresztezések végrehajthatdak elézdleg izolalt monospér tenyészetek
Osszeoltasaval — ezt nevezziik monospor eljardsnak — vagy pedig a Petri-csészék kozepére eleve sok
sporat oltunk, és a kinétt telepekbdl izolaljuk a mar dikarionta tenyészeteket. Ez utobbi eljarast
sokspords, idegen szdéval multispér, vagy polispor modszernek nevezziikk. Az eljarasok
barmelyikével eldallitott dikarionta tenyészetek koziil valogatjuk ki tobb termesztés sordn a
céljainknak legmegfeleldbb tenyészeteket.

A monospor eljaras egyes Iépései a kovetkezok:
* Sporaszuszpenziok készitése
* Agarlemezek kiontése
* A sporak szélesztése
» (siraztatas

* A csirazo sporak kiemelése
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* A tenyészetek mikroszkdpos ellenérzése
« A Kkiilonb6z6 szarmazdsu monospdr tenyészetek Osszeoltdsa ¢és a kompatibilitas
megfigyelése

* A dikarionta tenyészetek fenntartasa

Sporaszuszpenziok készitése

A megfeleld tulajdonsagokat hordozo sziildk sporajat a kordbban leirt modon felfogtam
Petri-csészében, vagy mas alkalmas edényben. Ezt a sterilen felfogott és esetleg tarolt spoéraanyagot
hasznalom fel szuszpenziok készitésére.

A munkat kémcsovekbe adagolt steril fiziologids oldatok elkészitésével kezdem. Egy

féz6poharban vagy mas megfelelé edényben 0,8%-0s NaCl oldatot kell késziteni, majd ezt 2 cm?-
ként normal kémcsdbe sziikséges adagolni, papir-, vagy gyapotvatta dugdval a szokasos modon
bedugaszolva és gdzben sterilizadlva. J6, ha egy sporaféleségre legalabb két kémcsovet szamitunk.
Altaldban igy is csak néhany kémcs6rdl van sz6, amit célszertien haztartasi kuktafazékban is lehet
sterilizalni. A gézvezetd nyildsra a stlyt feltessziik. Az els6 sipolastdl szamitva 50 percig célszerii
tartani nyomads alatt. Aztan hagyjuk a csoveket kihiilni. Csak akkor hasznaljuk a csoveket, ha a
hémérsékletiik 30°C alé csokkent.
A szuszpenzio készitést azzal kezdjiik, hogy a leégetett oltokaccsal a steril sdoldatba nyilunk, majd
a kaccsal a steril oldatot a Petri-csészében levd sporatomegre vissziik. Az livegre szaradt sporak
ekkor levalnak — a kacsot kissé mozgatva a levalast el is segithetjiik. Ha most a kacsot felemeljiik,
a kis gyliriben maradt vizzel egylitt rengeteg sporat is felvesziink. A kacsot a kémcsdben levo
oldatba martva a sporak levalnak. Ezt a miiveletet még egyszer megismételjiik. Tobbszor altalaban
nem érdemes ismételni, mert akkor tul sok lesz a spdra a szuszpenzidban. Ugyanezt a miiveletet a
masik sporamintaval masik kémcsoébe is elvégezziik. A kémcsoveket enyhén megrazva szabad
szemmel is megfigyelhetjiik, hogy a spordk bevitelével enyhén opalizald6 homogén szuszpenziot
kaptunk.

A laskagomba spoérai a vizben, vagy hig s6oldatban nem csapddnak 6ssze, minden nehézség
nélkiil készithetd szuszpenzio.

A szuszpenzi6 készitésénél arra kell torekedni, hogy a sporaszam cm’-eként kb. 200-300
legyen. Ekkor ugyanis az agarlemezre felvitt 4-6 csepp szuszpenzidban majd mintegy 50-80 db
sporat juttatunk egy Petri-csészébe, ami a kés6bbi miiveletek szempontjabdl a legkedvezébb. A
sporaszam ellendrzését érdemes Thoma, vagy Biirker-kamraval végezni és a kapott eredménytol
fliggben a szuszpenziokat vagy steril sooldattal higitani, vagy ha sziikség van ra még spora

bevitelével striteni. A Petri-csészébe vitt spdraszamot a felvitt cseppek szamaval is
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szabalyozhatjuk. Ez a lehetdségiink azonban meglehetdsen korlatozott, mivel tobb szuszpenzio
felvitele esetén a folyadék az agarlemez feliiletén elfolyik, és a sporakat dsszesodorhatja. A cseppek
nagysaga nagyban fligg a hasznalt pipetta csucsanak méretétdl. Vastagabb cstcst pipettaval
nagyobb lesz egy csepp mérete, vékonyabb csucsti pipettaval kisebb cseppeket kapunk Ezért a
cseppek szama nem adhatd meg pontosan. A lényeg, hogy a Peti-csészébe vitt spordk szama

lehetdleg a megadott értékek kozott mozogjon.

Sporak szélesztése

Az el6zdleg elkészitett sporaszuszpenzidkat enyhén megrazogatjuk, hogy a sporak eloszlasat
egyenletessé tegyilk. Majd steril pipettaval felszivjuk a szuszpenziot és az agarlemezekre
egyenletesen elosztva 4-6 cseppet juttatunk. Ezutdn a folyadékcseppeket hokibot-szeriien
meghajlitott steril iivegbottal 6vatos, de hatdrozott mozdulatokkal szétkenjiik az agarlemez
felilletén. Az Ovatossagra azért van sziikség, hogy az agarlemezt meg ne sértsiik az iivegbottal.
Ezzel a szélesztést lényegében befejeztiik. A Petri-csészéket lefedjiik és 20°C-os termosztatba
helyezziik csirdztatdsra. Egy sporafajtabol 6-8 csészét készitiink. Fontos, hogy a Petri-csészék a
termosztatban is vizszintes feliileten alljanak. A cél ugyanis az, hogy a szétkent spérdk helyben
maradjanak. Marpedig ha kelleténél tobb vizben vittiik fel a spérdkat, vagy kondenzviz is volt az
agarfeliileten, akkor az Osszefolyd viz egy helyre Osszesodorhatja a sporakat és a szélesztés

eredménytelen, hasznalhatatlan lesz.

Csiraztatas

A szélesztést kovetd napon a Petri-csészéket nem mozditjuk, hogy a feliileti viz ne
mozogjon. A sporak a leirt koriilmények kozott altaldban 24 6ran tal, de 48 oran beliil elkezdenek
csirazni. Ezért a szélesztést kovetd masodik napon mar figyelemmel kell kisérni a sporak
csirdzasdnak meginduldsat. Keresiink olyan Petri-csészéket, amelyekben az agar feliiletérdl a viz
felszikkadt, vagy ferdén tartva is mar alig folyik. Ezeket a csészéket anélkiil, hogy kinyitnank,
megforditjuk és binokularis prepardlé mikroszkop alatt atvilagitva megvizsgaljuk. Forditott
helyzetben az agarlemezen keresztiil a sporak mindig megfigyelhet6k. Eredeti helyzetben a Petri-
csésze fedelét beliilrdl rendszerint para boritja, ami lehetetlenné teszi kinyitas nélkiil a mikroszkopi
megfigyelést. Ha a spordk elkezdtek csirdzni, azonnal nekiallhatunk kiemelésiiknek. Ha még nem
csiraznak, akkor tovabb kell varni, de naponta legalabb kétszer mikroszkopon tovabbra is meg kell

Oket figyelni.
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Csirazo sporak kiemelése

A spordk kiemeléséhez egy egyszerti kis eszkozt hasznalunk. Ez nem mas, mint egy szurt
tenyészetek oltasara is hasznalt tii, amelynek a legvégét kb. 2 mm hosszban laposra kalapaljuk, és a
kis lapat sikjaban kicsit meghajlitjuk. A kis lapat, melegitésre hasznalt elektromos késziilékekben
talalhato, vékony cekaszhuzalbdl is készithetd. Az oltdlapatot természetesen minden hasznalat eldtt
leégetjiik €és az agarhoz érintve hiitjiik.

Preparalo mikroszkop alatt — a Petri-csésze fedelét levéve — az agar feliiletén megkeressiik a
csirazo sporakat. Gondosan megfigyeljiik, hogy a csirazé spora egyediil all-e, nincs-e a kozelében
masik spora fliggetlentil attol, hogy a masik csirazik-e, vagy sem. Csak olyan sporat vesziink célba,
amelyik kozelében nincs masik spora, és igy biztosak lehetiink benne, hogy csak egy sporat
emeliink ki.

Ha a kicsirdzott spora az agarhoz tapad, akkor nem célszerli az agarrdl levalasztani. Az
agardarabbal egyiitt szépen ki lehet emelni. Kiemeléshez a kis lapat nyelét a Petri-csésze falanak
peremére tamasztjuk. Igy sokkal kevésbé fog rezegni, mint szabad kézben. A preparald
mikroszkopban figyelve a kivalasztott sporat, finom eldre-hatra és jobbra-balra mozgatéssal az agar
folott a latdbmezobe betoljuk a kis lapatot. Ha a sporat és a lapatot egyszerre latjuk, a lapat ¢élével a
spora alatt és folott belevagunk az agarba. Ezutan a Petri-csészét 90 fokkal elforgatjuk és az elébbi
miuveletet ebben a helyzetben is megismételjiik. Elforditas alatt nézziik a mikroszkopban, hogy a
kivélasztott sporat el ne veszitsiik szem el6l. A negyedik bevagdskor mar nem is vessziik ki a
lapatkat, hanem kanalazé mozdulattal emeljiik ki a kivagott kis agarkockat, rajta a csirdz6 sporaval.
A kis kocka élhossza kb. 2 mm szokott lenni. A kiemelt kis agardarabot a spdraval egylitt
kémcsObe, ferde agarra, vagy Petri-csészébe eldre kiontott agarlemezre vissziik, ahol tovabb
novekedve egysporas, vagy masképp monospor tenyészetet képez.

A sporak szélesztése ¢és a kislapatos kiemelés kis gyakorlat utan viszonylag gyorsan ¢és
biztonsdgosan végezhetd, és feleslegessé teszi a draga mikromanipulator beszerzését. A munka
eredményességét nagymértékben segiti a sporak megfeleld szélesztése. Ha a spéradk nem tual ritkan
allnak, tehat mikroszkop alatt gyorsan megtalalhatok, és nem is tul siirlin, tehat konnyen lehet

egyediilallo sporat talalni, akkor rovid id6 alatt némi gyakorlattal 8-10 sporat is ki lehet emelni.

Monospor tenyészetek mikroszkopi ellendrzése

A monosporok izoldlasa utan varni kell, amig a kis telepek megerdsddnek, ez akar két hetet
is igénybe vehet, majd mikroszkopon kb. 300-szoros nagyitas mellett ellendrizziik, hogy képez-e

csatot. A csatképzés a bazidiumos gombaknal a kétmagvu, azaz dikarionta allapot jele, ami
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monospor tenyészeteknél természetesen nem kivénatos. A csat nem mads, mint a hifan kiviil
kialakult iv alaku hid a harantsejtfal mellett, amely a sejtmagok osztdddsa utan az egyik leanymag
visszavandorlasat teszi lehetdvé az 11j sejtbdl az el6zo sejtbe. Ez a hid feladatanak teljesitése utan is
megmarad és biztos jele a kétmagvusagnak. Vizsgalatahoz leégetett és hiitott tii segitségével kevés
hifat emeliink ki a gombatelepbdl. Tiszta targylemezre vizcseppbe helyezziik, két preparalotiivel
kissé széthuzzuk, majd fed6lemezzel lefedjiik. A laskagomba fonalain a csat mar 300-szoros
nagyitassal jol megfigyelhetd. Kétes esetben nagyobb nagyitdsu objektivet is raallithatunk. Az
olyan tenyé€szet, amelyen csatot taldlunk, tovabbi munka céljainak nem felel meg, kiselejtezhetd. A
csatok szama a dikarionta fonalakon tenyészetenként nagyon valtoz6. Legtobbszér 300-szoros
nagyitassal vizsgalva mar az elsé latdmezdében tobbet, esetenként sokat lehet talalni. De eléfordul,
hogy csak a masodik vagy harmadik latomezOben taldlunk. Ha a negyedik latomezdben sem

taldlunk egyetlen csatot sem, akkor mar nem valoszinii, hogy a fonal dikarionta.

Kiilonbo6zo szarmazasu monospor tenyészetek osszeoltasa és a kompatibilitas megfigyelése

Ahhoz, hogy a termdtestképzésre alkalmas dikarionta sejtekbdl allo fonalzat, illetve
gombatelep kialakulhasson, két monokarionta tenyészetet egymas mellé kell oltani, lehetdséget
adva ezaltal, hogy a sejtfuzid 1étrejo6jjon.

Az egymas mellé oltds nagyon egyszerlien kivitelezhetd. 10 cm atmérdjii Petri-csészébe
eldre kiontjiik az agarlemezt, majd a csésze szélének kdzelében egymastol mintegy 1 cm tavolsagra
elhelyezziik a két kiilonb6zé monospor tenyészetbdl vett kb. 10 mm? feliileti oltddarabot. Az agaros
oltédarabokbdl a gomba elkezd ndvekedni. A kis kor alaku telepek néhany nap mulva 6sszeérnek és
ettdl kezdve a telepek novekedési gyorsasaga ¢s alakja a taldlkozasi tipusnak megfeleléen alakul.
Ahhoz, hogy ezt elbirdlhassuk, meg kell ismerkedniink a laskagomba szexualitasat szabalyozo6 un.
inkompatibilitasi faktorok mitkdésével.

A jobb megértés kedvéért térjiink vissza arra a klasszikus esetre, amikor az Osszeoltott
monospor tenyészetek nem két kiillonb6zd eredetli termdtestbdl, hanem egy és ugyanazon
termdtestbdl nyert sporakbdl szarmaznak. Ez az eset egyébként a gyakorlatban is eléfordulhat
akkor, amikor egy bevilt, de eloregedd torzstenyészetet fel kell Gjitanunk és sajat sporaanyagat —
idegennel valo keverés nélkill — kivanjuk felhasznalni azért, hogy az eldéregedd torzshoéz hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezd fiatal tenyészetet valasszunk ki.

A laskagomba két monospor tenyészetét egymas mellé oltva nem biztos, hogy sejtfuzid jon
létre, és ha fuzid 1étre is jon, nem biztos, hogy az egészséges, kétmagva sejtekbdl allo fonalzat
kialakulasat eredményezi. A laskagomba két haploid fonalanak kapcsolodasat két un.

inkompatibilitasi faktor szabalyozza, amelyeket A és B betiivel szoktunk jeldlni.
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Egy laskagomba termdtest fonalainak minden sejtjében két-két sejtmag van. Mindkét
sejtmag hordozza magaval a sajat szabalyozo faktorait. Az egyik mag faktorait jeloljik A, és B,
betlikkel, a masik magét A, és B,-vel. A bazidiumban a két sejtmag Osszeolvad és a magfizié
eredményekét e rovid életll diploid fazisban, egyiitt van a négy inkompatibilitasi faktor is (A; B, és
A, B»), majd a kétszeri sejtmagosztodas soran négy sejtmag, illetve négy haploid spora keletkezik.
Ezekbdl a sporakbol a korabbi négy inkompatibilitasi faktor koziil kettd-kettd a kovetkezo
kombinacioban fordulhat elé: A;Bi, AiB,, A:B;, A;B,. Ha ezekbdl a sporakbol monospor
tenyészeteket készitliink és ezeket Osszeoltjuk, akkor az alabbi taldlkozasok johetnek létre ( 8. sz.

tablazat).

8. sz. tablazat A genotipusok lehetséges megoszlasa tipikus bifaktorialis heterotallikus

bazidiomicéteszeknél (mint pl. a laskagomba).

A1B1 A1B2 A2B1 A2B2
AB, - H H +
AiB; H - + H
ArB, H + - H
A:B; + H H -

A matematikailag lehetséges 16 féle talalkozas koziil csak azokbdl jon 1étre életképes magvua
fonalzat, ahol mind az A, mind a B faktor alléljei (arab szammal jeldlve) eltérok. Pl. A|B, + A,B,,
vagy A,B; + AB; stb. ezeket az eseteket valodi kompatibilitdsnak nevezziik és a tablazatban + jellel
jeloltiik. Ez az 6sszes talalkozasok 25%-a.

Ha a taldlkoz6 fonalakban mind az A, mind a B faktor alléljei megegyeznek, akkor a
kapcsolatra teljesen alkalmatlanok. Ez a teljes inkompatibilitds esete. Pl. A;B; + AB,, vagy A,B,; +
AsB,. A teljes inkompatibilitas eseteit a tablazatban — jellel jeloltiik. Ez is az 0sszes taldlkozas 25
%-at teszi ki.

Ha a taldlkozé fonalakban a faktorok koziil az egyik, pl. az A alléljei kiillonbozdk, de a
masiké, a B-¢ azonosak, akkor felemas terméketlen talalkozasok, hemikompatibilis heterokarionok
jonnek létre. P1. A;B; + A,B;. Itt az A faktorok kiilonbozdék €s a B-k azonosak, a hiba a B faktornal
van. Egy masik példa A;B; + A,B,, ahol az A faktor alléljei azonosak és a B-k kiilonbozok. A gatld
hiba jelen esetben az azonos A faktornal jelentkezik. A hemikompatibilitds eseteit a tablazatban —
fiiggetleniil attol, hogy a terméketlenség az A faktorok, vagy a B faktorok alléljeinek azonossadgabol
adodik — egységesen H betlivel jeloltiik. A terméketlen hemikompatibilitas kétféle esete egylittesen

az Osszes talalkozasi lehetdségek 50 %-at teszik ki.
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A talalkozésok esetén az A faktor a magparok kialakulasat és a csatképzddést szabalyozza, a
B faktor a magvandorlast és a csatosfuziot.

Az A ¢és B szabdlyozd faktorok miikddésének eredményeképpen 1étrejott kiilonbozo
kapcsolatok az egymas mellett novo telepek novekedési sebességében ¢€s alaki tulajdonsagaiban is
megnyilatkoznak. Ezek a jellegek szabadszemmel és mikroszkopi vizsgéalatokkal altaldban biztosan
megallapithatok.

Valodi kompatibilitas esetében a sejtflizio szabalyosan létrejon, kialakulnak a magparok a
csatképzddés szabalyos. Magvandorlads van, a kétmagvu 0j sejt tovabb novekszik. Mikroszkopos
jellegek: Az egymas mellé oltott telepek dsszendve az érintkezési vonalon nem, vagy alig mutatnak
hifatorlédast. A két telep siman egymasba n6 és néhany nap elteltével egységes telep képét mutatja.
A kapcsolat kialakuldsa nyoman a novekedési sebesség hatdrozottan meggyorsul. (Mire a
hemikompatibilis telepek €s az inkompatibilis monokariontak a Petri-csésze sz€lérdl elérik a csésze
kozepét, addig a dikarionta telepek a Petri-csésze egész feliiletét bendvik.) Mikroszkdpos jellegek: a
kompatibilis kapcsolat kialakulasa utan a kozos telep barmelyik részérdl mintat véve mikroszkdépon

kb. 300-szoros vagy ennél nagyobb nagyitdssal vizsgdlva mindeniitt megtalalhatok a csatok a

dikarionta allapot bizonyitékaként.

11-12. abra Valédi kompatibilitas

A teljes inkompatibilitds esetén kapcsolat nem jon 1étre. Makroszkopos jellegek: a telepek
érintkezési vonalaban légmicéliumok alig nének, egy 1-2 mm széles éles, sotét vonal (a csupasz
agarfeliilet) valasztja el a két telepet. Novekedésiik sebessége nem valtozik, marad tovéabbra is a
monokariontakra jellemz6 viszonylag lassi ndvekedés. Mikroszkoppal a monokarionta allapothoz

képest valtozas nincs, csat nem mutathato ki.
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13-14. abra Teljes inkompabilitas

A hemikompatibilitasok esetében, ha az A faktorok kiilonboznek, de a B faktorok nem,
akkor makroszkopikusan semmi kiilonds valtozas nem észlelhetdé a monokarionta allapothoz képest,
a novekedés sebessége sem valtozik. A telepek kiilon-kiilon megtartjdk sajatos sziniiket és
stirliségiiket, szorosan egymds mellett ndnek a taldlkozdsi vonalon. Olyan éles, arokszerli
valasztovonal, mint az inkompatibilitas esetében, nem lathat6. Mikroszképosan megallapithato,
hogy magvandorlas nincs. A heterokarion fonal csucssejtje dikarionta, de az alatta 1év6 mar
monokarionta. Hamis csat is felfedezhetd, de a magvandorlds hianya miatt a terméketlen
heterokarionok csak a két telep taldlkozasi zondjara korlatozédnak. Hamis csat csak a két telep

talalkozasi vonalan mutathato ki, sohasem az egész telep barmely részén.

15-16. abra Az A faktor azonossaga esetén jelentkez6é hemikompatibilitas

A hemikompatibilitas masik esetében, amikor az A faktorok nem kiilonboznek, de a B
faktorok igen, a makroszkopos jellegek nagyon hasonlitanak az el6z6 hemikompatibilis esetnél

leirtakhoz. Mikroszkoppal megallapithatd, hogy elébb a taldlkozasi vonal mentén, majd késébb
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mashol is multikariotikus, sokmagva sejtek talalhatok, sejtenként valtoz6 magszammal. A
kapcsolodas terméketlen heterokariont eredményez. Magvandorlds van, csatképzddés nincs. A

magvandorlas miatt a heterokarion nem helyhezkotott. Ez a koriilmény késobb szabad szemmel is

lathato hifakingvést is eredményezhet, amely a két telep érintkezési vonalanak végébdl indul ki.

17-18. abra A B faktor azonossaga esetén jelentkezé hemikompatibilitas

A fentiekben leirtam a kétfaktoros szabalyozo rendszer klasszikus sémajat. Ugyanannak a
termdtestnek a sporaibol kapott monokarionta tenyészeteket Osszeoltva a fent leirt taldlkozasi
tipusokat mind megkapjuk. Ezek koziil természetesen csak a valodi kompatibilitas esetén kialakult
egészséges dikarionta tenyészeteket hasznalhatunk, ami a monosporok kell nagyszamu Gsszeoltasa
esetén az oltdsoknak mintegy 25%-aban fog jelentkezni. Ezt a viszonylag alacsony szdmot az Greg
tenyészetek sajat sporaanyagabol torténd feldjitasa esetén figyelembe kell venni és a vizsgalni
kivant dikarionta tenyészetet megkapjuk.

A klasszikus kéttényezOs szabdlyozasi rendszer ismeretében nézziik meg hogyan alakul a
monospor tenyészetek haploid hifdinak kapcsoléddsa, ha a tenyészetek nem egy termotest
sporaibodl, hanem két kiilonbozo, nem rokon termétestbdl szdrmaznak.

Ebben az esetben az egyik termdtest sporaibdl szarmazd monospor tenyészetekben az
inkompatibilitdsi faktorok kombinacidit a kdvetkezd betiikkel jellemezhetjik: AB;, AiB,, A:B;,
A,B,. A masik, nem rokon termdtest leszarmazottjainak faktorkombindcioit az A;Bs;, A;B4, A4B;,
A4B, betlikkel jelolhetjiik. E jelolések felirdsaval azt kivdnom vizudlisan is demonstralni, hogy nem
rokon faktorkombinaciok  gyakorlatilag mind kiilonboznek a masik nem  rokon
faktorkombinécioktol, tehat két nem rokon monospér telep hifainak taldlkozasa elvben minden
esetben dikarionta fonalzat kialakitasat eredményezi.

Nagy foldrajzi tavolsagbol szarmazd kiilonbozd termdtestek felhaszndldsa esetén nagy

valdsziniiséggel meg is kapjuk ezt az eredményt. Azt azonban sosem lehet tudni, hogy két termdtest
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nincs-e egymassal rokonsagban, hiszen a sporakat a szél oriasi tavolsagra elszéllithatja. Eppen ezért
még a nem rokonnak vélt termétestek felhasznalasakor is gondosan meg kell figyelni az egymas
mellé oltott monospoér telepek kapcsolatanak alakulasat. Némi gyakorlattal ehhez a szabadszemmel
végzett megfigyelés altalaban elegendd, a biztonsag kedvéért azonban ajanlatos mikroszképon a

csatok jelenlétét is ellendrizni.

Dikarionta tenyészetek fenntartasa

Az elébb leirt munkak végén természetesen csak a dikarionta, termdtestképzésre alkalmas
tenyészeteket tartom meg. Ezeket a Petri-csészékbdl atoltom ferde maldtas agarra, kémcsobe.
Minthogy legtobbszor nagyszamu tenyészettel dolgozunk, hogy a kivant tulajdonsagu tenyészetet
minél nagyobb valoszinliséggel megkapjuk, azért a tobb szdz kitenyésztett dikarionta kultirat
rendszerint nem tudjuk egyszerre szelekcids termesztési vizsgalatba vonni. A tenyészetek egy részét
hosszabb-révidebb ideig tarolni kell.

A szelekcios vizsgalatok eldtt a tarolds fél évnél rendszerint nem hosszabb. Ennyi ideig a
kémcsoves tenyészetek hiitdszekrényben 0 és +5°C kozott rendszerint tarolhatok. Az egyes
tenyészetekbdl a taroladshoz tobb példanyt is ajanlatos leoltani.

A tarolés folyaman a tenyészeteket idonként ajanlatos megnézni, hogy az agar nem szaradt-e
be nagyon. A laskagomba tenyészetek a beszaradast nagyon kiilonb6ozéképpen viselik el. Vannak,
amelyek a csontkeményre kiszaradt agarbol is aktiv életre kelthetok, masok ugyanakkor
elpusztulnak. Az jonnan kitenyésztett kultirak ilyen irdnyu tiirési képességét nem ismerve célszerii
a leapadt, de még nem szaraz taptalajon levd tenyészeteket idejében atoltani friss taptalajra és a
telep kindvése utan gjra hiitébe tenni.

A torzsek fenntartasanal fontos szempont az, hogy hosszu tdvon modellezni tudjam a
taptalajjal a természetes kornyezetet. Az ilyen természetes anyagok fenntartjdk a torzsek
enzimaktivitasat, a fajta nem ,,lustul” el, a termeszt6i kdzegben aktiv marad. Ezzel szemben azok a
tapkozegek, amelyek konnyen felvehetd szénhidratokat, aminodsavakat tartalmaznak, bar
novekedésiikben gyorsitjdk a tenyészeteket, az enzimaktivitdsukat karosan befolyasoljak.
Vizsgalataink sordn a legjobb taptalajok mindig a legszegényebb keverékek, esetleg
egykomponensii faanyagok voltak. Ebbdl kiindulva tovabbfejlesztettiink egy technikat a tdrzseink
egyszeri, de hatékony €s hosszu tava fenntartasara.

A modszer 1ényege az, hogy keményfa tipliket felf6zés utan sterilizdlunk bdséges vizzel,
ugy hogy azokat a folyadék akkor is ellepje, he a sterilizdlasnak vége van. Az igy elkészilt
kémcsoveket, tubusokat elrakjuk addig, mig a viz aldl ki nem keriil parolgds miatt a tiplik felszine.

Ezt kovetden oltjuk ra az agar inokulumot a fenntartd6 kozegre. A micélium csak a faanyagban
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talalhat tdpanyagokat, épp ugy ahogyan az a természetben zajlik. A gombafonalak a felontoviz
tavozéasaval tudnak ujabb tipliket atszoni, a parolgds csokkentésével tudjuk a fenntartasi idot
meghosszabbitani. A torzseket ezekbdl a fenntartokbol ugy oltjuk ki, hogy a régi elszaradt
fadarabokat eldobjuk és csak a fiatal, nedves tipliket vessziik ki atoltasra.

A modszer a gyakorlatban nagyon bevalt, évek ota alkalmazzuk.

20. abra Atszovetett gabonaszemek, agardarabok és falapkak krioprezervalasa
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3. 2. 3. Dikarionta tenyészetek eldallitasa multispor eljarassal

Az eljaras egyes 1épései a kovetkezok:
« Spoéraszuszpenziok készitése,
« A sporaszuszpenziok dsszekeverése,
« Oltas agarlemezre,
« Csiraztatas és a heterogén telep megfigyelése,
« Izolalas a szektorokbol és az izolatumok tisztitasa,
« A csatképzés ellendrzése,

« A dikarionta tenyészetek fenntartésa.

Az eljaras egyes 1épéseit az alabbiakban részletesen targyaljuk.

Sporaszuszpenziok készitése

A steril Petri-csészében felfogott sporatomegbdl a szuszpenzidt Iényegileg ugyanugy készitem, mint
azt a monospér tenyészetekkel végzett munkanal mar leirtam. A kiilonbség csak annyi, itt nem
fontos, hogy cm*-enkénti sporaszam bizonyos meghatarozott értékek kozott legyen, hanem csak az,
hogy a kiilonb6zd szarmazasu sporakbol készitett szuszpenzidban a sporasiirliség megkozelitdleg

azonos legyen.

Sporaszuszpenziok dsszekeverése

Ha a kiilonb6z6 sporaszuszpenziok megkdzelitdleg azonos mennyiségli fiziologias oldatban
megkozelitdleg azonos szdmu sporat tartalmaznak, akkor a szuszpenzidk Osszekeverését Ugy is
elvégezhetd, hogy a két kémcsé tartalmat Osszedntom. Igy a térfogategységnyi kevert
szuszpenzioban mindkét sporaféleségbdl nagyjabol azonos szamu spora lesz jelen. (Ami késébb a
csirazas utan az idegen monokarionta telepek fuziojat segiti eld, szemben a sajat sporak fuzidjaval.)
Ha valamelyik sporaféleség talstilyban van a szuszpenzidban, akkor kisebb az idegen fuziok
valoszinlisége.

Az idegen telepek kozotti fuzid eshetdségeit csokkenti az is, ha a kiilonb6zd sporafélék nem
egyszerre csiraznak. A csirdzasbeli nagy idokiilonbség az esélyeket ronthatja, és eldfordulhat, hogy
idegen sporak kozotti fuzio csak nagyon kis szamban jon 1étre. Ennek elkeriilésére a szuszpenziok

elkészitése eldtt néhany nappal érdemes a sporamintdkbodl csirdzasi vizsgalatot végezni. Eldre
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kiontott agarlemezre 1-2 pontban raoltjuk a spordkat (A szaraz sporakat kaccsal felvitt steril vizbe
tegylik fel, igy vigyiik ra az agarra). 24 6ra eltelte utan néhany o6ranként mikroszkopon ellendrizziik
a csirazast. Ha a kiilonbség a kétféle spora csirazasi idopontja kozott meghaladja a két napot, akkor
ajanlatos a késdbb csirazd sporabol a szuszpenziot a késésnek megfeleld szamii nappal elébb
elkésziteni. Két napnal rovidebb csirdzasi kiillonbség esetén folosleges a ,lusta” spora
szuszpenziojat eldre elkésziteni. Ha nem végeztiink eldzetes ellendrzést, még akkor is érdemes a
szuszpenziokbol kiilon leoltast végezni, mieldtt sszekevernénk azokat. A jo €s idoben bekdvetkezd
csirdzas észlelése mindig megnyugtatd, nagy idokiilonbség esetén pedig tudjuk, mire szdmithatunk.
Egyébként két napndl hosszabb lemaradds nagyon ritkdn fordul eld, inkabb csak hosszabb ideig
tarolt sporaanyag felhasznalasakor. A fent leirt egyszerli 6sszedntés elott ajanlatosnak tartjuk ezért a
szuszpenziokbol kiilon-kiilon kioltani agarlemezre, és az Osszedntést csak ezutan elvégezni. JO
megoldas az is, ha a szuszpenziokbdl steril pipettaval vesziink ki azonos mennyiségeket, és ezeket
keverjik Ossze egy tiszta kémcsOben. Igy a maradék szuszpenziokbol kiilon leoltdsokat
végezhetiink az egyes sporaféleségek csirdzasi idejének megfigyelésére. Természetesen a
kiilonbozd szdrmazasu sporak egyidejii csirdzasa a legelonydsebb. A pipettazasnal vigyazni kell,
hogy az egyik sporaféleségnél hasznalt pipettdval ne nylljunk a masik sporaszuszpenzidba, mert
idegen sporat keveriink bele, és ez altal alkalmatlanna valik az ellen6rz6 oltasokra. A kiilonbozd

szuszpenziokhoz mindig tiszta pipettat kell eldvenni.

Oltas agarlemezre

A szuszpenziokbol vald oltdshoz az agarlemezeket elére kiontdom 10 cm atmérdjii Petri-
csészékbe. Atlagban egy Petri-csészéb6l majd kb. 8-10 tenyészet izolalasaval szamolhatunk. igy
tehat, ha megkozelitdleg ezer tenyészetet kivanok izoladlni, akkor a szuszpenzid beoltdsdhoz
mintegy szaz Petri-csészét kell taptalajjal felonteni. Ehhez kell még szamolni a kiilonb6zd sporak
csirdzasanak ellendrzésére szolgalod csészéket.

A megszilardult és kihtilt agarlemezeket kozépen, egy helyen oltjuk be kaccsal a
szuszpenzidkeverékbdl. Az oltast nyugodt mozdulatokkal végezziik! Ha a kacsot az agarfeliilet
megérintése utan hirtelen kapjuk fel, a szuszpenziobol kis cseppek szétfrocsdghetnek. Ezek helyén

is kicsiraznak az odakeriilt sporak és késobb a csészében kialakult képet zavarjak.

Csiraztatas és a heterogén telep megfigyelése

Beoltas utan a Petri-csészéket szobahdmérsékleten, célszerlien termosztatban tartjuk. 24 6ra

utdn az ellenérz6 oltasokat mar rendszeresen figyelni kell. A spordk altaldban 48 oOran beliil
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kicsirdznak. A spordk kicsirdzasakor az oltokaccsal felvitt szuszpenzid fényes feliilete matt lesz,
néhany nap mulva pedig finoman kibolyhosodik. A csirazas utan a pici telepek fonalai kozott
azonnal megindul a sejtfizid, elképzelhetetleniil nagy szdmu kapcsolodas, sejtanyag atrendezddés
zajlik. Kialakulnak a dikarionta fonalak, és elsdsorban az oltasi folt szélén, kedvezd helyen levd
telepek maris elkezdenek sugarirdnyban kifelé ndvekedni. A novekvo telepek kozott oridsi verseny
alakul ki. A lassabban névekedd és kedvezotlenebb helyrdl indulok lemaradnak, beszorulnak. Az
erdteljesebben, gyorsabban novok igyekeznek minél tobb helyet elfoglalni. 10-12 nap elteltével mar
lassan kialakul a verseny eredménye ¢és a csészékben sugaras elrendezddésti kép lathato.
Keskenyebb-szélesebb, tobbé-kevésbé homogén feliiletli korcikkek, szektorok fedezhetdk fel. A
szomszédos szektorok kozott sokszor dusabb micéliumbol all6 vékony sugériranyu vonal mutatja a
hatart, mashol ilyen éles hatar nem fedezhetd fel, csak a gombaszovedék stlirtiségbeli vagy
szerkezetbeli kiilonbségei segitenek a hatdr megallapitasdban. Egy-egy korcikk, vagy szektor,
amelyet azonos szerkezetli, azonos szinii, siirliségli fonalzat borit, altaldban az egy telep altal
elfoglalt tertiletet jeloli. Ezekbdl végezem az izolalast. Az izolalasok, kioltasok legkedvezdbb ideje
akkor van, mieldtt a novekedd heterogén telep elérné a Petri-csésze falat. Ebben az idoben az egyes
szektorok kozotti szovedék szerkezetbeli kiilonbségei mar kialakultak. Amikor a heterogén telep
frontja a Petri-csésze falat elérte, a hossziranyt ndvekedés megall, a telep néhany nap alatt

bestirtisodik és az egyes szektorok kozotti kiillonbségek elmosodnak.

[zolalas a szektorokbol és az izolatumok tisztitasa

A fent leirt legkedvezdobb allapotban végezziik el az uj tenyészetek izoldlasat. A Petri-
csészet, amelybdl az izolalast éppen végezziik, ajanlatos fekete papirra, vagy egyé€b sotét alapra
helyezni. Igy az egyes szektorok kozétti kiilonbségek jobban szembetiinnek. Tanacsos mindig a
szektorok kozepébdl izolalni, és nem a szomszédos telep kozelébdl. Ha a szektorok teriilete elég
nagy, ez altalaban nem {itkozik nehézségbe, és legtobbszor mar az elsd izolatum tiszta lesz.
Keskeny szektorokbol oltva, amikor a szektor szélessége alig par milliméter, a kockazat mar
nagyobb, és sokszor eléfordul, hogy az elsd kioltas nem lesz tiszta. A siker érdekében nem tanacsos
nagy agardarabokat kivagni, hanem arra kell torekedni, hogy a szektorokbdl kiemelt darabok minél
kisebbek legyenek. Sugarirdnyban a vagott darab lehet 4-5 mm hossz is, de a szélessége ne haladja
meg az 1-2 mm-t. [lyen kis darabok kivagasara legalkalmasabb a monospor izolatumok készitésénél
ismertetett kis lapat.

A szektorokbol kiemelt kis agardarabot ne kémcsdbe tegyiik, hanem Petri-csészébe, eldre
kiontott agarlemez kozepére. Egy csészébe csak egy izoldtumot helyezziink el. A telep kindvése

utadn ugyanis alaposan meg kell nézni, hogy az 1j telep homogén-e, vagy sem. Ezt az elbiralast ra-,
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¢s atvilagitott allapotban is végrehajthatjuk. Ha a telepet homogénnak taldlom, akkor a tenyészetet
atoltom kémcsébe ferde agarra, és kinovés utan tarolom. Ha a telep nem homogén, akkor a — most
mar minden bizonnyal kevesebb szdmu — szektor mindegyikébdl ijabb kioltast végzek megint csak
a Petri-csésze kozepére, egészen addig, amig a telepeket teljesen egyontetiinek, homogénnak nem
taldlom. A tenyészetek tisztasaganal természetesen nagyon fontos, hogy a csészékbe kiontott
agarlemez egyenletes legyen, a lemez vastagsaga az egész csészében megkozelitden egyenld, és a

felilete is sima legyen, hogy kiilsé koriilmények ne zavarjak a telep képének kialakulasat.

A csatképzeés ellenorzése

Jollehet a munka elején az agarlemezre felvitt sporaszuszpenzio-cseppben tobb ezerre tehetd
a spordk szama, és a kicsirdzasuk utan csaknem kizart, hogy a sejtfiizid 1étre ne j6jjon, mégis
ajanlatos az izolatumokbol mikroszkopi készitményt késziteni és mikroszképon megbizonyosodni a

dikarionta allapot bizonyitékanak, a csatnak a jelenlétérdl.

21. abra. A csatok ellendrzése mikroszkoppal

Dikarionta tenyészetek fenntartdsa

A torzsek fenntartdsa a gyakorlatban ugyanugy torténik, mint a monospdras technikaval eléallitott
tenyészeteknél.

A Petri-csészéb0l ferde agarra atvitt tenyészeteket ugyanigy kezelem, mint ahogy a
monospor eljarasnal leirtam. Hiitdszekrényben tarolva iddnként ellendrzom, hogy nem széradt-e be

nagyon az agartaptalaj, és ha sziikséges, friss taptalajra atoltom.
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3. 2. 4. A monospor és multispor eljaras osszehasonlitasa

Az egysporas eljarast a csirdz6d spordk kiemelése miatt munkaigényesebbnek tartom, mint a
sokspdrasat. A monospor tenyészetek Osszeoltdsakor, ha a spordk valoban idegenek és nem
rokonok, - amit nem lehet elére tudni -, akkor az Osszeoltdsoknak csak mintegy negyedrésze
szolgaltat dikarionta tenyészetet. Ebben az esetben sok a feleslegesen végzett munka. A
monokariontdkat egyébként — ha mar izolaltuk dket — érdemes egymassal minden kombinacidban
Osszeoltani. A monospor eljarasnak elénye viszont, hogy a tenyészetek mesterséges Osszeoltdsa
kovetkeztében biztosan lehet tudni, hogy a kialakult dikarionta tenyészet két idegen monospor
A multispor eljaras esetében tapasztalatunk szerint gyorsabban jutunk sok dikarionta tenyészethez,
de ezekrdl nincs bizonyitékunk, hogy nem két azonos szarmazasi kicsirdzott spora hifainak
hogy az idegenek kozott igen nagy az affinitds, ez azonban csak valdsziniisiti az idegenek
Osszeolvadasat, de nem bizonyitja. Bizonysdgot csak akkor szerezhetiink, ha a két
szlildtenyészetnek hatarozottan elkiilonithetd, eltérd egyéni tulajdonsdgai vannak, amely
tulajdonsagok az utddban egyiittesen jelennek meg. Ezt a koriilményt bizonyitéknak tekinthetjiik a
keresztezOdésre.

A multispdr eljaras esetében felhasznalhatjuk egy termdtest, de kettd, vagy tobb idegen szdrmazasu
termdtest sporait.

Egy termdtest sporait onmagukban altaldban akkor haszndlom, ha egy eloéregedd, de korabban jol
bevalt tenyészetet akarok felujitani, megifjitani. Egyetlen termdtest sporautdodok kozott is talalok
eltéréseket, amelyek koziil a korabbi j6 torzshoz leginkabb hasonlito tenyészetet valasztom ki.
Egyetlen termdétest sporautddainak valtozatossaganal sokkal nagyobb valtozatossagot, sokkal
tarkabb képet kapok, ha kettd vagy esetleg még tobb, kiillonbozé tulajdonsagokkal rendelkezd
termdtest spordinak keverékébdl készitek multispor tenyészeteket. Teljesen 10j tenyészetek
eldallitasanal altalaban ezt az utat kovetem. A sporat ado termotesteket célszerli minden esetben

gondos mérlegelés alapjan kivalasztani.
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3.3. GOMBAFAJTAK ELKULONITESE MOLEKULARIS BIOLOGIAI
MODSZEREKKEL

A DNS-technologidk nem elsésorban nemesitési modszerek, viszont a koztes tenyészetek és persze
a nemesités végeredményének analizisében jelentds szereppel birnak. Ezek a vizsgélatok akar a
termesztési teszteket is képesek helyettesiteni, illetve fontos kérdésekre adhatnak valaszt. Ezért tigy
gondoltuk, hogy mivel Magyarorszagon elséként van lehetdségiink a laskagombak PCR alapu

analizisére, kiegészitem ezekkel a vizsgalatokkal e tudomanyos értekezést.

3. 3. 1. Nukleinsav extrakcio

A polimerdz lancreakciét hasznidl6 RAPD moddszer esetében a reprodukalhatdsagot
elsésorban a templat mindsége és mennyisége hatdrozza meg. Ehhez olyan, a DNS bomlésat kizard
izolalasi modszert kellett kidolgozni, amelyek konzisztens eredményt add, j6 mindségli DNS-t
eredményez.

A nukleinsav kivonashoz szamos moédszert probaltunk ki (novényi, éleszté DNS izolalasi
kit-ek, CTAB-modszert stb.). Ezek koziil Shure és munkatarsainak modszerét (Plant DNA Isolation
Protocol, 1983, Cell 35: 225-) talaltuk megfeleldnek. A kivonasi alapanyagok korét, mennyiségét is

optimalizaltuk a mdédszerek tekintetében.

- A gomba friss hymeniumabdl (ez volt a legmegbizhatobb) 300 mg-ot mértiink ki és
dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel poritottunk. A poritott anyagot 2 ml-es Eppendorf csObe

vegyszeres-kandllal toltottiik bele.

Kivonas torténhet:  termotestbol 300 mg-bol
folyadékkultrabol 1,5 -2 g-bol (centrifugéalas és mosas utan)
liofilizalt mintabol 300 mg.

- A mintdkat folyékony nitrogénben poritottuk és azokbol 300 — 1000 mg mennyiséget mértiink
be Eppendorf-csovekbe (a mintatol fliggden).

- Az Eppendorf csovekben 1évé mintara ramértiik az izolalé puftert (0,6 M NaCl, 0,1 M Tris (pH
7, 40 mM EDTA, 4% sarcosyl, 1% SDS), 2x ureat, 2 M-os Na,S;0s-ot a kovetkezd

mennyiségben:

= 2x DNS izolalo6 puffer 325 ul
= 2x Urea 325 ul
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= 2 M-o0s Na,S,0s 6,5 Hl

A kivonopufferrel vortexeltiik.

650 pl fenol:kloroform 1:1 aranyu keverékét adtuk hozzad. A fenol kloroformmal kézben
atforgattuk.

Centrifugaltuk 3000 ppm-en 7 percig. Centrifugdlas utdn a feliiliszot atvittiik egy masik,
Eppendorf csdbe.

A fenol-kloroformozast és a centrifugalast 6sszesen haromszor ismételtiik meg.

Az utolsd csébe attoltott feliiliszora 70 tf % -alkoholt Ontéttiink. Az alkohol hozzaadasat
kovetden 10-szer atforgattuk és a DNS csapadék forméaban valt 1athatova.

A csoveket 3000 rpm-en centrifugaltuk 7 percig, az izopropil-alkoholt ledntéttiik rdla, majd
szalvétara forditva szaritottuk.

A csovek aljan maradt DNS-re ramértiink 1 ml 70%-o0s szobahdmérsékletli etanolt. Néhanyszor
atforgattuk, majd centrifugaltuk 3000 rpm-en 7 percig. Ezt a 1épést haromszor megismételtiik.
Az utolsé alkoholos mosast és centrifugédlast kovetden ledntottiik az alkoholt és szalvétara
forditottuk a csdveket. A csoveket végiil nyitott allapotban vakuum-centrifugaba helyeztiik és 5
percig centrifugaltuk.

A beszaritott DNS-re ramértiink 150 pl TE-puffert és 2 pl RN-azt.

Rovid vortexelés utan 37°C-os termoblokkba helyeztiik 45 percre.

Az extrakcid eredményét 1,2%-o0s agardz gélen ellendriztiik. A DNS-t DNS-festékkel vittiik a
zsebekbe és etidium-bromiddal festettiik. Kontrolként A-markert hasznaltunk. 1xTBE pufferben,
125 V-on végeztiik az elektroforézist.

A gélt fényképeztiik és vizsgaltuk a DNS jelenlétét, mennyiségét, épségét (smear). Megfeleld

mindségli extraktum esetén a DNS-mintdkat —20°C-ra helyeztiik felhasznélasig.

3.3. 2. A PCR (polymerase chain reaction)

A polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction — PCR), amelyet 1985-ben K. B.

Mullis talalt fel sajat bevallasa szerint az otlet oly egyszer(i, hogy csodalnivalo, miért nem botlott

belé mar mas is delétte (MULLIS-FALOONA, 1987). 1989-ben a DNS-polimeraz enzim, a PCR

motorja elnyerte a Science-ben az "Ev molekuldja" cimet. A PCR 1ényegében egy in vitro modszer,

amellyel kromoszémalis vagy klénozott DNS (¢cDNS) célszekvencidkat amplifikalunk enzimatikus
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uton. A DNS-fragmentumok enzimatikus felszaporitasa egy vagy két olyan oligonukleotid primer
felhasznalasaval torténik, amely(ek) a célszekvencidk mindkét fonaldnak végeivel komplementerek.
Az egyszall templatrol a DNS polimeraz a primertdl kiindulva 5'-3' iranyban komplementer szélat
szintetizal. A primer kapcsolodasi pontja specifikus, igy eltérd szekvenciasorrend esetén eltérd
nagysagi DNS-fragmentumok képzddnek, amelyek agardzgélen elektroforézissel elvalaszthatok.

A reakcié harom [épésbol all: demnaturacio: a DNS-t 95 °C koriilli hdmérsékleten két
egyszalu fonalld denaturdljuk; anellalas (annealing). a hdmérséklet 37°C-ra csokkentésével a rovid,
altalaban 8-20 nukleotidbol allo szintetikus oligonukleotid molekulak, a primerek kapcsolodnak a
komplementer célszekcencidkhoz; elogacio, extenzio. 72-75 °C-on a héstabil DNS-polymeraz (Tag-
polymerdz) az egyszali templat DNS-hez kapcsolodd primerek 3° végét meghosszabbitja.
(elongacio) Ezzel egyidOben megtorténik a templat DNS-sel komplementer szal szintézise
(extension) is 5°-3’ iranyban.

A harom f6 1épést 30-40-szer ismétlik meg, igy pikogrammnyi DNS-bol néhany ora alatt
mikrogrammnyi mennyiséget lehet eldallitani. Mivel a ciklusok ismétlédése soran a Taq-polimeraz
az ujonnan elkészitett, DNS-szélakat is templatként hasznalja, ezért a primer kotdhelyek kozotti
DNS-szakaszok mennyisége exponencialisan no.

Az amplifikacidés reakcidt a homérsékleti értékek valtoztatasaval és a reakcidelegy

komponenseinek aranyaval lehet az adott feladathoz optimalizalni.

3. 3. 3. Véletlen primerek hasznalatan alapulé modszerek (MAAP),
A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A lancreakcié felfedezése ota szamos PCR-en alapuld technika valt ismertté. Koziiliik
ismertek olyanok, amelyek ismert szekvencidji, de véletlen nukleotidokbol allé primert vagy
primereket hasznalnak. {gy a genomnak azokat a régi6it tudjuk felszaporitani, ahova a primer vagy
a primerek elég kozel kapcsolodnak az ellenkezd fonalon, lehetdvé téve a kdzbeesd, ismeretlen
szekvenciaji DNS-szakasz felszaporitasat. Ezek a DNS-fragmentumok megfeleld primer(ek)
alkalmazésakor tehat egyedenként vagy vonalanként eltéré mintazatot, polimorfizmust mutatnak. A
véletlen primereket hasznalé PCR-technikakat CAETANO-ANNOLLES et al. (1992) MAAP-nak
(Multiple Arbitrary Amplification Profiling = t6bbszords tetszés szerinti amplifikacids profil)

nevezték el (HAJOSNE, 1999).

MAAP moédszerek koziil elészor a RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) technikat
WILLIAMS et al. (1991), valamint WELSH et al. (1990) irtdk le olyan eljarasként, amellyel az
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RFLP-nél hasznalt klonozott DNS-probak nélkiil lehet polimorfizmust talalni (HAJOSNE, 1999). A
RAPD moddszerrel tehat a genom ismeretlen DNS szekvenciait lehet felszaporitani 1 vagy 2
Oonkényesen valasztott, 10 nukleotidbdl allo (dekamer) primerrel. Az amplifikacidé kiindulasat
képez6 primer(ek) a genomon véletlenszertien hibridizal(nak) a komplementer szekvenciaval.

Ha az amplifikaciohoz egy primert hasznalunk, akkor a DNS mindkét szalanak
felszaporitasahoz a primerrel komplementer szekvencidknak mindketton néhany kbp-nyi tavolsagon
beliil kell lenniiik. PCR-rel altaldban maximum 2 kbp DNS-fragmentumot lehet felszaporitani.
Azok a DNS-régiok, amelyek nem tartalmazzdk egymastol kb. 2 kbp-re a primer szekvencia két
kopiajat forditott orientacioban, PCR-rel csak akkor amplifikalhatok, ha két primert hasznalunk.

Véletlen primerek hasznalatakor az egyedek vagy a vonalak kozotti polimorfizmust egyrészt
a primer kotohelyi DNS-szekvenciakiilonbség, mdasrészt pedig az amplifikalt régidban vagy a
primer kapcsolodasi helyén delécio, inszercid vagy inverzidé okozhatja. A RAPD-okkal kimutatott
genetikai polimorfizmus lokuszonként 1 allélt fed fel, ami megfelel a lathatdo amplifikacios
terméknek. A RAPD-ok dominans 6roklodésiiek, ezért a heterozigota genotipusok kimutatisara
nem alkalmasak.

A RAPD-mintazatok reprodukalhatdésaga koriil sok vita van. A sok vitabol eredendden
onmagaban a RAPD-PCR moddszer nem 1is alkalmas a gombafajtdk elkiilonitésére. A
reprodukélhatosagot foleg a templat DNS mindsége €s mennyisége hatarozza meg, ezért a DNS
bomlasat kizard izolalasi modszert kell vélasztani. A RAPD-mintazatokban 1évd variabilitast
leginkdbb a DNS etanollal kicsaphat6 szennyezddései okozzak. A templat DNS mindségét higitdsi
sor készitésével lehet ellendrizni. Elméletileg, ha j6 mindségli a templat DNS, akkor minden
koncentracional azonos mintazatot kapunk. A nagyon magas vagy nagyon alacsony templat DNS-
koncentraci6 szintén megbizhatatlan mintdzathoz vezet. Ha egy adott templat DNS-re az optimalis

koncentraciot megallapitottuk, akkor a tovabbi RAPD-analiziseknél is ezt kell hasznalni.

A RAPD-markeres polimorfizmus alkalmazasi teriiletei:

- genetikai kiilonb6zdéség és/vagy rokonsag megallapitasa, mutans vonalak detektalasara,
- tulajdonsagok térképezése,

- DNS-ujjlenyomat készitése,

- beltenyésztett vonalak homozigotasaganak megallapitasa,

- fajtak homogenités vizsgalata,

- F, hibrid vetdmagok uniformitdsanak megallapitasa.
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Fajtaazonositds esetében nagyon fontos, de nehezen megvalaszolhat6 kérdés az, hogy hany

RAPD primert kell hasznalni, és hogy a fajtakat hany sav alapjan lehet megkiilonboztetni.

A RAPD-PCR modszer mellett szamos mas MAAP technika ismert, ilyenek példaul AP-
PCR (Arbitrary Primed PCR = PCR tetszés szerinti primerrel), DAF (DNA Amplification
Fingerprinting), ASAP (Arbitrary Signatures from Amplification Profiles), tecMAAP (Template
Endonuclease Cleavage MAAP) stb.

A munka soran szamos protocol-t és jelentds szamu optimalizalasi kisérletet allitottam be.
Az optimalizalasok eredményeként az Eppendorf Taq DNA Polymerase Kit felhasznaldsaval a
kovetkez6 RAPD-PCR reakcioelegyet hasznaltam a vizsgalataimhoz: 25 ng templat DNS 2 pl; 20
mM primer 2 pl; 0,5 pl dNTPs (10 mM); 1 pl Tag-polimeraz (SU/ul); 2,5 pl MgCl, (25 mM) 2,5 ul
10x puffer, MQ viz 14,5 pl. A reakiot 25ul-es mennyiségben 200pl-es csovekben allitottam be. A
reakcidhoz az Eppendorf Mastercycler késziiléket hasznaltam.

Az optimalizalt reakci6 beallitas a kdvetkezd volt:

94°C 5 min
94°C 30 sec
47°C 30 sec
72°C 30 sec
72°C 7 min
4°C o

35 ciklus, a RAMP értéket 80 %-kal lassitottuk.
A RAPD-PCR reakcidban tesztelendd hibridekhez hasznalt dekamerek kdre viszonylag tag
volt, amelyet az Operon Technologies, CA, USA, altal forgalmazott sorozatbol valasztottunk ki.

Ezekbdl az OpA01-OpA20 és OpB01-OpB20 sorokat hasznaltuk.

Templatok tekintetében a kovetkezd hibrideket hasznéltam, mesterségesen termesztési €s

morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan ,,morfocsoportokra” osztva:

»A” morfocsoport

P.ostreatus.var.florida
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,,B” morfocsoport

Korona uj hibridek

,,C”” morfocsoport

G24

,,D” morfocsoport
1030
BULA
GHK35
K357-1

B~ morfocsoport

Pol2

,F~” morfocsoport

HK44*

,,G” morfocsoport
OL1
OL7

Az amplifikacios termékeket a PCR-reakcio utan 1,2%-os agardzgélen, etidium-bromid
jelenlétében elektroforézissel valasztottam el. UV fényben azonnal fényképeztiink. Megfeleld
primer vagy primerek alkalmazdsakor a gélen primerenként véltozé szdmu (maximum 10) és
méretli (néhany 100 bp - 2000 bp) fragmentumok lathatok. A fragmentumok méretét a mintakkal
egylitt futtatott DNS-méretmarker segitségével allapitottuk meg.

A gélelektroforézis mintdzatanak elemzését kovetden kerestiik a kiilonbozd laskagomba
torzsek kozotti RAPD mintdzatbeli kiilonbségeket. Az adott méretnél detektalt differenciald band-
eket regisztraltuk és Ujabb két PCR vizsgélatot allitottunk be, wjabb ismétlésekként. Az
ismétlésekben is jelen 1évo differenciald band-ek esetében egy 100 pl-es PCR reakcidt allitottunk
be.
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3. 3. 4. Differencialé DNS izolalas a gélrol

A PCR reakciot 100 pl-es térfogatban allitottuk be. A kapott keveréket a PCR csében
festettiik meg 8-10% DNS festékkel. A futtatashoz 0,8-1%-0s agardz gélt hasznaltunk és az
elektroforézist alacsony fesziiltségen (100 V) végeztiik. A gélbdl a transzilluminatoron metszettiik

ki steril szikével a differenciald band-eket, amelyeket Eppendorf csévekbe helyeztiik.

3.3.5. A DNS tisztitasa gélbol

A RAPD-PCR eredményeként keletkezd differencidld band visszaizoldlasdhoz az esetek

tobbségében Novagene SpinPrep Gel DNA Kit-et hasznaltunk.

— A fagyasztobol kivett, vagy frissen izolalt band-ekre 400 pl ,,A” oldatot mértiink, majd 50 °C-on
10 percig inkubaltuk, kozben kétszer vortexeltiik, igy a DNS-t az agardzzal egyiitt oldatba
vittiik.

- Kozben izolalo filtereket 2 ml-es Eppendorf cs6be helyeztiink.

— A csdbe helyezett filterre rapipettaztuk a feloldott band-et, majd 30 masodpercig 14.000 rpm-en
centrifugaltuk, az atsziirt oldatot kidobtuk.

— A filtert jabb csObe helyeztiik, majd 400 pl ,,A” oldatot adunk hozzi. 14.000 rpm-en 30
masodpercig centrifugaltuk, a szlirletet kidobtuk.

— A filtert ujabb csébe helyeztiik, majd 650 pl alkoholos ,,B” oldatot pipettaztunk ra. 14.000 rpm-
en 30 masodpercig centrifugaltuk, a sziirletet kidobtuk.

— Kozben a ,,C” jelli pufferbdl vagy MQ vizbdl mintanként 30 pl-t 70 °C-on inkubaltunk.

— A filtert Gjabb csébe helyeztiik és oldat nélkiil 2 percig 14.000 rpm-en szaritottuk.

— A filtert 1,2 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik, és mintanként 30-50 ul ,,C” pufferrel eluéltuk a
filteren 1évé DNS-t.

— A csoveket 14.000 rpm-en 2 percig centrifugaltuk.

— A kapott DNS-t gélen 4 pl-el megfuttattuk.

— A kapott szlirletet Eppendorf csdbe pipettaztuk at és fagyasztva, -20 °C-on taroltuk.
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. 3. 6. Kompetens sejt készitése

3 ml LB tapfolyadékba oltottunk 1 kompetens sejt telepet (£.coli DH5a).

Overnight 37 °C-on razattuk.

300 ml-es lombikba 40 ml LB tapfolyadékot mértiink, amihez 0,5 ml DHS5 a sejtet adtunk.
0,2-0,3 OD-ig novesztettiik (ODgq).

A sejteket 10 percre jégre helyeztiik, kozben a centrifugacsoveket lehtitottiik +4 °C-ra.

A sejteket a csovekbe toltottiik (25 ml/cso).

A mintat 10 percig 3.000 rpm-en, 4°C-ra hiitve centrifugéltuk, a feliilusz6t eltavolitottuk.
A pelletre csovenként 5 ml, 50 mM-os, steril, jégen hiitott CaCl,-ot adtunk, amit pipettaval
szuszpendaltunk fel.

20 percre jégre helyeztiik.

Majd 10 percig htitve 3.000 rpm-en centrifugaltuk, a feliiliszot eltavolitottuk.

A pelletre csovenként 0,5-0,4 ml CaCl,-t mértiink, ebbe vettiik vissza.

3-4 6rat hagytuk allni szobahdmérsékleten.

. 3.7. Ligalas plazmidba

A PCR termék ligalashoz pGEM-T Easy Vector System Kit-et hasznaltam (Promega), melynek

elénye, hogy a hagyomanyos moddszerekhez képest jelentésen megkonnyiti a PCR termékek

klonozasat (nem sziikséges a PCR el6tt a primereket foszforlilalni, nem kell a plazmidot hasitani,

defoszforildlni), ugyanis egy linearizalt klonozd vektorrdl van szd, melynek két végén egy-egy

tulnyulo ,,T” talalhato. Ehhez a véghez a tilnyuld ,,A” véghez az izolalt PCR termék ligalassal jo

hatékonysaggal kapcsolhato.

A gyakorlati munka szempontjabol plazmidon megtalalhatd fobb referencia helyek: replikacios

origo, PCS, lacZ, Amp® gén stb.

A ligélasi reakciot a kovetkezd 0sszeméréssel allitottuk be:

5 ul 2x ligaz puffer

0,5 ul pGEM-T Easy Vector
0,5 pl ligdz enzim (3U/ pl)
2 ul insert

2 ul MQ viz
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A mintakat szobahémérsékleten inkubaltuk 3 6ran at.

3. 3. 8. Transzformacio

10 ml-es, gdmb alju milanyag csében készitettiik, hogy minél nagyobb feliileten keveredjenek
az Osszetevok.

A csovekbe 100 pl kompetens sejtet mértiink.

100 pl kompetens sejthez 5 pl ligatumot adtunk. A csoveket 20 percre a jégben hagytuk.

30 mésodpercig 42 °C-on inkubaltuk.

400 ul SOC oldatot adtunk hozza.

40 percig 37 °C-on razattuk.

Az LB ampicillin taptalajokat elkészitettiik. A lemezekre 40 pl X-gal (20 mg/ml) és 4 ul IPTG
(20 %-o0s) oldatot kentiink ki.

A réazatas végeztével a klonokbdl 200 pl oldatot szélesztettiink ki a taptalajra.

A Petri-csészéket 37°C-on overnight inkubaltuk.

Az inkubalast kdovetden megjelentek a klonok telepei az agaron. A fehér szinli telepek jelezték a
sikeres transzformaciot.

Az egy sejtbdl fejlédd transzformans klon telepét LB folyadékba vittiik bele.

A mintakat 37°C-on razatva overnight inkubaltuk.

3. 3. 9. Miniprep készitése

Miniprep készitéshez a Roche High Pure Plasmid Isolation Kit-et hasznaltuk a gyértod utasitasat

kovetve. A folyamat 1épései:

A steril Eppendorf csoveket, teletoltottik a mintatartd iivegekben 1évé E. coli
baktériumszuszpenzioval. A csoveket centrifugaltuk 9.000 g-n 30 méasodpercig.

A csovekrol ledntottiik a feliiluszot és leitattuk a tdpfolyadékot.

A csovekre ramértiink 2501 Suspension Buffer/RN-ase-t (1.) atpipettazassal reszuszpendaltuk a
sejteket. (Idokdzben jégre helyeztiik a Binding Buffert (3.) és 4°C-ra hiitottiik a centrifugat.)
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A felszuszpendalt mintdkhoz 250 pl Lysis Buffer-t pipettdztunk, ami NaOH tartalmanal fogva
lizalta a sejteket.

Kézben 10-szer atforgattuk a csdveket.

5 percig szobahdmérsekleten hagytuk a csoveket allni.

Hozz4adtunk 350pl jégben hiitott Binding Buffer-t (3.). Kézben 10-szer atforgattuk a csdveket.
A csoveket 5 percre jégre helyeztiik.

A csoveket max. sebességen 10 percig, 4°C-on centrifugaltuk a precipitdtum eltdvolitasa
céljabol.

A centrifugalas ideje alatt 6sszeéllitottuk a kit-ben 1évd gylijtécsdvet az oszloppal.

A feliiluszot dvatosan leszivtuk a pelletrdl és az oszlopra nyomtuk.

Centrifugaltuk az oszlopot, maximalis. sebességen 60 méasodpercig.

Az atfolyot egy livegbe ledntottiik, és az oszlopot visszahelyeztiik a gytijtdcsébe.

Az oszlopra ramértiink 500pl Wash Buffer L.-et (4.).

Centrifugaljuk a csdveket 13 000g-n 1 percig.

Az atfolyot egy tlivegbe ledntottiik, és az oszlopot visszahelyeztiilk ugyanabba a gytijtdcsébe,
mint amibdl kivettiik.

Az oszlopra ramértiink 700 pl Wash Buffer I1.-t (5.).

Centrifugaltuk a cséveket 13.000 g-n 1 percig.

Az étfolydt egy tlivegbe Ontéttiik le, €s az oszlopot visszahelyeztiik a gytijtécsdbe.

Tovébbi 1 perces centrifugalast végeztiink 13.000 g-n.

A centrifugalt oszlopokat a gylijtécsovekbdl az eldkészitett Eppendorf-csdvekbe helyeztiik at.

A filtereket szobahémérsékleten hagytuk 2 percig szaradni.

A filterekre ramértiink 50 Elution Buffer-t (6.)

A csoveket centrifugaltuk 13.000 g-n 1 percig.

Az oszlopokat kidobtuk és a csé aljan Osszegyilt kb. 50 pl plazmid-DNS oldatot egy uj,
elézdleg feliratkozott, steril, 1,5ml-es Eppendorf-csbe pipettaztuk at.

A folyamat eredményeképpen rendelkezésiinkre allt az insertet tartalmazo tisztitott plazmid. A

csoveket jégen hagyjuk felhasznalasig, vagy —20°C-ra helyezziik.

Az insert kivagdsa a plazmidbdl, a miniprep ellendrzése

Az insert kihasitasat EcoRI. restrikcios endonukleaz enzimmel végeztem el, ugyanis az

insert mindkét oldalan van egy-egy hasitohely. A munkahoz replikdz pGEM, Nb tubulin pGEM

kontrolokat hasznaltunk.
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Az egy enzimes hasitdshoz a kdvetkezd elegyet allitottuk ossze:

3pl plazmid-DNS (a miniprepbdl)
1l 10x O" EcoRI. Puffer
0,2ul EcoRI. Enzim (Fermentas 5.000U — 10U/ul)
5,8ul steril MQ-viz
10ul

A csoveket dvatosan atpipettaztuk.

A csoveket 37°C-on inkubaltuk 20 percig.

3. 3. 10. Szekvenalas, primertervezés

A miniprepekbol 10 pl mennyiséget adtunk at a Godolloi Biotechnoldgiai Kutatointézetnek
szekvenalasra. A szekvenalas eredményeit megkapva arra primereket terveztiink.

A primer Osszetétele, mérete és a cél DNS-sel valo homologidja minden mas tényezonél
jobban meghatarozza a PCR-reakci6 sikerét vagy sikertelenségét. Ezen kiviil a primer(ek) hossza
¢és szekvencidja meghatarozza a reakcioban kapott egyszerii vagy komplex mintazat jellegét is. A
tervezett primereink altalaban 20-21 nukleotid hossziak. Fontosnak tartottuk, hogy a primer(ek) G
+ C tartalma 50-60% legyen, és a primeren beliill ne legyen palindrom szekvencia. A PCR
reakcidelegy optimalis primerkoncentracioja 0,1-0,5 mM. PCR (AS-PCR) vagy a PCR-termékek
kloénozasa esetén céljainknak megfeleléen (150 — 500nt-ig amplikonméret) terveztik a
primerparokat. A primerek olvadasi hémérsékletét is szem el6tt tartottuk (T, = melting
temperature). Ez primerhossztol fiiggden 55°C vagy ennél magasabb, ¢és mindkét primer

esetében kozel azonos értékili. Az olvadasi hdmérsékletet az alabbi képlettel hataroztuk meg:

Tw=4nc6+c)+ 21041

ahol az aktudlisn=a G + C és az A + T nukleotidok szamaval.
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A tervezett primereket szamitégépes programokkal is megvizsgaltuk, ugyanis ezek
segitségével konnyebben meghatarozhatd a primerek helyes T, értéke, és elkeriilhetd a sajat

magunkkal vagy masik primerrel kapcsolodo, illetve hurkot képezd primerek tervezése.

A primereinket ujabb PCR reakciokban teszteltiik. Vizsgaltuk a specifikussdgot, a
hatékonysagot és a hiiséget. A nem megfelelé eredmények - pl. nem specifikus savok megjelenése
stb. — esetén a PCR korlilményeinek optimalizalasaval kivantuk a megfeleld eredményeket
megkapni. Ezeket a paramétereket a reakcidelegy egyes komponenseinek koncentracioja, egymashoz
valo ardnya, a reakcid koriilményei (a ciklusok hémérséklete, ideje és szama) és a PCR-késziilék
megbizhatésaga hatarozzak meg. A megfeleldé mennyiségli és mindségli termék, valamint a
reprodukalhatdsag érdekében az amplifikacios paramétereket eldkisérletben allapitjuk meg. Ha ezt

nem tessziik meg, akkor a kovetkezok lehetségesek:

nincs termék,
- kevés a termék,
- erds, nem specifikus a hattér,

- mutacid léphet fel a termékben.

A PCR soran nem PCR mix-et hasznaltunk, hanem olyan kit-eket, melyben az Osszetevok
mennyisége valtoztathatd. Nem ionos detergenseket (pl. Tween 20 vagy Triton X-100), és asvanyi
olajokat vagy paraffint nem hasznaltunk. Elsésorban a magnézium-klorid koncentracié beallitasat

tartottuk fontosnak, ugyanis a magnézium koncentracio befolyasolhatja:

a primer kapcsolodasat,

a primer dimerek keletkezését,

a DNS-Tag-polimeraz aktivitasat és

a masolas pontossagat.

A reakcidelegy Osszetétele mellett a PCR reakcid koriilményeinek optimalizalasa is fontos. Ennek

soran figyelembe kell venni:

- atemplat DNS denaturaciés homérsékletét,
- aprimerkapcsolddas homérsékletét,

- a ciklusszamot,

84



- a homérséklet hatasat az enzimre €s a nukleinsavakra,

- akapcsolodas, a denaturalas és a lanchosszabbitas idejét.

A templdt DNS denaturdldsa 4ltaldban 92-95°C-on 4-5 masodperc alatt torténik. A
denaturacios id6 csokkentése feltehetden azért noveli az amplifikalt termékek mennyiségét, mert
noveli a Tag-polimerdz felezési idejét. Tul magas homérsékleten vagy 5 masodpercnél hosszabb
denaturacios i1d0 esetén csokken az enzim aktivitdsa. A primerkapcsolodasi hémérséklet az
amplifikalt termék mennyiségét, szdmat és megoszlasat befolyasolja.

A kapcsolodasi hOmérséklet az alkalmazott modszertél, primerek olvadasi
hOmérsékletétdél fliggben 32-65°C. A hOmeérséklet nodvelésével kevesebb a téves
lanchosszabbitds (misextension) a primer 3' végén, és jobb lesz a specificitds. Az alacsony
kapcsolodasi hOmérséklet ugyanakkor magas dNTP-koncentracioval parosulva téves
primerkapcsolddast (mispriming) és téves lanchosszabbitast okoz.

A léncszintézis homérséklete hagyomanyosan 72°C. Ezen a hdémérsékleten a
lancszintézis sebessége 35-100 bazis/sec, a puffertdl, a pH-t6l, a sdkoncentraciotdl és a
DNS-templattol fiiggden.

A ciklusszdmot optimalis koriilmények kozott foleg a templat kezdd koncentracidja
befolyasolja. A 40 {olotti ciklusszam esetén er6sen megnd a nemspecifikus termekek

mennyisége.
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4. EREDMENYEK

4.1. A KERESZTEZESI MUNKA EREDMENYEIL AZ ELOALLITOTT UJ HIBRIDEK

A TII. fejezetben kozolt modszerekkel évente tobb szdz hibridet allitottam eld. Ezeket kezdetben
kisparcellads kisérletekben szelektaltam. A kisparcellas termesztéseket iivegekben végeztem.
Laboratoriumi autoklavban sterilizaltam le az eldtte benedvesitett €s konzerviivegekbe toltott daralt
szalmat, majd az igy eldallitott steril alapanyagot szemcsiraval oltottam. A kis iivegeket perforalt
foliaval és papirral zartam le. Az atszovetést a csiragyartasnal alkalmazott tiszta, klimatizalt
koriilmények kozott végeztem, majd az egységeket aztan egy kis hlivos szobaban forditottam
termdre. A termdtestképzéshez sziikséges kornyezeti feltételeket egyszerti technikakkal, a parasitast
egy haztartasi berendezéssel, a légcserét kis ventillatorral biztositottam.

A vizsgalatok célja az volt, hogy megallapitsam, melyek azok torzsek, amelyek a kontrol
HK35 ¢és HK44 torzsekhez viszonyitva azonos vagy jobb eredményeket mutatnak. A kisparcellas,
ivegekben végzett termesztések nem alkalmasak termésatlag szamitdsara, viszont kivaloan
vizsgalatara. Tehat ezekre a tulajdonsagokra végeztem a szelektalast. A kisparcellas vizsgalatok az
ismétlésekkel egyiitt 5-6 honapig tartottak, s végiil 5-8 torzset hagytam meg tovabbi termesztési

kisérletek céljabol.

22-23. abra Termesztési tesztek laboratériumi koriilmények kozott.

A kisparcellads termesztés szelekcidjat kovetéen a kivalasztott, igéretes tulajdonsagot mutatd
torzseket 10 literes steril szubsztratumra oltottam, és azokon termesztettem, mar lizemi

koriilmények kozott.
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24 abra Steril szubsztratumok atszovetése 25. abra Termesztés steril blokkokon.

Az Osszehasonlitoé termesztésikisérletekben mar nemcsak a térzs morfologiai tulajdonsagait lehet
elemezni, hanem a kontroll fajtdkhoz mérten megkaphatok a termésatlagok eredményei is. Ezekrol
természetesen messzemend kovetkeztetéseket levonni még nem szabad, de harom ismétlés utan mar
az adatok a végleges szelekcid alapjaul szolgéalhatnak. A vizsgalt 5-8 torzsbdl mar csak egyet vagy
maximum kettét valasztok ki, hogy a nagyiizemi szaporitdéanyag-gyartasban alkalmazzam, és a
felhasznaloknak értékesitsiik.

Miel6tt azonban ez megtorténne a cég milkddtetésében 1évd egzotikus gombakat termesztd és
fajtakisérletnek helyet ad6 gombafarmon is termesztésbe vonjuk, vizsgéalva a torzsek kornyezeti
hatasokkal szembeni tolerancidjat, érzékenységét.

Ezzel a tesztelési modszerrel az elmult években piaci értékesitésre alkalmassd tettiink tobb vj, a
tudomanyos munkdm eredményét képezd hibridet. Az elsd hibridjeim a HK 44 és H7, tovabba a
HK35 és G24 keresztezésével sziilettek. Az igy késziilt Korona 3-as vonalak, a Korona 4-es torzsek
2000-t61 keriiltek lizemi gyartasra, és természetesen kereskedelmi forgalomba.

A tovabbi években - 2000-t61-, egy a P.ostreatus.var.florida és egy hazai PoS5 torzs keresztezésébol
eldallitott fajtat kereszteztem egy OL. torzzsel.

Az igy kapott vonalak koziil egy torzs ment keresztiil a torzsszelekcids munkén, a Korona 312-es
hibrid, terméseredményei hatarozottan elkiilonitik a kontroll csoportoktol. A hibridet, a termesztési
tesztelésével parhuzamosan, vizsgalatoknak vetettem ala molekularis bioldgiai modszereknek,
annak érdekében, hogy a torzs PCR elkiilonitésének lehetdségét is megvizsgaljam. Ez azonban mar
jelen dolgozatnak nem lehet célja, hiszen egy markerkutatas akar 5-10 évet felolel6 munka is lehet,
jelenleg pedig a molekularis munka pillanatnyi allapotardl igyeksziink dsszefoglalast adni.

A torzs minden szempontbdl versenytdrsa lehet a HK35-6s hibridnek, ugyanakkor melegtiirése
szempontjabol meghaladja azt. Bar a 2006-0s év nyara nem volt idedlis a melegtiirés vizsgalata

szempontjabol, termesztési kisérleteink azt mutattak, hogy a Korona 312 egy igen igéretes hibrid.
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26-27. abra Nagyiizemi termesztési kisérletek.

A Korona 312 a termesztések soran hasonld termésatlagot produkalt, mint a HK35 és mas,
konkurens cégek hibridjei. A fajta termdcsokra tomor, vaskos, a termdtestek husa vastag. Szine
galambsziirke, homogén eloszlasu. A termétest kalapszéle vastag, kevésbé hajlamos a felhasadasra.
Sporajat viszonylag késon szorja, hasonlod idoben, mint a HK csalad tagjai, és szerencsére csak kis

mennyiségben. A torzs igéretes fajta, friss piaci értékesitésre alkalmas.

28. abra A Korona 312 hibrid vaskos termocsokra.
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Terméseredmények:

A kovetkezOkben néhany termesztési kisérlet eredményeit kdzlom diagramok segitségével. A
termésadatokat nagyiizemi technoldgiaval eldallitott szubsztratumon bedllitott, haromszori
ismétlésben végzett kisérletekbdl kaptam. Alapanyagdisitast nem végeztem, a daralt szalmat
xeroterm eljarassal hokezeltem. A termesztési kisérletek két hulldimanak eredményeit pontosan
adminisztraltam. A termés sulya mellett a termotestek szinét, fejlodésének intenzitasat, vastagsagat
jegyeztem fel.

A terméseredmények korreldcios analizisét elvégeztem, az azonos évszakban végzett
ismétlések értékei az 1-hez kozelitettek. Az egy éven beliili termesztési kisérletek korrelacios
vizsgalatanak a termesztési szubsztratum és a kdrnyezeti paraméterek nagy szorasa miatt nem
lattam értelmét.

1. diagram.

A termesztési kisérletekben részt vett uj hibridek és a kontroll fajtak termésatlagai
(széras=0,44)

z:’i' 2442 2443
| 24,24
o 242
X
S _ 24
25 238 237 2376
E, E 23,6 ——23,5—
54 234 23,36
E ("]
£ 232
i 23
22,8

HK35 Kor.3 357 480 Kor.312 HK44 Kor.4

Az oszlopdiagramon lathatd, hogy a Korona 3 ¢és 4 torzsek még elmaradnak termésatlagban a HK
csalad tagjaitdl. Ezek a torzsek nagyszamu termOtestetképesek kinevelni, viszont a husvastagsaguk,
a termdcsokor sulya elmarad a kontrollokhoz képest. A két torzsnél még dominalnak a
P.ostreatus.var.florida tulajdonsagai, ez leginkabb a kovetkez6 2. diagramon lathat6, ahol a Korona
4 még meleg termesztési koriilmények kozott igen magas termésatlagot produkalt.

A Korona 312 viszont mar a HK csalad két tagjahoz viszonyitva azonos mindségben ¢és
mennyiségben adott termést, elhagyva a Korona Fajtakutatdé Laboratorium két lizemi fajtajat, a 357
¢és 480 torzseket.

A kutat6 munkank legnagyobb eredményének ezt tartom.
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2. diagram

Termésatlagok 6sszehasonlitisa 24 °C-os termesztési koriilmények kozott
(haromszor ismételt kisérletek atlaga) (széras=3,30)

25, 225

20
15
10
5
0

HK35 Kor.4 Kor. 312 HK44 P.pulm.

Termésatlag (kg/100 kg
szubsztratum)

A 2. diagram a meleg, atlag 24 °C-os nappali levegéhdmérsékleten folytatott termesztési kisérletek
atlageredményeit mutatja be. Kontrollként Pleurotus pulmondarius vad torzset is bevontam, ez a faj
ugyanis jol viseli ezeket a koriilményeket, bizonyos orszagokban nagyiizemileg is folytatnak ezzel a
fajjal termelést. Lathatd, hogy a Korona 4 és 312 kiemelkedden jol szerepeltek, és ez alkalmassa

teheti a két fajtat a nyari nagyilizemi termesztésre.

A 3. diagram azt mutatja meg, hogy az 0j Korona 312 hibridnek nem marad el a HK35 kontroll
torzst6l a primordiumképzés idejében sem. A termesztok elvarjak, hogy az atszovodés gyors és
intenziv legyen, hogy a fertézéseket nagyobb valoszinliséggel elkeriilhessék. Az intenziv
alapanyag-atszovésre képes torzsek a harmadik hét végére elkezdik a termdtestek fejlesztését, igy a

betelepitést kovetd negyedik hétre az elsé hullamot méar szedni lehet.
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10

Terméatlag (kg/100 kg szubsztratum)

3. diagram.

Atermés idobeli eloszlasa a HK35, HK44 és a Korona 312 hibrideknél
(harom kisérlet atlaga) (sz6ras=3,03)

Ao
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/ 2 /\\ \ /‘\5 A 2!5 —4— Korona 312
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0—0— T T
nap1-4 nap5-8 nap 9- nap 13- nap 17- nap 21- nap 25- nap 29- nap 33- nap37- nap41- nap 45-
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

A terméciklus napokra bontva

4.2. MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL SEGITETT NEMESITESI MUNKA
EREDMENYEI

A vizsgalt laskagomba fajok RAPD mintazatainak vizsgéalata soran a kovetkezd primerek

hasznalata esetén talaltam differencialo band-eket:

OpA 11
OpA 15
OpA 17
OpA 01
OpA 4391
OpA 20

A mintak felvitelének sorrendje a kovetkezd volt:

- 1-0-30, egy francia gombacsira iizem fajtdja (1),

- Bu-La, roméniai gombacsira laboratoriumok gyakori fajtaja (2),

- GHK-35, az eredeti Gyurk¢ hibrid (3),
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- 357-1, a Korona Uzem fajtaja, gyakorlatilag HK szelekcio (4),
- P.ostreatus.var.florida vad torzs (5),

- Korona 312, gj hibrid (6),

- G24, Gyurko hibrid (7),

- Pol2, eurodpai vad torzs (8),

- HK44, Gyurké hibrid, nincs kereskedelmi forgalomban (9),

- OLI, olaszorszagi vad P. ostreatus (10),

- OL7 olaszorszagi vad P. ostreatus (11),

A RAPD analizis c€ljabol kivalasztott torzsek kozott nemcesak a sziildi torzseket, hanem konkurens
cégek szaporitdbanyagaibdl szarmazo fajtakat is vizsgaltam. Ez azért fontos, hogy a Korona 312
hibridet meg tudjam DNS-moédszer segitségével kiilonboztetni a konkurens cégek fajtaitol, és a

nemesitésben alkalmazott sziil6i és rokon torzsekhez vald viszonyt, eltérést is vizsgalni tudjam.
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OpA 11

10 11 M
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29. abra Az OpA 11 primerrel végzett RAPD-vizsgalat gélmintazata.

Kb. 1000 bp savot izoldltam, melyre tervezett primer varhatéan differencidl a
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24 ¢és a tobbi fajta kozott. Az izolalt band megtalalhaté a
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24 (5. 6., 7. sav) kivételével mindegyik fajtaban.

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

CTCNTATAGGGCGATTGGGCNaNaCGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGTGGCCGCGGGAATTCGATTCAATCGCCGTCGGAAGGGTT
ATCGTTGTTCACCGACGCGGCCATCGTTCCCCTTTCCCCAACCTAGACCCATGCACTATCGACTAATACCGAAGGCAGCCCTCTGTG
AAATTCAGCCCTGTCCTTGTGCCCATTACGACGGTTACCATCAAGAATTGCTTCTAGGGTGTCACGAGATATCATCTACCCATCAGTGC
TGGGAATTACTCACACAACTGGCAGACTTTCGCAGTGTCACGGTCGCCTCCGAACGCGATTGGTGATGTGGCGTCTGATATAACTAGT
CGAAACGACAGGCGGGGGCGCGCTGCAAGCACCCTTGCAATATTCCAGTTGTCCCATATCACGCTGGTGAGTACCCCCGTCAAAGT
AGGAGAAGTCAAACATTATTCATGTCGTATGAAGTCAATCATGAAAAGATGACTGCGGGAGTATCCTTCCACATCGCTTGAACACATC
TCGCAAAAGGGCCGTGAAAGGTCCGGGTCATTGCGAGTTGCAATGGTTCACAAACCAACGCGACTCGATTTGAGGCCCACCTACTGC
CGCAATGATGCATGTATAACTGATTGTATGCACTTCCTTCAAACCAATCGCAAACCGTGCTTCAGCTATCCCCATTTGCTTCGGTCCCG
CACACGCTCACATTGAACATATCCATGAGTGATTCACAACACGCCGTGTATGGGGTTNAAACTCTCAGTGAGTAGCTCTTCCATGCTG
CTTGATATCTTTACCTCGCTCGGATCNATTGNGTCTTACNAGAGGAGCNAGAANCCCGCCAAAATTNCTATCAANTTGTGAATAAACG
CCNCCATACTCGNGTATTCNAGNGATTTACCNC

OpAll

CAATCGCCGT-RAPD-PCR primere

Tervezett szekvenciak:
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F primer: 5>CCCTTTCCCCAACCTAGACCC 3’ 21nt Tm:68°C GC61% (40-60)
R primer: 5> TTGCAAGGGTGCTTGCAGCGC 3’ 21nt Tm:68°C GC61% (294-314)

275 nt termék
A PCR reakci6 eredménye 64°C-os anellalasi hdmérséklet mellett.

1 el st el 8 0. 1011 12 M

30. abra Az OpA 11 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban

Amint a gélelektroforézis eredményén is lathato, sajnos a tervezett primer nem differencial a
P.ostreatus.var.florida faj a Korona 312, G24 és a tobbi fajta kozott. Mivel azonban minden
torzsben megtalalhatdé a band, igy egy késobbi esetleges multiplex PCR vizsgalat soran

laskagomba-DNS jelenlétét vagy hidnyat lehet igazolni a primer segitségével a kérdéses mintaban.
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31. abra OpA 15 primerrel végzett RAPD-vizsgalat gélmintazata.

Kb. 2000 bp savot izolaltam, melyre tervezett primer varhatéan differencial a Po 12 és a tobbi fajta
kozott. Az izolalt band megtalalhatd az 6sszes fajtaban, kivéve a Po 12 vad laskatorzset ( 31.képen

a 52. sav).

A szekvenciaadatok €s tervezett primer:

GNTCGACTCCTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTTCCGAACCCTG
AAAGAGTGGACACAACTGGCTAGTGTGGTGCGTTCCATTCTTCTTGACAGGAAACACCGTAATGACTACCCCCTTCTCAGCTCCATC
GTGAGGAATAGGATTTATCTATGGCGACGGATGGTCGGCAGCTTCGCTTTACCAAAGGCACCGTAACGTGTATCTATGTATGAGTCTC
GATTTCATATTCGGAGGTTTTGTAGTCTGTAGACCAACGTCTGTGTCGAGAGGATGATGTCGATCCTCCGAGAACATCTTCTAGCTC
ATTGTATGTTTGATTTATTAAACCGGGATAGACTAATTCCACCGTATCAGAAGAGATAGCCAAAACCTCGTGGATTATGGTCGAGATT
TCAAAAAACGACATTCGGCGTGCGGAAGAACTAATCGCCCATCGAGCCACCTCCCAGGAACTCAAATCGTTCGCACAGATTGTTGCA
CATGGGACAGGGGTTCCAACCACAGGAATTTCGAATAGCGGCGTGAATGTAAGGACGATAAGCGCAGCCTGGTTGTCTGCAAGTTTC
TCTCAATGCCTGCAAAGAAAGTGCTTATCGGTTTTGGCGTTGACGTCGACGCCGTGGCCGGCTGGTGAGTGGCTTTCTACCTTGTCTTG
TTCACGATTGACGCTTGACAGGCTAGGTTCCTATGGAGGTGAANACTCCCCATTANATATCTCGCGGGTATGTGGATTCTTGTCCCCGG
TACNAATGGGTCTGANGATCNCTGNANGGAATGNTTGCAGGCNAAATCGGCCCNCCCCGATTATGAACTGTCCGAAAAAATCCATNC
NAACAATTGGTTCATCCTGGNANCCNTGTTATCCGGNCC

OpA 15

TTCCGAACCC

Tervezett primerek:

F primer: 5>GGACACAACTGGCTAGTGTGG 3’ 21nt Tm:66°C GC57% (10-30)
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R primer: 5’>CGGAGGATCGACATCATCCTC 3° 2Int Tm:66°C GC57% (227-247)

Termék: 238 nt

A PCR reakci6é eredménye 64°C-os anellalasi hdmérséklet mellett.

32. abra Az OpA 15 primerrel végzett RAPD-analizis differencialé savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban

A tervezett primer differencidl a Po 12 és a tobbi fajta kdzott, mivel minden torzs esetében a kivant

méretben detektalhato savok lathatok, kivéve a vadon begylijtott torzset a 8. savban.
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OpA 17
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33. abra Az OpA17 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata.

Kb. 600 bp-os savot izoldltam, melyre tervezett primer varhatéan differencidl a
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24 ¢és a tobbi fajta kozott. Az izolalt band megtalalhat6 a
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24 (27. 28. 29. sav) fajtakban.

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

CGCTCCTATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGACCGCTTGTATCCGAC
TGATCTGTTGCAGGATCAGGTAACTGATTACTGGCACACCCGTGCATCAAAATACCATTGGCTTCTGCACGGGACATGCACGAGACG
AATGCATTGTGAGTTATCCGACCAATGACCAGTTACTAGTAAACGCTTGCGTTATCCACCCCTAGCAGAACTCTATGGCAAAGATATC
TTTAGCCAGATGGACTTAAAAGAGAAGTGTCTTCATTTCGGTTCCAAGAACTCAACAGCAATCCTAAATAGTTCAAATTAGAACAT
GCTGTCATGATGGAATCAGCCTGAAAACGGGCCAGATGACCTTGCTTTGAGAGAGTAAAACTGAAGGGTGTGATAAATTAAAGGAGA
GCAATTGATGGCAAAGGGTATGTATATAGTGCGGCATGATTGATCAATTATCGGTATTACGCCGGAGCCAGCTTCCGCTCGCTATATC
GGGAGGGCATTGGTGAGTAGAAATCCCAACGTAGATGACGCAaGGAAGTACTCACCCACTGGCATTACCTAGCAGGTCTTCAAACTTG
TAACGTAGATTATTCATCTTGTCTACAAGCGGTCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCA
ACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCNCCTAAATAGCTNGGCGTATCATGGTCATAGCTGNTTCCTGNGNGAATTGTT
ATCCGCTCNCAATTCCCCNNACATACNAGCCGNAACATAAAGTGNAAGCCTGGGGNGCCTANNGAGNGACCTACTCCNTTTATTGGG
TNGCCCTCCTGCCCNCT

OpA 17

GACCGCTTGT RAPD-PCR primere

Tervezett primerek:
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F primer: S>CAGGATCAGGTAACTGATTAC 3’ 21nt Tm:60°C GC42% (18-38)
R primer: 5> GAACCGAAATGAAGACACTTC 3’ 21nt Tm:60°C GC42% (206-226)

209 nt termék

A PCR reakci6 eredménye 64°C-os anellalasi hdmérséklet mellett.

34.abra Az OpA 17 primerrel végzett RAPD-analizis differencial6 savjaira tervezett primerek

tesztelése PCR-reakcioban

A primertervezés eredménye sikeres volt, ugyanis az izolalt differencial6é savok szekvenciaadataira
tervezett primerek a kivant mérettartomanyban differencidltak a kdvetkezok szerint. Az amplikonok

megfigyelhetdk a P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24 fajtakban, mig a tobbi hibridben nem.
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35. abra. OpA17 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintizata, amelybdl egy tijabb

differencial6 savot izolaltunk (nyillal jelzett band)

Kb. 750 bp savot izolaltam, melyre tervezett primer varhatdan differencial a P.ostreatus.var.florida,
Korona 312, G24, Pol2, HK44 ¢és a tobbi fajta kozott. Az izoldlt band megtaldlhaté a
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24, Po12, HK44 (27., 28., 29., 30., 31. sav) fajtdkban.

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

NGACTCNTATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGACCGCTTGTCGACAA
CTTGCTGGAGTTTTGGAAGTCAGGCGTCTTTTATACCCGAGCTTGTAACCACCCCCAAGGCGTTTTGGTTCGGATAGCTCTGGTGCCTG
TGGTTTGCGACCTTCCCGCAGCATGCCAGGTTTCTGGCTTTGGAGCCTACCAGTCTAGCCATGACTGTCATGACTGCCTTCATACTCTG
GAAGATATGGAGAATGTGGACCCTCAGTCGTTTGTCAGCAGAGATAGACGACACCACATGTATCTTGCCGAGTCTTGGCGTGACGC
CATGGACGAAATCACTCAGGAACACCTATATTCTAAATCCCATATTCGGTGGTCTGAACTCCTTCGCCTCCCTTACTGGGATCCCACGA
AGTTCGTCGTCATTGATTCAATGCACTGTTTTTATCTTGGTCTCCTACATCGACACTGCCGGAAAGTCTGGGGCATGGATGTCAAATT
TGCGGATGGAGAAGGCATCACGTTTGATAAGCACAAGAAGGCTCCTTCTGAAGAGGGGATGGTCGTAGCTAGGCAAGTTCTAAATAC
TGGCAGTGACAAGGATTTGCAAGCTCTCCGCGTCAACGTGATAAGTGAACTCTGCAAGGAACTCGGCCTCCGCTTCGCCCTCANACTC
ACTCACAAGCGGTCAATCACTANTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAAANCTCCAACGCGTTGGATGCATAGCTG
GANTATCTATANGGCCCCTAAANANCTNGGCGTANCATGGNCANANCTGTTTCCNGGGGNAATNGTTANCGCTCAAATTCCCAAAAA
AANAANCCG

OpA 17

GACCGCTTGT RAPD-PCR primere
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Tervezett primerek:

F primer: 5>CTTGCCGAGTCTTGGCGTGAC 3’ 21nt Tm:68°C GC61% (248-268)
R primer: 5>CCCAGACTTTCCGGCAGTGTC 3° 21nt Tm:68°C GC61% (411-431)

152 nt termék

1, 2o 4 b e IR B 30 17, 12 M

36. abra. Az OpA 17 primerrel végzett RAPD-analizis Gjabb differencialé savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban
A tervezett primerek optimalis eredményt adtak. A kivant méretben kaptam savokat, melyek

képesek elkiiloniteni a P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24, Pol2, HK44 torzseket a tobbi
fajtatol.
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OpA 4391

37. abra. Az OpA4391 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

Kb. 1800 bp savot izolaltam, melyre tervezett primer varhatéan differencial a G24, Po12, HK44 ¢és
a tobbi fajta kozott. Az izoldlt band megtaldlhaté a 1-0-30, Bu-La, GHK 35, K 357-1,
P.ostreatus.var.florida, Korona 312, HK44 (34 - 39.) fajtdkban.

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

NNNNNTATAGGGCGAATTGGGCCCgACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCTGACTCATGATAAATA
AGCTGTATACATAGCAAAACATCTTTAAAAGATAGTGTTAAGAGCCACACTCGCAGGGGGCTCAGGATACGCGGACCCGCGGGTGCC
CAGTTCCACGTAGACGCGTGGGGGAAACGGGGGGAGCGAGGACGTACAGGCTTGGCTTCAGCTACTGGCTGCGCCTCCCACACTCT
TGCGTGCCCTGTATTTCCAGGAGGAGTCCTACGCGGGTACCGAGGGTACTGGTGGAGGCGATGTAAGGGGACACTCCTATTTTCTCCT
ATTCCCCTGTCCCTCTCCCTTCCTCCTTCGTTTCCTTTCTCCCTTCCTTCATCCCATGGTCTATTATCTACATTCCCTTCATTCCCTTTCCT
TCCCTCTCGCCCCCTTACCTTTCCGCTTCCCTTCCGTTCACTCCCTTCGCATCCGAGCCCCGTCCGGTGACTCCGAAGTCTTCCCGCAC
TTCGGACTCGCCTCAGACTCGCTCGGACACTTCGGACTCGTAGATACACTTCGGGGCTCGTCCGGGCTACCTCTATCCTCCTTTCTCAC
TTCATTACTCCTTGTCCCCACTTCCCCAGGTCGCTGGCACGACTCCTGTACATTCCCCTTCCACTTCATTATCACATGCCCCCTCGTACC
TTGTGATATTCGTTTGTACCTGTGGCTGGTGTACTGTANAGTTACCCTTCATTCCTCCACGCTACTANAGTANATACTTCGCTTCCTAGC
AGGGAAAACCTTATCTGGTCTCTTGGAATCCCCCCTGCTAGGNGAACAGCTCTCTCANGTATGCAN

OpA 4391

CTGACTCATG — RAPD-PCR primere

Tervezett primerek:

F primer: 5>GTGCCCAGTTCCACGTAGAC 3’ 20nt Tm:64°C GC60% (90-109)
R primer: 5’CGGGAAGACTTCGGAGTCAC 3’ 20nt Tm:64°C GC60% (427-446)
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359 nt termék

e, b

38. abra. Az OpA 4391 primerrel végzett RAPD-analizis differencialé savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban

A tervezett primer képes volt a 1-0-30, Bu-La, GHK 35, K 357-1, P.ostreatus.var.florida, Korona
312, valamint a G24, Po12, HK44, OL 1 és OL7 torzsek kozott a kivant mérettartomanyban

differencialni.
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OpA 01

R

39. abra. Az OpA01 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

Univerzalis, azaz minden torzsben meglévé band-et kivantam izolalni, egy késébbi Multiplex-PCR
alkalmazas esetére, amelyben a laskagomba DNS kontrollként szerepelhet. A band-et 1500 kb

mérettartomanybol izolaltam.

TGTTCGCTCCTATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCAGGCCCTTCCAA
GCCACAAGCATCGACGCACGTCGGCACATTGAATCAGAAATCTATACGGCATGATGCCGCTACCTCAACTTCAAACTCGGAACAGA
ATGAGAGCTACCTCGATCGCCGGAAAGACCTACAAAAGCGCATTGCAGGCATTGAGTCGGAGATCCAGTCCTACGACGAGGAGCTGC
GGAAGATCCAAGACGTGCGGGCGCTAAGGATGCGGGAAAAGGGGGACTTAGAGAATCAGCTCGAGGCGCTGAGACAGCAGAATATC
TTTGGAGTCGGTGGAAATCCTCAAGGTAAGTATTCGTATTCTCTGGGCCCTAAGGTGGAGGGCCTTTCACATTCAAGCCACGTTCTT
CCTCGCGTCCATCAGGAAAGGGGAAGCAGCTGCTGAAGGGTGTACTCGACTATGGATCTGATGATTTCCAATGGGTGCCGCAGCTAA
AGACGAAGTTGCAGAAAGTGTTCGGGATACAGAATTTCCGGTTATGCCAACAAGGGTACGTACCTCCTCCATCCCTTTCTCTCACGAC
GACAGCCCTTGAATGTAAAGTCAATGAGAACAGTGCCTGCAACGCGAATGTTGACGGCCGANATGTTGTCTGTATCATGCCTACCGGC
GGCGGCAAGTCGTTGACATACCAACTGNCCGCCCTCCTCATAACNGGATGCACGATCGTAATCTCCCCGCTCATANCGCTGATATGGA
CNAGTGCNTCATCTACNCGAAGCCGGNGGNGANTCCCTGCNTCCGTTTGGGNTCCGATCCNANTTNGANCCAANCNTANNCNAAC

OpA 01

CAGGCCCTTC RAPD-PCR primere

Tervezett primerek:

F primer: 5’GCCGCTACCTCAACTTCAAAC 3’ 21nt Tm:64°C GC52% (59-79)
R primer: 5’ GCTTGAATGTGAAAGGCCCTC 3’ 21nt Tm:64°C GC52% (320-340)
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282 nt termék

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

1 a2 3 Aae S50 6 TR 9 10 11 12 M

40.abra. Az OpA 01 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban

Az Osszes laskagomba torzsre, hibridre tervezett primerek a tervezett mérettartomanyban pozitiv

reakciot adtak. E primer késdbbi multiplex PCR soran hasznalhato.
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OpA 20

Kb. 800 bp savot izolaltam, melyre tervezett primer varhatéoan differencial a Korona 312 és a tobbi

fajta kozott. Az izolalt band megtalalhat6 az 6sszes fajtaban, kivéve a Korona 312-ben (50. sav).

41.abra. Az OpA20 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

CNNTCNTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGTTGCGATCCTCCAAC
CACCAGCCTATACTAGTGTCTACTCCAGAACACGGTTCGCTAAGTGATATGATCTATGTATGTGACGTTCCCAATCTCGGTCAACCT
ATCTGACGAGCTACACTTTCAGTTCACTGTCGGGGACGGCATCGTTATAGGCTCCAGTACAGATCTTGGCATTGCTGGTAACGGCACC
GCGTCGGCAGCAGTCAATACACAAGATAGTTCACAGTCTTCATTGACGCCTGATCCTAAAGTGGTTTCAGTAGCCTCTGCAAGTGCAG
GACAAACCCCCTTCCAAGGTAGGAATATAGTACATGCGCGCATCGTACAATCCTCATCGTTCGTGCAGGACCCACTGGGCCACCGACC
TCTTCAGACAACTTCATTAACTACTGCCTATCGCTACAGAACACACCACTCACAAATGGCGGAATCGTCCCATCTAGTTCATGCAAT
CCCGTCCCAATGGGCGTCTTACCAGATATGGCGTTGATGCCATCTTCAAAGTTCATAAATCCTAAGAATGGGGACAATATCCTTGCTC
GCAAGGCGTTCACCATCTCGCTCGCCATTCGTAATTTCCAAACAGGTTCGCTAGCGAATCCCCAGAAGAGTTACCTTGCTGCACCACA
ACANGTGAATGCTCAAGGGTTGATANTCGGACACGCCAAGGTCGTTATCGAAGCGCTTACAGGGTTCAACCAGACAACACCACTGNA
CCCTACGAAGTTCGCGTTCTNCGAGCATATGGGATCGCAACAATCACTANTGAATTCNCGGCCGCCTGCAGGTCNAC

OpA 20

GTTGCGATCC RAPD-PCR primere

Tervezett primerek:

F primer: 5>GCCTATACTAGTGTCTACTCC 3° 21nt Tm:62°C GC47% (12-32)
R primer: S’GGATTGCATGAACTAGATGGG 3’ 21nt Tm:62°C GC47% (426-446)
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435 nt termék

A szekvenciaadatok és tervezett primer:

42.abra. Az OpA 20 primerrel végzett RAPD-analizis differencialé savjaira tervezett

primerek tesztelése PCR-reakcioban

A Korona 312-es fajta nem ad bandet, szemben a tobbi hibriddel. Ezzel a primerrel el lehet

kiiloniteni az 0j és a korabbi torzseket, nemesitési alapanyagokat.

A molekularis biolégiai vizsgalatok eredményeinek osszefoglalasa:

A molekularis biologiai vizsgalataim eredményeképpen elmondhatd, hogy az altalam
keresztezésekkel eldallitott és termesztési kisérletekben is vizsgalt Korona 312-es hibridet, valamint
mas hazai nemesiték altal eldallitott laskagomba hibridektdl sikeriilt elkiiloniteni a RAPD-PCR
differencialdo band-jeire tervezett primerekkel. Az OpAll, OpAl5 dekamerek RAPD-PCR-ben
tortén0 hasznalata esetén differenciald bandeket talaltam, azonban a klonozasi, szekvenalasi,
primertervezési munka eredményeként tesztelt sajat primerekkel a fajtak kozott nem tudtam
differencidlni. Az OpAO1 primer esetében a konkrét cél az volt, hogy ne differencidljon a primer a
kiilonboz6 laskagomba hibridek kozott, igy azt a munka folyomanyaként széba keriilé multiplex
PCR-ben lehet folhasznélni. Ezt, mint ,,univerzalis” primerpart sikeriilt eldallitani, ugyanis a dsszes
hibridben a kivant mérettartomanyban visszakaptam a tervezett amplikont.

Az OpA 17-es dekamer hasznalata esetén két differenciald savot sikeriilt izoldlnom. Az
egyik sav szekvenciaadataira tervezett primerekkel a vizsgéalatba bevont laskatorzseket két csoportra
lehetett bontani. A koOvetkezd torzsek, hibridek esetében volt megfigyelhetd az amplikonok

jelenléte: P.ostreatus.var.florida, G24, valamint a nemesitett, ij Korona 312. Ezek azt bizonyitjak,
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hogy a Korona 312 hibridben dominélnak a P.ostreatus.var.florida tulajdonséagai, hiszen ezeknél az
egyik sziilo torzs a ,, florida,,volt.

Az OpA 17 egy masik differencidldo savjabol egy masik primert terveztem, melynek
segitségével szintén két csoportra lehetett osztani a torzseket, hibrideket. A kovetkezdkben volt
megfigyelheté a PCR termék: P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24, Po12, HK44.

Az OpA 4391 dekamerrel bedllitott RAPD-PCR-bdl szarmazd tervezett primerekkel 6
fajtanal volt megfigyelhetd az amplikon jelenléte, igy szintén két csoportra voltak bonthatdéak a
kisérletbe bevont laskagomba-torzsek. A termék a kovetkezd templatok hasznalata esetén volt
megfigyelhet6: 1-0-30, Bu-La, GHK35, K357-1, P.ostreatus.var.florida és Korona 312.

Az OpA 20 random primer hasznalataval tudtam azt elérni, hogy a sajat nemesitésii Korona 312
esetében nem volt kb. 800 bp-nal amplikon, szemben a tobbi torzzsel. Varakozasom az lett volna,
hogy a Korona 312 esetében kapjak egy differencialé band-et, és a tobbi torzs esetében nem. Kb 40
random primer RAPD-PCR soran torténd tesztelésével sem tudtam ezt a célt elérni, azonban ugy
gondolom, hogy az amplikon hidnya a sajat tervezésii primerrel hasonldan jo eredmény a fajta-
elkiilonitési  vizsgalatokban. Ennek megfelelden a sajat primerekkel beallitott PCR
eredményeképpen az Gsszes hibrid esetében megfigyelhetd volt az amplikonok jelenléte, kivéve a
Korona 312 0j hibridet. Ezzel a primerparral sikeriilt elkiiloniteni az altalam termesztési
kisérletekben is bizonyitottan jol szerepld uj laskagomba hibridet a tobbi hibridtél. Ez a molekularis

biologiai munka egyik legjelentdsebb eredménye.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A kutatasi munkam soran 7 sziildi térzsel dolgoztam. Az ilyen kevésnek mondhato fajtabol
eléallitott hibridek morfoldgiai variabilitdisa nagyon szembetlind volt, feltehetéen tovabbi vad
torzsek bevondsaval még nagyobb valtozatossagnak lehettiink volna vizsgéaloi. Munkam
eredményeibdl és a tapasztalataimbol azt a kovetkeztetést tudom levonni, hogy bar nagyon
aprolékos és hosszu ideig tarté munkaval, de lehetdségiink lenne a valtozo piaci igények kielégitése
céljabol specidlis hibrideket eldallitani. Ehhez azonban célszeriinek latom, egy az Agaricus
Resource Program-hoz hasonld génbankot Ilétrehozni, és az ott felgyiilemlett, genetikailag,
morfologiailag valtozatos vad térzsekkel folytatni a nemesitd munkat.

A Korona Gombacsira Uzem vezetéjeként, gyakran szembesiilok olyan termesztéi
igényekkel, amelyeket a piac atalakuldsa teremt. Az eurdpai piac és gombaipar atalakuloban van.
Olyan orszagokban emelkedik a gombafogyasztas, mint példdul Romania és Bulgaria, ahol egy
évtizeddel ezelott még gyakorlatilag nem is volt mikodOképes dgazat. Mara a szupermarketek
hatasara novekedik a mindségi gomba ¢és a fajtavalaszték iranti igény, és ez a folyamat a
laskagomba szempontjabol is érezhetd. Sokasodnak azok a fogyasztdi megkeresések, amikor is az
egyebként kozismerten galambsziirke laskagombanal a barna szint keresik, de el6fordult az is, hogy
kifejezetten konzerviizemi feldolgozasra kerestek apro termdtesteket produkalni képes, bétermd,
melegtlird fajtakat. A laskagomba termesztés sulypontja érezhetden attevddik keletebbre, Ukrajnaba
¢s Romanidba. Az ottani termesztOk még hijjan vannak a korszerli termesztési eszkdzoknek, mint
példaul klimatechnika, szamitogépes vezérlés stb. Ezzel szemben mennyiséget és mindséget
egyarant megtermelni akar6 vallalkozokkal allunk szemben, akiknek igyekezni kell kielégiteni
igényeiket.

Mindezeket figyelembe véve elmondhatom, hogy érdemes folytatni a nemesité munkat,
kiegészitve tjabb vad torzsekkel, esetleg Gjabb olasz és spanyol, illetve észak-amerikai torzsekkel

kiegészitva a sziiloi fajtakat.

A molekularis biologiai munka eredményeibdl a kovetkezd kovetkeztetéseket tudom
levonni. Termeszthetd ,,nagygombakkal kapcsolatos” fajta-elkiilonitési vizsgalatok hazankban
kordbban nem folytak, igy azzal, hogy sikeriilt egy gombaipari vallalkozasnak egy molekularis
biologiai laboratoriumot és egy molekularis fajta-elkiilonitéssel foglalkozd kutatocsoportot
létrehozni, ez mind komoly eldérelépésnek szamit. A mikologiai kutatds és a gombaipari
tevékenység egyre szorosabb Osszefonddasa kovetkezményeként egyre komolyabb eredményekre

szamithatunk, mind a kutatas, mind a gombaipar teriiletén.
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A kutatohelylinkon, ahol a laskagomba nemesitéssel kapcsolatos munkankat megkezdtiik, korabban
nem rendelkeztiink PCR laboratériummal. Az elmult évek soran, fejlesztéseink eredményeképpen
sikeriilt létrehoznunk egy PCR vizsgalatokra €piild molekuldris biologiai laboratériumot, amelyben
meg tudtuk kezdeni a klasszikus nemesitési modszerek eredményeképpen eldallitott hibridek DNS
alapil vizsgalatat. Mindezt abbol a célbol végeztiikk, hogy torzseinket, hibridjeinket egyértelmii
morfoldgiai, élettani markerek hianydban molekularis alapon, PCR modszerrel viszonylag konnyen
el tudjuk kiiloniteni. A fajta-elkiilonitési tevékenység mindenképpen tovabbi kutatast, molekularis
markerek utani intenziv munkat igényel. A disszertdciomban szerepld molekularis moédszerek

tovabbi, hasonl6 jellegli kutatdsi munkak alapjaul szolgéalhatnak.
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OSSZEFOGLALAS

A laskagomba termesztés terjedésével mind a termesztdk, mind a fogyasztok részérdl

egyre ujabb igények jelentkeztek az elmult tiz évben. Gazdasagi szempontbol elonyds, ha a
laskagombafajta kdrnyezeti igényei egyszert berendezésekkel olcson kielégithetdk, és az évszakos
valtozasoktdl fliggetleniil folyamatosan, egész éven at termeszthetd.

A megoldast abban latom, ha a fajtavélasztékot ugy bovitjiik, hogy a termesztd a termesztési
feltételeknek €s a piaci igényeknek minél inkabb a megfeleld fajtat valaszthassa ki.
Kutatdsi munkam soran 6 célkitlizésem volt, hogy vad laskagomba torzsek és a jelenleg is hasznalt
piaci hibridek bevonasaval 1), kedvezd termesztési tulajdonsagokkal rendelkezd, nagyilizemi szinten
is termeszthetd laskagomba hibrideket allitsak eld.
Nemesitd6 munkam soran felhasznaltam a Gyurkd Pal altal nemesitett hibrideket, illetve az azok
eldéallitasanal alkalmazott modszerekkel igyekeztem 1) torzseket eldallitani. A nemesitésbe
bevontam tobb ujonnan begylijtott vad P.ostreatus torzset is.
Evente tobb szaz keresztezést végeztem el 7 sziildi torzs bevondsaval. Az 0j hibridek koziil
szelektalt torzseket laboratériumi és termesztési koriilmények kozott teszteltem, tovabb
szelektaltam. Evente 2-3 vonalat nagyiizemi termesztésbe vontunk, tobb ezer liter szaporitoanyagot
értekesitettiink a KORONA cégcsoporton beliilre és kiviilre. A III. fejezetben k6zolt modszerekkel
évente tobb szaz hibridet allitottunk eld. Ezeket kezdetben kisparcellas kisérletekben szelektaltam.
A kisparcellas termesztéseket livegekben végeztem, steril alapanyagon. A vizsgalatok célja az volt,
hogy megallapitsuk, melyek azok térzsek, amelyek a kontrol HK35 ¢s HK44 torzsekhez viszonyitva
azonos vagy jobb eredményeket mutatnak. A kisparcellds, livegekben végzett termesztések nem
alkalmasak termésatlag szamitdsdra, viszont kivaléan alkalmazhatéak a primordiumképzés
ismétlésekkel egyiitt 5-6 honapig tartottak, s végiil 5-8 torzset hagytunk meg tovabbi termesztési
kisérletek céljabol.
A kisparcellas termesztés szelekcidjat kovetden a kivalasztott, igéretes tulajdonsagot mutatd
torzseket 10 literes steril szubsztratumra oltottuk, €s azokon termesztettiik, mar tizemi kortiilmények
kozott.
Az Osszehasonlitd termesztésikisérletekben mar nemcsak a térzs morfologiai tulajdonsagait lehet
elemezni, hanem a kontroll fajtdkhoz mérten megkaphatdk a termésatlagok eredményei is. Ezekrol
természetesen messzemend kovetkeztetéseket levonni még nem szabad, de harom ismétlés utan mar
az adatok a végleges szelekcio alapjdul szolgéalhatnak. A vizsgalt 5-8 torzsbol mar csak egyet vagy
maximum kett6t valasztunk ki, hogy a nagyiizemi szaporitdanyag-gyartdsban alkalmazzuk, és a

felhasznaldknak értékesitsuk.
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Miel6tt azonban ez megtorténne a cég mitkodtetésében 1évd egzotikus gombakat termesztd €s
fajtakisérletnek helyet adé gombafarmon is termesztésbe vontuk, vizsgélva a torzsek kdrnyezeti
hatdsokkal szembeni toleranciajat, érzékenyseégét.
Ezzel a tesztelési mddszerrel az elmult években piaci értékesitésre alkalmassé tettiink tobb uj, a
tudomanyos munkdm eredményét képezd hibridet. Az elsd hibridjeim a HK 44 és H7, tovabba a
HK35 és G24 keresztezésével sziilettek. Az igy késziilt Korona 3-as vonalak, a Korona 4-es torzsek
2000-t61 kertiltek tizemi gyartasra, és természetesen kereskedelmi forgalomba.
A tovabbi években - 2000-t61-, egy a P.ostreatus.var.florida és egy hazai PoS5 torzs keresztezésébol
eléallitott fajtat kereszteztem egy OL. torzzsel.

Az igy kapott vonalak koziil egy torzs ment keresztiil a torzsszelekcios munkéan, a Korona
312-es hibrid, terméseredményei hatarozottan elkiilonitik a kontroll csoportoktdl. A hibridet, a
termesztési tesztelésével parhuzamosan, vizsgalatoknak vetettem ald molekularis biologiai

modszereknek, annak érdekében, hogy a torzs PCR elkiilonitésének lehetdségét is megvizsgaljuk.

Az 1999-t61 folytatott kutatd6 munkdm harom nagy eredményét tudom megfogalmazni €s
kézzelfoghatoan a tudomanyos élet szerepldi elé tarni.

Eldszor is véghezvittink egy 8 éve tartd nemesitd munkat, melynek tobb iizemileg
szaporitott és kereskedekmi forgalomba kertilt hibrid volt az eredménye, kozottiikk a Korona 312-re
keresztelt 1) laskagomba hibrid. Ez a hibrid a termesztési kisérletek soran bizonyitotta, hogy
termésmennyiségében €s a termés mindségében egyarant a HK35 hibrid piaci konkurense, esetleg
azt felvalto utoda lehet.

Masodsorban sikeriilt a klasszikus nemesité6 modszereket alkalmazva, azokat tokéletesitve
kidolgozni, egy a Kutatdé Laboratériumunkban gyakorolt nemesitési protokolt, amelyet tudomasom
szerint eddig ilyen részletességgel nem irtak le.

Harmadsorban pedig kidolgoztam egy torzsfenntartd technoldgiat, amely az igen intenziv
novekedésti xilofag gombak fenntartasara olyan eredményességgel sikeriilt alkalmazni, hogy az
biztossa tette azok kolcségtakarékos ¢és hosszii ideig tartd fenntartdsat. Alkalmaztam ¢és
tokéletesitettem a hagyomanyos fenntarté technikdkat, de 1) tapasztalatokat szereztem a
krioprezervalasi technologia gyakorlasaban is.

Nem utolsé sorban nagy eredménynek érzem a DNS laboratoriumunk megépitését,
felszerelését €s annak beinditdsat, mint termeld szaporitdanyag ilizem, az orszadgban elséként és
ezidaig is egyediilalloan.

A molekularis biologiai vizsgalataim eredményeképpen elmondhatd, hogy az altalam
keresztezésekkel eldallitott és termesztési kisérletekben is vizsgalt Korona 312-es hibridet, valamint

mas hazai nemesitok altal eldallitott laskagomba hibridektdl sikeriilt elkiilonitenem a RAPD-PCR

111



differencidld band-jeire tervezett primerekkel. Az OpAll, OpAlS5 dekamerek RAPD-PCR-ben
torténd hasznalata esetén differenciald bandeket talaltam, azonban a klonozasi, szekvenalasi,
primertervezési munka eredményeként tesztelt sajat primerekkel a fajtak kozott nem tudtam
differencidlni. Az OpAO1 primer esetében a konkrét cél az volt, hogy ne differencidljon a primer a
kiilonboz6 laskagomba hibridek kozott, igy azt a munka folyoméanyaként szoba keriilé multiplex
PCR-ben lehet folhasznalni. Ezt, mint ,univerzalis” primerpart sikeriilt eldallitani, ugyanis az
Osszes hibridben a kivant mérettartomanyban visszakaptam a tervezett amplikont.

Az OpA 17-es dekamer hasznalata esetén két differenciald savot sikeriilt izolalni. Az egyik
sav szekvenciaadataira tervezett primerekkel a vizsgalatba bevont laskatorzseket két csoportra
lehetett bontani. A kdvetkezo torzsek, hibridek esetében figyelhettiik meg az amplikonok jelenlétét:
P.ostreatus.var.florida, G24, valamint az altalunk nemesitett Korona 312. Ezek azt bizonyitjak,
hogy a Korona 312 hibridben dominalnak a P.ostreatus.var.florida tulajdonsagai, hiszen ezeknél az
egyik szilo torzs a P.ostreatus.var.florida volt.

Az OpA 17 egy masik differencidld savjabol egy masik primert terveztem, melynek
segitségével szintén két csoportra lehetett osztani a torzseket, hibrideket. A kovetkezOkben volt
megfigyelhetd a PCR termék: P.ostreatus.var.florida, Korona 312, G24, Po12, HK44.

Az OpA 4391 dekamerrel bedllitott RAPD-PCR-bdl szarmazd tervezett primerekkel 6
fajtanal volt megfigyelhetd az amplikon jelenléte, igy szintén két csoportra voltak bonthatéak a
kisérletbe bevont laskagomba-torzsek. A termék a kovetkezd templatok haszndlata esetén volt
megfigyelhetd: 1-0-30, Bu-La, GHK35, K357-1, P.ostreatus.var.florida és Korona 312.

Az OpA 20 random primer hasznalataval tudtam azt elérni, hogy a sajat nemesitésti Korona 312
esetében nem volt kb. 800 bp-nal amplikon, szemben a tobbi torzzsel. Természetesen az lett volna a
megfeleldbb, ha a Korona 312 esetében kaptam volna a differencialé band-et, és a tobbi torzs
esetében nem. Kb 40 random primer RAPD-PCR soran torténd tesztelésével sem tudtam ezt a célt
elérni, azonban ugy gondolom, hogy az amplikon hidnya a sajat tervezésli primerrel hasonloan jo
eredmény a fajta-elkiilonitési vizsgalatokban. Ennek megfelelden a sajat primerekkel beallitott PCR
eredményeképpen az Gsszes hibrid esetében megfigyelhetd volt az amplikonok jelenléte, kivéve a
Korona 312 1j hibridet. Ezzel a primerparral sikeriilt elkiilonitenem az altalam termesztési
kisérletekben is bizonyitottan jol szerepld 0j laskagomba hibridet a tobbi hibridtél. Ez a molekularis

bioldgiai munka egyik legjelentdsebb eredménye.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEIM OSSZEFOGLALASA

1. Nemesitési munkam soran kinemesitettiik a Korona 312 nevl hibridet, amely igen
igéretes fajta mind mennyiségi, mind mindségi szempontbal.
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2. Jelen dolgozatban publikdltam eldszor a laskagomba nemesitést segitd molekularis
modszer els6 hazai alkalmazasanak eredményeit.

3. A molekuléris biologiai moddszerek koziil a RAPD-PCR technikit eredményesen
alkalmaztam 10j laskagomba fajtak nemesitése soran.

4. Az OpA 20 primerrel végzett RAPD-vizsgidlat eredményeként egyes fajtakat
szétvalaszto bandeket talaltam.

5. Kidolgoztam egy 1) torzsfenntartd technologiat intenziv ndvekedést xilofag gombak

hosszl ideig tart6 tarolasara.

Bizom benne, hogy a DNS technologidk alkalmazasaval felgyorsul, és hatékonyabba valik a
nemesité munka, és ezzel Gjra bekeriilhetnek magyar kutatok a nemzetkodzi élvonalba.
Fontosnak érzem a kutatdsok, elsdésorban a molekuldris markerek fejlesztésével kapcsolatos
vizsgalatok folytatasat, annal is inkabb, mert a jovoben véarhatdan ezen egységek segitségével lehet
jogilag levédeni ¢és megvédeni a hibrideket. Tudomasom szerint a briisszeli térvényhozok
dolgoznak a szabdlyozasok ¢és fajtavédelmek jogi hatterének a kidolgozasan. Az életbelépésig még
sok munka var rank, hogy ne szoruljunk ki a nemzetkdzi piacrdl, ne tudjdk korlatozni a

tevékenységiinket a genetikai alapanyagaink védetlensége okan.

113



SUMMARY

As growing oyster mushroom has become widespread in the last ten years, both growers and
consumers have set up new claims.From economical point of view it is advisable that oyster
mushroom be produced in a cheap way using simple equipment and the production of it be
continuous, all-year long and independent on changing weather conditions.

I thought it would be important to increase the number of strains in such way that growers

could choose the most suitable strain when growing conditions and market claims are concerned
In my research my main goal was that using wild oyster species and currently used hybrids we
could produce new hybrids having favourable growing characters and being productive in farm.
During my breeding work I used Gyurko-hybrids and also his methods while producing new
strains.] also used some newly collected wild Pleurotus ostreatus strains.
I made hundreds of crossing yearly using seven parents. The chosen strains of the new hybrids were
tested and selected both in laboratory and during cultivation. We started cultivating 2-3 different
strains a year in plants and we sold thousands of liters of spawn inside and outside KORONA
Mushroom Union.

I can state and publicize three main results of my research work:

First of all we did an eight-year long breeding work which resulted in some new hybrids for
cultivation among them a new oyster hybrid named KORONA 312.This hybrid proved to be able to
rival HK35 hybrid both in quantity and quality and later HK35 might be substituted by our new
strain.

Secondly, having applied and improved old classical breeding methods we managed to work out a
new breeding protocol used in our research laboratory, which has not been desribed in such detailed
way yet.

Last but not least I feel it a great result that we managed to set up, equip and start our DNA
laboratory as the first and only spawn factory in the country. I hope the application of the new DNA
technologies will result in quicker and more effective breeding work and it will help Hungarian
researchers play significant role in the development of oyster mushroom cultivation in the world
again.

In my opinion, it is very important that research to develop molecular markers should

continue as in future hybrids will be able to be saved and patented with the help of these items.
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MELLEKLETEK

M2.: TABLAZATOK ES ABRAK JEGYZEKE

Tablazatok:
11.oldal:
12. oldal:

19. oldal:

24. oldal:

36. oldal:
37.oldal:
54.oldal:
61.oldal:

Abrak:

51.oldal:
51.oldal:
52.0ldal:
52.0ldal:
53.oldal:
62.0ldal:
63.o0ldal:

64.oldal:
66.0ldal:

70.0ldal:
85.0ldal:
86.0ldal:

1. tablazat: Intersterilitasi csoportok osszefoglalasa

2. tablazat: A Pleurotus nemzetség ,intersteril csoportjai” és foldrajzi
elterjedései

3. tablazat: Laskagomba fajok fontosabb tipanyagainak egyszeriisitett,
osszefoglalo tablazata

4. tablazat: Nyershamu-, nyersfehérje- és nyerszsir-tartalom alakulasa a
Pleurotus ostreatus termdotesteinek kalapjaban és tonkjében (minden adat a
szarazanyag %-aban)

5. tablazat: Bipolaris heterotallizmus

6. tablazat: Tetrapolaris heterotallizmus

7. sz. tablazat: A keresztezéseknél alkalmazott sziiloi torzsek osszefoglalasa

8. sz. tablazat: A genotipusok lehetséges megoszlasa tipikus bifaktorialis

heterotallikus bazidiomicéteszeknél (mint pl. a laskagomba).

1-2. abra: A H7-es fajta termesztési kisérletei
3-4.abra: A G24-es fajta termesztési kisérletei
5-6. abra: A HK hibridek termesztési kisérletei
7-8. abra: Vad Pleurotus ostreatus var. europae torzsek termesztési kisérletei
9-10.abra: A vad Pleurotus ostreatus var. florida termesztési kisérletei
11-12. abra Valédi kompatibilitas
13-14. abra Teljes inkompabilitas;
15-16. abra Az A faktor azonossaga esetén jelentkez6 hemikompatibilitas
17-18. abra A B faktor azonossaga esetén jelentkezé hemikompatibilitas
19. abra. A természetes faanyagon torténo fenntartas két tipusa
20. abra Atszovetett gabonaszemek, agardarabok és falapkak krioprezervalasa
21. abra. A csatok ellendrzése mikroszkoppal
22-23. abra Termesztési tesztek laboratoriumi koriilmények kozott

24. abra Steril szubsztratumok atszovetése
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25. abra Termesztés steril blokkokon

26-27. abra Nagyiizemi termesztési kisérletek

28. abra A Korona 312 hibrid vaskos termécsokra

29. abra Az OpA 11 primerrel végzett RAPD-vizsgalat gélmintazata

30. abra Az OpA 11 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira
tervezett primerek tesztelése PCR-reakcioban

31. abra OpA 15 primerrel végzett RAPD-vizsgalat gélmintazata

32. abra Az OpA 15 primerrel végzett RAPD-analizis differencialé savjaira
tervezett primerek tesztelése PCR-reakcioban

33. abra Az OpA17 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

34.abra Az OpA 17 primerrel végzett RAPD-analizis differencialéo savjaira
tervezett primerek tesztelése PCR-reakciéban

35. abra. OpA17 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata, amelybél egy
ujabb differencialo savot izolaltunk (nyillal jelzett band)

36. abra. Az OpA 17 primerrel végzett RAPD-analizis ujabb differencialé
savjaira tervezett primerek tesztelése PCR-reakcioban

37. abra. Az OpA4391 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

38. abra. Az OpA 4391 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira
tervezett primerek tesztelése PCR-reakciéban

39. abra. Az OpA01 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

40.abra. Az OpA 01 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira
tervezett primerek tesztelése PCR-reakcioban

41.abra. Az OpA20 primerrel végzett RAPD-analizis gélmintazata

42.abra. Az OpA 20 primerrel végzett RAPD-analizis differencialo savjaira

tervezett primerek tesztelése PCR-reakcioban
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