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A dolgozatban hasznalt roviditések jegyzéke:

ATCC: American Type Culture Collection

atp9: ATP szintetaz 9. alegységének génje

cob: apocitokrém b génje

DNS: dezoxiribonukleinsav

kbp: kilébazispar

MU: metilumbelliferon

mtDNS: mitokondrialis DNS

ndhs: NADH-dehidrogenaz 5. alegységének génje
OTC-az: ornitin-karbamoil transzferaz

ral: nagy riboszomalis alegység RNS-ének génje
RNS: ribonukleinsav

rns: kis riboszémalis alegység RNS-ének génje

TIR szekvencia: terminal inverted repeat (végalid helyzeti,
forditott sorrendben megismételt) szekvencia

tRNS: transzfer (szallité) RNS

UVv: ultraibolya fény
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1. Bevezetés

I. BEVEZETES

Bar a mikroorganizmusok mindennapi életben val6 alkalmazasanak gyakorlata hosszu
évszazadokra nyulik vissza, a molekularis bioldgia fejlodése csak az utdbbi évtizedekben tette
lehetové biologiai és genetikai tulajdonsagaik alaposabb megismerését, képességeik genetikai
médositassal valo kiterjesztését, melyek hatasara felhasznalasuk mértéke robbanasszeri
novekedésnek indult.

A mezbgazdasagi és ipari szempontbol egyarant jelentés mikroorganzimusok kozé
tartoznak a Trichoderma fonalasgomba nemzetség tagjai. Gyakorlati felhasznaldsukat
tekintve, kiemelkedd novénypatogén gombdkkal szembeni antagonista képességiik. Tobb
izolatummal végeztek szant6foldi vizsgalatokat, melyek soran megfigyelték, hogy csékkent a
megbetegedett novények szama, a betegség intenzitdsa, s ennek megfeleléen novekedett a
terméshozam. E tulajdonsagukkal a kornyezetet és az emberi egészséget egyarant
veszélyeztetd kémiai n‘tivényvédelem alternativdjat nyujtjak. Mezbgazdasagban torténd
4gyakorlati felhasznalasukra mar tobbféle Trichoderma tartalmi készitmény kaphato a
kereskedelemben. Ipari szempontbdl extracellularis enzimtermeld képességiiket vizsgaljak
illetve hasznositjak, kiilonos tekintettel cellulaz és xilanaz enzimrendszereikre.

A valtozatos mezdgazdasagi kornyezethez, ipari elvarasokhoz legjobban illeszkedd
Trichoderma torzsek izolalasa és nemesitése, az antagonista képességeknek és extracellularis
enzimek termelddésének vizsgalata, a rokonsagi viszonyok tisztazdsa, valamint a
torzsazonositasra alkalmas markerek kutatdsa napjainkban is folyik. E témakhoz kapcsolodik
kutatocsoportunk munkaja, melynek soran célul tiiztiik ki:

- torzsek izolalasat, sajat torzsallomany létrehozasat,

- a torzsek extracellularis enzimei termelodésének és in vitro antagonista képességeiknek
vizsgalatat,

- az extracelluldris enzimtermelés €s az antagonista képességek UV mutagenezissel torténd
fejlesztését,

- transzformaciés rendszerek kiépitését, a heteroldog génexpresszio, és az idegen DNS

beépiilésének tanulmanyozasat,
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- a mitokondrialis DNS szervezddésének vizsgalatat, valamint
- a mitokondriumban altalunk felfedezett plazmid fizikai térképezését és funkcionalis

elemzését.
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II. ELMELETI HATTER

I1.1. A Trichoderma nemzetség altalanos jellemzése

Rendszertan. A Trichoderma nemzetség tagjai mikroszkdpikus fonalasgombak, melyek
teleomorf alakjai az Ascomycota térzs Euascomycetes osztdlya Pyrenomycetes alosztalyanak
Hypocreales rendjébe, a Hypocreaceae csaladba tartoznak. Heterotallikusak, a szexualis
folyamathoz két parosodasi tipus sziikséges. Anamorfjaikat, melyeknél az ivaros szakasz
hianyzik, korabban a Deuteromycota torzs Hyphomycetes osztalyaba, ujabban a fent emlitett
Hypocreaceae csaladon beliil elkiilonitett mitospéras Hypocreaceae egységbe soroljak (a
Nemzetkozi Biotechnolégiai Informéaciés Kozpont rendszertani honlapja: http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Taxonomy/tax.html). A nemzetségbe tartoz6é fajok elsé atfogd, morfoldgiai
bélyegeken alapuld rendszerét Rifai (1969) dolgozta ki, aki a fajok morfoldgiai variabilitasa,
két faj k6zott atmenetet képezd formak sora, valamit kiilonb6z6 Hypocrea fajok Trichoderma
alakjainak egymashoz hasonlé morfolégiai megjelenése miatt a hatarozasban fajcsoportok
hasznalatat javasolta. Azdta a rendszeren tobb finomitast eszkozoltek, de a fajok elkiilonitése
¢és rokonsagi viszonyaik pontos feltérképezése még tovabbra is folyamatban van. Tekintve
hogy e'dolgozatban leirt munkak nem rendszertani jellegliek, és a nemzetkozi folydiratokban
elfogadott a kozleményekben szerepld Trichoderma térzsek Rifai (1969) rendszere szerint
torténo besorolasa, a térzsek meghatarozasanal ezt a hatarozokulcsot alkalmaztuk.

Morfolégiai jellemzés (Rifai, 1969; Bissett, 1984). A Trichoderma nemzetségbe tartozé
torzsek rendszerint gyors ndvekedéstiek, telepeik zold, fehér vagy barnas sziniiek. A telepek
felszine kezdetben sima, késobb a kiemelkedd légmicéliumoktdl és konidiumtartoktol
egyenetlenné valik. Harantfalakkal tagolt, szintelen fonalaikon gyakori az elagazddas. Kitart6-
illetve szaporitoképleteik a végallo, vagy kozbiilsd helyzetii sejtekbdl képz6do klamidosporak,
valamint az erdsen eldgazé konidiumtartok végén elhelyezkedd fialidok altal lefiizott
konidiosporak, melyek szintelenek, sargaszéldek vagy zoldek lehetnek. A morfologiai alapu

fajmeghatérozés a fonalak elagazddasainak gyakorisdga és elhelyezkedése, a klamidosporak
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képzodésének viszonyai, a konidiumtartdk szervezodése, valamint a konidiumok szine, alakja
¢s felszinének mintazata alapjan torténik.
A genetikai médositas lehetéségei. Mivel a szexualis ciklus a legtobb Trichoderma fajnal
hianyzik, és ahol mégis megfigyeltek ivaros szaporodast, laboratériumi koriilmények kozott
nem, vagy nehezen volt reprodukalhatd, genetikai osszefliggések vizsgalatdra, megvaltozott
tulajdonsagu torzsek eldallitasara a klasszikus rekombinans nyerési mechanizmusok helyett a
mutagenezist, a protoplasztfuziot €s a transzformacidt alkalmazzak. A mutagenezisnél, illetve
a gombak paraszexudlis ciklusa soran bekovetkezé rekombinacios eseményeket kihasznéld
protoplasztfizional a véletlen igen nagy szerepet jatszik az utédok tulajdonsigainak
kialakitasaban, igy az egyes gének transzformacioval torténd Dbejuttatdsa lényegesen
egyszerlibbé teszi vizsgalatukat illetve a célzott torzsatalakitasokat. A szabadfoldi felhasznalas
céljabol végzett torzsatalakitadsoknal azonban mindenképpen figyelembe kell venni, az idegen
DNS-t tartalmazo torzsek alkalmazasat korlatozo jogszabalyokat.
Jelentdség. A Trichoderma nemzetség tagjainak 6kologiai jelent6ségét az adja, hogy csaknem
minden, szerves anyagot tartalmazd talajban és természetes élohelyen megtaldlhatoak, és az
€10 szervezetek hulladékanyagainak lebontdsaval résztvesznek a biogén elemek
korforgalmaban. Gyakorlati szempontbdl neviik sokszor meriil fel névénypatogén gombakkal
szembeni antagonizmusuk révén, de igen jelentds celluléz bontd képességiik is. A T. reesei
olyan enzimkomplexet termel, mely még a kristalyos allapotban levd cellulozt is képes
lebontani gliikézig (Kubicek, 1992). Ez a tulajdonsaga felhasznalhaté celluléz tartalmu
anyagok hasznositasara, példaul fermentalhaté cukrok szalma és fa hulladékbdl torténd
eloallitasara (Zayed €s Meyer, 1996), a cukorrépa feldolgozasabol szarmazé melléktermékek
allati takarmanyozasban val6 felhasznalasara (Nigam, 1994), de alkalmazhaté a papiriparban
is, fapépek fehéritésére (Buchert és mtsai, 1994). Ipari méretekben termeltetett xilanazait
felhasznéljék az élelmiszer-, és a papiripar, valamint a takarmanyozas teriiletén (Haltrich és
mtsai, 1996). Molekularis bioldgiai kutatisokban a Trichoderma enzimeket tartalmazé
Novozyme 234 készitményt protoplasztok eldallitasara alkalmazzak.

Mindezek mellett a Trichoderma torzsek karokozasardl is jelentek meg kézlemények.

Bar a Trichoderma nemzetség tagjai az emberi egészségre altalaban veszélytelenek,
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‘legyengﬁlt immunredszer(i, szervatiiltetésen atesett emberek esetében mar figyeltek meg
halalos kimenetell fertozéseket, melyeket 7richoderma longibrachiatum illetve Trichoderma
pseudokoningii torzsek okoztak (Gautheret és mtsai, 1995a, 1995b; Richter és mtsai, 1999).
Ezen kivill az étkezési gombak termesztésével foglalkozéd gazdalkodok szamoltak be,
elsdsorban csiperke gombakat tdmadd, z6ld penész okozta betegségrol, ami a legtobb esetben

Trichoderma torzseknek volt tulajdonithaté (Castle és mtsai, 1998; Mumpuni €s mtsai, 1998).
I1.2. Trichoderma torzsek alkalmazasa a novényvédelemben

Az els6 in vitro és szabadfoldi kisérletek 6ta nagy szamban jelentek €s jelennek meg
kozlemények a Trichoderma torzsek novénypatogén gombakkal szembeni hatékony
antagonizmusarol. A kisérletek eredményeirdl idonként Osszefoglalé munkak késziilnek
(Papavizas, 1985; Sivan és Chet, 1992; Lumsden, 1992), de folyamatosan jelennek meg az vj
cikkek' is (Chambers és Scott 1995; Naar és Kecskés 1995; Carver és mtsai, 1996; Kok és
mtsai, 1996; Tattar €s mtsai, 1996; Grondona és mtsai, 1997; Bailey és Gilligan 1997,
Abraham és Gupta, 1998; Das és mtsai, 1998; Antal és mtsai, 1999a), melyekbdl kitlinik hogy
(a teljesség igénye nélkiil) Armillaria mellea, Corticium rolfsii, Cryphonectria parasitica,
Cytospora rubescens, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Helminthosporium sativum, Macrophomina phaseolina, Phymatotrichum omnivorum,
Phytophthora cinnamomi, Phytophthora citricola, Pythium aphanidermatum, Phytium
ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia trifoliorum, Sclerotium
cepivorum, Sclerotium delphinii, Sclerotium rolfsii, Stereum purpureum, Typhula incarnata,
Ustilago hordei és Verticillium dahlia patogén gombaék altal parazitalt borsé, burgonya, buza,
cukorrépa, dohanypalanta, gesztenyefa, goérogdinnye, gyapot, hagyma, kukorica, 0szi érpa,
Oszibarackfa, padlizsan, paradicsom, retek, sargadinnye, szamoca, szegfli, szilvafa és uborka
ndvények megbetegedésének mértékét csokkentették sikeresen az alkalmazott Trichoderma
torzsek. Az antagonizmus vizsgalatokban a Trichoderma hamatum, T. harzianum és T. viride
fajcsoportba tartozé toérzsek bizonyultak leghatékonyabbnak, de 7. koningii, T. polysporum és

T. pseudokoningii torzsekkel is folytak sikeres kisérletek. Egy ideje mar a kereskedelemben is
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megjelentek 7Trichoderma tartalmi készitmények, mint példaul a Bio-Fungus, Binab T,
RootSﬁield, T-22G, T-22 Planter Box, Bio-Trek, Promote, Supresivit, Trichodex, Trichopel,
Trichoject, Trichodowels, Trichoseal, és a Trichoderma 2000 (a Beltsville Mezdgazdasagi

Kutaté K6zpont honlapja: http://www.barc.usda.gov/psi/bpdl/bpdlprod/bioprod.html).

Az antagonizmus hatasmechanizmusa. A Trichoderma torzsek mas gombakkal szembeni
antagonizmusanak tobb eleme kiilonboztetheté meg (Papavizas, 1985; Sivan és Chet, 1992).
Szamos izolatum esetében figyelték meg antibiotikumok termelését, melyek novekedésiikben
gatoltak illetve elpusztitottak az arra érzékeny torzseket. Extracelluldris enzimeik segitségével
a Trichoderma torzsek résztvesznek az elhalt szerves anyagok lebontasaban, igy mint
iéplélék-konkurensek visszafogjak a fakultativ parazita gombak (pl. Rhizoctonia, Fusarium
fajok) terjeszkedését, illetve fas novények sériilt, elhald szoveteiben megtelepedve, védelmet
nyUjthatnak sebparazitdk okozta betegségekkel szemben. Végiil, az igazan hatékonynak
bizonyuld torzsek esetében, a mikoparazitizmus jelenségét is megfigyelték, mely t6bb részbdl
allo, osszetett folyamat. Elsé 1épésként a parazita torzs kémiai ingerek alapjan érzékeli a
megtamadasra alkalmas gomba jelenlétét, és ndvekedni kezd iranyaba. A talalkozast kévetoen
a célbavett gombafonal mellett hosszanti irdanyban kezd novekedni, vagy hifaival
tobbszorosen korécsavarodik, majd a megcélzott gomba sejtfalaban 1évo lektinek indukcids
hatdsdra megkezdodik a vékony szivohifak differencialédasa (Inbar és Chet, 1992).
Gombasejtfal-bonté enzimeivel részlegesen emészti a megcélzott hifat, majd a képzoédott
lyukon behatol, és éldozata belsejében novekedve hasznositja annak tipanyagait, ezzel
pusztuldsat okozva. Az extracellularis enzimek hatasat novelhetik az antagonista gomba altal
termelt antibiotikumok, a megtamadott gomba sejtfalépitd enzimeinek gatlasa révén (Lorito €s
mtsai, 1996).

A Trichoderma torzsek antagonizmusaban, gombasejtfal-bontd és spora-csirazas gatlo
aktivitdsuk révén, kiemelked6 szerepet jatszanak extracellularis B-1,3 glukanaz, kitindz és
proteindz enzimrendszereik (Sivan és Chet, 1989; Geremia €s mtsai, 1993; Lorito és mtsai,
1994; Elad és Kapat, 1999), melyek részletes tanulmanyozasaval kapcsolatban szdmtalan

publikacio jelent meg (Inbar és Chet, 1995; Haran és mtsai, 1996a; Benhamou és Chet, 1997;
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Vazquez-Garciduenas és mtsai, 1998; De La Cruz és Llobell, 1999; Soler és mtsai, 1999;
Zeilinger és mtsai, 1999). Emelkedett enzimszekréciot, megndvekedett antagonista
képességeket mutatd torzsek létrehozésara kiterjedt kutatasok folynak (Manczinger és mitsai,
1994; Meza és mtsai, 1995; Flores és mtsai, 1997; Giczey és mtsai, 1998; Carsolio és mtsai,

1999).

I1.3. Fonalasgombak transzformacioja

Moédszerek. Az idegen DNS célsejtbe juttatasanak nehézségei és igy technikai kivitelezése
eltérd a kiilonb6zo élolényekben. Fonalasgombakban a sejtfal jelenti a legnagyobb problémit.
Az elsé gomba-transzformalasrol beszamolo cikk 1973-ban jelent meg (Mishra és Tatum,
1973). Itt egy inozitolt igénylé Neurospora crassa mutanst transzformaltak a vad tipusd
torzsbol nyert DNS-sel. Ez a rendszer azonban nem volt alkalmas arra, hogy szélesebb kérben
elterjedjen, mivel a DNS felvételét a mutans torzs inozitol éheztetés hatasara fellazult sejfala
és -membranja tette lehetévé. Igazi attorést a sejtfaluktol megfosztott gombasejtek, a
protoplasztok alkalmazésa hozott. Elészor 1978-ban figyelték meg, hogy CaCly és PEG
jelenlétében az ily modon eldkészitett €lesztosejtek konnyebben fel tudjak venni a DNS-t
(Hinnen és mtsai, 1978). Ezutan egyre t6bb fajra irtak le protoplaszt-képzési technikékat.

A protoplasztalasi technika mellett torténtek erofeszitések a DNS sejtbe juttatdsa
alternativ médozatainak kifejlesztésére is (Fincham, 1989). Ilyenek példaul a nagy ozmotikus
nyomassal szemben érzékeny mutansok kialakitasa, a transzformalandé sejtek DNS és
iiveggyongy jelenlétében torténd erdteljes keverése, a DNS-t kozvetleniil a sejtmagba juttatd
mikroinjekcid, vagy DNS-sel bevont wolfram mikrolévedékek sejtbe 16vése. Ezek a technikak
azonban nem mutatkoztak eredményesebbnek, igy fonalasgombdk esetében mind a mai napig

a protoplasztok transzformacidja maradt az altalanosan alkalmazott mddszer.

Szelekcié (Fincham, 1989). A plazmidot felvett sejteknek, nem transzformans jellegii tarsaik
koziil valo kivélasztasdra, a plazmid altal hordozott gén expresszidjaval megnyilvanuld

tulajdonsdg nyuGjt lehetéséget. 1. Dominans szelekciés markerek esetében, megfeleld
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szelekcids taptalajon, csak a transzformans telepek képesek novekedésre. A géntermék vagy
valamilyen géatlo szerrel szemben nyujt rezisztenciat, vagy auxotrof torzsek anyagcsere-
utjanak'sériilt illetve hianyzé elemét potolja. 2. Vizualis szelekci6 esetén minden életképesen
maradt sejt telepet képez, azonban megfelelé koriilmények kozott a transzformacidval
bejuttatott gén expresszidja szemmel lathaté médon megvaltoztatja a transzformans telepek
megjelenését. 3. A kotranszformacios modszer, a szelekcids lehetoséget nem ny;jtd plazmidot
tartalmazo transzformansok kivalasztdsat konnyiti meg. Lényege, hogy a kiils6 DNS
felvételére csak a protoplasztok egy része képes, viszont ezekbe a folyamat sordn egyszerre
tobb molekula is bejuthat, ennek koszonhetden jo eséllyel fogjak mindkét féle plazmidot
hordozni. Igy ha a kérdéses plazmiddal egyiitt alkalmazunk egy masik, szelekciéra alkalmas
plazmidot, a masodik plazmidra nézve transzformans tulajdonsagu telepek kozott nagy

szamban lesznek az els6 plazmidot is tartalmazok.

A transzformansok stabilitisa. A transzformacidval sejtbe juttatott plazmidok kétféle

moédon maradhatnak fenn. Egyrészt tartalmazhatnak olyan szekvencia elemeket, melyek

gombdkban replikaciés origoként viselkedve biztositjdk a plazmidmolekuldk onallo
megsokszorozodasat, masrészt beépiilhetnek a genomba, s igy a sejt sajat DNS-ével egyilitt
késziilnek réluk az utodsejtekbe atkeriild6 masolatok.

1. Fonalasgombakban ©nallo replikalodasra képes plazmidok eldallitdsat kromoszémalis,
mitokondriélis és mitokondrialis plazmid eredetli szekvenciakbol is megkisérelték mar.

- Neurospora crassa genomjabdl szarmazoé fragmentek ugyan nyujtottak némi korlatozott
onallosagot a hordozé plazmidnak, azonban a vegetativ névekedés soran ez nem bizonyult
elegenddnek, és a viszonylag nagyra megnovo telepek végiil is elveszitették transzformans
jellegiiket (Buxton ¢és Radford, 1984). Aspergillus nidulans genomjabol ©nalléan
replikalodo szekvenciak keresése soran izolalt, a transzformacids gyakorisagot jelentdsen
emeld ansl szekvenciardl kideriilt, hogy hatasat éppen a beépiilés eldsegitésével fejti ki
(Ballance és Turner, 1985). A szintén Aspergillus nidulans génbankbol szdrmaz6 AMAI1
fragment amellett hogy jelentdsen megndvelte transzformécié gyakorisagat, a vegetativ

novekedés soran is képes volt autondm replikaciéval fennmaradni, bar a konidiumokba
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juté;a csak 35%-0s volt (Gems és mtsai, 1991). Ezt a szekvenciat azota sikeresen
alkalmaztak génklonozasra, A. niger-ben (Verdoes és mtsai, 1994).

- Bar Podospora anserina illetve Cephalosporium acremonium mitokondrialis DNS-€bol,
valamint Podospora anserina mitokondrialis plazmidjabol szarmazoé szekvenciat hordozo,
onallo replikalodasra képes plazmidokrol szintén jelentek meg kozlemények (Stahl és
mtsai, 1980; Stahl és mtsai, 1982; Tudzynski és Esser, 1982), tovabbi vizsgalatukrdl nincs
tudomasunk.

2. A gombasejtben replikaciora nem képes plazmidok sorsa kétféle lehet. Abban az esetben,
ha nem épiilnek be a gazdasejt genomjaba, szdmuk nem novekszik, igy az egyre tobb
sejtbol allo telep genetikai allomanyabdl "kihigulnak". Ekkor a transzformans toérzsek
novekedése szelektiv koriilmények kozott igen lassu, végiil ledll. Ezek az Ggynevezett
"abortiv" transzformansok. Abban az esetben, ha a homolégiat mutaté szekvenciaknal
beéplilnek a gazdasejt genomjaba, a transzforméns tobbnyire stabil lesz, bar a plazmid
kivagdédasaval vagy mutdciojaval ekkor is elveszhet a transzformans jelleg. A
plazmidbeépiilésnek gombakban négy tipusa kiilonithetd el (Fincham, 1989):

- Homoldg hozzédad6dd beépiilés: a genomban eléfordulé homoldg helyre beépiil az egész
plazmid. Ilyenkor a beépiilés helyén kétoldalt elhelyezkedd homolog szekvenciak
kozrefogjak a plazmid tobbi részét.

- Homoldg athelyezddés: a genomban eloforduld homolog helyre csak az a része épiil be a
plazmidnak, mely homologiat mutat vele.

- Szétszort beépiilés: a genomban taldlhaté rovid kis homoldg szakaszok hataséara, tobb
kiilonb6z6 helyen jon 1étre egyszerre a beépiilés.

- Tand'em ismételt beépiilés: tobb plazmid egység ugyanazon helyre torténd fej-farok
beépiilését jelenti. Ez a tipus kétféle modon johet létre. Lehetséges hogy a plazmid
egységek eldszor cirkularis oligomereket képeznek és csak ezutan épiilnek be, de egy

plazmid egység beépiilését is kovetheti tovabbiak homoldg integralodasa.
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I1. 4. A mitokondriumok altalanos jellemzése

Az oxidativ foszforilacio helyszinéiil szolgaldé mitokondriumok, a sejtek
citoplazmajaban elhelyezkedé gémb, ovalis vagy palcika alaku sejtorganellumok, melyek
nagysaga a néhany mikrométeres nagysagrendbe esik. Felépitésiikben két membran vesz részt,
egy sima felszinl kiilso, és egy redokkel, nyulvanyokkal er6sen tagolt bels6. Ez utébbiba
agyazodva taldljuk a l1égzési lanc négy enzimkomplexét, melyek a tapanyagokbdl szarmazd
elektronok athaladasakor elvégzik az ADP molekulak ATP-vé torténd foszforilacidjat. A
bels6 membran altal hatarolt félfolyékony matrix nyujt teret a mitokondrium sajat
fehérjeszintetizalo rendszerének, tRNS-eknek, a prokaridtakéhoz hasonlé riboszomainak,
valamint a mitokondridlis DNS-nek. Ezek léte megerésiti a mitokondriumok eredetére
felallitott endoszimbionta elméletet (Gray, 1989), mely egy 6si eukariota sejt altal egykoron
bekebelezett, majd azzal szimbiozist kialakité baktériumtol eredezteti e sejtorganellumokat.
Az idék folyaméan e baktériumbol, genetikai alloméanya nagy részének sejtmagba torténd
ataramlasaval és ezzel egyiitt oOnallosaganak csokkenésével alakult ki a ma ismert
sejtorganellum (Saccone, 1994), melynek DNS allomanya a felépitéséhez és miikodéséhez
sziikséges fehérjéknek mindossze 5%-at kodolja (Lloyd, 1974). Bar a nem sejtmaghoz koététt
Orokité anyag létezését mar 1949-ben kimutattak (Ephrussi és mtsai, 1949), a mitokondrialis

DNS felfedezése még tizenot évet varatott magara (Schatz és mtsai, 1964).

I1.4.1. Gombak mitokondrialis DNS-ének jellemzése

Az eukaridta szervezddést €l6lények mtDNS-ének nagysagat vizsgéalva, igen nagy
méretbeli kiilonbségekkel talalkozhatunk. A viszonylag kicsi allati (9-34 kbp) és a nagy
novényi (218-2400 kbp) genomok mellett koztes helyet foglal el a gombaké
(Schizosaccharomyces pombe: 17,6 kbp - Agaricus bitorquis: 175 kbp) (Hudspeth, 1992). A
méret azonban kisebb evolucios tavolsagok esetén, rokon fajokat 6sszehasonlitva is igen nagy
eltérést mutathat (Grossman és Hudspeth, 1985). A kozel azonos génkészlet ellenére

tapasztalhatd kiilonbségek okaként élesztégombakban elsésorban a gének kozott talalhato,
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AT-gazdag, nem kodolé szakaszok eltérd hosszisaga hozhato fel (Clark-Walker, 1992).
Ezeken a gének kozotti szakaszokon élesztogombakban és fonalasgombakban is
el6fordulhatnak fajra jellemzd, nagy GC siiriiségii szekvencia elemek (Ragnini és Fukuhara
1988; Weiller és mtsai, 1989; Koll és mtsai, 1996; Belcour és mtsai, 1997), melyeknek
szerepiik lehet a mitokondridlis genom atrendezodésében. A genomok méretében fellelhetd
kiilonbségek oka fonalasgombak esetében inkabb a géneket felszabdalo intronok szamaban
i(eresendé, melyekbol foleg az 1. tipusba tartozok jelenlétét mutattak ki, de Podospora
anserina mtDNS-ében II. tipusu intronokat is felfedeztek (Cummings €s mtsai, 1989a).

A mitokondrialis DNS alakjanak kérdésében megoszlik a kutatok véleménye. A gytirQ
formara restrikcios enzimekkel végzett emésztések eredményei és elektronmikroszkopos
megfigyelések utalnak, ugyanakkor a felfedezett "hairpin loop" szerkezetek (Dinouél és mtsai,
1993), illetve tandem elrendezddésii TIR szekvencidk (Nosek és mtsai, 1995) a nyitott format
valészintsitik. A két allaspont kozotti ellentmondast oldhatja fel az az elmélet, mely szerint a
nyitott alakiit mtDNS molekulak atmeneti gytrtis forman keresztiil sokszorozodnak meg, s igy
alakjuk a replikéacid szakaszainak megfelelden valtozhat (Bendich, 1993).

A mtDNS éltal hordozott gének, az egyenlére még ismeretlen szerepli leolvasési
kereteken (URF - unidentified reading frame) tul, harom f6 csoportba sorolhat6ak.

1. A mitokondriumok sajat fehérjeszintetizalé rendszerének elemei:
- kis és nagy riboszomalis alegység RNS-ének génjei
- rit;oszémék felépitésében résztvevo egyes fehérjék génjei
- transzfer RNS-ek génjei
2. A mitokondriumok miikdésével, az energiatermeléssel kapcsolatos fehérjék génjei:
a) az elektrontranszportlanc elemei:
- NADH dehidrogenaz alegységek génjei
- apocitokrom b génje
- citokrém c-oxidaz alegységek génjei
b) az oxidativ foszforilacidoban résztvevo fehérjék génjei:
- ATP szintetaz alegységeinek génjei

3. A gének intronjaiban talalhato nyitott leolvasasi keretek altal kodolt fehérjék génjei:
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- endonukleazok (I. tipust intronok)

- reverz transzkriptazok (II. tipust intronok)
I1.5 Fonalasgombak mitokondrialis plazmidjainak altalanos jellemzése.

Plazmidokat eloszor baktériumokban fedeztek fel az Gtvenes évek végén (Smith
1985), késobb novényekben és gombakban is kimutattdk hasonlé molekuldk jelenlétét. A
gombak vilagan beliil vizsgalédva, szembetiind kiilonbségek figyelhetdk meg az
élesztogombadk €s a fonalasgombak plazmidjai kozott. Mig az elobbiekben citoplazmatikus és
sejtmagi elhelyezkedésti plazmidokat talalhatunk, fonalasgombakban mitokondriumhoz
kototten fordulnak eld e genetikai elemek (Griffiths, 1995).

A fonalasgombéak plazmidjainak eredetérol kevés bizonyitott adat all a kutatok
rendelkezésére. Egyes plazmidokat a mtDNS-bol kivagodott defektiv szekvencidk alkotnak,
melyek felsokszorozodva €s a mtDNS miikodését elnyomva mutans fenotipust hoznak 1étre
(Griffiths, 1992). Ezek koziil legismertebbek az Aspergillus amstelodami és a Podospora
anserina gyors Oregedést kivalté szeneszcencia plazmidjai (Stahl és mtsai, 1978; Lazarus és
mtsai, 1980). A "valdédi" plazmidok genetikai anyaga azonban nem a mtDNS-bdl szarmazik.
Az eukariota él6lények kialakulasanak endoszimbidzisos elmélete felveti annak a lehetdségét,
hogy a valddi mitokondrialis plazmidok e sejtorganellum 6seként szolgald baktérium fagjai
lehettek' (Griffiths, 1995).

A mitokondrialis plazmidok alakjukat tekintve nyitottak vagy gytriibe zartak. A
legalaposabban vizsgalt Neurospora fajokban mindkét forma megtaldlhat6. A nyitott tipust
képviseld kalilo (N. intermedia) és maranhar (N. crassa; Court és mtsai, 1991) plazmidok
felépitésére altalanosan jellemz6 a kiilonbozd hosszisdgi TIR szekvencidk, valamint az '
végiikhoz kotott fehérje molekulak jelenléte (Vierula és mtsai, 1990). Ez utobbit primerként
hasznalva, adenovirusokhoz (Sakaguchi, 1990) és a ¢29 faghoz (Salas és mtsai, 1978)
hasonl6éan torténhet sokszorozodasuk (Kempken és mtsai, 1989). A TIR szekvencidk
teriiletérol indulva két, egymassal szemben futd, atfedést6l mentes nyitott leolvasasi keretet

talalhatunk, melyek virus tipusi DNS polimerazt illetve bakteriofagok és élesztok RNS
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polimerazahoz hasonl6é fehérjéket kodolhatnak (Chan és mtsai, 1991; Court és Bertrand
1992), és bizonyitottan atirddnak (Court és Bertrand, 1993; Vickery és Griffiths, 1993). A két
nyitott leolvasasi keret kozott elhelyezkedd szakasz megléte szintén jellemzo, szerepe
r;,lzonban még nem tisztazott.

A gylri alaku Neurospora plazmidokrol teljes hosszusagi RNS masolat képzodik,
melyrdl a Mauriceville plazmid (V. crassa; Collins és mtsai, 1981) esetében megallapitottak,
hogy RNS polimeraz altal 1étrehozott, egységnyi hosszusdgunal nagyobb masolat megfeleld
méretre vagasaval jon létre (Kennell és mtsai, 1994). Ez a plazmid, és a vele kozeli
rokonsagban all6 Varkud plazmid (N. intermedia; Akins és mtsai, 1988) az altaluk kodolt
reverz transzkriptaz segitségével sokszorozodnak meg. Részletes vizsgalatuk intronokkal és
virusokkal valo rokonsagot tart fel. A kutatdsi eredmények alapjan e plazmidok reverz
transzkripcios 1épésen keresztiil a mtDNS-be beépiilni képes, mozgékony intronok is lehetnek
(Lambowitz, 1989). A Mauriceville plazmidot tartalmazd szeneszcens torzsek, melyek
mtDNS-iik hidnyai vagy plazmid eredeti tobbletei mellett, 5’ végiikkel mitokondrialis tRNS-
sel kapcsolodott plazmidmolekulakat tartalmaztak, bizonyitottak a mtDNS-be RNS
koztiterméken keresztiil torténd beépiilést (Akins és mtsai, 1986; 1989). A Mauriceville
plazmi;fl reverz transzkriptdza, mely 3’ végén tRNS-szerii, "loherelevél" alaku szerkezetet
hordoz, mas reverz transzkriptazokkal ellentétben tRNS primer nélkiil is képes DNS-t
létrehozni (Kuiper és Lambowitz, 1988), ekkor az utolsé eldtti nukleotidrél indul a szintézis
(Kennel és mtsai, 1994; Wang és Lambowitz, 1993). Az enzim tovabbi vizsgalata kimutatta,
hogy in vitro korilmények kozott rovid, nem komplementer DNS primereket is fel tud
hasznalni miik6déséhez (Wang és mtsai, 1992). Wang és Lambowitz (1993) elmélete szerint a
mai DNS polimerazok az RNS vilag, 3’ végi ""l6herelevél" szerkezetet felismerd, RNS mésold
enzimeibol alakultak ki, a Mauriceville tipushoz hasonld reverz transzkriptdzokon keresztiil,
melyek egyben a t6bbi reverz transzkriptaz evoluciods elofutaranak is tekinthetok. A szintén
gyﬁrﬁ alaku LaBelle (N. intermedia; Stohl és mtsai, 1982) plazmid nyitott leolvasasi kerete
hat helyen mutat hasonlésagot élesztok sejtmagban kodolt RNS polimerazaval, hét helyen
reverz transzkriptazokkal, és csak harom helyen DNS polimerazokkal, ennek ellenére nem

reverz transzkriptaz aktivitds, hanem DNS polimeraz aktivitds volt kothetd a plazmid
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jelenlétéhez (Schulte és Lambowitz, 1991). Bar ezek alapjan vonzd lenne ezt az enzimet a
reverz transzkriptizok és a DNS polimerazok ko6zotti evolucié hidnyz6 lancszemének
tekinteni, mindez még nem kelléen megalapozott (Griffiths, 1995).

Egyes nyitott és gytrlibe zart DNS plazmidok RNS és DNS polimerazanak illetve
reverz transzkriptdzanak virusok hasonlé aktivitisi enzimeivel kozos tulajdonsidgai a DNS
plazmidok viralis leszarmazasanak elméletét tamasztjak ald. Ez torténhetett tobb 6st6l, ekkor
az egyes plazmidok nyitott leolvasasi keretei kozott aminosav szinten megfigyelhet6
hasonlésagot, mely DNS szinten tobb esetben hiadnyzik, a mitokondriumon beliili sajatos
életformahoz valé alkalmazkodéas eredményezhette. Elképzelhetd azonban az egy kozos Ostol
szarmazas is, ekkor a plazmidok kozott fennalld nagyfoka kiilonbségek létrejohettek az
evolicid sordn, a gazdaszervezetekhez vald alkalmazkodas eredményeképpen is. Ebben az
esetben rokonsagi kapcsolataik a hordozdik koézti rokonsagi kapcsolatokat tiikrozik (Rohe és
mtsai, 1992).

A valédi mitokondridlis plazmidok gazdasejtre gyakorolt hatdsa még nagyrészt
felderitetlen teriilet, s csupdn néhany esetben nyert megallapitast. Neurospora fajok nyitott
kalilo és maranhar plazmidjainak gyakori mtDNS-be épiilése (Griffiths és mtsai, 1986),
valamint gy(ri alaki Mauriceville plazmidjanak esetenkénti mtDNS-sel torténd
rekombinacidja (Akins €s mtsai, 1986) gyors oregedést eredményez. Ezzel éppen ellentétes
hatast a Podospora anserina pAL2-1 plazmidja, mely meghosszabbitja a hordoz6 torzs életét
(Hermanns €s mtsai, 1994). A jaromsporas Absidia glauca esetében a pozitiv parosodasi
tipusu torzsek sejtjeinek felszinéhez egy plazmid altal kddolt fehérje kotodik, mig az
ellentétes parosodasi tipusuak sejtjeibol a fehérje is és a plazmid is hianyzik (Hanfler és mtsai,
1992). A legtébb plazmid azonban nem befolyasolja megfigyelhetd médon a novekedés
sebességét, mintazatat, igy bioldgiai szerepiik egyenlore tisztazatlan (Griffiths, 1995).

Szamos kutaté foglalkozik e természetes gombaplazmidok szekvencidinak
vizsgélataval, mely egyrészt elérehaladast nyujt az intronok eredetének felkutatdsaban
(Nargang és mtsai, 1984; Griffiths, 1995), masfelol e szekvencidk felhasznalasa reményt
adhat olyan vektorok készitésére, melyek 06nallo replikacidos képességgel rendelkeznek

fonalasgombakban (Tudzynski €s Esser, 1985).
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK
IIL1. Alkalmazott torzsek és tenyésztési koriilményeik

Trichoderma torzsek:

- A 20°C-on végzett vizsgalatoknal alkalmazott térzsek az Asotthalmi Emlékerds talaj- és
avarmintajabol szarmaztak. Ezek koziil keriiltek ki az UV mutagenezises nemesitési, €s a
genetikai transzformacios kisérletekben alkalmazott torzsek.

- A hidegtlird torzsek kivalasztasanal megvizsgalt 360 torzsbdl 352 tizennégy féle
magyarorszagi talaj illetve avar mintabdl, tovabbi nyolc pedig a Budapesti Miiszaki
Egyetem torzsgyiijtemény€bol szarmazott.

- A mitokondrium DNS tartalmanak vizsgalatat a benomil rezisztens, 7. harzianum T95
torzson végeztiik el (ATCC 60850) (Ahmad és Baker, 1987).

Az in vitro antagonizmus tesztekben a szegedi Gabona Kutaté Intézetbdl szarmazod
ndvénypatogén gombakat hasznaltuk:

- Fusarium culmorum 1181

- Fusarium graminearum

- Fusarium oxysporum f.sp. dianthi

- Pythium debaryanum

- Rhizoctonia solani

Escherichia coli torzsek:

- A transzformacids kisérletekben, a plazmidok felszaporitdsdhoz a HB101 jelzésti térzset

hasznaltuk.

- A mitokondriélis plazmid klénozasakor a DH5a jelzésti térzset alkalmaztuk.

A T. harzianum T95 torzset 4 ng/ml benomil tartalmu szintetikus minimal taptalajon (0,5%
gliikoz; 0,5% KHpPO4; 0,5% (NH4)2SO4; 0,5% MgSO4x7THHO; 2% baktoagar; csapviz), a
tobbi gombatdrzset élesztokivonatos taptalajon (0,3% élesztokivonat; 1% gliikéz; 1%

KHPOy; 2% baktoagar; desztillalt viz) tartottuk fenn.
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Az E. coli torzsek fenntartasara LB taptalajt (1% tripton; 0,5% élesztokivonat; 1% NaCl; 1,5%

baktoagar; desztillalt viz) alkalmaztunk.

I11.2. A transzformaciods kisérletekben alkalmazott plazmidok

Plazmid A hordozott gén Hivatkozas

pCSN43 E. coli hygromycin B foszfotranszferdz ~ Staben és mtsai, 1989

pKIM?7 Neurospora crassa pyr4d Osman, 1987

pPAura-510 Podospora anserina uraS Bergés €s Barreau, 1991

pTRura-5-3  Trichoderma reesei ura$ Bergés és Barreau, 1991

pSal23 Aspergillus nidulans argB Dmochowska és mtsai,
1986

pANS-41B  A. nidulans argB és E. coli lacZ Van Gorcom €s mtsai, 1986

II1.3. A mtDNS funkcionalis térképezéséhez hasznalt heterolég génprobak

A mtDNS funkciondlis térképezéséhez Aspergillus torzsek mitokondridlis DNS-ének
kiilonb6zo restrikcios fragmentjeit hasznaltuk, melyek az alabbi géneket hordoztak (Hamari és
mtsai, 1999):
Aspergillus nidulans (Glasgow torzs):

- nagy riboszomalis alegység RNS-e: 6,7 kb EcoRI fragment

- kis riboszomalis alegység RNS-e: 1,44 kb HindIII-Bg/II fragment

- apocitokrom b: 1,17 kb Bg/II fragment

- ATP-szintaz gén 9. alegysége: 198 bp-os EcoRI-Xhol fragment
Aspergillus carbonarius 1118-as izolatum:

- NADH-dehidrogenaz gén 5. alegysége: 1,66 kb EcoRI-BamHI fragment

1§



11l. Anyagok és Modszerek

I11.4. Mikrobiolégiai és enzimolégiai médszerek

Trichoderma torzsek izolalasa

Trichoderma torzsek izolalasahoz 0,2% gliikozt tartalmazo szintetikus minimal taptalajt (0,5%
KHpPOy4; 0,5% (NH4)2SO04; 0,5% MgSO4x7H70O; 2% baktoagar; csapviz) alkalmaztunk. A
szaraz mintdk taplemezekre szoérasa kozvetleniil -szuszpenzié készitése nélkiil- vonalban
tértént. A taptalaj a baktériumok ndvekedésének megakadalyozasa céljabol 0,02%
sztreptomicint tartalmazott. Ot-tiz nap, 20°C-on, fényben tortént inkubécié utan a létrejott
telepek vizsgalata egyenként, mikroszkdp segitségével valdsult meg, majd a Trichoderma-nak
bizonyulo torzsek kitisztitdsa szintetikus minimal taptalajon folytatodott. A torzseket Rifai

(1969) hatarozokulcsa alapjan fajcsoport szintig hataroztuk meg.

In vitro antagonizmus teszt

A hidegtlird torzsek novényparazita gombakkal szembeni antagonista képességét 10°C-on
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, Pythium debaryanum és Rhizoctonia solani torzsekkel
szemben vizsgaltuk. A tesztelt Trichoderma torzsek és a ndvénypatogén torzsek 3 mm
atmérdjii hifa-korongjai szintetikus minimal (0,5% gliikéz; 0,1% NaNO3; 0,1% KH)POy;
0,1% MgSOy4x7TH70; 2% baktoagar; csapviz), illetve élesztokivonatos (0,2% élesztokivonat;
0,5% gliikoz; 2% baktoagar; desztilallt viz) taptalajra, egymastol pontosan 3 cm tavolsigra
keriiltei( leoltasra, majd a csészéket 12 napig inkubaltuk.

A 20°C-on végzett antagonizmus vizsgalatokat hasonld modon hajtottuk végre Fusarium
culmorum 1181, F. graminearum és F. oxysporum f.sp. dianthi torzsekkel szemben, mannitos
taptalajon (2% mannit; 0,5% (NHy4)2SO4; 0,8% KHpPO4; 0,15% NapHPOg4; 0,1% MgSOgqx

THpO; 2% baktoagar; csapviz). Az inkubacié 7 napig tartott.

Extracelluldris enzimek szekrécioja és aktivitasa alacsony hémérsékleten
Az extracellularis enzimek termeltetéséhez a hidegtird Trichoderma torzsek 5x100
mennyiségii konidiumat 20 ml szintetikus minimal tapsokeverék oldatba (0,1% mannit; 0,1%

NaNO3; 0,1% KHpPO4; 0,01% MgSOgqx7HO; csapviz) oltottuk be. A tapoldatokat
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kiegészitettiik 0,3% lefolozott tejporral (Skim milk powder, Fluka) a proteinaz, 0,3% kolloid
itinnel az exokitindz és 1% celluléz porral a B-gliikozidaz aktivitas indukalasara. A 10°C-on
razatott tenyészetekbol 3-4 naponként vettiink mintat. A hifa-darabok centrifugalassal
(10.000g, 10 perc) torténd eltavolitasa utan nyert feliiliszobol keriilt sor az aktivitismérésre. A
B-gliikozidaz aktivitds méréséhez p-nitrofenil-B-D-gliikozid, exokitinaz aktivitas méréséhez p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-gliik6zaminid (Gupta és mtsi. 1991), tripszin aktivitdis méréséhez N-
benzoil-phe-val-arg-p-nitroanilid (Gupta és mtsi. 1991), kimotripszin aktivitds méréséhez pedig
N-szukcinil-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilid szubsztatot alkalmaztunk (DelMar és mtsai, 1979). A
szubsztratokat 1%-os koncentréciéban foszfat pufferben (0,8% KHpPOy4; 0,15% NayHPOy;
desztillalt viz, pH 6) oldottuk fel. Fél ml fermentlé és 0,5 ml szubsztrat oldat 3sszekeverése,
majd a P-gliikozidaz aktivitds mérés esetében 24 Oras, az N-acetil-B-gliik6zaminidaz és
proteinaz aktivitasok mérése esetében pedig 3 6ras, 5°C-on térténd inkubacio utén, a reakciokat
2 ml 10%-0s NapCO3 oldattal allitottuk le. Az enzim aktivitisok mérése 405 nm-es
hullamhosszisagnal, mikrotiterlap-fotométerrel tortént. Egy egységnyinek (U) tekintettiik azt
az enzim mennyiséget, mely egy perc alatt 1 pmol p-nitrofenol illetve p-nitroanilin

felszabadulasat katalizalta.

Kémecso-teszt extracellularis enzimek kimutatasara

Trichoderma torzsek p-1,3-glukandz, kitindz illetve proteaz aktivitasanak kimutatasara
konidium szuszpenzidjukkal 1,5% bolti éleszt6t, 1% lefolozott tejport (Skim milk powder,
Fluka) illetve 0,4% kolloid kitint tartalmazo, kémcs6be ontott taptalajokat (0,2% élesztd; 1%
KHpPOy4; 1,5% baktoagar) oltottunk le. A taptalaj feliiletén novekedo telep alatt, extracellularis

enzimei altal 1étrehozott, szabad szemmel megfigyelhetd, feltisztult zona képzddatt.

Ultraibolya sugdrzassal szembeni érzékenység meghatarozasa

Az ultraibolya sugarzassal szembeni érzékenység méréséhez 1-2 hetesnél nem iddsebb
tenyészet friss konidium szuszpenzidjabol 102 konidiumot szélesztettiink egy-egy csésze
élesztokivonatos taptalajra (0,5% élesztokivonat; 1% KH)oPOy4; 2% agar; desztillalt viz). A

besugdrzast Phillips 15 W-os germicid lampaval végeztiik el, 23 cm-es tavolsagbdl, minden
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1épésnél 5 masodperccel novelve a besugarzasi idd hosszat. A vizsgalt tartomany 0-t61 60
masodpercig terjedt. A fényindukalt javito-mechanizmus miikodését megeldzendd, besugarzas

utan a csészéket azonnal s6tét termosztatba helyeztiik.

Emelkedett extracelluldris enzimszintii mutansok eléallitasa UV mutagenezissel
p-1,3-Glukandzok. A nem induktiv taptalajra (2% mannit; 0,5% (NH4)2SO4; 0,1% KHyPOy;
0,1% MgSOg4x7H>O; 3 pg/ml digitonin; 2% baktoagar; csapviz) szélesztett konidiumokat
90%-o0s pusztulasi aranyt biztosité ideig besugaroztuk (7. hamatum AH22: 50 mp; AH310: 55
mp; 7. harzianum AH48: 45 mp; AH356: 55 mp; T. viride 70 mp), majd a csészéket a telepek
megjelenéséig sotétben, 20°C-on inkubaltuk. Ezutan a taptalaj tetejére 5 ml 40°C-os feddagart
(1 mg/ml laminarin; 1,5% agar) rétegeztiink. Ujabb inkubaci6t kovetéen (6 ora) a csészéket 10
ml kongdévords oldattal (1mg/ml) ontéttiik le (Teather és Wood, 1982), majd fél 6ra milva, a
nem kotott festéket 1M-os NaCl oldattal tavolitottuk el. A bontdsi zoénat szabad szemmel
figyeltiik meg.

Kitindzok. A szintetikus minimal taptalajra (0,2% gliikoz; 0,5% (NH4)2SO4; 0,1% KHpPOy;
0,1% MgSOyx7H>O; 3 pg/ml digitonin; 2% baktoagar; csapviz) szélesztett konidiumokat a
fent leirtak szerint besugaroztuk, majd a csészéket a telepek megjelenéséig sotétben, 20°C-on
inkubaltuk. Négy nap mulva a telepekre 4-metilumbelliferil-triacetil-kitotriéz illetve 4-
metilumbelliferil-N-acetil-B-D-gliikézaminid oldatot (20 pg/ml) ontéttiink és 365 nm-es

fénnyel megvilagitva a csészéket, vizsgaltuk a telepek fluoreszcenciajat.

Extracellularis enzimek szekréciéja 20°C-on és aktivitasa 30°C-on

Az extracellularis enzimek termeltetéséhez a vad és a mutagénkezelt Trichoderma torzsek 100
mennyiségli konidiumat 20 ml nem induktiv (2% mannit; 0,5% (NH4)2SO4; 0,8% KHyPOygy;
0,15% NapHPO4; 0,1% MgSO4x7HpO; 2% baktoagar; csapviz) illetve induktiv (2% mannit;
2% Fusarium culmorum hifa; 0,5% (NH4)2SOg4; 0,8% KHpPOy; 0,15% NapHPO4; 0,1%
MgSOyx7HpO; 2% baktoagar; csapviz) tapoldatba oltottuk be, majd a 20°C-on 6 napig
razatott mintakbol a hifa-darabok centrifugélassal (10.000g, 10 perc) torténd eltavolitasa utan

nyert feliiluszobol keriilt sor az aktivitasmérésre, melyeket 30°C-on, a szubsztratokat foszfat
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pufferben felvéve (pH6; 0,8% KHPOy4; 0,15% NapHPOy; desztillalt viz) végeztiik el. A B-
1,3-glukanaz aktivitds méréséhez 1 ml laminarin oldathoz (Img/ml) 0,2 ml fermentlevet
adtunk, majd 1 ora inkubécié utan 2 ml dinitroszalicilsav-reagenssel (1% 3,5-dinitroszalicilsav;
0,2% fenol; 0,05% NapSO3; 1% NaOH; 20% K-Na-tartarat; desztillalt viz) leallitottuk a
reakcidt. Forralds utan (15 perc) a lehiilt minta elnyelését 540 nm-nél mértilk meg. Exokitinaz
aktivitds méréséhez a 0,5 ml p-nitrofenil-N-acetil-B-D-gliikézaminid (1mg/ml) oldathoz 0,1 ml
fermentlevet, majd 2 6ra inkubaci6 utan 2 ml 10%-o0s NapCO3 oldatot adtunk. A mérést 405
nm-es hulldmhossznal végeztiik el. Endokitinaz aktivitds méréséhez 0,5 ml 4-metilumbelliferil-
triacetil-kitotriéz oldathoz (20 pg/ml) 0,1 ml fermentlevet, majd 30 perc inkubalas utan 2 ml
glicin-NaOH puffert (pH10,1) adtunk, és a fluoreszcenciat 366 nm-es gerjesztés mellett
mértilk. A protedz aktivitds vizsgalatahoz 1 ml azokazein oldathoz (2 mg/ml) 0,2 ml
fermentlevet, majd 4 6ra inkubacio utan, 2 ml 15%-os triklorecetsavat adtunk. A képzodott
csapadék kicentrifugdlasa utan a feliilisz6 abszorpcidjat 366 nm-nél mértik. Az
enzimaktivitasok értékeit a feliiliszo fehérjetartalmanak Biuret-reagenssel meghatarozott
mennyiségére vonatkoztattuk. Egy egységnyinek (U) tekintettilk azt az enzim mennyiséget,
mely egy ora alatt 1 umol gliikéz ekvivalens (B-1,3-glukanaz aktivitas), 1 pmol p-nitrofenol
(exokitinaz aktivitas) illetve 1 nmol metilumbelliferon (endokitindz aktivitas) felszabaduldsat

katalizalta.

Auxotr6f mutansok eléallitasa

Sziiréses mutans dusitas: (Manczinger és Ferenczy, 1985)

A sziiréses mutans-dusitashoz 107 mennyiségii konidiumot szuszpendaltunk fel 5 ml desztillalt
vizben, majd a kordbban meghatarozott, 90%-o0s pusztulasi aranyt biztosité ideig UV fénnyel
sugaroztuk be. A szintetikus minimal tapodatba (0,5% gliikéz; 0,5% KHpPOgy; 0,5%
(NH4)2S04; 0,5% MgSO4x7H»0; 2% baktoagar; csapviz) leoltott konidiumok koziil a 24,
majd 12 oréas inkubacid alatt kicsirazott prototrof részeket sziiréssel tavolitottuk el. A ki nem
csirazott konidiumokat digitonint tartalmazé élesztokivonatos taptalajra (0,5% élesztOkivonat;

1% KHpPOg4; 2% agar; desztillalt viz) szélesztettik. A megjelend telepeket szintetikus
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minimal taptalajra (0,5% gliikdz; 0,5% KHpPOy; 0,5% (NH4)2SO4; 0,5% MgSO4x7H0; 2%

baktoagar; csapviz) athelyezve, az auxotr6f mutansok elkiilonitése lehetové valt.

Direkt szelekcio uracil auxotrof mutansok eléadllitasara: (Bergés és Barreau, 1991)

Az uracil auxotrof mutansok eléallitasahoz 1% S-fluoro-orotsavat, valamint 0,1-0,1% uracilt és
uridint tartalmazo kiegészitett szintetikus minimal taptalaj (0,5% gliikéz; 0,5% KHoPOy; 0,5%
(NH4)2S0O4; 0,5% MgSOgqx7Hy0; 2% baktoagar; csapviz) feliiletére csikban leoltott
konidiumokat 90%-os pusztulast eredményez6 ideig UV fénnyel sugaroztuk be, majd a

megjelend telepek uracil auxotrofidjanak jellegét megvizsgaltuk.

Anasztomozisos heterokarion teszt

A vizsgilandé torzsek konidiumaibél 10° mennyiséget szuszpendaltunk fel 1 ml
élesztékivonatos tapoldatban (0,3% élesztdkivonat; 1% gliikkéz; 1% KHpPOy; desztillalt viz).
A 12x8 felviteli helyet tartalmazé mikrotiterlap 0,3 ml drtartalmt lyukaiba 0,1-0,1 ml-t
mértiink be két-két torzs konidium-szuszpenzidjabol. Minden torzs-parositast 6tszor hajtottunk
végre. Egy hét 25°C-on torténd inkubacid utan a micélium-korongokat szintetikus minimal
taptalaj (0,5% gliikéz; 0,5% KHpPOy4; 0,5% (NH4)2SO4; 0,5% MgSOygx7H»O; 2% baktoagar;
csapviz) feliiletére helyeztiik, és a teszt eredményét Gijabb egy hét, 25°C-on vald tenyésztés utan

kiértékeltiik.

Trichoderma torzsek protoplasztalisa és transzformacioja

A transzformalandé torzs szamara megfeleloen kiegészitett szintetikus minimal tdpoldat (0,5%
gliik6z; 0,5% KHyPOy4; 0,5% (NH4)2SO04; 0,05% MgSO4x7H»O; csapviz) 20 ml-ébe leoltott
5x100 konidiumbol 24 éras 25°C-on torténd rézatds utan kifejlodé fiatal micéliumot
centrifugéléassal (4.000g, 10 perc) dsszegyujtottiik, és 20 ml pufferelt csigaenzim oldatban (2%
csigaenzim €s 0,1% merkaptoetanol; KCl-os foszfat pufferben: 4,5% KCI; 0,8% KHoPOy;
0,15% NapHPOy; desztillalt viz) 1-1,5 6ran at inkubaltuk. Az emésztetlen micélium részeket
szliréssel eltavolitottuk, a képzodott protoplasztokat centrifugalassal (4.000g, 10 perc)

Osszegytjtottiik €s 5,2% KCI oldattal mostuk. A 0,2 ml TN1 oldatban (5,2% KCI; 0,55%
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CaClp; desztillalt viz) felvett protoplasztokhoz 5 pg DNS-t valamint 50 pul TN2 oldatot (60%
PEG 6000; 1,2% TRIS HCI pH8; 0,55% CaCly; desztillalt viz) adagoltunk. Inkubéciét (30
perc, 4°C) kovetéen 1 ml TN2 oldatot adtunk a protoplasztokhoz, majd 5 percnyi varakozas
utan 100-100 ml 40°C-ra el6hiitstt regeneréltato taptalajba (1% gliikéz; 0,5% KHyPOg4; 0,5%
(NH4)2S04; 0,05% MgSO4x7H7O; 1,6% baktoagar; ozmotikum; csapviz) kevertiik dket, és a
még folyékony taptalajt 3-3 Petri-csészében szétteritettiik. A kontroll kisérleteket hasonldoan

hajtottuk végre, a transzformalé DNS hozzaadasa nélkiil.

B-Galaktozidaz aktivitas kimutatisa és mérése fonalasgomba micéliumbol

A B-galaktozidaz aktivitds kimutatdsdhoz a transzformaéns telepeket 2% gliikozt és 3pg/ml
digitonint tartalmazé szintetikus minimal taptalajra (0,5% gliikéz; 0,5% KH,POg4; 0,5%
(NH4)2SO04; 0,5% MgSOy4x7H7O; 2% baktoagar; csapviz) oltottuk. A harmadik napon a
csészéket 0,02% 6-bromo-2-naftil-B-D galaktopiranozidot és 0,1% Fast Blue B-t tartalmazé
reagenssel ontottiikk le. A P-galaktozidaz aktivitast jelzd barna szint 5 6ra 25°C-on t6rténd
inkubacid utan figyeltilk meg.

A B-galaktozidaz aktivitds mennyiségi méréséhez a torzsek 5x100 mennyiségii konidiumat 20
ml, 2% gliikozt tartalmazé szintetikus minimal tapoldatba (0,5% KHPO4; 0,1% (NH4)2SO4;

0,1% MgSOyxTH7O; csapviz) oltottuk le. Harom nap, 25°C-on torténd razatds utan, a
szliréssel Osszegyljtétt micéliumot 4°C-on, 0,37M TRIS puffer (pH 7,5) hozzaadasaval,
dorzsmozsarban, liveggyonggyel tartuk fel. A sejttérmeléket centrifugalassal (10.000g, 10 perc)
eltavolitottuk, majd a feliilisz6 fehérjetartalmat spektrofotométerrel, 280 nm-es
metilumbelliferil-B-D-galaktopiranozid oldat dsszekeverése utan a keletkezé metilumbelliferon

fluoreszcencidjat 360 nm hullamhosszisagu fénnyel gerjesztve mértiik.
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I11.5. Molekularisbiologiai médszerek

Mikroorganizmusok DNS molekulainak kinyerése

Genomialis DNS kinyerése fonalasgomba micéliumbdl Leach €s munkatarsai (1986)
modszere alapjan tortént.

A mtDNS fonalasgomba micéliumbol valo6 kinyerésére Osman (1987) modszerét hasznaltuk,
Varga és munkatarsai (1993) altal javasolt valtoztatasokkal.

Plazmidmolekuldk Escherichia coli tenyészetbol torténd kinyerésekor Birnboim (1983) éltal

leirt modszert alkalmaztuk.

DNS molekuliak méretének meghatarozasa

A mitokondrialis DNS térképezése soran, az agaréz gélben horizontalis elektroforézissel
(Sambrook és mtsai 1989) elvalasztott DNS molekulak méretének meghatarozasat,
molekulasulymarker (Lambda-pUC Mix Marker, Fermentas) segitségével a "GelBase/GelBlot

Pro" (Ultra Violet Product Ltd) géldokumentald- €s kiértékeld szoftverrel végeztiik el.

DNS-DNS hibridizacio és elokészitése
Southern blottolds: A gélelektroforézissel (Sambrook és mtsai 1989) molekulasuly szerint
szétvalasztott DNS fragmenteket az agar6z gélbdl 1,6% NaOH-os oldatot hasznalva, kapillaris

blottolassal Hybond N+ filterre vittiik at (Reed és Mann 1985).

DNS molekuldk jelolése digoxigeninnel: A DNS molekulak jelolését a Boehringer cég
(Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica, P.0.Box 310120, D-6800 Mannheim 31,
Germany) "DIG DNA labeling and detection kit"-jéhez mellékelt leirasnak megfeleléen

hajtottuk végre.

Hibridizdcio: Az egy o6ras el6hibridizalast és a 24 6ras hibridizalast a mitokondridlis plazmid

vizsgalata és a transzformacios kisérletek esetében 68°C-on, a mtDNS heterolog génprébakkal
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torténod térképezése soran 60°C-on végeztiik el. A hibridizalas tobbi lépése a Boehringer cég

"DIG DNA labeling and detection kit"-jéhez mellékelt leiras alapjan tortént.

A mtDNS fizikai térképezése

A fizikai térkép készitése soran, az egyik restrikcids enzimmel létrehozott és 0,8%-o0s gélben
elvalasztott fragmenteket visszaizolalas utan (Benore és Anderson, 1995) egy masik enzimmel
is megémésztettiik, majd a képzodott fragmenteket gélben ismét elvalasztottuk. Az emésztést a
restrikcids enzimek forditott sorrendjében is elvégeztiik, €s a két eredményt egymassal illetve a
kettés emésztési képpel Osszevetve, megallapitottuk a fragmentek egymashoz kapcsolodasi
sorrendjét. A haromféle (Cfol, EcoRI és EcoRV) restrikciés enzimmel készitett fizikai térkép
készitésénél a kettds emésztéseket mindharom pérositasban elvégeztiik, majd az eredményeket

egymassal, illetve az egyszerre harom enzimmel emésztett mintazattal vetettiik dssze.

A mitokondrialis DNS plazmid klénozasa

Az EcoRV restrikcios enzimmel felnyitott plazmidmolekuldkat 0,8%-os gélben tortént
gélelektrofox'ézis utan gélbdl visszaizolaltuk (Benore €s Anderson, 1995), T4 DNS ligaz
alkalmazasaval, a szintén EcoRV restrikcidos enzimmel felnyitott, pBluescript SK vektorral
épitettiik dssze, majd a ligdtummal Escherichia coli DHS5a, CaCly oldattal kompetenssé tett
sejtjeit transzformaltuk (Mandel és Higa, 1970). A fragmentet felvett rekombinans plazmidokat

tartalmazoé E. coli telepeket a lacZ gén miikodésének vizsgalataval kiilonitettiik el.

A mitokondrialis plazmid szekvencidjanak meghatarozasa és elemzése

A nukleotid szekvencia meghatarozasa Maxam-Gilbert médszere alapjan tortént automata DNS
szekvenatorban (Abiprism, 2.1.0 modell) a Szegedi Biologiai Kézpontban. A DNS szekvencia
elemzését a Nemzetkozi Biotechnoldgiai Informacios Koézpont on-line szolgéltatisa
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) "BLAST" és "ORF Finder" programjainak segitségével

hajtottuk végre a GenBank adatbazist hasznalva.
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IV. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

IV.1. Trichoderma torzsek izolalasa, extracellularis enzim termelési, és in vitro

antagonizmus vizsgalata
IV.1.1. Trichoderma torzsek vizsgalata 20°C-on
IV.1.1.1. Trichoderma torzsek izolalasa
Az Asotthalmi Emlékerd6bél szarmazé avar- és talajmintakbol 150 Trichoderma

torzset izolaltunk. Rifai (1969) hatarozokulcsa alapjan fajcsoport szintig meghatarozott

izolatumok 6t kiilonboz6 fajcsoportot képviseltek (IV.1.1.1. tablazat).

Izolalt torzsek szama

T. aureoviride 16
T. hamatum 42
T. harzianum 56
T. koningii 10
T. viride 26

IV.1.1.1. tablazat Az izolalt Trichoderma torzsek fajcsoport szerinti megoszlasa

IV.1.1.2. Trichoderma torzsek enzimtermelésének vizsgalata

A novénypatogén gombak Trichoderma torzsek altali parazitalasanak alapfeltétele,
hogy a tamadé gomba szivohifaival aldozata hifasejtjeibe tudjon hatolni. Mivel a nagy
mezogazdasagi karokat okozé gombik jelentds része az Ascomycota torzsbe tartozik, és ezek
sejtfalat tobbnyire B-1,3-glukan, kitin és fehérje alkotja, ezért egy j6 biokontroll térzsnek

rendelkeznie kell ezek bontasara alkalmas enzimekkel. Az izolalt 150 Trichoderma torzs B-1,3-
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glukanaz, kitinaz és protedz enzimeinek termelodését kémcso-tesztben mértiik fel 20°C-on
tenyésztve, majd Osszesen 48, egyrészt legalabb kétféle enzimet kozepes szinten termeld,
masrészt a mindharom enzimet még megfelelonek tiind szinten termeld torzset valasztottuk ki a

tovabbi vizsgalatokra.

IV.1.1.3. Trichoderma torzsek in vitro antagonizalé képessége noévénypatogén

gombakkal szemben

Az enzimtermelési kisérletekben biztatonak bizonyult Trichoderma torzsek in vitro
antagonista képességeit Fusarium culmorum 1181-es torzsével szemben mértiik fel, Petri-
csészében létrehozott ko6zos tenyészetben, 20°C-on inkubadlva. Az antagonizmus
makroszkdposan észlelhetd jelensége a tesztorganizmus novekedésének gatlasa, illetve az
antagonizalandé torzs telepére vald ranovés képessége. E szempontbdl harom csoport volt
kialakithato. Az elso kettobe azok a torzsek tartoztak, amelyeknél a Fusarium vagy beboritotta
az inkubacid tizedik napjara a csésze egész feliiletét, vagy 1:1 aranyban osztozott a két torzs a
taptalaj feliiletén. Ezek a torzsek hatékony antagonistaként nem johettek szoba. A harmadik
csoportba azonban olyan Trichoderma torzsek keriiltek, amelyek visszaszoritottak a Fusarium
telepet a terjeszkedésben sét, egyes esetekben ra is nottek.

Az enzimtermelési €s antagonizmus vizsgalatok alapjan 6t torzs bizonyult igéretesnek,
melyek koziil kettd a 7. hamatum (AH22, AH310), kett6 a 7. harzianum (AH48, AH356) és
egy a T. viride (AH124) fajcsoportba tartozott. Azonban még ez az 6t, legjobb tulajdonsagu
torzs sem volt képes a Fusarium culmorum torzs elpusztitasara, ami jelezte nemesitésiik

sziikségességét.
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IV.1.2. Hidegtiiré Trichoderma torzsek vizsgalata (Antal és mtsai, 1999a)

A hoémérséklet, mely alapvetéen megszabja a mikroorganizmusok elterjedését,
novekedését és enzimtermelését, lényeges korlatozé tényez6 lehet az antagonista
kapcsolatokban is. A Trichoderma nemzetségbe tartozo térzsek nagy része mezoterm, melyek a
hideg 6szi, kora tavaszi iddszakban kevéssé nyujtanak védelmet a novénypatogén gombak mar
alacsony homérsékleten is tamado, hidegtlird torzseivel szemben. Hidegtlird Trichoderma
torzsek izolalasa és mezdgazdasagi termelésben torténd alkalmazasa ezenkiviil hasznos lehet a
télajban torténd lebontd folyamatok elosegitése és a peszticid maradvanyok hidegebb
id6szakokban végbemend hatastalanitasa miatt is. Ezért célul tiiztiik ki hidegtiird, alacsony
homérsékleten is hatékony antagonizmusra képes torzsek szelektdlasat, valamint az
antagonizmusban szerepet jatszo extracellularis B-gliikkozidaz, exokitinaz és proteindz enzimeik

alacsony homérsékleten valo termelddésének és aktivitdsanak mérését.
IV.1.2.1. Trichoderma torzsek izolalasa, hidegtiiré torzsek kivalasztisa
Tizennégy magyarorszagi talaj- illetve avarmintdb6l 352 Trichoderma torzset

izolaltunk. A torzseket Rifai (1969) hatarozdkulcsa szerint fajcsoport szintig meghataroztuk és

igy megallapithatova valt, hogy e torzsek hat kiilonb6z6 fajcsoportot képviselnek (IV.1.2.1.

tablazat).
Fajcsoport Izolatumok BME torzsek szama  Hidegtiir6 torzsek szama
szama
T. aureoviride 24 0 1
T. citrinoviride 11 0 0
T. hamatum 84 0 0
T. harzianum 137 5 6
T. koningii 21 0 0
T. viride 75 3 7

IV.1.2.1. tablazat A vizsgalatok soran izolalt, és a BME torzsgyljteményébdl szarmazo

Trichoderma torzsek, valamint a koztiik talalt hidegtiird torzsek fajcsoport szerinti megoszlasa.
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A Budapesti Miszaki Egyetem torzsgyljteményébdl szarmazd nyolc, valamint az altalunk
izolalt 352 Trichoderma torzset mind szintetikus minimaél, mind éleszt6kivonatos téptalajon
megvizsgaltuk alacsony hémérsékleten valo novekedési képesség szempontjabol. Kozottiik 14
olyan torzset talaltunk, melyek jelentékeny sebességgel néttek 5°C-on, mindkét taptalajon
egyarant. Ezek a torzsek a 7. aureoviride (T 122), T. harzianum (T 14, T 19, T 66, T 334, T
342, T 415) illetve a T. viride (T 114, T 128, T 223, T 227, T 228, T 407, T 421) fajcsoportba
tartoznak (IV.1.2.1. tablazat). Novekedésiik sebességét 5°C-on mind szintetikus minimal,
mind élesztOkivonatos taptalajon tizenhét napon at kovettiik, majd kiszamoltuk a névekedési
ratat, mely szintetikus minimal taptalajon 1,03-1,97 mm/nap, éleszt6kivonatos taptalajon 0,97-
1,97 mm/nap értékek kozott valtozott. A leggyorsabban névekedd torzsek a T122, T128, T223,
T227, T228, T342, T407 és a T421 voltak.

A T. viride torzsek alacsony homérsékleten vald viszonylagos gyorsabb, valamint a 7.
citrinoviride, T. hamatum és T. koningii torzsek lassabb névekedése 6sszhangban 4ll Danielson
és Davey (1973) eredményeivel, akik megallapitottak, hogy a T. viride torzsek névekedésének
optimum és maximum értékei altalaban alacsonyabbak, mint a t6bbi felsorolt fajcsoportba
tartozo torzseké. Egy lucfenyd erdo talajat vizsgalva Widden és Abitbol (1980) kora tavasszal
€s Osszel a T. viride torzseket talalta a leggyakoribbaknak, mig a T. koningii torzsek nyaron
fordultak el6 a legnagyobb szamban. A 7. harzianum fajcsoportba tartozd térzsek
novekedésének szintén a magasabb hémérsékleti értékek kedveznek (Danielson és Davey,
1973), ami megmagyarazza az ebbe a csoportba tartozé hidegtiird térzseknek a 7. viride

torzsekeénél kisebb eléfordulasi gyakorisagat az altalunk vizsgélt mintaban (6/142 illetve 7/78).

IV.1.2.2. A hidegtiirdé Trichoderma torzsek in vitro antagonizalé képessége novénypatogén

gombakkal szemben

A kivélasztott 14 hidegtlitd Trichoderma torzs antagonista képességeit 10°C-on
ndvénypatogén Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, Pythium debaryanum és Rhizoctonia solani
gombakkal szemben mértiik fel, szintetikus minimal és élesztokivonatos tdptalajon egyarant.

Az antagonizmus makroszkoposan észlelhetd jelensége a torzsek azon képessége, hogy Petri-
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Torzsek Novénypatogén gombak
F. oxysporum P. debaryanum R. solani
MM YEG MM YEG MM YEG
Kontroll 18,0+0,8  21,7£1,2  29,0+2,9  31,0£2,9  8,3%0,5 15,1412

T. aureoviride
T 122 16,310,5 9,0*+0,8 15,3+1,2 13,0*%*+1,4 6,0*%+0,0 7,0%*+0,8

T. harzianum

T 14 18,0+2,9  11,0*+2,9 18,6+2,5 15,0£3,3  6,0*+0,0  7,6*+0,5
T19 11,3512 93*12 186329 183409 577305 11,3%k12
T 66 14,6+1,2  7,3*t0,5 17,3t1,7 19,3%4,5 7,0*t1,4  6,0*+0,0
T 334 10,3+0,5  12,0+2,2  19,3#4,5 17,3t1,7  6,3%0,9 8,3*%+1,2
T 342 8,0+0,8 15,7¢44,0  10,6+1,7 17,0£2,2  6,0*£0,0  6,0*t1,4
T 415 15,3+1,7 $80*408 163+1,2 13,3#3,1 6,6*+0,5 6,6%+0,5
T. viride

T114 15,6+£1,2  14,3£0,9  15,6+0,9 24,3+3,3  5,3*+0,5  8,6tl1,7
T 128 7,6+0,9 19,6+4,6  15,3+0,5 16,6+0,9 7,0*t0,8  11,3*+0,9
T22% 13,6£2,6  8,7*t1,2  12,6*+2,5 11,3**+0,5 6,3*+0,5  6,3**+0,5
T 227 12,3340,5 10,3*42,0 150408 14,6**H28 63*+0,5 6,6%*40,5
T 228 10,6+1,7  11,3*t1,2 16,6t£1,2  17,0%t1,4 7,3*+0,9  5,3**%0,5
T 407 15,6%1,7 10,3*+2,5 14343,7 12,6%%1,2 63*40,5 5,0%*40,0
T 421 14,3+1,2  7,6%*+0,5 13,3%0,5 18,3+2,9  6,3%1,2 5,6%£0,5

IV.1.2.2. tablazat A hidegtlrd Trichoderma torzsek antagonizmusa ndvénypatogén Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi, Pythium debaryanum és Rhizoctonia solani torzsekkel szemben 10°C-
on, szintetikus minimal €s élesztokivonatos taptalajon. A névénypatogén gomba telepatmérdjét
milliméterben tiintettiik fel, 12 napos inkubacié utan.

MM: szintetikus minimal taptalaj; YEG: élesztokivonatos taptalaj; * a tesztmikrdba telepén
Trichoderma konidium-képzés figyelhetd meg, **a tesztmikroba telepén vastag Trichoderma
tenyészet alakult ki intenziv konidium képzéssel. Az értékek harom mérés atlagat mutatjak,

ahol + az atlagok szorasat jelzi.
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csészére leoltva kozos tenyészetben képesek-e gatolni az antagonizélandd torzs novekedését és
randvekedni a telepére. E szempontbél harom szint volt megkiilonboztethets. 1. A
Trichoderma torzs vastag micélium szovedéket hozott létre a névényparazita gomba telepén és
nagy mennyiségii konidiumot termelt. 2. A Trichoderma toérzs vékony rétegben ndvekedett a
patogén torzs telepén és kevés konidiumot termelt. 3. A Trichoderma torzs nem nétt ra a
novényparazita gomba telepére. A kiértékelésnél ezen kiviill mértik még a novényparazita
gomba telepatmérdjét (IV.1.2.2. tablazat). Az antagonista képességben nemcsak az egyes
torzsek, hanem a fajcsoportok kozott is kiillonbség mutatkozott. Bar mindegyik megvizsgalt
Trichoderma torzs képes volt jelentés mértékben gatolni a novénypatogén gombak telepeinek
novekedését, a T. aureoviride és a T. viride térzsek élesztokivonatos taptalajon tébbnyire rajuk
is nottek (T122, T223, T227, T228 és T407), mig a T. harzianum torzsek erre nem voltak
képesek. Az antagonizaldo képesség kiilonbozd szintjeinek hatterében valodsziniileg a hifak
mikoparazita kolcsonhatasainak eltérései lehettek. Bar vékony szivohifdk létrehozasara
valamennyi torzs képes volt alacsony hdomérsékleten is, azok az izolatumok, amelyek
hatékontyabban be tudtak hatolni a novénypatogén gombak hifajaba, ¢és ezzel
tapanyagforrasként hasznositani azokat, az elsé €s a masodik csoportba tartoztak, amelyek erre
nem voltak képesek, nem tudtak a novénypatogén gombék telepén ndvekedni, és a harmadik

csoportba keriiltek.

IV.1.2.3. A hidegtiiré Trichoderma torzsek B-glitkozidaz, exokitindz és proteinaz termelése

valamint ezek aktivitasa alacsony homérsékleten.

Alacsony hoémérsékleten az €l6lények novekedése és az altaluk termelt enzimek
mukodési aktivitasa eltérést mutathat. El6fordulhat, hogy azon a homérsékleten, ahol a
pszichrofil mikroorganizmus még novekedésre képes, enzimtermelése mar nem figyelhetd
meg, igy a fiziologiai allapotrol csak a névekedés és az enzimszekrécid egyiittes vizsgalata ad
megfeleld képet (Feller és mtsai, 1996). A részletesebb enzimtermelési €s aktivitasi
vizsgalatokhoz hat hidegtiird Trichoderma torzset valasztottunk ki, melyek a 7. aureoviride

T122, T. harzianum T66, T334, T415, valamint a 7. viride T114 és T228 torzsek voltak. A 10°
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C-on megtermelt fermentlevekben levd extracelluldris enzimek aktivitasat 5°C-on torténd
inkubéacio utan mértik.

- Valamennyi torzs esetében jelent6s B-gliikozidaz aktivitas (EC 3.2.1.21) volt megfigyelhetd
mar a tenyésztés harmadik napjatol kezdve (IV.1.2.3.1. abra). Maximum értékei 1,09-2,05
mU/ml fermentlé ko6zott valtozott. Itt a T114 és a T415 torzsek mutattdk a legnagyobb
aktivitast.

- A fermentlébe kivalasztott exokitinazok (EC. 3.2.1.30) aktivitdsa a vizsgalt id6szak alatt
folyamatosan emelkedett (IV.1.2.3.2. dbra). Legmagasabb szintet a T415 és a T114 torzseknél
mutatott. Maximalis szintje az egyes torzseknél 1,12-4,65 mU/ml fermentlé érték kozé esett.

- A proteinazok a tobbi extracellularis enzimétol alapvetoen eltérd idobeli mintazatot mutattak
(IV.1.2.3.3. és 1V.1.2.3.4. abrik). Aktivitasuk egy csucsponton tuljutva az inkubaciés ido
elorehaladasaval csokkenni kezdett. Ez a jelenség kiilonosen a kimotripszin tipust
proteinazoknal (EC. 3.4.21.1) volt szembetiind, de kisebb mértékben a tripszin tipusu
protein'ézokat (EC. 3.4.21.4.) is érintette. A tripszin tipusu proteinazok legnagyobb aktivitdsa a
9-15. napon (0,6-1,02 U/ml fermentl€), a kimotripszin tipusiaké a 6-9. napon (0,21-0,58 U/ml
fermentlé) volt mérhetd. Legjobb termelonek a T66, illetve a T114 és a T66 torzsek
bizonyultak.

Bar hidegtird Trichoderma torzsek és novénypatogén gombak kozos tenyészetében a
szivohifak megjelenésére (Tronsmo és Dennis, 1978; Goldfarb és mtsai, 1989), illetve
kiilonbozo illékony és nem illékony vegyiiletek termelodésének homérséklet fliggésére is
végzett vizsgalatokat (Tronsmo és Dennis, 1978), a hifak kozotti kolcsonhatasban résztvevo,
sejtfalbont6 extracellularis enzimek termelddésének kérdésével nem foglalkoztak. Az altalunk
elvégzett kisérletekbol megéllapithatd, hogy mindegyik megvizsgalt hidegtlird torzs képes
alacsony homérsékleten a mikoparazitizmusban kulcsfontossagu B-gliikozidaz, exokitinaz és
proteinaz enzimek termelésére, és ezek az enzimek még 5°C-on is igen jelentds aktivitast

mutatnak.
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IV.1.2.3.1. abra Hidegtird Trichoderma torzsek 10°C-on szekretdlt [-gliikozidazainak

aktivitasa 5°C-on. A mintavételek a 3. 6. 9. 12. 15. és 19. napon torténtek.

b
n
!

Enzimaktivitas (mU/ml)
— (] w
N T W A

0.5
0 - AN\
T66 T114 T122 T228 T334 T415
Torzsek
O3 O Mo H12 HM15 W19
IV.1.2.3.2. abra Hidegtliré Trichoderma torzsek 10°C-on szekretalt exokitinazainak aktivitasa

5°C-on. A mintavételek a 3. 6. 9. 12. 15. és 19. napon torténtek.
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IV.2. Trichoderma torzsek nemesitése UV mutagenezissel (Manczinger és mtsai, 1994)

Az OMFB "Biopeszticid gombakészitmények eloallitdsa novénykorokozé gombak
ellen" cimi fejlesztési munka kapcsan, a mikoparazitizmusban szerepet jatszo extracellularis
enzimek termelésében, valamint az in vitro antagonizmusban 20°C-on legjobbnak mutatkozd
T. hamatum AH22, AH310, T. harzianum AH48, AH356 és T. viride AH124 torzsek
mutagenezissel t6rténd nemesitésének lehetoségét kutattuk. Mivel a kifejlesztett biokontroll
torzsek hatékonysdga nagymértékben mulhat azon, milyen mennyiségben €s milyen
koriilmények kozott képesek a novénypatogén gombak sejtfalaban levo B-1,3-glukan és kitin
bontasara, ezért célul tliztiik ki ezen polimerek bontasaban résztvevo enzimek termelddésében

mutans torzsek eloallitasat.
IV.2.1. Mutansok eléallitisa UV mutagenezissel

A glukanazok és a kitinazok tobbféle szerepet toltenek be a fonalasgombak
életfolyamataiban, ezért gyakran sokféle modon szabalyozottak, indukcioval €s represszidval
egyarant. Egy résziikre, mint a sejtek novekedéséhez, alakvaltozasahoz sziikséges enzimekre,
konstitutiv termel6dés jellemzd, a tartalék tdpanyagok mozgositasahoz illetve a kiilvilag
szerves anyagainak hasznositasahoz sziikséges enzimeket a gliikoz jelenléte gatolhatja,
ugyana'lkkor extracellularis tapanyagok, parazitalhaté €lolények jelenléte az utdbbiak
termelodésére serkentdleg hatnak (Pitson és mtsai, 1993; Haran és mtsai, 1996b).

Az éltalunk megvizsgalt torzsek egy részénél [-1,3-glukanizokat valamint
exokitinazokat inducer nélkiili koriilmények kozott is ki tudtunk mutatni, és a nemesités soran
e konstitutiv enzimszintek fokozasat tlztiikk ki célul. Bar a [-1,3-glukanazoknél és a
kitindzoknal kimutathaté a nagy mennyiségben (>5 mg/ml) jelenlevé monoszacharidok gatld
hatasa, ezek magas koncentracidban valé eloforduldasa a talajban nem jellemzo, ezért
derepresszalt mutansok eloallitasatol nemesitési munkank soran eltekintettiink.

A mutéansok eloallitasahoz megfeleld besugarzasi id6 megallapitasdhoz a nemesitésre

kivalasztott 6t térzs mindegyikének meghataroztuk UV sugarzassal szembeni érzékenységét.
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Elbzetes tapasztalatok alapjan erre az az id6hossz a legalkalmasabb, melynél a konidiumok
10-30%-a marad életképes a kezelést kovetden.

A B-1,3-glukanazokat emelkedett szinten kivalaszté torzseket, a laminarin tartalmu
fedoagarban az atlagosnil nagyobb bontasi zonat képezd mutans telepek kivalasztasaval
izolaltuk (IV.2.1. abra). Az eldallitott torzsek morfologiajaban illetve konidiumtermeld

képességében valtozast nem tapasztaltunk.

IV.2.1. abra B-1,3-Glukanaz aktivitas kimutatasa.

A kitinazokat emelkedett szinten kivalasztdé mutinsok el6allitisa soran mintegy
’szézszoros volt a kiilonbség a megnidvekedett exokitinaz illetve endokitinaz aktivitast mutat6
torzsek létrejottének gyakorisdgdban, az eldbbiek javara. Az exokitindz mutansok
morfolégidja alig valtozott a vad tipushoz képest. Ezzel szemben az endokitindz mutdnsok
mind rendkiviil kompakt novekedést mutattak, konidiumtermelésiik er6sen lecsokkent, és a
mikroszkopos vizsgalatok alapjan gy tint, elvesztették szivohifa fejlesztési képességiiket is.

Az elonytelen valtozasok miatt e torzseket a tovabbi vizsgalatokban nem szerepeltettiik.
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I1V.2.2. In vitro antagonizmus vizsgalatok

Antagonizmus foka

T. hamatum AH22 ++
EC2 5
EC4 e
AH310 +#
BGl1 +
BG2 -
BG3 +
T. harzianum AH48 ++
EC1 +
EC2 +
EC3 et
EC4 4
EC5 +
BGl1 +
BG2 bt
BG3 ¢
AH356 -+
BGl1 ++
BG2 +++
BG3 ++
BG5S +
BG6 e
T. viride AHI124 +++
EC1 ++
EC2 bt
EC4 -
ECS +
EC6 ++
EC7 +4
EC8 +
EC12 -
BGl1 +¥
BG2 ++
BG3 e
BG4 -
BG7 ++++

IV.2.2. tablazat A vad és a mutans torzsek in vitro antagonizmusanak hatasfoka Fusarium
culmorum 1181 torzzsel szemben. EC: emelkedett exokitindz aktivitasra; BG: emelkedett

glukanaz aktivitdsra nemesitett torzs.
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Az 6t vad, valamint harmincegy megvaltozott enzimtermelésii torzsnek Fusarium
culmorum 1181 torzsével szembeni in vitro antagonista képességét mértiik fel (IV.2.2.
tablazat). A legjobb t6rzsek képesek voltak a névénypatogén gomba novekedését gatolni €s
annak tenyészetére ranoni. A T. hamatum AH22 t6rzs mutansai koziil az EC2; a 7. harzianum
AHA48 torzs mutansai koziil az EC2, BG2; a T. harzianum AH356 torzs mutansai koziil a
BG2, BG6; a T. viride AH124 térzs mutansai koéziil pedig az EC2 és a BG7 voltak a
leghatékonyabbak, bar ez utobbi vad torzs nemesités nélkiil is kiemelkedd képességekkel
rendelkezett. A T. hamatum AH310 térzs mutansai kozott nem talaltunk kiemelkedo
antagonista képességiit.

A legjobbnak mutatkozd torzsekkel in vitro antagonizmus vizsgalatokat végeztiink
Fusarium graminearum és Fusarium oxysporum fajok egy-egy kukoricardl izolalt torzsével
szemben is. A nyolc, Fusarium culmorum-mal szemben hatasos torzs koziil a 7. harzianum
AH48 'torzs BG2 muténsa és a T. harzianum AH356 torzs BG2 muténsa Fusarium
graminearum ellen, a T. viride AH124 vad, valamint a beldle késziilt EC2 és BG7 torzsek

pedig mindkét Fusarium torzzsel szemben is hatékonynak bizonyultak.
IV.2.3. Enzimtermelési vizsgalatok nem induktiv és induktiv koriilmények kozott

A vad és a mutagenezissel eldallitott térzsek extracelluldris enzimtermelését razatott
tenyészetekben mind nem induktiv, mind pedig induktiv koriilmények kozott meghataroztuk
(IV.2.3. tablazat).

' Nem induktiv koriilmények koézott B-1,3-glukanaz aktivitas a legtobb mutans torzs
esetében mérhetd volt, bar szintje sokszor alacsonyabbnak mutatkozott a vad torzsénél.
Konstitutiv exokitinaz aktivitast csak a torzsek egyharmada mutatott, endokitindz aktivitas
pedig egyetlen esetben sem volt mérhet6. Induktiv koriilmények kozott a legtobb enzimtipus
mérhetd aktivitisdnak emelkedése mellett minden mutans torzs esetében megfigyelhetd a
proteazok mennyiségének novekedése is, ami alapjan ugy tlinik, hogy a muticidk az
extracellularis enzimek indukci6jat illetve szekrécidjat szabalyozé belsd biokémiai regulécids

halézatokkal kapcsolatosak. Kiilondsen igaz lehet ez a 7. harzianum AH356 torzs BGo6
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Torzsek B-1,3-Glukanaz ~ Exokitindaz ~ Endokitinaz =~ Proteaz
N I N I N I N 1

T. hamatum  AH22 0,00 1,2 0,06 1,3 0,00 0,5 - 0,01
EC2 0,04 15,9 0,13 49 0,00 91 - 0,06

EC4 0,02 0,4 0,61 1,7 0,00 14 - 0,54

AH310 0,00 16,4 0,00 7,9 0,00 128 - 0,06

BGl 0,01 10,5 0,00 49 0,00 133 - 0,25

BG2 0,10 14,6 0,00 92 0,00 13,5 - 0,40

BG3 0,01 11,8 0,00 7,6 0,00 214 - 0,51

T. harzianum AH48 0,21 11,1 0,00 6,1 0,00 87 - 0,06
EC1 0,00 8,2 0,04 53 0,00 0,0 - 044

EC2 0,20 9,0 0,00 203 0,00 09 + 0,52

EC3 0,27 22,1 0,00 12,8 0,00 38 + 033

EC4 0,00 10,3 0,00 9,1 0,00 52 - 035

ECS5 0,22 12,4 0,00 15,5 0,00 09 + 0,70

BGl 0,18 13,5 0,00 344 000 76 - 040

BG2 0,12 43 0,00 93 0,00 28 - 045

BG3 0,34 1,9 0,00 69 0,00 36 - 0,28

AH356 0,11 14,4 0,08 33,8 0,00 50 - 0,02

BGl 0,07 14 0,00 10,7 0,00 1,1 - 0,24

BG2 0,20 272 0,00 343 0,00 11,0 - 1,53

BG3 0,10 15,8 0,16 21,3 000 95 - 0,62

BG5S 0,05 1,2 0,07 10,7 0,00 00 - 021

BG6 0,07 72,8 0,13 1242 0,00 94,0 - 2,02

T. viride AH124 0,05 27,4 0,00 14,5 0,00 28,5 - 0,00
EC1 0,02 2,7 0,02 16,4 0,00 00 + 0,48

EC2 0,04 25,3 0,00 13,1 0,00 30,0 - 1,56

EC4 0,04 14,0 0,00 7,0 0,00 0,0 - 1,07

EC5 0,01 8,0 0,00 222 0,00 00 - 0,63

EC6 0,05 10,8 0,02 33 0,00 0,0 - 1,26

EC7 0,03 10,5 0,00 3,3 0,00 0,0 0,79

EC8 0,05 6,9 0,00 22 0,00 0,0 - 042

EC12 0,07 6,1 0,03 22 0,00 0,0 - 0,38

BGl 0,03 11,9 0,02 11,5 0,00 242 + 0,52

BG2 0,02 12,9 0,02 4,0 0,00 24 + 0,21

BG3 0,06 11,0 0,00 3,2 000 1,2 - 0,26

BG4 0,06 20,2 0,00 4,1 0,00 03 - 0,58

BG7 0,08 20,0 0,00 84 0,00 20,0 - 0,67

IV.2.3. tablazat A vad és a mutagenezissel eldallitott torzsek enzimtermelése nem induktiv

(N) és induktiv (I) koriilmények kozott. EC: emelkedett kitindz aktivitasra; BG: emelkedett

glukanaz aktivitasra nemesitett torzs. Az értékek enzim egységben (U) megadva.
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mutansara, melynél mind a négy enzim mérhetd aktivitasa 4-100-szoros emelkedést mutatott.
Ugyanakkor e torzs jo példa arra is, hogy a vizsgalt extracellularis enzimek szekrécidja nem a
legjobb in vitro antagonista torzsek esetében mutatkozott a legnagyobbnak. Valosziniileg a
tulzottan magas sejtfalbonto aktivitas karosan hat a Trichoderma torzsek szivohifainak
kialakulaséra, igy a legjobb biokontroll jeloltek azok koziil a mutdnsok koziil keriiltek ki,
melyekben a harom sejtfalbontashoz sziikséges enzimtipus ardnya Osszehangoltan, de még

nem gatlé mértékben emelkedett meg.

Osszefoglaléoan elmondhatjuk, hogy mutagenezissel valamennyi, a bioldgiai
védekezésben fontos enzimrendszerrel kapcsolatban sikeriilt eldnydsen megvaltozott
termelOképességli torzseket eldallitanunk a vad torzsekbdl. A mutaciok a f3-1,3-glukanaz,
kitinaz és proteaz enzimrendszerek szabalyozottsagat érintik és eldsegitik, hogy a muténs
torzs a bontoenzimeket a vad torzshoz képest megndvekedett mértékben szekretalja.

A torzsek antibiotikum és toxin termelési vizsgalatabol (Manczinger L.) kideriilt, hogy
a kiemelkedden jo antagonista tulajdonsagot mutatdé 7. viride AH124 és mutansai nem
termeltek sem baktérium sem fonalasgomba gétld anyagokat, ugyanakkor az igen gyenge
mikoparazitanak bizonyult 7. hamatum AH310 fermentleve erds fonalasgomba-ellenes
aktivitast mutatott. Ezek alapjan vizsgalatainkban a torzsek antagonista képesség szerinti
rangsoranak kialakitasaban az antibiotikum temeld képességnek elhanyagolhatd jelentosége
volt, abban inkabb a torzsek gombasejtfal-oldo enzimtermeld képessége volt a donto.

A Gabona Kutatd Intézet munkatarsai a torzsek in vivo antagonista képességeinek
felmérésére kukorica-mag csavazasi és csiraztatasi kisérleteket végeztek melyek révén
megallapitast nyert, hogy sok torzs képes volt a csirazd kukoricat megvédeni Fusarium
‘culmorum tamadéasaval szemben. Az eredményekbol az is kideriilt, hogy az in vitro
kortilmények kozott kiemelked6 képességili torzsek nem bizonyultak minden esetben in vivo is
a leghatékonyabbnak, viszont a legjobb in vivo hatéssal rendelkez6 torzsek in vitro is a sziildi

torzs tulajdonsagait feliilmulo hatast mutattak.
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I1V.3. Transzformacios kisérletek

Egyes gének, szabalyozé szekvencidk vagy egyéb DNS fragmentek tulajdonsagainak,
hatasainak és az adott sejtben valo expresszalddasanak vizsgalatara, illetve bizonyos anyagcsere
termékeket megnovekedett mennyiségben termeld torzsek célzott eldéllitasara legalkalmasabb
modszer a transzformacio, melynek soran izolalt DNS molekulékat juttatunk a sejtekbe. Ennek
kivitelezéséhez transzformacioés rendszer kidolgozasa sziikséges, mely all egyrészt egy
plazmidbol, melynek a felszaporitasdban résztvevo szekvencidkon kiviil tartalmaznia kell még a
vizsgalt transzformans sejtek elkiilonitésére lehetdséget nyujtd szekvencidkat, masrészt
megfelelo befogadé sejtekbdl, melyek kezelése utan a transzformans sejtekbdl fejlodo telepek a
plazmid altal nyujtott szelekcids lehetdségnek koszonhetéen elkiilonithetové valnak a tobbi
sejttol illetve teleptl.

Az OMFB "Biopeszticid gombakészitmények eloéllitasa novénykorokozod gombéak
ellen" cim fejlesztési munka soran a 7. harzianum AH48 és AH356-BG2 valamint a 7. viride
AH124-BG7 torzsek tovabbi nemesitéséhez transzformacios rendszerek kidolgozasat tiiztiik ki
célul. A kiilfoldi kutatocsoportoktdl beszerzett vektorok koziil a N. crassa B tubulin génjét
hordozé pSVS50 vektorral nem sikeriilt eredményt elérniink, hygromycinnel szemben pedig
csak a T. viride AH124-BG7 torzs volt elegendden érzékeny. Igy a T. harzianum AH48 és
AH356-BG2 torzsek transzformacidjadhoz auxotréfia komplementaciora alkalmas vektorokat
valasztottunk ki, melyekhez UV mutagenezissel allitottuk elé a megfelelé befogadd torzseket.
Mutinsok eléallitasa. Sziiréses muténs-dusitasi médszerrel a T. harzianum AHA48 torzs
arginin bioszintézisében sériilt mutdnsai viszonylag nagy mennyiségben képzdodtek, igy
igéretesnek tiintek az argB gént hordozé plazmidokkal torténd transzformacios kisérletekhez
(IV.3.1. tablazat). Mivel uracil auxotréf mutinsok ezzel a moddszerrel nem jottek Iétre,
eldallitasukhoz 5-fluoro-orotsavat hasznaltunk. A 7. harzianum AH356-BG2 torzsbol kilenc

uracil auxotrdéf mutanst sikeriilt eloallitani.
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Az auxotréfia jellege AH48  AH356-BG2 IV.3.1. tablazat A T. harzianum

Adeni 1

4 S v AH48 és AH356-BG2 torzsekbol
rginin 16 6

ngcm 3 1 szlréses mutansdusitassal

Lizin 1 1

Metionin 2 5 eloallitott mutansok az auxotrofia

Vitamin 0 3 ' _

Eeyéb 1 3 jellege szerint csoportositva.

Regeneracio. A plazmidok sejtbe juttatdsira a protoplasztok transzformaécidjat valasztottuk.
Mivel a protoplasztok ozmotikusan igen érzékenyek, sziikséges hogy a regeneraltato taptalaj

megfeleld koncentracioban tartalmazzon stabilizatorként szerves vagy szervetlen anyagokat.

Ozmotikum AH356-BG2 AH48 AHI124-BG7
Galaktoz 15,8% 0 32,0 8,6
Glicerin 10% 0 0 0,4
Gliikoz 17,4% 14,0 16,0 12,0
Mannit15,8% 21,0 7,2 3,0
PEG 6000 17% 0,05 0 0,4
Szachar6z 26% 24,0 42,0 16,0
Szorbit 16,7% 0,7 4.8 4,0
CaCly 5,9% 20,0 40,0 24,0
KCl14,5% 0,3 16,0 1,0
MgCl, 6,3% 3.2 16,0 4.4
NaCl 3,4% 1,2 28,0 2,0
NH4ClI 3% 0,5 8,0 3,2
Ca(NO3)7 10,6% 15,0 72,0 30,0
KNO3 7,6% 0,1 3,0 0,6
Mg(NO3)> 10% 72,0 60,0 11,0

IV.3.2. tablazat. A T. harzianum AH356-BG2, és AH48, valamint a 7. viride AH124-BG7
torzsek protoplasztjainak regeneracids gyakorisaga kiilonb6zé ozmotikumok jelenlétében, a

kiindulasi protoplasztszam szazalékaban meghatarozva.
E célra elvileg tobbféle anyag alkalmas lehet, gyakorlatilag azonban a regeneracios gyakorisag

nagymértékben fligg az alkalmazott ozmotikumtél, €s a torzsekre jellemz6 egyedi tulajdonsag,

ezért mind a harom torzsnél kiilon megvizsgaltuk (IV.3.2. tablazat). A regeneralodasi érték
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Mg(NO3)y és Ca(NO3)y esetében ugyan magasnak mutatkozott, azonban mikroszképban
kovetve a regeneracio folyamatat megfigyelhet6 volt, hogy a protoplasztok elébb osztdédtak,
majd utana jelentek meg a hifa-kinovések. Mindez makroszképosan erds telepdsszenyomo
hatassal jart egyiitt, és a telepek novekedése igen lasst volt. E kedvezdtlen jelenségek miatt
inkdbb a valamennyi torzs esetében jo eredményt ado, szachardzt valasztottuk ki

ozmotikumnak a tovabbi kisérletekhez.
IV.3.1. Hygromycin B rezisztencia (Manczinger és mtsai, 1997)

A hygromycin B aminogliikozid tipusi antibiotikum, melyet a Streptomyces
hygroscopicus termel. A rezisztencidnak két fo tipusa létezik: vagy a 30S riboszémalis
alegység szerkezete valtozik meg, vagy egy inaktivald fehérje termelddik. Ez utébbi a

hygromycin B foszfotranszferaz, mely plazmidon kddolt.

sall Clal  gamui M gami sal
l IV.3.1.1. 4bra A pCSN43 plazmid térképe.

bl

Ptpc|  hyg8 | TtpC |pBR322 Az 5,35 kbp nagysagu plazmid Escherichia
i coli hygromycin B foszfotranszferaz génjét

a

e e
Hindlll hordozza Aspergillus nidulans triptofan C

EcoRV
pCSN43 BamH génje promoter és terminator
5,35 kb a0 o

Vo szekvencidjanak szabalyozasa alatt (Staben

és mtsai, 1989).

A Trichoderma viride AH124-BG7 torzs 100-107 mennyiségii protoplasztjanak 1 pg
pCSN43 plazmid DNS-sel vald transzformacidjat kovetd 6todik napon 200-500 rezisztens telep
jelent meg, az antibiotikumot 0,3% toménységben tartalmazé szelektiv taptalajon. A
transzforméld plazmid sorsdnak nyomonkovetésére a transzformansokbdl €s a sziildi torzsbol
szarmazd DNS-t valamint a plazmid DNS-t Clal restrikciés endonukledzzal kezeltiik. Ez az
enzim: két helyen hasitja el a plazmidot: a promoéter szekvencia €s a hygromycin B

foszfotranszferdz gén hataran, valamint a hygromycin rezisztencia génen kiviill (IV.3.1.1.
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abra). Ennek megfelelden két sav jelent meg az emésztett plazmid oszlopaban (IV.3.1.2. abra,
7. oszlop). A kontrollként felvitt sziiléi 7. viride AH124-BG7 torzs DNS-éhez nem kotott a
jelolt plazmid DNS (3. és 4. oszlop), igy az 1., 2., 5. és 6. oszlopban megjelend valamennyi sav
a transzformansokba bekeriilt plazmidmolekuldktol szdrmazik. Ezek egy részének mérete
hasonl6 a plazmidmolekula méretéhez (6. oszlop), de megfigyelhetdk olyan kis molekulasulyu
egységek is, amelyek Clal hasitéhelyet mar nem is tartalmaznak (1. és 5. oszlop). Ezeket a
formakat a szabadon replik4alédé plazmidmolekuldk kozotti rekombinacids események

hozhattak létre.

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 kbp
W BT W W e Al > a
" )
= am | - 23,13
m—
-9.46
- - - 6,56
-4.36
-
[ ]
N a> T @
- @ -2,03
- - e

IV.3.1.2. abra A pCSN43 plazmiddal nyert transzformansok hibridizacidés mintdzata

Az oszlopokban taldlhaté mintdk a kovetkezOk: Transzformans térzs DNS-e Clal enzimmel
kezelve (1) és emésztetleniil (2); a 7. viride AH124-BG7-es torzs DNS-e Clal enzimmel
kezelve (3) és emésztetleniil (4); egy masik transzformans térzs DNS-e Clal enzimmel kezelve

(5) és emésztetleniil (6); a pCSN43 plazmid Clal enzimmel emésztve (7) és kezeletleniil (8).

Giczey é€s munkatarsai (1998) a pCSN43 plazmid endokitindz gént tartalmazo

szarmazékaval T. hamatum torzset transzformaltak. A plazmidok beépiilése nagyrészt homolog
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helyre tortént, a transzformaciés gyakorisag 300/pg DNS volt, ami megfelelt az éltalunk
tapasztaltaknak. Nagysagrendjében hasonlé eredményt értek el Trichoderma viride torzs
pAN7-1 plazmiddal valé transzformécidjanal. Ez a plazmid E. coli hygromycin B
foszfotranszferaz génjét A. nidulans gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz gén promoter és
terminator szekvencidkkal tartalmazza. Itt 200-800/ug DNS transzformaciés gyakorisagot
figyeltek meg (Herrera-Estrella és mtsai, 1990). 7. hamatum torzs pAN7-1 plazmiddal tortént
transzformacidja soran szintén megfigyelték az altalunk is tapasztalt szabad plazmid-
szarmazékok jelenlétét, melyrél ugy gondoltak hogy integraldodas utan kivagddott elemek

lehetnek (Ulhoa és mtsai, 1992).

IV.3.2. Uracil auxotréfia komplementacié (Manczinger és mtsai, 1995)

Az uracil auxotrof mutansok elééllitasahoz alkalmazott 5-fluoro-orotsav segitségével az
orotét pirofoszforibozil transzferdz és az orotidin-5-foszfat dekarboxildz enzimek szintézisében
sériilt mutansok hozhatok létre. A T. harzianum AH356-BG2 t6rzsbol a kezelések soran nyert
kilenc uracil auxotr6f mutdns anasztomozisos heterokarion teszttel két komplementacios
csoportba volt oszthatd. Nyolc mutans tartozott az ural jelzésii csoportba, mig csupan egy az
ura2-be. A transzformaciés kisérletekhez az ural csoport egyik mutansabdl és az ura2
csoportba tartozé mutansbodl 1étrehozott protoplasztokat egyarant kezeltiik, a pKIM7 (IV.3.2.1.
abra), a pTRura5-3 (IV.3.2.2. abra) és a pPAura510 (IV.3.2.3. abra) plazmidokkal (IV.3.2.1.

tablazat).

Muténsok pKIM7 pTRura5-3 pPAuraS10
ural 62-220 0 0
ura2 0 446-1420 169-422

IV.3.2.1. tablazat Az egyes plazmidokkal nyert transzformansok mennyisége ismételt

kisérletekben 1-3x107 protoplasztra és 1 ug DNS-re vonatkoztatva.
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Az eredmények alapjan azonosithatéva valtak a mutdns-csoportok. Igy az ural csoportba

tartoz6é mutansok az orotidin-5-foszfat dekarboxilaz enzim génjében, az ura2 csoportba tartozéd

muténs pedig az orotat-pirofoszforibozil transzferaz enzim génjében sériiltek.

Bglll
Pstl
BstEll

Pstl
Pstl

Pwull

BstEIl

.

Sall
Hindlll

Sa
Hindlll Sall

IV.3.2.1. dabra A pKIM7 plazmid térképe

(Osman, 1987). A 11,9 kbp terjedelmi

plazmid vektor alapjat a 6,1 kbp nagysagu
pBR325 klénoz6d vektor adja. A 3,5 kbp
méreti  ansl szekvencia A.  nidulans
kromoszémalis DNS-€bdl szarmazik, szerepe
a hordozé plazmid integracios gyakorisaganak
transzformansok

novelésével az abortiv

szamanak csokkentése. A A fagbol szarmazé 0,9 kbp méretii cos régid lehetové teszi a plazmid

vektor fagfejekbe pakoldodasat. A Neurospora crassa orotidin-5-foszfat dekarboxilaz enzimét

kodolo pyr4 jelzésti gén sajat promoterével €s termindtoraval egyiitt talalhato a plazmidon.

Sall EcoRI

BamHI

pTRura5-3

3,7 kb
r

IV.3.2.2. abra A pTRura5-3 plazmid
térképe (Bergés és Barreau, 1991). A 3,7
kbp nagysagi plazmid alapja a 2,7 kbp
nagysagu pUC8 klénoz6 vektor. Ebbe
agyazodik egy 1 kbp méretii fragment,
reesei orotat

mely Trichoderma

pirofoszforibozil ~ transzferaz  enzimét
koédold wuraS jelzésii gént hordozza, sajat

promoéterével és terminatoraval egyiitt.
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Ncol

Pstl EcoRV

pPAura510
i 5,7 kb

EcoRV
EcoRI
Pvull
Hindlll

EcoRV
mHI

Ba
Sall Sphl

I1V.3.2.3. abra A pPAura510 plazmid térképe
(Bergés és Barreau, 1991). Az 5,7 kbp
nagysagu plazmid 4,4 kbp-nyi részét a
pBR322 vektor adja, melynek EcoRI klénozé
helyére épitették be az 1,3 kbp nagysagu
fragmentet. Ez Podospora anserina orotat
pirofoszforibozil transzferaz enzimét kodold
uraS  jelzési  gént  hordozza, sajat

promoterével €s termindtoraval.

A HindlIll restrikciés endonukledz két helyen hasitja a pKIM7 plazmidot (IV.3.2.1.

abra). Az egyik hasitéhely a pyr4 gén és a pBR325 szekvencia hataran taldlhaté, a masik a

pyrd génben. Igy egy 1,2 kbp nagysagu fragment vagodik ki a pyrd génbdl, illetve a

plazmidbdl, és megmarad egy 10,7 kbp-nyi szakasz (IV.3.2.4. dbra; 5. oszlop). A plazmid

DNS egy része szabadon replikalédo formaban talalhaté meg, mig nagyobbik része beépiilt a

IV.3.2.4. abra A pKIM7 plazmiddal
nyert transzformansok hibridizacids
mintazata. Az oszlopokba felvitt mintak
a kovetkezok: a K11 transzformans
torzs DNS-e HindIll  restrikcios
enzimmel emésztve (1) és kezeletleniil
(2), a sziiloi torzs DNS-e HindIIl
restrikcios enzimmel emésztve (3), és
kezeletleniil (4), a pKIM7 plazmid
DNS HindIll

restrikciés  enzimmel

emésztve (5) és kezeletlentil (6).
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genomba (2. oszlop). A restrikcios enzimmel kezelt minta harom jol elkiil6niilé savot mutat (1.
oszlop), melyek koziil az also kettd elhelyezkedése megfelel az emésztett plazmid savjainak. A
harmadik, méretéhez képest gyengébb jelet adé sav, szegélyezd régionak feleltethetd meg. Igy

e mintazat alapjan valoszintsithetd, hogy tandem ismétl6do tipusi beépiilés tortént.

A pTRura5-3 plazmidon, egyetlen EcoRI hasitohely talalhaté, az wraS génben
(IV.3.2.2. abra). Ennek megfeleloen az emésztett plazmid oszlopaban egyetlen sav jelent meg
(IV.3.2.5. abra; 5. oszlop). A transzformans térzsek emésztetlen DNS-€ben a jel a genomialis
DNS-nek megfeleld6 magassagban és alakban helyezkedik el (2. és 4. oszlop), tehat a
plazmidmolekulak beépiiltek a genomba. A restrikcids enzimmel kezelt mintak sok, egymastol
tobbé-kevésbé elkiilonithetd savot adnak, amelyek tobb szegélyez6 régionak feleltethetok meg
(1. és 3. oszlop). Ez tobb helyre torténd, szétszort beépiilésre utal. A nyitott plazmid
magassagaban elhelyezkedd, erdsebb jelolodésii savok tandem ismétlddo beépiiléstol

eredhetnek.

1 2. 3 kbp
o
-23,13
- 9,46

-436

o
s
Land
E&; ' -2,03

IV.3.2.5. abra A pTRura5-3 plazmiddal nyert transzformansok hibridizaciés mintazata

Az oszlopokba felvitt mintdk a kovetkezOk: a TR3 transzformans torzs DNS-e EcoRI
restrikcios enzimmel emésztve (1) és kezeletleniil (2), a TR1 transzformans térzs DNS-e EcoRI
restrikciés enzimmel emésztve (3) és kezeletleniil (4), a pTRura5-3 plazmid DNS EcoRI

restrikcios enzimmel emésztve (5) és kezeletlentiil (6).
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A pPAura510 jelli plazmidon két EcoRI restrikciés enzim hasitohely talalhato,
mindkettd az ura5 gén és a pBR322 szekvencia hataran (IV.3.2.3. abra). Igy ezzel az
endonukleazzal kezelve két fragment keletkezik (IV.3.2.6. dbra; 2. oszlop). A kisebbik
fragmenten taldlhaté az wra5 gén, a nagyobbik pedig a klénozé vektornak felel meg. A
transzformans tulajdonsagu torzsekbdl tisztitott emésztetlen DNS mintdkban a hibridizacids jel
a genomialis DNS-nek megfelel6 magassédgban és alakban lathatd, tehat a plazmidmolekulak
beépiiltek a genomba. Az ura5 génnek megfeleltethetd fragment mindegyik, restrikcids
enzimmel kezelt mintdban megtalalhatd. A PA2 és a PA8 transzformansok esetében a pBR322
vektor méretének megfeleld magassagban talalhato erds jel, tandem ismétlod6 beépiilést jelez,
mely a PAS8 transzforménsnal tobb kiilonb6zo helyen, a PA2 esetében egy vagy két helyen
torténhetett. A PA1 ¢és PA3 transzformansoknal szintén sokféle helyre beépiilt

plazmidmolekulékat jelez a hibridizacié, mely a PA3 esetében csak egyedi molekuldkkal

2. 3. 4.8, 6.7 8. 9.6 11. kbp

B - 23,13
-9,46

- 4,36

IV.3.2.6. abra A pPAura510 plazmiddal nyert transzformansok hibridizaciés mintazata

Az oszlopokba felvitt mintdk a kovetkez6k: A pPAura510 plazmid DNS kezeletleniil (1) és
EcoRlI restrikcios enzimmel emésztve (2), az AH356-BG2 torzs DNS-e emésztetleniil (3), és a
transzformans térzsek DNS-e kezeletleniil és EcoRI restrikciés enzimmel emésztve. PA1 (4,

5), PA2 (6, 7), PA3 (8, 9) PA8 (10, 11).

49



1V. Eredmények és Megvitatas

tértént, a PA1 esetében azonban talan két-hdrom plazmid tandem kapcsolddasara utal, a

pBR322 vektor méretének megfeleld6 magassagban talalhaté halvany jel.

T. reesei esetében tobben beszamoltak uracil auxotréfia komplementacion alapuld,
hatékony transzformécios rendszerekrol. A transzformacids gyakorisag 4. niger pyrA génjével
700-800, N. crassa pyr4 génjével 1500, T. reesei pyrG (ura3) és uraS génjével 10000-12000/p
g DNS: volt (Gruber €s mtsai, 1990a, 1990b; Bergés és Barreau, 1991). Bar a homoldg génnel
végzett transzforméacié mintegy 8-16-szorosara emelte a transzformacids gyakorisagot,
ugyanakkor a transzformansok egy részében csak géncsere tortént és a plazmid tobbi részét
nem hordoztdk. A beépiilés a homoldg génnel végzett kisérletekben is elsdsorban szétszdértan
tortént, egy vagy tobb, tandem kapcsolédd molekulaval, és négy transzformansbol csak egy
tartalmazta a plazmidot homolog helyen. A transzformansoknak koriilbeliil a fele volt stabil,
ezek csak beépiilt plazmidot tartalmaztak, mig az instabil transzformansokban szabad
plazmidok jelenlétét is ki lehetett kimutatni. Ezekrél nem sikeriilt egyértelmiien eldonteni,
vajon "tokéletlen" beépiilés utan kivagddott elemek lehettek-e, vagy olyan molekulédk, melyek
sohasem integralddtak, az azonban bebizonyosodott, hogy atrendez6dott molekulakrol volt szd,
melyekben az ampicillin rezisztencia gén mar nem mikodott. A mi kisérleteinkben a pKIM7
plazmiddal nyert 6t megvizsgalt transzformans mindegyike instabilnak mutatkozott,
konidiumaik nem csiraztak ki szintetikus minimal taptalajon. Ez a jelenség egyiitt jart a beépiilt
plazmidok mellett feltiint, szabadon replikalédé plazmidmolekuldk jelenlétével (IV.3.2.4.
abra; K11 torzs). Mivel a transzformacids gyakorisig is ebben a rendszerben volt a
legalacsonyabb, gy tlinik hogy a hordozé plazmid integraciés gyakorisaganak novelése
céljabol beépitett ansl szekvencia, Trichoderma gazdaban nem miikddik hatékonyan. A
pPAura510 plazmiddal nyert transzformansok koziil kilencnek a stabilitasat vizsgaltunk meg.
Ezek koziil négynek a konidiumai 90-100%-ban csiraztak ki szintetikus minimal taptalajon, a
tobbi Ot torzs azonban instabilnak bizonyult. Ez utébbiak hibridizaciés vizsgalatanal kizarolag
genomba beépiilt plazmidmolekulakat lehetett kimutatni (IV.3.2.6. abra; PA1, PA2, PA3,
PAS). Itt tehat valamilyen egyéb jelenség okozhatja az instabilitast, bar nem lehet kizérni az

észlelhetoség hatara alatti mennyiségli szabad plazmidok jelenlétét sem. A legnagyobb
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transzformacids gyakorisigot a pTRura5-3 plazmiddal tudtuk elérni. Kilenc megvizsgalt
transzformans mindegyike nagyfoku stabilitast mutatott, konidiumaik 90-100%-ban kicsiraztak
szintetikus minimal téptalajon. A hibridizaciéval vizsgalt torzsekben csak beépiilt

plazmidmolekulak voltak megfigyelhetdk, szabad allapotiak nem.

IV.3.3. Arginin auxotroéfia komplementacioé (Antal és mtsai, 1997)

Az arginin auxotréf mutdnsok transzformécidjara olyan plazmidok &lltak
rendelkezésiinkre, melyek az ornitin-karbamoil transzferaz (OTC-az) enzimet kdédold argB
gént hordoztak. Az OTC-az a citrullin ornitinbdl és karbamoil-foszfatbol vald szintézisét végzi
el, igy a T. harzianum AH48 torzs 16 arginin auxotréf mutdnsa koziil azokat a torzseket
valasztottuk ki, melyek konidiumai ornitinnel kiegészitett minimal téptalajon csirdzasra
képtelenek voltak, ugyanakkor citrullinnal kiegészitett minimal taptalajon gyorsan névekedd
telepeket hoztak létre. A 16 mutansbdl 10 mutatott ilyen fenotipust. Mivel a karbamoil-foszfat
szintetaz mukodésében sériillt mutansok ezzel a moddszerrel nem kiilonithetok el,
anasztomozisos heterokarion teszttel osztottuk Oket tovabbi csoportokra. Az eredmények
alapjan a feltételezett OTC-az muténs torzsek harom komplementdcids csoportba tartoztak.
Ezek egy-egy tagjat (ml, mS, és m7) valasztottuk ki, a transzformacids kisérletek alanyaul. A
mutansokbdl 100-107 mennyiségben eléallitott protoplasztokat pSal23 plazmiddal (IV.3.3.1.

abra) transzformaltuk (IV.3.3.1. tablazat).

Mutansok: ml m5 m7
Transzformansok szama: 1-4 2-6 0

IV.3.3.1. tiablazat Az egyes kisérletekben 1 pg pSal23 plazmid DNS-re vonatkoztatott

transzformécids gyakorisagok.

Ezen eredmények alapjan val6szinisithetd, hogy a harmadik komplementaciés csoportba

tartozé m7 mutans a karbamoil-foszfat szintetdz génjében sériilt, az els6 két komplementacios
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csoportba tartozé m1 és mS pedig az ornitin-karbamoil transzferazéban. Az ugyanazon enzim-
miikodésben sériilt két csoport 1éte allélikus komplementaciéval magyarazhat6. Ezek szerint az
OTC-az, T. harzianum-ban, egynél tobb alegységb6l felépiilé enzim. Ez az eredmény nem
meglepd, mivel az OTC-azt harom alegységes enzimként irtdk le A. nidulans-ban (Upshall és

mtsai, 1986) és N. crassa-ban (Davis, 1986).

IV.3.3.1. abra A pSal23 plazmid térképe

Sall

(Dmochowska és mtsai, 1986). Az 5,9
kbp nagysagt plazmid nagyobbik részét a

Balll 3,3 kbp-os pBR327-es klénoz6 vektor

5,9 kb Sall

adja. A tetraciklin rezisztencia génben
talalhatd Sall restrikciés endonukleaz
hasitéhelyre klonoztak be azt a 2,6 kbp

hosszisagu fragmentet, mely Aspergillus

nidulans argB génjét hordozza, sajat

promoterével €s terminatoraval egyiitt.

A pSal23 plazmidon egyetlen Bg/Il restrikciés endonukledz hasitéhely taldlhat6
(IV.3.3.1. 4bra ), az argB gént hordozdé fragmenten. A transzformalatlan torzsbdl szarmazd
DNS mintdhoz nem hibridizalt hozza a plazmid DNS (IV.3.3.2. dbra 2. és 9. oszlop). A
transzforméns torzsek kezeletlen DNS mintdjaban a jel a genomialis DNS-nek megfeleld
magassagban és alakban helyezkedik el, tehat a plazmidmolekuldk beépiiltek a genomba.
Ugyanezen torzsek Bg/Il restrikcids endonukledzzal emésztett mintdiban igen nagyszamu,
kiilonbozé méretii fragment tiint fel. Ez a jelenség két modon magyarazhatd. Egyrészt e sdvok
eredhetnek a kiilonb6zo helyekre beépiilt plazmidmolekulakat szegélyez6 régioktdl. Ebben az
esetben tobb helyre, szétszortan tértént a beépiilés. Masfel6l a pSal23 plazmid nagyfoku
rekombinaciés készséget mutatott. Igy a savok szarmazhatnak a létrejott, kiilsnbozé méreti,

rekombinans plazmid-formak beépiilésétdl is.
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0 5 kbp

1.2, 3.4

SR R L LR T B

- 23,13
~|-9,46

|- 6,56

B _ 436

1V.3.3.2. abra A pSal23 plazmiddal nyert transzformansok hibridizaciés mintazata

Az oszlopokba felvitt mintdk a kovetkezok: kezeletlen pSal23 plazmid DNS (1),
transzformalatlan térzs DNS-e (2), transzforméns térzsek DNS-e emésztetleniil S14 (3), S15
(4), S16 (5), S54 (6) és S55 (7), pSal23 plazmid DNS-e Bg/II restrikcios enzimmel kezelve (8),
transzformalatlan térzs DNS-e Bg/II restrikciés enzimmel kezelve (9), transzformans torzsek

DNS-e Bgl/II restrikcids enzimmel kezelve S14 (10), S15 (11), S16 (12), S54 (13) és S55 (14).

Arginin auxotréf Trichoderma torzsek transzformacidjardl kevés kozlemény latott
napvilé’got. Pentilla €s munkatarsai (1987) T. reesei toérzs A. nidulans argB génjét hordozé
plazmiddal (pSal43) valé transzforméci6jandl a mi eredményeinknél j6val nagyobb
transzformacids gyakorisagrol szamoltak be (150-400/ug DNS), ami azért érdekes, mivel ez a
plazmid A4. nidulans-ban is mindossze 1-5 transzformanst eredményezett (Goc és mtsai, 1987).
A pSal23 plazmiddal szintén nem volt magas az elért transzformdacios gyakorisag 4. nidulans-
ban, (4-29/ug DNS), igy ez érthetobbé teszi az altalunk tapasztalt alacsony gyakorisagot.
Megfigyeléseik szerint a plazmidmolekuldk tébb kiilonboz6 helyre épiiltek be a genomba,
nagyrészt tandem ismétlodd modon. A pSal23 plazmiddal nyert transzforménsok koziil
nyolcnak vizsgaltuk meg a stabilitasat szintetikus minimal tdptalajon. Két térzs konidiumai 90-

100%-ban kicsiraztak, a tobbi hat térzs azonban instabilnak bizonyult. Pentilla és munkatarsai
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(1987) a T. reesei torzs transzformacidjanal a pSal43 plazmid tandem ismétl6dé formaban

tortént genomba épiilését, €s a transzforméansok 100%-os stabilitasat figyelték meg.

1V.3.4. Jelz6 gén alkalmazasa (Antal és mtsai, 1997)

Az el6zbekben ismertetett transzformacios rendszerek kozos tulajdonsaga, hogy a
regeneralédd protoplasztokbodl kifejlolé telepek valamennyien hordozzdk a transzformalé
plazmid egységeit. Kiilon valogatasra nincs sziikség, hiszen azok a protoplasztok, melyek
plazmidot nem vettek fel, vagy amelyekben a plazmidon levé gén expresszidja nem tud
megvaldsulni, -eltekintve a revertansoktdl és a ritka spontan mutansokt6l- nem képeznek
telepet. A transzformacids kisérletekben azonban nem mindig nyilik moéd ilyen szelekcids
modszerek alkalmazasara. Ekkor hasznos, ha valamilyen jelzd gént tudunk expresszaltatni,
mivel ezek transzformans torzsekbeli jelenléte fenotipusosan megjelenik.

Az alabb ismertetend6 transzformacidés rendszerben két szelekciés modszer allt
rendelkezésiinkre. Ezek az arginin auxotrofia komplementéacidjan és E. coli lacZ génje
expresszidjan alapultak. A transzformansok kivalasztasahoz a direkt szelekcids arginin
auxotrofia komplementaciot valasztottuk. Az ml €s m5 jelli mutansokbdl eldallitott 106-107
mennyiségii protoplasztot transzformaltuk a pANS-41B plazmiddal. Az egyes kisérletekben 1 p
g DNS-re vonatkoztatva az m1 mutans esetében 1-3, az mS mutans esetében 3-6 transzformans
telep jelent meg.

EcoRl Xbal IV.3.4.1. abra A pANS5-41B plazmid térképe
i a

Pstl
) (Van Gorcom és mtsai, 1986). A 13,5 kbp

=

r
amp

hosszusagu plazmid alapjat a 4,2 kbp-os pBR329

pAN5-41B
13,5 kb

klénozé vektor adja. A kloramfenikol rezisztencia
gén teriiletére klonoztak be A. nidulans argB
Xhol  génjét valamint sajat promoterét €s terminatorat
hordozé 3,5 kbp hosszusagu Xbal fragmentet. E.
coli lacZ génje A. nidulans gliceraldehid-3-

foszfat dehidrogenaz génjének promoterével és
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triptofan C génjének terminatoraval 6sszekapcsolva egy 5,8 kbp nagysagu fragmentet alkotnak,

melyet a pBR329 vektor tetraciklin rezisztencia génjének teriiletére illesztettek be.
A pANS5-41B plazmiddal nyert transzformans térzsek emésztetlen DNS mintdiban a

hibridizacios jel a genomialis DNS-sel megegyez6 magassagban és alakban jelent meg, jelezve

a plazmidmolekulak beépiilését a genomba (IV.3.4.2. abra). A Bg/II restrikcids endonukleaz

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10.11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. kbp

= 23,13

-9,46
- 6,56

- 4,36

-232

IV.3.4.2. 4bra A pANS5-41B plazmiddal nyert transzformansok hibridizaciés mintazata

Az oszlopokba felvitt mintdk a kovetkezdk: a TR503 (1), TR502 (4), TR501 (7), TR106 (10),
TR104 (13) és TR101 (16) jelzésii transzformans toérzsek, valamint a pANS-41B plazmid DNS-
e (19) Bg/lI restrikcids enzimmel kezelve. A TR503 (2), TR502 (5), TR501 (8), TR106 (11),
TR104 (14) és TR101 (17) jelzésti transzformans térzsek, valamint a pANS-41B plazmid DNS-
e (20) EcoRlI restrikciés enzimmel kezelve. A TR503 (3), TR502 (6), TR501 (9), TR106 (12),
TR104 (15) és TR101 (18) jelzésti transzformans torzsek, valamint a pANS5-41B plazmid DNS-

e (21) emésztetleniil.
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egy hasitohellyel rendelkezik a plazmidon, mégpedig az argB génen (IV.3.4.1. dbra). Az ezzel
az enzimmel kezelt DNS mintdkban -a TR104 jelzési torzs kivételével- egyetlen sav jelent
meg, melyek azonos magassagban helyezkednek el a felnyitott plazmiddal. A harom
hasitohellyel rendelkezé EcoRI restrikciés enzim altal létrehozott fragmentek valamennyi
transzformans emésztett DNS mintdiban megfigyelhetd. A szegélyezd régioknak
megfeleltetheté savok nem lathatéak. Mindez azt sugallja, hogy a beépiilés tandem ismétlédo
formaban, nagy példanyszamban tortént. A TR104 jelzésii torzs hibridizacidés mintazata ettol
kissé eltéro jellegzetességeket mutat. Mind az egyszeres emésztésnél (13. oszlop), mind pedig a
harom helyen hasit6 EcoRI enzim esetében (14. oszlop) megjelentek a felnyitott plazmid
sdvjai, ami tandem ismétlddo beépiilést jelez, valamint tovabbi savok is, melyek a szegélyezo
régioknak feleltethetok meg. A savok egymashoz viszonyitott intenzitasbeli kiilonb6z6ségei

arra utalnak, hogy az ismétlodés mértéke ennél a térzsnél joval alacsonyabb.

A pANS-41B plazmiddal nyert transzformans torzsekben a /acZ gén expresszalodasat
két modszerrel vizsgaltuk. A B-galaktozidaz aktivitas kimutatdsa soran a taptalaj feliiletére
oltott transzformans telepek barnara szinezodtek, mig a kontrollként leoltott sziiléi torzs fehér
maradt (IV.3.4.3. abra).

A B-galaktozidaz aktivitds mennyiségi mérését 4-metilumbelliferil-B-D-galaktopiranozid
szubsztrattal végeztik el, melybol az enzimmiikodés eredményeként metilumbelliferon
keletkezett. A 7. harzianum AHA48 torzs fehérje preparatuma igen kevés reagenst alakitott 4t
(IV.3.4.4. abra). A transzformans torzsek mindegyikében emelkedett B-galaktozidaz aktivitas
volt kimutathato, de a mérték nagyon véltozénak bizonyult. Ennek okat a plazmidmolekuldk
beépiilésének eltéréseiben kereshetjilk. Bar a hibridizacios kisérletekben (IV.3.4.2. abra)
igyekeztiink azonos mennyiségli DNS mintat felvinni minden oszlopba, az egyes térzsek
mintai k6zott mégis felfedezhetok intenzitasbeli kiilonbségek, melyek a beépiilt plazmidok
eltérd szamabol eredhetnek. Igy példaul a TR503 (1.-3. oszlop) és a TR502 (4.-6. oszlop)
jelzésii torzseknél egyenes aranyossag all fenn a hibridizacios jel erssége, és a B-galaktozidaz
aktivitasok kozott. A [-galaktozidaz aktivitdsokban mérhetd kiilonbségek kialakuldsdban

azonban a génmennyiségen kiviil szerepet jatszanak mas tényezok is. A kiil6nb6z6
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IV.3.4.3. abra A sziiléi és néhany transzformans torzs [-galaktozidaz aktivitasanak

kimutatasa. K6zépen a sziil0i torzs.
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1V.3.4.4. abra A torzsek (-galaktozidaz aktivitasa az id6 fiiggvényében.
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szabéalyozasi kornyezetek, melyekbe a torzsek genomjanak madas-més helyére beépiilt
plazmidmolekulak keriiltek, igen jelentés médon befolyasoljak a lacZ gén expresszidjanak
hatasfokat. T. reesei-ben és T. longibrachiatum-ban szintén kimutattak E. coli lacZ génjének
sikeres expressziojat (Pentilla és mtsai, 1987; Sanchez-Torres €s mtsai, 1994), és a [-
galaktozidaz aktivitds a 7. longibrachiatum esetében ugyancsak eltért az integralddott
génmennyiség alapjan varhat6tdl, amit a kutatok hozzank hasonldéan a beépiilés helyén haté
szabalyozési kornyezettel magyaraztak. Erdekes megfigyelés volt, hogy a legalacsonyabb B-
galaktozidaz aktivitast mutaté TRS501 t6rzs volt mitotikusan a legstabilabb (30-40%), mig a

tobbi torzs konidiumai nem csiraztak ki szintetikus minimal taptalajon.
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IV 4. Trichoderma torzsek mtDNS-ének jellemzése

A Trichoderma nemzetségbe tartozé fajok mitokondriumanak genetikaja még teljesen
feltaratlan teriilet. Egyetlen publikacio jelent meg eddig, melyben tizenkét 7. viride torzs
mtDNS-ének méretét €s restrikciés enzimekkel nyert fragmenjeik mintdzatdt hasonlitottak
Ossze (Meyer, 1991), de a mtDNS fizikai térképét, géntartalmat, génjeinek exonalis-intronalis
felépité‘sét, sorrendjét, szekvencidjat, a mtDNS o6roklodését, az esetleges rekombinécios
eseményeket eddig még nem vizsgaltdk. Holott a mtDNS, a mitokondridlis gének
konzervativitasanak kovetkeztében, alkalmas lehet rendszertani kapcsolatok feltarasara, a nem
kodold részek nagyobb valtozékonysaganak felhasznalasaval pedig torzsek azonositasara. A
mitokondrium genetikai dllomanyanak vizsgalata a Trichoderma torzsek ipari felhasznalasa
szempontjabol is érdekes lehet. Mivel az extracellularis enzimek termelédése nagy
energiaigényli folyamat, minden olyan hatas, mely gatolja a mitokondriumok muikodését,
csokkenti az eldallitott enzimek mennyiségét. Ilyen hatassal rendelkezik példaul a celluloz
bontasa soran felszabadulo gliikoz is, mely akadéalyozza a cellulazok tovabbi termel6dését
(Abrahao—Neto és mtsai, 1995). A gatlé tényezokkel szemben ellenallobb mitokondrialis
mutansok el6éllitasanal is hasznos lehet a mitokondrialis DNS szervezddésének alaposabb

ismerete.
IV.4.1. Trichoderma torzsek mtDNS-ének restrikcios mintazata

Trichoderma torzsek mtDNS-ének variabilitasi vizsgalatahoz T. harzianum illetve T.
viride fajcsoportba tartozé torzsek mtDNS-ének Hpall restrikcidos enzimmel nyert
fragmentjeinek mintazatat hasonlitottuk 6ssze (IV.4.1.1. dbra). A T. harzianum AH356, T66 és
T95 torzsek esetében a sdvok mintdzata jelentds eltérést mutatott, legaldbbis a nagy
molekulastilyu régiéban. A kis molekulasulyd régidban azonban a T66 és T95 torzsek esetében
harom fragment hasonlé elhelyezkedésiinek bizonyult (az AH356 torzs esetében ez a tartomany
nem vizsgéalhatd, mivel til kevés DNS Kkeriilt felvitelre). Erdekes hogy e harom fragment a T,

viride fajcsoportba tartozo AH228 t6rzs esetében is megfigyelhetd, tovabba a T. harzianum T66
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és T. viride AH228 torzsek esetében a teljes mintdzat minddssze egy sav elhelyezkedésében

mutat eltérést.

IV.4.1.1.  abra Trichoderma
torzsek mtDNS-ének Hpall
restrikcids enzimmel nyert
fragmentjeinek = mintazata. Az
oszlopokban talalhaté mintak: T.
viride AH228 (1); T harzianum
AH356 (2), T9S (3) és T66 (4)

torzsek mtDNS-e, valamint HindIll
emésztett A DNS molekulasily

marker (M).

Az altalunk vizsgalt torzsek mindegyike tehat kiilonb6z6 mintdzatot mutatott, de a
vizsgélatokba bevont torzsek alacsony szama miatt a variabilitast tekintve messzemendbb
kovetkeztetést nem vonhatunk le. Meyer (1991) aki 12 T. viride térzs mtDNS-ének restrikcids
enzimekkel nyert fragmentjeinek mintazatat hasonlitotta Ossze azt talalta, hogy bér a legtobb
torzs egyedi mintazattal rendelkezett, két, egymastdl tavoli helyr6l szdrmazé izolatum azonos
mintazatot mutatott. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ez a mdodszer Trichoderma

térzsek azonositdsara onmagaban nem alkalmazhaté biztonsdgosan. E megéllapitast azzal a
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megjegyzéssel egészitenénk ki, hogy kivalasztott térzsek mtDNS-ének mintazata elvileg akar
mutagenezissel, akar célzottabb beavatkozassal egyedivé tehetd, és ekkor az adott térzs
molekularis szintli tdrzsazonositasdhoz megfelel6 markerhez juthatunk. Ez a gyakorlatban
segitséget nyujthat a szant6foldi kisérletekbe bevont biokontroll 7richoderma térzsek

elterjedésének vizsgalataban.

IV.4.2. A mtDNS részletes vizsgilata a Trichoderma harzianum T9S torzs esetében (Antal

és mtsai, 1999b)

A kémiai és bioldgiai fungicideket egyiitt hasznalé integralt névényvédelem szamara,
az alkalmazott vegyszerekkel szemben rezisztens biokontroll tulajdonsagi torzseket
fejlesztenek ki. Ezek egyike benomil rezisztens 7. harzianum T95 térzs (ATCC 60850)
(Ahmad ¢és Baker, 1987), melyet nemzetkozi szakirodalomban valé ismertsége okan

valasztottunk ki a részletesebb mtDNS vizsgalatokhoz.
IV.4.2.1. A T. harzianum T9S torzs mtDNS-ének fizikai tulajdonsagai

Meéret. A T. harzianum T95 torzs mitokondridlis DNS-ének méretét Cfol, EcoRI és EcoRV
restrikcios enzimekkel nyert fragmentjeinek nagységa alapjan hataroztuk meg (IV.4.2.1.1.
tablazat, IV.4.2.1.1. abra). A csak egyféle enzimmel tortént emésztések 29,61-29,90 kbp
nagység‘ﬁ mtDNS-t sejtettek. Mivel ekkor kevés szamu, de igen nagy molekulasulyu fragment
keletkezett, melyek esetében a méretet kisebb pontossaggal lehet megallapitani, elvégeztiik a
mtDNS minték tobbféle restrikcids enzimmel egyszerre térténd emésztését is, melynél a nagy
méretii fragmentek kisebb darabokra valtak szét. A kettés emésztések alapjan a mtDNS mérete
28,78-29,39 kbp, mig a harmas emésztésnél 28,50 kbp-nyi méretiinek adddott. Mivel ez utdbbi
esetben valt szét a mtDNS a legtobb darabszamu és legkisebb atlagos méretli fragmentekké,

vizsgélati eredményeink alapjan ezt tekinthetjiik a legpontosabban megadott méretnek.
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Cfol Cfol+ EcoRl  EcoRl+ EcoRV EcoRV + Cfol +

EcoRI EcoRV Cfol EcoRI +

Fragmentek EcoRV
1 18,840 8,356 14,600 7,320 12,390 12,390 7,320
2 3,767 5,100 8,570 6,530 9,610 3,746 4,190
3 3,380 4,540 4,540 4,190 3,746 3,335 3,380
4 3,120 3,380  (3,356) 3,746 3,210 3,210 3,210
5 (1,447) 3,120 1,140 3,210 (2,622) 2,540 2,540
6 (1,175) 1,811 0,412  (2,622) 0947 (1,423) 1,811

b 0,566  (1,447) 0,352 1,200 1,213 (1,423)
8 (1,175) 1,140 (1,175) 1,213

9 1,140 0,710 0,947 (1,175)
10 0,566 0,412 0,839 1,140
11 0,412 0,352 0,612 0,839
12 0,352 0,210 0,566 0,710
13 (0,024) 0,612
14 0,566
15 0,412
16 0,352
17 0,210

18 (0,024)

Osszesen: 29,673 28,777 29,614 29,020 29,903 29,398 28,505

IV.4.2.1.1. tablazat A T. harzianum T95 torzs mitokondrialis DNS-ének Cfol, EcoRI és
EcoRV restrikcios enzimekkel nyert fragmentjeinek nagysaga kilobazisparban megadva. A

zardjelben szerepld adatok a mitokondriumban talalhat6 plazmid &ltal létrehozott savokat jelzik.
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IV.4.2.1.1. abra A T. harzianum
T9S5 torzs mitokondridlis DNS-
ének restrikcios enzimek
emésztésével nyert fragmentjei.

Az oszlopokban talalhaté mintak: a
mitokondriumbdl szarmazé DNS
minta Cfol (1), Cfol+EcoRl (2),
EcoRl (3), EcoRI+EcoRV (4),
EcoRV (5), Cfol+EcoRV (6),
Cfol+EcoRI+EcoRV @)
restrikcidés enzimekkel emésztve,

és a molekulasuly marker (M)

A Trichoderma nemzetségbe tartozo térzsek mtDNS-ének méretérdl kevés tanulmany
jelent meg. Meyer (1991) a T. viride fajcsoport két alcsoportjaba tartozo 12 térzs esetében 32,6
illetve 32,8 kbp nagysagi mtDNS-t talalt. Bar ez koriilbeliil 4 kbp-ral nagyobb mint amit a 7.
harzianum fajcsoportba tartozé T9S jelzésii torzs esetében mértiink, még ezt figyelembe véve is

megallapithatdé hogy a Trichoderma nemzetségbe tartozé fajok mtDNS-ének mérete,
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osszhasonlitva az Ascomycota torzsbe tartozd mas nemzetségbeli fajokkal, a kisebbek kozé

tartozik (IV.4.2.1.2. tablazat).

Fajnév A mtDNS mérete (kbp)  Hivatkozas

Aspergillus carbonarius 45-57 Kevei és mtsai (1996)

Aspergillus nidulans 33 Brown és mtsai (1985)

Claviceps purpurea 45 Tudzynski és mtsai (1983)

Fusarium oxysporum 45-55 Fernandez és mtsai (1994)

Neurospora crassa 63,5 Taylor és Smolich (1985)

Penicillium urticae 27,8 Sekiguchi és mtsai (1990)

Podospora anserina 85-102 Cummings €s mtsai (1979)
Kuck és mtsai (1985)

Trichoderma viride 32,6-32,8 Meyer (1991)

1V.4.2.1.2. tablazat Néhany példa az Ascomycota torzsbe tartozé fajok mtDNS-ének méretére.

Meyer (1991) megvizsgalta a mtDNS restrikciés enzimekkel nyert fragmentjeinek
mintazatat is €s azt talalta, hogy a mintazatokban fellelhetd6 hasonlésagok alapjan felallitott
torzsfa megfelelt a morfologiai tulajdonsagok alapjan létrehozottal. Azonban az is
nyilvanvalova valt, hogy a mddszer onmagaban nem elég biztonsadgos tdrzsazonositashoz,
illetve a torzsek kozotti rokonsagi viszonyok tisztdzdsdhoz, tehat sziikség van a mtDNS
részletesebb térképezésére, illetve szekvencigjanak vizsgalatara. Az ily modon nyert adatok mér
Osszehasonlithatéak lehetnek a Trichoderma nemzetség tagjainak molekuldris szintii

vizsgalataban alkalmazott egyéb modszerek eredményeivel.
Fizikai térkép. A T. harzianum T95 torzs mtDNS-ének részletesebb feltérképezéséhez

meghataroztuk a Cfol, EcoRI és EcoRV restrikciés enzimek hasitasi helyeinek egymashoz

viszonyitott helyzetét, s elkészitettiik fizikai térképét (IV.4.2.2.1.A. abra).
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Aspergillus nidulans: rns-ndh6-cox3-rnl-cox1-atp9-ndh3-cox2-ndh4L-ndhS-ndh2-cob-ndh1-ndh4-atp8-atp6
Neurospora crassa: rmns-cox3-ndh6-rnl-ndh2-ndh3-ndh4L-ndhS-cob-cox1-ndh1-ndh4-atp8-atp6-atp9-cox2
Podospora anserina: rns-cox3-ndh6-atp6-cob-cox1-ndh4L-ndhS-cox2-ndh4-atp8-ndh1-rnl-ndh2-ndh3
IV.4.2.2.1. abra A. A T. harzianum T95 torzs mtDNS-ének fizikai térképe, a Cfol, EcoRI és EcoRV restrikciés enzimek

hasitohelyeinek abrazolasaval. B. A fizikai térkép egyes szakaszaihoz rendelhetd gének, és sorrendjiik. C. A gének sorrendje 4.

nidulans (Brown és mtsai, 1985), N. crassa (Collins, 1993) és P. anserina (Cummings és mtsai, 1990a) mtDNS-ében, vastag betiivel

kiemelve a vizsgalati koriinkbe bevont gének.
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1V.4.2.2. A T. harzianum T95 torzs mtDNS-ének funkcionalis elemzése

Géntartalom. Bar a kiilonbozo él6lények mitokondriumainak géntartalma meglehetésen
hasonld, bizonyos gének jelenlétében eltérések tapasztalhatdak. Az Ascomycota térzson beliil a
NADH dehidrogenaz alegységeinek génjeit a fonalas szervezddésti tagok tobbnyire hordozzak,
mig az élesztogombakbol hidnyoznak (IV.4.2.2.1. tablazat). A sejtmagba iranyulé génaramlast
mutatja az ATP szintetdz 9. alegysége génjének jelenléte vagy hianya. Ez a gén Saccharomyces
cerevisiae esetében csak a mitokondriumban, Podospora anserina esetében csak a sejtmagban,
Neurospora crassa esetében pedig mindkét genomban megtaldlhatd egy-egy példanyban

(Ridder és mtsai, 1991; Brown és mtsai, 1984).

atp cob cox ndh rn
Fajnév 6 8 9 a 1 2 3 1 2 3 4 4L 5 6 I 5
A. nidulans + + + + + + + + + + + + + + + +
N. crassa A S + + + + + % += F £ £ =* + +
P. anserina + + - + + + + + + + + + + + + +
S. cerevisiae + + + + + + + W W + +
IV.4.2.2.1. tablizat A mtDNS altal hordozott gének néhdny Ascomycota torzsbe tartozo

gomba esetében (Hudspeth, 1992; Collins, 1993).

Mivel a Trichoderma nemzetségbe tartozo torzsek mitokondridlis DNS-ér6l nem 4ll
rendelkezésre szakirodalmi adat, felhasznalva a mitokondrialis génekre jellemzd nagyfoku
konzervativitast, Aspergillus nidulans illetve A. carbonarius mitokondridlis DNS-€bol
szarmazo heterolog génprobakat (Hamari és mtsai, 1999) hibridizaltattunk a 7. harzianum T95
torzs mtDNS-éhez, géntartalmanak megallapitdsdra. A génprobdk az ATP szintetaz 9.
alegységének (atp9), az apocitokrom b-nek (cob), a NADH dehidrogenaz 5. alegységének
(ndh5) valamint a kicsi (rns) €s nagy (rnl) riboszémalis alegység RNS-ének génjeit hordoztak.
Valamennyi alkalmazott génpréba hibridizalt a 7. harzianum T95 térzs mtDNS-éhez, jelezve

ezen Ot gén jelenlétét.
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Génsorrend. A T. harzianum T9S t6rzs esetében a génsorrend meghatarozasahoz mtDNS-ének
Cfol, EcoRI és EcoRV restrikcios enzimek kettds illetve harmas emésztésével létrehozott, majd
gélben elvalasztott fragmentjeihez hibridizaltatott génprobakkal kapott eredményeket
osszevetettiik a fizikai térképpel (IV.4.2.2.1.B. dbra). Ez a génsorrend mindegyik felsorolt, a
Trichoderma fajokkal kozeli rokonsagban allo, feltérképezett mitokondridlis genomu
Ascomycota faj génsorrendjétol eltér (IV.4.2.2.1.C. abra).

A gombak esetében megfigyelhetd, igen valtozatos mtDNS génsorrendek hatterében a
genomban szétszortan, a géneket szegélyez6 nem kddold szakaszokon elhelyezkedd, GC
gazdag szekvenciak allhatnak, melyek eldsegitik a mtDNS molekulak kozotti, vagy molekulan
beliili atrendezddéseket (Grossman és Hudspeth, 1985). Mivel a mtDNS-en nem minden gén
elott talalhatdé promoter, hanem t6bb gén egyiitt, egy promoterrdl irddik at, igy az
atrendezOdéssel 1étrejott 01j valtozatok koziil csak azok maradtak fenn, ahol egy elmozdult
létfontossagu gén megfeleloen épiilt be egy masik promdter mogé. A gombdk esetében

megfigyelt mtDNS génsorrendek néhany feltételezett atrendezddéssel egymasbol levezethetok.

Génméret. A fonalasgomba fajok mtDNS-ének méretbeli sokfélesége elsésorban az eltérd
szamu intronok jelenlétének koszonhet6. A mitokondrialis térképek adatai alapjan a 33 kbp
méretl A. nidulans genom harom intronos gént tartalmaz (rnl; cob; cox1), a 63,5 kbp méretii N.
crassa nyolcat (rnl; atp6,; cob; ndhl, 3, 4, 4L, 5), a 85-102 kbp méretli P. anserina pedig tizet
(rnl; atp6; cob; cox1, 2; ndhl, 3, 4, 4L, 5). Az egy génben elhelyezkedd intronok szdma is igen
valtozo lehet. J6 példa erre a cox1 gén, mely A. nidulans esetében harom intront, P. anserina-
nal pedig tizenhatot tartalmaz (Cummings és mtsai, 1989a), ugyanakkor bizonyos gének
altaldban nem tartalmaznak intronokat (rns, atp9). Bar a gének exonadlis részének nagyséaga is
mutathat kiilonbségeket, akar rokon fajok esetében is (IV.4.2.2.2. tablazat), a T. harzianum
T95 torzs mtDNS-ének kicsi mérete (28,5 kpb) alacsony intron-tartalmat sejtet. A mindossze
4,5 kl?p—ral nagyobb A. nidulans mtDNS harom génben Osszesen Ot intront tartalmaz, s

valo6szinisithetd hogy a T. harzianum T95 térzs mtDNS-ének felépitése is hasonlo lehet.
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Gén A. nidulans N. crassa P. anserina
atp9  teljes 225 225 -
cob  teljes 2211 2038 3959
exon 507,654 (1161) 97, 665 (762) 201, 192, 430, 341 (1164)
intron 1050 1276 2499, 1306, 990
ndhS teljes 1974 4694 9934
exon 1974 327, 393, 1431 248, 76, 246, 102, 1287
(2151) (1959)
intron - 1408, 1135 2298, 1452, 1602, 2623
rnl teljes 4541 5760 7663

exon  2449,415 (2865) 2900, 565 (3465) 1741, 1416, 558 (3715)
intron 1678 2295 1544, 2406
rns  teljes 1437 1971 1980

IV.4.2.2.2. tablazat Aspergillus nidulans, Neurospora crassa és Podospora anserina
mitokondrialis génjeinek mérete bazisparban megadva (zardjelben az exonok osszesitett
mérete).

A. nidulans: atp9, Brown és mtsai, (1984); cob, Waring és mtsai, (1981); ndh5, Brown és mtsai,
(1989); rnl, Netzker és mtsai, (1982); rns, Kochel és Kuntzel (1981)

N. crassa: atp9, van den Boogaart és mtsai, (1982); cob, Burke és mtsai, (1984); ndh5, Nelson
és Macino (1987); rnl, Abdel-Malik és mtsai, (1990), Burke és RajBhandary (1982); rns,
Chiang €s mtsai, (1994)

P. anserina: cob, Cummings és mtsai, (1989b); ndh5, Cummings és mtsai, (1990b); rnl,

Cummings és mtsai, (1989c); rns, Cummings és mtsai, (1989d)
Az eddigi hibridizacids kisérletekbol, nehéz feladat a T. harzianum T95 torzs vizsgalt

mitokondridlis génjeinek nagysagit meghatdrozni. Ennek egyik oka, hogy a beszerzett

génprébak nem minden esetben tartalmazzak a teljes gént. gy az rns génpréba 4. nidulans kis
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riboszémalis alegység RNS-e génjének csak a haromnegyed részét tartalmazza. Ez a T.
harzianum T95 torzs mtDNS-ének egy 1811 pb nagysagi fragmentjéhez hibridizalt, de
lehetséges hogy a gén fennmaradé egynegyed részével homoldg szakaszok étnyulnak a
szomszédos fragmentre. A masik problémat az jelenti, hogy nem 4&ll rendelkezésiinkre olyan
modszer, amellyel meg lehetne hatarozni, egy adott fragment mekkora részéhez hibridizalt
hozza a génpréba. Ez alol kivételt jelent azoknak a fragmenteknek az esete, melyek a fizikai
térkép' alapjan kozbiils6 helyet foglalnak el harom vagy tobb, egyazon génprébaval homoldgiat
mutatd fragment k6zott, mivel ezek teljes hosszukban az adott gén szakaszait hordozzék. Ez
figyelhetd6 meg a nagy riboszomalis alegység RNS-ének génjét hordozd fragmentek esetében
(IV.4.2.2.1. abra A és B). A négy fragment koziil kettdé kozépso helyzetii, ezek egyiittes mérete
3152 bp, a két széls6é egyiitt 4593 bp, igy az rnl gén mérete 3152 és 7745 bp kozé esik.
Hasonloképpen az ndhS gén mérete nagyobb mint 947 és kisebb mint 8347 bp, az afp9 gén
kisebb mint 4190 bp és a cob gén kisebb mint 7320 bp. A gének méretének pontosabb
meghatdrozasa egyrészt teljes géneket tartalmazo génprobak beszerzésével, masrészt a mtDNS
tovabbi restrikciés enzimekkel toérténd, kisebb fragmentekre bontdsaval valdsithatd meg. A
“teljesebb funkcionalis térkép elkészitéséhez folytatjuk a tobbi, altalanosan eléfordulé mtDNS
gén jelenlétének és helyzetének hibridizacios kisérletekkel torténd meghatarozasat. A gének
pontos méretének, exonalis-intronalis Osszetételének és mas fajok homolég génjeivel valod

hasonldsaganak meghatarozasara a hordozé fragmentek megszekvenalasaval keriilhet majd sor.
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IV.5. A T. harzianum T95 torzs mitokondridlis plazmidjanak vizsgalata (Antal és mtsai,

1999c¢)

 Fonalasgombak plazmidjainak vizsgélata, a nemzetkozi szakirodalom alapjan, t6bb
szempontbdl is nagy érdeklodésre tart szamot. Vizsgaljak e genetikai elemeket az intronok
virusokkal valé rokonsdganak tisztazdsa, a DNS és RNS polimerazok evoluicidja, genetikai
elemek kiilonb6z6 rendszertani kategdriakba tartozo torzsek kozotti horizontalis atadasa, a
sejtoregedés genetikai alapjainak kutatdsa, valamint fonalasgombakban ©nall6 replikacios
képességgel rendelkez6 klonozd vektorok létrehozasa kapcsan. Mivel Trichoderma torzsek
mitokondrialis plazmidjairdl eddig csak egy érintéleges tanulmany jelent meg (Meyer, 1991),
megkezdtiik a T. harzianum T95 t6rzs mitokondriumaban jelenlevd, altalunk pThrl-nek

elnevezett plazmid molekularis szintli vizsgalatat.
IV.5.1. A T. harzianum T9S torzs mitokondrialis plazmidjanak fizikai tulajdonsagai

A T. harzianum T95 t6rzs mitokondriumaibdl kivont, emésztetlen DNS minta
gélelektroforézises elvalasztasat kovetoen két, kis molekulastlyt sav jelent meg, a mtDNS-
nek megfeleltethetd, nagy molekulastlyd sav alatt (IV.5.1.A. abra, 4. oszlop). A két sav a 1,5
illetve 3,0 kbp méreti tartomanyban helyezkedett el, és a megismételt kisérletekben is
megjelentek. S1 nukleaz kezelés hatisara a mintdzat nem valtozott meg, jelezve a DNS
molekula dupla szala természetét. A hibridizacids kisérletekben a kis savokat alkotd
molekulak homoldgiat mutattak egymassal, és egy nagy molekulasulyu tartomanyban talalhaté
savval (IV.5.1.B. abra, 4. oszlop). A mitokondriumokbdl izolalt DNS mintat EcoRV
enzimmel emésztve a mintazat eltiint, és a képzodott hat fragment koziil (IV.5.1.A. abra, 3.
oszlop), csak egyetlen, 2,622 kbp nagysagi molekuldk altal alkotott sdv mutatott homoldgiat a
kis sai'vokkal (IV.5.1.B. dbra, 3. oszlop). igy az emésztetlen mintaban megfigyelhetd Gsszes
sav, 2,622 kbp nagysagu plazmid molekulak kiilonbozd felcsavarodottsagi allapotu illetve
egymassal 6sszekapcsolodott molekulditol ered. EcoRI restrikcids enzimmel tortént kezelés

hatasara az 1,5 kbp nagysagu fragment eltiint, ezzel parhuzamosan meger6sodott a 3,0 kbp
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nagysagu fragment jelerdssége, és halvany sav jelent meg a felnyitott plazmidnak megfeleld
magassagban (IV.5.1.B. abra, 3. oszlop). Ez a restrikciés enzim tehat nem nyitotta fel a
plazmidmolekuldk dontd részét. A mintazat megvaltozasat igy ezen enzim nem specifikus
DNS-szal hasité aktivitdsa eredményezheti. Ennek megfelelden a 3,0 kbp nagysagt fragmentet
gylrl alaku, felcsavarodas mentes plazmid molekulak alkotjak. Az EcoRI restrikcios enzim
hasitasi mintazatanak hibridizaciés képén megfigyelhetok gigantikus molekulak altal alkotott
savok is, melyek jeler6ssége igen gyenge, az etidium bromiddal festett gél fényképén nem is
lathatoak. Ezek elvileg lehetnek beépiilt plazmidot tartalmaz6, nem emésztodott, csak
kitekeredett vagy kinyilt mtDNS molekuldk is, &am mivel a minta tobbi része tokéletesen
emésztodott, valdsziniibb hogy az enzim nem specifikus DNS-szal hasité hatasara kitekeredett
vagy kinyilt sokmolekulas plazmid gy{riikb6l allnak. Ennek kisérletes bizonyitdsara tovabbi

vizsgalatokat terveziink.

kbp M.1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4. kbp

A. B.

IV.5.1. abra A Trichoderma harzianum T95 torzs mitokondriumabél kivont, agardéz gélben
elvalasztott DNS minta. A. Etidium bromiddal festett gél. B. Az atblottolt DNS mintdhoz
hibridizalt, jeldlt plazmid DNS. Az oszlopokban taldlhaté6 mintdk: molekulasuly marker (M), a
mitokondriumbdl szdrmazé DNS minta Clal (1), EcoRIl (2) és EcoRV (3) restrikcids

enzimekkel emésztve, valamint emésztetleniil (4).

71



1V. Eredmények és Megvitatds

Amennyiben sokmolekulas plazmid gytrikrol van szo, felépiilésiiknek elvileg kétféle
modja lehetséges, a fej-farok illetve a fej-fej kapcsolédds. Az EcoRV enzimmel emésztett
mintdban egyetlen sav jelent meg, ami egyrészt jelzi hogy mindossze egyetlen hasitohely
talalhaté a plazmidon, masrészt sugallja a fej-farok dsszekapcsolddast. Azonban elképzelheto,
hogy az enzim hasitohelye a molekuldk kapcsolddasi helyét6l mindkét iranyban azonos
tavolsagra esik, ezért ez még nem zarja ki egyértelmtien a fej-fej tipusa strukturat. Az EcoRV
‘restrikciés endonukledz hasitéhelyétdl 675 bp-ra helyezkedik el a Clal enzim hasitdhelye
(IV.5.2.2. abra), melybdl szintén egy talalhatdo a plazmidon. Mivel az ezzel az enzimmel
végzett emésztés eredményeképpen sem kaptunk két kiilonbdzé nagysagu plazmid fragmentet
(IV.5.1.B. abra, 1 oszlop), igy a fej-farok kapcsolddas valoszintisitheto.

A hibridizacids kisérletek alapjan a pThrl plazmid DNS-e nem mutat hasonldsagot a
restrikcidos enzimekkel feldarabolt mtDNS egyik fragmentjével sem, ami utal ez utébbitol
fiiggetlen eredetére. Ezek alapjan Nargang (1985) altal valédi plazmidoknak nevezett
kategoriaba sorolhato.

Trichoderma viride fajcsoportba tartozé torzsek mitokondrialis DNS preparatumaban
mar irtak le létra-szerli plazmid strukturakat, melyek szintén gyilr(i alaki molekulaktol
szarmaztak (Meyer, 1991), azonban e plazmidok szekvenalasat nem végezték el, igy alaposabb
Osszehasonlitdsra nem nyilt lehetdségiink. Mindenesetre, a harom plazmid (pTR3, pTRS8 és

pTR44) restrikcios térképe nem mutat hasonldsagot a pThrl plazmidéval.
IV.5.2. A T. harzianum T9S torzs mitokondrialis plazmidjanak funkcionalis elemzése

Az EcoRV enzimmel felnyitott, majd gélben elvalasztott, onnan visszaizolalt és
pBluescript SK vektorba épitett pThrl plazmid 2622 bp-nyi szekvencidjat meghataroztuk
(IV.5.2.1. abra). Elvileg lehetséges, hogy az EcoRV enzimmel végzett emésztésnél masik,
altalunk nem észlelt, 200 bp-nal kisebb fragment vagy fragmentek is keletkeztek, ezért ennek
eldontésére a tovabbiakban el fogjuk végezni a plazmid egy masik enzimmel emésztett

mintajanak vektorba épitését és szekvenalasat is.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

gtgtttggtt
tagaagatca
taagtagatt
tgacaaaaat
tattgtaaga
tttgacgaat
cgatatattt
ataaattatc
tattatggtg
tgtcaatatc
aggagcttgt
tgctcecgect
gctgtaggta
ctaattgatt
atccgctcecct
gcaaatatta
tccaagggtg
aaacaactag
aaaaaggatc
gaaagtatca
ttcgtcttcece
atatggagca
cttgaaaaat
actttgtatg
gtagagttca
ttccaaaaac
ttttacatct
aacatgcata
tacaacgtta
tgtgaaaggt
atctaagtaa
atatgccatt
agatctgaaa
gatacaacag
ttatggtgga
attcgggtac
ggataatacc
gcacttgaga
tattctaata
gaaaaaagta
ggattcagac
gaagtaaaca
gttactaata
tttgaaaaca

tccgtaatgt
acttaaagga
accaaccaac
catgaaaaaa
atgctcaaga
tacatagttg
aactaatgct
caatagaaag
tctcaacgca
caggtctggt
aggttggttc
ttgtgaagtg
tggttcgtga
ggcaacaaga
tgtagaaagc
agagaaatat
tagaatctac
ttttaacctg
tgtgggaaga
agtaattaca
gaagaaaact
tgtgttgttg
agcatcggat
caaaggttga
aagaataatc
taatggtaaa
tttcaatggt
tgtaccatta
tagatttgtc
agtggagtta
atcaataccg
aaacaaagat
cacagatgag
taatattact
aggtagagtg
accaatgttt
aggaggattt
aatacttaag
cagatttcaa
gttgagtaat
tactacctaa
aattcatcaa
atttagagct
aagaagtttt

catgtttgca
aagcttcgtc
ttggactcaa
tcgatagatt
attgcgacgt
ttgtacgacg
gattaatagt
tgctattaag
acgtattgaa
aacacagaca
tgtgccaaac
agagaaaatc
aaaactaatc
aataggtagg
cctaactagg
acaaatatct
cgagctggat
ctgtgagcga
ctgctaagag
caaccataca
atacgtcaac
cgtataagaa
aatataaaac
tactacaaaa
gaagatgaaa
ctaagacctc
ttctttgtag
aaaggaacta
tttgaaaccg
cttagagaaa
aaatttccta
tcaggttttt
ttaactaaaa
ggggaaacag
aaactacaca
cgcgcecttag
ccgcaaggaa
tcaacaagac
ggtggttgat
tagaaatgga
ctgagagtga
agctatttac
ggtgaaatat
atcaaatctt

aatagatgac
aaatgaagtc
gtaaatccat
aataatgaat
taatttagct
tagctctgtt
aaccaaatct
tgtggtgtaa
ctttgttatg
ttggtacaac
agaatgagat
aaatccctaa
acgccgaccc
tagcgaccaa
ctttctcecgg
aaaagtatat
gaaaggccta
tgaagaaaca
atagtccttt
acccactttt
gtattgaaga
atgcagtttc
actcaaaatg
tggctcaatc
aaagtaatct
ttggtgtgcc
aaatactaag
tgtcagcttg
atctaaaggg
caaaatcagt
gcaagaaatt
attctcctaa
caccaaaaat
aaatgaatac
agaagaaagt
gtgaggagca
atgccaatgt
agtacaagtt
gagccagaaa
atctgaaatc
agatcagaaa
tcaaatcgtg
tcagatctta
tcttcaagaa

tgggtcaaat
ggtacataaa
tccattctta
atgtttccaa
aataaaagtt
caactttgta
ataaataaag
ttccacaaat
ttgatagtag
ataacaagat
caatatattg
cttagctaga
gcttctaggg
ttagattgcg
cgtgaagttc
tgtctagcgce
attacttttc
gttgttatcc
tagaagatta
agaaggattc
gactgagaaa
caaaggtgac
ctttagaatg
tgaggtatac
agattacaaa
aacagtagag
aaataagttg
acgagaagta
cttctttaat
ctttgataac
actagatgaa
tgttcgtagce
aagtgttcca
tgattttata
gttttataac
tttaagatat
caccgttctt
acgctgatga
atggtgtaat
caaaaggatt
ccagaaatgg
gaatatcttt
tagtagagaa
ag

gatcacgccc
aaggctctag
gataaagtga
tcgaacgcct
aattatctag
gtaataagaa
gtggtaatcc
taacaagaga
ctcacactat
ctcaggctct
tttctggtta
gaaatcgtaa
aagttcttat
aactgggggt
aaagctaacc
ctgtaaaaca
ataatgaaga
ttatcacaga
cccgecagttt
ggtataaagc
atgaataaat
tattcaaaag
acagcgttta
aaactaaacc
agagtttata
tgaagaatag
ttaactagtc
atagctaaaa
gaagtttccg
tgaatagtaa
agtaagtttg
ttgttaacaa
gtattcaaga
tctattccac
aacattatgg
ctgaattatg
gtcaatttta
tecagtettt
taactcacca
aaaattcttg
tgtgacagca
actaaaacaa
aaattgagaa

IV.5.2.1. abra A T. harzianum T95 t6rzs mitokondriumaban elhelyezked6 pThrl plazmid

szekvencigja.
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A pThrl plazmid rendelkezésiinkre allo szekvencia adatait Osszevetve az interneten
elérhetd, nukleinsav és fehérje adatokat tarold "GenBank" adatbdzis anyagaval, a BLAST
keres6program (Basic Local Alignment Search Tool: Altschul és mtsai, 1990; 1997)
semmilyen eddig megismert DNS szekvenciaval nem mutatott ki szamottevé hasonlésagot. A
lehetséges kodolo régiok azonositasat, a nyitott leolvasasi keretet keresé programmal (ORF
Finder) végeztiik el. Annak ellenére, hogy a genetikai kod nagyrészt egységes az élélényekben,
jelenleg is tartd evolucidja eredményeként létrejottek kodhasznélati eltérések (Osawa és mtsai,
1992; Jukes és Osawa, 1993). Igy az éltalanos genetikai kodon kiviil 14 féle egyéb, sziikebb
korben érvényes kodot tartanak nyilvan, melyek koziil kilenc valtozat kiilonbozé rendszertani
egységbe tartozd él6lények mitokondrialis DNS-ére vonatkozik. A fonalasgombéak
mitokondrialis plazmidjainak vizsgalata esetében altalanosan hasznalt, gombak mitokondrialis
DNS-ére leirt, négyes szamu genetikai kodtablazat alapjan, a pThrl plazmidon harom,

egyenként 1275, 177 és 150 bp hosszusagu nyitott leolvasasi keret talalhato (IV.5.2.2. abra).

Clal EcoRV
199 bp Q R S 2146 bp
o T o o [ T T T o o o
I N SR SR R B
NyLK1 NyLK2 NyLK3

IV.5.2.2. abra A Trichoderma harzianum T95 t6rzs 2622 bp hosszisagi pThrl plazmidjanak
térképe, nyitott forméaban abrazolva. A jelek a Clal és EcoRV restrikcios enzimek hasitasi
helyeit, a nyitott leolvasasi kereteket (NyLK), a reverz transzkriptazokban fellelhetd
konzervativ aminosav részleteket (I, II, III), valamint az egyes csoportbeli intronokra jellemzo

Q, R és S szekvencia elemek elhelyezkedését mutatjak.
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+ A DNS szekvencia szamitogépes forditasaval létrehozott aminosavlancot a BLAST
program segitségével Gsszehasonlitottuk az adatbazisokban tarolt aminosav szekvenciakkal. Ez
alapjan a leghosszabb nyitott leolvasasi keretrol leirodo fehérje, 650 bp (217 aminosav)
hosszusagban, Neurospora fajok Mauriceville €és Varkud plazmidjainak reverz
transzkriptazaval mutat hasonlosagot. Az emlitett plazmidok esetében bizonyitottak az enzim
replikacioban betoltott szerepét. Michel és Lang (1985) retrovirusok reverz transzkriptazanak
aminosav szekvenciajat hasonlitottak 6ssze mitokondrialis intronok illetve plazmidok éaltal
kodolt RNS fliggd polimerazokéval. Hét konzervativ szekvenciaji aminosav blokkot talaltak,
melyek koziil harmat tartalmaz az altalunk felfedezett plazmid is. A Mauriceville plazmid
- vizsgalatakor I. csoportbeli intronokra jellemz6 szekvencia elemek koziil kimutattak az E, P,
Q, R, E’ és S elemek jelenlétét (Nargang és mtsai, 1984). Az altalunk felfedezett plazmid
szintén tartalmazza a Q, R és S elemeket, megfelel6 sorrendben. Ezen adatok alapjan a pThrl
plazmid a mtDNS intronok Oseiként szamon tartott genetikai elemekhez (Nargang és mtsai,
1984) hasonl¢ tulajdonségokkal rendelkezik.

A Trichoderma harzianum T9S torzs mitokondrialis plazmidjanak Neurospora fajok
plazmidjaihoz valé hasonldésaga nem egyediilallo jelenség. Fusarium oxysporum-bdl izolalt,
nyitott formaji mitokondrialis pFOXC1, pFOXC2 és pFOXC3 plazmidok esetében szintén

kimutathat6 a Mauriceville és Varkud plazmidok reverz transzkriptazaval (Kistler és mtsai,

pThrl Mauriceville

Hasonlésag Hossz Hasonlésag Hossz

pThrl / / 54% 217 As
pFOXC2 45% 225 As 47% 278 As
pFOXC3 45% 220 As 47% 290 As

IV.5.2.1. tablazat Mitokondriélis eredetli plazmidok nyitott leolvasési kereteinek aminosav-
szinten megnyilvanulé hasonlésdga, valamint a hasonlésagot mutaté szakasz hossza

aminosavban meghatarozva.
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1997), tovabba a pThrl plazmid 650 bp-os nyitott leolvasasi keretével valo, aminosav-szinten
megnyilvanulé hasonlésag (IV.5.2.1. tablazat). E jelenségre kétféle magyarazat is adodik.
Egyrészt, mind a Neurospora, mind a Fusarium fajok mitokondridlis plazmidjair6l
kimutattdk, hogy valtozatos megoszlasban fordulnak elé az adott nemzetség illetve faj
izolatumai kozott (Arganoza és mtsai, 1994; Kistler és mtsai, 1997), és a mitokondrialis
genomtol fliggetleniil atjuttathatok mas fajokba (Collins és Saville, 1990; Momol és Kistler,
1992). S6t, a mitokondrialis plazmidok horizontélis atadasat mar ennél nagyobb rendszertani
'tévolségok esetén is megfigyelték. Kempken (1995) Ascobolus immersus mitokondridlis
plazmidjanak Podospora anserina mitokondriumaba torténé atjutasat mutatta ki a hifak
érintkezését kovetoden. Talan a pThrl, a Mauriceville és a pFOXC plazmidok hasonlésaganak
hatterében is egy ilyen folyamat all, és DNS szekvencidjuk sokfélesége ellenére egy kozos
0stdl szarmaztak. Masrészt az is elképzelhetd, hogy a kozottiik fellelhetd hasonldsag csupéan a

mitokondriumban folytatott "életforméahoz" valé alkalmazkodas eredményeként alakult ki.
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V. OSSZEFOGLALAS

A Trichoderma nemzetség, egyes tagjai nodvénypatogén gombdkkal szembeni
antagonista tulajdonsagénak, illetve kiemelkedd extracellularis enzimtermeld képességének
kdszoénhetben, kiterjedt kutatisok targyat képezi. Mivel az antagonista tulajdonsag nem fajhoz,
hanem egyes torzsekhez kothet6 tulajdonsag, igy napjainkban is folyik a véltozatos
mezOgazdasagi koérnyezethez, ipari elvarasokhoz legjobban illeszkedd Trichoderma térzsek
normal, vagy éppen nagyon is specidlis természetes vagy mesterséges kornyezetbdl torténd
izolalasa, az igéretes torzsek kivalasztdsa, az antagonista képességeknek €s extracelluléris
enzimek termel6désének vizsgalata, a torzsek genetikai atalakitasa valamint a térzsazonositasra
alkalmas markerek kutatdsa. E témakhoz kapcsolédik kutatécsoportunk munkaja is.

A Trichoderma nemzetségbe tartozo torzsek nagy része mezoterm, melyek az dszi, kora
tavaszi id6szakban kevéssé képesek védelmet nyujtani a novénypatogén gombak hidegben is
novekedésre képes torzseivel szemben. Hidegtiird Trichoderma torzsek felkutatdsahoz 360, a
T. aureoviride, T. citrinoviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii és T. viride
fajcsoportokba tartozé torzset vizsgaltunk meg. A 14 hidegtiirdé képességli, 5°C-on is
novekedésre képes izolatum a 7. aureoviride, a T. harzianum ¢€s a T. viride fajcsoportokbdl
keriilt ki. Az alacsony hémérsékleten elvégzett in vitro antagonizmus tesztben mindegyikiik
képes volt a novénypatogén gombak novekedését gatolni. A 7. aureoviride és a T. viride
térzsek nagy része ezenkiviill a ndvénypatogén gombak telepére randve nagy mennyiségii
konidiumot is termelt, mely hatékony mikoparazita kolcsonhatast sejtet. Mivel alacsony
hémérsékleten a novekedés és az enzimek milkodési aktivitasaban eltérés mutatkozhat,
vizsgalatnak vetettiik ala a B-gliikozidaz, exokitindz és proteinaz enzimek termel6dését 10°C-
on és megallapitottuk, hogy ezek a mikoparazitizmusban fontos szerepet jatszé enzimek a
hidegtiird izolatumoknal magas szinten voltak jelen. A térzsek nemcsak szekretaljak ezeket az
enzimeket hidegben, de az aktivitdsok még 5°C-on is igen jelent6sek, vagyis esetiikben igazi
| hidegtiir6 enzimekr6l beszélhetiink. Mas kutatok is beszamoltak mér bizonyos hidegtiird

Trichoderma torzsek azon képességérol, hogy gombaparazita képességiiket hidegben is
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megtartjak, de egyikiik sem bizonyitotta eddig, hogy ez a képesség kapcsolatban all hidegtiir6
extracellularis enzimeikkel.

Az OMFB "Biopeszticid gombakészitmények eldallitasa novénykdorokozé gombék
~ellen" cimii fejlesztési munka kapcsan, az Asotthalmi Emlékerdébdl izolalt 150 Trichoderma
torzs extracellularis enzimtermelését és egy Fusarium culmorum torzzsel szembeni in vitro
antagonista képességét mértikk fel 20°C-on. Ezt kdvetden megvizsgaltuk a legigéretesebb
torzsek UV mutagenezissel torténd nemesitésének lehetdségeit. Ehhez a 7. hamatum AH22,
AH310; T. harzianum AH48, AH356 és T. viride AH124 torzsekbdl mutansokat hoztunk létre,
melyek kozott a mikoparazitizmusban szerepet jatszo extracellularis -1,3-glukanaz és kitinaz
enzimek emelkedett szintjét mutatd torzseket kerestiink. A létrehozott mutans torzsek F.
culmorum, F. graminearum és F. oxysporum torzsekkel szembeni antagonizmus tesztje alapjan
megallapitottuk, hogy egy résziik in vitro hatékonyabbnak bizonyult a kiindulasi tdrzsekhez
képest. A Gabona Kutaté Intézet munkatarsai a torzseket in vivo kisérletekben vizsgalva
meger0sitették megfigyeléseinket.

A T. harzianum AHA48 torzs és az UV mutagenezises kisérletekben létrehozott 7.
harzianum AH356-BG2 valamint 7. viride AH124-BG7 torzsek tovabbi nemesitéséhez illetve
vizsgélatéhoz genetikai transzformacios rendszereket dolgoztunk ki. A 7. viride AH124-BG7
torzs, viszonylag magas hygromycin érzékenysége miatt, alkalmas befogado térzsnek bizonyult
Escherichia coli hygromycin B foszfotranszferaz génjét hordozd, pCSN43 plazmiddal torténd
transzformacidhoz. A transzformacids gyakorisdg viszonylag magas volt, azonban a
plazmidmolekuldk nem épiiltek be a genomba, és rekombinans formdk is létrejottek, ami a
transzformans jelleg instabilitasra utalt. Bar a rezisztencian alapulé modszereknek megvan az
az elonyiik, hogy nem igénylik a torzsek elozetes modositasat, a 7richoderma harzianum
AH48 és AH356-BG2 torzsek szamara, kis foku hygromycin érzékenységiik miatt, auxotréfia
komplementald rendszereket valasztottunk ki. Ehhez sziliréses mutans-dusitassal, illetve direkt
szelekcidval auxotr6f mutansokat allitottunk el6. Az AH356-BG2 torzs uracil auxotréf
mutansait sikeresen transzformaltuk Neurospora crassa orotidin-5-foszfat dekarboxilaz
enzimének génjét hordozé pKIM7, Podospora anserina orotat pirofoszforibozil transzferaz

enzimének génjét hordozd pPAura510 és Trichoderma reesei orotat pirofoszforibozil
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transzferaz enzimének génjét hordozé pTRura5-3 plazmidokkal. A transzformacids gyakorisag
a pKIM?7 plazmid esetében volt a legalacsonyabb, és bar a plazmid DNS egy része beépiilt a
genomba, szabad plazmidmolekulak jelenlétét is meg lehetett figyelni, és a transzformansok
instabilnak mutatkoztak. A beépiilési gyakorisag novelése céljabdl a plazmidba beépitett ansl
szekvencia ebben a térzsben nem miikodott hatékonyan. A pPAura510 plazmid esetében mar
nagyobb transzformacios gyakorisagot tapasztaltunk, és a kilenc transzformans utéd koziil
négynek a konidiumai 90-100%-ban kicsiraztak szintetikus minimal taptalajon. A legmagasabb
transzformacids gyakorisagot a pTRura5-3 plazmiddal tudtuk elérni, és ebben a rendszerben a
megyvizsgalt kilenc transzformans mindegyike nagyfoku stabilitdst mutatott, konidiumaik 90-
100%-ban szintén transzformans jellegliek voltak. A hibridizacioval vizsgalt torzsekben,
genomba beépiilt plazmidmolekulak voltak megfigyelhetdk. Az elért transzformécios
gyakorisagok mind a hygromycin rezisztencian, mind pedig az uracil-auxotrofia
komplementacion alapulé rendszerben elegendden nagyok, kotranszformacids rendszerként
valdé alkalmazasukhoz. Az AH48 torzs esetében arginin auxotréfia komplementacion alapul6
rendszert dolgoztunk ki, ahol egyrészt a pSal23, masrészt a pANS-41B plazmidot alkalmaztuk,
melyek Aspergillus nidulans argB, illetve A. nidulans argB é€s Escherichia coli lacZ génjét
tartalmaztak. A transzformacios gyakorisag alacsony volt, és nyolc transzformans t6rzsbol
kettd i)izonyult stabilnak, a pSal23 plazmiddal tortént transzformacid esetében. A pANS5-41B
plazmiddal tortént transzformacioé szintén alacsony gyakorisagi volt, és a transzformans
torzsek nagyrészt instabilnak mutatkoztak, de bizonyitottuk hogy Escherichia coli lacZ
génjének terméke, Aspergillus nidulans szabalyozo6 szekvenciak kontrollja alatt aktiv formaban
expresszalodik a 7. harzianum AH48 torzsben, igy jelzd génként hasznalhaté. Ez nagy
segitséget nyudjt azokban a transzformacios rendszerekben, ahol direkt szelekciés marker nem
all rendelkezésre. A transzformacios kisérletek soran kozelebbi illetve tavolabbi rokonsagban
allo fajokbdl, igy T. reesei-bol, Aspergillus nidulans-bol, Neurospora crassa-bdl, Podospora
anserina-bol és Escherichia coli-bdl szarmazé géneket expresszaltattunk sikeresen a
'kivélasztott Trichoderma torzsekben. A transzformans torzsek hibridizaciés mintazatainak
elemzésével megallapitottuk hogy a plazmidmolekulak nagyrészt beépiiltek ezen Trichoderma

torzsek genomjaba, egyes esetekben azonban szabad formaban is jelen voltak. Tipusat tekintve
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a plazmidmolekulédk egyedi és tandem ismétlodé modon, a genomba egy illetve tobb helyre
torténd beépiilését egyarant kimutattuk.

Bar a gombak koérében kiterjedt kutatasok foglalkoznak a mitokondridlis DNS fizikai és
_ funkcionalis tulajdonsdgainak vizsgalataval, a Trichoderma nemzetség esetében ez a teriilet
még feltaratlan, igy megkezdtik az ATCC torzsgylijteménybdl szdrmazd, mikoparazita
képességli, benomil rezisztens Trichoderma harzianum T9S5 torzs mitokondridlis DNS-e
szervezOdésének vizsgalatat. Az izolalt mitokondriumokbdl tisztitott, restrikciés enzimekkel
feldarabolt DNS minta fragmentjeinek mérete alapjan, a mtDNS-t 28,5 kbp nagysaginak
hataroztuk meg, majd elkészitettiik a mtDNS harom enzimes fizikai térképét. A géntartalom
vizsgélata soran az éltalanos mitokondrialis gének koziil a kis és nagy riboszomalis alegység
RNS-e, az apocitokrém b, az ATP-az 9. alegysége és a NADH dehidrogendz 5. alegysége
génjének jelenlétét mutattuk ki. A fizikai térkép segitségével megéllapitottuk, hogy az altalunk
vizsgalt gének sorrendje kiilonbdzik a rokon fajokban megallapitott génsorrendektol.

A Trichoderma harzianum T95 torzs mitokondriumaibdl kinyert DNS emésztetlen
mintdjanak elektroforetikus elvalasztasat kovetden egy egyszerli "létra-szerl" savozat is
megfigyelhetd volt, a mtDNS-nek megfeleltethetdé nagy molekulastlyd sav alatt. A sdvok Sl
nukledz kezeléssel szembeni ellenallasa kétszalit DNS molekulara utalt. A tovabbi vizsgalatok
alapjan bebizonyosodott, hogy a mintazatot 2,6 kbp nagysagu, kiilonbdzd csavarodottsagi foku
plazmidmolekuldk hozték létre, melyek a mtDNS-sel szekvencia homol6giat nem mutattak. Az
altalunk pThrl-nek elnevezett plazmid nyitott leolvasasi keretei koziil a legnagyobb olyan
fehérjét kodolhat, mely aminosav szinten homologiat mutat Neurospora fajok Mauriceville és
Varkud plazmidjainak reverz transzkriptazaval. Ugyanezen a szakaszon, I. csoportbeli
intronokra jellemz6, konzervalt szekvencia elemek is megtalalhatok. E tulajdonsagai alapjan a
pThrl plazmid azon genetikai elemekkel hozhat6 rokonsagba, melyeket az mtDNS intronok
Oseiként tartanak szamon. A gyakorlat szdmara a megklonozott €s megszekvenalt pThrl
~ plazmid hasznos szekvencidkat és informacidkat szolgaltathat olyan klénozé illetve
transzformacios vektorok létrehozasahoz, melyek 6nall6 replikacios képességgel rendelkeznek

Trichoderma torzsekben.
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VI. SUMMARY

The Trichoderma genus, due to the antagonistic features of some of its members
against phytopathogen fungi, and their outstanding extracellular enzyme production abilities,
is the subject of extensive investigations. Since antagonism is a feature associated not with
the species, but with certain strains, the isolation of Trichoderma strains best suited to the
varied agricultural environment, industrial expectations, from normal or even very special
natural or artificial environment, the selection of promising strains, the investigation of
antagonistic abilities and the production of extracellular enzymes, the genetic modification of
the strains, and the search for markers suitable for strain identification, are in progress to
this day. The work of our research group is also connected to these topics.

Most of the strains belonging to the Trichoderma genus are mesophilic, which during
autumn and early spring can offer less protection against strains of phytopathogenic fungi
capable of growing in cold. In order to find cold-tolerant Trichoderma strains, 360 isolates
belonging to the T. aureoviride, T. citrinoviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii and
T. viride species aggregates were investigated. The fourteen cold-tolerant strains, exhibiting
growth at 5 °C, were identified as T. aureoviride, T. harzianum and T. viride species. All of
them could retard the growth of phytopathogenic fungi in in vifro antagonism tests carried
out at low temperature. Moreover, most of the 7. aureoviride and T. viride strains grew on
the surface of the colony of the phytopathogen, and produced many conidia, suggesting
effective mycoparasitic interaction. Since at low temperature there can be differences in
growth and the activities of enzymes, the production of P-glucosidases, chitinases, and

proteases was investigated at 10°C, and high levels of these enzymes, which are important in
the mycoparasitic process, were found in the cold-tolerant isolates. These enzymes were not
only secreted under cold conditions, but their activities were still significant at 5°C,
indicating that they are really cold-tolerant enzymes. Other studies have already reported the
retained mycoparasitic abilities of cold-tolerant Trichoderma strains under cold conditions,
but they have not proved the relationship between this ability and the cold-tolerant

extracellular enzymes.
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Within the scope of OMFB development work entitled "Production of biopesticide
mycopreparations against phytopathogenic fungi”, 150 Trichoderma isolates, derived from
the "Asotthalmi Emlékerds (Asotthalom Memorial Forest)", were investigated for ability to
produce extracellular enzymes and in vitro antagonism against a Fusarium culmorum strain at
20°C. After that, the most promising strains were investigated for the possibilities of
breeding with UV mutagenesis. For this, mutants were created from the 7. hamatum strains
AH22, AH310; T. harzianum strains AH48, AH356 and T. viride strain AH124, which were
searched for strains with increased levels of extracellular -1,3-glucanase and chitinase,
enzymes that are involved in mycoparasitism. On the basis of the antagonism test of the
created mutants against F. culmorum, F. graminearum and F. oxysporum strains, it was
established that some of them proved to be more effective in vitro in comparison to the initial
strains. Research workers at the "Gabona Kutaté Intézet (Institute for Grain Research)"
confirmed our observations by investigating the strains in in vivo experiments.

" Genetic transformation systems were developed for the further breeding and
investigation of 7. harzianum strain AH48, and T. harzianum strain AH356-BG2 and T.
viride strain AH124-BG7, created during UV mutagenesis experiments. 7. viride strain
AH124-BG7, because of its relatively high hygromycin sensitivity, proved to be a suitable
recipient strain for transformation with plasmid pCSN43, carrying the gene of Escherichia
coli hygromycin B phosphotransferase. The transformation frequency was relatively high,
but the plasmid molecules did not integrate into the genome, and recombinant forms
occurred, suggesting the instability of the transformant character. Although methods based
on resistance have the advantage of not requiring the preliminary modification of the strains,

“for T. harzianum strains AH48 and AH356-BG2, because of their low level hygromycin
sensitivity, auxotrophic complementation systems were chosen. For this auxotrophic mutants
were isolated by filtration enrichment and direct selection. The uracil auxotrophic mutants of
strain AH356-BG2 were successfully transformed with plasmids pKIM7, pPAura510 and
pTRura5-3, carrying the genes of Neurospora crassa orotidine-5-phosphate decarboxylase,
Podospora anserina orotate pyrophosphoribosyl transferase and Trichoderma reesei orotate

pyrophosphoribosyl transferase, respectively. The transformation frequency was the lowest
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in the case of pKIM7, and although a part of the plasmid molecules integrated into the
genome, free plasmid molecules were also detectable, and the transformants proved to be
unstable. The ans1 sequence, built into the plasmid to increase the frequency of integration,
did not function effectively in this strain. In the case of plasmid pPAura510 a higher
" transformation frequency was found, and 90-100% of the conidia of four out of the nine
transformant progeny germinated on synthetic minimal agar medium. The highest
transformation frequency was achieved in the case of plasmid pTRura5-3, and in this system
all of the nine investigated transformant strains showed a high level of stability, 90-100% of
their conidia also had the transformant character. The hybridization investigation of the
strains showed plasmid molecules integrated into the genome. The transformation
frequencies achieved in both systems, one based on hygromycin resistance and the other on
auxotrophic complementation, were sufficiently high for their applications as
cotransformation systems. For strain AH48, a transformation system based on arginin
auxotrophy complementation was developed, in which plasmids pSal23 and pAN5-41B were
used, carrying the Aspergillus nidulans argB gene, and both the Aspergillus nidulans argB
and Escherichia coli lacZ genes, respectively. In the case of transformation with plasmid
pSal23, the transformation frequency was low, and two out of the eight transformants proved
to be'stable. The transformation with plasmid pAN5-41B had also low frequency, and most
of the transformant strains proved to be unstable, but it was proved that the product of the
lacZ gene of Escherichia coli is expressed in an active form under the control sequences of
Aspergillus nidulans, so it is useful as a reporter gene. It is of great help in those
transformation systems, where direct selection markers are not available. During the
transformation experiments, genes from closely or distantly related strains, like 7. reesei,
Aspergillus nidulans, Neurospora crassa, Podospora anserina and Escherichia coli, were
successfully expressed in the selected Trichoderma strains. It was established, by analysing
the hybridization patterns of the transformant strains, that the plasmici molecules mostly
- integrated into the genome of these Trichoderma strains, but in certain cases they were also
present in free form. With respect to the types of integration of the plasmid molecules into

the genome, both single and tandem repeat modes were demonstrated, at one or more sites.
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Although there are extensive investigations about the physical and functional features
of the mitochondrial DNA of fungi, in the case of the Trichoderma genus this field is
unexplored, so we have started the investigation of the organization of the mitochondrial
DNA of the mycoparasitic, benomyl resistant Trichoderma harzianum strain T95, derived
from the ATCC strain collection. Based on the size of fragments of the DNA sample,
purified from the isolated mitochondria and cut up by restriction enzymes, the mtDNAs were
found' to be 28.5 kbp in size. After that, the physical map was constructed using three
restriction enzymes. In the investigation of the gene content, from the general mitochondrial
genes, the presence of the genes of small and large ribosomal RNA subunits, apocytochrome
b, ATP-ase subunit 9 and NADH dehydrogenase subunit 5 was established. With the help of
the physical map it was found, that the order of the investigated genes was not identical to
that observed in any of the related species.

After the separation of the undigested DNA sample derived from the mitochondria of
the Trichoderma harzianum strain T95 by gel electrophoresis, a simple ladder-like banding
pattern was also observed under the large molecular weight band corresponding to the

"mtDNA. The resistance of the bands against S1 nuclease suggests a double stranded DNA
molecule. On the basis of further investigations it was proved, that the pattern was produced
by molecules, 2.6 kbp in size, that were supercoiled to various degrees, and had no sequence
homologies with the mtDNA. The longest one of the open reading frames of this plasmid,
named pThrl by us, could encode a protein, that has a sequence homology at amino acid
level with the reverse transcriptase of the Mauriceville and Varkud plasmids from
Neurospora spp. In the same sequence, conserved sequence elements characteristic of group
I introns can also be found. On the basis of these features, plasmid pThrl could be related to
the genetic elements thought to be the progenitors of mtDNA introns. In practice, the cloned
and sequenced plasmid pThrl can provide useful sequences and information for the
construction of transformation vectors having autonomous replicating ability in Trichoderma

strains.
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