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BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség, egyes tagjai ndvénypatogén
gombakkal szembeni antagonista tulajdonsdganak, illetve
kiemelkedo extracellularis enzimtermelo képességének
koszonhetoen kiterjedt kutatasok targyat képezi. Mivel az
antagonista tulajdonsag nem fajhoz, hanem egyes torzsekhez kothetd
tulajdonsag, igy napjainkban is folyik a valtozatos mezogazdasagi
kornyezethez, ipari elvarasokhoz legjobban illeszkedd Trichoderma
torzsek normal, vagy €ppen nagyon is specidlis természetes vagy
mesterséges kornyezetbol torténd izolaldsa, az igéretes torzsek
kivalasztasa, az antagonista képességeknek ¢€s extracellularis
enzimek termelddésének vizsgalata, a torzsek genetikai atalakitasa
valamint a torzsazonositasra alkalmas markerek felkutatdsa. E
témakhoz kapcsolddik kutatécsoportunk munkaja is.

A homérséklet, mely alapvetéen  megszabja a
mikroorganizmusok elterjedését, novekedését €s enzimtermelését,
lényeges korlatozé tényezo lehet az antagonista kapcsolatokban is. A
Trichoderma nemzetségbe tartozd torzsek nagy része mezoterm,
melyek a hideg 0szi, kora tavaszi idoszakban kevéssé nyujtanak
védelmet a novénypatogén gombak mar alacsony homérsékleten is
tdmadd, hidegtiird torzseivel szemben. Hidegtird Trichoderma
torzsek izolalasa és mezdgazdasagi termelésben torténd alkalmazasa
ezenkiviil hasznos lehet a talajban torténd lebontd folyamatok
elosegitése és a peszticid maradvanyok hidegebb iddszakokban
végbemeno hatastalanitasa miatt is.

A Trichoderma nemzetség tagjainal az ivaros szaporodas

kivitelezése nehézségekbe iitkozik, ezért megvaltozott tulajdonsagt
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torzsek  eloallitaisara a  klasszikus  rekombinans  nyerési
mechanizmusok helyett a mutagenezist, a protoplasztfiziot és a
transzformaciot alkalmazzak. Bar az egyes gének transzformacidval
torténd bejuttatdsa 1ényegesen egyszeribbé teszi a célzott
torzsatalakitasokat, az idegen DNS-t tartalmazé torzsek alkalmazasat
korlatozo jogszabalyok miatt a szabadfoldi felhasznalasra szant
térzsek nemesitése esetében még manapsag is jelentos szerep jut a
mutagenezises nemesitési modszereknek.

Egyes gének, szabalyoz6 szekvencidk vagy egyéb DNS
fragmentek tulajdonsagainak, hatasainak €s az adott sejtben valo
expresszalodasanak vizsgalatara, illetve bizonyos anyagcsere
termékeket megnovekedett mennyiségben termeld torzsek célzott
eloallitasara legalkalmasabb moédszer a transzformacid, melynek
soran izolalt DNS molekuldkat juttatunk a sejtekbe. A
transzformacids rendszerek kidolgozasahoz a transzformalé DNS-en
kiviil megfeleld6 befogadd sejtek kivalasztasa illetve -eldallitasa
sziikséges, melyek kezelése utan a transzformaéns sejtekbol fejlodo
telepek a plazmid altal nyujtott szelekciés lehetdségnek
koszonhetden elkiilonithetévé valnak a tobbi sejttol illetve teleptdl.

A Trichoderma nemzetségbe tartozo fajok
mitokondriumanak genetikdja még teljesen feltaratlan teriilet.
Egyetlen publikacid jelent meg eddig, melyben tizenkét T. viride
torzs mtDNS-ének méretét és restrikcios enzimekkel nyert
fragmenjeik mintazatat hasonlitottdk O0ssze, de a mtDNS fizikai
térképét, géntartalmat, génjeinek exonalis-intronalis felépitését,
sorrendjét, szekvenciajat, a mtDNS oOroklodését, az esetleges
rekombinacidos eseményeket eddig még nem vizsgaltak. Holott a

mtDNS, a mitokondrialis gének konzervativitdsanak kovetkeztében,
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alkalmas lehet rendszertani kapcsolatok feltarasara, a nem kodolo
részek nagyobb valtozékonysaganak felhasznalasaval pedig torzsek
azonositasara. A mitokondrium genetikai allomanyanak vizsgalata a
Trichoderma torzsek ipari felhasznaldsa szempontjabol is érdekes
lehet. Mivel az extracelluldris enzimek termelddése nagy
energiaigényi folyamat, minden olyan hatds, mely gatolja a
mitokondriumok mikodését, csokkenti az eloallitott enzimek
mennyiségét. Ilyen hatassal rendelkezik példaul a celluléz bontasa
soran felszabadulé gliikéz is, mely akadalyozza a cellulazok tovabbi
termelodését. A gatlo  tényezokkel szemben ellenallébb
mitokondridlis mutansok eloallitasanal is hasznos lehet a
mitokondrialis DNS szervezddésének alaposabb ismerete.

Fonalasgombak plazmidjainak vizsgalata tobb szempontbdl
is nagy érdeklodésre tart szamot. Vizsgaljak e genetikai elemeket az
intronok virusokkal valé rokonsagéanak tisztdzasa, a DNS és RNS
polimerazok evolucidja, genetikai elemek kiilonb6zé rendszertani
kategériakba tartozé torzsek kozotti horizontalis atadasa, a
sejtoregedés genetikai alapjainak kutatasa, valamint
fonalasgombékban ©6nalld replikacids képességgel rendelkezd
klénozé vektorok létrehozdsa kapcsan. Trichoderma torzsek
mitokondrialis plazmidjairdl eddig csak egy érintdleges tanulmany
jelent meg.



CELKITUZESEK

1. Hidegtlir6, alacsony homérsékleten is hatékony antagonizmusra
képes torzsek szelektaldsa, valamint az antagonizmusban szerepet
jatszo extracellularis B-gliikozidaz, exokitinaz és proteinaz enzimeik
alacsony homérsékleten valé termelodésének és aktivitdsanak

meérése.

2. A mikoparazitizmusban szerepet jatszd extracellularis enzimek
termelésében, valamint az in vifro antagonizmusban 20°C-on
legjobbnak mutatkozé torzsek kivalasztasa, €s mikoparazita
képességeiknek fokozasa, extracellularis -1,3-glukanaz és kitinaz
enzimszintjeiknek UV mutagenezissel torténo novelésével.

3. Transzformacids rendszerek kidolgozasa a korabbi vizsgalataink
alapjan extracellularis enzimek termelésében és in vitro antagonista
képességekben kiemelkedonek bizonyult Trichoderma torzsek

tovabbi vizsgalatahoz illetve célzott genetikai valtoztatasahoz.

4. A mitokondridlis DNS szervezddésének vizsgalata Trichoderma
torzsekben.

5. A T. harzianum T95 térzs mitokondriumaban jelenlevo plazmid

klonozasa és vizsgalata.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Hidegtiird Trichoderma torzsek felkutatdséhoz 360, a T.
aureoviride, T. citrinoviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii
€s T. viride fajcsoportokba tartozé torzset vizsgaltunk meg.
Tizennégy hidegtiir6 képességli, 5°C-on is novekedésre képes
izolatumot talaltunk, melyek a 7. aureoviride, a T. harzianum és a T.
viride fajcsoportokbol keriiltek ki. Az alacsony homérsékleten
elvégzett in vitro antagonizmus tesztben mindegyikiik képes volt a
névénypatogén gombak ndvekedését gatolni. A 7. aureoviride és a
T. viride torzsek nagy része ezenkivill a novénypatogén gombak
telepére randve nagy mennyiségli konidiumot is termelt, mely
hatékony mikoparazita kolcsonhatast sejtet. Mivel alacsony
homérsékleten a novekedés és az enzimek mikodési aktivitdsaban
eltérés mutatkozhat, vizsgalatnak vetettikk ala a B-glikozidaz,
exokitinaz és proteindz enzimek termelodését 10°C-on és
megallapitottuk, hogy ezek a mikoparazitizmusban fontos szerepet
jatszé enzimek a hidegtlird izolatumoknal magas szinten voltak
jelen. A torzsek nemcsak szekretaljak ezeket az enzimeket hidegben,
de az aktivitasok még 5°C-on is igen jelentdsek, vagyis esetiikben
igazi hidegtlir6 enzimekrdl beszélhetiink. Maés kutatok is
beszamoltak mar bizonyos hidegtiird Trichoderma torzsek azon
képességérdl, hogy gombaparazita képességiiket hidegben is
megtartjak, de egyikiik sem bizonyitotta eddig, hogy ez a képesség

kapcsolatban 4ll hidegtiir6 extracellularis enzimeikkel.

2. Az Asotthalmi Emlékerd6bol szarmazé avar- és talajmintakbol
150 Trichoderma torzset izolaltunk, melyek extracellularis B-1,3-
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glukanaz, kitinaz és proteaz enzimei termelddésének, valamint
Fusarium  culmorum 1181 torzzsel szembeni in vitro
antagonizmusanak alapjan o6t igéretes jeloltet valasztottunk ki az UV
mutagenezises nemesitési kisérletekhez. Mivel a biokontroll térzsek
hatékonysidga nagymértékben miulhat azon, hogy milyen
mennyiségben képesek a novénypatogén gombak sejtfalaban levo -
1,3-glukédn és kitin bontdsara, ezért ezen polimerek bontasiban
résztvevo enzimek termelddésében mutans torzseket allitottunk eld a
T. hamatum AH22, AH310, T. harzianum AH48, AH356 és T. viride
AHI124 torzsekbdl. A létrehozott mutans torzsek F. culmorum, F.
graminearum és F. oxysporum torzsekkel szembeni antagonizmus
tesztje alapjan megallapitottuk, hogy egy részik in vitro
hatékonyabbnak bizonyult a kiindulési torzsekhez képest. A Gabona
Kutaté Intézet munkatirsai a torzseket in vivo Kkisérletekben

vizsgalva megerositették megfigyeléseinket.

3. A T. harzianum AH48 torzs és az UV mutagenezises
kisérletekben létrehozott 7. harzianum AH356-BG2 valamint T.
viride AH124-BG7 torzsek tovabbi nemesitéséhez illetve
vizsgéalatdhoz transzformécidés rendszereket dolgoztunk ki. Az
AHI124-BG7 torzs, viszonylag magas hygromycin érzékenysége
miatt, alkalmas befogad6 torzsnek bizonyult Escherichia coli
hygromycin B foszfotranszferaz génjét hordozo, pCSN43
plazmiddal torténé transzformacidhoz. A  transzformacios
gyakorisag viszonylag magas volt, azonban a plazmid nem épiilt be a
genomba, €s rekombinans formak is 1étrejdttek, ami a transzformans
jelleg instabilitasra utalt. Bar a rezisztencian alapulé modszereknek

megvan az az elonyilik, hogy nem igénylik a torzsek eldzetes
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modositasat, az AH48 és AH356-BG2 torzsek szamara, kis fokua
hygromycin érzékenységiik miatt, auxotréfia komplementalo
rendszereket valasztottunk ki, melyekhez UV mutagenezist kovetd
szuréses mutans-dusitassal, illetve direkt szelekcidval allitottuk elo a
megfelel6 befogado torzseket. Az AH356-BG2 t6rzs uracil auxotrof
mutansait sikeresen transzformaltuk Neurospora crassa orotidin-5-
foszfat dekarboxilaz enzimének génjét hordozd pKIM7, Podospora
anserina orotat pirofoszforibozil transzferaz enzimének génjét
hordozé pPAura510 és Trichoderma reesei orotat pirofoszforibozil
transzferdz enzimének génjét hordozd pTRura5-3 plazmidokkal. A
transzformacids gyakorisag a pKIM7 plazmid esetében volt a
legalacsonyabb, és bar a plazmid DNS egy része beépiilt a genomba,
szabad plazmidmolekuldk jelenlétét is meg lehetett figyelni, és a
transzformansok instabilnak mutatkoztak. A beépiilési gyakorisag
novelése c€ljabol a plazmidba beépitett ansl szekvencia ebben a
torzsben nem mitkodott hatékonyan. A pPAura510 plazmid esetében
mar nagyobb transzformacids gyakorisagot tapasztaltunk, €s a kilenc
transzformans utéd koziil négynek a konidiumai 90-100%-ban
kicsiraztak szintetikus minimal taptalajon. A legmagasabb
transzformacids gyakorisagot a pTRuraS5-3 plazmiddal tudtuk elérni,
és ebben a rendszerben a megvizsgalt kilenc transzformans
mindegyike nagyfoku stabilitdst mutatott, konidiumaik 90-100%-
ban szintén transzformans jelleget mutattak. A hibridizacioval
vizsgalt torzsekben, genomba beépiilt plazmidmolekuldk voltak
megfigyelhetok. Az elért transzformacids gyakorisagok mind a
hygromycin rezisztencian, mind pedig az uracil-auxotrofia
komplementaciéon alapuld rendszerben elegendbéen nagyok,

kotranszformacids rendszerként vald alkalmazisukhoz. Az AH48



torzs esetében arginin auxotréfia komplementacion alapul6 rendszert
dolgoztunk ki, melyben egyrészt a pSal23, masrészt a pAN5-41B
plazmidot alkalmaztuk. A transzformacios gyakorisag alacsony volt,
és a nyolc transzformans torzsbol ketté bizonyult stabilnak, a pSal23
plazmiddal tortént transzformécio esetében. A pAN5-41B
plazmiddal tortént transzformaciod szintén alacsony gyakorisagu volt,
¢s a transzforméns torzsek nagyrészt instabilnak mutatkoztak, de
bizonyitottuk hogy Escherichia coli lacZ génjének terméke,
Aspergillus nidulans szabalyozé szekvenciak kontrollja alatt aktiv
formaban expresszalodik a 7. harzianum AHA48 térzsben, igy jelzd
génként hasznalhaté. Ez nagy segitséget nyujt azokban a
transzformaciods rendszerekben, ahol direkt szelekcios marker nem
all rendelkezésre. A transzformacios kisérletek soran kozelebbi
illetve tavolabbi rokonsagban allé fajokbdl, igy 7. reesei-bol,
Aspergillus  nidulans-bol, Neurospora crassa-bol, Podospora
anserina-b6l  és  Escherichia  coli-b6l  szarmazd  géneket
expresszaltattunk sikeresen a kivalasztott Trichoderma torzsekben.
A transzformans torzsek hibridizaciés mintazatainak elemzésével
megallapitottuk hogy a plazmidmolekulédk nagyrészt beépiiltek ezen
Trichoderma torzsek genomjaba, egyes esetekben azonban szabad
formaban is jelen voltak. Tipusat tekintve a plazmidmolekuldk
egyedi és tandem ismétlddé6 mddon, a genomba egy illetve t6bb
helyre torténd beépiilését egyarant kimutattuk.

4. Bar a gombak korében kiterjedt kutatasok foglalkoznak a
mitokondridlis DNS fizikai és funkcionalis tulajdonsagainak
vizsgalataval, a Trichoderma nemzetség esetében ez a teriilet még
feltaratlan, igy megkezdtiik az ATCC t6rzsgyiijteménybdl szarmazo,

mikoparazita képességli, benomil rezisztens Trichoderma harzianum
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T95 torzs mitokondrialis DNS-e szervezddésének vizsgalatat. Az
izolalt mitokondriumokbol 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 vizsgalata soran az
altalanos mitokondrialis gének koziil a kis és nagy riboszomalis
alegység RNS-e, az apocitokrom b, az ATP-az 9. alegysége és a
NADH dehidrogenaz 5. alegysége génjének jelenlétét mutattuk ki. A
fizikai térkép segitségével megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt
gének sorrendje kiilonbozik a rokon Ascomycota fajokban
megallapitott génsorrendektol.

5. A Trichoderma harzianum T95 térzs mitokondriumaibol kinyert
DNS emésztetlen mintajanak elektroforetikus elvalasztasat kovetoen
egy egyszerl "létra-szer(i" savozat is megfigyelhetd volt, a mtDNS-
nek megfeleltethetd nagy molekulasulyG sav alatt. A savok Sl
nukleaz kezeléssel szembeni ellenallasa kétszali DNS molekulara
utalt. A tovabbi vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy a
mintazatot 2,6 kbp nagysagu, kiilonbozé csavarodottsagi foku
plazmidmolekulak hoztdk létre, melyek a mtDNS-sel szekvencia
homoldgiat nem mutattak. Az altalunk pThrl-nek elnevezett
plazmid nyitott leolvasasi keretei koziil a legnagyobb olyan fehérjét
koédolhat, mely aminosav szinten homologiat mutat Neurospora
fajok  Mauriceville és  Varkud  plazmidjainak  reverz
transzkriptazaval. Ugyanezen a szakaszon, 1. csoportbeli intronokra
jellemzd, konzervalt szekvencia elemek is megtaldlhatok. E
tulajdonségai alapjan a pThrl plazmid azon genetikai elemekkel
hozhato rokonsagba, melyeket az mtDNS intronok 6seiként tartanak
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szamon. A gyakorlat szamara a megklonozott és megszekvenalt
pThrl plazmid hasznos szekvenciakat és informaciokat szolgéltathat
olyan klonoz6 illetve transzformacids vektorok Ilétrehozasahoz,
melyek 6nallé replikacids képességgel rendelkeznek Trichoderma

torzsekben.
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