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1. BEVEZETES

A modern mezdgazdasag jelentds mértékben vegyszerek, koztik peszticidek
alkalmazasara szorul. A peszticidként hasznalt vegyszerek nagy mértékben torténd
kijuttatasa egyrészt kornyezetszennyezést jelent, masrészt el0segiti a megcélzott karos
szervezetek rezisztens valtozatainak elterjedését. A természetes éloterek fokozodo
meértékli szennyezettsége a taplaléklancon keresztiil jelentkezik a human fogyasztasa
¢élelmiszerekben, ezért el6térbe keriilnek azok a ndvényvédelmi eljarasok, amelyek
kikiiszobolik a peszticidek sziikségességét vagy csokkentik azok kdrnyezetbe juttatott
mennyiségét. Az egyik, ennek a célnak megfelel stratégia a bioldgiai ndvényvédelem,
amelynek soran valamely €16 szervezet vagy annak terméke altal csokkentjiik a kartevok
illetve korokozok inokulum mennyiségét és akadalyozzuk meg a termésveszteséget.
Fontosnak tartom még a bevezetésben megjegyezni, hogy a tovabbiakban a biologiai
védekezés alatt kizarolag a novénykorokozo gombak elleni biologiai védekezést fogom
érteni, a kartevok elleni védekezés nem targya jelen értekezésnek. A kornyezetvédelmi
szempontokon til a kémiai novényvédelemmel szemben a biologiai védekezés mellett
sz6l az is, hogy vannak koérokozok, amelyek ellen nincs igazan hatékony szintetikus
peszticid, 1étezik viszont igen hatékony antagonista mikroorganizmus, amely képes a
gatlasukra (Vajna, 1987), illetve bizonyos antagonista mikroorganizmusok alkalmazasa
esetén hosszan tarto, akar egész idényre szo6lo hatast érhetiink el (Harman és Bjorkman,
1998).

Szamos eldnye ellenére ez a kornyezetbarat technologia eddig foként azért nem
terjedt el széles korben a mezdgazdasagban, mert jelenleg az antagonista
mikroorganizmusokkal torténd védekezés az esetek tobbségében kevésbé hatékony és
megbizhatd, mint a szintetikus peszticidek hasznalata. Ahhoz, hogy jobban elterjedjen ez
a technoldgia, a biologiai védekezésre alkalmas organizmusok nemesitésére, a
jelenleginél sokkal gazdasagosabban alkalmazhatd torzsek eldallitasara, illetve a
jelenlegi torzsek hatékonyabb alkalmazasara van sziikség. Ehhez pedig sziikség van
azoknak a mechanizmusoknak a mélyebb megértésére, amelyek alkalmassd tesznek

valamely mikroorganizmust a bioldgiai védekezésben valo felhasznalasra.



A ndvénykorokozd gombak elleni bioldgiai védekezésben a leggyakrabban
alkalmazott gombak a Trichoderma nemzetségbe tartozé fajok. Az Egyesiilt Allamok
Mez6gazdasagi Minisztériumanak internetes honlapja szerint vilagszerte jelenleg 12
olyan biologiai készitmény van kereskedelemi forgalomban, amely hatéanyagként
valamely Trichoderma fajt tartalmaz, ez a mikoparazita gombat tartalmazo készitmények
fele (http//:www.barc.usda.gov). A Trichodermdk a Fold legelterjedtebb gombai kozé
tartoznak, megtalalhatok a tundratol a tropusokig, foként a talajokban, de el6fordulnak a
novények talaj feletti részein is, valamint bomld, foként névényi eredetii szerves
maradvanyokon. Antagonista hatast fejtenek ki rendkivill széles fajspektrumban
gombak, kozottik szamos ndvénykorokozd ellen, ennek koszonhetik rendkiviili
népszertiségiiket a biologiai védekezésben.

A Coniothyrium minitans (Campbell) gomba is a biologiai védekezés egyik
igéretes mikroorganizmusa, minthogy egyes szkleréciumos gombék hatékony parazitaja.
Ellentétben a Trichodermdkkal, e fajnak sziik a gazdaspektruma, viszont aldozatai kdzott
vannak igen jelentds novénykorokozd fajok a Sclerotinia nemzetségbdl, amelyek ellen
rendkiviil hatékonyan alkalmazhatd (Whipps és Gerlagh, 1992).

A Trichodermdk bioldgiajardl, antagonista aktivitasanak hatterérél viszonylag
nagy mennyiségii informacio halmozodott fel, a mikoparazita gombakkal foglalkozo
kutatasok modellszervezeteinek tekinthetjiik ezeket a fajokat. Antagonista aktivitasukat
kiilonb6z6 mechanizmusoknak kdszonhetik, ezek egyike, és minden bizonnyal
legjelentdsebbike a kozvetlen mikoparazitizmus, amelyet extracellularis sejtfalbontd
enzimek termelésével képesek elérni. Joval kevesebb ismeret gyiilt eddig ossze a C.
minitans parazitizmusanak biologiajarol, szinte semmit sem tudunk a gomba sejtfalbontd
enzimrendszerérél, ami pedig feltehetden fontos szerepet jatszik aldozatainak
elpusztitasaban, és igen hatékony komponensekbdl allhat.

Doktori értekezésemben targyalt kutatomunkam bioldgiai védekezésre alkalmas
mikoparazita gombak molekuldris biologiai modszerekkel torténd nemesitésérol,
valamint a parazita képesség hatterében rejlo biologiai folyamatok alaposabb feltarasarol

sz0l. A kutatomunka célkitiizései az alabbiak voltak:



1.

2.

Megnovekedett kitinazaktivitasa Trichoderma hamatum torzsek eldallitasa és

jellemzése, ezen beliil:

kitindzgén és szabalyozo régidinak izolalasa,
a gén kopiaszamanak megndvelése a gazda torzsben genetikai
transzformacio Gtjan,

— atranszformans torzsek jellemzése.

A Coniothyrium  minitans  szklerbcium  parazita gomba  hidrolitikus

enzimrendszerének alaposabb megismerése, ezen beliil:

kitinaz és B-1,3-gliikanaz enzimeket kodold gének klonozasa,

— agének és termékeik jellemzése.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Trichodermdk a biolégiai novényvédelemben

A Trichoderma nemzetségbe tartozd6 gombak biologiai novényvédelmi ,karriere”
Weindling 1930-as évekbeli megfigyeléseivel indult (hivatkozasok Harman és Bjorkman
[1998] 6sszefoglaldo munkajaban), amelyek bizonyitottak, hogy a Trichoderma lignorum
(amelyet késobb Gliocladium virensnek neveztek el, majd ismét visszakeriilt a
nemzetségbe Trichoderma virens néven [Bisset, 1991]) képes gatolni és elpusztitani
novénykorokozod gombakat. Az is nyilvanvalova valt mar ezekben a korai munkékban,
hogy az antagonista hatds tobbféle modon nyilvanul meg: egyrészt kozvetlen
mikoparazitizmus tjan, masrészt a gomba fizikai kontaktus nélkdl is, kis tavolsagon
beliill képes megdlni az aldozatat. Késobb igazoltak, hogy a gomba alkalmas novényi
betegségek biologiai tton torténd megakadalyozasara, valamint azonositottak,
kristalyositottak a gatld anyagot, amelyet gliotoxinnak neveztek el (hivatkozasok
Harman és Bjorkman [1998] munkajaban). Az elmult évtizedekben felgyorsultak a
Trichodermak novényvédelmi alkalmazasaval foglalkozé kutatasok. A hetvenes és a
nyolcvanas években elsdsorban Baker és munkatarsai, valamint Chet és munkatarsai
altal publikalt eredmények rdmutattak arra, hogy fliggetleniil az antagonista hatéstol,
egyes Trichoderma harzianum torzseknek ndvényi novekedés serkentd hatasuk van.
Ezzel parhuzamosan rengeteg tudomanyos munka szamolt be valamely Trichoderma
torzs bioldgiai védekezésben tortént sikeres alkalmazasardl mind szant6foldi, mind
tiveghazi, valamint tarolas alatt jelentkezd betegségek csokkentésében (Osszefoglalva
Vajna [1987] altal). Azonban az igéretes kezdeti eredmények ellenére a kilencvenes
évekig kellett varni amig a kereskedelemben megjelentek €s alkalmazasra keriiltek a
Trichoderma gombat tartalmazo bioldgiai névényvéddszerek.

Az alabbiakban 0Osszefoglalom a Trichodermdk altal kifejtett antagonista
mechanizmusok biologiai hatterérdl eddig felhalmozddott ismeretet, valamint attekintem
azokat a modszereket amelyekkel a biologiai védekezés hatékonysaganak a novelését

kisérelték meg.
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2.2. Az antagonizmus mechanizmusai

A Trichoderma gombak novénykorokozokkal szembeni antagonista hatasa tobb eltérd
mechanizmusnak tulajdonithaté. Ezek: (1) az antibiozis, (2) a kozvetlen
mikoparazitizmus, (3) a szaprofiton kompeticio, s végiil egyes szerzok ide soroljak
negyedikként (4) a ndvényi védekezd mechanizmusok indukalasat is (Goldman et al.,
1994b). Ezek nyilvanvaléan nem egymastol filiggetleniil hato jelenségek, minden
bizonnyal az egyes izolatumok antagonista képességéhez eltéré mértékben jarulhatnak
hozza, illetve a kiilonbdzé patogénekkel szemben mas-mds mechanizmus, illetve

mechanizmusoknak a kombinacioja vezethet a gatlashoz.

2.2.1.ANTIBIOZIS

Szémos Trichoderma izolatumrol mutattdk ki, hogy illékony illetve nem illékony
antibiotikumok termelésére képes (Howell, 1998). A legismertebb vegyliletek a
diketopiperazinok kodzé tartozé gliotoxin, a peptaibol antibiotikumok és a szteroid jellegli
viridin. A T. virens éltal termelt gliotoxin szelektiven kotddik a citoplazma membranban
talalhato tiol csoportokhoz ezaltal a membran szintézisben okoz zavart. Szintén
membrankarositd hatasuak a peptid jellegli peptaibolok, amelyeket szamos fajbol
izolaltak mar. Ebbe a csoportba tartoznak a 7. harzianumboél szarmazd, 19 tagbol allo
peptidek, a trichorzianinok, amelyek membran foszfolipidekkel 1épnek kolcsonhatasba,
ioncsatornakat nyitnak meg, és igy megvaltoztatjak a sejt permeabilitasi viszonyait.

Az antibidzisnak a biologiai védekezésben betoltott szerepe nem teljesen
tisztazott. Antibiotikum termelésben sériilt mutansok vizsgalatakor kideriilt, hogy a
gliotoxint nem termeld torzsek kevésbé gatoltdk a Pythium ultimum okozta
palantaddlést, mint a vad tipust torzs, viszont nem valtozott a Rhizoctonia solani altal
okozott palantad6lés elleni védekezd képességiik (Wilhite et al., 1994; Howell és
Stipanovic, 1995). A trichorzianinokrdl és a gliotoxinrdl kimutattak, hogy sejtfalbonto
enzimekkel egyiitt alkalmazva szinergista modon gatolnak ndvénykorokozé gombakat
(Lorito et al., 1996b). Ha azonban az antibiotikumok alkalmazasa megeldzte az enzimek

hozzaadasat, alacsonyabb szintli szinergizmus volt megfigyelhetd, ami arra enged
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kovetkeztetni, hogy a sejtfal bontasa segiti el6 a membrankarositdo antibiotikumok
hozzaférését a célponthoz.

Erdekességképpen érdemes megemliteni, hogy a Trichoderma viride Altalt
termelt, gombak csirazasat gatld viridin prekurzora a viridiol nevl vegyiiletnek, amely
fitotoxikus hatast, olyannyira, hogy javasoltdk herbicidként valé alkalmazéasat is
(Howell, 1998). Ez egyrészt 6vatossara int a nagy mennyiségi viridint termeld torzsek
haszndlata esetén, masrészt indokoltta teszi a torzsnemesitést a viridiol termeld képesség

csokkentésére.
2.2.2. MIKOPARAZITIZMUS, SEJTFALBONTO ENZIMEK KOZREMUKODESEVEL

2.2.2.1. A felismeresi folyamat

A Trichoderma gombak képesek kozvetleniil megtamadni és elpusztitani a gazdagombat.
A Trichodermadk altal kifejtett mikoparazitizmus sejtszintli, biokémiai és molekularis
biologiai folyamatair6l egyre tobb informacié all rendelkezésiinkre. Az eseménysor
pozitiv kemotropizmussal indul, a Trichoderma micélium egy eddig még nem
azonositott kémiai stimulus hatasara atipikus modon elagazdan kezd néni a célgomba
iranyaba (Chet et al., 1998; Goldman et al., 1994b). Nem tisztazott, hogy ez a szignal
gazdaspecifikus-e. Feltételezhetd, hogy nem, és az clagazd ndvekedést egyszeri, kis
molekulatdmegii aminosavak, cukrok indukaljak. A Trichoderma ezutan megtapad
aldozatan, folytatja novekedését a gazda micéliuma mentén majd hurkokat képezve
ratekeredik, és a behatolast eldsegitd apresszoriumszerti képleteket fejleszt (Goldman et
al., 1994b) (1. abra).

A megtapadas és a koriiltekeredés specifikus felismerési folyamat eredménye,
amelyhez a specificitast molekularis szinten lektin-szénhidrat kolcsonhatas biztositja. A
lektinek a sejtfelszinen elhelyezkedd, specifikus szénhidratkotdé képeségli és ezzel
Osszefiiggésben agglutinacidos képességli glikoproteinek, amelyek fontos szerepet
jatszanak a sejt és az extracellularis tér kozotti informaciocserében (Inbar és Chet, 1997).
Inbar és Chet (1992) bizonyitotta eloszor a lektinek kozremikodését a
mikoparazitizmusban. Sclerotium rolfsiibol lektineket tisztitottak, amelyeket kovalensen

kotottek a gomba micéliumaval megegyez6 atmérdjii milanyag szal feliiletére. Amikor a
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T. harzianumot ilyen miszalak jelenlétében ndvesztették, ugyanazokat a morfologiai
valtozasokat tapasztaltak, mint mikoparazitizmus soran: a parazita atipikus elagazasokat
fejlesztett a lektinnel bevont nylon szal iranyaba, megtapadt rajta, ratekeredett és
appresszoriumszerli képleteket hozott 1étre (Inbar és Chet, 1992; Inbar és Chet, 1994).
Benhamou ¢és Chet (1993) kimutatta, hogy a T. harzianum és a R. solani k6zotti szoros
megtapadas egy, a gazdagombdbdl szarmazd, galaktozban gazdag fibrillaris
poliszacharid jellegli matrixon keresztiil torténik. Feltételezhetd, hogy a Trichoderma

sejtfelszinén galaktdzkotd receptorok, lektinek talalhatok.

1. abra Elektron mikroszképos felvétel a T. harzianum és a Rhizoctonia solani
interakciojarol (Goldman et al. [1994b] munkajabol atvéve). A parazita aldozata
koré tekeredik, a gazda micéliumon jol lathatdéak a turgorvesztésre utald
hosszanti beflizddések.

A legtjabb eredmények (Omero et al., 1999) azt sugalljak, hogy a molekularis
jelet a felismerési reakcio és az ezutan bekdvetkezd morfologiai és egyéb biokémiai
valtozasok bekovetkezéséhez sziikséges génexpressziobeli valtozas kozott heterotrimer
G proteinek kozvetitik. Az emlitett proteinekrél kozismert, hogy kdzponti szerepet
toltenek be eukariota sejtekben a transzmembran receptorok altal érzékelt jelatviteli
folyamatokban (Bourne, 1997). A G proteinek pozitiv médon szabalyozzak az adenilat

ciklaz nevili enzimet, amely a ciklikus AMP (cAMP) szintézisét végzi és ezaltal kinaz
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kaszkad rendszeren keresztiil transzkripcids faktorokat iranyit. Két, egymastol fliggetlen
mechanizmus utjan haté G protein aktivalo vegyiilet jelenlétében lektin kezelés nélkiil is
ratekeredett a Trichoderma a muszalra, s6t ugyanezt a hatast lehetett elérni kiilséleg
adott cAMP-vel is, illetve a cAMP bomlasat katalizalé enzim gatlasaval is (Omero et al.,
1999). Eredményeik alapjan a szerzok felallitottak egy egyszerlsitett modellt arra,
hogyan ismeri fel a Trichoderma molekuraris szinten a célgombat. A modell szerint a
felismerési reakcid, azaz a lektin-szénhidrat interakci6é egy transzmembran receptoron
keresztiil heterotrimer G proteineket aktival, amelyek az adenilat ciklaz serkentése ttjan
novelik a sejt cAMP szintjét, lehetové téve a megfeleld transzkripcios faktorokat
foszforilalas tjan szabalyozd kinazok miikodését. Az igy létrejott génexpresszid
valtozas (bizonyos gének ,.bekapcsoldsa”, masok ,,elhallgattatasa”) lehetévé teszi a mar
leirt morfologiai valtozasokat, illetve a parazitizmus kovetkezd 1épéséhez (a gazda

sejtfalanak bontasdhoz) sziikséges litikus enzimek szintézisét (Omero et al., 1999).
2.2.2.2. Behatolas — sejtfalbonto enzimek csoportositasa

A felismerést, a megtapadast, majd a koriiltekeredést kdveti a mikoparazitizmus egy
fontos 1épése, a gazdasejtbe torténd behatolas. Ennek érdekében a Trichodermdanak at
kell jutnia a gazda sejtfalon, ezt pedig sejtfalbontd hidrolitikus enzimek termelésével és
kivalasztasaval éri el (Goldman et al., 1994b). Elad és munkatarsai (1982) nagy mértékii
kitinaz, gliikkanaz és proteindz aktivitdst mértek a tapoldatban, amikor 7. harzianumot
tenyésztettek folyékony kultiraban, amelyben a célgomba sejtfal kivonata volt az
egyetlen szénforras. Talajban is kimutattdk a megnovekedett enzimaktivitasokat, amikor
a Trichoderma R. solanit illetve Sclerotium rolfsiit parazitalt.

A penetraciot  kisérd  sejtfal  lizisr6l és  citokémiai  valtozasokrol
elektronmikroszkopos tanulmanyok szolgaltattak meggy6zé bizonyitékokat. Ezek a
kisérletek igazoltak, hogy a behatolasi hely kozvetlen kozelében megvaltozik a
gazdasejtfal struktaraja (Elad et al., 1983). Kitin mono- és oligomerek szabadulnak fel,
¢és nemcsak a penetracio kozvetlen kozelében. Ez a jelenség mar a fizikai kontaktus el6tt
is megfigyelheté volt és egyiitt jart a gazda sejtjeinek turgorvesztésével (Cherif és
Benhamou, 1990), ami arra utal, hogy a sejtfalbontds a mikoparazitizmus egyik korai

eseménye, ¢és elOsegiti a behatoldst. A gliikandzok behatolasban jatszott hasonld
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szerepér6l a  Trichoderma-Pythium kapcsolat tanulmanyozasa soran talaltak
bizonyitékokat (Benhamou és Chet, 1997).

A novénykorokozd gombak tobbségében a sejtfal {6 alkotdelemei a kitin, a
zommel f3-1,3-, illetve [-1,6-glikozidos kotéseket tartalmazd gliikanok, valamint
fehérjék. Ez igaz a Basidiomycetes, az Ascomycetes €s a Deuteromycetes osztalyokba
tartozo fonalas gombakra. A gombasejtfalban megtalalhato kitin N-acetil-D-gliikdzamin
egységekbdl allo nem elagazd polimer. Lebontasat a kitinaz enzimek végzik, amelyeket
hasitasi  tulajdonsadgaik alapjan  [-N-acetil-hex6zaminidazokra (EC 3.2.1.52),
endokitinazokra (EC 3.2.1.14) és kitobiozidazokra osztanak (Lorito, 1998). A
hex6zaminidazok (korabbi elnevezésiik gliikozaminidazok [EC 3.2.1.30]) monomereket
hasitanak le a kitin illetve kitin oligomerek nem-redukal6d lancvégeir6l, mig az
endokitindzok véletlenszerlien hasitjak a kitin polimert és oligomereket szabaditanak fel.
Az enzimnevezéktan hivatalos kiadvanya, az Enzyme Nomenclature nem ismer
kitobiozidaz enzim tipust, a kategoria bevezetését Harman és munkatarsai (1993)
enzimet, amely kizardlag kitobioz egységeket hasitott le a kitinszal nem-redukalod
végérol.

A gombasejtfalat alkoté masik jelentds szénhidrat polimer az 1,3-glikozidos
kotéseket tartalmazd [B-glikan. Ennek lebontasat a P-1,3-gliikanaz enzimek végzik,
amelyeket hasitasi tulajdonsagaik alapjan két csoportba osztanak (Pitson et al., 1993). Az
endo-B-1,3-gliilkanazok (EC 3.2.1.39) véletlenszeriien hasitjak a lancot, oligomereket
szabaditanak fel, mig az exo-f-1,3-gliikanazok (EC 3.2.1.58) monomereket hasitanak le

a lancvégrol, hidrolizis termékiik kizarolag gliikoz.
2.2.2.3. A Trichodermak kitindaz enzimrendszere

Egy adott Trichoderma torzs kitinaz rendszere tobb, kiilonbdzd méretli és specificitast
enzimbdl all. Haran és munkatarsai (1995) a T. harzianum TM torzsében négy
kiilonb6z6 méretii endokitinazt, és két eltéré méretii N-acetil-hexdzaminidazt mutattak ki
szénforrasként kitint tartalmazod taptalajon tenyésztett gomba sejtmentes Osszfehérje
kivonatabol. Szamos kitindz enzimet tisztitottak ¢&s jellemeztek mar kiillonb6zo

Trichoderma torzsekbdl. Biokémiai jellemzGik mellett megallapitottak, hogy in vitro
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er6s gombagatld hatassal rendelkeznek a kitines sejtfaltl tesztgombak széles skalaja ellen
(Lorito et al., 1993a; Lorito et al., 1994a; de la Cruz et al., 1992). A gatlo hatast
szinergista modon fejtik ki, ugyanis a gatlashoz sziikséges koncentracio értékek joval
kisebbnek bizonyultak kiilonb6z6 specificitasti kitinazok egyiittes alkalmazasa esetén
(Lorito et al., 1993a), illetve az Onmagukban gatld hatdst nem mutaté enzimek
egylittesen alkalmazva jelent6s mértéki gatlast okoztak (Lorito et al., 1994c). Amikor az
alkalmazott enzimkombinacié endokitinazt (CHIT42), kitobiozidazt (CHIT40), N-
acetilhex6zaminidazt (CHIT72) és egy [-1,3-gliikkanazt tartalmazott, a gatlashoz
sziikséges koncentracié érték (EDsy=1,6 pg/ml) 6sszevethetd volt egyes — kontrollként
hasznalt — szintetikus fungicidek hasonl6 értékeivel (Lorito, 1998). Raadasul a kitinaz
enzimek nemcsak egymassal, hanem mas sejtfalbontd enzimekkel, st membrankarositd
antibiotikumokkal és fungicidekkel egyiitt alkalmazva is szinergizmust mutattak (Lorito
et al., 1994b; Lorito et al.,1996b). Erdemes még megjegyezni, hogy a T. harzianumbdl
szarmazd kitindazok hatékonyabban ¢€s joval szélesebb spektrumban gatoltak a
novénykorokozo gombakat, mint akar ndvényi vagy baktérium eredetii hasonld enzimek
(Lorito et al, 1993a). Az in vitro gombagatlasi tesztekben a 42 kDa méretii endokitinaz
bizonyult a leghatékonyabbnak. A sejtfalbontd enzimekkel tortént in vitro kezelés
fénymikroszkoppal megfigyelhetd morfologiai valtozasokat okozott a tesztgombakon. A
kezelt micéliumon Kkitiiremkedések voltak lathatok, er6s vakuolizacio, abnormalis
elagazasok és nekrozis volt megfigyelhetd (Lorito et al., 1993a).

Erdekességként érdemes megemliteni, hogy a Trichodermdk még nagy
koncentracioban is igen ellenalloak sajat kitinazaikkal szemben (Lorito et al., 1993a).
Erre Lora és munkatarsai (1994) adtak lehetséges magyarazatot, amikor izolaltak egy
feltételezett sejtfalfehérjét (QID3), amelyrdl azt gondoljak hogy specifikus kitinaz
inhibitorként hat. Ezt alatamasztja, hogy a fehérjét kodold gént €lesztében kifejeztetve a
transzformansok fenotipusa éppen olyan volt, mint azoké a torzseké, amelyeket a kitinaz
inhibitor alléozamidinnel kezeltek. A szerzok hipotézise szerint a QID3 fehérje
jelenlétében olyan nagy kitindz koncentraciora van sziikség a gatlashoz, ami in vivo nem

fordul el6.
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2.2.2.4. A kitindazok szabdlyozasa

A Trichodermdk kitindz enzimrendszere bonyolult, tobb tényezotdl fliggd szabalyozas
alatt all, amelyben az egyes komponensek indukcidja is eltéré. Altaliban serkenti
termeléstiket a taptalajba szénforrasként adott kitin (Haran et al., 1995). Inbar és Chet
(1995), valamint Haran és munkatarsai (1996b) bizonyitottak, hogy a kitinazok
szabalyozasa Osszefiiggésben van a gazda felismerésével is. A mar emlitett miiszalas
kisérleti rendszert és a kitinazok gélbdl torténd detektalasat alkalmazva kimutattak, hogy
a lektinnel kezelt szalra tekeredd Trichodermdban erésebben indukalodik a 102 kDa
kitindz, mint a kontrollban, ahol a kezeletlen miiszal mellett nétt a gomba. Ebben a
rendszerben egyaltalan nem volt jelen kitin, mégis kiilonbséget tapasztaltak a
kitinazrendszer egyik komponensének megnyilvanulasaban. Mas kisérleti eredmények
(Haran et al., 1996b) megerésitették, hogy kiilonbdzé gazdagombék ellen meghatarozott
kitindz ,készlet” indukalodik, meghatarozott sorrendben, és ezt a jelenséget
cikloheximiddel, vagy a célgomba micéliumanak el6zetes autoklavozasaval gatolni
lehetett. Ez arra utal, hogy a specifikus kitindz indukcidhoz sziikség van az éld gazda
altal szolgaltatott jelekre, és a parazita részérdl de novo szintetizalt fehérjékre. Erdekes,
hogy akkor is tapasztaltak specifikus kitindz indukciot, amikor a célgomba egy, az
Oomycetesbe tartozd, sejtfalaban kitint nem tartalmazd gomba, a Phytophtora
citrophtora volt (Inbar és Chet, 1997). Ez is megerdsiti azt, hogy az egyes kitindzok
termelésének szabalyozasa nem kizardlag a célgomba sejtfalanak kitintartalmatol fiigg.
Az utobbi években rohamosan novekedett a kitindzokat kddold génekrdl,
genetikai szabdlyozasukrol rendelkezésiinkre 4all6 informacié mennyisége. Két
endokitinazt, a 33 kDa és a 42 kDa méretli enzimet (CHIT33 és CHIT42), valamint a 72
kDa N-acetil-hexdzaminiddz enzimet (CHIT72) kodolo géneket izolaltak eddig
mikoparazita Trichodermdkbdl (Carsolio et al., 1994; Limon et al., 1995; Peterbauer et
al., 1996). Konnyen hasznosithatd szénforrasok, mint példaul gliikkoz, szachardz jelenléte
esetén a gének transzkripcidja gatolt, azaz katabolit represszid szabalyozza oOket. A
legrészletesebben a 42 kDa endokitinaz génjének szabalyozéasa ismert. Bizonyitottak,
hogy ez a gén erésen indukaloédik R. solanival kialakult mikoparazita kapcsolat soran
(Carsolio et al., 1994). A prométer régio in vitro analizise soran fény deriilt arra, hogy B.

cinereaval vald parazita kolcsonhatas esetén egy specifikus DNS kotd fehérjekomplex
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leszoritja a CREI1 katabolit represszort a promoéterrdl és lehetévé teszi a gén atirasat
(Lorito et al., 1996a). Mas szerzok eltér6 megkozelitést alkalmaztak (Mach et al., 1999;
Zeilinger et al., 1999; Kullnig et al., 2000), amikor az endokitinaz gén (chit42=ech42) és
a hexozaminidaz gén (nagl=chit72) promoterét kiilonbozé riportergénekkel
fuzionaltattak és vizsgaltak a két gén megnyilvanulasat kiilonboz6 koriilmények esetén.
A leglényegesebb konkluziok a kovetkezdk wvoltak: (1) a 42 kDa endokitindzgén
transzkripcidja mar a fizikai kontaktus el6tt beindul, de ehhez makromolekuldk
(feltehetden enzimek) diffuzidja sziikséges; (2) a gént nem indukaljak kitin oligomerek,
viszont bizonyos stresszfaktorok igen; (3) ezzel ellentétben a hexdézaminidaz génje csak

kontaktus utan indukalodott, kitin oligomerek sét a monomer is indukalta.
2.2.2.5. A kitindazok szerepe

Nem tisztazott, hogy a Trichodermdk kiillonbdzo bioldgiai folyamataiban pontosan mi a
szerepiik a kitindzoknak. Latva a kitinbontd rendszer komplexitasat, nyilvanvald, hogy
az egyes komponenseknek kiilonbozd szerepilk lehet a morfogenezisben, a
parazitizmusban ¢€s a szaprofiton életmod soran. Talan nem is célszerli élesen
kiilonvalasztani ezeket a jelenségeket, hiszen példaul a gazdafelismerés morfologiai
valtozasokat indukal, ami ugy tlinik, hogy el6feltétele a parazitizmus létrejottének
(Omero et al., 1999). Minthogy a Trichodermdk sejtfala is jelentds aranyban tartalmaz
kitint, a morfoldgiai valtozasokhoz sziikség van sejtfalhoz kotott kitindzok miikodésére
is. Ezen a teriileten kevés a kisérletes bizonyiték, csak sejtések vannak. A CHIT102
hex6zaminidazt csak intracellularisan lehetett kimutatni (nem-induktiv koriilmények
kozott is), ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy szerepe lehet a morfogenezisben (Haran et al.,
1995). A CHIT33 szekvencidjaban viszont nincsenek jelen azok a motivumok amelyek a
sejtfalban lokalizalt enzimekre jellemzoéek, tehat feltételezhetéen ez nem vesz részt a
morfogenezisben (Limén et al., 1995).

A kitinazok er6s gombagatld hatdasa, a kezelt gazdagombakon okozott
morfologiai valtozasok (Lorito et al., 1993a), valamint a penetraciot kisérd sejtfal lizis
(Benhamou ¢és Chet, 1993; Benhamou és Chet, 1997) arra utalnak, hogy ezek az enzimek
fontos szerepet toltenek be a Trichodermadk parazita életmodjaban. Lényeges, tisztazasra

var6 kérdés azonban, hogy milyen mértékii a kitinazok szerepe a folyamatban, azaz
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mennyire meghataroz6 egy torzs parazita képességében (és ezzel Osszefiiggésben
biologiai védekezésre vald alkalmassagaban) annak kitindzkészlete €s indukcidjanak
mértéke. Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasa befolyasolhatja a tdrzsnemesités

iranyat.

2.2.3.SZAPROFITON KOMPETICIO

A szaprofiton kompeticié, mint antagonista mechanizmus valdjaban kozvetett hatas,
amelynek soran a limitalo tapelemekért (elsGsorban a szénért, nitrogénért és vasért)
folytatott harcban azok a mikroorganizmusok kerekednek feliil, amelyek az adott
elem(ek)ben gazdag szubsztrat hasznositasara hatékonyabb rendszert fejlesztettek ki. A
mikroorganizmusoknak azt a képességét, hogy milyen hatékonyan kolonizaljak a ndvény
fejlodo gyokérrendszerét, rizoszféra kompetencianak nevezziik (Ahmad és Baker, 1987).
A Trichoderma gombak gyors novekedési ratijuk, nagyaranyt konidium képzésik,
valamint széleskorli és hatékony szubsztrat hasznositoé képességiik révén kiszorithatjak a
kérokozokat a rizoszférabol és megakadalyozhatjak elszaporodésukat.

A kompeticiot nagyon nehéz elvalasztani a korabban targyalt két
mechanizmustol, szinergista kolcsonhatasban van mind az antibidzissal mind a
parazitizmussal. Novényi betegségek elleni biologiai védekezésben betoltdtt szerepérdl
kevés kisérletes példa van mikoparazita gombak esetén. Dinnye és gyapot
rizoszférajaban végzett vizsgalatok soran igazoltak, hogy a 7. harzianum T-35 torzse
Fusarium oxysporum elleni antagonista hatasaban jelent6s szerepe van a szénért és
nitrogénért folytatott kompeticionak (Sivan és Chet, 1989), ugyanis a gatl6 hatas sokkal
kisebb volt, amikor kénnyen hasznosithatd szén illetve nitrogén forrast, gliikozt és
aszparagint adtak a talajhoz. Uborka és szamoca Sclerotinia illetve Botrytis okozta
betegségeinek a csokkentésében jelentds szerepe van annak, hogy a Trichoderma
izolatumok gyorsan kolonizaljdk a szeneszcens ndvényi szoveteket (Harman és

Bjorkman, 1998).

2.2.4.INDUKALT NOVENYI REZISZTENCIA

Az indukalt ndvényi rezisztencia azt jelenti, hogy a nodvények a korokozod

mikroorganizmusok jelenlétét érzékelve beinditjak védekezé rendszeriiket. Az indukalt
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ndvényi rezisztencia bioldgiai védekezésben betoltott szerepe kevéssé tisztazott. Egyes
szerzO6k szerint a Trichodermdk, annak ellenére hogy nem ndvénykorokozok,
aktivalhatjak a ndvények védekezd rendszerét és igy rezisztenssé valhat a ndvény egy
késbébbi, patogén mikroba altal okozott tdmadassal szemben (Goldman et al., 1994b).
Lotan és Fluhr (1990) igazolta, hogy a 7. viride 22 kDa-os xilandz enzime PR
(Pathogenesis Related) fehérjék szintézisét, valamint egyéb védekez6 mechanizmusokat
indukalt dohany névényekben.

Mas szerzOk hidropdonias uborka allomanyban végzett vizsgalat soran azt talaltak,
hogy a T. harzianummal kezelt ndvények fejlettebbek voltak, mint a kezeletlen kontroll
novények (Yedidia et al., 1999). A gomba micéliuma behatolt az epidermiszbe és a
kéreg kiilsd részébe, s ezekben a rétegekben a gyokérsejtek fala megvastagodott,
ujonnan képzodott fizikai gatak (kalloz, celluldéz) rakoddtak le nemcsak a penetracid
helyén, hanem tévolabb is. Ezen feliil, emelkedett a kitindz és a peroxidaz aktivitds a
gyokérben és a levelekben, tehdt szisztémikus mddon rezisztencia mechanizmusokat
indukalt a gomba.

Egy érdekes lehetséges mechanizmusra hivtak fel a figyelmet Zimand és
munkatarsai (1996), amikor kimutattak, hogy a 7. harzianum oly modon mérsékelte a B.
cinerea altal okozott betegséget a bab levelein, hogy gatolta a patogén pektinbontod
enzimeit. A  szerzok szerint ennek eredményeképpen oligogalakturonidok

halmozddhattak fel, amelyek védekezést indukalo elicitorként hatottak.

2.3. Torzsnemesitési torekvések a biologiai védekezés fokozasara

A bevezetésben mar emlitettem, hogy a gyakorlati mez6gazdasagban ma a kémiai
novényvédelem van jelentds talsulyban, alig hasznalnak biologiai védekezésre alkalmas
mikroorganizmusokat. A szélesebb kor(i alkalmazas f6 korlatja az, hogy nem elég
hatékonyak a mikrobak, és teljesitményiik sokkal jobban ingadozik egyes kdrnyezeti
tényezoktol fliggden, mint a szintetikus peszticideké. Az alabbiakban felvazolom azokat
az eddigi torekvéseket, amelyek célja a biologiai novényvédelem hatékonysaganak

ndvelése volt. Erre a célra kiilonb6zo megkozelitési modokat alkalmaztak: a természetes
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szelekciot, a mutagenezist, a protoplasztfuzidt és a transzgénikus organizmusok

1étrehozasat.

2.3.1. MUTAGENEZIS

Ahmad ¢és Baker (1987) kémiai mutagenezis Utjan a 7. harzianum egyik tdrzsébol olyan
benomil rezisztens mutansokat allitottak eld, amelyek nemcsak fungicid rezisztencidban
tértek el a vad tipust torzst6l, hanem jelentésen megnétt a rizoszféra kompetencidjuk.
Tobb probalkozas tortént mar antagonista Trichodermdk antibiotikum termelésének
mutagenezissel valdo befolyasolasara, amelyek azonban nem jartak 4atiité sikerrel.
Graeme-Cook ¢és Faull (1991) UV kezelést kovetden izolaltak T. harzianum mutansokat,
amelyeknek megnétt az antibiotikum termelésiik. Ezek kozott talaltak olyat, amely
hatékonyabban gatolta a Fusarium oxysporum csirdzasat, mint a sziiléi torzs, viszont
nem javult e mutiansok kolonizald képessége, s6t altalaban a nagyobb antibiotikum
termelés csokkent kolonizacios képességgel jart egyiitt. Mas szerzOk olyan torzseket
allitottak el6, amelyek elveszitették a fitotoxikus viridiol termelésének képességét,
viszont megorizték a R. solani okozta palantaddlés elleni kedvez6 hatasukat (hivatkozas

[Howell, 1998]-ban).

2.3.2.PROTOPLASZTFUZIO

Két T. harzianum t6rzsbol protoplasztfuzioval eléallitott utdodok kozott izolaltak egy
olyan torzset, amelynek a rizoszféra kolonizacios képessége jelentés mértékben megnott
a sziiléi torzsekéhez képest (Sivan és Harman, 1991). Késébb eldallitottak és
kereskedelmi forgalomba hoztak egy biologiai készitményt, amely ezt a torzset

tartalmazza hatéanyagként (Harman és Bjorkman, 1998).

2.3.3.TRANSZGENIKUS MIKROORGANIZMUSOK LETREHOZASA

Tekintettel a sejtfalbontd enzimek erés gombagatld hatasara, szamos probalkozas tortént
az ezeket kodold gének felhasznaldsdra a molekularis bioldgiai mddszerekkel torténd
torzsnemesitésben. Az els6 munkdk még baktérium eredetii génekkel torténd
beavatkozasrol szoltak, mivel ezeket klonoztak elébb. Az elmult néhany évben

szaporodott azoknak a munkéknak a szama, amelyekben fonalas gomba eredetii
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hidrolazok génjeit juttatjak be kiilonboz6 konstrukciokban a kivalasztott recipiensbe. A
transzformalé konstrukcido készitésekor alapvetden két megkdzelitési modot
alkalmaztak: a transzgének (1) konstitutiv promoterekkel, illetve (2) indukalhato
promoterekkel vald szabalyozasat. Az elébbi elénye lehet, hogy a patogénnel vald
talalkozas esetén hamarabb jelenik meg, illetve mar eleve jelen van egy erds
enzimaktivitds, az utdbbi esetben viszont csak sziikség esetén, indukcid kovetkeztében
hasznalja a sejt enzimtermelésre az energiait (Goldman et al., 1994b). Differencial
hibridizaciés technikat alkalmazva jellemeztek olyan Trichoderma géneket, amelyek
erds konstitutiv expressziot mutatnak (Goldman et al., 1994a), és olyanokat, amelyek
er6sen indukalddtak a célgomba sejtfalan mint egyetlen szénforrason (Vasseur et al.,
1995), azzal a céllal, hogy a torzsnemesitésben hasznalhatd promotereket izolaljanak.
Ezeknek a promotereknek a tényleges kiprobalasara azonban nem keriilt sor.

Haran ¢és munkatarsai (1993) a Serratia marcescens baktérium kitindzgénjét
(chid) épitettéek a T. harzianum T35 torzs genomjaba a 35S konstitutiv promoter
szabalyozasa alatt azt remélve, hogy a patogénnel vald taldlkozas esetén hamarabb
jelentkezik nagyfoku kitinazaktivitas, s igy hatékonyabba valik a Trichoderma tamadasa.
Azt tapasztaltak azonban, hogy gliikozt tartalmazo tapoldatban valoban megnétt ugyan a
transzformansok kitinazaktivitasa, viszont kitin-indukci6 esetén a vad tipusénal is kisebb
volt a transzformansok aktivitdsa. E csokkenés egyik lehetséges magyarazata a
transzformald konstrukcid véletlenszerii beépiilése a Trichoderma genom olyan

Szintén a Trichodermak enzimaktivitasanak konstitutiv novelését céloztak azok a
kisérletek, amelyekben a T. longibrachiatum egll génjét, illetve a T. harzianum chit33
génjét épitették be a recipiens torzsek genomjaba (Migheli et al., 1998; Limon et al.,
1999). Az el6bbi egy endo-B-1,4-glikkanazt kodol, az utobbi a 33 kDa endokitinazt
kédolja. A glikandz-transzformansok uborkdn végzett iiveghdzi kisérletekben
hatékonyabbak voltak a Pythium okozta palantad6lés ellen, mint a vad tipusu torzs, a
kitinaz-transzformansok pedig megnovekedett mértékii gatld hatast fejtettek ki R. solani
ellen in vitro koriilmények kozott.

Margolles-Clark és munkatarsai (1996b) indukalhatd6 promdtert alkalmaztak a

kisérleteik soran. Készitettek egy plazmidkonstrukciot, amelyben a T. harzianum 42 kDa
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endokitinazt kodolo génjét a 7. reesei cellobiohidrolaz (cbhl) gén igen erGs promotere
szabalyozta. Az ezzel a génkonstrukcioval transzformalt 7. harzianum torzsek kozott
olyanokat is izolaltak, amelyek cellulaz indukal6 koriilmények kozott a vad tipush torzs
endokitindz termelésének a tizszeresét mutattak.

A T. harzianum prbl génje egy bazikus proteinazt kdédol, amelyet szintén
Osszefiiggésbe hoztak a gomba mikoparazita aktivitdsdval (Geremia et al., 1993). A
prbl gén koépiaszamanak novelésével, sajat szabalyozd elemeivel egyiitt, 1étrehoztak
transzformans torzseket, amelyek proteinaz termelése jelentésen megnétt (Flores et al.,
1997). A torzsek koziil néhany soran sokkal aktivabbnak bizonyult tiveghazi tesztek
soran a R. solani okozta palantaddlés csokkentésében, mint a vad tipusu recipiens.
Erdekes modon nem a legjobb proteinaz termeldk nytjtottik a legnagyobb védettséget,
ami azzal magyarazhatdé hogy bizonyos aktivitds felett a prbl terméke a

mikoparazitizmusban fontos egyéb fehérjéket is elbont (Flores et al., 1997).

2.3.4. TRANSZGENIKUS NOVENYEK LETREHOZASA

A biologiai védekezésre alkalmas torzsek felhasznalasanak 1j iranyzata az, amikor nem
magukat a mikroorganizmusokat manipulaljak és juttatjak ki, hanem izolaljak a bioldgiai
aktivitasukért felelds géneket és azokat épitik be a novényi genomba. Ennek szamos
elonye lehet. A legfontosabb elony az, hogy a folyamatosan valtozé kornyezeti tényezok
kevésbé befolyasoljak a védekezés hatékonysagat, mint a mikroorganizmusok kozvetlen
kijuttatdsa esetén. Ezen felil nem tisztdzott, hogy a genetikailag modositott
mikroorganizmusok szabadf6ldi hasznalatanak milyen 6kologiai kockazata van és emiatt
nem valoszind, hogy a kdzeljovoben engedélyeznék transzgénikus mikrobak hasznalatat.

Nemcsak a korokozok természetes ellenségei képesek a kitinaztermelésre, hanem
maguk a novények is a patogén tdmadasa esetén komplex védekezé valaszuk részeként
ugynevezett PR proteineket, kozottiik kitinazokat, gliikanazokat termelnek (Stintzi et al.,
1993). A ndvényi eredetli enzimek azonban joval kevésbé hatékonyak gombak ellen és
joval sziikebb a hatasspektrumuk, mint példaul a 7. harzianum hidrolazainak (Lorito et
al., 1993a). A kozelmultban torténtek kisérletek novényi, illetve baktérium eredett
kitindzgéneket hordoz6 transzgénikus ndvények létrehozasara a kérokozé gombak elleni

rezisztencia novelése érdekében (Schickler és Chet, 1997). Ezek nem hoztak atiit6 sikert
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a rezisztencia nemesitésben, bizonyos korokozokkal szemben mérsékelt szinten
emelkedett a rezisztencia, masokkal szemben viszont nem tapasztaltak javulast. Amikor
viszont a 7. harzianum 42 kDa méretli endokitinazat kodold gént vitték be novényekbe
(dohanyba és burgonyaba), 1ényeges ellendlloképesség javulast értek el mindkét névény

esetében az 0sszes tesztelt korokozo gomba ellen (Lorito et al., 1998).

2.3.5.HETEROLOG GAZDABAN KIFEJEZTETT GENTERMEK HASZNALATA

Mivel a tisztitott sejtfalbontd enzimeknek gombagatld hatasuk van, felmeriilhet
maguknak a géntermékeknek a hasznalata. Ennek a megkozelitési modnak az az elénye,
hogy teljesen kikiiszoboli az 6kologiai kockazatot, és valoszintileg a legkdvetkezetesebb
eredményt igéri. Ebben az esetben azonban olyan nagy mennyiségl tisztitott
géntermékre van sziikség, amelyet nyilvanvaldoan nem nyerhetiink gazdasigosan a
termeld organizmusbol, ezért torténtek probalkozasok heterolog expresszids gazdakban
vald kifejeztetésiikre €s tisztitasukra. Jelenleg azonban még nem allnak rendelkezésre a
megfelelden hatékony expresszids rendszerek.

Margolles-Clark ¢és munkatarsai (1996a) a T. harzianum 42 kDa endokitinaz
génjét fejeztették ki T. reeseiben az el6z6 fejezetben mar ismertetett konstrukcioban (a
cbhl gén promoterével szabalyozva, lasd 2.3.3. fejezet). A legjobban termeld
transzformans extracellularis enzimtermelése razatott kultiraban, indukalé koriilmények
kozott elérte a 130 mg/liter szintet. Ez endokitinazaktivitasra leforditva mintegy

htisszorosa annak, mint ami a vad tipust 7. harzianumban mérhetd.

srers

2.4.1.A C. MINITANS, MINT BIOLOGIAI VEDEKEZO AGENS

A Trichoderma nemzetségbe tartoz6 fajokon kiviil mas gombékrol is kideriilt, hogy
alkalmasak a bioldgiai ndvényvédelemben vald hasznalatra, mert antagonista hatasuk
van novénykorokozo gombékkal szemben (Vajna, 1987). Az egyik ilyen igéretes
mikroorganizmus a Coniothyrium minitans. Vilagszerte elterjedt talajlakd gombarol van

sz6, amely képes megtamadni és kdzvetlen mikoparazitizmus utjan elpusztitani egyes
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gombak rendkiviil ellenallo kitartoképleteit, a szklerociumokat (Whipps és Gerlagh,
1992). Ellentétben a Trichodermdkkal, ennek a mikoparazitanak sziik a gazdakore, eddig
minddssze harom szklerocium képzdé fajrol izolaltak, (Whipps és Gerlagh, 1992),
kozilik is leggyakrabban a Sclerotinia sclerotiorum szklerociumair6l. Emellett
gazdajanak tekinthet6 a Sclerotinia trifoliorum ¢és a Sclerotium cepivorum.
Laboratoriumban ezen feliil képes volt megfertézni néhany egyéb, az Ascomycetes
illetve a Deuteromycetes osztalyba tartozoé szklerocium képzé fajt, kdzottiik a Sclerotinia
minort. Ezekr6l a gombakrol még nem izolaltak a természetben a C. minitanst.

A C. minitans f6 gazdajanak tekinthetd korokozo, a S. sclerotiorum
novénykortani jelentdségét jol illusztraljak az alabbi adatok (Purdy, 1979). Tobb, mint
hatvan kiilonb6z6 névvel illetett ndvénybetegség utal e gomba altal okozott fertdzésre,
az egyik legkevésbé specifikus, polifag ndvénykorokozoé: 64 novény csalad 225
nemzetségében 361 faj a gazdaja. A gomba képes talajeredeti fertdzés kivaltasara is, de
a széllel terjedd aszkosporai révén a novények talaj feletti részeit is képes kdzvetleniil
megtamadni. Mindkét esetben a fert6z6 inokulum forrasa a rendkiviil ellenalld kitartd
képlet, a szklerocium, ami ellen rendkiviil nehéz, illetve koltséges kémiai modszerekkel
védekezni. A szklerociumok a talajban kedvezé koriilmények esetén csirdzhatnak
micéliumot képezve, amely a talajeredetii fertézés forrasa, vagy apotéciumot képezve,
amelyekben kialakulnak a levegd eredetii fertézésre alkalmas aszkosporak. A S.
sclerotiorum altal okozott termésveszteség lokalisan a 100%-ot is elérheti, éves szinten
dollarmilliokban mérheté a gomba altal okozott mennyiségi és mindségi kar (Purdy,
1979).

A C. minitans mikoparazita gombat szamos esetben alkalmaztak mar igen jo
eredménnyel kiilonb6z6 szantofoldi és kertészeti kultarakban Sclerotinia fajok okozta
betegségek visszaszoritasara (Huang 1980; Trutmann et al., 1982; Budge és Whipps,
1991; McQuilken et al., 1995). A kereskedelemben Contans, illetve KONI néven két
készitmény kaphatd, amelyek hatéanyagként ezt a gombat tartalmazzak. Kiilondsen
figyelemre méltdak Huang (1980) harom éves kisérlet soran kapott eredményei, amelyek
szerint a C. minitans sokkal hatékonyabban gatolta a S. sclerotiorum altal okozott
betegséget napraforgdban, mint két masik mikoparazita gomba, koztiik egy Trichoderma

izolatum. A szerzd azt is megallapitotta, hogy a parazita alkalmazasa esetén a ndvények
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primér fertézése jelentésen csokkent, mivel a fert6z6 inokulumokat pusztitotta el a C.
minitans, a novények masodlagos fertézodésére, azaz a novénykorokozd ndvényrol
ndvényre terjedésére viszont nem volt hatassal a hiperparazita. Ezzel 6sszhangban mas
szerzOk is megallapitottdk, amikor tiz kiilonb6zé szklerécium parazita gomba
hatékonysagat hasonlitottdk Ossze, hogy a C. minitans szamos Trichoderma fajt
megelézve nagyobb mértékben fertdzte a S. sclerotium szklerdciumait és hatékonyabban
csokkentette életképességiiket (Whipps és Budge, 1990).

Egy hét éven at végzett szantofoldi kisérletsorozatban (Gerlagh et al., 1999)
ugyancsak az deriilt ki, hogy a C. minitans joval hatékonyabban csokkentette a talajban a
szkleréciumok szamat és ezzel osszefliggésben mérsékelte a termésveszteséget, mint az
egyebként eredetileg szintén fert6zott szklerociumokrol izolalt Trichoderma torzsek.
Meég két évvel az utols6 alkalmazast kovetden is joval kevesebb szklerocium volt a C.
minitanssal kezelt parcelldkban (azokon a teriileteken is, ahol a vetésforgdoban
Sclerotinia fert6zésre rendkiviil fogékony ndvényeket alkalmaztak), mint a kontroll
teriileteken. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a C. minitans specializalodott
mikoparazita, amely aldozatat, ¢és az altala okozott ndvénybetegséget joval
hatékonyabban képes gatolni, mint példaul a szklerocium parazitizmusra szintén képes,

am kevésbé specializalodott mikoparazitak, koztiik a Trichodermadk.

2.4.2.A SZKLEROCIUM PARAZITIZMUS BIOLOGIAJA

A C. minitans elsésorban szklerécium parazitdnak tekinthetd, micélium kolcsonhatasok
révén is képes azonban gatolni aldozatat (Whipps és Gerlagh, 1992). A hifa kdlcsonhatés
hatterérdl fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok szolgaltattak részleteket (Trutmann
et al., 1982; Tu, 1984; Huang és Kokko, 1988). Mind a Coniothyrium 6 hifaja, mind az
oldalelagazasok kezdeményezhetik a fertdzést. Arrol vita van az irodalomban, hogy a
célgombaba valé behatolds soran fejleszt-e appresszoriumot a parazita (Whipps és
Gerlagh, 1992). Mindenesetre a behatolas utan intracellularisan ndvekszik az aldozat
sejtjeiben, melyek granuldlédnak, vakuolizaldédnak és végiil nekrotizdlodnak. A fert6zés
késobbi szakaszaban egy nyalkds réteg képzodik a megtamadott micélium feliiletén,

amelyen a parazita jol szaporodik.
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A szklerocium parazitizmus biologiajardl szintén meglehetésen korlatozott
mennyiségli informacié all a rendelkezésiinkre. Fény- ¢és elektronmikroszkopos
tanulmanyok ebben az esetben is bepillantast engedtek a folyamat néhany részletébe (Tu,
1984; Huang és Kokko, 1987; Whipps és Budge, 1990), ugyanakkor csakugy mint a
micélium parazitizmus esetén, semmi adat sincs a jelenség molekularis szintli hatterérol.
A szklerdécium parazitizmus kiindulhat a csirdzé konidiumbdl, illetve micélium is lehet
fert6zd inokulum (Whipps és Gerlagh, 1992). A parazitizmus soran a C. minitans athatol
a szklerocium kiilsé pigmentalt rétegén, az igynevezett karima sejteken. Ezt kovetden a
parazita folytatja a novekedést a belsd, nem pigmentalt, kéreg- és velérétegekben mind
inter-, mind intracellularisan. A behatolas részben fizikai nyomads, részben pedig a
karima sejtek falanak enzimatikus lebontasanak az eredménye. Philips és Price (1983)
szerint kizarolag az eldbbinek tulajdonithatd a sejtfal attérése, mig Huang és Kokko
(1987) elektronmikroszkop segitségével igazolta, hogy sejtfalbontas is szerepet jatszik a
parazita behatolasaban.

Annak ellenére, hogy a C. minitans extracellularis sejtfalbontd enzimeinek
minden bizonnyal fontos szerepiik van a parazitizmusban, alig van adat a gomba
sejtfalbontd hidrolaz rendszerér6l, amely pedig valoszinlileg igen hatékony
komponensekbdl allhat, mivel képessé teszi a parazitat arra, hogy at tudjon hatolni a
rendkiviil ,kemény”, merev, ellenalld szklerocium rétegeken. A S. sclerotiorum
szkler6ciumainak kiils6 rétegét alkotd sejtek falanak f6 dsszetevoi melanin, B-glikkan és
kitin (Jones, 1970). A bels6 rétegekben, valamint a micéliumban hianyzik a melanin, itt
a zommel 1,3-glikozidos kotéseket, helyenként 1,6-iranyt elagazasokat tartalmazo B-
gliikan a legnagyobb aranyu alkotéelem, illetve kitin szalakat is azonositottak minden
sejttipus faldban. Jones és munkatarsai (1974) igazoltak, hogy a C. minitans termel egy
endo- és egy exogliikandzt, amelyek szinergista moédon képesek a szklerociumbol
tisztitott sejtfal bontasara. Semmilyen adat nincs viszont a glilkanazok fiziko-kémiai
tulajdonsagairdl, indukalhatosagukrol, genetikai hatteriikrdl. Egyaltalan nincs informaciod
a hiperparazita kitindzrendszerér6l, amely feltehetéen szintén fontos szerepet jatszik a
sejtfalbontasban, és igy a parazita hatékonysaganak kialakitasaban.

A szklerécium parazitizmus késéi szakaszaban a belsé rétegek sejtjeiben

plazmolizis és vakuolizacio figyelhetd meg (Whipps és Gerlagh, 1992). A kiilsé
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pigmentalt réteg sejtjei viszonylag épek maradnak, a sejtfallizis is joval kisebb mértékii
(Huang és Kokko, 1987), amit a szerzok a melanin enzimgatld hatasaval magyaraznak.
A parazitizmus végén a C. minitans piknidiumot képez a fertézott szkleréciumban és a

feliiletén. Maga a szklerdcium végso soron elpusztul, csirazasképtelenné valik.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Gombatorzsek szarmazasa, fenntartasa, tenyésztése

A T. hamatum Tam-61, a C. minitans Cm-2, a S. sclerotiorum Sc-1, és a R. solani Rs-2
gombatorzsek a MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének torzsgyljteményébol
szarmaztak. A C. minitans izolatum kivételével minden gombat burgonya gliikoz agar
(BGA) taptalajon tartottunk fenn 4 °C-on, paraffin olaj alatt.

A T. hamatum Tam-61 torzsének razatott tenyésztését Vogel féle mikroelem
oldattal kiegészitett Czapek féle minimal tapoldatban (3,0 g/l NaNOs;; 1,0 g/l KH,POy;
0,5 g/l KCI; 0,5 g/l MgSO4x7H,0) (MM) végeztikk. Inokulumként BGA csészékrol
steril  desztilldlt vizzel lemosott konidium szuszpenziét hasznaltunk 10%ml
végkoncentracioban. Az MM tapoldat szénforrasként gliikozt (20 g/l), vagy R. solanibol
Geremia és munkatarsai (1993) mddszerével kivont sejtfalat (1 g/1), vagy kolloid kitint
(10 g/1) tartalmazott. A razatas 25-28 °C-on, 180 rpm fordulatszammal tSrtént.

A C. minitans Cm-2 torzs fenntartasat annak érdekében, hogy kizarjuk a biologiai
aktivitasanak elvesztését a sorozatos laboratoriumi atoltdsok kovetkeztében, az alabbi
moddon oldottuk meg. A Cm-2 konidium szuszpenzidjaval fertdztik a S. sclerotiorum
BGA csészén képzett szklerociumait. Tizennégy-tizennyolc nappal a fertézés utan,
amikor a parazita konidiumait tartalmaz6 fekete cseppek megjelentek a szklerécium
felszinén, a fert6zott szklerociumokat BG-t tartalmazo ferde agar csdvekre helyeztiik
egyenként, és 4 °C-on taroltuk. Konidium termelésre a fertézott szklerociumbdl készitett
szuszpenzioval oltottunk zabliszt agar csészéket. A zabliszt agar csészékrdl 12-14 nap
utan lemosott konidiummal szintetikus tipoldatot (SM) inokulaltunk 10%ml
koncentracidban, amely az aldbbiakat tartalmazta (g/1): NaNOs, 3,0; KH,POy, 1,0; KCl,
0,5; MgSO4x7H,0, 0,5; pepton, 1,0; FeSO,x7H,0, 0,01; ZnSO4x7H,0, 0,003;
CoCl,x6H,0, 0,003. Az SM tapoldatot szénforrasként gliikozzal (20 g/l), vagy
liofilizalt, porra 6rolt szklerociummal (5 g/l), vagy S. sclerotiorum szklerociumaibol
készitett sejtfalkivonattal egészitettiik ki (2 g/l). A razatast 22-25 °C-on 180 rpm
fordulaton végeztiik. A sejtfalkivonast Jones (1970) modszere alapjan végeztiik kisebb

modositassal. S. sclerotiorum liofilizalt, porra 6rolt szklerociumait desztillalt vizben
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szuszpendaltuk (0,2 g/ml), majd centrifugaltuk 10 percig 16.000 g értéken. Ezt a
folyamatot addig ismételtik amig a feliiliszoban a Bradford modszerrel (Bradford,
1976) mar nem tudtunk fehérjét kimutatni. Ezutan a szuszpenziot kétszer 5 perces
ultrahangos feltarasnak vetettiik ald VirSonic 300 (Virtis) berendezést hasznalva. Ezt
kovetden kétszer megismételtiik a fent leirt desztillalt vizes extrakciot és centrifugalast,
majd a végsd centrifugalas utan a pellet felsé harmadat, amelyet egy fekete, homogén,

gélszerli anyag alkotott, liofilizaltuk és porra érdlve taroltuk.
3.2. T.hamatum génkonyvtar készitése és a Tham-ch gén izolalasa

A genomi DNS-t Fekete és munkatarsai (1995) alapjan vontuk ki a 7. hamatum Tam-61
torzsbol, amelyet folyékony BG tapoldatban két napig ndvesztettiink. A Sau3Al-el
részlegesen emésztett DNS-t ultracentrifugalassal frakcionaltuk Sambrook és
munkatarsai (1989) szerint, majd a 12-23 kb nagysagi fragmentumokat A DASH II
bakteriofag vektorba (Stratagene) ligaltuk a gyartd utasitasait kovetve. A konyvtar
amplifikalasat, valamint probazasat plakk hibridizaciéval szintén a gyartd instrukcioi
szerint hajtottuk végre. A proba DNS radioaktiv jel6lését random priming modszerrel
(Sambrook et al., 1989) végeztik. A fag DNS tisztitast, térképezést, valamint a
kitinazgént (Tham-ch) tartalmazé fragmentum Bluescript KS (Stratagene) plazmid
vektorba klonozasat szintén hagyomanyos molekularis biologiai modszerekkel végeztiik

(Sambrook et al., 1989).
3.3. Szekvencia analizis

A plazmidba klonozott kitinazgén nukleotidsorrendjét didezoxi-lancterminacios
modszerrel, a Sequenase, Version 2.0 szekvenal6 kit (USB) segitségével hataroztuk meg.
A szekvenalashoz plazmid-specifikus, kereskedelemben kaphatd primereket, valamint
altalunk szintetizaltatott kitinazgén-specifikus primereket is hasznaltunk. A szekvencia
Osszehasonlitasokat és egyéb elemzéseket a GCG programcsomaggal, valamint a
BLAST modszerrel végeztik (Devereux et al., 1984; Altschul et al.,, 1990). A T

hamatumbol klonozott kitinazgén (Tham-ch) szekvenciajat elhelyeztiik szekvencia
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adatbazisokban (EMBL, GenBank, DDJB), ahol az U88560 azonositd6 szammal érhetd

el.
3.4. A T.hamatum Tam-61 transzformalasa

A kitinazgént tartalmazd plazmid 3,5 kb nagysagt Kpnl-Xhol fragmentumat ligaltuk a
pCSN43 vektorba (Staben et al., 1989), amely higromicin rezisztencidt hordoz és
elterjedten hasznaljak fonalas gombak transzformdlasara. Az igy létrehozott
transzformal6 plazmidot pECTR1-nek neveztiik el. A 7. hamatum Tam-61 torzsét YPD
tapoldatban (5 g/l élesztOkivonattal, 5 g/l peptonnal és 5 g/l gliikdzzal kiegészitett
Czapek tapoldat) 22 ordig rézatva inkubaltuk (26 °C, 180 rpm, 5x10° konidium/ml
kiindulédsi inokulum) A képzddott fiatal micéliumbol Ulhoa és munkatarsai (1992)
szerint protoplasztokat izolaltunk, amelyeket polietilén-glikol (PEG) és Ca®' ionok
jelenlétében a Herrera-Estrella és munkatarsai (1990) altal leirt modszerrel
transzformaltuk a pECTRI1 plazmiddal. A transzformansok szelekciojat 200 pg/ml
higromicint tartalmazé YPD taptalajon végeztiik. A higromicin rezisztens telepeket
monospoéraztuk 0,1% Triton-X 100-at tartalmazdo BGA taptalajon. A genetikailag ily
mddon homogenizalt torzsek stabilitasat Otszori nem-szelektiv BGA csészén tortént

atoltas utan higromicint tartalmazé csészékre vald visszahelyezéssel ellendriztiik.
3.5. A transzformansok Kitinazaktivitasanak mérése

A transzformans torzsek és a vad tipusu recipiens konidium szuszpenzidjaval 25 ml MM
tapoldatot oltottunk be (10%ml), amelyben a szénforras 20 g/l glikoz volt. Két nap
razatott inkubalas (28 °C, 180 rpm) utdn a micéliumot steril koriilmények kozott
leszlrtiik, desztillalt vizzel mostuk, majd atoltottuk szénforrasként kizarolag kolloid
kitint (10 g/l) tartalmaz6 MM tapoldatba. Tovabbi két nap razatott tenyésztés utan
meghataroztuk a tenyészetsziirletek kitinazaktivitasat 4-metilumbelliferil-B-D-N,N’,N”’-
triacetil kitotrioz (4-MUFChT) (Sigma) fluorogén szubsztrat segitségével. A reakcid
elegy (200 pl) tartalmazott:

e 125 pl sterilre sziirt feliiluszot

e 75ul 0,4 mM 4-MUFChT-t 133 mM foszfat pufferben (pH=>5,2) oldva.
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Tiz perc inkubalas (37 °C) utan a reakciot 1,8 ml 0,2 M Na,CO; hozzaadasaval
allitottuk le, majd Kontron SFM 25 fluoriméterben mértiik a mintdk fluoreszcenciajat

(gerjesztési hullimhossz: 350 nm, emittalasi hullimhossz: 440 nm). A tenyészetszlirletek

s

fehérje koncentracidjat a Bradford modszerrel (Bradford, 1976) mértik. A
kitinazaktivitdsokat egységnyi fehérjére vonatkoztatott specifikus aktivitdsban (pmol

felszabaditott 4-MUFChT/perc/ug fehérje) fejeztiik ki.
3.6. A transzformalo plazmid beépiilésének igazolasa

Tiz véletlenszerien kivalasztott, monosporazott transzformansbol és a vad tipusa
recipiens torzsbol genomi DNS-t tiszitottunk (Fekete et al., 1995). A DNS mintakat
kiilonbozé restrikcids endonukledzokkal emésztettiik, 0,7 %-os agaroz gélben
elektroforézissel elvalasztottuk, nylon membranra (Amersham) rogzitettiikk, majd
Southern hibridizaciét hajtottunk végre Sambrook és munkatarsai (1989) alapjan,
melyhez a proba DNS-t random priming mddszerrel jeloltik. A nem-specifikus jelek
eltavolitasa érdekében szigoru mosasi koriilményeket alkalmaztunk: 3x15 percig mostuk
a membrant 0,1% SDS-t és 0,1xSSC-t tartalmaz6 pufferben 65 °C-on. (1xSSC: 150 mM

natrium-klorid, 15 mM tri-natriumcitrat)
3.7. A Tham-ch gén expressziéjanak vizsgalata

A gombatdrzseket gliikdzon tortént eltenyésztés utan (lasd 3.5. fejezet) atoltottuk MM
tapoldatba, amely egyedilli szénforrasként 0,1% R. solanibdl kivont sejtfalat
tartalmazott. Tovabbi két nap tenyésztés utan a lesziirt micéliumbol Stiekema és
munkatarsai (1988) altal leirt modszerrel 6ssz RNS-t tisztitottunk, az RNS mintakat
formaldehidet tartalmazo6 denaturald gélben (1% agar6z) elvalasztottuk (Sambrook et al.,

1989) és Northern hibridizaciot hajtottunk végre radioaktivan jelolt Tham-ch génnel.
3.8. Konfrontacids teszt Petri csészében

A vad tipusu sziil6torzset, valamint a T2, a T8, vagy a T9 transzformans tdrzseket 0,2%
gliikozt tartalmazd MM csészék szélére oltottuk. Az inokulum 3-4 napos BGA csészéken

novo telepek szélérdl 5 mm-es dugdfurdval vett micélium volt. A Trichodermaval
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szemben, az inokulumtoél 6 cm tavolsagban a S. sclerotiorum Sc-1, vagy a R. solani Rs-2
szintén BGA-ro6l szarmazo telepét helyeztiik. A csészéket 26 °C-on inkubaltuk. A két
gomba 0Osszendvése utdn a parazita micéliuma tovabb novekedett, mig aldozata
novekedése megallt. A Trichoderma micélium frontja a Sclerotinia, illetve a Rhizoctonia
micéliumban jol lathatdo volt. Az atnovés sebességét vonalzoval mértiik és naponta
feljegyeztik. A kisérletet kétszer végeztik el, mindkét alkalommal harom ismétlést

alkalmazva minden pérositésra.

3.9. Kitinaz és B-1,3-gliikanaz génszakaszok izolalasa C. minitansbél PCR-

rel

Az Oligo 4.0 program segitségével két degeneralt oligonukleotid primer part terveztiink
¢s szintetizaltattunk fonalas gombakbol szarmazoé kitindz, illetve [-1,3-gliikkanaz
enzimek szekvencidinak Osszehasonlitadsa soran azonositott konzervativ régiok alapjan.
A kitinaz specifikus primer par (CP1 és CP2) illetve a gliikkanaz specifikus primer par
(GP1 és GP2) szekvenciai:
CP1: 5-AA(G/A)GT(C/T/G)(A/C/T)TNCTNTCN(C/A/T)TNGG(C/T/A)GG-3’
CP2: 5°-TC(A/G/C)(C/A)(T/A)(G/A)TC(G/A)AN(G/A)TC(G/A)AN(G/C/A)CC(A/G)TC-3
GP1: 5’-AA(A/G)GGNGA(C/T)GGNGTNACNGA(C/T)GA-3’
GP2: 5°-TG(A/G)(A/T)A(A/G)TANGGNGT(C/T)TCNGT(C/T)TG -3’

A C. minitans Cm-2 torzsét 12 napig tenyésztettiik SM tapoldatban (24 °C, 180
rpm), amely S. sclerotiorum szkleréciumaibol kivont sejtfallal (0,2%) volt kiegészitve. A
micéliumbol 6ssz RNS-t izolaltunk (Stiekema et al., 1988), és 10 pg-ot hasznaltunk elsé
szal ¢cDNS szintézishez (Sambrook et al., 1989). Az els6é szal cDNS-t templatként
alkalmaztuk PCR reakciokban a GP1 és GP2 primerekkel egyiitt az alabbi
paraméterekkel: 1 pul elsé szal cDNS, 0,5 uM koncentracioban a degeneralt primerek, 1,5
mM MgCl,, 100 uM dNTP, 1 U Taq polimeraz (Promega), 50 ul végtérfogatban. Az
amplifikalast Perkin Elmer DNA Thermal Cycler gépben végeztiik az alabbi program
beallitassal: 95 °C, 5 perc - 1 ciklus; 94 °C, 1 perc, 72 °C, 1 perc, 55 °C, 1 perc - 35
ciklus; 72 °C, 10 perc - 1 ciklus. A CP1 és CP2 primerekkel végzett PCR reakciok

koriilményei annyiban tértek el a fent leirtaktol, hogy a 35 ciklus sordn a 72 °C-on
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végzett lachhosszabbitas ideje 30 masodperc volt. A PCR termékeket elektroforézist
kovetden agardz gélbol izolaltuk a Fermentastol vasarolt “DNA extraction kit”-et

hasznalva, majd Bluescript KS plazmidba ligaltuk.
3.10. Sejtfal-indukalt cDNS konyvtar készitése és tesztelése

A C. minitans Cm-2 torzsét kizarolagos szénforrasként szklerocium-sejtfalat tartalmazoé
MM tapoldatban razattuk az el6z6 fejezetben leirtak szerint. A micéliumbol 6ssz RNS-t
vontunk ki, amelybdl mRNS-t tisztitottunk az “Oligotex mRNA purification System”
(Qiagen) segitségével. A cDNS konyvtarat a “Lambda ZAP Express™ cDNA Synthesis
Kit” felhasznalasaval (Stratagene) készitettik 5 pg mRNS-bdl kiindulva a gyartd
utasitasait betartva. A konyvtarat plakkhibridizacioval (Sambrook et al., 1989)
teszteltiik, radioaktiv probaként a kitinaz-, vagy a glilkkanaz-specifikus primerekkel
eléallitott PCR terméket hasznaltuk. A pozitiv fag klonokbdl a Stratagene ajanlésait
kovetve (http//:www.stratagene.com) plazmidot szabaditottunk, amellyel Escherichia
coli DHS5a sejteket transzformaltunk. A feltételezett kitindzgént cmchli-nek, az ezt
tartalmazé plazmidot pCMCH-nak, mig a feltételezett [B-1,3-gliikkandz gént és a
plazmidot cmgl-nek illetve pCMGL-nek neveztiik el.

3.11. A cmgl és a cmchl gének szekvencia analizise

A gliikanaz és kitindz gének nukleotidsorrendjének meghatarozasa és a szekvencia
elemzése a 3.3. fejezetben részletezett modon tortént. A gének génbanki azonositd

szamai: cmchl - AF285086, cmgl - AF247649.
3.12. A cmgl és a cmchl gének képiaszamanak meghatarozasa

DNS-t tisztitottunk folyékony BG tapoldatban harom napig tenyésztett C. minitans Cm-2
izolatumbdl, és a 3.6. fejezetben leirtak szerint Southern hibridizaciot hajtottunk végre,
annyi modositassal, hogy a filter mosasat nem szigoru koriilmények kozott végeztiik

(2xSSC-t és 0,1% SDS-t tartalmazo pufferben szobahdmérsékleten 3x15 percig).
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3.13. A cmgl gén kifejeztetése élesztében

A pCMGL plazmid 2,8 kb nagysagi Mlul-Xhol fragmentumat, amely tartalmazta a teljes
feltételezett kodold régiot, a pYES2 expresszios vektorba (Invitrogen) ligaltuk. Ily
modon a cmgl gént fuzionaltattuk a GAL1 galaktoz indukalhaté promoterrel (West et
al., 1984). Az igy eléallitott plazmidot pYGL-nek neveztiikk el. A pYGL és a pYES2
vektorokkal kiilon-kiilon transzformaltuk a Saccharomyces cerevisiae INVScl
(Invitrogen) torzsét a Gietz €és munkatarsai (1992) altal ko6zolt modszerrel. A
transzformansokat uracil prototrofia alapjan szelektaltuk. A transzformans élesztd
torzseket 2% gliikozt tartalmazé SCU médiumban (http//:www.invitrogen.com) ~16 dran
at tenyésztettiik (30 °C, 200 rpm), majd centrifugalds (1500 g, 4 °C, 5 perc) utdn
atoltottuk 2% galaktdzt tartalmazd tapoldatba (ODgy=0,4). Kilenc oranyi tovabbi
razatott inkubalast kdvetden a tenyészeteket centrifugaltuk (1500 g, 5 perc, 4 °C), majd a
feliiluszobol extracellularis fehérjét, az ilepitett sejtekbdl pedig intracellularis fehérjét
allitottunk el6. Az extracellularis fehérjemintat a feliiluszé dializalasaval, majd
liofilizalasaval és végiil 20 mM Tris-HCl-ben (pH=6,8) torténd visszaoldasaval
készitettilk. Az intracellularis fehérje kivonasa érdekében a centrifugalt sejteket
iiveggyongyok jelenlétében vortexeltiik feltaré pufferben (50 mM natrium foszfat,
pH=7,4, 1l mM EDTA, 5% glicerin, 1 mM fenil-metil szulfonil fluorid).

Mind az intra- mind az extracellularis protein mintdkat SDS-PAGE segitségével
elvélasztottuk. Az elektroforézis 4%-os gyujtégélben és 8%-os elvalasztogélben
hagyomdanyos eljarasok szerint tortént (Sambrook et al., 1989), azzal a kivétellel, hogy a
mintakezelé pufferbdl kihagytuk a redukaldszert (ditiotreitolt), valamint forralas helyett
szobahOmérsékleten kezeltilk a mintakat. Az elvalasztott fehérjék renaturalasa érdekében
a gélt kétszer tiz percig razattuk 25% (v/v) propanolt tartalmazo foszfat pufferben (50
mM, pH=5,0), majd tovabbi kétszer tiz percig propanol mentes foszfat pufferben. Ezt
kdvetden a gélbdl a Pan és munkatarsai (1989) altal leirt modszerrel mutattunk ki p-1,3-

gliikanaz aktivitast.
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3.14. A rekombinans CMG1 enzim tisztitasa

3.14.1.IONCSERE-KROMATOGRAFIA

A pYGL plazmiddal transzformalt, galaktézzal indukalt S. cerevisiae INVScl torzs
extracellularis fehérje kivonatat Mono Q HR 5/5 anion cseréld oszlopon (Pharmacia)
elvalasztottuk. Az oszlopot és a fehérjemintat 50 mM Tris-HCl (pH=7,6) pufferben
készitettiik el, az elucidt linearis NaCl gradienst (0-1,0 M) alkalmazva végeztiik. A
frakciok B-1,3-gliikanaz aktivitasat 100 pl végtérfogata reakcidkban teszteltiik, amelyek
az alabbiakat tartalmaztak:

e 90 pul 66 mM citrat-foszfat pufferben (pH=5,0) oldott laminarint (5 mg/ml),

e 10 pl az adott frakciobol.

A reakcidkat 37 °C-on inkubaltuk 1 d6raig, majd 100 ul Miller féle dinitroszalicilsavas
reagens (Miller, 1959) hozzaadasaval és ezt kdvetden 5 percre forrasban levd vizfiirdébe
vald helyezéssel allitottuk le. Az elegyeket 1 ml desztillalt vizzel egészitettiik ki, majd a
redukaldo cukor tartalmat abszorbancia méréssel hataroztuk meg 540 nm-en. A
legnagyobb aktivitast mutatd frakciot Vivaspin 4 (Vivascience) berendezéssel
toményitettik. A minta fehérjetartalmanak homogenitasat hagyomanyos SDS-PAGE-t

(Sambrook et al., 1989) kovetd eziistfestéssel ellendriztiik.

3.14.2.N-TERMINALIS SZEKVENCIA ANALIZIS

A mintdban lathatd protein N-terminalisanak szekvenalasat az MBK Analizis-Szintézis
Laboratoriumaban végezték az alabbiak szerint. SDS-PAGE utan a gél fehérje tartalmat
polivinilidén-difluorid membranra elektroblottoltuk Matsudaira (1987) szerint Mini
Trans-Blot Cell (BioRad) késziilék segitségével, majd festettik a membrant 0,1%
Coomassie Brilliant Blue R250 festékkel (50% metanolban). 50%-os metanolban
festéktelenitettiik a membran, majd az egyetlen lathaté fehérje savot kivagtuk és az
Edman féle moddszerrel szekvencia analizisnek vetettiik ala ABI 471A berendezés

(Applied Biosystems) segitségével.
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3.15. A CMGI enzim jellemzése

A tisztitott, rekombinans enzim szubsztrat specificitasat kiillonboz6 glikozidos kotéseket
tartalmazo polimerekbdl torténd redukald cukor felszabaditassal jellemeztiik. A tesztbe
bevont polimerek a kdvetkezok voltak (zarojelben a f6 kotéstipus): laminarin (B-1,3-),
karboximetil-celluléz (B-1,4-), arabinoxildn (-1,4-), lichenin (-1,[3]4-), pustulan (-
1,6-), Avicel celluloz (B-1,4-) és Sclerotinia sejtfalpreparatum (B-1,3- és p-1,6-).

A rekombinans enzim exo jellegli aktivitdsanak bizonyitasara egyazon reakciobol
parhuzamosan mértiik a laminarinbdl felszabaditott gliikoz ekvivalens redukalécukor
tartalmat (Miller, 1959), illetve a Sigma gliikoz oxidaz kit (510-A) segitségével a
felszabaditott gliikozt.

3.16. A cmgl gén expresszidjanak vizsgalata Northern hibridizaciéval

A C. minitans Cm-2 konidium szuszpenziojaval gliikdzzal, vagy daralt szkler6ciummal
kiegészitett SM tapoldatokat oltottunk be 10° db/ml végkoncentricioban. A
tenyészeteket kettd, illetve hat napig razattuk (180 rpm, 2312 °C), ekkor lesziirtik a
micéliumot, RNS-t vontunk ki bel6le (Stickema et al., 1988) és Northern hibridizaciot
hajtottunk végre (Sambrook et al., 1989) a radioaktivan jelolt cmgl génnel.

A cmgl gén szklerocium parazitizmus alatti expresszidjanak tanulmanyozasa
érdekében 200+20 db S. sclerotiorum szkleréciumot helyeztiink celofannal fedett, 0,1%
gliikozt tartalmazd SM csészékre. A szklerociumokat 200 pl C. minitans konidium
szuszpenziéval (10° db/ml) fertéztiik, majd a csészéket 22 °C-on, sotétben inkubaltuk.
Kontrollként kizardlag a parazitaval oltottunk be csészéket. Harom, 6t és tiz nap
inkubalas utan steril spatulaval Osszegytijtottik a csészérél a micéliumot és az RNS
kivonasaig fagyasztva taroltuk. Ezt kovetden Northern hibridizaciot hajtottunk végre. A
kiilonboz6é mintakban tapasztalt expresszios szintek kvantitativ Osszehasonlitasat az

analySIS szoftver (Soft Imaging System Gmbh) felhasznalasaval végeztiik.
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3.17. In vitro micélium novekedés gatlasi teszt

Huszonnégy lyuku mikrotiter lemez (Corning) mélyedéseiben (16 mm &), 400 pl 1%-os
vizes agar taptalajra helyeztiink hdrom napos BGA csészérdl szarmazo, 1 mm atmérdji
S. sclerotiorum Sc-1 inokulumot. A lemezt 25 °C-on, 100 % relativ paratartalom alatt 12
oran at inkubaltuk. Ezutan az élesztd tenyészetszirletébdl tisztitott CMGI1 enzimbdl
(lasd 3.14. fejezet) készitett kiillonbozd koncentracioju oldatokkal (50 mM, pH=4,8 citrat
pufferben), illetve kontrollként citrat pufferrel, vagy 5 perc forralassal inaktivalt
enzimmel feliilontottik (50 pl) az inokulumokat. A telepndvekedést sztereo
mikroszkopba helyezett okular mikrométerrel kovettiik nyomon, és mértiik 0, 1 illetve 7
oraval a feliilontés utan. A kisérletet két fiiggetlen alkalommal, beallitasonként legalabb
négy ismétléssel végeztilk. Az atlagolt eredményeket az enzimmentes citrat pufferrel

kezelt micélium novekedésének szazalékaban fejeztiik ki.
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4. EREDMENYEK

4.1. A T. hamatum homoloég transzformalasa a Tham-ch génnel

4.1.1.A THAM-CH GEN KLONOZASA GENOMI KONYVTARBOL

Célul thztiik ki egy mikoparazita Trichoderma torzs 42 kDa endokitinaz enzimet kddolod
génjének és cis szabalyozd elemeinek klonozasat annak érdekében, hogy indukalhato
promoterrel vezérelt, megndvelt kopiaszamu transzformansokat allitsunk eld. A
Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont Mikologiai Csoportjaban
rendelkezésiinkre allé Trichoderma torzsgyijteménybdl a 7. hamatum Tam-61 torzset
valasztottuk ki a munkénkhoz, amely igen j6 mikoparazita képességet mutatott in vitro
tesztekben (Turoczi et al., 1996).

Elkészitettiik a 7. hamatum Tam-61 genomi klontarat A bakteriofdg vektorban. A
konyvtarat azzal a PCR termékkel probaztuk, amelyet Fekete és munkatarsai (1996)
amplifikaltak a Tam-61 genomjabol a 7. harzianum kitindzgén (ech42) (Carsolio et al.,
1994) szekvencidja alapjan tervezett primerekkel. A PCR termék nagyfoki homologiat
mutatkozo fag plakkok koziil kivalasztottunk harmat, amelyekb6l DNS-t izolaltunk. A
fag DNS mintakat tobbféle restrikcids enzimmel, illetve enzimkombinacidval
emésztettiik, és az emésztésekhez a radioaktivan jelolt PCR terméket hibridizaltuk, hogy
megallapithassuk a kitinazgén kornyezetének fizikai térképét (2. abra). Megkonnyitette a
helyzetiinket, hogy ismertiikk a PCR termék teljes szekvencigjat, és igy a restrikcios
enzimek felismerdhelyeinek pozicidjat is. A 2. abran az egyik hibridizacié eredménye és
a PCR termék fizikai térképe lathaté. E hibridizalasok eredményeképpen
megszerkesztettik a 7. hamatumb6l izolalt, Tham-ch-nak elnevezett kitindzgén
kornyezetének hasitasi térképét (3. abra). A térkép alapjan kivalasztottunk egy ~4
kilobazis nagysagi Clal fragmentumot, amely mintegy 1,5 kilobazis méretli promoter
szakaszt és mintegy 1 kilobazis nagysagu 3’ nem-kodold régidt is tartalmazott a

strukturgénen kivill. Ez a szakasz alkalmasnak tint tovabbi célunk elérésére, a sajat
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szabalyoz6 elemeivel iranyitott gén kopiaszamanak ndvelésére, ezért ezt a fragmentumot

Bluescript plazmidba ligaltuk. Az igy létrejott plazmidot pEKC1-nek neveztiik el.

A Psil HindIll ~ Sall Sacl
70 470 715 1270

B
kb 12 34 56 78910111213 1415
94— -
-
6,6— -—
44— -
2,3:- - — — —
2.0 - - - - -
—-—
0.6—

2. abra A Tham-ch gén kornyezetének térképezése Southern hibridizacioval. (A) A T.
hamatum Tam-61 torzsbol amplifikalt kitindz-homolog PCR termék (Fekete et
al., 1996) hasitasi térképe. (B). A PCR termék hibridizalasa a T. hamatum Tam-
61 emésztett DNS mintaihoz. Az alkalmazott enzimek: 1, Sall; 2, Pstl; 3, Sall-
Pstl; 4, BamHI; 5, BamHI-Pstl; 6, BamHI-Sall; 7, EcoRl; 8, EcoRI-Pstl; 9,
EcoRI-Sall, 10, Xbal; 11, Xbal-Pst; 12, Xbal-Sall; 13, Xhol; 14, Xhol-PstI; 15,
Xhol-Sall.

1 kb
——o K Ps Ps

X Pv C Ps H HBl}/C Pv X H
L

I I L1l

3. abra A Tham-ch gén kromoszomalis kornyezetének fizikai térképe. A nyil a kddolod
régioval megegyez6 szakaszt mutatja és jelzi az atiras iranyat. B, Bglll; C, Clal;
H, Hindlll; K, Kpnl; Ps, Pstl; Pv, Pvull; X, Xhol.
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4.1.2.A THAM-CH GEN SZEKVENCIA ANALIZISE

Meghataroztuk a pEKC1 plazmidba ligalt DNS szakasz teljes nukleotid sorrendjét. A

Clal fragmentum 4024 bazisparbdl all, amelyen homologiak alapjan azonositottunk egy

1467

bazispart tartalmazd feltételezett nyilt leolvasasi keretet, amely egy 424

aminosavbol all6 fehérjét kodol.

-790
-730
-670
-610
-550
-490
-430
-370
-310
-250
-190
-130
-70

-10

ccagcggagatcattagagctcgaaataccacgttgtaggecgagtcaaacttggagatte
tggctgcgtttgccaatggcagtgaaccctatgctaagatgcccatcatagecggectgcga
ggcgcatcaccagatgcataagcagggcatggcaagtggcatctgcagececggcagcagat
caggcgcatgggcagcctttcgcaaacgctgacttgttggaatgggctggegecttegett
cgcgectgggatcecttggececctgagacattecectteccecegggecagtegggtgeccteta
ggcatatcggagaaatgccgccatcagcaacgttgctagacttggecgaggtacggcatag
tttagtgatattgcgccggggettfccectlggatatgettatcttetgaatetggggaate
gaggaattctacgagtcgacagccgccgagccttgggcacgggacatgggtcgcacacte
ctgcctecegtggagacgatggcactattctagagcagacaagtgagcataacgttgegat
tgaccatattggcaaagcatgggttacatactcgtgctaagaacctgaaagggaagcttc
acaagtcaacttcagaattcgtaggacaataggaagctccacattgacttataaatatcc
tgcatgcccatccagcacttcagatgaaaattccattcagcagcagcaacttggagaget
cttttcagcagcaacttcttcctttcaaagtatctecttgataacgttcgetgaatctcaa
attttgcaccATGTTGGGCTTCCTCGGAAAATCCGTGGCCTTGCTTGCTGCGCTGCAGGC

4. abra A Tham-ch gén promoter régidja. Kis betlik jelzik az 5° nem-ko6dolo régidt, nagy

betiikkel jeloltik a kodolo szakaszt. A szdmok a bal oldalon a transzlacids
iniciacios kodontol (ATG) valo tavolsagot mutatjdk. A CAAT és a TATA
boxokat (Gurr et al., 1988) alahtizassal, a CRE1 katabolit represszor konszenzus
kétohelyeit (Lorito et al., 1996a) dupla aldhuzassal, a stressz valaszban szerepet
jatszo transzkripcios faktor kotdhelyét (Kobayashi és McEntee, 1993)
bekeretezéssel jeldltiik.

A Tham-ch gén altal kodolt fehérje szekvencidjat osszehasonlitottuk korabban

mar leirt kitindzokkal és megallapitottuk, hogy rendkiviil nagyfokt (92%) homologiat

mutat a 7. harzianumbol izolalt 42 kDa endokitinazzal (Carsolio et al., 1994). Szintén

jelentds, bar kisebb mértékii hasonlosagot (70%) tapasztaltunk az Aphanocladium album

mikoparazitabol tisztitott endokitindz enzimmel (Blaiseau és Lafay, 1992). Rovidebb

szakaszok, példaul a 114. és a 136. aminosav kozotti régio, valamint a 151. és a 176.

aminosav kozotti szakasz a legkiilonbdzobb organizmusokbdl szarmazod kitinazok

megfeleld szakaszaival mutattak nagyfokt hasonlosagot. Az eldbbirdl feltételezik, hogy

a szubsztratkotdé hely az enzimben, az utobbi pedig valdszinilleg az aktiv centrum
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(Kuranda és Robbins, 1991). A gén nem-kodolo régidi kisebb hasonldsagot mutattak a 7.
harzianum ech42 génjével, mint a strukturgén. A promoter régionak a transzlacios
iniciacios kodonhoz kozel esd 350 bp hosszu szakaszaban azonban ez az érték még
megkozelitette a 90%-ot. A stop kodont kovetd termindtor régidban mintegy 70%-os
hasonlésagot tapasztaltunk.

A promoéterben azonositottunk feltételezett TATA és CAAT boxokat (4. abra),
amelyek altaldnos eukaridta transzkripcios aktivatorok kotohelyei és megtaldlhatok az
eddig leirt gombagének tobbségében (Gurr et al., 1988). A CRE1 katabolit represszor
konszenzus kotohelyei, amelyekrdl bebizonyitottak, hogy valdban szerepet jatszanak a 7.
harzianum 42 kDa endokitinaz génjének szabalyzasaban (Lorito et al., 1996a), szintén
jelen voltak a promoterben (4. abra). Az élesztd stressz altal indukéalhatd génjeinek
promotereiben megtalalhato CCCCT motivum (Kobayashi és McEntee, 1993) szintén
jelen volt az 5’ szabalyozo régidban a transzlacios start ponttol 400 bp tavolsagra (4.

abra).

4.1.3.A THAM-CH GEN EXPRESSZIOJA R. SOLANI SEITFALON

Northern hibridizaciot hajtottunk végre annak ellendrzésére, hogy a T. hamatum
kitinazgén (Tham-ch) modellezett mikoparazitizmus soran, azaz a célgomba sejtfalan
novesztve erdsen indukalodik-e, igy alkalmas-e a tervezett transzformacios kisérletekbe
valé bevonasra. Két napig tenyésztettiik a Tam-61 torzset 2% kezdeti glikoz
koncentracié mellett MM tapoldatban, majd atoltottuk szénforrasként kizardlag R. solani
sejtfalat tartalmazd MM tapoldatba, illetve szintén 2% glilkozt tartalmazé MM-be.
Tovabbi négy napig rdzattuk a tenyészeteket, minden nap mintat vettiink és a
micéliumbol tisztitott RNS-hez hibridizaltuk a Tham-ch gént (5. ébra). Glikoz
jelenlétében nem tapasztaltunk expresszidt, mig sejtfalon a masodik naptdl erds

expressziot kaptunk, amely mindvégig megmaradt.

G St

[ I [ I
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5. abra A Tham-ch gén expresszidja T. hamatum Tam-61 térzsben. A 2% gliikdzon
elétenyésztett gombat atoltottuk kizardlagos szénforrasként 2% gliikkozt (G),
vagy 0,1% R. solani sejtfalat (Sf) tartalmazé minimal tapoldatba, majd a
tenyészetekbdl négy napig naponta mintat vettiink, RNS-t tisztitottunk ¢és
hibridizaltuk a Tham-ch gén Pstl-Bglll fragmentumat (felsé kép). A csatornak
feletti szamok az atoltds utan eltelt idot jelzik oraban. Az alsé képen az
ethidium-bromiddal festett 25S rRNS lathaté mennyiségi kontrollként.

Pyvull
Kpnl,

_Pwull

pECTR1
Tham-ch 8774 bps

HindlIL.
‘E._Psﬂ

“ HindlIll
B Clal
Pstl

Hindlll’

Clal; Pstl

Xhol :Cia!

6. abra A pECTRI transzformalé vektor sematikus rajza. Vastag vonallal jeldltik a
Tham-ch gént, sziirkével a nem-kodolo régiot, feketével a struktargént, a nyil a
transzkripcio iranyat jelzi. Ures nyilak jelzik az ampicillin rezisztencia gént
(amp) és a higromicin B rezisztencia gént (hygBR).
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4.1.4.A T. HAMATUM TAM-61 TRANSZFORMALASA

A pEKCI plazmid 3,5 kb nagysagu Kpnl-Xhol fragmentumat ligaltuk a pCSN43
plazmidba. Ezzel 1étrehoztuk a pECTRI1 nevil transzformald vektort (6. abra), amely
tartalmazta a T. hamatum endokitinaz génjét mintegy 1,5 kb méretli promoter szakasszal
¢s 0,5 kb terminator régioval egyiitt. A vektor a higromicin rezisztenciagént hordozta
eukariota szelekcios markerként. A pECTRI plazmiddal transzformaltuk a 7. hamatum
Tam-61 torzsébol készitett protoplasztokat. A transzformansokat 200 pg/ml higromicint
tartalmazo lemezeken szelektaltuk. A transzformacios gyakorisag elérte a 300 cfu/ug
transzformald DNS értéket. Tiz primér transzformanst monospoéraztunk, és ellendriztiik a
higromicin rezisztens fenotipusuk stabilitasat. Mind a tiz monospoérazott transzformans
torzs stabilnak bizonyult nem-szelektiv koriilmények kozott is, tovabba nem
tapasztaltunk kiilonbséget sem telepmorfologidban, sem ndvekedési sebességben, sem

konidium termelésben a vad tipusu recipiens torzshoz képest.

4.1.5.A TRANSZFORMANSOK ANALIZISE

4.1.5.1. A transzformalo vektor kromoszomaba épiilésének modja

A stabilitasi teszt arra utalt, hogy a transzformaldé vektor konstrukcid stabilan
integralodott a recipiens genomba. Az integralédas tényét é€s tipusat Southern
hibridizacios kisérletekkel lehet igazolni, amennyiben ismert a gén kdrnyezetének és a
vektornak a restrikcios térképe. A tiz monosporazott transzformans, illetve a Tam-61
recipiens DNS-ét Xhol enzimmel vagtuk, amelynek egyetlen felismeréhelye van a
pECTR1 vektoron. Az emésztésekhez hibridizaltuk a Tham-ch gént. Nyolc
transzformans (T1-T8) esetén eltiint a vad tipust, ~11 kb nagysagt jel és helyette
megjelent egy ~12,5 kb és egy 7,5 kb méretli csik, ami azt jelezte, hogy ezekben a
torzsekben homolog egykopids integralodas tortént (7. abra). Két olyan tdrzset talaltunk,
a T9 és T10 jelut, amelyekben az elébb emlitett hibridizaciés szignalokon feliil a
transzformalo plazmid méretével megegyez6 (8,8 kb) jelet kaptuk, ami tandem kopiak
beépiilésére utal. Meglep6 mddon azonban éppen a tandem kopiakrdl szarmazd jelek
voltak gyengébb intenzitastiak. Egyetlen transzformans torzs, a T8 esetén tapasztaltuk,

hogy az endogén kopia érintetlen maradt. Ebben a torzsben véletlenszeriien integralodott
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a pECTRI1 plazmid a genomba, és itt is detektaltuk a tandem beépiilést jelzd, 8,8 kb
méretll jelet, igaz halvanyabban. A Southern hibridizaciot elvégeztiik a Pvull enzimmel
emésztett DNS mintékon is. Ennek az enzimnek két felismeréhelye van a transzformald
vektoron. Ez a hibridizalas teljes mértékben megerdsitette az el6zd kisérletben

megallapitott integralodasi tipusokat.

kb wt TI T2 T3 T4 TS Te T7 T8 T9 TI10

231—
94__ - : " . -
887 e —

>

6,6 —

44

2,3
2,07

7. abra A transzformal6 plazmid beépiilésének igazoldsa Southern hibridizacidoval. A
vad tipust recipiens (wt) 7. hamatum Tam-61, illetve tiz monosporazott
transzformans (T1-T10) XAol enzimmel emésztett DNS mintaihoz hibridizaltuk a
Tham-ch gén 1,4 kb nagysagl PsfI-Bgl/ll fragmentumat. A bal oldalon lathatd
szdmok a molekula tomeg markerek pozicidit jelzik, a nyil a jobb oldalon a
linearizalt pECTR1 plazmid méretének (8,8 kb) megfeleld poziciot mutatja.

A tandem beépiilésre utalo jelek kisebb intenzitasa azt jelezte, hogy ezek a kopiak
nem stabilak. Ennek ellenérzésére a T8 és T9 jeli transzformansokbol hat-hat utédot
allitottunk el6 monosporazassal, amelyek Xhol enzimmel emésztett DNS mintain ismét
elvégeztiilk a Southern hibridizaciot. A tizénkét megvizsgalt utéd koziil middssze egy
torzs esetén tudtuk kimutatni a tandem beépiilésre utalé jelet (8. abra, 4-es sav), tizenegy
utodban teljesen eltlint a linearis plazmid méretével megegyezd csik, ami megerdsitette a

feltevéstinket, miszerint a pECTRI1 plazmid integralodésa csak egyetlen kopiaban stabil.
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8. abra A T8 ¢és T9 transzforméansok és monosporazassal eldallitott utddaik Southern
analizise. A torzsek Xhol enzimmel emésztett 6sszDNS mintaihoz hibridizaltuk a
Tham-ch gént. 1, Tam-61 recipiens torzs; 2, T8 transzformans; 3 és 4, T8 torzsbol
monosporazassal eldallitott utoédtorzsek; 5, T9 transzforméns torzs; 6-7, T9
torzsb6l monosporazassal eldallitott utddtorzsek.

4.1.5.2. Kitinazaktivitds

Megmeértiik a kétszeres Tham-ch kopiaszamu transzformans torzsek extracellularis
kitinazaktivitasat és dsszehasonlitottuk a recipiens torzs aktivitasaval. Az eredmények az
1. tablazatban lathatok. A kolloid kitinnel indukalt tenyészetek szlirletében mért
kitinazaktivitast egységnyi fehérjére vonatkoztatott, specifikus aktivitasban fejeztiik ki.
A T8 torzs kivételével az Osszes transzformans sziirletében megemelkedett
kitinazaktivitast tapasztaltunk. Az emelkedés mértéke valtozo volt, a T9 jelii torzs esetén
volt a legmagasabb, mintegy Otszordse a vad tipusénak. A T8 jelil torzs esetén kisebb

értéket kaptunk, mint a recipiens tenyészetsziirletében.
4.1.5.3. A Tham-ch gén expressziojanak novekedése

Megvizsgaltuk a Tham-ch gén expresszidjanak mértékét a transzformans torzsekben a
vad tipusu recipienséhez viszonyitva. Gliikozon tortént eldtenyésztés utdn atoltottuk a

torzseket R. solani sejtfalkivonatot tartalmazd tapoldatba, tovabb razattuk a
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1. tablazat A vad tipusu recipiens (7. hamatum Tam-61) és a transzformans torzsek (T'1-
T10) extracellularis kitinazaktivitasa. Az eredmények két fiiggetlen kisérlet

atlagat mutatjak.
torzs specifikus relativ
kitinazaktivitas' kitinazaktivitas®

Tam-61 445 1.00
T1 1005 2.26
T2 1295 291
T3 1105 2.48
T4 737 1.66
T5 744 1.67
T6 586 1.32
T7 1268 2.85
T8 218 0.49
T9 2200 4.94
T10 1270 2.85

! pmol felszabaditott 4 MUF-ChT - perc” - pg fehérje’!
% az adott torzs és a Tam-61 aktivitasanak a hanyadosa

tenyészeteket két napig, majd RNS-t vontunk ki a lesziirt micéliumbol és Northern
hibridizaciot hajtottunk végre a Tham-ch gént hasznalva probaként. Minden tesztelt
transzformans esetén nagyobb mértékii expressziot tapasztaltunk, mint a Tam-61
recipiensben hasonld tenyésztési koriilmények kozott (9. 4abra). Nem észleltiink

korrelaciot a transzkriptumok szintje és az enzimaktivitas értékek kozott.

wt Tl T2 T4 TS5 T6 T8 T9

Than-ch s M o

9. abra A Tham-ch gén expresszidja a transzformansokban. A vad tipusu recipienst (wt)
¢és a transzformansokat (T1, T2, T4, TS, T6, T8 és T9) gliikkozon el6tenyésztettiik,
majd atoltottuk R. solani sejtfalat tartalmazd6 MM tapoldatba. Tovabbi két nap
tenyésztés utan 6sszRNS-t vontunk ki a térzsekbol és hibridizaltuk a mintakhoz a
Tham-ch gén Pstl-Bglll fragmentumat (fels6 kép), illetve mennyiségi
kontrollként az Aspergillus nidulansbdl szarmazo rDNS probat (alsé kép).
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4.1.5.4. Konfrontacios teszt csészében

In vitro csészetesztekben ellendriztiik, hogy a harom kivalasztott transzformans (T1, T8,
T9) képes-¢ gyorsabban atnéni aldozatat, mint a Tam-61. A kisérletekbe két, hasonlo
novekedési sebességli novénykorokozd gombat, a R. solanit és a S. sclerotiorumot
vontunk be, amelyeket leoltottunk a mikoparazita inokulummal szemben 0,2% gliikozt
tartalmazo6 szintetikus minimal taptalajon (MM) és a két gomba talalkozasa utan naponta
mértiik a Trichoderma micélium front tavolsagat a talalkozési ponttdl, azaz az atndvési
sebességet. Minden parositas esetén atnétte a Trichoderma torzs a tesztgombat és erésen
sporulalt rajta, az atndvés sebességében azonban nem tapasztaltunk kiilonbséget a

transzformansok és a vad tipusu recipiens torzs kozott.

4.2. A C. minitans sejtfalbont6é enzimgénjei

4.2.1.KITINAZ ES GLUKANAZ GENSZAKASZOK IZOLALASA C. MINITANSBOL

Annak érdekében, hogy jobban megismerjikk a C. minitans szklerécium-parazita gomba
hidrolitikus enzimrendszerét, amely feltehetden fontos szerepet jatszik a parazitizmus
soran, célul tliztiik kitinaz illetve 3-1,3-gliikkanaz gének izolalasat és jellemzését. Célunk
elérése érdekében Osszehasonlitottuk a fonalas gombakbol eddig izolalt glikkanaz, illetve
kitinaz enzimek szekvenciait és kijeloltiink két-két konzervativ régiot, amelyek alapjan
két degeneralt oligonukleotid part terveztiink a gliikandzokra (GP1 és GP2), valamint a
kitinazokra (CP1 és CP2). A C. minitans Cm-2 jelli torzsét 12 napig tenyésztettiik
szintetikus SM tapoldatban, amelyben az egyetlen szénforras a S. sclerotiorum
szklerociumaibol kivont sejtfal volt. A Coniothyrium micéliumbdol RNS-t tisztitottunk,
amelyet templatként hasznaltunk elsé szal cDNS szintézishez. Az elsé szal cDNS-r6l
egy ~700 bp nagysagu fragmentumot amplifikaltunk PCR-rel a GP1 és a GP2 primerek
segitségével. A CPl ¢és a CP2 primerck segitségével pedig egy ~150 bp méreti
amplifikatumot allitottunk el6. A PCR termékek mérete megegyezett azzal, amit a
fehérje 0sszehasonlitdsok sordn azonositott konzervativ régiok tavolsaga alapjan varni

lehetett.
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A PCR termékeket plazmidba ligaltuk és szekvencia analizisnek vetettiik ala. A
szekvencidkat Osszehasonlitottuk az adatbazisokban fellelhetd osszes fehérjével és
jelentés homologiat kaptunk fonalas gomba eredetii -1,3-gliikandz enzimek, illetve
kitindz enzimek megfelelé szakaszaihoz. Ezutdn cDNS bankot készitettiink A ZAP 1I
bakteriofag vektorban szklerocium-sejtfalon névesztett C. minitans Cm-2 tdrzsbol és a
bankot probaztuk kiilon-kiilon a két PCR termékkel, melynek eredményeképpen pozitiv
plakkokat izolaltunk. A pozitiv fagokbol helper fag segitségével in vivo cirkularis
plazmidot szabaditottunk. A feltételezett glilkanaz gént tartalmazé plazmidot pCMGL-
nek, mig a kitinaz gént hordozé plazmidot pPCMCH-nak neveztiik el.

4.2.2.A cMGI ES A CMCHI GENEK SZEKVENCIA ANALIZISE

Meghataroztuk a pCMGL-ben talalhato cDNS klon teljes nukleotidsorrend;jét,
amely a 3’ végen talalhato 13 tagbol allo poli(A) farokkal egyiitt 2966 bazispart
tartalmazott. Az els6 transzlaciés iniciacios kodon (ATG, 58-60; 10. abra) utan rovid
tavolsagon belill egy stop kodon talalhatdo (76-78) azonos leolvasési keretben, ezért
feltételezhetd, hogy a tényleges transzlacié a masodik ATG-nél (233-235. pozicid) indul.
Vélhetéen a glikandz enzim szintézisekor az wgynevezett transzlacids reiniciacid
jatszodik le. Ezt a jelenséget jonéhany mds eukariota gén transzlacidjanal megfigyelték
mar (Kozak, 1999). A masodik ATG szekvencia kornyezete (TCATCATGG) beleillik a
fonalas gomba gének transzlacios kezd6pontjait 6vezd konszenzus szekvenciaba (Gurr et

al., 1988).

1 ttctctcatccgcattgtgtcggttattcattcattcgttgccaccttca
51 ctccgcectatgcacggtgtttttatatagagcttctttecctctteccaccgt
101 tgctccaacaacttgcattctttacaaaccaaccccaccaacgcgtctct
151 gtgagactaactttgatttccaaagtcccgacaatccttcaaaccaactt
201 ttacattttcaaaactcaaactagctgtcatcATGGTAGCGTTCGGCGCC
251 ACGGCGCTTTTCCTCACGCTGCGCGTGCTTCTTTCGGCAACCCCGTCGTC

10. abra A c¢mgl cDNS klon 5° végének szekvencigja. Kis betlivel van jeldlve a nem-
kodold régio, nagy betiivel a kodolo szakasz. Az elsd ATG kodont aldhuzassal,
a STOP kodont dupla aldhtzassal, a feltételezett transzlaciés iniciacios kodont
kivastagitassal jeloltiik.
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A cDNS altal kodolt nyitott leolvasasi keret (ORF) egy 792 aminosavbol allo
feltételezett fehérjét kodol. A pCMGL klon tartalmaz ezen feliil egy viszonylag nagy, 232
bp hosszi 5° nem-kodold régidt valamint egy 338 bp hosszi 3’ nem-kodold szakaszt. A
SignalP szamitogépes program egy szekrécids szignal peptid hasitohelyet valoszintisit a
24. aminosav utan (11. abra) (Nielsen et al., 1997). Ezen feliil hat potencialis N-
glikozilacios konszenzus szekvenciat talaltunk (NXS/T) a fehérjében, ami szintén jellemz6
a szekretalt gomba enzimekre (Archer és Peberdy, 1997). A szekretdlt fehérje becsiilt
molekulatomege 82,3 kDa, izoelektromos pontja pedig 4,73.

Az aminosavsorrendet 0sszehasonlitottuk a szekvencia adatbazisokban talalhato
Osszes fehérjével és rendkiviill magas homologia értékeket kaptunk kiillonbdz6 fonalas
gombakbdl izolalt exo-B-1,3-gliikanaz enzimek szekvencidihoz. A 11. abran mutatom be
az Osszehasonlitasok eredményét. A fehérje teljes hossza mentén a legnagyobb azonossagi
érték az Ampelomyces quisqualisbdl klonozott exgA gén termékéhez adodott (69%) és
szintén jelentés homologiat talaltunk a 7. harzianumbol izolalt LAMI1.3 enzimhez (42%
azonossag), valamint a Cochliobolus carbonum novénykorokozo gombabdl izolalt EXG1-
hez (41% azonossag) (Rotem et al., 1999; Nikolskaya et al., 1999; Cohen-Kupiec et al.,
1999). A fent emlitett exogliikanazokon kiviil az egyetlen fehérje, amellyel a teljes
hosszlisaga mentén viszonylag nagyfoku hasonlosagot talaltunk, a 7. harzianumbol izolalt
endo-B-1,3-gliikandz, a BGN13.1 volt (de la Cruz et al., 1995). Ebben az esetben 27%
azonossagot tapasztaltunk a két enzim aminosavsorrendje kozott.

Elvégeztiik a feltételezett kitinazgént tartalmaz6 pCMCH plazmid szekvencia
analizisét is. Az Osszesen 1758 bazisparbol allo cDNS-en az elsé ATG kodon a 44-46.
pozicioban talalhat6 (12. abra). Ennek szekvencia kornyezete megfelel a fonalas gomba
gének transzlacids kezddpontjai koriil azonositott konszenzus szekvencidnak (Gurr et al.,
1988). Az elsé ATG-vel kezd6d6 leolvasasi keret egy 443 aminosavbdl allo feltételezett
fehérjét kodol, amelynek az els6 hiisz oldallanca egy tipikus szekrécios szignal peptidre
emlékeztet (Nielsen et al., 1997). A szekretalt fehérje becsiilt molekula tomege 45,7
kDa. A fehérje szekvencidban két N-glikozilaciés szignalt azonositottunk.
Osszehasonlitva az adatbazisokban elhelyezett osszes fehérjével, a CMCHI szekvenciaja
nagyfoku homologiat mutatott kiilonboz6é kitindz enzimekhez. A szekvencia teljes

hossza mentén a legmagasabb értékeket fonalas gombakbol szarmazé enzimekhez
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11. 4abra A CMGI1 enzim szekvencidjdnak Osszehasonlitisa mdas fonalas gombakbol

szarmaz6 P-1,3-gliikandzokkal. CMGl1, C. minitans CMG1; EXGA, A. quisqualis
EXGA; LAM1, T. harzianum LAMI1.3; EXGI1, C. carbonum EXG1; BGN13, T.
harzianum BGNI13.1. Az azonos aminosavak fekete hattérben, a hasonld
aminosavak sziirke hattérben lathatok. Nyil jelzi a szdmitogép altal josolt szignal
peptid hasitohelyet a CMG1 szekvenciaban. Csillagok jelzik a heterolog gazda (S.
cerevisiae) altal szekretalt CMG1 fehérje N-termindlis oldalldncait. A szaggatott
vonalak alatt lathat6 régiok a feltételezett szubsztrat kotd helyek (Nikolskaya et al.,
1998).
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1 gcccaccagaccgacctcacggagcattctcaatcactcaatcATGATGCTCTTTGCTCT
6

61 TGTATCAATTCTCCCACTGTTGGGTCTTTCCGAGGCGCTCGCTTTGCCTCAGTCGCCTAA
S 1 L PLLGLSTEALALZPROQSTZPTK 26

121 GAACGGAACAGACCTGTATGTTTCGTTCCAGGAACCGGAGGAGTCTGGCCAGCTTGTGAA
N G TDULYV SFQEPETESGQL V N 46

181 TCGAGCAGCGTCCGGTTACAGAAATGTTGCATACTTTGTCAACTGGGCAATATACGGGCG
R AASGYRNVAYFVNWATIYGR 66

241 AAATTACAACCCACAGAACCTCCCTGCAGACCAGCTCACTCACGTACTCTACTCTTTTGC
N Y NPQNULPADZ QLTHVYV LY S F A 86

301 caacgttcgacccgagacaggcgaggtgtacctcagcgacacgtggtcggacaccgacaa
NV RPETG GEV Y L SDTWSDTD K 106

361 GCACTACGGCACCGATTCTTGGAACGATGTGGGGACCAACGTGTACGGCTGTGTGAAACA
HY G TDSWNUDVGTNVY G CV K Q 126

421 ATTGTTCCTCTTGAAAAAAGCCAACCGCAAGCTTAAGGTTCTGCTGTCTATCGGTGGATG
L FLLKIKANR RIKILI KV L L S I_G_ G W 146

481 GACCTACTCATCCAACTTCGTGCAACCCGCCAGCACTGCTGCAGGTAGAAGCAAGTTCGC
T Y SSNVFVQPASTAAGR RS K F A 166

541 AAGCAGTGCCGTGCAGCTTGTCAAGGACCTCGGCTTCGACGGTCTTGACATTGACTGGGA
S S AVQLVKDTULSGFDSGL D I_DWE 186

601 GTACCCCTCTGATGCTACGCAAGCTGCCAACATGGTCGCTCTCCTCGCCGAAGTCCGCTC
Y PSDATI QAANMMVALULAEV R S 206

661 gcaactcaacgcctacgctgcccagtacgccaacggcgcgcectatgcttctcactgtege
Q LNAYAAQYANGAPMLTLTV A 226

721 TTCACCCGCTGGCCCAGCCAACTACCAGAATATGGACCTTGCTGGCATGGACAAGTACCT
S PAGPANY QNMDTULAGMD K Y L 246

781 AGACTTCTGGAACTTGATGGCCTACGACTATGCCGGCTCCTGGGATACTACTTCCGGTCA
DFWNULMAYUDYAGSWDTT S G H 266

841 CCAGGCCAGCTTCTACCCTTCGACAAGCAACCCTACCAGTACACCCTTTAACACCAAGCA
Q ASFYPSTSNZPTSTZPFNTK Q 286

901 AGCTATTGACTACTACACCTCTAATGGTGTTGCCGCATCCAAGATCACGCTCGGTATGCC
Al DY Y TSNGVAASI K1 TL G M P 306

961 GTTGTATGGTCGTGCTTTCCAGAACACCGGCGGCCCTGGAAAGCCCTACTCTGGTATCGG
LY GRAFQNTG GG GPGIKUPY S G I G 32

1021 TCCTGGCACCTGGGAGGCTGGCGTGTACGACTACAAGACACTCCCGCAAGCCGGTGCGTC
P G TWEAGV Y DYKTULZPQAGA S 346

1081 AGTCGTCAATGATGCCAGCCTGGCGGCGAGCTATAGCTACGACTCTGCTTCGCGGACGAT
VVNDASLAASYSYDSASR RT M 366

1141 GATCTCCTACGATACCCCGGCGATCATCCAGCAGAAGACCGGCCTCATAAAGTCCCTTGG
I SYDTWPATI1 1 QQ KTG L I K S L G 386

1201 TCTCGGCGGTGGTATGTGGTGGGAAAGCAGCTCGGACAAGACGGGCCCCGATTCTCTGAT
L GGG GMWWES S SDIKTG P D S L I 406

1261 CTCGACTTACGTCAACTCCGTCGGCGGTGTCGGCGCCCTCGACCAGAGTGCCAACGTTCT
S T YVNSV GGV G ALDIQSANV L 426

1321 GACGTACTCGGGCTCCAAGTACGATAACCTCCGGTCTGGCTTCCCCAACAACTAGgtcgg
T Y SGSKYDNLI RS GFPNN*=* 443

1381 cctccaagctcgaaaatgtgacttatagctttttcgcatcttgcgacctcgtctgcecaat

1441 acgttgtgacttcagagtcccgtatcttcacggccactgttcggtgcttcatggececgtt

1501 catgccaacttcttttcgcttcgcttcttgtcgatacttgaagagggtccgggggcageg

1561 gcaccttgggaggcttgtggttgtcgtattccgttcttgtatctacattcgectgecgecagt

1621 acatccctttgttttagggagcatgcatggatagaggaagggatgggagatggaaactgg

1681 tgagtggatcacactgaagcactcgttatcacatgttcctaatacatcttggtgactgtt

1741 aaaaaaaaaaaaaaaaaa

12. abra A cmchl cDNS klon és feltételezett fehérje termékének szekvenciaja. Felill a
nukleotidsorrend lathato, alatta az aminosavsorrend. A szamok a bal oldalon a
pozicidjat a fehérjetermékben. A nem-kodold DNS szakaszok kis betlikkel vannak
jelolve. A SignalP program altal josolt szekrécios szignalt bekereteztik, a
potencialis N-glikozilaciods szignalokat pedig alahtizassal jeldltiik. Szaggatott vonal
mutatja a degeneralt primerek tervezésekor figyelembe vett konzervativ régiokat.
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kaptuk, nevezetesen az Aspergillus nidulans CHIB enziméhez 60%, az 4. album CHII
enziméhez 57%, a Coccidioides immitis kitinaz antigénjéhez 56%, és a kiilonbozo
Trichoderma fajokbol izolalt 42 kDa endokitindzokhoz 54%.

Southern hidridizacioval kimutattuk, hogy mind a ¢cmg/, mind pedig a cmchl egy
képidban van jelen a C. minitans genomjaban (13. abra). Ebben a kisérletben azt is
igazoltuk, hogy a S. sclerotiorum nem tartalmaz olyan homoldg szekvenciat, amely

kereszthibridizaciot mutatna a két Coniothyrium eredetli génnel.

A B

kb 123 456 78 910 kb 1 2 3 4 5 6 7 8

23,17 — 14,0 — o
9,4 — - : .
6,6 — i LB g w—
4’4 _-- - — — 4,4 ] p—
23 — - 28—
1,7—
0,6 —
0,8 —
Pstl Sall Hindlll Apal
667 2271 447 1247
' I ' I
cmgl cDNS cmchl cDNS
2966 bp 1758 bp

13. abra A cmgl (A) és a cmchl (B) gének kopiszamanak meghatarozasa Southern
hibridizacioval. Az emésztett Coniothyrium DNS mintdkhoz a teljes hosszisagn
cDNS klonokat hibridizaltuk nem szigord mosasi paramétereket alkalmazva.
Az A/10-es, valamint a B/1-2-es csatornaba S.sclerotiorum DNS-t vittiink. Az
alkalmazott enzimek: (A) 1, Psf; 2, Pvull; 3, Pstl- Pvull; 4, EcoRI; 5, BamHI,
6, Xhol, 7, Pstl-EcoR1; 8, Psfl-BamHI; 9, Pstl-Xhol; 10, EcoRI. (B) 1, EcoRI;
2, Hindlll; 3, BamHI; 4, Xhol; 5, EcoRl; 6, Hindlll; 7, Apal; 8, HindIII-Apal.
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4.2.3.A CMGI GEN KIFEJEZTETESE S. CEREVISIAEBEN — TISZTITAS, JELLEMZES

Annak igazolaséra, hogy a struktura alapjan klénozott cmg/ gén valoban enzimaktivitast
mutatéd fehérjét kodol, heterolog gazdaban fejeztettiik ki a gént. A teljes kodold régiot
tartalmazé 2,8 kb nagysagt Mlul-Xhol fragmentumot ligaltuk a pYES2 expresszios
vektorba, amely a beépitett DNS szakasz galaktdzzal torténd indukalhatosagat biztositja
megfeleld S. cerevisiae tdrzsben. A cmgl-et hordozd vektort pY GL-nek neveztiik el. A
pYGL plazmiddal, valamint kontrollként a pYES2 plazmiddal S. cerevisiae INVScl
torzsébol készitett kompetens sejteket transzformaltunk. A pYGL-t, illetve a pYES2-t
hordoz6é transzformansokbol galaktdzzal indukalt intra- és extracellularis fehérjét
tisztitottunk, majd elvalasztottuk SDS-PAGE segitségével. A fehérjék renaturalasat
kovetden a gélbdl mutattunk ki B-1,3-gliikkandz aktivitast. A 14. dbran jol 1athato, hogy
egy ~100 kDa méretli enzimet tudtunk kimutatni a cmgl-et expresszald torzsbol, mig

nem tapasztaltunk aktivitast az “{ires” plazmiddal transzformalt torzs fehérje mintaiban.

IP EP
kDa Y G Y G
205 —
116 —
97— -
66—

14. abra B-1,3-gliikanaz aktivitas kimutatasa gélbol SDS-PAGE utan. A S. cerevisiae
INVScl torzset transzformaltuk a pYES2 (Y), illetve a pYGL (G) plazmiddal,
majd galaktdzzal indukaltuk a torzseket. Az intracelluldris fehérje kivonatukbol
(IP) 100 pg-ot, a tizendtszordsére toményitett tenyészetsziirletekbol
(extracellularis protein, EP) pedig 15 ul-t elvalasztottunk SDS-PAGE-vel ¢és a
gélbdl renaturalast kovetden hivtuk elé a (-1,3-gliikkanaz aktivitast mutato
csikokat. A molekula tdmeg markerek pozicidja a bal oldalon lathaté.

A pYGL(INVScl) torzs tenyészetsziirletét mintegy ezerszeres toményités utan

anion cseréld kromatografiaval frakcionaltuk. Meghataroztuk a frakciok gliikanaz
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aktivitasat, ¢és sotalanitast, valamint toményitést kovetden a legmagasabb aktivitast
mutatd frakcio fehérje tartalmanak homogenitasat SDS-PAGE-t kovetd eziistfestéssel
ellendriztiik (15. abra). Egyetlen erésen festddd savot észleltink ~100 kDa méretnél.
Meghataroztuk a fehérje N-terminalisan elhelyezkedd els6 kilenc aminosav sorrendjét. A
kapott szekvencia (APAPGAASG) teljes mértékben megegyezett a cmgl altal kodolt

feltételezett fehérjében a 32-40. aminosavat feldleld szakasznak (11. abra).

............ 1 2 3
dA 280nm NaCl (M) aktivitds 5| v
A A A 116 2 |
0.8 I JREEE — 1.0 - 20 97— -—
g
0.4 -

-0.5 [ 10 ‘
291

" I T
0 10 20 30 40 ml

15. abra A CMGI1 enzim tisztitasa a pYGL plazmiddal transzformalt S. cerevisiae
INVScl torzs tenyészetszirletébdl. (A) Ioncsere-kromatografia MonoQ
oszlopon; aktivitas: nmol gliikoz/perc. (B) A legnagyobb aktivitast mutato
frakci6  fehérje  homogenitasanak  ellendrzése = SDS-PAGE-t  kdvetd

eziistfestéssel. 1, Molekulatomeg marker; 2, nem-frakcionalt tenyészetszirlet;
3, 8-as frakcio.

Meghataroztuk a rekombinans CMG1 enzim szubsztratspecificitisat. A kisérletbe
kiilonb6z6 monomerekbdl felépiild, eltérd glikozidos kotéseket tartalmazéd polimereket
vontunk be. Redukdldé cukor felszabadulast kizardlag a tiszta B-1,3-gliikanbdl allo
laminarinbo6l, valamint a C. minitans egyik f6 gazdajabol, a S. sclerotiorum

szklerociumaibol tisztitott sejtfalbol tudtunk kimutatni. A szklerécium sejtek falanak o
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alkotoelemei a melanin, a kitin és a jorészt 1,3-glikozidos kotéseket tartalmazo B-glikkan.
A laminarinon mért aktivitas mintegy husszorosa volt a sejtfalon mért aktivitasnak.
Annak érdekében, hogy kisérletesen igazoljuk azt, amit a szekvencia
Osszehasonlitasok sugalltak, hogy a cmgl altal kodolt gliikanaz exo tipusu, az alabbi
tesztet végeztiik el. Mértiik a CMG1 altal a reakcidé soran laminarinbol felszabaditott
gliikdz-ekvivalens redukald cukrok megjelenésének a sebességét és mértékét, valamint
ugyanabbodl a reakciobol mérve meghataroztuk a gliikkoz felszabadulds sebességét és
meértekét. Mivel a gliikozekvivalens redukald cukrok és a glikoz felszabaduldsanak
sebessége ¢s mértéke megegyezett (16. abra), arra kdvetkeztettiink, hogy a hidrolizis

terméke kizarolag gliikkoz, kovetkezésképpen a CMGI enzim exo-f-1,3-gliikanaz.
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16. abra A CMGI enzim laminarinbdl felszabaditott hidrolizis termékeinek vizsgalata.

4.2.4.A CMGI1 ENZIM HATASA A S. SCLEROTIORUM NOVEKEDESERE

Megvizsgaltuk, hogy az élesztd altal termelt, tisztitott CMG1 enzim gatolja-e a S.
sclerotiorum ndvekedését. Huszonnégy lyukt mikrotiter lemez mélyedéseibe ontott

vizes agaron 12 6ran at eléneveltiik a névénykorokozot, ezt kovetden feliilontottiik 50 pl
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citrat pufferben (50 mM, pH=4,8) oldott enzimmel, illetve — kontrollként — enzim
mentes pufferrel, vagy 5 perces forralassal inaktivalt enzimmel. Az enzimet 300 és 600
pg/ml koncentracioban alkalmaztuk. A telepndvekedést a feliilontést kovetéen azonnal,
majd egy, illetve hét ora elteltével sztereo mikroszkopban elhelyezett okular
mikrométerrel mértiik. Azt tapasztaltuk, hogy a CMGI enzim 300 pg/ml
koncentracidban alkalmazva 35%-o0s, mig 600 pg/ml koncentracioban 85%-0s micélium
novekedés gatlast okozott a pufferrel feliilontott kontrollhoz képest. A hdinaktivalt

enzim ezzel szemben nem gatolta a S. sclerotiorum micélium ndvekedését.

4.2.5.A ¢cMGI GEN MEGNYILVANULASA

Megvizsgaltuk milyen hatassal vannak kiilonbozo szénforrasok a cmgl gén
megnyilvanulasara. Glilkozzal, illetve daralt szklerociummal kiegészitett SM
tapoldatban razatva tenyésztettik a Cm-2 torzset kettd, illetve hat napig. A szirt
micéliumbol RNS-t vontunk ki, elektroforézissel elvalasztottuk és a mintdkhoz a cmgl
gént hibridizaltuk. 2% glikéz alkalmazasa esetén a Kkatabolit represszid altal
szabalyozott gének, mint példaul a fonalas gombak sejtfalbontdé enzimgénjeinek
talnyom¢é tébbsége, nem nyilvanulnak meg. A 0,1% kezdeti glikdéz koncentracié az
“Chezést”, a daralt szklerécium pedig a parazitizmus soran a behatolé gomba szamara
elérheté egyediili szénforrast modellezte. Amint a 17. abran lathato, azt tapasztaltuk,
hogy a cmgl gén transzkriptumai minden mintdban jelen voltak, azaz 2% gliikdzon is
megnyilvanult a gén. Az expresszid szintje nagyobb volt a tenyésztés elején (2 nap utén,
17. abra — 1-es sav), mint a kés6i szakaszban (6 nap utan, 17. abra — 4-es sav). Ehezés
vagy daralt szklerocium hatdsara a 2% gliikozon észleltekhez képest erdsebb
transzkripciot tapasztaltunk, kiilondsen hat nap elteltével.

Szintén megvizsgaltuk a cmgl gén expressziojat parazitizmus alatt. Ehhez 0,1%
gliikozt tartalmazo, celofannal fedett SM agar csészén C. minitans konidium
szuszpenzioval fertéztiink S. sclerotiorum szkleréciumokat. Kontrollként szkleréciumot
nem tartalmazé taptalajon novesztettik a C. minitanst. Mivel alacsony specificitasu
Southern hibridizacioval bizonyitottuk, hogy a S. sclerotiorum nem tartalmaz a cmgl-el
homolog szekvenciat (13. ébra), igy a vegyes tenyészetekben a szignal kizardlag a C.

minitans cmgl génjérdl szarmazik. A radioaktivan jelolt cmgl-et hibridizaltuk harom, 6t
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17. abra A cmgl gén expresszidjanak vizsgalata Northern hibridizacioval. A C. minitans
Cm-2 torzset kettd, illetve hat napig tenyésztettiik SM tapoldatban, amelyet
szénforrasként 2% gliikozzal (1 és 4 jelii csatornak), 0,1% gliikozzal (2 és 5),
vagy 0,25% daralt szklerociummal (3 és 6) egészitettiink ki. RNS-t vontunk ki a
leszlirt micéliumbol, majd hibridizaltuk a cmgl gént az elektroforézissel
elvalasztott mintdkhoz. Az autoradiogramm lathato feliil, alul pedig mennyiségi
kontrollként az etidium-bromiddal festett riboszomalis RNS képe.

és tiz nap inkubalds utan izolalt RNS mintakhoz. A parazitizmus soran a relativ
expresszios szint végig magasabb volt (18. abra), mint a kontroll mintakban. A
hibridizacios szignalok mennyiségi 0sszehasonlitasat az analySIS szoftverrel elvégezve
arra a megallapitasra jutottunk, hogy az emelkedés mértéke mintegy kétszeres a harom

¢és 0t napos mintakban, és mintegy masfélszeres a tiz napos mintaban.

C P
| 1 |
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18. abra A cmgl gén expresszidjanak vizsgalata Northern hibridizacioval. A C. minitans
Cm-2 torzset kettd, illetve hat napig tenyésztettiik SM tapoldatban, amelyet
szénforrasként 2% gliikozzal (1 és 4 jelii csatornak), 0,1% gliikozzal (2 és 5),
vagy 0,25% daralt szkleréciummal (3 és 6) egészitettiink ki. RNS-t vontunk ki a
leszlirt micéliumbol, majd hibridizaltuk a cmgl gént az elektroforézissel
elvalasztott mintakhoz. Az autoradiogramm lathato feliil, alul pedig mennyiségi
kontrollként az etidium-bromiddal festett riboszémalis RNS képe.
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4.3. Uj tudominyos eredmények

Doktori értekezésem alapjaul szolgalo kutatomunka elvégzésének eredményeképpen az

alabbi 1) tudomanyos eredmények sziilettek:

1.

Izoléltuk a Trichoderma hamatum 42 kDa endokitinaz enzimét koédolo gént (Tham-
ch) és cis szabalyozo elemeit. Meghataroztuk a Tham-ch gén nukleotidsorrendjét.
Transzformacio Utjan kétszeresére noveltik a Tham-ch gén kopiaszamat a
gazdatorzsben (7. hamatum Tam-61).

Megallapitottuk, hogy a kitinazgént tobb kopiaban hordozé transzformans torzsek
extracellularis kitinazaktivitdsa nagyobb, mint a vad tipusu recipiens térzsé. A T9
jelti torzs aktivitasa kozel 6tszordse volt a vad tipusu torzs aktivitasanak.

A specialializalodott szklerocium parazita Coniothyrium minitans sejtfal-indukalt
cDNS bankjabol izolaltunk egy B-1,3-gliikanazt (cmgl) és egy kitinazt (cmchl)
kodolo gént. Meghataroztuk mind a két gén nukleotidsorrendjét.

Heterolog gazdaban kifejeztettiik a cmgl gént, a rekombinans enzimet tisztitottuk,
jellemeztiik: szubsztrat specificitasat és hidrolizis termékeit megvizsgalva igazoltuk,
hogy a CMG1 exo-f-1,3-gliikanaz.

Megallapitottuk, hogy a CMG1 enzim képes bontani a Sclerotinia sclerotiorum
szkler6ciumaibol tisztitott sejtfal preparatumot, tovabba 300, illetve 600 pg/ml
koncentracioban alkalmazva 35, illetve 85%-ban gatolja e novénykorokozd gomba
micélium novekedését.

Igazoltuk, hogy a cmgl gén expresszidja felerdsodik szklerdcium parazitizmus

soran, valamint azt, hogy 2% gliikdz hatasara sincs teljes represszio alatt.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A T. hamatum homolég transzformalasa a Tham-ch génnel

A biologiai védekezés mint kdrnyezetbarat novényvédelmi technologia szélesebb kord
elterjedésének egyik alapfeltétele a jelenleg hasznalt mikroba torzseknél joval
hatékonyabbak eldallitisa. A tdrzsnemesités egyik 1tja lehet transzgénikus
mikroorganizmusok molekularis biologiai modszerekkel valo eldallitdsa (Haran et al.,
1996a). Bar aligha valoszinli, hogy a kozeli jovoben engedélyeznék genetikailag
modositott mikroorganizmusok szabadfoldi kibocsatasat, a biologiai védekezésre
alkalmas torzsek genetikai manipuldlasdnak mégis van Iétjogosultsaga, ugyanis a
transzgénikus torzsek vizsgalata rendkiviil hasznos informacidt szolgaltathat egy adott
génnek a biologiai védekezésben betdltott szerepérol, és igy tampontot adhat a
természetbdl izolalt torzsek szelekcios kritériumainak meghatarozasahoz (Handelsmann
és Stabb, 1996).

Egy igen jo mikoparazita képességii 7. hamatum izolatumbol (Tam-61) (Turdczi
et al., 1996) klonoztuk a 7. harzianum 42 kDa endokitindz génjének (ech42) homologjat,
amelyet Tham-ch-nak neveztink el. Az volt a célunk, hogy sajat, indukalhatd
promoterével vezérelt, megemelkedett kdpiaszamu transzformansokat allitsunk el6. A
konstitutiv promoéterek hasznalataval szemben a torzsnemesitésben az indukalhato
promoterek elénye az, hogy a transzgénikus organizmus gazdasagosabban hasznalja fel
energia forrasait, nem ,,pazarolja” energiait a transzgén és terméke kifejeztetésére, csak
amikor sziiksége van ra. A T. harzianum 42 kDa endokitinaz génjérdl ismert volt, hogy
gliikoz altal represszalt és erésen indukalddik mikoparazita kdlcsonhatés alatt, valamint
kiilonb6z6 stressz hatasok esetén is (Carsolio et al., 1994; Lorito et al., 1996a; Mach et
al., 1999). A Tham-ch gén promoterének szekvencia analizise azt sugallta, hogy az
altalunk klonozott génszakasz hasonld szabalyozas alatt allhat a Tam-61 torzsben is, és
tartalmaz minden olyan elemet, amely sziikséges az indukalt expresszidhoz (4. dbra). A
gén expressziojanak vizsgalata in vitro razatott kulturdban, amelyben kizardlagos

szénforrasként gliikkozt vagy R. solani sejtfalat alkalmaztunk (5. abra), megerdsitette a

63



fenti hipotézist és azt jelezte, hogy keziinkben van a teljes gén, ami alkalmas a
transzformacios kisérletekbe valo bevonasra.

A T. hamatum Tam-61 torzsét transzformaltuk a sajat promoterével és terminator
transzformans torzseket jellemeztiik, monospoérazassal biztositottuk a primér
transzforméansok genetikai homogenitasat. Erre azért volt sziikség, mert a primér
transzforméansok tobbnyire heterokariotikusak, amit egyrészt az okoz, hogy a
Trichoderma protoplasztok altalaban tobbmagvtiak (Sivan et al., 1992), masrészt a
sejtmagoknak csak kis hanyada “fogadja be” az idegen DNS-t. Rdadasul a PEG kezelés
hatasara protoplaszt fzi6 is lejatszodhat. Az altalunk eldallitott primér transzformansok
szektoros novekedése (19. abra), valamint higromicin rezisztens fenotipusuk nem-
szelektiv korilmények kozott tapasztalt elvesztése egyértelmiien azt jelezte, hogy
genetikailag inhomogén, heterokariotikus torzsekkel van dolgunk. A primér

transzformansok genetikai tisztitdsa céljabol monosporazast hajtottunk végre higromicint

19. abra A pECTR1 plazmiddal transzformalt primér transzformansok szektoros névekedése.
A képen hét napos, higromicinnel kiegészitett (200 pg/ml) burgonya gliik6z agar
csészéken nott primér transzformansok lathatok, kivéve balra lent, ahol a recipiens
(T. hamatum Tam-61) lathato antibiotikum mentes csészén ndvesztve.
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tartalmazo taptalajon. Mivel a Trichoderma konidiumok egymagvuak, a varakozasnak
megfelelden az 0sszes monosporazott higromicin rezisztens utdd torzs egységes volt,
nem kiilonbozott telepmorfologiaban, novekedési sebességben, konidium termelésben a
vad tipusu recipiens torzstdl, tovabba stabilnak bizonyult nem-szelektiv koriilmények
kozott is.

Fonalas gombék stabil transzformalasa esetén a vektor integralodik a recipiens
kromoszdémajaba (Timberlake, 1991). Ez alapvetden kétféle modon térténhet: homologia
alapjan, vagy véletlenszeriien. Mindkét esetben lejatszodhat egykopias, illetve Un.
tandem beépiilés, amikor egymast kovetdé kopidk (amelyek szama valtozo Iehet,
orientacioja mindig megegyezik) integralodnak. Bioldgiai védekezésben hasznalt
Trichoderma torzsek transzformaldsa soran kordbban nem tapasztaltak homologia
alapjan torténd integralodast, a véletlenszerli beépiilés pedig az esetek tobbségében
tandem moédon tortént (Herrera-Estrella et al., 1990; Lorito et al., 1993b; Sivan et al.,
1992). A mi eredményeink ezzel szemben éppen arra utalnak, hogy a transzformalo
vektor (pECTR1) az altalunk hasznalt rendszerben a homologia alapjan torténd
integralodast részesitette eldnyben: tiz esetbdl kilenc alkalommal az endogén Kkitinaz
lokuszba épiilt be, raadasul zommel egy kopiaban (kilenc esetbdl hétszer) (7. abra). A
tandem kopidk instabilnak bizonyultak mind a homoldg integransok, mind az egyetlen
nem-homolog integrans esetén, tehat az altalunk hasznalt transzformacios rendszerrel a
gén kopiaszamanak csak a kétszeresét lehetett elérni. A homolog beépiilés elonye az
lehet, hogy a megfeleld kromoszomalis kornyezetbe keriil a transzgén, ahol nem érik a
nagyobb expresszios szint varhatdo. A homoldg egykopias integralodasnak van egy
specialis alkalmazasi teriilete: megfeleld génkonstrukcio elkészitése esetén lehetdséget
nyujt null-mutansok eldallitasara, ami lehet6vé teszi egy adott gén funkcidjanak a
vizsgalatat (Timberlake, 1991). Az integralodas tipusat azonban fonalas gombak esetén
nem lehet iranyitani, csak a megtortént események kimutatasarol lehet szo.

A transzformansok tOobbségében megemelkedett kitindz génexpressziot és
megnovekedett extracellularis kitinazaktivitast mutattunk ki a vad tipusu recipienshez
viszonyitva. A T8 jelu torzs volt az egyetlen, amelynek kisebb volt a kitinazaktivitasa,

mint a Tam-61-nek, és az volt az egyetlen transzformans, amelyben a vektor
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integralddasa nem homoldgia alapjan tortént. Elképzelhetd, hogy ebben a térzsben az
integralddas olyan régioban tortént, amelynek a miikddése pozitiv hatast gyakorol a
gomba extracellularis kitinazaktivitasara, €s a beépiilés zavart okozott.

Nem bizonyultak hatékonyabb parazitanak a transzformansok a recipienshez
képest in vitro csészetesztben két fontos talajlakd ndvénykorokozo, a S. sclerotiorum és
a R. solani ellen. Ez jelentheti azt, hogy a két emlitett gazda hatékonyabb legytrésében
nem a kitinadzaktivitas jelenti a ,,sziik keresztmetszetet”. El6fordulhat az is, figyelembe
véve a Trichodermdk kitinaz rendszerét alkoto izoenzimek gazdafiiggd megnyilvanulasat
(Haran et al., 1996b), hogy hiaba van jelen nagyobb mennyiségii 42 kDa endokitinaz, ha
a nagyobb parazita aktivitdshoz egy masik sejtfalbontd enzim (nem is feltétleniil egy
kitinaz) szintjének a novekedésére lenne sziikség. A mi munkank megjelenése idején
nem volt kisérletesen alatamasztott informacio arrél, hogy egyetlen enzimgén milyen
mértékben jarul hozza egy olyan Osszetett képesség kialakitadsadhoz, mint a mikoparazita
aktivitds. Bar mar 1994-ben publikaltak a 7. harzianum 42 kDa kitindzat kodold gén
klénozasat (Carsolio et al., 1994), és azt kovetden tobb szerz6 tobbszor felvetette a null-
mutans eldallitas jelentdségét (Goldman et al., 1994b; Haran et al., 1996a), csak 1999-
ben jelent meg tudomanyos kézlemény — igaz mindjart harom fliggetlen munka (Back et
al., 1999; Carsolio et al., 1999; Woo et al., 1999) — arro6l, hogy inaktivaltak az ech42 gént
egy mikoparazita Trichodermdban ¢és tesztelték a mutansok biologiai védekezésre valod
alkalmassagat. Az eredmények latszolag ellentmondanak egymasnak. Carsolio és
munkatarsai (1999) nem tapasztaltak kiilonbséget a null-mutansok és a vad tipus kozott,
amikor R. solani okozta palantad6lés ellen hasznaltak a gombakat. Ezzel szemben Baek
és munkatarsai (1999) azt talaltak, hogy a mutansok hatékonysaga romlott. Woo és
munkatarsai (1999) a harom tesztelt ndvénykorokozo esetében harom kiilonbozo
eredményt kaptak: P. wultimum ellen nem valtozott, B. cinerea ellen csokkent, mig
érdekes mdédon R. solani ellen nétt a mutdnsok vad tipuséhoz viszonyitott hatékonysaga.
Ugy tiinik tehat, hogy egy adott litikus enzimgén fontossaga, a mikoparazitizmusban és
ezzel Osszefliggésben a biologiai védekezésben jatszott szerepe torzsfiggd és
gazdafiiggd is. Nem varhatunk tehat altalanos hatékonysag javulast egyetlen enzim
taltermeltetésével, de azért szelektiv modon ndvelhetjiik ezen az uton a biologiai

novényvédelem hatékonysagat.
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5.2. A C. minitans sejtfalbonté enzimgénjei

Sejtfalbontd enzimek, elsGsorban [B-1,3-glilkanazok és kitinazok termelését szamos
esetben hoztak osszefliggésbe mikoparazita gombak biologiai aktivitasaval (Haran et al.,
1996a; Archambault et al., 1998; de la Cruz et al., 1995; Lorito, 1998). Feltehet6en a
gazdagomba sejtfalan keresztiil torténd behatolast segitik ezek az enzimek. Ezen feliil
szerepiik lehet az elpusztitott aldozat kolonizalasaban ¢és taplalékként vald
elfogyasztasaban. A legismertebb és a biologiai védekezésben legyakrabban alkalmazott
mikoparazitdk, a Trichodermdk litikus enzimrendszerérdl viszonylag nagy mennyiségii
infomacié gylilt mar 0ssze, szamos enzimet tisztitottak és jellemeztek ezekbdl a fajokbol
és jonéhanynak a génjét is klonoztdk mar (Lorito, 1998; Benitez et al., 1998). Ezzel
szemben a C. minitans szklerocium parazita gomba hidrolaz rendszerérdl alig van adat
az irodalomban, jollehet igen hatékony komponensekbdl allhat, hiszen a parazita képes
athatolni a rendkiviil kemény, ellenalld szklerocium sejtrétegein. Jones és munkatarsai
(1974) igazoltak, hogy a C. minitans termel egy endo- és egy exogliilkanazt, amelyek
szinergista modon képesek a szklerociumbdl tisztitott sejtfal bontasara. Semmilyen adat
nincs viszont a glilkkanazok fiziko-kémiai tulajdonsagairdl, szabalyozasukrol, genetikai
hatteriikr6l. Egyaltalan nincs informacio a hiperparazita kitinazrendszerérdl, amely pedig
feltehetden szintén fontos szerepet jatszik a sejtfalbontasban, és igy a hatékony parazita
¢életmod biztositasaban.

Gomba eredetti kitindzokban és p3-1,3-gliikandzokban azonositott homolog régiok
alapjan izolaltunk a C. minitansbol egy kitinaz (cmchl) és egy glikanaz gént (cmgl).
Eredményeink arra utalnak, hogy az altalunk tervezett és hasznalt degeneralt primerek
alkalmasak mas fonalas gombak hasonlé génjeinek klénozasara.

A cmgl gén termékének aminosav szekvencidja nagyfoku hasonlésagot mutatott
kiilonboz6 fonalas gombakbdl szarmazod B-1,3-gliikandzokhoz a fehérje teljes hossza
mentén (11. abra). A homologia mértéke joval nagyobb volt exo-glikkanazokhoz (42-
69%), mint az egyetlen, fonalas gombabdl izolalt endogliikandzhoz (27%), ami arra
utalt, hogy a CMGI1 exo-gliikanaz. Az enzim exo-tipusu hasitasi mechanizmusat sikeriilt
kisérletesen is igazolni, amikor mértiik a gliikoz és a gliikoz ekvivalens redukalé cukrok

felszabadulasat (16. abra). Szubsztrat specificitasat megvizsgalva arra a megallapitasra
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jutottunk, hogy nagy specifitassal 1,3-B-glikozidos kotéseket hasit, 1,4-, 1,3(4)-, vagy
1,6-glikozidos kotéseket tartalmazd polimereket nem fogadott el szubsztratként.
Figyelemre mélto az is, hogy az enzim képes volt a szklerocium sejtfal hidrolizisére is.

A glikozil-hidrolazok aktiv centrumaban két aminosav, a katalitikus sav és a
katalitikus nukleofil jatszik kulcsfontossagu szerepet a hidrolizisben (Warren, 1996). Az
esetek tulnyomo tobbségében ebben a két pozicidban glutaminsav talalhato, illetve
néhany enzimben azonositottak aszparagisav oldallancot a katalitikus sav szerepében.
Bar a CMGI1 szekvencidja tartalmaz szamos glutaminsav oldallancot, egyik
kornyezetében sem talaltunk olyan motivumokat, amelyek jellemzéek a kiilonb6zd
élesztokbol, illetve arpabol szarmazoéd B-1,3-glikanazok aktiv centrumara (Chen et al.,
1995; Mackenzie et al., 1997). Azonositottunk azonban két régiot, nevezetesen a 68. és a
90., valamint a 428. és a 450. aminosav kozotti szakaszokat, amelyek a gliikanaz
enzimeken kiviil kiilonb6z6é fehérjékkel, mint példaul egy bakteriofag nyaki proteinnel,
poligalakturonazokkal, neuraminiddzokkal mutattak hasonlésagot (hivatkozasok:
[Nikolskaya et al., 1998]-ban). Ezeknek az eltéré funkcidju fehérjéknek az a kozos
tulajdonsaguk, hogy gliikanokkal 1épnek kolcsonhatasba, ami arra utal, hogy a fent
megjelolt régiok valosziniileg a szubsztratktésben tolthetnek be szerepet.

A SignalP programmal végzett szekvencia analizis (Nielsen et al., 1997) azt
jelezte, hogy a CMGl1 fehérje egy 24 aminosav hosszusagl szekréciods szignalt hordoz az
N-terminalison. A heterolég gazda S. cerevisiae valdban szekretalta a cmgl gén
termékét, a rekombinans enzim N-terminalisa azonban a 32. pozicidban 1évd alanint6l
kezdd6dott, azaz hét aminosavval a szamitogépes elorejelzéssel megallapitott hasitohely
utan (11. abra). Erre az az egyik lehetséges magyarazat, hogy a szignal peptid lehasitasat
kovetden tovabbi proteolitikus érésen megy keresztill az enzim, ami gyakori esemény a
szekretalt eukariota enzimek korében (Archer és Peberdy, 1997). A megjosolt szignal
peptid hasitohelyet kozvetleniil kovetd régioban egy jellegzetes dipeptidekbdl (X-Ala
vagy X-Pro) allé6 motivum taldlhatd6 a CMG1 szekvenciaban (11. abra). Ez a motivum a
szubszratja az aminodipeptidaz A nevli enzimnek, amirdl ismert, hogy részt vesz
kiilonbozo élesztok bizonyos extracellularis fehérjéinek — tobbek kozott a S. cerevisiae

egyik szekretalt feromonjanak, illetve a Yarrowia lipolytica extracellularis protedzanak —

68



érésében (Julius et al., 1983; Matoba et al., 1997). Elképzelhetd, hogy a CMGlI-et
termeld €lesztében is ez a folyamat jatszodik le.

Nemcsak a rekombinans fehérje N-termindlisa, hanem a mérete is eltért a
szamitogép altal megjosolttol. A becsiilt ~82 kDa helyett ~100 kDa volt a mérete az
élesztd altal szekretalt CMGI1 enzimnek (15. abra). Ez nagy valdsziniiséggel a heterolog
gazda tulzott glikozilalasanak a kdvetkezménye, amit tobb esetben megfigyeltek mar S.
cerevisiaeben végzett heterolog fehérje expresszio alkalmaval (Penttila et al., 1988).

Mikoparazita gombak sejtfalbontdé enzimeit kodold gének szabalyozasardl egyre
tobb ismeret lat napvilagot. A gének tobbsége gliikkoz altal represszalt, ugyanakkor
autoklavozott micéliummal, gomba sejtfal kivonattal, illetve a sejtfalat alkotd
polimerekkel (laminarinnal, kitinnel) indukalhat6 (Lora et al., 1995; Haran et al., 1996a;
Cohen-Kupiec et al., 1999; Rotem et al., 1999). A T. harzianumbol izolalt proteinaz és
endokitindz génekrdl bizonyitottak, hogy transzkripcidjukat a parazita és a gazda kozotti
kolesonhatas beinditja (Cortes et al., 1998; Zeilinger et al., 1999). Egyes gének
expresszidja  kiillonb6z6  stresszhatasokra, szénforrashiany okozta éhezésre is
megemelkedik (Lora et al., 1995; Margolles-Clark et al., 1996b; Mach et al., 1999). Az
altalunk izolalt cmgl gén expresszidjanak vizsgalatakor némi meglepetésre azt
tapasztaltuk, hogy a gliikéz csak kis mértékben represszalja. Ez kiilondsen igaz a
tenyésztés korai stadiumara (2 nap utan, 17. abra), amikor még erételjesen ndvekvo
fazisban van a gomba. Kés6bb az expresszio szintje visszaesik (6 nap utan). A csokkenés
nem magyarazhatd szénforrashidnnyal, ugyanis a 6. napon a tapoldat gliikdztartalma
még mindig ~1% volt. Ehezési koriilmények kozott (0,1% gliikz), valamint egyediili
szénforrasként S. sclerotiorum szklerécium Orleményt tartalmazo tapoldatban a cmgl
transzkriptumok szintje nagyobb volt, mint 2% gliikozon (17. abra). Az éheztetett és a
szkleréciumon  tenyésztett  kultarakat  mikroszkdppal  ellendriztik,  hogy
megallapithassuk, nem az autolizis jatszik-e szerepet a megemelkedett expresszidban.
Minden mintaban épnek talaltuk a Coniothyrium micéliumot, egyediil a hat napos
¢heztetett tenyészetben volt megfigyelhetd erdsebb sporulacid. Az in vitro razatott
tenyészetben elvégzett vizsgalatok mellett csészetesztekben kimutattuk, hogy a cmgl
gén expresszidja felerdsodik S. sclerotiorum szklerociumaval 1étrejott parazita

kolesonhatas soran. Eredményeink arra utalnak, hogy a cmgl sokrétii szabalyozas alatt
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all, aminek alaposabb megismerése tovabbi kisérleteket igényel, valamint azt is
sugalljak, hogy ennck a génnek szerepe van a szklerécium parazitizmusban.

Szamos kozleményben adtak hirt gombaeredetii sejtfalbonté enzimgének
felhasznalasardl a biologiai védekezés hatékonysaganak javitasara. Tobbféle stratégiat
alkalmaztak a cél elérése érdekében. (1) Megnovekedett mikoparazita képességi
transzgénikus torzseket hoztak létre (Flores et al., 1997; Mighéli et al., 1998; Limon et
al., 1999). (2) Az ech42 gén transzgénikus ndvényekben vald kifejeztetésével fokoztak a
novények korokozok gombak elleni rezisztenciajat (Lorito et al., 1998; Bolar et al.,
2000), és ez a javulas nagyobb mértékii volt, és szélesebb spektrumban jelentkezett, mint
amit korabban novényi eredetii gének hasonld célu felhaszndlasa esetén tapasztaltak. Ez
Osszhangban van azzal, hogy gomba eredetii kitindzok és gliikanazok in vitro
vizsgalatokban nagyobb mértékben gatoltak a ndvénypatogén tesztgombakat, mint akar a
novényi, akar a baktérium eredetli enzimek (Lorito et al., 1993a). A harmadik lehetdség
a hatékony expressziot biztositd heterolog gazdaban kifejeztetett, tisztitott géntermék
hatéanyagként torténd hasznalata (Margolles-Clark et al., 1996a).

Ugy gondoljuk, hogy a C. minitansbél altalunk izolalt és jellemzett glikanaz
gént, a cmgl-et érdemes a fent felsorolt stratégidk valamelyikével a biologiai
ndvényvédelem hatékonysaganak fokozasat célzo kisérletekbe bevonni. Ezt alatamasztja
a rekombinans enzim S. sclerotiorum ellen kifejtett gatlo hatasa. Erdemes lenne azonban
a C. minitansbél tovabbi enzimeket (és génjeiket) izolalni, amelyek egyiittes
alkalmazasaval csokkenteni lehetne a gatlashoz sziikséges koncentraciot, hiszen e litikus
enzimek szinergisztikusan hatnak.

Minthogy a kézelmultban kidolgoztak a C. minitans transzformacids rendszerét
(Jones et al., 1999), adva van a lehetdség a cmgl gén funkcidjdnak géninaktivacios

kisérletekkel torténd vizsgalatara.
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6. OSSZEFOGLALAS

A biologiai ndvényvédelem segitségével csokkenti lehet a kornyezet szintetikus
peszticidekkel valo terhelését. A ndvénykorokozd gombdk elleni biologiai védekezés
legelterjedtebb moddja mikoparazita gombak alkalmazisa. A mikroorganizmusokkal
torténd védekezés azonban az esetek tobbségében kevésbé hatékony és megbizhatd, mint
a szintetikus peszticidek hasznalatan alapuld védekezés. A bioldgiai védekezés szélesebb
alaposabb megismerése, és ezeknek az ismereteknek a torzsnemesitésben, illetve az
alkalmazasi mod optimalizalasaban valo felhasznalasa.

Sejtfalbontd enzimek, elsésorban [-1,3-gliikkandzok ¢és kitinazok termelését
szamos esetben hoztadk Osszefiiggésbe mikoparazita gombak biologiai aktivitasaval.
Valoszinli, hogy a gazdagomba sejtfalan keresztiil torténd behatolast segitik ezek az
enzimek. Ezen felill szerepiik lehet az elpusztitott aldozat kolonizalasaban és
taplalékkeént valo elfogyasztasaban.

A doktori értekezésem alapjaul szolgalé munka céljai az alabbiak voltak: (1) A
bioldgiai védekezésre alkalmas mikoparazita Trichoderma hamatum kitinazaktivitasanak
fokozéasa a 42 kDa endokitinazt kodolo gén kopiaszamanak ndvelésével. (2) Kitinaz,
illetve B-1,3-gliikkanaz gének kloénozasa a Coniothyrium minitans gombabdl; a gének
jellemzése azzal a céllal, hogy jobban megismerjiik e szkleréciumos névénykorokozokra
specializalodott mikoparazita sejtfalbontd enzimrendszerét.

A T. hamatum Tam-61 torzs genomi konyvtardbol szekvencia homologidk
alapjan klonoztuk a 42 kDa endokitindz enzimet kddold gént, amelyet Tham-ch-nak
neveztiink el. A Tham-ch gént és cis szabalyozd elemeit eukariota szelekcids markert
(higromicin rezisztenciat) hordoz6 vektorba épitettiik, amellyel a 7. hamatum Tam-61
torzsébdl izolalt protoplasztokat transzformaltunk. Tiz, genetikailag homogén, stabil
transzformans torzset szelektaltunk és jellemeztiink. A kitinazgént tartalmazo
transzformalod vektor (pECTR1) kromoszomaba integralédasa csak egy kopidban volt
stabil, tehat az altalunk hasznalt transzformacios rendszer a Tham-ch gén kopiaszamanak
megkétszerezésére volt alkalmas. A vektor a homologia alapjan torténd integralddast
részesitette eldnyben, ezt tapasztaltuk kilenc transzformans esetén, mig egy torzsben a
pECTR1 plazmid véletlenszerti beépiilését mutattuk ki. Egy kivételével az Osszes
transzformans torzs extracellularis kitinazaktivitisa nagyobb volt, mint a vad tipusa
recipiens torzsé. A legnagyobb aktivitas novekedést a T9 jelli torzs esetében mértiik, ez
kozel 6tszordse volt a vad tipust torzs aktivitasanak.

A C. minitans hiperparazita gomba sejtfalbontd enzimredszerérél, amely
feltehetden fontos szerepet tolt be a szklerécium-parazitizmusban, alig van adat az
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irodalomban. Kitindz és B-1,3-gliikkanaz enzimek konzervativ régioi alapjan degeneralt
primereket terveztiink, amelyek segitségével izolaltunk egy kitinazt (cmchl) és egy -
1,3-gliikanazt (cmgl) kodold gént a C. minitansbol készitett cDNS konyvtarbol.
Meghataroztuk mind a két cDNS klon teljes szekvencidjat. A cmchl gén egy 443
aminosavbol allo feltételezett fehérjét kodol, amely nagyfoki hasonlosagot mutat
kiilonboz6 organizmusokbol szarmazo kitinaz enzimekhez.

Alaposabban jellemeztiik a gliikanazt kodold cmgl gént és termékét, amely a
szekvencia analizis szerint egy 792 aminosavbdl allo fehérje. A CMGI protein teljes
hossza mentén nagyfokd hasonldésagot mutat fonalas gombakbol izoladlt exo-B-1,3-
gliikandz enzimek szekvenciajahoz. Szamitogépes elemzés szerint az N-terminalisan egy
24 aminosav nagysagu szekrécios szignal peptidet hordoz. A szekretalt fehérje szamitott
molekulatdmege 83,3 kDa, izoelektromos pontja 4,73. A cmgl gént expresszald
Saccharomyces cerevisiae torzs egy ~100 kDa méretti B-1,3-gliikandz enzimet valasztott
ki a tapoldatba. A tisztitott rekombindns enzim specifikusan hasitott 1,3-f-glikozidos
kotéseket, és kizardlag gliikoz monomereket szabaditott fel a szubsztratumbol, azaz a
CMGI1 exo-B-1,3-glikandz enzim. A CMGI1 képes volt bontani a Sclerotinia
sclerotiorum szklerociumaibol tisztitott sejtfal preparatumot, raadasul 300, illetve 600
pg/ml  koncentracioban alkalmazva 35, illetve 85%-ban gatolta az emlitett
novénykorokozo gomba micélium novekedését.

A cmgl egy kopiaban van jelen a C. minitans genomban. Ellentétben a fonalas
gombakbol izolalt hidrolaz gének tobbségével, expresszidja nem teljesen gatolt 2%
gliikoz jelenlétében. A transzkripcio szintje erdsodik szénforrashiany okozta €hezés
hatéasara, valamint akkor, ha a tapoldatban 6rolt szklerocium az egyediili szénforras. A S.
sclerotiorummal 1étrejott parazita kolcsonhatds soran szintén emelkedik a cmgl/ gén
expresszids szintje, ami arra utal, hogy a cmgl/ génnek szerepe van a szklerocium
parazitizmusban.

Gomba eredetii sejtfalbont6d enzimek génjeit eredményesen fel lehet hasznalni a
biologiai védekezés hatékonysaganak javitasara. Ezek a gének (1) alkalmasak lehetnek
antagonista mikroorganizmus torzsek nemesitésére, (2) novényekbe vald betiltetésiik
esetén gombak elleni rezisztencia fokozasara és (3) hatékony expressziot biztositd
heterolég gazdaban kifejeztetve a tisztitott géntermék hasznalhatd hatdanyagként.
Figyelembe véve a CMGI1 enzim gomba gatld aktivitasat, indokoltnak tartjuk, hogy
bevonjuk a cmgl gént a biologiai novényvédelem hatékonysdganak fokozasat célzo
kisérletekbe.
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SUMMARY

Biological plant disease control is an environmentally sound technology that reduces the
amounts of synthetic pesticides delivered into agro-ecosystems. The most frequently
applied approach to biocontrol against fungal pathogens has been the use of
mycoparasitic species. However, the application of microorganisms as biocontrol agents
has been, in general, less effective and reliable than the use of chemical fungicides. The
improvement of the efficiency of biological plant disease management requires a better
understanding of the molecular biology of biocontrol microbes. This could facilitate the
development of (i) superior biocontrol strains possessing greater ability to suppress
fungal pathogens, and (ii) improved application methodologies.

Chitinases and [-1,3-glucanases have been suggested to contribute to the
mycoparasitic activity of several fungal species by facilitating penetration through the
host cell wall structures The objectives of the work described in this thesis were (i) to
develop strains of the biocontrol fungus, Trichoderma hamatum with improved chitinase
activity, and (ii) to characterize the genetic background of the hydrolytic enzyme
systems of the sclerotial parasite, Coniothyrium minitans.

A 42 kDa endochitinase encoding gene, Tham-ch was cloned by screening the
genomic library of 7. hamatum strain Tam-61 with a PCR-amplified chitinase sequence
from the same fungus. Tham-ch and its own regulatory sequences were reintroduced into the
host strain by PEG-mediated homologous transformation. The integration of the
transforming construct was stable only in one copy. Homologous integration occurred in
nine transformants, wheras non-homologous integration was detected in one transformant.
All but one transformant expressed higher levels of chitinase activity in comparison to the
wild type recipient strain; the maximum level of increase rose 5-fold. Duplicating the copy
number of the highly conserved ~42 kDa endochitinase encoding gene appears to be one of
the means by which the biocontrol capability of Trichoderma species could be improved.

During sclerotial infection of Sclerotinia sclerotiorum the mycoparasite
Coniothyrium minitans penetrates through the host cell walls that contain -1,3-glucan

and chitin as the major components. A PCR based strategy was applied to clone a [3-1,3-
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glucanase encoding gene, cmg/ and a chitinase encoding gene, cmchl from a cDNA
library of the fungus. The cmchl gene encodes a putative protein of 443 residues
showing high homology to chitinases from various organisms.

The glucanase encoding gene and its product were characterized more
extensively. The nucleotide and deduced amino acid sequence of the cmg/ gene showed
high similarity to other fungal exo-B-1,3-glucanases. The calculated molecular mass of
the deduced protein (without the predicted 24 amino acids long N-terminal secretion
signal peptide) was 83,346 Da and had an estimated pl point of 4.73. Saccharomyces
cerevisiae strain INVScl expressing the cmgl gene secreted a ~100 kDa -1,3-glucanase
enzyme (as determined by SDS-PAGE) into the culture medium. N-terminal sequence
analysis of the purified recombinant enzyme revealed that the secreted enzyme starts at
Ala-32, seven amino acids downstream the predicted signal peptidase cleavage site. The
purified recombinant glucanase inhibited in vitro the mycelial growth of S. sclerotiorum
by 35 and 85% at concentrations of 300 and 600 pg ml™, respectively. The cmgl gene is
present in the genome of C. minitans in a single copy. Northern analyses indicated an
elevation of the transcript levels of cmgl by both carbon starvation and by the presence
of ground sclerotia of S. sclerotiorum; only a slight repression was observed in the
presence of 2% glucose. The expression of cmgl increased during the parasitic
interaction with S. sclerotiorum suggesting an important role for the gene in
mycoparasitism.

Genes encoding cell wall degrading enzymes of mycoparasitic fungi have been
suggested to be utilized by various strategies to improve the efficiency of biological
plant disease control. Chitinase and/or glucanase genes could be overexpressed in (i)
microbial biocontrol agents to enhance their parasitic ability; (ii) in plants to increase
their resistance to fungal pathogens; and (iii) in heterologous expression hosts to yield
enzyme production at a commercially reasonable scale. The cmg! gene of C. minitans

appears to be a good candidate to be used any of these strategies.
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