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OSSZEFOGLALAS

A novénypatogén gombak elleni bioldgiai védekezésben fontos
szerepet jatszanak a Trichoderma nemzetségbe tartozd
mikoparazita gombak. A mikoparazitizmusban szerepet jatszo
peptaibol termelésének tanulmanyozasahoz riporterrendszert
hoztunk létre. Ehhez a glikoz oxidaz (goxA) gén elé a peptaibol
szintetdz (texl) 900 bp hosszUsagl promoéterét kapcsoltuk. Az igy
létrejott tex1-promoéter: goxA flzi6t tartalmazé pTES1 plazmiddal
transzformaltuk a T. reesei torzset.
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SUMMARY

Because of the potential importance of peptaibols in the
biological control of plant diseases, a transgenic, a T. reesei strain
carrying a texl-promoter: goxA fusion plasmid was constructed
for furthur studies. The peptaibol synthetase gene (which is highly
similar to T. virens tex1) was identified in the genome sequence of
T. reesei. A 900 bp 5’ upstream noncoding fragment, presumed to
include the promoter region of texl, was cloned into the pSJ3
plasmid (which contains the Aspergillus niger goxA gene encoding
glucose oxidase). Finally, we transformed T. reesei with the tex1-
promoter: goxA fusion containing pSJ3 plasmid.
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BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A Trichoderma nemzetségbe tartozo talajlakod
fonalas gombakat tobb mint 70 éve tanulmanyozzak.
Ennek oka részben az, hogy a ndvénypatogén
gombak elleni biologiai védekezés (biokontroll) talan
legigéretesebb fegyvereinek szamitanak (Kubicek és
mtsai, 2001). Napjainkban mar kereskedelmi
forgalomban is kaphatok kiilonb6z6 Trichoderma
torzseket tartalmazo készitmények (pl.: PlantShield
HC, Trichodex, Soilgard 12G, Primastop), melyek
elvileg lehetdséget adnak a fungicid hatasa
vegyszerek mellézésére, vagy csokkentett mértékil
hasznalatara (Hjeljord és Tronsmo, 1988).

A novénykorokozok elleni biologiai védekezés a

novénytermesztésben  vonzé  alternatividja a
kemikalidk hasznalatanak, mely gyakran
kornyezetszennyezési problémakkal jar, raadasul

egyre gyakrabban figyelhet6 meg a kiilonboz6
fungicidekkel szemben rezisztens torzsek
megjelenése is. Szamos T. harzianum torzset
tartalmazé biopeszticidet haszndlnak a bioldgiai

védekezésben, mivel hatékony parazitdja sok
gazdasagilag fontos ndvénypatogén gombanak (pl.:
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Pytium spp.,
Botrytis  cinerea). A  biokontroll  tdrzsek
alkalmazasdnak  hatékonysdgat nem  konnyi
megjosolni, ezért egyeldre szerény versenytarsai a
kiilonb6z6 kemikalidknak (Harman és Bjorkman,
1998; Hjeljord és  Tronsmo, 1988). A
mikoparazitizmus folyamatanak molekularis szintl
megismerése mindenképpen elbsegiti a Trichoderma
torzsek eredményesebb és megbizhatobb
felhasznalasat a biologiai védekezésben.

A mikoparazita Trichoderma fajok a fitopatogén
gombakat tobblépcsds folyamat soran pusztitjak el,
amiben sejtfalbontd enzimek mellett a termelt
antibiotikumok — koztiik a peptaibolok — is szerepet
jatszanak (Lorito és mtsai, 1996). Feltételezések
szerint a sejtfalbontd enzimek, koztik a kitinazok
csokkentik a parazitalt gomba sejtfalanak rigiditasat,
mig a peptaibol antibiotikumok gatoljak a
membranhoz kotott enzimeket. Ezek kozé az
enzimek kozé tartoznak a sejtfal komponensek
szintetazai, igy a parazitalt gomba javitd (,,repair’)
enzimei nem képesek ellenstlyozni a sejtfalbontd
enzimek hatasat (Kubicek és mtsai, 2001).

A peptaibolok olyan gombak altal termelt linearis
polipeptidek, melyek 7-20 aminosavbol allnak, és
kozos jellemzojik, hogy (i) viszonylag nagy
aranyban talalhaté benniik egy ,,abnormalis”
aminosav, az o-amino izobutansav, (ii) N-terminalis
résziikon alkil csoport (altalaban acetil), (iii) C-
terminalis  résziikon  amino-alkohol  (példaul
fenilalaninol, vagy leucinol) talalhat6 (Rebuffat és
mtsai, 1999). A peptid tipusu antibiotikumok kozé
tartozd peptaibolokat kizardlag gombdk, koztik a
Trichoderma, Hypocrea, Gliocladium, Acremonium
nemzetség fajai termelik (Degencolb és mtsai, 2003).
A peptaibolok a membranokat permeabilizaljak.

A peptaibolok a nem riboszéman szintetizalodo
polipeptidek kozé tartoznak. T. virens-bél a
kozelmultban klénoztak egy peptaibol szintaz
enzimet kodold szekvenciat (texl). A texl 62,8 kb.
hossziisaga, intron nélkiili ,,open reading frame”,
amely 18 peptid szintdz modulboél, valamint egy-egy,
az N- és C-terminalis részen talalhatd, fehérjét
modositd doménbdl all (Wiest s mtsai, 2002).

Tervezett munkank célja megvizsgdlni egy
konnyen transzformalhato, régota tanulmanyozott,
peptaibolt termel6 mikoparazita Trichoderma torzs, a
T. reesei (Hypocrea jecorina) peptaibol termelését
befolyasold tényezoket, és felderiteni a bioszintézis
molekularis szintli szabalyozasat. Mivel a bioldgiai
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védekezésben hasznalt fajok legtobbje nehezen
transzformalhat6 (C. P. Kubicek személyes kozlés), a
vizsgalatokhoz egy konnyen transzformalhato,
hosszu ideje tanulmanyozott és peptaibolt is termeld
(http://www.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol), korabban
mar altalunk is vizsgalt (Seiboth és mtsai, 2002)
Trichoderma fajt, a T. reesei (Hypocrea jecorina)
pyr4 — (uridin prototr6f) TU 6 torzsét hasznaljuk
majd, amely szintén igen aktiv a novénypatogén (pl.
Pythium) fajokkal szemben (C. P. Kubicek, nem
publikalt eredmény).

EREDMENYEK

A génexpresszid6 Northern analizissel torténd
vizsgéalatdt az intront nem tartalmazo texl gén
szokatlan nagysaga miatt (csaknem 63 kb) elvetettiik.
A tovabbi vizsgalatokhoz egy riporterrendszert
hoztunk 1étre, amelyben a peptaibol szintetazt kodolod
tex1 promoter szekvencidja utan egy riportergént,
nevezetesen az Aspergillus niger glikoz oxidaz
génjét (goxA) iltettik be. A  Trichoderma
nemzetségbe tartoz6 vad tipusi fajok ko6zos
jellemvonasa, hogy nem rendelkeznek gliik6z oxidaz
aktivitassal (Mach és mtsai, 1999).

Elsé 1épésként megkerestik a T. virens texl
génjéhez nagyon hasonlo, peptaibol szintetazt koddolod
szekvenciat a T. reesei genomjaban. Ezt kovetéen a
kodold résztdl 5’ iranyban talalhatd 900 bp-nyi, a
promoter régiot tartalmazo  szakaszt PCR-el
felszapotitottuk (1. abra).

1. abra: A ptex1 amplifikacioja PCR-el 50 (1) és 55 (2) °C-os
anellaciés homérsékleten
1 2

1000 bp ptexL — 900 bp

Figure 1: Amplification of ptex]1 with PCR at 50 and 55 °C
amplification temperature

A pTESI plazmid 1étrehozasahoz a tex1 promoter
régiot tartalmazo fragmentumot (ptexl) a megfeleld
restrikcios hasito-helyek segitségével ,kicseréltik” a
pSJ2 plazmid pnagl szakaszaval (2. &bra). A T.
reesei protoplasztokat kotranszformaltuk a texl-
promoter: goxA faziot tartalmazé pTES1 plazmiddal
és a pyrd génnel PEG 6000 jelenlétében. Az igy
létrejott uridin  auxotr6f transzformansok tovabbi
szelektalasaval kivalasztottuk a megfeleld texl1-
promoter: goxA fuziot is tartalmazo T. reesei torzset.

2. abra: A pTESI1 plazmid létrehozasa
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Figure 2: Construction of pTES1 plasmid

Az igy létrehozott transzformans segitségével a
tovabbiakban vizsgalni fogjuk a peptaibol termelést
befolyasold korilményeket. Célunk az optimalis
peptaibol  termeléshez  sziikséges paraméterek
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meghatarozasa, mely segitséget nyujthat hatékonyabb
Trichoderma biopreparatumok el6allitasahoz, illetve
az eredményes biologiai védekezéshez sziikséges
koriilmények kialakitasahoz.
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