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Az antagonista hatásáról ismert Trichoderma hamatum 42 kDa-os endokitinázát kódoló gént 
transzformáltuk dohány növényekbe. A kitinázok a gombák sejtfalában található kitint hidrolizálják, 
így a transzgenikus vonalaknál megnövekedett toleranciát vártunk a gombás betegségekkel szem­
ben. A szelektív táptalajon nőtt növények morfológiailag és élettanilag nem különböztek a vad típu­
sú növényektől. PCR tesztek bizonyították, hogy a felnevelt és vizsgált növények tartalmazták a 
Trichoderma hamatum endokitinázgénjét. Az ellenőrzött körülmények között történő szürkepenész- 
fertőzések során megállapítottuk, hogy a transzgenikus vonalak különböző mértékű, de nagyobb to­
leranciát mutatnak a gombával szemben, mint a vad típusú növények. A vizsgált gén a második és
harmadik utódnemzedékből is kimutatható volt.

A gombák által okozott betegségek jelentős 
terméskiesést okoznak, az ellenük való védeke­
zés során kijuttatott vegyszerek pedig erősen 
terhelik a környezetet. A rezisztens vagy tole­
ráns fajták termesztésével csökkenteni lehetne a 
károkat. Hagyományos nemesítés során nehéz 
ilyen fajtákat előállítani, de a biotechnológiai 
módszerek alkalmazásával már jó néhány sike­
res kísérletet hajtottak végre. Az egyik legígére­
tesebb módszer, amikor olyan géneket fejeztet­
nek ki a növényben, amelynek a terméke vagy 
toxikus a kórokozó számára, vagy csökkenti an­
nak növekedését. Ilyenek a hidrolitikus enzimek 
(kitinázok, glükanázok), gombák ellen ható fe­
hérjék, antimikrobiális peptidek és a fitoale- 
xinek termeléséért felelős gének (Punja és mtsai 
2001) .

Több sikeres kísérletről számoltak be azok­
ban az esetekben, amelyek során hidrolitikus 
enzimek génjeit fejezték ki a növényekben. 
A hidrolitikus enzimek nagyon fontos szerepet 
játszanak a gombák elleni védekezésben, mert 
hidrolizálják a kitint, amely fontos alkotója na­
gyon sok növénykórokozó gomba sejtfalának. 
Többféle élőlény termel kitináz enzimet, de kü­

lönböző minőségben és mennyiségben. A kö­
vetkező kísérletek során értek el megnövekedett 
rezisztenciát a gombás betegségekkel szemben: 
rizs-kitinázgént fejeztek ki krizantémban 
(Takatsu és mtsai 1999) és szőlőben (Yama­
moto és mtsai 2000); baculovírus-kitinázgént 
dohányban (Shi és mtsai 2000); vad paradi­
csom kitinázgénjét termesztett paradicsomban 
(Tabaizadeh és mtsai 1999).

A legígéretesebb eredményeket akkor érték 
el, amikor Trichoderma fajok kitinázgénjeivel 
dolgoztak. A Trichodermák nemzetségébe tar­
tozó gombák a biológiai növényvédelemben is 
ismertek. Az egyik legelső közlemény, amely­
ben a Trichoderma-máükéXt rezisztenciáról ír­
tak, azt mutatta be, hogy a Trichoderma 
harzianum gátolta a Botrytis cinerea csírázását 
babnövényeken (Zimand és mtsai 1996). Ebben 
a kísérletben közvetlenül használták fel a gom­
bát, Lorito és mtsai (1998) azonban már úgy ala­
kítottak ki rezisztenciát dohányban és burgo­
nyában, hogy a Trichoderma harzianum endo- 
kitináz génjét fejezték ki a növényekben. Ha­
sonló vizsgálatokat végeztek Bolar és mtsai 
(2001), Faize és mtsai (2003), Kikkert és mtsai
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(1998), akik szintén Trichoderma harzianumból 
származó endokitináz segítségével idéztek elő re­
zisztenciát almában és szőlőben.

A biológiai növényvédelemben azonban 
nemcsak a Trichoderma harzianum használha­
tó. Hazai kutatások során más Trichoderma fa­
jokat is vizsgáltak. Fekete és mtsai (1996) a 
Trichoderma hamatum endokitinázgénjét kló­
nozták. Ezt a munkát Giczey és mtsai folyatták 
(1998), akik megnövelték a gén kópiaszámát a 
gombában, ezáltal annak kitinázaktivitása is 
megnövekedett. Úgy gondoltuk, hogy ennek a 
génnek a növényekben való kifejezése megnö­
veli a növény kitinázaktivitását, ezáltal toleran­
ciát, esetleg rezisztenciát idézhetünk elő a 
transzgenikus vonalakban.

Mielőtt gazdaságilag fontos növények 
transzformálásába kezdtünk volna, egy modell- 
növényen, a dohányon teszteltük a rendszer al­
kalmazhatóságát.

Anyag és módszer

A transzformációhoz használt konstrukció 
alapját a pGA 482 jelű plazmid képezte, amely­
be a Trichoderma hamatum 42 kDa-os endoki- 
tinázát kódoló gént építettük be a karfiol mozaik 
vírus 35 S promóterének és a nopalin szintáz 
gén terminátor régiójának irányítása alatt. 
A konstrukció kanamycin-rezisztenciát hordoz 
(1. ábra), így a növények szelektív táptalajon 
tartva egyszerűen szelektálhatóak. A transzfor­
mációhoz a C58C1 jelű Agrobacterium tumefa- 
ciens törzset használtuk. Nicotiana tabacum 
’Xanthi’ dohányfajtát használtuk a kísérletek­
ben, a transzformációt Horsch és mtsai (1985)

munkája alapján végeztük. A transzformánsok- 
ból magot fogtunk, és az utódnemzedékeket is 
vizsgáltuk.

A szelektív táptalajon nőtt növényeket 
polimeráz láncreakcióval (PCR) teszteltük, 
hogy megbizonyosodjunk arról, tartalmazzák-e 
a Trichoderma hamatum endokitinázgénjét. 
A gén egy 164 bp-os darabját felismerő primer- 
párt használtunk a vizsgálatokhoz. A felszaporí­
tott DNS-szakasz nukleotidsorrendjét meghatá­
roztuk, és az ismert adatbázisokkal hasonlítot­
tuk össze.

A fertőzési kísérletekhez olyan Botrytis 
cinerea törzset használtunk, amelyet fertőzött 
málnanövényről, szabadföldről gyűjtöttünk be, 
és burgonya-dextróz-agaron tartottunk fenn. 
A fertőzés különböző módszerekkel, független 
kísérletek során, 2 ismétlésben történt: (1) az 
előzetesen tűvel megsebzett levelekre gomba- 
micéliumot tartalmazó agarkorongokat helyez­
tünk (1 korong/levél, 3 korong/növény), (2) a 
gomba szkleróciumát a növények talajára he­
lyeztük, vagy (3) a sporuláló gomba táptalajáról 
steril desztillált vízzel lemosott spóraszuszpen- 
ziót permeteztünk a növényekre. Mindhárom 
esetben nagyon fontos körülmény volt a nagy 
páratartalom, illetve a 20 °C alatti hőmérséklet. 
Az első esetben a léziók nagyságát hasonlítottuk 
össze 2 nappal a fertőzés után, a másik két fertő­
zési mód során a fertőzöttség százalékát hatá­
roztuk meg a növény egészéhez viszonyítva, 
2 héttel a fertőzés után. Kontrollként transzfor- 
málatlan növényeket használtunk.

Eredmények és következtetések

A szelektív táptalajon nőtt nö­
vényeket PCR-rel vizsgáltuk, és 
megállapítottuk, hogy a Tricho­
derma hamatum endokitináz- 
génje stabilan beépült a növé­
nyekbe (2. ábra). A gént a 2. és 3. 
utódnemzedékben is kimutattuk.

Annak ellenére, hogy a fel­
szaporított nukleotidszakasz nem 
volt megtalálható a transzformá- 
latlan kontrollnövényben, min­
denképpen szerettünk volna

> ------------------------------- ►

1. ábra. Transzformációs vektor: RB, LB: T-DNS határszekvenciák; 
PNOs ; nopalin szintáz promoter; npt: kanamycin rezisztenciáért felelős 

neomycin foszfotranszferáz-gén; P35S: karfiol mozaik vírus 35S 
promótere; Tham-42kDa-chit: a  Trichoderma hamatum 42 kDa-os 

endokitinázát kódoló gén; TNOS: nopalin szintáz terminátor
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alacsonyabb volt, mint a kont- 
rollnövényé (4. ábra). Mindkét 
fertőzés során a 9. vonalnál le­
hetett a legenyhébb tüneteket 
megfigyelni.

Érdekes megfigyelést tet­
tünk abban a kísérletben, 
amelyben a gomba szkleróci- 
umát helyeztük a növény talajá­
ra. Abban az esetben, ha a 
gomba a növény szárát támadta 
meg, a növény elpusztult, füg­
getlenül attól, hogy transz- 
genikus volt-e vagy sem. Ha 
azonban a növény levelét fer- 

megbizonyosodni arról, hogy nem egy növényi tőzte meg, a 4. ábrán látható mértékben fertő­
eredetű kitinázgént szaporítottunk fel a reakció ződtek a növények. Ebből arra következtettünk, 
során. Ezért a szakaszt szekve- 
náltuk, és a kapott eredményt 
összehasonlítottuk az adatbázi­
sokban található szekvenciákkal.
Megállapítottuk, hogy a frag­
mentum 100%-os homológiát 
mutat a Trichoderma hamatum 
endokitinázgénjének adatbázis­
ban található szekvenciáival, de 
nem mutat homológiát növényi 
eredetű kitinázgénekkel.

A transzgenikus vonalakat 
Botrytis cinereávd fertőztük. Az 
első fertőzési mód esetén -  ami­
kor gombamicéliummal átszőtt 
agarkorongokat helyeztünk a le­
velekre -  megállapíthattuk, hogy 
a kontrolihoz képest kisebb lézi- 
ók voltak megfigyelhetők a transz- 
formáns növényeken, kivéve a 7. 
vonalat, amelyen a kontrolihoz 
hasonló tüneteket figyeltünk meg.
A 8. és 9. vonal esetében nem ala­
kultak ki tünetek (3. ábra).

A spóraszuszpenzióval per­
metezett növényeken keletkezett 
tüneteket 2 héttel a fertőzés után 
vizsgáltuk. Megállapítottuk, 
hogy a 7. vonal itt is a legerősebb 
tüneteket mutatta, a többi vonal 
esetében a fertőzöttség szintje

Kontroll 1. 4. 5. 7. 8.
Növényi vonalak

9.

3. ábra. A szürkepenész által okozott léziók nagysága a  növények 
levelén 2 nappal a fertőzés után, az (1) jelű fertőzési kísérlet során. 
Az értékek az egyes vonalakon belül mért értékek átlagát mutatják

4. ábra. A Botrytis cinerea-fertőzés hatása a spóraszuszpenzióval 
permetezett dohánynövónyekre, 2 héttel a  fertőzés után. Az értékek a 
fertőzött részek százalékos arányát mutatják az egészhez viszonyítva

2 3  4 5 6  K + M

2. ábra. A PCR vizsgálat eredm énye.1-6. oszlop: az egyes transzgenikus 
vonalak; 7. oszlop (K): transzformálatlan kontroll; 8. oszlop (+): plazmid 

kontroll; 9. oszlop: marker
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hogy a kitinázgén kifejeződésének szintje a 
szárban jóval alacsonyabb, mint a levélben, 
ezért ott nem tud védelmet nyújtani a kórokozó­
val szemben. Ezt a hipotézist még további vizs­
gálatokkal kell megerősítenünk.

Folyamatban van a transzgenikus vonalak 
kitinázszintjének vizsgálata. Ehhez olyan mód­
szert kell kidolgoznunk, amellyel az egyes vo­
nalak közötti kitinázaktivitás-különbségek ki­
mutathatóak. A módszer során el kell különíte­
nünk a növényi eredetű és a gombából származó 
kitináz enzimeket is.

Növelnünk kell továbbá a kitinázgén kifeje­
ződését a szárban, hiszen sok növényen a szür­
kepenész éppen a növény szárán okozza a legve­
szélyesebb fertőzést. Ezt specifikus promóterek 
alkalmazásával érhetjük el.

Összegzésképpen megállapíthatjuk, hogy a 
Trichoderma kamatúm endokitináz génjének 
segítségével olyan vonalakat állítottunk elő, 
amelyek a szürkepenész- (Botrytis cinerea) fer­
tőzéssel szemben különböző fokú, megnöveke­
dett ellenállóságot mutatnak. Az eredmény na­
gyon ígéretes, és további finomítások után min­
denképpen érdemes gazdaságilag fontos növé­
nyeken is alkalmazni. A kitinázgént termelő nö­
vények várhatóan nem csak a szürkepenész, 
hanem bármely kitin sejtfalú gombával szem­
ben ellenállóbbak lesznek, ezáltal növényvédel­
mük környezetkímélőbbé válhat, hiszen termesz­
tésük során kevesebb vegyszert kell használni.

Köszönetnyilvánítás

Munkánk az OTKA (T 032402) és az OTKA 
Tudományos Iskola (TS 44778) pályázatai kere­
tén belül folyik. Köszönet illeti Zalka Andreát a 
szürkepenész-fertőzésben nyújtott segítségéért.
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TRICHODERMA ENDOCHITINASE GENE AS A TOOL FOR OBTAINING GREY MOULD 
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Trichoderma species are known to have strong antifungal effect caused by their extracellular 
chitinase enzymes, which hydrolyse the chitin, an important constituent of the fungal cell wall. The 
42 kDa endochitinase gene of Trichoderma hamatum was introduced to Nicotiana tabacum plants 
by Agrobacterium tumefaciens mediated transformation. The transformed plantlets grown on selec­
tive medium showed no morphological or physiological difference as compared to the wild type 
plants. They all were positive in PCR tests performed to screen a 164 bp sequence of the 
Trichoderma endochitinase gene. The sequence of the amplified fragment was analysed and showed 
100% homology with the Trichoderma hamatum endochitinase gene. We did not detect homology 
with plant origin chitinase enzymes. Compared to the untransformed control, all transgenic lines 
showed higher tolerance to Botrytis cinerea in fungal infection experiments, although differences 
between the lines could be detected. Several further experiments should be done, but it can be stated 
that this gene could be used to induce fungal resistance in commercially important plants too.
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