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TRICHODERMA ENDOKITINAZ GEN FELHASZNALASA
SZURKEPENESZ-ELLENALLOSAG KIALAKITASARA

Kaélai Katalin', Giczey Gdbor!, Mészaros Annamaria's3, Dénes Ferenc? és Balézs Ervin':3
'Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatékézpont, 2100 Gédéll6, Szent-Gyérgyi A. u. 4.
2Fertédi Gyimélestermesztési Kutaté-Fejlesztd Intézet Kht. 9435 Sarréd, Kossuth u. 57.
SMTA Mezégazdasagi Kutatéintézete, 2462 Martonvasar, Brunszvik u. 2.

Az antagonista hatasdrdél ismert Trichoderma hamatum 42 kDa-os endokitindzdt kédolé gént
transzformdltuk dohdnynovényekbe. A kitindzok a gombdk sejtfaldban taldlhato kitint hidrolizaljak,
igy a transzgenikus vonalakndl megnovekedett tolerancidt vdrtunk a gombds betegségekkel szem-
ben. A szelektiv tdptalajon nétt novények morfolégiailag és élettanilag nem kiilonbéztek a vad tipu-
sit novényektsl. PCR tesztek bizonyitottdk, hogy a felnevelt és vizsgdlt névények tartalmazidk a
Trichoderma hamatum endokitindzgénjét. Az ellendrzott koriilmények kozétt torténd sziirkepenész-
fertozések sordn megdllapitottuk, hogy a transzgenikus vonalak kiilonbozd mértékil, de nagyobb to-
lerancidt mutatnak a gombdval szemben, mint a vad tipusi névények. A vizsgdlt gén a mdsodik és

harmadik utédnemzedékbdl is kimutathaté volt.

A gombik dltal okozott betegségek jelentds
terméskiesést okoznak, az elleniik val6 védeke-
zés sordn kijuttatott vegyszerek pedig erdsen
terhelik a kérnyezetet. A rezisztens vagy tole-
réans fajtdk termesztésével csokkenteni lehetne a
kédrokat. Hagyomanyos nemesités sordan nehéz
ilyen fajtikat elédllitani, de a biotechnol6giai
médszerek alkalmazdsdval mar jé néhany sike-
res kisérletet hajtottak végre. Az egyik legigére-
tesebb médszer, amikor olyan géneket fejeztet-
nek ki a névényben, amelynek a terméke vagy
toxikus a kérokozé szdmdra, vagy csokkenti an-
nak novekedését. Ilyenek a hidrolitikus enzimek
(kitindzok, gliikanazok), gombdk ellen hat6 fe-
hérjék, antimikrobidlis peptidek és a fitoale-
xinek termeléséért felelGs gének (Punja és mtsai
2001).

Tobb sikeres kisérletrdl szamoltak be azok-
ban az esetekben, amelyek sordan hidrolitikus
enzimek génjeit fejezték ki a nodvényekben.
A hidrolitikus enzimek nagyon fontos szerepet
jatszanak a gombdk elleni védekezésben, mert
hidrolizaljak a kitint, amely fontos alkotéja na-
gyon sok novénykérokozé gomba sejtfaldnak.
Tobbféle é161ény termel kitindz enzimet, de kii-

16nb6z6 mindségben és mennyiségben. A ko-
vetkezd kisérletek sordn értek el megnovekedett
rezisztencidt a gombds betegségekkel szemben:
rizs-kitindzgént fejeztek ki krizantémban
(Takatsu és mtsai 1999) és sz616ben (Yama-
moto és mtsai 2000); baculovirus-kitindzgént
dohényban (Shi és mtsai 2000); vad paradi-
csom kitindzgénjét termesztett paradicsomban
(Tabaizadeh és mtsai 1999).

A legigéretesebb eredményeket akkor érték
el, amikor Trichoderma fajok kitindzgénjeivel
dolgoztak. A Trichodermdk nemzetségébe tar-
toz6 gombdk a bioldgiai ndvényvédelemben is
ismertek. Az egyik legelsé kozlemény, amely-
ben a Trichoderma-indukalt rezisztencidrol ir-
tak, azt mutatta be, hogy a Trichoderma
harzianum gétolta a Botrytis cinerea csirdzdsat
babnévényeken (Zimand és mtsai 1996). Ebben
a kisérletben kozvetleniil hasznaltdk fel a gom-
bét, Lorito és mtsai (1998) azonban mar tigy ala-
kitottak ki rezisztencidt dohdnyban és burgo-
nyéban, hogy a Trichoderma harzianum endo-
kitindz génjét fejezték ki a novényekben. Ha-
sonlé vizsgdlatokat végeztek Bolar és mtsai
(2001), Faize és mtsai (2003), Kikkert és mtsai
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(1998), akik szintén Trichoderma harzianumbdl
szdrmaz6 endokitindz segitségével idéztek els re-
zisztencidt alméban €s sz6l6ben.

A biolégiai novényvédelemben azonban
nemcsak a Trichoderma harzianum hasznalha-
t6. Hazai kutatdsok sordn mas Trichoderma fa-
jokat is vizsgdltak. Fekete és mtsai (1996) a
Trichoderma hamatum endokitindzgénjét kl6-
noztdk. Ezt a munkat Giczey és mtsai folyattak
(1998), akik megnovelték a gén képiaszdmat a
gombdban, ezdltal annak kitindzaktivitdsa is
megnévekedett. Ugy gondoltuk, hogy ennek a
génnek a névényekben valé kifejezése megno-
veli a novény kitindzaktivitasat, ezéltal toleran-
cidt, esetleg rezisztencidt idézhetiink el6 a
transzgenikus vonalakban.

Mielétt gazdasdgilag fontos novények
transzformdldsaba kezdtiink volna, egy modell-
novényen, a dohdnyon teszteltiik a rendszer al-
kalmazhatésdgat.

Anyag és médszer

A transzformdciéhoz haszndlt konstrukci6
alapjat a pGA 482 jelii plazmid képezte, amely-
be a Trichoderma hamatum 42 kDa-os endoki-
tindzdt kédolo gént épitettiik be a karfiol mozaik
virus 35 S prométerének és a nopalin szintdz
gén termindtor régiéjanak irdnyitdsa alatt.
A konstrukcié kanamycin-rezisztenciit hordoz
(1. dbra), igy a novények szelektiv tdptalajon
tartva egyszer(en szelektdlhat6ak. A transzfor-
mdciéhoz a C58Cl1 jeld Agrobacterium tumefa-
ciens torzset haszndltuk. Nicotiana tabacum
'Xanthi’ dohdnyfajtdt hasznéltuk a kisérletek-
ben, a transzformdciét Horsch és mtsai (1985)

munkdja alapjan végeztiik. A transzformansok-
b6l magot fogtunk, és az utédnemzedékeket is
vizsgaltuk.

A szelektiv tdptalajon nétt novényeket
polimerdz lancreakcioval (PCR) teszteltiik,
hogy megbizonyosodjunk arrél, tartalmazzék-e
a Trichoderma hamatum endokitindzgénjét.
A gén egy 164 bp-os darabjit felismerd primer-
part haszndltunk a vizsgalatokhoz. A felszapori-
tott DNS-szakasz nukleotidsorrendjét meghata-
roztuk, és az ismert adatbazisokkal hasonlitot-
tuk Gssze.

A fertézési kisérletekhez olyan Botrytis
cinerea torzset haszniltunk, amelyet fertézott
mélnanévényrdl, szabadfoldrél gydjtéttiink be,
és burgonya-dextr6z-agaron tartottunk fenn.
A fertdzés kiilonb6z6 modszerekkel, fiiggetlen
kisérletek sordn, 2 ismétlésben tortént: (1) az
el6zetesen tlivel megsebzett levelekre gomba-
micéliumot tartalmazé agarkorongokat helyez-
tiink (1 korong/levél, 3 korong/novény), (2) a
gomba szkleréciumat a novények talajara he-
lyeztiik, vagy (3) a sporuldlé gomba tdptalajirdl
steril desztillalt vizzel lemosott spéraszuszpen-
zi6t permeteztiink a novényekre. Mindhdrom
esetben nagyon fontos koriilmény volt a nagy
pdratartalom, illetve a 20 °C alatti h6mérséklet.
Azelsé esetben a 1ézidk nagysdgét hasonlitottuk
Ossze 2 nappal a fert6z€s utdn, a mésik két ferts-
zési mod sordn a fert6zottség szdzalékdt hata-
roztuk meg a novény egészéhez viszonyitva,
2 héttel a fert6zés utan. Kontrollként transzfor-
mdlatlan névényeket haszndltunk.

Eredmények és kovetkeztetések

A szelektiv tdptalajon nétt no-

> vényeket PCR-rel vizsgdltuk, és
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megdllapitottuk, hogy a Tricho-
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. derma hamatum endokitindz-
Ball génje stabilan beépiilt a nové-
nyekbe (2. dbra). A génta 2. és 3.
utédnemzedékben is kimutattuk.

1. abra. Transzforméacios vektor: RB, LB: T-DNS hatarszekvenciak;
Pnos: nopalin szintaz prométer; npt: kanamycin rezisztenciaért felelés
neomycin foszfotranszferéz-gén; Pysq: karfiol mozaik virus 35S
prométere; Tham-42kDa-chit: a Trichoderma hamatum 42 kDa-os
endokitinazat kédolé gén; Tyog: nopalin szintaz terminétor

Annak ellenére, hogy a fel-
szaporitott nukleotidszakasz nem
volt megtaldlhaté a transzforma-
latlan kontrollnévényben, min-
denképpen szerettiink volna
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alacsonyabb volt, mint a kont-
rollnévényé (4. dbra). Mindkét
fert6zés sordn a 9. vonalnal le-
hetett a legenyhébb tiineteket
megfigyelni.
Erdekes megfigyelést tet-
M Tk bp tiink abban a kisérletben,
amelyben a gomba szkleréci-
umait helyeztiik a novény talaja-
ra. Abban az esetben, ha a
gomba a névény szérdt tdimadta

2. 4bra. A PCR vizsgélat eredménye.1—6. oszlop: az egyes transzgenikus ~ M€E, 4 ndvény elpusztult, fiig-
vonalak; 7. oszlop (K): transzformalatlan kontroll; 8. oszlop (+): plazmid ~ getleniil attél, hogy transz-

kontroll; 9. oszlop: marker genikus volt-e vagy sem. Ha

azonban a novény levelét fer-

megbizonyosodni arrél, hogy nem egy novényi  t6zte meg, a 4. dbrdn lithaté mértékben ferts-
eredet( kitindzgént szaporitottunk fel a reakcié  z6dtek a novények. Ebb6l arra kvetkeztettiink,

sordan. Ezért a szakaszt szekve-
naltuk, és a kapott eredményt
osszehasonlitottuk az adatbézi-
sokban taldlhat6 szekvencidkkal.
Megallapitottuk, hogy a frag-
mentum 100%-0s homolégiat
mutat a Trichoderma hamatum
endokitindzgénjének adatbézis-
ban taldlhat6é szekvencidival, de
nem mutat homolégidt névényi
eredet( kitindzgénekkel.

A transzgenikus vonalakat
Botrytis cineredval fert6ztiik. Az
els6 fert6zési mod esetén — ami-
kor gombamicéliummal dtszétt
agarkorongokat helyeztiink a le-
velekre — megdllapithattuk, hogy
a kontrollhoz képest kisebb lézi-
ok voltak megfigyelhetdk a transz-
formans novényeken, kivéve a 7.
vonalat, amelyen a kontrollhoz
hasonlé tiineteket figyeltiink meg.
A 8. és 9. vonal esetében nem ala-
kultak ki tiinetek (3. dbra).

A spéraszuszpenzidval per-
metezett novényeken keletkezett
tiineteket 2 héttel a fert6zés utdn
vizsgdltuk.  Megdllapitottuk,
hogy a 7. vonal itt is a legerésebb
tiineteket mutatta, a tobbi vonal
esetében a fertézottség szintje

Léziok mérete (cm)

Kontroll 1. 4. 5 Y 8. 9.

Noévényi vonalak

3. abra. A szlrkepenész dltal okozott |éziok nagysaga a ndvények
levelén 2 nappal a fertézés utan, az (1) jeld fert6zési kisérlet soran.
Az értékek az egyes vonalakon bellil mért értékek atlagat mutatjak

Kontroll 1. 4, 5 74 8. 9.

A fertb zottség mértéke (%)

Novényi vonalak

4. abra. A Botrytis cinerea-fertézés hatasa a spéraszuszpenziéval
permetezett dohanyndvényekre, 2 héttel a fertézés utan. Az értékek a
fert6zott részek szazalékos aranyat mutatjak az egészhez viszonyitva
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hogy a Kkitindzgén kifejezGdésének szintje a
szdrban jéval alacsonyabb, mint a levélben,
ezért ott nem tud védelmet nyujtani a kérokoz6-
val szemben. Ezt a hipotézist még tovédbbi vizs-
gdlatokkal kell megerGsitentink.

Folyamatban van a transzgenikus vonalak
kitindzszintjének vizsgélata. Ehhez olyan méd-
szert kell kidolgoznunk, amellyel az egyes vo-
nalak kozotti kitindzaktivitds-kiilonbségek Kki-
mutathatéak. A médszer sordn el kell kiilonite-
niink a novényi eredetii és a gombabdl szirmazo
kitindz enzimeket is.

Névelniink kell tovdbba a kitindzgén kifeje-
z6dését a szdrban, hiszen sok novényen a sziir-
kepenész éppen a novény szardn okozzaa legve-
szélyesebb fert6zést. Ezt specifikus prométerek
alkalmazasdval érhetjiik el.

Osszegzésképpen megallapithatjuk, hogy a
Trichoderma hamatum endokitindz génjének
segitségével olyan vonalakat dllitottunk eld,
amelyek a sziirkepenész- (Botrytis cinerea) fer-
t6zéssel szemben kiilonboz6 foki, megnoveke-
dett ellendllésdgot mutatnak. Az eredmény na-
gyon igéretes, és tovabbi finomitdsok utdn min-
denképpen érdemes gazdasagilag fontos nové-
nyeken is alkalmazni. A kitindzgént termeld no-
vények varhatéan nem csak a sziirkepenész,
hanem barmely kitin sejtfald gombéval szem-
ben ellendllébbak lesznek, ezdltal novényvédel-
miik kornyezetkimél6bbé vélhat, hiszen termesz-
tésiik sordn kevesebb vegyszert kell hasznélni.

Koszonetnyilvanitas

Munkénk az OTKA (T 032402) és az OTKA
Tudomadnyos Iskola (TS 44778) pélydzatai kere-
tén beliil folyik. K&szonet illeti Zalka Andredt a
sziirkepenész-fert6zésben nyijtott segitségéért.
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TRICHODERMA ENDOCHITINASE GENE AS A TOOL FOR OBTAINING GREY MOULD
RESISTANCE
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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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