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Between 1990 and 1998 a broad spectrum breeding project based on biofungicide
Trichoderma strains was performed by our working group. In this project T. aureoviride, 7.
harzianum and T. viride strains were isolated with excellent antagonistic properties against
plant pathogenic fungi. The culturing parameters, abilities for secretion of extraccllular
enzymes and the in vitro antagonistic abilitics of the strains against Fusarium, Pythium and
Rhizoctonia species were determined. Strains with outstanding properties were bred by
mutagentsis, protoplast fusion and genetic transformation. During breeding by mutagenic
treatment, fungicide resistant, derepressed, and constitutive chitinase- and  protcasc-
producing striins were sclected. After protoplast fusion based on parasexual processes,
recombinants were isolated from crosses between promising strains.

In the case of two 7. harsianum and a T. viride strain, transformation systcms
were worked out based on dominant selectable, and auxotrophy-complementing markers.
In the case of transformation systems with high transformation frequencics,
cotransformation experiments were carried out, and interspecific transgenic progenics were
isolated. Strains with improved antagonistic properties were constructed with all the three
brecding methods. Based on these strains, field experiments are carried out in the BioGen
Ltd. (Tapolca) for the development of products to be applied in agriculture.

Tanszékiinkon az 1990-1998 kozotti idoszakban széleskorii, Trichoderma (orzsckre
alapozott biofungicid torzsnemesitési munka folyt. A munkailatok sorin kivilo,
novénypatogén gombdkat antagonizild 7. aurcoviride, T. harzianum és T. viride (orzscket
izoliltunk.  Meghatiroztuk  a  torzsek  tenyésztési paramétereit,  extracclluliiris
enzimszekretdlo képességét, valamint in virro antagonizmusuk mértékét novénypatogén
Fusarivm, Pythitm és Rhizoctonia torzsckkel szemben. A kicmelked6 képességi torzscket
mutagenezissel,  protoplasztfizioval  és genctikai  transzformdciés  modszerckkel
nemesitcttiik. A mutagénkezeléssel torténd torzsnemesités soran fungicidrezisztens ¢s
derepresszdlt, illetve Konstitutiv Kitindz- ¢s protcaztermeld vonalakat allitottunk cld. A
protoplasztfizids torzsnemesités sordn a paraszexudlis folyamatok felhaszndldsival az
igéretes torzsck keresztezéseb6l szarmazo rekombinansokat izolaltunk.

Két T. harzianum és egy T. viride térzs csctében domindns szelckciés markeren,
valamint auxotréfia-komplementicion alapulé transzformdci6s rendszereket dolgoztunk ki.
A nagy transzformdciés gyakorisigot mutaté transzformdciés rendszerck csctében
kotranszformdcios kisérleteket hajlottunk végre és ezek sordn fajok kozotti transzgénikus
utédokat izoldltunk. Mindhirom ncemesitési program keretében fokozott antagonista
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Kepességli torzseket allitottunk eld, melyckre alapozva jelenleg a BioGen Kft.-ben
¥Tapolca) szént6foldi kisérletek folynak kereskedelmi termékek kialakitdsa céljabol.

MIKOPARAZITA KEPESSEGU TRICHODERMA TORZSEK 1ZOLALASA ES JELLEMZESE
Célunk a fejleszté munka elsd fazisiban minél t6bbféle Trichoderma gombatorzs izolilisa
volt: minél nagyobb a viltozatossig a vizsgdlt torzsek Katabolitikus képességében, annil
nagyobb eséllyel talilhatunk olyan extracelluliris enzimspektrumd torzseket, melyck a
nemesitési program alanydul szolgilhatnak. Torzseinket avar- €s talajmintdkbél izoliltuk.
Egyes tdrzsek izoldldsa specidlis tiptalajon tortént, melyen detektilni lehetett, hogy a
gombasejtfal bontdsdban fontos kulcsenzimeket (B-1.3-glukanidz, Kitindz, protedz)
szekretdlja-e az adott izoldtum. Rifai 1969-es hatirozokulcsa alapjin 341 izoldtumot
azonositottunk, 24 a T. aureoviride, 84 a T. hamatum, 137 a T. harzianum, 21 a T. koningii,
75 pedig a T. viride fajcsoportba tartozott. A torzsek enyhén acidofil mezoterm, illetve
hidegtiir6 sajatsdgokat mutattak. Homérsékleti minimumuk 0-4°C, optimumuk 20-27°C,
maximumuk 28-40°C kozott viltozott. A torzsek jol novekedtek és intenziv konidium-
termelést mutattak vitaminmentes minimdl tiptalajon. Megvizsgaltuk a torzsek szénforrds-
hasznosité képességét 127 szénforrdson, a legnagyobb viltozatossdgot a 7. harzianum ¢s a
T. viride torzsek mutattdk.

A legtsbb ndvénypatogén fonalasgomba scjtfaldt B-1,3-glukan, kitin és jelentds
mennyiségii fchérje alkotja. A jo biopeszticid torzsck mikoparazitizmusanak alapfeltétele a
sejtfalbonté enzimek termelésének képessége, mely clengedhetetlen a  szivohifdk
ndévényparazita gomba hifascjtjcibe torténd juttatasahoz [1]. A nemesités szempontjibdl a
B-1,3-glukandz, a kitiniz és proteidz enzimrendszerek a legfontosabbak, tirzscinknél
clssorban czck termelési képességét vizsgaltuk.

Az extracelluldris celluldz, pektindz, xilandz és amiliz enzimek termelési képességét
szintén tanulmanyoztuk. Ezen cnzimck szubsztritja, mint névényi hulladékanyag, jelentés
mennyiségben van jelen a talajban. Az olyan biopeszticid torzsek, melyek czt
szénforrdsként fel tudjik haszndlni, hosszabb ideig fennmaradhatnak a talajban, és
folyamatosan  fertétienithetik azt. Toérzscink nagy tobbsége termeltc a talajban valo
hosszabb  tiléléshez  szitkséges cnzimekel, és képes volt hasznositani az  dltaluk
felszabaditott gliikézt, galakturonsavat illetve xilézt.

A kulcsenzimek (B-1,3-glukandz, kitindz, protedz) termelését rizatott és feliileti
tenyészetekben tanulmédnyoztuk. A kiilsé kdrnyczeti tényezék koziil a pH megvaltozisa
bizonyos enzimaktivitdsok teljes cltiinéséhez vezethet. Vizsgalatainkat cnyhén savas (pH
5,0), és kdzel neutrélis (pH 6,6) értéknél végeztiik. Néhdny jé tulajdonsdgi torzs esctében
az alacsony vizpotencial, bizonyos nchézfémck és az alacsony hémérséklct in vitro
enzimaktivitisokra gyakorolt hatisit is megvizsgaltuk, czen kémyczeti tényczok nem
gétoltdk az enzimaktivitdsokat olyan mértékben, mint a névekedést [2, 3, 4].

A nemesftési programot kétféle torzstipussal inditottuk, egyrészt két kulcsenzimet
legaldbb kozepesen termeld torzsekkel, mésrészt olyanokkal, melyck mindhiarmat még
megfelelonek tind szinten voltak képesck tecrmelni. Az cnzimtermcelési kisérletckben
biztaténak bizonyult torzseket ndvénypatogén Fusarium, Pythium illetve Rhizoctonia
gombatdrzsekkel ndvesztettitk 6ssze. Az dsszendvési z6ndkbol vett mintik mikroszkopos
vizsgdlata sordn t6bb térzsnél észleltiik szivéhifik kialakuldsdt. A jo cnzimtermel torzsck
egyben jé in vitro antagonistiknak is bizonyultak.

A TORZSEK NEMESITESE MUTAGENEZISSEL
A fenti vizsgélatok alapjén 11 Trichoderma t6rzset vélasztottunk tovibbi nemesités céljira.
A megfeleld UV-érzékenységli  Trichoderma torzsckbl UV-mutagenezissel nagy
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gyakorisaggal Ichct auxotrof ¢s mortologiai mutansokat nyemi. Sziiréscs dusitassal stabsl
auxotrof mutansokat allitottunk cl6 a protoplasztfuzios tovabbnemesités céljara.

A kifejlesztett biopeszticid készitmény hatékonysiga azon miilik, hogy a tdrzs képes-c a
névénypatogén gomba sejtfalaban 1évo B-1,3-glukdn, kitin, fehérje, illetve Pythium fajok
esetében celluléz bontdsdra. A sejtfal bontisiban fontos enzimrendszerek szabilyozdsdban
az indukci6 és a represszio egyarint szerepet jétszik, ezért konstitutiv, illetve derepresszilt
mutansok cldallitasara torckedtiink. Valamennyi torzsbol sikeriilt igérctes mutansokat
izoldInunk.

Az Osszes orzs képes volt exo- és endo-B-1,3-glukandzt indukcié nélkiil is szekretilni,
fgy czen enzimrendszer esetében olyan mutansokat allitottunk el, melyck a B-1.3-
glukanizokat intenzivebben szekretiljik.

Kimutattuk a Trichoderma t6rzsek Kitindz rendszerében fontos endokitindz, exokitiniz,
és B-1,4-N-acetilgliik6zaminididz (NAGiz) enzimeket. A kitindzszintézis represszorai a
talajban nincsenek jelen hatisos Kkoncentriciéban, a nemesités ezért a konstitutiv
enzimszint emelésére irdanyult. Az endokitindz-mutdnsok kompakt novekedésiik, csokkent
konidiumtermelésiik és szivohifiik hidnya miatt biopeszticidként nem alkalmazhatok, az
emelkedett exokitiniz- illetve NAG:iz-szintii torzsck kozott azonban akadtak igéretesck.

A Fusarium fajok sejtfala 20-30%-ban fehérjét tartalmaz, melyen a Trichodermdk
protedizrendszere nem tud dthatolni. Torzseink extracelluldris protedzszintje indukciéval és
represszioval cgyarant szabalyozottnak bizonyult. A talajban nagy koncentraciot clérd
NH,* ion crés represszor volt, mig cgyces monoszacharidok egyaltalan nem represszaltak.
Az Gsszes torzs esctcben crds, gyakran enyhén konstitutiv tripszin-tipusi aktivitdst, a 4/8,
2/2 és 1724 szamui  torzsek  esetében pedig  kimotripszin- és  kimoelasztdz-tipusi
aktivitdsokat is észleltink. Az NH," ion repressziés hatdsdval szemben derepresszilt
mutdansokat minden torzsbol sikeriilt clGillitani a metilamin Trichoderma torzsekre kifejtett
gitlo hatdsin alapuld direkt szelekcids eljardssal. A metilamin-rezisztensek kozott 10-20%-
ban derepresszalt, cnyhén konstitutiv protcaztermceloket taldltunk. Masik dirckt szclckcios
maddszeriink azon alapul, hogy a [chérjealkoto fenilalanin mérgezé aminosav-analdgjival, a
p-fluorfenilalaninnal szemben glutamin jelenlétében izoldlt rezisztensek egy része az
extracelluliris aminosav-decamindzszint emelkedése miatt valik rezisztenssé. A muticio
ezckben  a  mutinsokban egy kozponti  represszor-molekuldt  hatdstalanit, mely a
glutaminnal cgyiitt feju ki hatisiat. A derepresszilt mutdns glutamin jelenlétében is termel
deaminidzt, figy p-fluorfenilalanin-rezisztens. E kozponti represszor-molekula a7
extracelluldris proteizok represszigjival is kapcsolatos, igy ezek is derepressziliti
vilhatnak. Kozel 200 derepresszilt proteiztermelét izolaltunk torzseinkbél, cgy résziiknd!
konstitutiv NAGiiz- illetve proteiz-szekrécio volt ¢szielheto.

TORZSNEMESITES PROTOPLASZTFUZIOVAL
Ezen torzsnemesitési modszer Iénycge, hogy megfeleléen jelolt torzsck protoplasztjainak
indukdlt fizigjival hcterokarionokat allitunk clé. A heterokarionok scjtjciben  Kis
gyakorisiggal kariogimia torténik, ¢és heterozigota diploid sejtmagok jonnek Iétre. Ez a
szomatikus diploid dllapot a fonalasgombdk cgy részében viszonylag stabil, misokban
atmencti. Az clsé csctben haploidizild szerek hatdsira, a mdsodik esetben spontin,
haploidiziciéo  jaszodik  le,  ¢s  ancuploid  szdrmazékokon  keresztiil  haploid
ncokombindnsokhoz juthatunk, mclyck tulajdonsigai a sziiloi torzsckétél mar cltérock
lehetnek. A protoplasztfiizids  torzsnemesitésbe az  antagonizmus-vizsgailatokban
legjobbnak bizonyuld T. harzianum és T. viride izolitumokat vontuk be. A heterokarionok
cléallitisihoz auxotrofia- és rezisztencia-markereket hordozé torzseket haszniltunk. A
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viszgnylagosan stabil auxotréfia-markerek clcgendock hetcrokarionok clbillitasahoz, am
bizgonsdgos rekombindns-izolaldshoz gyakran ncm clegendd cgy-egy auxotrofia-markert
hordoz6 térzs hasznélata.

Valamennyi vizsgélt Trichoderma torzsbl 10’-5x107 db protoplasztot tudtunk
cl6aifitani liofilizalt éticsiga (Helix pomatia) gyomornedv segitségével. A protoplasztok
regenericidjdhoz 0,8 M szacharé6zt alkalmaztunk. A klasszikus PEG-Ca®*-0s médszerrel 12
heterokariont allitottunk clé és belélitk szamos rckombinanst izolaltunk. Felismerésiiket
segftette, hogy minden keresztezésnél recessziv rezisztencia-markert (metilamin-
rezisztencia illetve 8-azaguanin-rezisztencia) is rdépitettink UV-mutagenczissel az
auxotréfia-marker mellé az egyik partnerre. A gyakorisdg igen alacsony volt (0,4-2.4/10°
konidium), és ncm minden hcterokarion esciében jottek Iétre rekombinidnsok. A negativ
csetck magyardzata a rezisztencia- és auxotrofia-markerck  kozotti - esctenkenti erds
transzkapcsoltsig lehet.

Protoplasztfiiziéval sikerrel kereszteztik az USA-ban izolalt, benomil-rezisztens
T. harzianum T9S jeli torzsct hidegtird T. harzienum és T. viride torzscinkkel. Az
intraspccifikus és interspecifikus fiiziokat kovetden Iétrejott benomil-rezisztens (orzsek
fenotipusukat illetve hémérséklcti  optimumukat tckintve a  hidegtird  sziildkre
hasonlitottak, konidiumaik szelcktiv taptalajon torténd csirdzasa pedig nem-
heterokariotikus hifara utalt [S].

TORZSNEMESITES TRANSZFORMACIOVAL

A transzformiciés nemesités lényege, hogy izoldlt DNS-molckulikat juttatunk be a
ncmesitendé  torzsbe, ahol azok a scjtmagba  jutva  gyakran integrilddnak  a
kromoszémidikba, megvaltoztatva eziltal a t6rzs wlajdonsagait. A transzformidld DNS-cen
olyan genetikai markernek kell lennic, mely az adott gombatorzs esetében az idegen DNS-t
beépitett utddok megtalalasit Ichctové teszi, azaz szelckeios Ichetéséget  biztosit.
Leggyakrabban auxotréfia-mutdciét komplementilé vagy rezisztenciit  hordozo
plazmidmolekuldkat hasznilnak erre a célra. Nemesitési kisérletcink sorin a pSVS0),
pCSN43, pKIM7, pPAura-510, pTRura5-3 és a pSal23 plazmidokat alkalmaztuk.

A transzformdciés kisérletekbe a T. harzianum 4/8 ¢és 3/56-MKV2 valamint a T.
viride 1/24-MKV7 tdrzseket vontuk be. Mivel hygromycinnel szemben csak a 7. viride
1/24-MKV7 tbrzs volt elég érzékeny, a T. harzianum 4/8 és 3/56-MKV2 torzsck
transzforméci6jahoz auxotréfia-komplementdciora alkalmas vektorokat vilasztottunk ki,
melyekhez UV mutagenezissel allitottuk clé a mcgfeleld befogado torzscket. Sziréscs
mutdns-disitdsi médszerrel a T. harzianum 4/8 torzsbol 16 arginin-auxotréf mutinst [6],
dirckt szelekciés médszerrel a 7. harzianum 3/56-MKV2 torzsbdl kilenc uracil-auxotrof
mutanst [7] hoztunk Iétrc. Torzscink igen ¢rzckenyck voltak clesztokivonatos tiptalajon
MBC-re, a benomyl hatéanyagdira. A MIC érték 0,5-1 pg/ml kozou variidlt, igy a pSV50)
vektor haszndlata mindegyik esetben lehetséges volt.

A protoplasztok PEG-Ca®* kezelésén alapulé médszerrel valamennyi torzs
esetében szdmos transzformdnst izoldltunk. A T. viride 1/24-MKV7 esetében a pCSN43
(8], a T. harzianum 3/56-MKV2 esetében pedig a pTRura5-3 [7] bizonyult a
leghatékonyabb transzformdciés vektornak. A pSV50 vektor esctében nem sikeriilt
eredményt elémiink.

A kisérleteinkben alkalmazott nukledzgitlé szerek koziil 10 mM koncentriciéban
a putreszcin hidromszoroséra, az aluminon tizszeresére, a spermidin harmincszorosira, a
spermin viszont 8tvenszeresére emelte a transzformiicié gyakorisdgdt 1/24-MKV7/pCSN43
rendszerben [8].
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A Kotranszformadcio lényege, hogy ha a szelekciés markert hordozé plazmid DNS-
en kivill mds, esetleg szelekciés markert nem hordozé DNS-molekulédk is jelen vannak a
transzformdcid sordn, ezek 30-70%-os gyakorisiggal beépiilnek a transzformdnsokba. Az
1/24-MKV7/pCSN43 rendszerrel végzett kotranszformécids kisérletekben a T. harzianum
4/8 6rzsbdl szarmazd 6sszDNS-sel kotranszformiltunk. Az fgy 4tjuttatott genomdarabok
Iénycgesen befolydsolhatjdk a befogad6 t6rzs antagonista képességét. A kotranszformicios
mctodikaval valoban sikeriilt kicmelked6 képességii torzseket izolalnunk.

A VAD ES NEMESITETT TRICHODERMA TORZSEK ANTIBIOTIKUM- ES TOXINTERMELO

KEPESSEGENEK VIZSGALATA
Munkiink sorin a Trichoderma térzsek antimikrobiiilis hatdsd vegyiiletek szekréciojira
valé képességét is vizsgiltuk. Az antibiotikum-termelési képességet lyukteszt-médszerrel
vizsgiltuk cgyszerii  Osszetételi minimadl  tapoldatban, valamint Fusarium  sejtek
jelenlétében megtermelt fermentlevekben. Teszt-mikroorganizmusként baktérium-, ¢leszto-
és fonalasgombafajokat vilasztottunk, koztikk Fusarium culmorum-ot is. Mind a vad, mind
a ncmesitett torzsck esetében a veszélyes immunszupressziv tulajdonsagu, baktériumokat is
gitlo gliotoxin termelése kizdrhatd, a fermentlevek csak fonalasgomba-ellenes aktivitist
mutattak.

A tényleges nemesitési munk:iba bevont torzsek kozil a T. hamatum 2/2 és T.
viride 1/24 vad t6rzscknek nem volt antibiotikus hatdsa. Az antibiotikum-termelési
képesség és a mikoparazita képesség Kizoutt nem tapasztaltunk dsszefliggést, ugyanis épp a
legjobb antibiotikum-tcrmelé 7. hamatum  3/10  torzs  bizonyult a legrosszabb
mikoparazitinak mind in vitro, mind in vivo Koriilmények kozott, mig az antibiotikum-
termelésre képtelen 72 viride 1/24 kiemelkedoen jo antagonista tulajdonsaggal rendelkezett.

A nemesitett  torzsek  esctében  az  antibiotikum-termelé  képesség  nagy
viltozatossigot mutatott. a derepresszalt cnzimtermelok csetében gyakran jelentdsen
emelkedett. Erdekesség, hogy mig a T. viride 1/24 t6rzs képtelen volt antibiotikum-
termelésre, nitrogén-anyageserében  derepresszilt mutdnsai kozott azonban taliltunk
fonalasgomba-cllenes  antibiotikus  aktivitisdakat, bar ezek koéziil sem a legjobb
antibiotikum-termelok voltak a legjobb antagonistak. Gliotoxin-termelésre utalé jeleket a
mutins vonalak esctében sem tapasztaltunk. A hasznositdsra kiemelt torzsek kozil a 7.
harzianum 4/8 ¢és 3/56 izolitumokbol nemesitett torzsek mutattak fonalasgomba-cllencs
antibiotikum-aktivitdst, a 7. viride 1/24 szirmazékai koziil pedig csak a MEA7 torzsnck
volt Aspergillus niger-cllenes hatdsa.

Trichoderma torzseink in vitro antagonizmusdban az antibiotikum-termeld
képességnek tehat clhanyagolhatd a jelentdsége, inkabb a torzsck gombascjtfaloldo
cnzimtermelé képessége a dontd. Hasznositdsra javasolt torzscink toxint nem termelnek,
igy gyakorlati alkalmazisuknak nines akadilya.

A NEMESITETT TORZSEK IN VITRO ES IN vIVO ANTAGONIZALO KEPESSEGE

A mutagenezisscl cléallitott, megviltozott cnzimtermelésii torzsek koziil 72 mutinst
vilasztottunk ki, igy az 6t sziil6i torzzscl cgyiitt a vizsgalatba bevont térzsck szama 77 volt.
Az antagonizimus-vizsgdlatot nitrogén-anyageserére repressziv tdptalajon végeztik
talajban uralkodo viszonyok jobb modellezése céljabél. A legjobb torzsek képesck voltak a
Fusarium-, Pyvthium- és Rhizoctonia-tenyészetekre randni, és dczorganizilni azokat. Az
olyan mutinstipusok koziil keriiltick ki a legjobb biopeszticid-jeloltck, melyckben a
sejtfalbontdshoz sziikséges hiarom enzim arinya osszehangoltan emelkedett meg, de nem
olyan szintig, hogy az mdr az antagonizmushoz sziikséges szivéhifik kialakuldsit zavarja.
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Protoplasztfiziot kovetd rekombindcioval 49 nemesitett torzset sikerUlt
elédllitanunk. Ezeket F. culmorum-mal szemben vizsgéltuk in vitro antagonizmus-tesztben,
és 17, a sziil6i torzs antagonizalé képességét mcghaladd tulajdonsaga torzsct talaltunk.
Ezek kozott kiemelkedd képességilinek az 1/24-R9 és az 1/24-R14, valamint a 4/8-R5 és a
4/8-R7 térzsek bizonyultak.

A transzformacioval eldallitott 177 j torzs kozott 30 igen jo antagonizald torzset
taldltunk in vitro antagonizmus-tesztben F. culmorum-mal szemben. Killondsen jénak
bizonyultak az 1/24-MKV?7 t6rzsbdl késziilt TR14 és TR43, a 3/56-MKV2 térzsbol késziilt
K11, K33, PA24 valamint TR2 ésTR37 torzsnek. A kotranszformiciéval nemesitett
t8rzsek kdzil a KTR23 és a KTR37 bizonyult a legjobbnak.

A szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kozhaszni Tirsasdg dltal végzett in vivo
vizsgdlatokbél megdllapithaté volt, hogy sem a kivilasztott vad, sem pedig a nemesitett
torzsek nem viselkedtek fakultativ parazitaként a csiraz6 kukoricaszemcken, sot
csirazasserkentd hatasuk volt. Szdmos torzs képes volt megvédeni a csirazo kukoricat F.
culmorum tdmadéséval szemben. Az in vitro koriilményck kozott kicmelkedd képességi
torzsek nem bizonyultak minden esetben in vivo is a leghatékonyabbnak, viszont a legjobb
in vivo hatist mutaté térzsek in vitro korillményck kozott is hatékonyabbak voltak a sziloi
torzsnél. A gyakorlati alkalmazhatésig szempontjibdl az in vivo crcdményck a dontock,
ezért az in vivo koriilmények kozott hatékony torzsek gyakorlati hasznositisa céljabél
hasznositasi szerzoédést kotottiink a tapolcai székhcelyii BioGen Kft-vel.

Koszonetnyilvénitds: Munkank az OMFB 91-97-07-0304-es és a TET MAKA 95a-496-0s
szamu szerzddésck tamogatdsaval késziilt.
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