o aago g
\\ IS LW\

BIOTECHNOLOGIAI SZEMPONTBOL FONTOS TRICHODERMA ES
CLAVICEPS TORZSEK NEMESITESE MUTAGENEZISSEL,
PROTOPLASZTFUZIOVAL ES TRANSZFORMACIOVAL

Tézisek

Dr.Manczinger Laszlo
adjunktus

JATE Mikrobiolégiai Tanszék

SZEGED 1995



1. TUDOMANYOS ELOZMENYEK

A Trichoderma génusz tagjai a Hypocrea ascomycaeta génusz anamorphjai (1).
A legtobb faja rendkiviil elterjedt a természetes €lGhelyeken (2). Extracellularis
biopolimer-bonté enzimrendszereikkel résztvesznek a novényi és allati hulladék anyagok
lebontasaban. Sok kozottik a fakultativ mikoparazita. Hatékony extracellularis
enzimtermel$ képességiik valamint gombaparazitizmusuk miatt a biotechnologiai
kutatasok gyakori alanyai (3,4).
Bizonyos 7richoderma izolatumok azon képességét, hogy mas gombakat, igy talajlako
novényparazita gombakat (pl. Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium, Phythium stb. fajok )
szivohifaikkal és extracellularis sejtfalbonto enzimeikkel képesek elpusztitani, tobb
orszagban probaljak felhasznalni arra, hogy biofungicid készitményeket allitsanak el6 (4).
A vad torzsek hatékonysaga azonban meglehetésen rossz , igy a torzsek nemesitésre
szorulnak. A rossz hatékonysag oka az, hogy a parazitalashoz sziikséges "kulcsenzimek",
a B-1,3-glukanazok, kitinazok és proteinazok szekrécioja indukcioval és represszioval
egyarant szabalyozott a 7richoderma fajokban (5).

Cellulaz termel§ képességével a 7. reesei /korabban 7. viride illetve 1. longibrachiatum
/ tiinik ki. Olyan cellulaz enzimrendszert szekretal, mely még a kristalyos allapotu
cellulozt is képes lebontani. A j6 cellulaz illetve hemicellulaz termel torzsek nemesitése
kilonosen az 1970-es évektdl kezdGdben valt intenzivvé (6). Ebbe a nemesitési munkaba
kapcsolédtam be 1977-t6l és eredményeim alapjan irtam és védtem meg egyetemi
doktori disszertaciomat.

A Claviceps génusz tagjai fontos alkaloidokat termel6 fakultativ novényparazita fonalas
gombak. Olyan alkaloidokat termelnek, melyeket sokféle gyogyszerkészitmény
gyartasanal felhasznalnak (7). Ezen gomba fajok mesterséges szubsztratokon
fermentorban is képesek az alkaloidokat megtermelni, de vegyulet-spektrum és

mennyis€g vonatkozasaban az ipari torzsek tobbsége nemesitésre szorul.



2. CELKITUZESEK

A Trichoderma longibrachiatum QM414 torzs nemesitése:

Ennek az USA-ban ismételt mutagenezissel eléallitott jo cellulaz termel6 torzsnek 1977-
ben kezdtiik meg atfogd genetikai vizsgalatat. Semmi sem volt az ideig ismert a torzs
paraszexualis ciklusarol. Célul tliztiik ki ennek feltarasat és olyan nemesitési modszerek
kidolgozasat, melyek a paraszexualis ciklusban keletkez6 genetikai neokombinansok és
rekombinansok esetlegesen kedvezd 1) tulajdonsagain alapulnak.

A nemesités masodik fazisaban tervbevettiik genetikai transzformacios rendszerek

kidolgozasat is melyeket alkalmazni lehet e torzs transzformacios nemesitésére.

Célul tiztiik ki tovabba Trichoderma torzsek izolalasat hazai és kiilfoldi
talajmintakbol,hogy koziiliik a legjobb extracellularis enzimtermelSképességii torzsekbol
kiindulva fokozott mikoparazita képességi torzseket allitsunk el6 mutagenezissel,

protoplasztfuzioval é€s transzformacioval.

Tovabbi kutatasi célunk volt, hogy megvizsgaljuk Claviceps torzsek nemesithetdségét

mutagenezis €s protoplasztfuizio segitségével.

3. A KUTATOMUNKA SORAN FELHASZNALT FONTOSABB MODSZEREK

A torzsek fenntartasa élesztékivonat taptalajon tortént (8).

Az auxotrof mutansok izolalasahoz UV-mutagenezist kovetGen sziiréses dusitast
alkalmaztunk (9). Akonidialis Claviceps torzsekbdl a mutansokat protoplasztjaik y-
sugar kezelésével allitottuk el6. A specifikus uracil auxotrofok izolalasahoz direkt

szelekciot hasznaltunk 5-fluoroorotsav segitségével (10).



A protoplasztok el6allitasa a JATE Mikrobiolégiai Tanszékén késziilt liofilizalt
csigaenzim készitménnyel tortént Ferenczy és mtsi. modszerével (11), mely valamennyi
torzsiunk esetében fiatal razatott kulturakat hasznalva elegendé protoplasztot adott a
kisérletek sikeres elvégzéséhez. A protoplasztfiiziok kivaltasara a polietiléngliol-Ca™*™
modszert hasznaltuk (12). A fuzios termékek regeneracidjahoz 0,6M KCl illetve mas
torzsek esetében 0,8M szachar6z bizonyult a legjobb ozmotikus stabilizatornak.

el megfeleld optimalizalasok utan. A transzformansok genomjanak hibridizacios
analiziséhez a Boehringer cég nonizotop hibridizacios kitjét hasznaltuk fel az 6ssz DNS
kivonasa és tisztitasa (14) , horizontalis gélelektroforézise és blottolasa (15) utan.

A sziil6i és a nemesitett torzsek enzimaktivitasanak in situ detektalasara és mérésére p-
nitrofenil , metilumbelliferil , aminometilkumarin, B-naftil illetve p-nitroanilid tipusu
mesterséges kromogén illetve fluorogén enzimszubsztratokat hasznaltunk (16).

Az emelkedett szintl B-1,3-glukanaz mutansok detektalasa a laminarin-kongévoros
technikaval tortént (17). A glukanaz , cellulaz és hemicellulaz ativitasok mérésénél Miller

dinitroszalicilsavas modszerét (18) alkalmaztuk.

4. SAJAT KUTATASI EREDMENYEK

4.1. A Trichoderma longibrachiatum QM 9414 torzsének nemesitése

-A t0rzsbdl sikerrel izolaltunk mintegy 1000 mono- és diauxotrof mutanst egy a torzsre

adaptalt sziiréses dusitasi eljarassal.
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esetében.



- Megfelel6 genotipust torzsek felhasznalasaval protoplasztfizioval heterokarionokat
allitottunk el6 és felhasznalasukkal bizonyitottuk, hogy a paraszexualis ciklus jelen van a
torzsben, de a szomatikus diploid sejtmag rendkiviil instabil, igen nagy gyakorisaggal
aneuploidokon keresztiil spontan még a heterokariotikus hifa sejteken beliil
haploidizalodik , mikozben genetikai neokombinansok keletkeznek (8). Ezt a jelenséget

azéta tobb mas kutatocsoport is igazolta €s parameidzisnak nevezték el (19).

-A torzs auxotrof mutansaibol sikertilt olyan 2-dezoxigliikoz rezisztens mutansokat

izolalnunk, melyek recesszivnek bizonyultak heterokarion allapotban (20).

- Amennyiben a protoplasztfiizios keresztezésekben az egyik partner ilyen rezisztens
mutans volt a masik pedig 2-dezoxigliikkoz érzékeny auxotrof torzs a létrehozott
heterokarion konidiumait 2-dezoxigliikozzal kiegészitett minimal taptalajra csikozva a
haploid prototrof rekombinansok sokkal gyorsabban névekedtek mint a heterokariotikus
elemekbdl megeredt telepek. Igy kozvetleniil haploid prototréf rekombinansokra
tudtunk szelektalni. Modszeriinket mind elméleti genetikai kutatasok mind pedig

gyakorlati nemesitési célok megvalositasara sikerrel tudtuk felhasznalni (21).

-A késdbbiekben megvizsgaltuk a torzs nemesitésének IehetGségét transzformacios
modszerekkel is. Sikerrel transzformaltuk a torzs protoplasztjait heterolog vektorokkal.
Sziiréses dusitassal karbamoil-ornitin transzferaz mutansokat izolaltunk, melyeket 20-30
transzformans / ug DNS gyakorisaggal transzformalni tudtunk a pSal23 plazmiddal, mely
az Aspergillus nidulans argB génjét tartalmazta. Megfelel$ uracil auxotréf mutans
felhasznalasaval a Neurospora crassa pyr4 génjével / pKIM7 illetve pDJB3 plazmidok /
valamint az A.nidulans pyrG génjével /pPL6 plazmid / nagy hatasfokkal tudtuk a torzset
transzformalni /500-1000 transzformans / pug plazmid DNS /. Az eredeti vad torzsben az

Escerichia coli kloramfenikol rezisztencia génje /pBR329 plazmid / illetve éleszt



/pCH100 plazmid / promoterrel nem expresszalodott elég hatékonyan. A N.crassa

benomil rezisztencia génje /pSV50 plazmid / szintén hasznalhatatlannak bizonyult (22).

4.2. Rendszertani és okologiai kutatasi eredmények

-Vizsgalataink soran mintegy 400, zold konidiumot képz6 Trichoderma torzset

izolaltunk hazai és kulfoldi ( braziliai €s kubai ) talajmintakbol.

-A torzseket Rifai (1969) hatarozokulcsa (1) alapjan azonositottuk, majd megvizsgaltuk
az izolatumok asszimilacios spektrumat 130 kiilomboz6 szénforrason.

A kapott eredményeket numerikus taxonoémiai modszerekkel dolgoztuk fel és sikerlt a
fajaggregatumokon belil 5 7. harzianum, 3 T.hamatum, 3 T.viride, 2 1T’ koningii, 2

T aureoviride és 2 1.pseudokoningii faj meglétét detektalnunk (23).

s s

bizonyitottuk, hogy az altalunk asszimilacios spektrum adatokkal detektalt fajok valoban
léteznek, azok egymassal mégcsak lassu novekedésii heterokariont sem hajlandok

létrehozni (24).

- Bizonyitottuk tovabba, hogy az Asotthalmi Emlékerd$-ben a zold konidium-termeld
Trichoderma fajok rendkiviil nagy denzitasban €s diverzitasban fordulnak eld, mind
asszimilacios spektrumuk mind pedig extracellularis enzim termeld képességiik ( cellulaz,
B-gliikkozidaz, xilanaz, amilaz, pektinaz, 3-1,3-glukanaz, kitinaz €s proteinaz )
vonatkozasaban.

- Kimutattuk, hogy ezen az él6helyen az Gszi és a tavaszi Trichoderma fajaggregatum

megoszlas szabalyos valtakozast ,ciklikus allogén szukcessziot mutat. Tavasszal a



dominans faj a 7. hamatum Gsszel viszont a 1. harzianum, 1.viride és T.aureoviride

kodominans fajként viselkednek (25).

4.3. Gombaparazita képességii Trichoderma torzsek izolalisa és nemesitése

- Vizsgalatainkban sajat vad izolatumokat teszteltiink a parazitizmusban fontos
kulcsenzimek termelésére természetes €s mesterséges kromogén valamint fluorogén

szubsztratok felhasznalasaval (26,27).

- A legjobbnak bizonyul6 torzsekbdl mutagenezissel jobb enzimtermeld (enyhén
konstitutiv, illetve szén- és nitrogénforras derepresszalt) mutansokat allitottunk el a

torzsek B-1,3-glukanaz , kitinaz és proteinaz enzimrendszereit illeten.

- A mutagenezissel torténé nemesités legfontosabb 0j eredménye az a megfigyelésiink
volt, hogy a metilaminnal szemben izolalt rezisztens mutansok 20-30 %-a az
extracellularis proteinazok ammonium ionok altali represszidjaval szemben rezisztenssé
valt, ugyanakkor az ammoénium ionokat nitrogén forrasként tovabbra is hasznositani volt
képes. Emellett szamos extracellularis enzimet egy alacsony konstitutiv szinten termelni
kezdtek ezek a torzsek, igy bizonyos proteinazokat €s kitinazokat.

Ezek a mutansok mind in vitro, mind in vivo a legjobb biopeszticid képességiinek
bizonyultak a tesztelt nemesitett torzsek kozott és tiveghazi kisérletekben mintegy tizszer
hatékonyabbak voltak mint az eredeti sziil6i torzsek Fusarium culmorum-mal szemben

kukorica kulturakban (28).

A legjobb T harzianum és T.viride torzseinket protoplasztfuziot kovetd rekombinacioval,

illetve heterolog vektorokkal torténd transzformacioval is nemesitettiik:



- A torzsekbdl auxotrof mutansokat allitottunk el6, majd meghataroztuk a protoplaszt

képzOdés és regeneracid optimalis paramétereit.

- Az auxotrof mutansok egy részébdl recessziv metilamin rezisztens mutansokat sikertilt
izolalni melyeket a protoplasztfiziot kovetd paraszexualis folyamatokban képzddé

protorof rekombinansok direkt szelekcidjara sikerrel tudtunk felhasznalni.

- Egy igéretes 5-fluoroorotsav érzékeny 7.harzianum torzsbdl direkt auxotrof izolalasi
technikaval 9 uracil auxotrof mutanst allitottunk el6, melyek két komplementacios
csoportba voltak oszthatok. Az egyik mutans protoplasztjait a N.crassa pyr4 génjét
tartalmaz6 pKIM?7 kozmiddal 50-100 transzformans / ng DNS gyakorisaggal, a masik
komplementacios csoport egy torzsét a Podospora anserina ura$ €s a I.reesei uras
génjét tartalmazo pPAura510 és pTRura5-3 plazmidokkal 150-2500 transzformans / ug
DNS gyakorisaggal sikeriilt transzformalnunk (29).

-A rendelkezésiinkre allo6 hygromycin B rezisztencia vektort ( pCSN43 ) csak az
egyébként igen jo fungicid képességekkel rendelkezd 7.viride AH 124 torzsiunk esetében
tudtuk felhasznalni, mivel csak ez a torzs mutatott megfelelé érzékenységet az
antibiotikummal szemben. Nukleazgatlok jelenlétében el lehetett érni a 104
transzformans / pg plazmid DNS nagysagrendi transzformacios gyakorisag értékeket

ami mar rendkiviil hatékony kotranszformacios kisérletek alapjat jelentheti.

-A transzformansok kozott szintén szamos jobb biofungicid képességi torzset talaltunk.

Biofungicid nemesitésre iranyulo kutatasainkat az Orszagos Miszaki Fejlesztési

Bizottsag tamogatta.



4.4. Claviceps gombatorzsek nemesitése

Mutagenezissel €s protoplasztfizioval sikerilt kedvezébb termelési tulajdonsagu

torzseket eldallitanunk:

- El6szor tisztaztuk a torzsek mutagén érzékenységét valamint a protoplasztképzés €s
regeneracio optimalis korilményeit, majd prototrof illetve auxotrof mutansokat
allitottunk el6. Munkankat nehezitette, hogy a nemesitend6 torzsek kozott akonidialisak
is voltak. Modszert dolgoztunk ki foleg csak egy sejtmagot tartalmazo protoplasztok

el6allitasara és a mutagén kezeléseket ezekkel végeztiik (30).

- Igazoltuk a torzsekben a paraszexualis ciklus meglétét €s stabil szomatikus diploidokat
izolaltunk. Kémiai haploidizal6 szerekkel a diploidokbol szamos rekombinanst sikerult

eldallitanunk (31).

5. MEGVITATAS

A T longibrachiatum QM 9414 torzsre kidolgozott allelikus komplementaciora
alapozott nemesitési modszeriink még ma is az egyetlen amellyel az atmeneti allapotban
levé aneuploid illetve diploid telepek izolalhatok, bar kozleménytink (8) o6ta masok is
probalkoztak a torzs protoplasztfiizios nemesitésével , eredményeik vagy
ellentmondasosak (34), vagy modszeriik kevésbé hatékony (35).

Ugyanez érvényes a torzseinkre kidolgozott direkt szelecios rekombinans izolalasi
modszereinkre is (21). A kozlés idején teljesen ujnak szamitott az otlet €s azota sem

jelent meg hasonlo6 elven mikod6 nemesitési metodika.
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Taxonomia eredményeink is (23) teljesen Ujnak szamitottak a kozlés idején. Azota
Bissett morpholégiai kutatasokkal (2) valamint mas kutatocsoportok biokémia

eljarasokkal is igazoltak a fajcsoportokon beliili fajok 1étezését (36,37).

A Treesei-vel nyert transzformacios eredményeink csak annyiban voltak tjak, hogy mi
mas vektorokkal transzformaltunk. A torzset elGttiink mar sikerrel transzformaltak mas
kutatocsoportok (10, 38-41), viszont az Aspergillus nidulans intront tartalmazé pyr G
génjével (42) nekiink siertilt e torzset elészor transzformalni. Hasonlé médon 7.
harzianum és 1. viride torzsek sikeres transzformaciojarol mar el6ttiink tobb
kutatocsoport is beszamolt (pl. 43,44) de az altaluk hasznalt hygromycin B rezisztencia
vektorok szabadalmi oltalom ala esnek, ezért probalkoztunk a nem szabadalmazott,
Neurospora crassa-ban szép eredményeket adé pCSN 43 vektorral (45). A jov6ben
tervezett gyakorlati célu kotranszformacios nemesitési programunk szempontjabol igen
fontos, hogy ezzel a vektorral megkotottségek nélkiil dolgozhatunk 7. viride-ben.

Az altalunk hasznalt uracil auxotrofia komplementalo vektorokat masok mar sikerrel
hasznaltak 7’.reesei esetében (10) , de 7. harzianum-ra mi adaptaltuk el6szor ezt a

transzformacios metodikat (29).

Igen érdekes, hogy mint bebizonyitottuk, rendkiviil konnyen lehet derepresszalt illetve
emelkedett szintl enzimszekretalo torzseket el6allitani mutagenezissel mikoparazita
Trichoderma torzsekbdl (28), mégis ez a nemesitési lehetGség masok figyelmét
elkertilhette, mert a szakirodalomban szinte csak protoplasztfiizios €s transzformacios
nemesitésekkel kapcsolatos cikkeket lehet talalni . Kivételt csak egyetlen kozlemény
jelent (46) ,de ebben sem iranyul a mutagenezis az extracellularis enzimszintek célzott
megvaltoztatasara. Pedig a mutacioval nemesitett torzsek konnyebben kapnak zo6ld utat a

széleskorl gyakorlati alkalmazast tekintve.
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A Claviceps torzsekkel nyert eredményeink ujszertiségét a két benyujtott és elfogadott

szabadalom bizonyitja.

6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI ALKALMAZHATOSAGA

A T. longibrachiatum-mal kapcsolatosan kidolgozott direkt szelekcios modszeriink
rekombinansok eldallitasara nagyon gyors €s egyszeru lehetGséget teremt jobb cellulaz és
B-gliikozidaz termeld reombinansok nagy tomegben torténd rutin izolalasara.

A kidolgozott transzformacios rendszerek a torzs kotranszformacios tovabbnemesitését
teszik lehetové.

A mutagenezissel és protoplasztfizioval elGallitott kiemelkedd biofungicid képességi

T harzianum és T.viride torzseinket a Bio-Gen Kft. /Tapolca/ a kozeljovoben kulonféle
termékeiben forgalmazni fogja. A transzformacios rendszerek kotranszformacios
nemesitést tesznek lehetévé illetve a mikoparazitizmusért felel6s gének szerepének

mélyebb megismerését.

A Claviceps torzsekkel kapcsolatos nemesitési munkank eredményeként a Richter
Gedeon Gyogyszerarugyar munkatarsaival kézosen két szabadalmi bejelentést tettiink €s

az egyik alapjan mar ipari léptéki termelés is folyt (32,33).
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