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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES CELJAI

A gazdasagi novények karositasaval, novényi virusok terjesztésével a
szantofoldi és kertészeti kulturdkban a novénykartevé fonalférgek komoly
kockézati tényez6t jelentenek. Elleniik még napjainkban is leginkabb — az
okoszisztémara karos — totalis hatasi nematicideket alkalmaznak.

A természetben szamos olyan gombafaj talalhaté mely, mint biokontroll
agens alkalmas lehet a vegyszeres fonalféregirtas kivaltasara. A
Trichoderma fajokat — melyek a novénykorokozé gombak ismert
antagonistai — erdteljes kompeticios képesség, valamint valtozatos kitino- és
proteolitikus enzimrendszer jellemzi. Egyes fajai, illetve torzsei képesek
lehetnek a fonalférgek petéit parazitalni, tdpanyagforrasként hasznositani,
ezért alkalmasak lehetnek a novénykartevd fonalférgek visszaszoritasara. A
nematofag gombak csoportjaba tartoz6 — szabadon ¢l fonalférgekre
specializalt — nematdda-csapdazo gombafajok szintén széleskoriien kutatott
potencialis bionematicidek. A Trichoderma genus és a nematoda-csapdazo
gombak egy-egy torzsét egyetlen készitményben alkalmazva a kapott
biokontroll hatds 6sszeadodhat, illetve kiegésziilhet egymassal. Ellenben a
két csoport antagonista képességei miatt létezhetnek kevésbé elényods
kombinaciok, amelyekben az alkalmazott fajok, illetve torzsek,
csokkenthetik vagy teljesen kiolthatjak egymas korokozo-visszaszoritd
képességét.

Kiilonbdzo biokontroll folyamatokban egyes Trichoderma fajok szamos
kitinaz és peptidaz kodolé génjét jellemezték, de e gének fonalféregpete-
parazitizmusban betoltott szerepérol keveset tudunk. Adott Trichoderma faj,
illetve torzs peptidaz és kitindz enzimjeit kodolod génjeinek fonalféregpete-
parazitizmus alatti szimultdn génexpresszids analizise, valamint a pete-

parazitizmus és mas biokontroll folyamatokban adott transzkriptomikai



valaszainak 0sszehasonlitdsa ravilagitanak a gomba proteo-, és kitinolitikus
enzimrendszereinek funkciondlis és regulacios Osszefliggéseire. A
megnyilvanulé gének komplex expresszids mintazatdinak megismerése
olyan Trichoderma torzsek kivalasztisat €s nemesitését teheti lehetové,
amelyek hatékonyan ¢és kornyezet kimélé6 modon szolgaljak a

ndvénykartevo fonalférgek visszaszoritasat.

CELKITUZESEK

1. Potencialis biokontroll szervezetek kombinalhatdsagi viszonyainak
feltarasa nematddcsapdazod gombak és a Trichoderma nemzettség
tagjainak bevondsaval.

2. In vitro Kkisérleti rendszer létrehozdsa, amely alkalmas a
leghatékonyabb  fonalféregpete-parazita  Trichoderma  torzsek
azonositasara és a gazda-parazita interakcid molekularis hatterének
vizsgalatara.

3. A leghatékonyabb fonalféregpete-parazita Trichoderma faj kitino- és
proteolitikus enzim-kdodold génjeinek transzkriptomikai vizsgélata és
az ehhez sziikséges in vitro gazda-parazita kisérleti modellrendszer
kidolgozasa.

4. A kivélasztott Trichoderma faj peteparazitizmusa és mas biokontroll
folyamatai soran  tapasztalt génexpresszios valtozasok
Osszehasonlitasa ¢és annak hatterében meghtizodd biologiai

folyamatok jellemzése.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Nematéda-csapdazo gombak és tenyésztésiik
A munkank soran felhasznalt Arthrobotrys és Monacrosporium torzsek
nemzetkdzi torzsgylijteménybdl szarmaznak, fenntartasuk CMA (Corn

Meal Agar; Oxoid), illetve SP (Soya Peptone) taptalajon tortént.

2.2. Trichoderma torzsek és tenyésztésiik
A kisérletekhez hasznalt Trichoderma fajok a Szegedi Tudomanyegyetem
mikrobiologiai torzsgyljteményébdl szarmaztak, melyek kivétel nélkiil 6szi
bluza rizoszférajabol szarmazé hazai izolatumok. Laboratoriumi
fenntartasukhoz PDA taptalajt hasznaltunk, amely 39 g/l burgonya dextrdzt
és 2 % agart tartalmazott (Potato Dextrose Agar; Oxoid).

A Trichoderma torzsek és a C. elegans peték interakcidihoz, a gomba
torzseket szintetikus minimdl taptalajra (SM) helyezett sterilezett dializis
membranon, illetve Hewa celofanon 3 napig, 25°C-on, zart inkubatorban

novesztettiik.

2.3. Caenorhabditis elegans tenyésztése

A kisérletekhez a vad tipusu C. elegans Bristol N2 torzs fenntartdsa és
felszaporitasa zart inkubatorban, 25°C-on, NGM (Nematode Growth
Medium) taptalajon tortént. A fonalférgek szamara tapanyagforrasként az
Escherichia coli OP50 torzsét alkalmaztuk.

2.4. Nematéda-csapdazé gombak és a Trichoderma fajok novekedési-

tesztje

A kisérletekhez CMA taptalajt hasznaltunk. A kiilonb6z6 gomba fajok
tenyészeteinek novekedési litemét a telepsugarak mérésével, 3-3 fiiggetlen

ismétlésben, 5 napig kovettiik.



2.5. Nematoda-csapdazé gombak és a Trichoderma fajok direkt
konfrontacios-tesztje

A nematoda-csapdazd gombdk és a Trichoderma fajok konfrontacids-
tesztjeit SM taptalajt hasznalva végeztilk. Az egyes gomba fajok 3 napos
eredeti tenyészeteinek szélérdl szarmazd inokulumokat az SM taptalajt
tartalmazd Petri-csészék két ellentétes pontjara oltottuk, majd 25°C-on
inkubaltuk. A mikroszkopés megfigyelés megkonnyitése érdekében a
tesztsorozatot a gombapartnerek kozé helyezett sterilezett dializis membran
alkalmazésaval is elvégeztiik. A parositdsok koziil azokat tekintettiik
kompatibilisnek, melyeknél antibidzis és/vagy mikoparazitizmus — a fizikai
talalkozas utdn egy héttel — egyaltalan nem, vagy alig volt megfigyelhetd, s

a két faj a Petri-csészében kozel azonos teriiletet foglalt el.

2.6. Trichoderma torzsek peteparazita képességének megallapitasa

Az interakciokhoz sziikséges C. elegans peték izolalasa az Eisenmann altal
kidolgozott (2005) natrium-hidroxid- és natrium-hipoklorit-os eljarassal
tortént. Az SM-taptalajon 3 napig ndvesztett Trichoderma telepek
pereméhez koriilbelil 5 mm széles savban, torzsenként 3 ismétlést
alkalmazva, tehat 3-3 Petri-csészébe egyenként 3x10% db petét helyeztiink.
Az igy elkésziilt tenyészeteket kiértékelésig és a partnerek mikroszkopos
megfigyelését lehetévé tevd kalkofluoros festésig (lasd 2.7.), azaz 11 6ran
keresztiil, s6tétben, 25°C-on inkubaltuk.

Az egyes Trichoderma torzsek fonalféregpete-parazitald képességét a
Trichoderma torzsek és a C. elegans peték 11 o6ranyi interakciojat kovetden
a kikelt larvak szama alapjan egy mérészam — a pete-parazita index (PPI) —
segitségével jellemeztiik. A PPl a Trichoderma jelenlétében — torzsenként
harom ismétlésben — kikelt larvak atlagszdméanak és az axénikusan
tenyésztett kontroll C. elegans tenyészetekben kikelt larvak atlagszamanak

a hanyadosa, mely egyszerlien szdmolhato a kiilonbozé Trichoderma
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torzsek fonalféregpete-parazitald képességének jellemzésére. A kikelt
larvak szadmlalasdt 60 mm atmérdjli, négyzethaldsra (négyzetenként 0,25
mm?) vonalkazott alju, milanyag Petri-csészékbe helyezve végeztiik. Az
eredmények statisztikai értékelése egyszempontos varianciaanalizissel,
Analysis ToolPak bdvitménnyel kiegészitett Microsoft Excel programmal

tortént.

2.7. Mikroszképos megfigyelések
A Trichoderma torzsek és a nematdda-csapdazéd gombak, valamint a
Trichoderma torzsek és a C. elegans peték interakcidjanak esetleges
morfologiai jellegzetességei (ratekeredés, parazita hifak, hausztorium)
kalkofluor-fehér (Calcofluor White Stain, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
alkalmazasaval lettek megfigyelve. A fényképek fixacié nélkil, Nikon
Eclipse E80i1 mikroszkoppal késziiltek.
2.8. T. harzianum SZMC 1647 — C. elegans pete direkt interakcioja
génexpresszios kisérletekhez
A C. elegans pete hatasara indukaldédd T. harzianum peptidaz és kitinaz
gének expresszios értékeinek meghatarozasahoz — lefedve a C. elegans ex
utero egyedfejlodési idejét (11 ora) — hét mintavételi idépontot tartalmazo
0, 1, 3, 5,7, 9 és 11 o6ra) sorozat késziilt, melyek biomassza tomegét
egyenként 30-30 interakcid révén nyertiik. Kontrollként pete nélkiili
kisérleti beallitast alkalmaztunk. A konfrontacios és kontroll tenyészeteket
25°C-on inkubaltuk.

A kisérlethez a C. elegans peték izolaldsa az Eisenmann altal
kidolgozott (2005) eljarassal tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy a
peteizolalas wutolsod tisztitasi 1épésében, a peték {lilepitése utdn a
mosofolyadékot gy tavolitottuk el, hogy a visszamarad6 szuszpenzid pl-

enként 15-20 db petét tartalmazzon.



A fonalféreg-petéket tartalmazd szuszpenziobol az SM taptalajra
helyezett és Hewa celofanon novesztett 7. harzianum SZMC 1647
telepeinek pereméhez, kortilbeliil 5 mm széles savban, petricsészénként 20
pl — atlagosan 300-400 db petét tartalmazdé — szuszpenziot juttattunk ki. A
Hewa celofan alkalmazasa megkonnyitette a mintavételt és egyben
elkeriilhetové valt, hogy a mintdk SM taptalajjal szennyezddjenek. A
kiilonbozé inkubalasi idéknek megfeleléen a gomba micélium telepek
petéket tartalamazo peremének mintegy 5 mm-nyi zonajat tavoltitottuk el,
sterilezett mikro poradagold spatuldval. A mintdkat folyékony nitrogén

taroltuk.

2.9. Génexpresszids vizsgalatok

A gomba-pete interakcid és a pete nélkiili mintakbol Stiekema és mtsai.
(1988) altal kozolt eljarast kovetve total RNS-t izolaltunk. DNaz kezelést
kovetéen Agilent Bioanalyzer 2100 késziilékkel (Agilent RNA 6000 Nano
és mindségét (RNA integrity number; RIN). A reverz-transzkripcidohoz >7,0
RIN szammal jellemzett mintdkat hasznaltuk. A cDNS szintézist az
,»Applied Biosystem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”
protokolljanak megfelelden hajtottunk végre.

A kovetkez6 1épésben a T. harzianum kitinaz, peptidaz és potencialis
referencia génjeire tobbszords illesztést kdvetden, Primer-3 programmal,
19-21 nukleotid hosszusagu, 61-63°C-on bekdtddo ,,forward” és ,reverse”
primereket terveztiink.

A Master Mix ¢és a PCR reakcidok 0Osszemérése nagy pontossagi
automata pipettazd robot (epMotion 5070, Eppendorf) felhasznalasaval
tortént. A kisérletekhez Power SYBR® Green Master Mix-et (Applied



Biosystems) alkalmaztunk. A gének expresszids vizsgalatat kvantitativ
valos idejii PCR késziilékkel (Step One™ Real-Time PCR System)
végeztiik (Life Technologies). Az expresszios valtozasok mérésére a Step
One™ 2.0 szamitogépes programba integralt, relativ kvantifikaciot
alkalmaz6 **CT modszert (Livak és Schmittgen, 2001) alkalmaztuk. A PCR
reakciok kezdd elédenaturacios 1épése 95 °C volt 10 percig, melyet 45
ciklusbol allo DNS sokszorositas kovetett: denaturacio 95 °C-on 15 mp-ig,
tapadas 58 °C-on 20 mp-ig és elongacié 72 °C-on 20 mp-ig. A 45 ciklust
egy zar6 elongacids 1épés kovette 72 °C-on 20 mp-ig. A mérések soran 3
ismétlést alkalmaztunk mintanként. Az amplikonok homogenitasdt minden
esetben olvadasi gorbe felvételével ellendriztiik. Méréseinkhez bels6
referenciaként az aktin gént valasztottuk melynek expresszids szintje
allandonak, valamint a kisérleti koriilményektél — fonalféreg pete jelenléte,
tenyészetek fiziologiai allapota — fliggetlennek bizonyult. A kitindz és
peptidaz enzimeket kodold gének idében torténd expresszids valtozasat (1,
3,5,7,9, 11 6ra) a 0. idépontban (un. kalibracidés pont) mért expresszios
értékhez  viszonyitva allapitottuk meg, majd az egyes gének
megnyilvanulasat logaritmikus (log,) skélan abrazoltuk. Minden qPCR
reakciot a MIQE (Minimum Information for Publication of qPCR
Experiments) el6irasainak megfeleléen hajtottunk végre (Bustin és mtsai.,
2009).



3. EREDMENYEK

3.1. Trichoderma spp. és nematoda-csapdazé gombak kombinalhatésaga
Kezdd 1épésként a két faj kapcsolatanak legelemibb tulajdonsagainak
jellemzésére in vitro novekedési és konfrontacios kisérleteket végeztiink.

El6szor megallapitottuk a monokultirak novekedési iitemét. Az Gsszes
Trichoderma torzs hasonld in vitro novekedési iitemmel rendelkezett,
azonban mind gyorsabb ndvekedést mutatott, mint a nematdda-csapdazo
gombak. A nematdda-csapdazd gombak kozil a M. haptotylum (CBS
200.50) volt jellemezhetd a leggyorsabb novekedési iitemmel, amely még
igy is lassabbnak bizonyult, mint a leglassabban novekvé Trichoderma
tomentosum (SZMC 1610). A legkisebb novekedési titemmel a M.
haptotylum (CBS 220.54) rendelkezett, mely olyan alacsonynak bizonyult,
hogy a tovabbi konfrontacios kisérletekben nem teszteltiik tovabb.

A kilencven direkt konfrontacios kisérlet 80%-aban a Trichoderma fajok
gyorsabb novekedési iitemmel rendelkeztek és 15%-ban antibidzissal
antagonizaltdk a  nematdda-csapdazd ~ gombakat.  Konfrontacios
kisérleteinkben a T. harzianum térzsek (SZMC 1600, 1647, 1677 és 2636),
valamint a M. cionopagum (CBS 228.52) kozel azonos ndvekedési titemmel
rendelkeztek, és kozottiik harom hét utan sem tapasztaltunk antibidzist vagy
mikoparazitizmust.

A Trichoderma fajokra jellemzé mikoparazita megjelenési forma — a
parazitalt gomba hifdinak koriilndvése — nem volt megfigyelheté a
kisérletekben, az interakciokban e helyett inkabb a gombapartnerek hifainak
egymassal valo parhuzamos novekedését figyeltiik meg. A gombapartnerek
hifainak érintkezése esetén csak néhany alkalommal detektaltunk
mikoparazita interakciora esetleg utald hifaduzzanatokat. Ezek az esetek
leginkabb csak azokban a parositdsokban voltak megfigyelhetdek, ahol az

egyik partner az A. oligospora volt. Az A. oligospora a Trichoderma
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fajokhoz hasonldan szintén képes — behatolas nélkiili — mikoparazitizmusra
(Nordbring-Hertz és mtsai., 2006). A két gomba hifdjanak nem szelektiv
festése miatt nem eldonthetd, hogy ezekben az esetekben a megfigyelt
hifaduzzanatokat a Trichoderma és/vagy az A. oligospora képezte-e. Ez a
tény nem valtoztat a fajok kompatibilitasanak eldontésében, mivel ha az
egyik partner képes a masikat parazitalni, a két faj egyiittes alkalmazasa

kizarhato.

3.2. Trichoderma spp. — C. elegans pete interakcio

Az interakcidk soran a Trichoderma hifak a petékre tekeredtek,
appresszoriumszerii  képletekkel behatoltak, majd a petéket beliilr6l
kolonizaltak. Az egyes Trichoderma torzsek pete-parazitald képességét un.
»pete-parazita index” (PPI) segitségével hataroztuk meg, mely az adott
gombapartner jelenlétében kikelt C. elegans larvdk szamanak és a
kontrollban a gombapartner jelenléte nélkill nevelt és kikelt larvak
szamanak hanyadosa. A PPI fajonként és torzsenként is eltéréseket mutatott,
értéke 0,26-0,70 kozott valtozott. Az egyes torzsek kontrolltol valo eltérései
statisztikailag mind szignifikdnsnak (P < 0,05) bizonyultak, tovabba a 7.
harzianum és T. atroviride fajok torzsei fajon belill hasonld, mig tobb
esetben a T. virens torzsei egymastol szignifikansan (P < 0,05) kiilonb6z6
PPI értékekkel jellemezhetéek. A T. virens-nek 0,31-0,48, a T. atroviride-
nek 0,68—-0,71 kozé esett a PPI értéke. Az 6sszes Trichoderma faj koziil az
utobbi torzsek rendelkeztek a leggyengébb nematoda-pete-parazitald
képességgel. A T. rossicum és a T. tomentosum pete-parazita indexe 0,40,
azaz az €16 és elpusztult nematddak ardnya mindkét fajnal kdzel azonosnak
bizonyult. A leger6sebb aktivitast a 7. harzianum torzsek mutattak (PPI:
0,26-0,32). Tovabbiakban a transzkriptomikai kisérleteinket a T. harzianum

fajokra, illetve azon belil az egyik leghatékonyabb pete-parazita
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képességgel rendelkezd torzsre — az SZMC 1647-re (PPL: 0,26) —

koncentraltuk.

3.3. T. harzianum Kkitino- és proteolitikus enzimjeit kédolé gének
transzkripcios vizsgalata C. elegans peteparazitizmus soran

3.3.1. Endokitinaz enzimeket kédolé gének transzKripcids aktivitasa

A chil8-12 transzkripcidja a pete nélkiili mintdkban nem mutatott
statisztikailag értékelhetd génexpressziot (Ct > 42), de a petéket tartalmazo
mintakban, az interakcio kezdete utan egy oraval a chil8-12 transzkriptum
abundanciaja drasztikusan megemelkedett, majd fokozatosan tovabb
novekedett az interakcid otodik orajaig. Erdekes modon a kovetkezd
mintavételi idépontban a génexpresszid igen alacsony szintre esett vissza,
melyet az utolsé vizsgdlt id6pontig ismét igen erételjes, fokozatos
novekedés kovetett.

A chil8-5 gén esetében a gomba-pete kdlcsonhatas elsé mintavételi
pontjahoz képest (Oh) az o&todik oOrdig nem mérhetd szignifikans
génexpresszios novekedés. Ezzel ellentétben a mikoparazita interakcidban
az emlitett gén transzkripcidja mar igen korai fazisban, a gazda-parazita
fizikai kontaktusa el6tt emelkedni kezd (Zeilinger és mtsai., 1999).

Az interakcid hetedik oOrdjat kivéve a chil8-12 transzkripcidjanak
mértéke a chil8-5-nal szignifikdnsan magasabbnak bizonyult. Az mRNS
abundanciajuk nyilvanvalo kiilonbségei ellenére viszont a két gén hasonld
expresszios tendenciaja arra enged kovetkeztetni, hogy a peteparazitizmus
folyamataban valosziniileg egymast erdsitve, illetve egymast kiegészitve

jatszanak szerepet.
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3.3.2. Szerin endopeptidiz enzimeket kodolé gének transzKripcios
aktivitasa

A Trichoderma fajok koziil eddig csak a 7. harzianum egy tripszin szerti
savas (pral) valamint egy bazikus (prbl) szerin peptiddzardl volt ismert,
hogy nematicid hatassal rendelkeznek (Sharon és mtsai., 2001; Sudrez és
mtsai., 2004).

A T. harzianum-fonalféregpete interakcio otodik orajatol a pral
transzkripciés mintazata szignifikdns emelkedést mutatott. A pral gén
ndvénykorokozd gomba sejtfalaval, illetve kitinnel kiegészitett minimal
taptalajon szintén fokozott megnyilvanulast mutatott az indukciot kdvetd
negyedik ordban. A kdvetkezd vizsgalt két iddpontban (9 és 24 6ra) a pral
gén aktivitdsanak erds csokkenését tapasztaltdk (Sudrez és mtsai., 2004),
mig a pral mRNS abundancidja viszonylag stabil maradt a gomba-pete
interakci6 hetedik és kilencedik oOrajaban és a kisérlet végéig tovabbi
novekedés jellemezte.

Kisérletiinkben a prbl transzkripcidja a petéket nem tartalmazo
mintadkban az 6todik, kilencedik és tizenegyedik oraban igen magasnak
bizonyult, mig a petéket tartalmazé mintdkban a gén leginkabb csokkent
génexpressziot mutatott, vagy nem mutatott szignifikdns kiilonbséget az
elsé mintavételi idéponthoz képest (Oh). Feltételezhetd, hogy a prbl
funkcidja nem elsédleges fontossagu a fonalféreg pete megtamadasaban.

A C. elegans peték jelenlétére egy masik szubtilizin szerin
endopeptidaz, melyet a p8048 kodol, minden mintavételi idépontban
gyengén indukalodott. A gén mRNS abundancidja altaldban sziik
intervallumon belill véltozott, mely csak a kisérlet végére ért el egy
mérsékelt expresszids értéket (log, RQ: 1,70). A p8048 alacsonyabb szinten
manifesztalodott, mint a pral, de génexpresszids mintadzatuk mutat némi

hasonlésdgot. A két gén expresszids mintazatdnak hasonlosagat
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gombasejtfallal és kitinnel kiegészitett taptalajon is megfigyelték (Suarez és
mtsai. 2007), ellenben a gomba-pete interakciotdl eltéréen ezekben az
esetekben a p8048 er6sebben indukalodott.

Sudrez és munkatarsai kisérletében (2007) a p5437 gén mind glikoz,
kitin, Botrytis cinerea sejtfal, nitrogén, valamint szénforras hianyaban,
minden vizsgalt id6pontban konstitutivan expresszalodott. A 7. harzianum
és C. elegans pete interakcidjaban, a Oh idéponthoz és a kontrollhoz képest
minden iddmintaban szignifikansan alulregulalodott, igy a peteparazitizmus
folyamataban feltételezhetden aldrendelt vagy nincsen szerepe.

Az SS10 gén Yan ¢és Qian (2009) kisérleteiben minden indukalé
stimulusra (B. cinerea sejtfal, kitin) hatarozott transzkripciés emelkedést
mutatott, azonban a peteparazitizmus soran nem tapasztaltunk szignifikans
génexpresszios valtozast a negativ kontrollhoz képest. Erdemes viszont
ramutatni, hogy Sudrez és munkatarsai kisérletében (2007) az SS10 gén
homologjanak (p7129) transzkripcidja semmilyen biokontroll jellegl
kisérletben (kitinnel, és 6t kiilonb6zé mikroszkopikus gomba sejtfalaval
kiegészitett taptalajon) nem volt kimutathato.

Az aorzin szerin endopeptidazt kodold p5216 gén, mely az S53 peptidaz
csalad tagja, egyetlen korabbi biokontroll eseményt szimuldlo kisérletben
sem mutatott valaszreakcidt (Suarez és mtsai., 2007), azonban C. elegans
pete jelenlétében az Osszes tesztelt peptidazt kodoldo gén kozil a
legmagasabb és idében legkiegyenlitettebb transzkriptum abundanciat
mutatta. A p52/6 gén mar az interakcid korai szakaszdban emelt
expresszios érték valtozast mutatott. Az 6todik ordban még aktivabba valt,
majd ettdl az id6ponttdl kezdve a C. elegans ex utero egyedfejlédésének
végéig transzkripcidja megkdzelitdleg azonos, magas szinten maradt. Ez
arra mutat, hogy a P5216 aorzin szerin endopeptidaznak alapvetd szerepe

lehet a T. harzianum fonalféregpete-parazitizmusaban.
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3.3.3. Aszpartil endopeptidiaz enzimeket kodolé gének transzkripcios
aktivitasa

Egy korabbi tanulmanyban az aszpartil peptidaz P6281 transzkripcids és
fehérje expresszios vizsgalata sordn egyértelmiien megallapitottdk, hogy
annak génszintl expresszidjat kiillonbdz6 novénykorokozé gombak sejtfalai
indukalni képesek (Suarez ¢és mtsai., 2005). A gombasejtfal és a
fonalféregpete altal indukalt transzkripcids mintazat Osszehasonlitasa
hasonlosagokra és  kiilonbségekre is ramutat. Mindkét esetben
megfigyelhetd az mRNS korai felhalmozddésa, de a gomba-pete
interakcidban egy atmeneti csokkenés utan egy masodik csucs is észlelhetd.
Osszehasonlitva a p6281, pral és p8048 gének gomba-pete interakcioban
megfigyelhetd transzkripcids mintazatat, az 6todik oratol — figyelembe véve
a p6281 nagyobb aranyu kilengéseit is — szembe6tld azok hasonlosaga.
Suarez és munkatarsai tanulmanyaban (2007) egy masik aszpartil
endopeptidazt kodold gén (p9438) vizsgalata soran ketté kivételével az
Osszes biokontroll jellegii kisérletben csak igen késon, huszonnégy ora utan
tapasztaltak transzkripcidés aktivitast. Kitinnel kiegészitett taptalaj
alkalmazésa sordn csupan a negyedik éraban tapasztaltak minimalis mRNS
abundancia novekedést, mig nitrogén hidnyos taptalajon folyamatosan
névekvo, huszonnégy o6ra mulva pedig igen magas transzkripcids aktivitast
meértek. A kései transzkripcios aktivitast azzal magyaraztak, hogy a széban
talalhato az extracellularis enzimekre jellemzd szignal szekvencia, igy az
valosziniileg nem szekretdlt peptidaz. Erdekes modon a gén atirodasa
folyamatosnak bizonyult a 7. harzianum és C. elegans pete interakcidja
sordn, mely a Oh idOponthoz és a kontrollhoz képest mérsékelten magas

mRNS abundanciaval volt jellemezhetd. Expressziés mintdzata alapjan a
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p9438 gén a fondlféreg-pete parazitizmusaban feltehetéleg szerepet jatszik.

Az p7959 transzkripcidja egyik iddmintdban sem mutatott 1ényeges
valtozast a Oh idOponthoz képest. Szimulalt biokontroll jellegl
folyamatokban, eltéré szinteken ugyan, de minden vizsgalt iddpontban
megnyilvanult (Suarez ¢és mtsai.,, 2007). Transzkripcidjara nincs
szignifikans hatassal a C. elegans peték jelenléte.

A pl324 jelt aszpartil endopeptidazt kodold gén — hasonléan a Sudrez
¢s munkatarsai altal tapasztalt eredményekhez (2007) — a peteparazitizmus
sordn sem mutatott a detektalasi zajszintet meghalad6 génaktivitast.

A fondlféregpeték szintén nem gyakoroltak hatidst az aszpartil
endopeptidazt kodold SA76 génre, jollehet err6l a génrdl kordbban azt
allapitottak meg, hogy transzkripcidja kiilonb6zé névénykorokozé gombak
sejtfalaval és kitinnel kiegészitett taptalajon indukalhat6 (Yan and Qian,

2007).

3.3.4. Metalloendopeptidiz enzimeket kdédoléo gének transzkripcios
aktivitasa

Szimulélt biokontroll jellegli folyamatokban az aminopeptidazt koédolod
p2920 és a fentebb emlitett p7959 aszpartil endopeptidazt kodold gének —
kitin tartalmu taptalajt kivéve — hasonloé transzkripcids mintazattal voltak
jellemezhetéek (Suarez és mtsai.,, 2007). Ez a megallapitas igaznak
bizonyult a 7. harzianum és C. elegans pete interakcidja soran mért
génexpresszios valtozasokra is. A p2920 gén mérsékelt szintli aktivitas
valtozasai jelzik, hogy fonalféreg peték jelenléte ugyan fokozta a gén
mRNS abundancidjat, azonban a legtobb érték logoRQ: 1 és -1 kozé esett,
mely konvenciondlisan az adatok értékelésének kritikus zéndja. Ezért a
vizsgalt kisérleti koriilmények kozott a peteparazitizmus kialakitasaban a

p2920 a p7959 génhez hasonldan nem, vagy csak alarendelt szerepet jatszik.
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A metalloendopeptiddz p7455 transzkripcigjat el6zdleg sem
gombasejtfal vagy mas szén-, illetve nitrogénforras jelenléte, sem pedig
ezek hianya nem indukalta, de kitin tartalmu taptalajon gyengén
kifejez6dott (Suzarez és mtsai., 2007). Erdekes modon, fonalféregpete-
parazitizmus alatt a p7455 az Otodik oratdl karakterisztikusan
megnyilvanult. Transzkripcioés profilja alapjan feltételezhetd, hogy a T.

harzianum fonalféregpete-parazitizmusaban szerepet jatszik.

3.3.5. A Kkitinaz és endopeptidiaz kédolo gének relativ génexpresszios
mintazatainak osszehasonlitasa

A fehérje és kitin Osszetételti fonalféregpete kolonizacidjanak legkorabbi
szakaszdban — az interakci6 els6 ¢és harmadik ordja kozott — a
legintenzivebben indukaléddé gén az endokitinaz chil§-12 volt. Ezzel
parhuzamosan az aorzin szerin endopeptiddaz p52/6 gén aktivitdsa is
szignifikans névekedést mutatott, de korantsem olyan mértékben, mint azt a
chil8-12 gén esetében tapasztaltuk.

Vilagosan megallapithaté azonban hogy, amig egyes gének esetében az
els6 értékelhetd génaktivitds novekedés az interakcid 6tddik ordjaban volt
mérhetd (pl. chil8-5, pral, prbl, p6281), addig mas gének transzkripcioi
ettdl az idoponttol kezdve tovabbi novekedést mutattak (p5216, p7455).

Az interakcio hetedik orajaban az endokitinaz chil8-12, az aszpartil
endopeptiddz p6287, valamint a szerin endopeptidaz prbl gén
transzkripcidja drasztikusan csokkent. Ezzel ellentétben az aminopeptidaz
p2920 és az aszpartil endopeptidaz p7959 gének mRNS abundanciai éppen
a hetedik o6rdban voltak a legmagasabbak. A kés6bbi mintdkban viszont a
chil8-12 és a p6281 gének atirdsa ismét jelentds mértékben — egészen a
kisérlet végéig — emelkedett.

Egymassal Osszehasonlitva a kitino- és proteolitikus enzimek relativ

génexpresszids mintazatait azok koordinalt hatdsmechanizmusokrol
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arulkodnak. A magasan atirdd6 pral, p6281, p7455, chil8-5 és a
legkiemelkeddbben indukdalodd p5216 és chil8-12 gének ramutatnak, hogy
ezen koexpresszalodo gének sarkalatos szerepet jatszhatnak a 7. harzianum
fonalféregpete-parazitizmusaban.

Jol ismert, hogy a rendszerszeriien, dinamikusan egymasra hat6 gének
egymashoz hasonld, vagy egymast kiegészitd mintdzati komplex
génexpresszios profillal rendelkeznek. Ennek ismeretében levonhato az a
kovetkeztetés, miszerint a promoter régidjaban CreA transzkripcios
kotbhellyel és hasonld génexpresszids mintazattal rendelkezé endokitinaz
kédold chil8-5 és chil8-12, valamint a tripszinszerli savas szerin
endopeptidaz pral, a szerin endopeptidaz p8048, az aszpartil endopeptidaz
p6281 gének valoszintleg Osszehangolt genetikai szabalyozas ald esnek
(koregulalnak).

Egy-egy Osszetett biologiai folyamatban az alacsony (log, RQ < 2), —
statisztikailag sokszor nem szignifikdns — de koordinalt expresszios
valtozasoknak is jelentds 6sszélettani hatésa lehet. Igy annak ellenére, hogy
ha nem is minden atir6d6 7. harzianum gén mutatott erdteljes aktivitast a
vizsgalt id6pontokban (p8048, p7959 és p2920), minden kismértéki
génaktivitas novekedés jelentds lehet, hiszen 6nmagaban néhany gén magas
expresszios értéke nem mindig elegendd az adott jelenség hatterében

meghtzodo biologiai jelenségek, gén vagy gének szerepeinek tisztdzasara.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A novénykartevd fonalférgek kartételének csokkentésére a
vizsgalt gombafajok és torzsek kozil a Monacrosporium
cionopagum (CBS 228.52) és minden vizsgalt Trichoderma

harzianum torzs alkalmas lehet kombinacios partnerként.

A C. elegans ex utero egyedfejlodési szakaszara alapozva olyan
in vitro kisérleti rendszert hoztunk Ilétre, mely alkalmas a
gazda-parazita interakcid in vitro mikrobioldgiai és molekularis

biologiai hatterének vizsgalatara.

Ot Trichoderma faj 18 torzsének in vitro dsszehasonlitisa révén
megallapitottuk, hogy a T. harzianum torzsek rendelkeznek a

leghatékonyabb pete-parazitalo képességgel.

A leghatékonyabb pete-parazitaldo képességgel rendelkezd T.
harzianum torzs (SZMC 1647) részletes 0Osszehasonlitd
génexpresszios vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
fonalféregpete parazitizmus alatt legkevesebb két szerin
endopeptidaz (p5216, pral), két aszpartil endopeptidaz (p6281,
p9438), egy metalloendopeptidaz (p7455), valamint két
endokitinaz (chil8-12, chil§-5) gén fontos szerepet jatszik.

Vizsgalataink és azok szakirodalmi adatokkal torténd
Osszevetése alapjan, bizonyos hasonlésagok mellett (pl. p/324)
jelentds génexpresszios killonbségeket (pl. p5216, p7455,
p9438, p5431, prbl, SS10 és SA76) tartunk fel a T. harzianum

fonalféreg-peteparazitizmusa és mikoparazitizmusa kozott.
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