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ELOZMENYEK, KITUZOTT CELOK

A biologiai ndvényvédelem segitségével cstkkenti lehet a kornyezet szintetikus
peszticidekkel valé terhelését. A névénykoérokozo gombidk elleni biolégiai védekezésben
legelterjedtebben antagonista mikroorganizmusokat hasznilnak. Legnépszeriibbek a
Trichoderma nemzetségbe tartozé mikoparazitdk, amelyek rendkiviil széles
fajspektrumban fejtenek ki gétl6 hatast gombak, kozottik szdmos novénykorokozé ellen.
Szintén igéretes mikroorganizmusa a biolégiai védekezésnek a Coniothyrium minitans
gomba, amely egyes szkler6ciumos ndvénykdrokozok hatékony parazitdja. Ellentétben a
Trichodermdkkal, e fajnak szilk a gazdaspektruma, aldozatai foként a Sclerotinia
nemzetségbe tartozd fajok, amelyek ellen rendkivill hatékonyan alkalmazhaté. Ennek a
mikoparazitanak az a kiilonlegessége, hogy a gazdagombik 4ltal képzett ellenéllé kitarté
képleteket, a szkleréciumokat képes elpusztitani.

A Trichodermdk biologidjérél, antagonista aktivitiasdnak hatterérdl viszonylag
nagy mennyiségii informécié halmozédott fel, a mikoparazita gombakkal foglalkozé
kutatasok modellszervezeteinek tekinthetjitk ezeket a fajokat. Antagonista aktivitasukat
kiilonbéz6 mechanizmusoknak koszonhetik, ezek egyike, és minden bizonnyal
legjelentbsebbike a kozvetlen mikoparazitizmus, amelyet extracelluldris sejtfalbonto
enzimek termelésével képesek elérni. A gomba sejtfalbonté enzimek, foként kitindzok és
B-1,3-gliikkanazok a gazda sejtfal lebontdsat és ezen keresztiil a behatolést teszik lehetévé
a parazita szimdra.

Joval kevesebb ismeret gyiilt eddig ©6ssze a C. minitans parazitizmusanak
biolégidjarél, szinte semmit sem tudunk a gomba sejtfalbonté enzimrendszerérdl, ami
pedig feltehetden fontos szerepet jatszik dldozatainak elpusztitdsaban, és igen hatékony
kumponensekbél allhat. Erre utal, hogy ez a mikoparazita a szkler6cium parazitizmus
soran athatol a rendkfvﬂl ellenéllé szklerécium sejtfal rétegein.

A mikroorganizmusokkal torténd biol6giai védekezés jelenleg az esetek
tobbségében kevésbé hatékony és megbizhat6, mint a szintetikus peszticideken alapul6
veédekezés. E kornyezetbarit modszer szélesebb korli alkalmazasét elésegitheti a
mikoparazita gombdk biolégidjanak, genetikdjdnak alaposabb megismerése, Ezek az
ismeretek felhaszndlhaték a tdrzsnemesitésben, a természetes torzsek szelektildsdban,
tovabba a mikrobdk alkalmazasi modjanak optimalis megvilasztasdban.

Doktori értekezésemben targyalt kutatémunkam biolégiai védekezésre alkalmas
mikoparazita gombak sejtfalbonté enzimeit kédolé génjeirdl sz6l. Egyrészt a molekularis
biologiai maddszerekkel torténd tdrzsnemesités egyik lehetséges ntjat kiséreltik meg a
Trichoderma hamatum kitindzaktivitisanak novelésével, masrészt a specializalodott



szkler6cium parazita C. minitans biolégiai aktivitisdban minden bizonnyal fontos
szerepet betoltd kitindz- és glilkanazgének megismerését és jellemzését vettiik célba. A
kutatémunka célkitiizései részletesebben az aldbbiak voltak:

1. Megnovekedett kitindzaktivitasa T. hamartum torzsek eldéllitdsa és jellemzése, ezen

beliil: '
— a42 kDa kitinazt kodolo gén és szabélyozé régidinak izolaldsa,

— a gén kopiaszamanak megnovelése a gazda torzsben genetikai
transzformacio utjan,
— atranszforméns torzsek jellemzése.

2. A C. minitans szklerécium parazita gomba hidrolitikus enzimrendszerének

alaposabb megismerése, ezen belill:
— kitinaz és p-1,3-glilkanaz enzimeket kodol6 gének klénozésa,

— a gének és termékeik jellemzése,

ANYAG ES MODSZER

Mikrobiolégiai médszerek

A C. minitans Cm-2 térzset fertdzott szklerociumokon tartottuk fenn annak érdekében,
-hogy kizarjuk a biolégiai aktivitdsdnak elvesztését. A tobbi fonalas gombat és a
heterolég expressziés gazdaként hasznalt élesztét hagyoményos alaptechnikakkal
tartottuk fenn, oltottuk, inokulaltuk és szaporitottuk.

A T. hamatum Tam-61 transzforméldsa

A transzformalést az irodalomban leirt, a Tam-61 torzsre adaptalt eljarassal végeztiik.
Fiatal micéliumbél protoplasztokat izolaltunk, amelyeket polietilén-glikol és Ca®" ionok
jelenlétében transzforméltuk a szelekciés markerként higromicin rezisztencist hordoz6
plazmiddal. A higromicin rezisztens primér transzforménsokat monospéraztuk és
teszteltilk stabilitisukat nem-szelektiv korillmények kozott.

Molekuldris biologiai eljarasok

A nukleinsavak kivondsat, enzimatikus manipuldciéjat, a genomi és a cDNS konyvtar
készitését, a polimeraz lancreakcidt, a hibridizalst, valamint a szekvencia meghatérozast
a molekuldris biolégidban &ltaldnosan hasznélt, illetve a gyéarté cégek 4ltal javasolt
eljarasokkal végeztiik el.



Fehérje analitikai moédszerek

Az élesztdben kifejeztetett glilkanazt ioncsere-kromatografidval tisztitottuk a tményitett
tenyészetsziirletbdl. A frakciék [-1,3-glitkandz aktivitisat laminarin szubsztratumon
dinitroszalicilsavas redukalocukor teszttel mértilk. Az N-termindlis aminosavsorrend
meghatdrozashoz SDS-poliakrilamid-gélelektroforézist kdvetden polivinilidén-difluorid
. membrénra blottoltuk a glilkkandzt, majd Coomassie festés utdn kivdgtuk a fehérjét
tartalmazé membran csikot és szekvencia analizis ald vetettilk az Edman-féle

modszerrel.
Szamitégépes elemzések

Oligonukleotid primerek tervezéséhez az Oligo 4.0 programot, DNS szekvencia
elemzéséhez a GCG programcsomagot, a szekvencia dsszehasonlitisokhoz a BLAST

modszert alkalmaztuk.

EREDMENYEK

A Trichoderma hamatum homolég transzformélisa a Tham-ch génnel

A Trichoderma harzianum 42 kDa endokitinazar6l ismert volt, hogy in vitro gomba
gitlasi tesztekben igen nagy aktivitdst mutat. Az enzimet kédol6 génrél (ech42) pedig
kimutattdk, hogy a parazita kolcsonhatis alatt indukalédik. Célul tiiztiik ki a gén
homolégjanak izoldldsit a 7. hamatum erbs mikoparazita aktivitidsi Tam-61 torzsébdl. A
kitlizétt stratégia az volt, hogy a gazdatdrzset transzformaljuk a sajat szabdlyozé elemei
altal irdnyitott génnel, tehdt a 42 kDa kitindzgén képiaszamat emeljuk meg abban a
reményben, hc-gy a megndvelt kitindzaktivitasa torzsek parazita képessége erdsodni fog.
PCR technika' &&g[tsegével szekvencia homolégidk alapjén kiemeltiik a kédolo régionak
megfeleld szakaszt majd ezt prébaként haszndlva A fig kdnyvtarbol izoldltuk a teljes
gént szabalyozo régidival egyiitt. Plazmidba klonoztunk egy 4 kilobazis (kb) hosszi
szakaszt, amely 1,5 kb-t tartalmazott a promoterbél és 1 kb-t a termindtor régiébol.
Meghatdroztuk ennek a szakasznak a teljes szekvencidjat. A szekvencia analizise
megerdsitette, hogy a keziinkben van a T. hamatum 42 kDa Kkitindzt kédold génje a cis
szabélyozod elemeivel egyiltt. A gént Tham-ch-nak neveztilk el. A kédolé régiéban kozel
95% hasonlésagot tapasztaltunk a T. harzianum ech42 génnel, a nem-kddolé részeken
kisebbet, de a prométer ATG-hez kdzeli 350 bp-os szakaszdn ez az érték meég
megkozelitette a 90%-ot. Rdadasul jonéhdny transzkripciés faktor kotdhelyet tudtunk
azonositani, amelyek az ech42 gén promoéterében is jelen voltak.
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Igazoltuk, hogy az altalunk kiszemelt Tam-61 torzsben a Tham-ch gén erbsen
indukalédik modellezett parazitizmus koriilmények kozott, azaz ha kizarélagos
szénforrasként Rhizoctonia solani sejtfalan novesztjlk a gombédt. A Tham-ch gén
promdterének szekvencia analizise, valamint expresszi6s mintdzatinak vizsgalata arra
utalt, hogy a gén alkalmas a tervezett transzformécids kisérletekbe valé bevonasra,
joggal varhatunk emelkedett aktivitast a transzforménsoktdl a parazitizmus sorén.

A génszakaszt, amely a strukturgénen feliil tartalmazta a prométer €s terminator
régiot, beépitettilk a szelekciés markerként higromicin rezisztenciagént hordozé pCSN43
plazmidba k. Az igy létrehozott, pPECTR1-nek elnevezett vektorral transzforméltuk a T.
hamatum Tam-61 torzsébdl készitett protoplasztokat. Tiz monospéréazott, nem-szelektiv
koriilmények kodzott is stabil higromicin rezisztens utéd torzset allitottunk eld.

A transzformalé plazmid kromoszémdba integralodasat és tipusat Southern
hibridiziciéval igazoltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az esetek tdbbségében (tizbél kilenc
esetben) homoldgia alapjan, az endogén kitinaz lokuszba integralédott a vektor. Harom
transzformdns esetén tapasztaltunk tandem beépiilést, a tandem koépidk azonban
instabilnak bizonyultak, mind a homolég integrénsok, mind az egyetlen nem-homolog
integrans esetében. Az altalunk hasznalt transzformdciés rendszerrel tehat a gén
kopiaszdmanak megkétszerezését lehetett elémi.

A transzforménsokban a gén sejtfal-indukélt expresszi6ja, valamint extracelluldris
kitindzaktivitdsa is megnétt a vad tipushoz képest (a T8 torzs kivételével, amely az
egyetlen nem-homolégia alapjan tortént beépillést mutatta). Az aktivitds emelkedésének
mértéke valtozé volt, a T9 jelii torzs esetén volt a legmagasabb, kozel dtszorise a vad
tipusénak.

In vitro csészetesztekben ellendriztilk, hogy a harom kivalasztott transzforméns
képes-e gyorsabban 4tnéni 4ldozatit, a Sclerotinia sclerotiorumot, illetve a R. solanit,
mint a Tam-ﬁﬁ recipiens, Minden pérositis esetén Atndtte a Trichoderma tbrzs a
tesztgombat és erBsen sporuldlt rajta, az atndvés sebességében azonban nem
tapasztaltunk kiildnbséget a transzforménsok és a vad tipusi recipiens torzs kdzott.

A Coniothyrium minitans sejtfalbonté enzimgénjei

Gomba eredetii B-1,3-glilkanaz és kitindz enzimek konzervativ régioi alapjan degeneralt
primereket terveztiink, amelyeket RT-PCR reakciékban alkalmazva izoldltunk egy
feltételezett B-1,3-glilkanazt (cmg/) és egy feltételezett kitindzt (cmchl) kédolé gent a C.
minitansbél készitett cDNS kdnyvtarbol.

Alaposabban jellemeztiik a glitkandzt kédolé cmgl gént és termékét. Tekintettel
arra, hogy struktira és nem aktivitds alapjan klénoztuk a gént, a tovibbi analizis el6tt
igazolni akartuk hogy a cDNS valéban enzimaktivitdst mutaté fehérjét kodol, ezért a



c¢DNS-t S. cerevisiaeben kifejeztettilk. A cmgl gént hordozé élesztd egy ~100 kDa -
1,3-glitkanaz enzimet valasztott ki a tdpoldatba.

Meghataroztuk a cmgl/ gén teljes nukleotidsorrendjét, amely a szekvencia
analizis szerint egy 792 aminosavboél 4116 fehérjét kodol. A CMG1 protein teljes hossza
mentén nagyfoki hasonlésdgot mutat fonalas gombakbél izolalt exo-p-1,3-glilkkanaz
enzimek szekvencidjidhoz. Szamitégépes elemzés szerint az N-termindlisdn egy 24
aminosav nagysdgi szekrécids szignal peptidet hordoz. A szekretalt fehérje szamitott
molekulatdmege 83,3 kDa, izoelektromos pontja 4,73.

Ioncsere-kromatogréfidval tisztitottuk az élesztd altal expresszalt rekombindns
enzimet. Megéllapitottuk, hogy a szekretdlt enzim N-termindlisa és a szdmit6gép 4ltal
jelzett szignalpeptid hasitéhely kozott egy hét aminosavbél 4116 szakasz helyezkedik el,
ami arra utal, hogy a CMG1 enzim tdbblépcsds proteolitikus érésen megy keresztiil,
legaldbb is a heterolég gazddban. A tisztitott rekombinans enzim specifikusan hasitott
1,3-p-glikozidos kotéseket, és kizardlag glilkkéz monomereket szabaditott fel a
szubsztratumbdl, azaz a CMG1 exo-p-1,3-gliikanaz enzim. A CMG1 képes volt bontani
a S. sclerotiorum szkler6ciumaibdl tisztitott sejtfal prepardtumot, rdadasul 300, illetve
600 pg/ml koncentriciéban alkalmazva 35, illetve 85%-ban gitolta az emlitett
ndvénykoérokozé gomba micélium novekedését.

Megéllapitottuk, hogy a cmgl/ gén egy képidban van jelen a C. minitans
genomban. Ellentétben a fonalas gombdkbél izoldlt hidroldz gének tobbségével,
expresszi6ja nem teljesen gatolt 2% glitk6z jelenlétében. A transzkripcio szintje er6stdik
szénforrashidny okozta éhezés hatdsira, valamint akkor, ha a tdpoldatban 6&rolt
szklerécium az egyediili szénforrds. A S. sclerotiorummal létrejott parazita kolcsdnhatds
soran szintén emelkedik a ecmgl gén expresszids szintje, ami arra utal, hogy a cmgl
génnek szereﬁugvan a szkler6cium parazitizmusban.

Ugyancsak a fent vazolt PCR alapi stratégiaval izolaltuk a cmchl ¢cDNS klént,
amely 1758 bazisparbol all, és egy 443 aminosavbol all6, 45,7 kDa méretii feltételezett
kitindz enzimet kédol, amely nagyfoki homoléogidt (54-65% azonossdgot) mutat
kiilonb6z6 organizmusokbél szdrmaz6 kitindz enzimekkel.

Uj tudoményos eredmények

1. Izolaltuk a Trichoderma hamatum 42 kDa endokitindz enzimét kédolé gént (Tham-
ch) és cis szabdlyozd elemeit. Meghatdroztuk a Tham-ch gén nukleotidsorrendjét
(génbanki azonosité: U88560).

2. Transzformécié Gtjan kétszeresére noveltik a Tham-ch gén kopiaszaméit a
gazdattrzsben (7. hamatum Tam-61).



Megallapitottuk, hogy a kitindzgént tobb kopidban hordozé transzformans tirzsek
extracelluléris kitindzaktivitdsa nagyobb, mint a vad tipusi recipiens torzsé. A T9
Jjelil torzs aktivitasa kozel 6tszordse volt a vad tipusi tdrzs aktivitdsdnak.

4. A specializalédott szklerocium parazita Coniothyrium minitans sejtfal-indukalt
cDNS bankjabél izolaltunk egy p-1,3-gliikanazt (cmgl) és egy kitindzt (cmchl)
kédolé gént. Meghatdroztuk mind a két gén nukleotidsorrendjét (génbanki
azonositok: emchl — AF285086; cmgl — AF247649).

5. Heterolég gazddban kifejeztettilk a cmg/ gént, a rekombindns enzimet tisztitottuk,
Jellemeztilk: szubsztrat specificitisat és hidrolizis termékeit megvizsgélva igazoltuk,
hogy a CMG1 exo-B-1,3-glitkanaz.

6. Megillapitottuk, hogy a CMGI1 enzim képes bontani a Sclerotinia sclerotiorum
szkleréciumaibdl tisztitott sejtfal prepardtumot, tovabbd 300, illetve 600 pg/ml
koncentracidban alkalmazva 35, illetve 85%-ban gitolja e névénykérokozé gomba
micélium novekedését.

7. lgazoltuk, hogy a cmgl/ gén expresszidja felerdsddik szklerécium parazitizmus

sordn, s bizonyitottuk, hogy a gén 2% glilkk6z hatéséra sincs teljes represszi6 alatt.

Lk

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A T. hamatum homolég transzformilisa a Tham-ch génnel

A biolégiai védekezés mint kdrnyezetbarat ndvényvédelmi technol6gia szélesebb korii
elterjedéséhez hozzararulhat a jelenleg hasznélt mikroba torzseknél hatékonyabbak
elédllitisa. A tdrzsnemesités egyik Gtja lehet transzgénikus mikroorganizmusok
molekularis blulégla: moédszerekkel valo elballitisa. Bar aligha valdszind, hogy a kzeli
jovoben angedﬁl;,remék genetikailag mddositott mikroorganizmusok szabadfoldi
kibocsatdsat, a biolégiai védekezésre alkalmas torzsek genetikai manipuldldsanak mégis
van létjogosultsdga, ugyanis a transzgénikus torzsek vizsgilata hasznos informéciot
szolgéltathat egy adott gén biologiai védekezésben betdltdtt szerepérél, és igy példaul
tAmpontot adhat a természetbdl izoldlt torzsek szelekcids kritériumainak
meghatarozisihoz.

Az volt a célunk, hogy a T. hamatum Tam-61 tSrzsben megemeljitk a 42 kDa
endokitindzgén (Tham-ch) képiaszamait, sajat, indukélhaté promoterével vezérelve. A
konstitutiv prométerek hasznélatidval szemben a torzsnemesitésben az indukalhaté
prométerek eldnye az, hogy a transzgénikus organizmus gazdasigosabban hasznélja fel
energia forrdsait, nem ,,pazarolja” energidit a transzgén és terméke kifejeztetésére, csak
amikor szilksége van ra.



A T. hamatum Tam-61 torzsét transzformaltuk a sajit prométerével és terminator
régi6javal iranyitott Tham-ch gént tartalmazdé plazmiddal, a pECTRI-el. Miel6tt a
transzformdns torzseket jellemeztilk, monospérdzdssal biztositottuk a primér
transzformansok genetikai homogenitisat. Erre azért volt szilkség, mert a primér
transzformansok ttbbnyire heterokariotikusak, amit az okoz, hogy a Trichoderma
protoplasztok tobbmagviiak és a sejtmagoknak csak kis hdnyada "fogadja be” az idegen
DNS-t. Mivel a Trichoderma konidiumok egymagviak, a virakozidsnak megfelelden a
monospérazott utéd torzsek egységesek voltak; telepmorfolégiaban, novekedési
sebességben, konidium termelésben nem kiilonboztek a vad tipust recipiens térzstol,
tovabba higromicin rezisztencidjukat nem-szelektiv koriilmények kzott is megorizték.

A transzformalé vektor (pECTRI1) az dltalunk hasznilt rendszerben a homolégia
alapjan tdrténé integralodast részesitette elényben. A homoldég beépiilés elénye az lehet,
hogy a megfeleld kromoszémalis kdrnyezetbe kerill a transzgén, ahol miikddését nem
érik a pozici6jabol eredd negativ hatisok

A transzforménsok tdbbségében megemelkedett kitindz génexpressziét és
megndvekedett extracelluldris kitindzaktivitdst mutattunk ki a vad tipusi recipienshez
viszonyitva. Nem bizonyultak viszont hatékonyabb parazitinak a transzforménsok a
recipienshez képest in vitro csészetesziben két fontos talajlaké novénykérokozo, a S.
sclerotiorum és a R solani ellen. Ez jelentheti azt, hogy a két emlitett gazda
hatékonyabb legylirésében nem a kitindzaktivitds jelenti a ,szlik keresztmetszetet”.
Eléfordulhat az is, hogy hidba van jelen nagyobb mennyiségii 42 kDa endokitindz, ha a
fokozott parazita aktivitishoz egy masik kitindz izoenzim szintjének a ndvekedésére
lenne szitkkség. A mi munkink megjelenése idején nem volt kisérletesen aldtimasztott
informdcié arrdl, hogy egyetlen enzimgén milyen mértékben jarul hozzd egy olyan
Osszetett képesség kialakitidsahoz, mint a mikoparazita aktivitds. Csak 1999-ben jelent
meg harom ﬁiﬁgtlen tudoményos kdzlemény arrél, hogy inaktivéltak az ech42 gént egy
mikoparazita Trichodermcdban és tesztelték a mutdnsok biologiai védekezésre valod
alkalmassagat. Az eredmények latszélag ellentmondanak egymasnak, dsszegzésként azt
allapithatjuk meg, hogy egy adott litikus enzimgén fontossiga, a mikoparazitizmusban és
ezzel Osszefilggésben a biolégiai védekezésben jatszott szerepe torzsfiiggd és
gazdafiiggd is. Nem varhatunk tehat altalanos hatékonysdg javuldst egyetlen enzim
tiltermeltetésével, de azért szelektiv médon ndvelhetjik ezen az dton a biolégiai

névényvédelem hatékonysédgét.
A C. minitans sejtfalbonté enzimgénjei

Sejtfalbonté enzimek, elsdsorban [-1,3-glikandzok és kitindzok termelését szdmos
esetben hoztdk osszefliggésbe mikoparazita gombék biolégiai aktivitasaval. Feltehetden
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a gazdagomba sejtfalan keresztill torténé behatoldst segitik ezek az enzimek. Ezen feliil
szerepilk lehet az elpusztitott 4ldozat kolonizélasidban és tépldlékként valo
elfogyasztasaban. A legismertebb és a biologiai védekezésben legyakrabban alkalmazott
mikoparazitdk, a Trichodermdk litikus enzimrendszerérl viszonylag nagy mennyiségii
infomécié gyiilt mér dssze. Ezzel szemben a C. minitans szklerécium parazita gomba
hidroldz rendszerér6l alig van adat az irodalomban, jéllehet igen hatékony
komponensekb&l 4llhat ez a rendszer, hiszen a parazita képes athatolni a rendkivill
kemény, ellendllé szklerécium sejtrétegein.

Gomba eredetii kitindzokban és p-1,3-glikandzokban azonositott konzervativ
régiok alapjan izolaltunk a C. minitansbél egy kitindz (cmchl) és egy glikkandz gént
(cmgl). Eredményeink arra utalnak, hogy az éltalunk tervezett és hasznalt degeneralt
primerek alkalmasak més fonalas gombak hasonlé génjeinek klonozésara.

A heterolég gazdaban kifejeztetett cmgl/ gén termékét tanulmanyozva
megéllapitottuk, hogy ez a gén a S. sclerotiorum n6vekedését gatl6, exo-p-1,3-glitkanéz
enzimet kddol. A rekombinans fehérje mérete eltért a szamitogép dltal megjésolttél. A
becsiilt ~81 kDa helyett ~100 kDa volt a mérete az éleszté altal szekretidlt CMGI
enzimnek. Ez nagy valoszin(iséggel a heterolég gazda tulzott glikozilacios aktivitisdnak
a kovetkezménye, amit valésziniisit az enzim szekvencidjiban azonositott nagy szdmu
glikozilaciés szignél.

Mikoparazita gombadk sejtfalbontd enzimeit kédold gének szabdlyozasardl egyre
tobb ismeret lat napvildgot. Az éltalunk izolalt cmg/ gén expresszidjanak vizsgalatakor
némi meglepetésre azt tapasztaltuk, hogy a glitk6z csak kis mértékben represszilja. Ez
kiilondsen igaz a tenyésztés korai stidiumadra, amikor még erételjesen névekvd fazisban
van a gomba. Ehezési koriilmények kozott (0,1% glikéz), valamint egyediili
szénforrdsként S sclerotiorum szklerécium &rleményt tartalmazéd tipoldatban a cmgl
transzkripcios sﬁﬁtje nagyobb volt, mint 2% gliik6zon. Az ¢heztetett €s a szkleréciumon
tenyésztett gombat mikroszképpal ellendriztiik, €s megallapitottuk, hogy a
megemelkedett expresszioban az autolizis nem jatszik szerepet. Az in vitro razatott
tenyészetben elvégzett vizsgédlatok mellett csészetesztekben kimutattuk, hogy a emg/
geén expresszidja felerdsodik S. sclerotiorum szkleréciuméval létrejdtt parazita
kolcsdnhatds sordn. Eredményeink arra utalnak, hogy a cmgl sokrétii szabdlyozas alatt
all, aminek alaposabb megismerése tovabbi kisérleteket igényel, valamint azt is
sugalljak, hogy ennek a génnek szerepe van a szkler6cium parazitizmusban.

Gomba eredetii sejtfalbonté enzimek génjeit eredményesen fel lehet hasznalni a
bioldgiai védekezés hatékonysdganak javitisara. Ezek a gének (1) alkalmasak lehetnek
antagonista mikroorganizmus tdrzsek nemesitésére, (2) ndvényekbe valé beiiltetésitk
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esetén gombak elleni rezisztencia fokozdsira és (3) hatékony expresszi6t biztosité
heterolég gazdéban kifejeztetve a tisztitott géntermék hasznélhaté hatoanyagkent.

Ugy gondoljuk, hogy a C. minitansbél altalunk izolalt és jellemzett glitkandz
gént, a cmgl-et érdemes a fent felsorolt stratégidk valamelyikével a biol6giai
ndvényvédelem hatékonysiganak fokozasat célzé kisérletekbe bevonni. Ezt aldtdmasztja
a rekombinéns enzim S, sclerotiorum ellen kifejtett gatlé hatdsa. Erdemes lenne azonban
a C. minitansb6l tovabbi enzimeket (és génjeiket) izoldlni, amelyek egylittes
alkalmazésdval csdkkenteni lehetne a gétlashoz szilkséges koncentraciot, hiszen e lftikus
enzimek szinergisztikusan hatnak.

Minthogy a kdzelmultban kidolgoztik a C. minitans transzformaciés rendszerét,
adva van a lehetéség a cmgl gén funkci6janak géninaktivicios kisérletekkel torténd

vizsgdlatira.
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