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Szczepy Trichoderma, sposo6b otrzymywania i zastosowanie tych szczepéw jako

srodkoéw biobdjczych.

Przedmiotem wynalazku sa nowe szczepy Trichoderma spp. © aktywnosci
biobojczej, zwtaszcza mykopasozytniczej (przeciwgrzybowej) oraz sposéb otrzymywania
tych szczepéw a takze ich zastosowanie jako srodkéw biobdjczych, zwiaszcza
przeciwgrzybowych. W szczegélno$ci szczepy wediug wynalazku majg zastosowanie w
rolnictwie jako biofungicydy. Przedmiotem wynalazku jest takze kompozycja biobdjcza do
biologicznego zwalczania niepozadanych organizmow.

Grzyby z rodzaju Trichoderma wykazujg naturaine wtasciwosci przeciwgrzybowe.
Wiele z nich pasozytuje na grzybach patogennych dia roélin. W wyniku zastosowania
metod inzynierii genetycznej opisanych dalej uzyskano przeciwgrzybowe nowe szczepy
Trichoderma o wyjatkowych wiasciwosciach przeciwgrzybowych. Znane sa rowniez
grzyby z rodzaju Trichoderma o naturainych wiasciwosciach owadobéjczych. Na przyktad
zmodyfikowane metodami inzynierii genetycznej szczepy Trichoderma asperellum majgce
wyjatkowe wiasciwosci owadobojcze rowniez sg objete wynalazkiem

Trichoderma konstytutywnie wydziela do $rodowiska niewielkie ilosci enzymow
hydrolitycznych. Gdy w $rodowisku wzrostu Trichoderma pojawi sie inny grzyb, lub owad,
posiadajacy w §cianie komorkowej polimery cukrowe moga staé sie one substratem dla
enzyméw hydrolitycznych wydzielanych przez Trichoderma. Ponadto uwaza sig,
Trichoderma wydziela konstytutywnie niewielka ilos¢ egzochitynaz, ktore natrafiajgc na

sciane komoérkowg innego grzyba lub owada odtrawiajg cukry od chityny co staje si¢
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sygnatem do wzmozonej ekspresji trichodermowych genéw kodujacych hydrolazy takie
jak  chitynazy, glukanazy i proteazy, przy czym rodzaj wydzielanych enzymoéw
hydrolitycznych jest zalezny od obiektu ataku. W konsekwencji zachodzi hydroliza
polimeréw $§ciany obcego grzyba lub owada i dochodzi do jego unicestwienia. W ten
sposéb Trichoderma atakuje wiele grzybéw patogennych dla roslin albo owadow
pozostajac jednoczes$nie w symbiozie z roslina.

W stanie techniki opisano wykorzystanie wiasciwosci Trichoderma do
kontrolowania niepozadanych grzybéw niszczacych produkcije rolnicza z wykorzystaniem
nadekspresji genéw kodujacych poszczegdine enzme hydrolityczne. W zgtoszeniu
patentowym P393021 przedstawiono sposéb aktywacji wiasciwosci biokontrolnych
Trichoderma, zwlaszcza szczepu biokontrolnego T. atroviride poprzez uaktywnienie
procesu O-glikozylacji, pozornie niezwigzanego z wydzielaniem biatek sekrecyjnych.
Rozwigzanie opisane w zgtoszeniu P393021 oparto na zwigzku miedzy procesem O-
glikozylacii i sekrecjg enzyméw hydrolitycznych (Kruszewska i wsp. 1999).

Hydrolazy wydzielane przez Trichoderma stanowg wazny element ataku
Trichoderma na grzyby patogenne dla roslin. Hydrolazy sg glikoproteinami i wydajno$¢ ich
glikozylacji wptywa na ich wydajng produkcje i wydzielanie. Poprzez zwigkszenie
aktywnoséci syntazy dolichylo fosfo mannozy (DPM), kluczowego enzymu procesu O-
glikozylacji uzyskano bardziej wydajna, szybsza glikozylacje hydrolaz i co za tym idzie
zwiekszone wydzielanie tych enzymow co spowodowato aktywniejsze trawienie Scian
komorkowych organizmu patogennego uzyskujac lepsze wtasciwosci biokontrolne.

Wiele roslin uzytkowych i ozdobnych co roku ulega uszkodzeniu przez zakazenia
grzybowe oraz inne organizmy patogenne. Zakazenia te zwalcza sie przy pomocy
fungicydéw i pestycydow chemicznych, i co za tym idzie wprowadza sie do $rodowiska
zwiazki chemiczne. Tego mozna unikngé lub ograniczy¢ stosujac rozwigzanie wedtug
wynalazku.

Zakazenia Fusarium, Pythium, Botritis cinerea Phytophthora infestans sa jednymi
z bardziej rozpowszechnionych i prowadzacych do catkowitego zamierania roélin. Celem
ataku tych grzybow sa warzywa, owoce, rosliny ozdobne, drzewa i krzewy. Obok

zwiazkéw chemicznych stuzacych do ochrony roélin mozna wspomagajaco stosowac
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zabiegi biokontrolne. Stwierdzono, ze dzigki jednoczesnemu zastosowaniu preparatéw na
bazie Trichoderma i tradycyjnych fungicydéw mozna ograniczy¢ ilos¢ tych drugich nawet
o ponad 20%.

Zatem nadal istnieje potrzeba opracowania nowych, bardziej skutecznych,
sposobow biologicznej kontroli przeciwgrzybowej upraw i plonéw a takze biofungicydow,
ktére bylyby nieszkodliwe dla $rodowiska.

Ponadto nieoczekiwanie stwierdzono, ze dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug
wynalazku nie tylko opracowano nowy, bardziej skuteczny sposob biokontroli upraw i
plonéw, ale réwniez uzyskano lepszy wzrost roélin. Niespodziewanie stwierdzono takze,
ze szczep Trichoderma asperellum zmodyfikowany wedtug wynalazku, moze miec
zastosowanie jako $rodek owadobéjczy, rowniez jednoczesnie poprawiajacy wzrost roslin.

Zgodnie z wynalazkiem przedstawiono nowy sposéb otrzymania szczepow
Trichoderma o lepszych wtasciwo$ciach przeciwgrzybowych i biokontrolnych. Sposob ten
opiera sie na zwigkszeniu syntezy produktéw szlaku mewalonowego.

Przedmiotem wynalazku jest zmutowany szczep Trichoderma spp. zawierajacy
dodatkowo rekombinowang czasteczke DNA obejmujaca gen ERG20 kodujacy syntaze
pirofosforanu farnezylu. Korzystnie Trichoderma jest Trichoderma atroviride. Korzystnie
gen kodujacy syntaze pirofosforanu farnezylu pochodzi z Saccharomyces cerevisiae i
gen kodujacy koduje syntaze pirofosforanu farnezylu o sekwencji nukleotydowej nr 2.
Sekwencja aminokwasowa kodowana przez sekwencjg nukleotydowg nr 1 ma co najmniej
50%, co najmniej 55%, co najmniej 60%, co najmniej 65%, co najmniej 70%, co najmniej
75%, co najmniej 80%, co najmniej 85%, co najmniej 90%, co najmniej 95%, lub 100%
identycznosci z sekwencja nr 2. W korzystnym rozwigzaniu gen ERG20 z S. cerevisiae
jest zintegrowany z genomem Trichoderma. Korzystnie, gen ERG20 jest zintegrowany z
genomem i szczep wykazuje nadekspresje tego enzymu.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposéb otrzymywania szczepu
transgenicznego Trichoderma weditug wynalazku, w ktérym wyodrebnia si¢ DNA kodujacy
syntaze pirofosforanu farnezylu, nastepnie transformuje si¢ szczep Trichoderma
uzyskanym genem po czym uzyskuje sie nadekspresje syntazy pirofosforanu farnezylu w

otrzymanym szczepie transgenicznym.
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Korzystnie prowadzi sie do integracji rekombinowanego DNA kodujacego syntaze
pirofosforanu farnezylu z genomem Trichoderma.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposob zwalczania niepozadanych
organizméw w ktérym stosuje si¢ szczep Trichoderma z nadeskpresjg DNA kodujacego
syntaze pirofosforanu farnezylu. Korzystnie w sposobie wediug wynalazku stosuje si¢
szczep Trichoderma atroviride w ktérym wystepuje nadeskpresja heterologicznego DNA
kodujacego syntaze pirofosforanu farnezylu z Saccharomyces cerevisiae. Korzystniej
zwalcza sie choroby grzybowe roélin i plonow. Szczegolnie korzystnie zwalcza si¢
Pythium ultimum.

W innej odmianie przedmiotem wynalazku jest spos6b zwigkszania wzrostu rosliny
ilub wydajnoéci plonow, w ktérym stosuje si¢ szczep Trichoderma wedtug wynalazku, z
nadeskpresjg DNA kodujacego syntaze pirofosforanu farnezylu.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto kompozycja biobdjcza, ktora zawiera szczep
Trichoderma wedtug wynalazku z nadeskpresjg DNA kodujacego syntaze pirofosforanu
farnezylu. Co wiecej, przedmiotem wynalazku jest kompozycja do zwiekszania plonow,
ktéra zawiera szczep Trichoderma okre$lony w dowolnym z zastrz. 1-8, w ktérym
wystepuje nadeskpresja DNA kodujacego syntaze pirofosforanu farnezylu.

Szczegotowy opis wynalazku

W szlaku mewalonowym wykorzystywanym przez szczepy wediug wynalazku
produkowany jest miedzy innymi dolichol, ktéry w formie ufosforylowanej bierze udziat
w procesach glikozylacji a takze ergosterol zwigzek wchodzacy w sktad bton
komérkowych i pecherzykéw sekrecyjnych co jest istotne z punktu widzenia sekrecji
biatek. Ponadto w szlaku mewalonowym produkowane sg zwigzki terpenowe 0 dziataniu
bakterio- i grzybostatycznym takie jak trichodermin, harzianum A, mycotoxin T2, lignoren,
ergokonin A i B czy viridin (Sivasithamparam i Ghisalberti 1998).

Substratem dla powstania wszystkich tych zwigzkow w szlaku mewalonowym jest
pirofosforan farnezylu (FPP), ktory jest syntetyzowany przy udziale enzymu syntazy
pirofosforanu farnezylu kodowanej przez gen ERG20. Enzym ten ma dwie aktywnosci:
katalizuje reakcje pirofosforanu dimetyloallilu (5-weglowy) z pirofosforanem izopentenylu

(5-weglowy) prowadzacg do powstania pirofosforan geranylu a nastepnie przeniesienia
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nastepnej czasteczki pirofosforanu izopentenylu na pirofosforan geranylu z utworzeniem
pirofosforanu farnezylu (15-weglowy). Pirofosforan farnezylu jest substratem dla
wszystkich odnég szlaku mewalonowego.

Zgodnie z wynalazkiem zwigkszenie aktywnosci przeciwgrzybowej i biokontroine;
Trichoderma atroviride polega na zwiekszeniu aktywnosci syntazy pirofosforany farnezylu.
Zwiekszenie aktywnosci syntazy pirofosforany farnezylu osiaga sig poprzez nadekspresje
w Trichoderma atroviride P1 drozdzowego genu ERG20 kodujacego ten enzym. Gen
ERG20 jest zintegrowany z genomem T. atroviride w sposdb przypadkowy przy uzyciu
metody transformaciji.

W sposobie wedtug wynalazku, korzystnie, przed wprowadzeniem do genomu
Trichoderma, gen ERG20 z Saccharomyces cerevisiae powiela si¢ metodg PCR stosujac
starter ERGBam-U o sekwencji: CGGGATCCATGGCTTCAGAA i starter ERGBam-L
o sekwencji: CGGGATCCCTATTTGCTTCTC

Zastosowana metoda PCR umozZliwia uzyskanie odpowiednich koncow
w powielanym fragmencie DNA, dzigki czemu mozna go wkionowa¢ w konkretne miejsce
w plazmidzie. Gen klonuje sie¢ pod promotor gpdA (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo
glicerynowego) i terminator trpC (syntaza fosforanu indolo-3-glicelolowego) do plazmidu
pAN521N. Wybrany promotor i terminator, korzystnie, pochodzi z grzybéw nitkowatych,
zwiaszcza Aspergillus czyli z grzyba nitkowatego blisko spokrewnionego z Trichoderma.
Aby uzyska¢ wymagang ekspresje genu klonuje si¢ go pod promotor rozpoznawany przez
komérki gospodarza. Grzyby nitkowate sg pod tym wzgledem bardzo elastyczne isgw
stanie rozpoznaé réwniez promotory np. drozdzowe.

Korzystnie, plazmid pAN521N przecina sig enzymem restrykcyjnym BamHI, wkleja
wstawke ERG20 (produkt PCR) stosujac ligaze T, a nastepnie przecina konstrukt
enzymem Ncol, uzyskuje tepe konice dziatajac nukleaza Mung Bean lub nukleaza S1 i
dokonuje samoligacji. W sposobie wediug wynalazku do transformacii T.atroviride,
korzystnie, stosuje sie metode kotransformacji mieszanka plazmidéw: plazmidem
pAN521N niosacym gen ERG20 oraz plazmidem pRMLex_30 niosacym gen opornosci
na higromycyne B.

Zastosowanie plazmidu pAN521N determinuje uzycie enzymu BamHI do cigcia w
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miejscu gdzie gen zostanie wklonowany. Powstate dodatkowe miejsce ATG musimy
usungé tnac plazmid enzymem Ncol i usuwajgc wolny koniec przy pomocy nukleazy
Mung Bean lub nukleazy S1.

Do otrzymania transformantéw uzyto metody kotransformacji polegajacej na
uzyciu do transformacji mieszaniny dwéoch plazmidéw, plazmidu zawierajacego gen,
ktérego nadekspresje chcemy uzyska¢ i plazmidu helperowego zawierajacego gen
markerowy. W tym przypadku korzystnie, pierwszy plazmid zawiera gen ERG20, a drugi
gen oporno$ci na Higromycyne B. Plazmidy, korzystnie, stosuje sie w stosunku
ilosciowym 10-15:1 odpowiednio pierwszego plazmidu:plazmidu helperowego.

Poniewaz stosowanie mieszaniny plazmidéw do transformacji utatwia wchodzenie
DNA do komérki grzybéw nitkowatych. Transformacje, korzystnie, wykonuje sie w ten
sposbb, ze transformanty selekcjonuje sie na pozywkach z Higromycyng B i 0.1%
Tritonem X-100. Pozywka powinna zawiera¢ higromycyne B gdyz poszukiwane sg
transformanty, ktoére nie sg na nig wrazliwe i wyrosng na zawierajacej jg pozywce. Triton
X-100 jest natomiast zwigzkiem zapobiegajacym rozchodzeniu sie kolonii grzyba po catej
ptytce co umozliwia wyselekcjonowanie pojedynczych transformantow.

Wsrod transformantéw opornych na higromycyne B wyszukuje sie tych z genem
ERG20. W tym celu otrzymuje sie¢ DNA z transformantéw i na tak przygotowanej matrycy
metodg PCR namnaza sie fragment DNA stosujac startery homologiczne do sekwenciji
drozdzowego genu ERG20. Nastepnie produkty PCR poddaje sie analizie na zelu
agarozowym, prazek o wielkosci ok. 1200 par zasad izoluje sie z zelu a nastepnie
sekwencjonuje. Wykonuje sie réwniez dwie kontrolne reakcje PCR: kontrole pozytywng
wykonuje sie na matrycy genomowego DNA z S.cerevisiae i kontrole negatywng na
matrycy DNA z rodzicielskiego szczepu T.atroviride P1 (szczep nietransformowany).
Sekwencje otrzymane w wyniku sekwencjonowania poréwnuje sie z sekwencjg genu
ERG20.

DNA z transformantéw mozna réwniez analizowaé metoda Southern blotting lecz
taka analiza jest dluzsza i bardziej kosztowna. Wtedy DNA tnie sie enzymem
restrykcyjnym, korzystnie EcoRI, poddaje elektroforezie na zelu agarozowym, denaturuje,

zobojetnia, przenosi na membrane nylonowg i hybrydyzuje z sondg syntetyzowang na



matrycy z genu ERG20 (produkt PCR jak wyzej).

Genomowe DNA mozna cigé rowniez innymi enzymami restrykcyjnymi, ktére nie
tng wewnatrz genu ERG20 np. BamHlI, Clal, Hpal, Hpall, Ndel, Notl, Pvul, Pvull, Sall,
Smal, Sphl, Xbal.

5 Z transformantéw zawierajacych gen ERG20 otrzymano rowniez catkowite RNA i
metoda Northern blotting stwierdzono, ze zawieraja one transkrypt ERG20 czyli, ze doszto
do ekspresji wprowadzonego genu. Tak otrzymane i sprawdzone transformanty ERG20
nazwane, SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10 stosuje sie
do dalszych badan.

10 Wynalazek zostat zilustrowany na rysunku, na ktérym

Fig. 1. Przedstawia cigg reakcji w szlaku mewalonowym; Fig. 2. Przedstawia
wplyw ekspresji genu ERG20 kodujacego syntaze pirofosforanu farnezylu (FPP) na
aktywno$¢é enzymu. P1-szczep kontrolny T.atroviride P1; 20, 59, 104, 125, 133 -
transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10;

15 Fig. 3A Przedstawia wzrost szczepdw na plytce zawierajacej pozywke minimalng,
z karboksymetyloceluloza. P1-szczep kontrolny T.atroviride P1; 20, 59, 104, 125, 133 -
transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10;

Fig. 3B Przedstawia wyniki halo wkoto kolonii rosngcej na pitytce z pozywkag
minimalng z karboksymetyloceluloza. P1-szczep kontrolny T.atroviride P1; 20, 59, 104,

20 125, 133 - transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i
SGUL133/10;

Fig. 4A Przedstawia aktywno$¢ celulaz w pozywce po hodowli grzybéw. P1-
szczep kontrolny T.atroviride P1; 20, 59, 104, 125, 133 — transformanty SGUL20/10,
SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10t

25 Fig. 4B Przedstawia aktywnos¢ N-acetyl-p-D-glukozaminidazy w pozywce po
hodowli grzybéw. P1-szczep kontroiny T.atroviride P1; 20, 59, 104, 125, 133 -
transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10

Fig. 5 Przedstawia wydzielanie biatek do pozywki podczas hodowli grzybéw na
pozywce z laktozga. P1-szczep kontrolny T.atroviride P1; 20, 59, 104, 125, 133 -

30 transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10;
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Fig. 6 Przedstawia wzrost Pythium ultimum na ptytkach po hodowli Trichoderma.
Pythium — wzrost kolonii P. ultimum na czystej ptytce, P1- wzrost kolonii P. ultimum na
ptytkach na ktorych uprzednio hodowano szczep kontrolny 7. atroviride P1; 20, 59, 104,
125, 133- wzrost kolonii P. ultimum na ptytkach na ktérych uprzednio hodowano szczepy
transformowane SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10

Fig. 7 Przedstawia wzrost Rhizoctonia solani w atmosferze substancji lotnych
wydzielanych przez Trichoderma. Rhizoctonia - R. solani hodowana bez Trichoderma; P1
- R. solani hodowana w atmosferze substancji lotnych wydzielanych przez szczep
kontrolny P1; 20, 59, 104, 125, 133 - R. solani hodowana w atmosferze substancji lotnych
wydzielanych przez transformanty SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i
SGUL133/10

Fig. 8 Przedstawia wzrost fasoli Phaseolus vulgaris L. (var. nanus L.) w ziemi
zakazonej Pythium ultimum. Kontrola pozytywna (kontrola) oznacza hodowle roslin w
ziemi, ktéra nie byta zakazona ani Pythium ani Trichoderma. (Pyth) — kontrola negatywna
hodowla w ziemi zakazonej tylko Pythium ultimum. Pozostate stupki pokazujg wzrost
roslin w ziemi zakazonej Pythium ultimum i szczepami Trichoderma P1 (szczep kontrolny)
i transformantami (SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10)
(szare stupki) lub tylko zakazonej szczepami Trichoderma (czarne stupki)

Fig. 9 Przedstawia procent wykietkowanych nasion Phaseolus vulgaris L. (var.
nanus L.) obliczony po 10 dniach wzrostu roslin. Kontrola pozytywna (Kontrola) oznacza
hodowle roslin w ziemi, ktéra nie byta zakazona ani Pythium ultimum ani Trichoderma.
(Pyth) — kontrola negatywna - hodowla w ziemi zakazonej tylko Pythium ultimum.
Pozostate stupki pokazujg wzrost roslin w ziemi zakazonej Pythium ultimum i szczepami
Trichoderma P1 (szczep kontrolny) i transformantami (SGUL20/10, SGUL59/10,
SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10) (szare stupki) lub tylko zakazonej szczepami
Trichoderma (czarne stupki)

Fig. 10 Przedstawia wzrost fasoli Phaseolus vulgaris L. (var. nanus L.) w ziemi
zakazonej Pythium ultimum. Kontrola pozytywna (kontrola) oznacza hodowle roslin w
ziemi, ktéra nie byta zakazona ani Pythium ani Trichoderma. (Pyth) — kontrola negatywna

hodowla w ziemi zakazonej tylko Pythium ultimum. Pozostate stupki pokazujg wzrost
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roélin w ziemi zakazonej Pythium ultimum i szczepami Trichoderma P1 (szczep kontrolny)
i transformantami PZ/06, PZ6/06 i PZ19/06 przedstawione w zgtoszeniu patentowym
P393021

Fig. 11 przedstawia sekwencje nukleotydowg i aminokwasowsg syntazy FPP z S.
cerevisiae.

Ponizej przedstawiono przyktady wykonania wynalazku.

Przyktad I. Gen ERG20 z S.cerevisiae powielano metodg PCR stosujac starter
ERGBam-U o wzorze CGGGATCCATGGCTTCAGAA i starter ERGBam-L o wzorze

CGGGATCCCTATTTGCTTCTC

Metoda PCR tancuchowa reakcja polimerazy polega na wykorzystaniu
oligonukleotydowych starteréw zaprojektowanych do obu koncéw DNA, ktore bedzie sie
powiela¢ i na zastosowaniu cykli temperaturowych ogrzewania — chiodzenia, podczas
ktérych zachodzi taczenie starteréw z homologicznym DNA i dobudowanie fafcucha
nukleotydowego pomigdzy starterami. Podczas nastepnych cykli temperaturowych nowo
zsyntetyzowane DNA staje sie matryca do dalszej syntezy. Uzyskany w ten sposéb gen
klonowano pod promotor gpdA (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo glicerynowego) i
terminator trpC (syntaza fosforanu indolo-3-glicelolowego) do plazmidu pAN521N
(Accession number Z32697).

Plazmid pAN521N przecieto enzymem restrykcyjnym BamHl a nastepnie
wligowano wstawke ERG20 (produkt PCR) stosujgc T, ligaze (Promega). Nastepnie
plazmid przecieto Ncol, wytepiono konce nukleazg Mung Bean (Promega) i poddano
selfligacji. Plazmid uzyto do transformacji T.atroviride P1. Transformacje wykonano
wedtug opisu Kubicek-Pranz, E.M., Gruber, F., Kubicek, C.P. (1991) Transformation of
Trichoderma reesei with the cellobiohydrolase Il gene as a means for obtaining strains
with increased cellulase production and specific activity. J.Biotechnol. 20, 83-94 i Mach,
R.L., Schindler, M., Kubicek, C.P. (1994) Transformation of Trichoderma reesei based on
hygromycin B resistance using homologous expression signals. Curr. Genet. 25, 567-570.
Transformanty selekcjonowano na pozywkach z higromycyng B i 0.1% Tritonem X-100.

Wsrod transformantéw poszukiwano tych z kopig genu ERG20. W tym celu

otrzymywano z nich DNA przy uzyciu zestawu odczynnikéw ,Wizard Genomic DNA
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purification kit * firmy Promega. Na matrycy DNA z transformantéw, przy uzyciu primerow
ERGBam-U i ERGBam-L otrzymano fragment DNA, ktéry po elektroforezie na zelu
agarozowym, poddano sekwencjonowaniu potwierdzajac, ze otrzymaliSmy DNA ERG20 z
drozdzy. Tak otrzymane transformanty oznaczone SGUL20/10, SGUL59/10,
SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10 uzyto do dalszych badan.

Z transformantdw niosacych kopie genu ERG20 otrzymano réwniez catkowite RNA
i kropelkowa metoda Northern blotting stwierdzono, ze zawierajg one transkrypt ERG20
czyli, ze doszto do ekspresji wprowadzonego genu. Tak otrzymane i sprawdzone
transformanty ERG20 nazwane SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i
SGUL133/10 stosowano do dalszych badan.

Dokonana sposobem wedtug wynalazku nadekspresja genu ERG20 spowodowata
wzrost aktywnosci syntazy FPP w komoérkach T.atroviride (Fig. 2). Fig. 2 pokazuje, ze
nadekspresja genu ERG20 spowodowata podniesienie aktywnosci syntazy FPP we
frakcjach rozpuszczalnych wszystkich szczepéw dochodzac do okoto 100 % wzrostu w
szczepieSGUL104 (104) i SGUL125 (125).

Przyktad Il. Celem rozstrzygniecia czy transformanty aktywniej hydrolizujg
polisacharydy, a wiec wydzielajg wiecej hydrolaz lub wydzielane hydrolazy sg bardziej
aktywne, transformanty poddano wstepnej analizie na pozywkach zawierajacych ztozone
zrédio wegla karboksymetyloceluloze. Szczepy posiano na srodek piytek i kazdego dnia
mierzono przyrost grzybni. Wyniki pomiaréw pokazane na wykresie 3A, potwierdzajg
wzrost grzybéw na podtozach zawierajgcych ztozone zZrodta wegla oraz ze transformanty
rosng intensywniej niz szczep rodzicielski (nietransformowany) co sugeruje, ze wydzielajg
wigcej hydrolaz lub hydrolazy o podwyzszonej aktywnosci.

Zmierzono réwniez halo powstate wokot kolonii grzybéw rosnacych na plytce z
karboksymetyloceluloza. Wielkos¢ halo $wiadczy o hydrolizie substratu wkoto kolonii.
Czym wiecej hydrolaz wydziela grzyb tym wigeksze halo wkoto kolonii (Fig. 3B).

Przykiad lll. W celu stwierdzenia, czy transformanty wydzielajg wigcej celulaz czy
bardziej aktywne enzymy, oznaczono aktywnos¢ celulolityczng w pozywce w czasie
hodowli. Wyniki przedstawiono na wykresie 4 A. Zbadano réwniez aktywno$¢ N-acetyl-B-

D-glukozaminidazy (Fig. 4B) obrazyjacej chitynolityczng aktywno$¢ wydzielanych
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hydrolaz. Aktywnos$¢ celulaz jak i N-acetyl-3-D-glukozaminidazy w pozywce po hodowli
transformantow (SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10) i
szczepu kontrolnego (P1) oznaczano w réznych okresach wzrostu grzybow. Stwierdzono,
ze celulazy i N-acetyl-B-D-glukozaminidaza wydzielane przez transformanty wykazujg
wyzsza aktywnosé niz te wydzielane przez szczep dziki P1. Szczepy Trichoderma o
wysokiej aktywnosci chitynolitycznej moga by¢ stosowane jako bioinsektycydy przeciwko
owadom niszczgcym plony. Poniewaz zewnetrzny szkielet owadow (kutikula) jest
zbudowany w duzej czesci z chityny hydroliza chityny moze zwiekszaé skuteczno$é
dziatania bioinsektycydu.

Przyktad IV. Oznaczono réwniez ilo§¢ biatka wydzielanego do pozywki przez
transformanty i szczep kontrolny. Wyniki wydzielania biatka przez transformanty
(SGUL20/10, SGUL59/10, SGUL104/10, SGUL125/10 i SGUL133/10) i szczep kontrolny
(P1) do pozywki w czasie hodowli przedstawiono na wykresie 5. Na tej podstawie
stwierdzono, ze ilo§¢ wydzielanych biatek przez transformanty jest nawet 29% wyzsza w
poroéwnaniu ze szczepem kontrolnym P1.

Przykiad V. Sprawdzono, jak wplywajg na grzyby patogenne zwigzki wydzielane
przez Trichoderma. W tym celu Trichoderma byta hodowana na ptytkach pokrytych folig
celulozowg a nastepnie po zdjeciu folii na tych samych pitytkach hodowano Pythium
ultimum Wzrost Pythium byt powaznie zahamowany przez metabolity wydzielane przez
wszystkie szczepy lecz duzo wigksze hamowanie obserwowane na plytkach na ktérych
uprzednio rosty transformanty (Fig. 6).

Przyktad VI. W szlaku mewalonowym powstaje wiele lotnych zwigzkéw o dziataniu
przeciwgrzybowym. Hodowano wiec patogen roslinny Rhizoctonia solani w atmosferze
substancji lotnych wydzielanych przez szczep kontroiny P1 i transformanty. Stwierdzono
zwiekszone whasciwosci przeciwgrzybowe zwigzkoéw wydzielanych przez transformanty co
spowodowato wieksze zahamowanie wzrostu patogena Fig. 7.

Przyktad VII Na koniec sprawdzono wiasciwosci biokontrolne otrzymanych
szczepow w stosunku do patogena roslin Pythium ultimum. Do$wiadczenie wykonano na
fasoli Phaseolus vulgaris L. (var. nanus L.). Sterylna ziemia byta mieszana;; z grzybnig

Pythium ultimum i z grzybnig Trichoderma po 2.g grzybni /1l ziemi. Do tak przygotowane;j
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ziemi wsadzano nasiona fasoli. Po 10 dniach dokonano pomiaru wzrostu roslin (Fig. 8)
oraz zanotowano ile nasion wykietkowato (Fig. 9). Zakazenie gleby Pythium prawie
catkowicie zahamowato wzrost roslin. Rosliny sg wyraznie chronione przed zakazeniem
przez wszystkie szczepy Trichoderma lecz w obecnosci transformantéw fasola lepiej rosta
w poréwnaniu do szczepu rodzicielskiego P1.

Poza tym szczepy transformowane w obecnosci patogena wyraznie podnosity
procent wykietkowanych nasion w stosunku do szczepu kontrolnego P1 (Fig. 9).
Zaobserwowano dodatkowo korzystny wptyw samych szczepow Trichoderma na
promocje wzrostu roslin czego nie obserwowano dla szczepdéw objetych zgloszeniem
P393021. Szczepy wedtug wynalazku powodujg nawet o 20% wyzszy wzrost roslin w
poréwnaniu do szczepu kontrolnego P1. W obecnosci patogena (Pythium ultimum) wzrost
roslin doréwnuje a w przypadku szczepéw SGUL20/11, SGUL104/11 i SGUL125/11
przewyzsza wzrost niczym nie zakazonych roslin kontrolnych co zanotowano tylko dla
jednego szczepu (Fig.10) objetego zgtoszeniem P393021 .

Przedstawione tu szczepy zapewniaja kompleksowe zwiekszenia produkciji
wszystkich zwigzkéw o dziataniu przeciwgrzybowym produkowanych w szlaku
mewalonowym i jednoczesnie inng droge zwiekszenie aktywnosci proceséw glikozylacji
niz znane dotychczas w stanie techniki, np. w zgtoszeniu P393021.

Uzyskany nowy szczep T. atroviride zapewnia zwickszenie aktywnosci syntazy
pirofosforany farnezylu prowadzace do zwiekszenia aktywnosci N-acetylo- B-D-
glukozaminidazy wydzielonej do podtoza. Ponadto zwiekszenie aktywno$ci syntazy
pirofosforany farnezylu powoduje zwiekszenie aktywnos$ci przeciwgrzybowej metabolitéw
wydzielanych do podioza. Réwniez zwiekszenie aktywnosci syntazy pirofosforany
farnezylu powoduje zwiekszenie aktywnosci przeciwgrzybowej zwigzkéw lotnych
wydzielanych podczas wzrostu. Co wiecej zwiekszenie aktywnosci syntazy pirofosforany
farnezylu powoduje zwigekszenie aktywnosci biokontrolnej przeciwko Pythium ultimum.

Podsumowujgc, najbardziej spektakularng korzyscig jaka niesie wynalazek jest,
zwiekszone wydzielanie zwigzkéw lotnych o charakterze przeciwgrzybowym, zwiekszone
wydzielanie biatek hydrolitycznych, zwiekszona aktywnos¢ celulaz, zwiekszone

wydzielanie metabolitbw wtérnych osiggniety u transformantéw oraz znaczace
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podniesienie wtasciwosci biokontrolnych transformowanych szczepow w poréwnaniu do
kontroli P1.

Jednoczesénie uzyskanie lepszej ochrony roélin przy pomocy szczepow
transformowanych nie wiaze sie z zadnymi dodatkowymi kosztami zwigzanymi z hodowlg

grzyba ani tez z zadnymi dodatkowymi manipulacjami.

Pr inz. Zbigniew Kamifisit
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