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Uvod

Trichoderma spp. je vlaknita huba so Sirokym vyuzitim od polhohospodarstva az po medicinu. Vyuziva sa najma ako prostriedok biologickej ochrany
rastlin, a to vdaka mykoparazitickym vlastnostiam a schopnosti tvorit rastlinné auxiny a stimuldcii obrany rastlin voci patogénom. Doélezitym
predpokladom pre jej vyuzitie je tvorba asexualnych spér (konidii). Konidiacia moze byt stimulovana r6znymi enviromentalnymi faktormi, ako napr. svetlo,

rozne zdroje dusika a uhlika, hladovanie, pH okolia a podobne.

Vyznamnu ulohu vo vyvoji zhrava GABA skrat (Obr. 1), ktory obchadza niektoré kroky TCA cyklu. GABA skrat zohrava vyznamnu ulohu pri prepojeni
uhlikového a dusikového metabolizmu. V GABA skrate sa vyuzivaju 3 enzymy: glutamatdekarboxylaza (GAD), GABA-transaminaza (GABA-T) a
sukcynilsemialdehyddehydrogendaza (SSADH). V nasej praci sme sledovali vplyv roznych zdrojov dusika, uhlika, a svetla na rast a konidiaciu T. atroviride

F534 a jej mutantnych kmenov Agad10 a Agad?21.

Trichoderma
Mitochondria

Succinate "
Sucastnost’ ; Buducnost’

SCoAL

SSADH

NADH+H*

NAD

Zmesi Trichoderma a invch

Konidie z Trichoderma ako mesi [rich ¢ 3
stimulatory rastu rastlin mikroorganizmova
metabolitov so Specifickou
e e funkciou ako bioinokulaty
i~
£ S
Ly 1 K

r.-\
1

GABA & Vyuiitie ]
K GABA - propagacia rastu A Bioaktivee M
- reguldcia stavby f ?
Glu Ala pyr koreha metabolity
- adaptacia na stresové
podmienky Peptaiboly
Auxiny
A\ Viridol
; J— Prospekty Visicin
Cytosol I - Specifické uéinky na
rastliny
Glu GABA -vefkost inokula, Zas ¢ g
aplikicie - y
GAD - podne a enviromentalne - -
podmienky
CO, - pol'nohospodarsky manazment
Obr. 1 GABA skrat. glutamatdekarboxylaza , . 3 o
(GAD), GABA-transaminaza (GABA-T) a Obr. 2 Urovne interakcii medzi Trichoderma spp.
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Obr. 5 Rast T. atroviride na PDA médiu

Obr. 3 Analyza expresie hypotetickych génov GABA skratu
a permeaz z mycélii rastucich na CzDA 2 (NH,NO;) a CzDA 4
(GABA) médiach. Gén kédujuci GAD — gad, 2 gény kddujuce
GABA transaninazy — gabaTl a gabaT2, 3 gény kddujuce
SSAD hydrogenazy — ssadhl, ssadh2 a ssadh3 a 2 gény
kddujuce permedzy — perm1 a perm2. Standard molekulovych
hmotnosti je ozancny M.

Vysledky

Gén pre GAD v T. atroviride bol identifikovany a charakterizovany
v predchadzajucej praci od Niznansky a kol., 2013. V naSej praci
sme identifikovali v gendme T. atroviride dva gény pre GABA-T, tri
gény pre SSADH a dva gény pre GABA permeazy. Uskutocnili sme
transkriptomicku analyzu tychto génov, ktora ukazala zmeny ich
transkripcie v zavislosti od zdroja dusika. (Obr. 3)

PocCas fenotypovej analyzy sme sledovali vplyv réznych zdrojov
dusika na rast a konidiaciu F534 a gad mutantnych kmenov pri
roznych kultivacnych podmienkach. Vyvoj konidii bol vo vsetkych
kmenoch ovplyvneny zdrojom dusika, pricom gad mutantné
kmene rastli pomalsSie, tvorili hustejSie vzdusné mycélium a
sporulovali intenzivnejsie ako rodiC. T. atroviride zvyCajne nie je
schopna tvorit konidie v tme. V nasSej praci sme ukazali, Zze v
pritomnosti GABA ako jediného zdroja uhlika sa tvorili konidie aj
bez pritomnosti svetla (Obr. 4). Sledovali sme tiez ulohu GAD
pocas vyvoja na PDA pri roznych ambientnych pH (Obr. 5). Nase
vysledky ukazali, ze kmene deficientné v GAD mali urychleny
asexualny vyvoj v porovnani s rodicom.

Hypoteza

Konstitutivha expresia GABA permedz a génov pre GABA
skrat v T. atroviride poukazuje na schopnost transportu a
utilizacie GABA aj v pritomnosti dusicChanu amoénneho

* Fenotypova charakterizacia génu gad v T. atroviride naznacila

Obr. 4 Vyvoj T.atroviride pri kontinudlnom svetle, pH3 pripravenom vo vode (kontrola) a v potrebu GAD pre vyrovnany asexualny vyvoj v reakcii na
na médiach: A— PDA, B—CzDA 2, C—CzDA 3,D - citrdtovom tlmivom roztoku (pH 3-6). enviromentalne podnety.
CzDA 4. Rast a konidiacia v 3. defi a po tyzdni. F534 je Kultivacia prebiehala pri svetle, 25°C, 4
rodi¢ovsky kmen, Agad10 a Agad21 st kmene dni. F534 je rodicovsky kmen, Agad10
mutantné v géne gad. a Agad21 su kmene mutantné v géne gad.
. ) Zaver:
Mate”aly d metOdy Pri pozorovani vyvoja T.atroviride F534 a jej mutantnych kmenov
* Mikroorganizmy: T. atroviride CCM F534, Agad10 a Agad21 Agadl10 a Agad21 sme zaznamenali, 7e pre mutantné kmene bola

e Kultivacné média: Zemiakovo-Dextrézovy agar (PDA)pripravené bud vo
vode alebo citratovom tlmivom roztoku pri pH 3-6, Czapek-Dox agar
(CzDA) s dusichanom amoénnym ako zdrojom dusika (CzDA 2), Czapek-
Dox agar (CzDA) s dusicChanom amoénnym a GABA ako zdrojmi dusika

charakteristicka skorsSia tvorba vzdusnych hyf a konidii. Najintenzivnejsi
rast a konidiaciu sme pozorovali na PDA médiu pri kontinualnom
svetle. Intenzita rastu a konidiacie na svetle bola vyssia ako v tme vo

(CzDA 3), Czapek-Dox agar (CzDA) s GABA ako zdrojom dusika (CzDA 4) vsetkych pripadoch olfrem rastu. A ,Iff)mbln’ovanf)m ,Zdroj' d.us'ka
« Kultivaéné podmienky: povrchova kultivacia, svetlo alebo tma, 25°C (NH,;NO; a GABA). Praca potvrdila sucinnost dusikatych zdrojov a
* RT-PCR: izolacia RNA prostrednictvom TRI-Reagent (Sigma) a pre RT-PCR svetla ako aj ulohu gad v asexualnom vyvoji. V buducnosti bude
bol pouzity systém od Biotech Rabbit potrebné charakterizovat dalSie gény GABA skratu. Tento projekt bol

podporeny APVV-0719-12 and APVV-16-0216.



