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BEVEZETES £S IRODALMI ATTEKINTES

A Trichoderma genuszt Persoon alapitotta még 1794-ben
/Persoon, 1794/, Az azéta eltelt csaknem 200 év alatt

a Trichoderma fajok rendszerezésében viharos véltozéd-
sok torténtek, Az egyes fajok nagy morfolégiei hason=-
lésdga miatt tdrténhetett meg az, hogy 1939-ben Bisby
csak 3 faj létezését ismeri els A fehér konidiumos
izoldtumok T, album a 26ld konidiumosok T, virideée vagy
T. koningii néven kerilnek leirédsra /Bisby, 1939/,

Ez a felfogéds egészen 1969-ig tartotta magdt és azt
eredményezte, hogy szép szdmmal jelentek meg /és még
jelenleg is jatzbnnek meg/ kdzlemények, amelyekkel
kapcsolatban nem tudhatjuk, hogy a szerzfk kisérle-
teiket végil is melyik Trichoderma fajjal végezték,
Rifai 1969«ben elvégzett széleskdriu vizsgdlatai alap-
jén morfolégiai bélyegek figyelembevételével 9 faj-
-aggregétumot kildnitett el: T, prluliferum, T, polysperum,
T. hamatum, T, viride , T, koningii, T, aureoviride

T. harzianum, T, pseudokoningii, T, longibrachiatum
/Rifai, 1969/ Meghatérozé kulcsa némi gyakorlés utén
valéban jél hasznélhaté, Kézleménye Sta 1 Gj Trichoderua
fajt irtek le a szakirodalomban, A T, saturnisporium-nak
elnevezett 4j fajt az U,S,A,~ban izolédlték /Hemmill, 1870/,
A Szovjetiniébél 1967-ben, tehdt Rifai kézleménye eltti
uj faj /T, arachnoidea/ mibenlétének tisztézdsédra még



tovébbi vizsgédlatok lennének szlikségeseck /Kuritsyna
és Sizova, 1967/.

A kisérleteim alanydul szolgédlé tdérzs nomenklaturdjé-
val kapcsolatosan a fent vézolt okok miatt teljes a
ziirzavar, A torzs 8sét a II, Vilédghdborl végén izolél-
ték és akkor T, viride -nek nevezték el, Rifai 1969=ben
a térzset T, longibrachiatum-nak hatérozta meg, ezt
azonben a térzzsel celluldz termelési szempontbél
foglalkozé kutaték nem hajlandék még ma sem tudomésul
venni /ld, pl, Hakansson és mtsi, 1978/, sét Ujjabban
Elwyn T, Reese tiszteletére T, reesei-nek hivjék, no-
velve az igy is elég nagy nomenklatira zavart
/Sternberg és Dorval, 1979; Ghose és Sakai, 19739/,
Dolgozatomban ragaszkodtam a rendszertanilag helyes

T. longibrachigtum QM 9414 eclnevezéshez, A QM 9414
térzs 8sét /OMGa/ mint fentebb mér emlitettem a

II, vildghébory végén Uj-Guinea Solomon nevi szigetén
dllomésozé amerikai katonék sédtrainak vésznérél izo-
lé4ltédk és késdbb bebizonyitottédk, hogy a sétrak gyors
megrongdlédésdért valéban ez a gomba a felelés, Ugya-
nis ez a mikroorganizmus egy rendkivil aktiv extra-
cellulédris enzimkomplexet termel, amely még a kristé-
lyos éllapotban levé cellulézt is képes gliukézig le-
bontani, Az akkori katonai problémébél fontos ipari-
-mikrobiolégiai dgazat sziiletett az azéta eltelt 33 év



alatt /Reese, 1976/,

Egyre szélesebb kérl vizsgdlatok kezd8dtek a cellu-
léz komplex mibenlétének felderitésére, Kiléndsen
Japén, Svédorszdg és India érdecklédétt a téme irént
az Egyesilt Allamokom és a SzovjetUnién kiviul, Vizse
gélték a cellulédz-komplex komponenseit /Okada és mtsi,
1968; Wood, 1968; Hong és mtei, 1976; Wood és McCrae,
1972; Oksda, 1975/, Az endo- és exo=-/>=1,4 glukande
zok szdmét illetfen sok ellentmondd eredmény jelent
meg /Gum és Brown, 1976; Berghem és Pettersson, 1974;
Gum és Brown, 1977; Sternberg, 1876/, Nakayama sze=
rint @ sokféle glukandz nem izozimje egymdsnak, hanem
a gomba sajét extracellulédris protedzainak hatdséra
jén létre egy endo- és egy exo/= 1,4 glukanézbél
/Naekayama, 197%a,b/, Szdleskériien vizegélték az egyes
enzimek indukcidéjét és reg;eg:gifjdt & tenyésztési ko=
rilmények hatésdra /Nisizawa,V1972; Gupta és mtsi,
1972/, valamint a celluléz lebontési mechanizmusét
/Berghem és mtsi, 1973, 1975, 1976/, A vizsgélatokbél
kideriilt, hogy @ cellulézt a glikéz represszélja, a
cellobiéz rosez inducer, viszont a Sophora japonica~
bél izoldlt diszacharid,s szofaoréz kivélé inducernek
bizonyult /Nisizawa és mtsi, 1971; Loewenberg és
Chapman, 1977/.,Ezek a féleg elméleti kutatdsok megte=-



remtették az alapot az ipari méreti kisérletek vég-
zéséhez, melyek kézul a folyamatos Uzemi rendszerek
véltak be a legjoboan /Ghose, 1969; Mitra és Wilke,
1975; Brown és Zainudeen, 1977; Peitersen, 1977;

Ghose és Sahai, 1979/, A viszonylag tiszta celluléz-
zal folyé kisérleteken kivil megprébédlkoztak kiilénbdz6
hulladék celluléz és celluldéz tartalmi  mezbgazdaségi
melléktermékek celluldzos hidrolizisével is, bizonyos
esetekben biztatd eredményekkel /Mandels és mtsi, 1974;
Griffin és mtsi, 1974; Gupta és mtsi, 1l973; Vilela és
mtsi, 1977; Dhawan és Gupta, 1977; Ben-Ghedalia ds
Marcipar, 1979, Peitersen, 1975b/, Hogy a téma irént
az érdeklédés egyre inkébb fokoz6dik, azt mutatja ez
elmilt 3 évben megjelend sok értékes kdzlemény /pl,
CGong és mtsi, 1977; Shoemaker és Brown, 1978a,b;

Wood és McCrae, 1978; Hakkansson és mtsi, 1978;
Sternberg és Dorval 1979; Gupta és Gupta, 1979/,

A gelluldz felhaszndlds két kiilénbsen érdekes lehetd-
eégét mutatja be két kdzlemény, Peitersen T, viride-t
és Candide utilist egyiitt tenyésztve prébélta a cellulézt
éleszté8fechérjévé dtalakitani /Peitersen, 1975b/,
Trichoderma enzim felhasznélédsdval egy gyors ndvekedé-
sl Cosmarium z8ldmoszatbdél nyertek kénnyen protoplasze-
tokat, Ennek még nagy jelentfsége lehet a jévében j6l
hasznosithaté éllattakarményok elédllitésdban /Berliner



és Wenc, 1976/,

A Trichoderma genusz azonban nem csak celluléz ter=-
melése miatt jelentfs, A cellulédzon kiviil egyes fajok
termelnek polygalakturondzt /Fanelli és Cervone, 1977,
Fanelli és mtsi, 1978/, xylanédzt /Hashimoto és mtsi,
1871; Baker és mtsi, 1977/, Annak révén, hogy exo=-« /L=3/,
endo= o /1=-3/ és endo /5 /1-3/ glukanézokat termelnek,
nagy jelentdségik van a gombék~-protoplasztolégiai ku-
tatésdédban /Jones és mtsi, 1974; Hasegawa és mtsi, 1969;
Tsunoda és mtsi, 1977; DeVries és Wessels, 1972, 1973;
Bastide és mtsi, 1977; Sdpiczki és Ferenczy, 1978/,

Bizonyos fajok, féleg a T, viridé és a T, harzianum
nagy jelentéségre tett szert az erdészeti és mezfgaz-
daségi okoldégidban, annak révén, hogy @ Trichoderma
fajok a legelterjettebb talajlaké fonalas gombak kdzé
tartoznak /Danielson és Davey, 1973a;Reeves és Horn,
1976/ Fentebb felsorolt enzimeikkel részt vesznek az
elhalt névényi részek lebontéséban, Ezen kivil egyrészt
extracelluléris bontéenzimeiknek készénhetfen, mésrészt
antibiotikum termelésiik kdvetkeztében més mikroorganiz-
musokkal antagonizdlnak /Dennis és Webster, 1971s /.
Igy az erdészetben jelentdsck azdltal, hogy bizonyos
farontd gombék szaporodésadt gdtoljdk két antibiotikum

trichodermin és trichoderm ol termelésiik révén



/Hashioka és mtei, 1961 a,b; Komatsu és Hashioka,

1964 a,b; Sierota, 1976/, A trichoderminrél kimutat-
ték, hogy az eukariota citoplazmatikus fehérjeszin=
tézisnél hat ae=zédltal, hogy a peptidiltranszferézc
gédtolja /Tate és Caskey, 1973/, A mezfgazdaségi je-
lentfségiik abban &11, hogy bizonyoes névénypatogén

gombék szaporoddsét gétoljdk, Példéul: Fusarium cul-
morum /Lai és Bruehl, 1968/. Pythium fajok /Fajola

és Alasocadura, 1375; Lang, 1975/ Rhizoctonia fajok
/Lang, 1975;/ Typhula incarnata /Harder és Troll, 1973/,
Ennek megfeleléen kisérletek kezd@dtek a Trichodernma
fajok biolégiai védekezésben térténé felhasznédlését
illetéen, a legtdbb esetben sikerrel /Dubos és Ricard,
1974; Corke, 1974; De Trogoff és Ricard, 1976; Pottle
és mtsi, 1977; Hedar és mtsi, 1979/, Elfzetes vizs-
gélatok szerint bizonyos névényparazita nematodékkal
szemben a Trichoderma fajok szintén felhasznélhaték lesze
nek /Singh és mtsi, 1976; Miller és Anagnostakis, 1977/,
Talajlaké gombék lévén jelentds szerepuk van bizonyos
inszekticidek lebontéséban /Matsumura és mtsi, 1968;
Tabet és Lichtenstein, 1976/,

Fokozott érzékenységiket bizonyos szteroid szaponi-
nokkal szemben kilénbézé lucerna fajték mérgezé na-
ponin tartalménak mikrobiolégiai mérésére haszndljék
fel /Scardavi és Elliott, 1967; Quazi, 1975; Pedersen,
1975/,



Fotoindukcidét igényls sporuldcidjuk kovetkeztében a
morfogenetikai kutatésok gyakori alanyai

/Gressel és Hartmann, 1968; Gressel és Galun, 1967;
Kumagai és Odaj 1969; Betina és Spisiakova, 1976;
Betina és Zajacova, 1978 abp/, Vizsgdltdk a T, viride~
falszintézisét is intakt micéliumok, /Galun, 1972/,
valamint protoplasztok esetében /Benitez és mtsi, 1975
a,b/, A gombacsoport dkolégiai szerepét korén fel-
ismerve és Rifai cikkét megfeleléen felhasznélva
Danielson és Davey csaknem valamennyi faj bevondséd-
val dtfogé fizolégiai vizsgédlrot végzett és azt ta=-
lédlta, hogy @ cukorasszimilécié esetleg felhaszndl-
haté lehet a fajok biztonsdgos azonositdséra

/Danielson és Davey, 1973 b,c,d/

A fentebb emlitett trichodermin-en kivil a Tricho-
dermék még tébb mdés antibiotikumot is termelnek, igy

a baktériumellenes trichoviridint és dermadint /Temura
és mtsi, 1975/, trichorin-A-t /Kataeyama és mtsi, 1977/,
valamint a kutatésok homlokterében 4llé peptid antibio-
tikumokat: cyclosporin A-t /Ruegger és mtsi, 1976;
Borel és mtsi, 19763/ cyclosporin C-t, /Treber és mtsi,
1977/, suzukacillint /Ooka és Takeda, 1972, 1974/,
alamethicint /Mohr és Kainkauf, 1978/, valamint
trichotoxin A-40-c¢t /Irmscher és mtsi, 1978/, Vala-
mennyi peptid antibiotikum kézdés jellemzbje az erds



immunoszupressziv sajdtség és az, hogy hatdsukat a
leukocitdk membrénjénak kilyukasztésa révén érik el
/Bessler és mtsi, 1979/.

Kétségtelen jelentfsége ellenére ¢ gomba genusz-
ban komolyabb genetikai vizsgélatok még nem tértén-
tek, Beszémoltak mér muténsokrél @ celluldz produk-
ciét illetden /Mandels és mtsi, 1971; Morozova,

1873; Morozova és mtsi, 1975; Montenecourt és
Eveleigh, 1977; Nevalainen és Palva, 1978/, éu a
szerzbk részletesebb genetikai vizsgédlatokat nem vé-
geztek, Auxotréf erfsitd markerek segitdégével ta-
nulményoztédk heterokarionok viselkedését konidium
képzésben sérilt /Weinman és Galun, 1969/, valamint
pigment képzésben sérilt muténsok esetén /Greenshpan
- Galun, 1971/ T, viride -vel, bér a faj azonosséga
kétséges,

Ahhoz, hogy egy gombébdél rekombindnsokat éllitsunk
elé két Gt kindlkoziks a szexudlis életciklus, ha
egydltalén létezik és a paraszexudlis ciklus, ha lét-
rejéttének nincs valamilyen akadélya.

A mikoldégusok viszonylag korédn felfedezték, hogy
bizonyos Hypocrea fajok aszkospérédibdl nem Hypocrea
fejlédik ismét, hanem egy cgészen més morpholégidju
gomba, mely morpholégidja teljesen azonos a Trichoderma
génuszra leirtakkal /Tulasne és Tulasne, 1865; Brefeld
és von Tavel, 1891/, Azéta ezt a kapcsolatot késébb



még soken megorfsitették /Bieby, 1939; Dingley, 1957;
Webster, 1964; Rifei és Webster, 1966; Doi, 1966, 13968;
Roth, 1969; Webster ée Hale, 1972/, Tehét @ Trichodorma
fajok szexuélis folysmttal biré ez Ascomycetes Hypocrea=
les sorozatéba Hypocrcaceac cesalddjéba tartozé gombdék,
melyek “perfect® alakjei a Hypockea génuszba tartoz-
nak. Ennek ellenére a kutatdk ¢ wai nepig nem hasznédle
ték fel ezt a lehetfedget genotikai vizegdlatok céle-
Jére, Ennek 6 oka az lehet, hogy @ Trichodorma fae
jok heterotallikusak azez ez iverce folysmet lejdéte-
széddadhoz két kUlonbdzb pérosoddei tipus szikséges
fusbster, 1964/, A rendszortennal foglelkozék viszent,
ekik a terméezetben megtaldljdk és meghatérozzdk o
Hypocroa alakot de ezédltal birtokdéban lechetnének @

két pérosodasi tipusnek, nem foglalkoznek e genetikai
aspektusokkel, a gonetikusok viszont rendszertannal
nem foglalkeoznak, s igy képtelenck a Hypocrea faj
begyljtdsére, illetve még azt is megkockdztatom, hogy
feltételezzem nem is tudnek e létezdésdérél, nem ole
vasvén a rendszertani irodalmat belenyugodnak, hogy
mikroorgenizanueuk "fungi imporfecti™ /1ld, pl.

Weinmann és Galun, 1969/,

A szakirodalom szerint /Rifei, 1969/ a T. longibrachiatum
perfect alekje ismert dés Hypocres sweinitzii néven
irtédk lo, ém sajnos annak idejdn Uj-Guinedban csak

ez egyik pérosoddsi tipust izoléltdk, e réaddsul a



T. longibrachiatum igen ritka faj és kifejezetten tré=-
pusi elterjeddsti /Rifei, 1969/ Pedig a perfect alak
minden Trichoderma faj esetén rendkiviil kedvezé
morpholdgiai felépitési a genetikai célzatu aszkospéra
analizis szdméra, ugyanis az drett askospérédk a termb-
test felilletére présel8dnek és a termStest feliletén
nincsenck konidiumok, amelyek zavarhatnédk a genetikai
analizist, Emellett a meiozisban lové sejtmagokat meg-
festve a haploid kromoszémaszédm 4-nck addédott, ami
szintén kedvezfen alacsony érték a genetikai analizis
szémdra /Hanlin, 1965/,

A fenntebb ismertetett akadédlyok miatt a szexudlis
Ut helyett a paraszexudlis Ut tint jdrhatébbnak rekom=
bindnsok elfdllitdsdra,
Szomatikus diploidon keresztill létrejdtt rekombindnso-
kat mér sok gomba esetéhnel8éllitottak J,A, Roper
klasszikus kisérletei 6ta /Roper, 1952/, Ezek kézil
sorolok fel néhédny példét az I, tédblézatban a megfe=-
lelf irodalmi hivatkozédssal, kifejezetten csak fona-
las gombékra korldtozdédva, A széleskdri vizsgédlatok=-
bl kiderilt, hogy a fonalasgombdk mind a szomatikus
diploid létrejéttének gyakorisdgét, mind pedig a
létrejétt diploid stabilitdsédt illetden igen eltéréd
médon viselkednek, A szomatikus diploid gyakorisédga
éltaldban 10”4 és 10™° kszétti érték /Caten és Day, 1977;
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Pontecorvo és Kéfer, 1958/, a diploid stabilitdsdt tekint-

ve pedig két §§ csoportba sorolhatédks:

név hivatkozds
Basidiomycetes

Ustilago maydis Holliday, 1961

Ustilago violacea Day és Jones, 1968

Schizophyllum commune Mills és Ellingboe, 1963

Coprinus lagopus Casselton, 18G5

Ascomycetes

Agpergillus nidulans Roper, 1952

A, sojae Ishitani és mtsi, 1956

A, oryzae Ishitani és mtsi, 1956

A, amstelodami Lewis és Barron, 1964

A, niger Pontecorvo és mtsi, 1953

A, fumigatus Strgnnaes és Garber, 1963

Penicillium expansum Beraha és Garber, 1965;
Barron, 1962

Pg italicum Strgnnacs és mtsi, 1964

P, digitatum Strghnaes és mtsi, 1964

P. chrysogenum Pontecorvo és Sermonti, 1954

Fusarium oxysporum Buxton, 1956

Verticillium albo=atrum Hastie, 1962

Ascochyta imperfecta S8anderson és Srb, 1965

Cochliobolus sativue Tinline, 1962

Cephalosporium mycophilum Tuveson és Coy, 1961

Neurospora crassa Smith, 1974

I, téblazat

Néhény példa szomatikus rekombindns elféllitédséra

1,/ Stabil diploid képzés: a diploid szétesésénck gya-
Rorisdga < 0,1 %
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/Pl,s Aspergillus nidulans , Penicillium expansuw/
2,/ Haploidizdléddsra hajlamos diploid a diploid spone
tédn szdtesésének gyakorisdgs > 0,1 %.
/Pl,s Verticillium albo-atrum, Cephalosporium

mycophilum, Neurospora crasaa/

A genetikai rekombindnsok nyerése a 2, tipusndl nem jelent
kiil8ndsebb technikai nehdzségetr /1d, pl, Smith, 1974;
Tuveson 4s Coy, 1961/, ém az l-es tipusndl dgynevezett
haploidizélé édgensek alkalmazdsédra van szitkedg ahhoz,
hogy genetikai enalizist végezhessiink, Igy példdul ki-
terjedten alkelmazzédk 2 p-fluorfenilalanint /Lhoas,
1961, 1968/, valamint a benomylt és szédrmazékait
/Hastie, 1970/, Ezek a vegyilletek a kromoezdémék ﬁaz-
gatdsdban résztvevd mikrotubulusok fehérjéihez kée
t8dve megzavarjék 2 mitdézis normélis rendjét éds
aneuploidokon keresztil haploidokat hoznak létre a szo=
matikus diploidbél Meorris és Oakley, 1979; Davidse
és Flach, 1977/, A diploid sejtmagban bizonyos gya-
korisdggal dgynevezett mitotikus crossing-over megy
végbe, mely azt eredményezi, hogy @& haploidizédcidé utédn
haploid rekombindnsokat kapunk, A rendszer jél fel=
hasznélhatd genetikai térképemdsre is, /Ponteceorvo és
Kéfer, 1958; Typas és Heale, 19784

A szomatikus diploid elééllitédsénak legegyszeribb
és legtébbet alkalmazott médszere Roper auxotréfia-

~komplementécids rendszerének hasznédlata /Roper, 1952/,



-.13-

E médszer rutinszerii alkalmezhatdésdgénak feltételeis

1./ & vizsgélt gombafaj vegetativ szaporitdkép=-
letekkel birjon /konidium/,

2,/ ezeket nagy mennyiségben termelje

3,/ a szaporitéd képletek tébbségiikben genetikai
szempontbél egyféle sejtmacot tartelmazzanak,
azaz homokariotikusak legyenck,

Mint azt a kés@ibbickben ldtni fogjuk e T, longibrachiatum
csetdben a 3, ponttal kapcsolatosan meriilnek fel prob-
1émék, czért szomatikus diploid c184llitédsa szempont-
j84bél nem ideélis rendszer, Roper médszerének egymést
kovetr8 ldépdsei a kdvetkezbk:

1,/ Minimum 2 db egymést komplementédlni képes
sthbil auxotrdéf mutédns elsédllitdsa,

2./ A két mutédns tdérzs kercsztozdsdvel minimdl
téptalajon ndv8 heterokarion eclfdllitésa,

3,/ A heterokarionrél konidiumdrés utédn 106-108
konidium minél tisztébban /zavaréd heterokari=-
otikus elemekt8§l mentesen/ tdrtén8 dsszegyilij=-
tésa,

4,7 A konidium szuszpenzid szélesztése minimdl
tédptalajra,

5./ A minimélon ndvd telepek vizsgélata,

A heterokarion elddllitdsdra két lehetfség van, Az
egyik a spontédn anasztomdzis, amely kiléndsen 4116
folyadéktenyészetben nagy gyakoriségli, Bizonyos gombék
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illetve muténsok nem képesek az anasztomézisra, Ezek=-
ben az esetekben protoplasztfizié felhaszndlésédval le-
het eléélliteni a heterokariont, Ez a fiatal technika
még kildnbdzé fajok keresztezését is lehetdvé teszi
/pl, Kevei és Peberdy, 1977; Pecberdy, és mtsi, 1977;
Anné és mtsi, 1976; Anné és Eyssen, 1978/,



'Hmlu

ANYAGOK £S MODSZEREK

A/ Mikroorgenizmus:

Trichoderma longibrachiatum, Rifai;

QM 9414
Eredetes Ezt a Trichoderma térzset az U,S, Army
Netick Laboratories munkatédrsai az credeti Solo~-
mon szigeti OM a- jelzésiu vad izoldtumbdél elek-
tron besugérzédssal fokozott celluldztermelésre
nemesitették E,T., Reese vezetédsével,
Kapcsolata a tdbbi tdrzzsel:s /Reese, 1976/
ATCC 13 631 QM Ga /vad izolétum/

;\ elektron sugérzéds

ATCC 24 449 OM 9123 /2-szeres cellulédz produkcid/

| ow

ATCC 26 921 QM 9414 /4-szeres celluldz produkeid

Egyéb jellegzete! e

A toérzs morpholégidjét az 1, dbrén figyelhetjiik
meg, A fialidokba mindig csak 1 sejtmag keril és
ezutén a fialid & micéliumtdél egy pérus nélkili
védlaszfallal teljesen elhatérolédik a konidiofor
tébbi sejtjétdél /Hammill, 1974/, Ez ezt eredmée
nyezi, hogy bér nem ritka a 3-4 gejtmagvi konidium
sem, @ konidiumok homokariotikusak lesznek, A ké-

sbbbiekben a diploid izoldéldst megnehezitd hetero-
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kariotikus zavaré elemeket nem a tébbmagvi ko-

nidiumok jelentik, hanem a méretiikben a konidiumok-

hoz kézel 4116 heterokariotikus klamidosporék

/2, ébra/, A térzsre jellemzé Wamidosporék

6=-10 u atméréju, gombalaki, vastagfalu kitartod

spoérék, melyek a hifa sejtekr6l apikédlisan vagy

interkaldrisan fuzédnek le 3-8 sejtmagviak,

A perfect alak, a Hypocrea sweinitzii morpholé=-

gidjét és fejlbédését illetden utalok Hanlin munkdjéra
/Hanlin, 1965/,

B/ Téptalajok, tenyéazt‘ai koérilmények, oldatok

1, Minimdl téptalaj
0,5 % glikéz
0,5 ¥ emménium szulfét
0,1 % kédlium-dihidrogen-foszfét
0,05 % magnézium szulfét /7H20/
1,5 % Bacto agar
Desztilédlt viz
Nagyon fontos, hogy @ minimdl glikéz tartalma kisebb
legyen mint 1 %, kilénben a térzs konidium képzése
szupresszélédik,
2, Kiegészitett minimél téptalaj
Usszetétel mint 1, kiegészitve szikségletneck

megfeleléen
aninooavvél §0  /ml
bézisokkal 50 T /ml

vitaminokkal /Ledder, 1970/



1, ébras Trichoderma longibrachiatun
Konidiumtarték és konidiumok, /Rifai, 1969/

2, ébras Trichoderma longibrachiatum Om 9414 klamidospdrdk
2 %=o0s glikéz 0,5 % anméniumszulfét tartalmd
minimélon, 600 x-os nagyités,



3.

4,

S,

6.

ElesztBkivonatos téptalaj
1 % glikéz

0,6 % élesztbkivonat /Oxoid/

1,5 % Bacto agar v, 2 % szélas ager

desztildlt viz
Digitoninos téptalajok
Mivel ez a Trichoderma térzs rendkivil gyorsan
és szétterilve nf, ahhoz, hogy egyes ®lepeket
kapjak sziikségessé vélt telepdsszemyomd vegyii-
let alkalmazédsa, A digitonin a Digitdlis purpureca
szterén vézas glikozidja erre a térzsre mér igen
kis koncentrécidban is crésen morfogén hatésis
kolonial névekedést valt ki,6 ), ml minimdl tép-
talajban 40-50 kilénédllé telep létrchozédsédt te=~
szi lehetbvé, /ld, 3, ébra/
Tépoldat muténs dusitdshoz és diploid dusitédshoz

0,1 % glikéz

0,1 % amméniumszulfét

O,1 % kéliumdihidrogénéifoszfét

0,05 ¥ magnézium szulfét

desztilédlt viz

+ 207 /ml streptomycin + § 'K‘/"l oxitetraciklin
Rutin tenyésztési koriulmények
A tenyészetek leoltds utén 48 éréra 30%-ra so=-
tétbe keriultek, majd szabahére fényre, hogy a
konidiumképzés létrejdhessen /fotoindukllt spo~

ruldcisé/



3, édbras A digitonin morphogén hatésa a Trichoderma
longibrachiatum Om 9414 térzsre, Bal oldalt

6 p/ml digitonin, jobb oldalt kontrol,
Eleszt8kivonat téaptalaj.
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7. Taptalaj kolonidl muténsok elédllitésédhoz
0,5 % élesztbkivonat /oxoid/
1,56 % Bacto agar
desztilélt viz
8., Stabilizélt téptalajok
A protoplasztok regenerécidéjéhoz 0,6 M kélium=-
klorid jelenléte biztositotta a megfeleld o~
motikus koézeget vaianennyi alkalmgzott tdpta=-
laj esetén, A protoplasztok, élletve a PEG-el
/polietilénglikol/ fuziondltatott protoplasz-
tok 0,6 M KC1 és 1 % Bacto agar tartalmli fe-
liléntébe lettek bekeverve 40 °C-on / 8 ml
felilénté nagycsészénként/
9, Protoplasztképzési puffer /PKP/ /steril/
0,6 M KCl
1/15 M foszfét puffer pH = 6
streptomycin, OTC Joxitetraciflin/
10, Protoplasztképzé elegy
1 % csigaenzim
0,1 % merkaptoctanol
PKP-ben oldva, sterilre centrifugédlva
11, Puzids oldat /steril/
25 % PEG 4000
50 mM Kélcium klorid
pH 7,8-ra &allitva 5 % NaOH-val

12, A dolgozatban szerepld "kiscsésze® megnevezée 5,5 ca, “nagycedsze’
megnevezdés 9,5 cm dtmérdjd Potricedezét jelent,



¢/ MODSZEREK

1, Muténsok el8allitdsa és meghatérozdsa
a./ A tulélési gdrbe felvétele

b./

Valamennyi muténst UV fénnyel térténd be-
sugérzéssal éllitotam ¢ld,

UV lémpa: Philips 1xT UV 15 W

téptalaj felszin - lémpa tévolségs 23 cm

A tulélési gorbe felvételénél élesztdkivo=-
natos téptalajt haszndltam digitonin jelen=
létében, 3 pérhuzamossal dolgozva 5 mésod=-
percenkénti idékézoékkel toértént a besugérzés,
Igy a besugérzasi idék 0, 5, 10 ,,., 105 mé-
sodperc voltak,

A csészék kiértékelésére 3 napig 30 ®c-on
térténd inkubdcidé utén kerilt sor,

Muténsdi

A dusitdsra a jol bevdlt sziréses dusitési
technikét hasznédltam /1d, pl, Catcheside,
1954/ bizonyos médositésokkal:



10 ml

/3-10

konidium szuszponzid
’/hl konidium/

2,5-2,5 mleonként besugérozva nagy
cedszében UVevel 90 mésodpercig

szirds G-2 szirén keresztil
étmosds centrifugbléssal

U 6 X 100 ml dusitd tédpoldatba szétosztva

rézetés 30 %C-on
20 déréig, 200 fordulat/perc

szirés G-2 sziirdn
deszegyljtée
egyenletee szétosztés

N

, 4 % 100 ol disité tépoldatban

rézatéds 30 “Cenmn
20 é6réig, 200 fordulat/perc

szirds /G-2/
centrifugdlés

+ 4 ml sterilviz

P,
0,1 ny/ 100 ml disitd tdpoldate
20-gzoros higitéds g:"o::'.t"
1«0,1 mleek digitoninos szﬁr‘o. contrifu=-
Oieozt6k1vannt téptalajre gélde + 4 ml ste-
ril v
telepizolélée mlwck
diooxtﬁktvonnt-ﬁa-

gitonin téptalajre

telepizoldlds
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A tobbi mutdéns elfédllitdsa hasonld elveknek mege
feleldon tértdnt, Megfigyelhetd volt, hogy @ ved
torzendl clérhotd magas santi diusitds @ 3 disitdsi
kér alkelmazédsa révén nem veldsithatd meg olyen
térzenél, melyek mér hordoznak 1 vagy 2 auxotréfidt,
ugyanie ezek a térzsek kénnyebben clpusztulnak @ ré-
zatée kértlmdnyei kézétt,

Muténsizoléldss

A digitoninoe tdptalajon nétt egyes telepekbll kis
micéliundarabokat vittem ét minimdl tédptalajre,
illetve, ha a nuténekdéezitdes mér cleve mutdnse
torzsbél t&rtontikiegdoattet: minimdl tdptalajre
/14 db/nagyceéeze/ 24 orés 30 OCeon tértént dnkue
bdecdd utdn a vadak 1l-2 cm dtmérdjlu tolopeket képeze
nak;a nutédneok vagy egyéltaldn nem nének vagy ceak
1«2 mmere nénok ki, Ezek o muténe=-
gyands blokkok czutén élesztlkivonatos ferde agerra
keriltek és konidiumképzésig tenydesztettem Skeot,



d./ A hi kerek megéllapi

/m=ninimdl tdptalaj/

14 muténs

u< m + vitaminkeverék

I

né
kénnyen
revertél

kidobva
1 db

v
m + egyes vitaminok

/ l1db ribeflavinos/

réoltds /14/ nagycsésze
pontban/

20 féle aminosav
+ 4 féle bézis

12 db né

rédoltva a 24 féle tép~-
talajra

5 lizines
3 feucinos
1 metioninos
2 adenines

1 bizonyos aminosavakon
n8, mésokon nem
/pl. 112 +
lew +
ade +
met »/

= amménia felhasznédlési
képtelenség

Ezutén a tdbbi meghatérozédsra kerild muténst elf=-

szbr csak m + lizin; m + leucin; m + adenin; m tép-

talajokra oltottam le és csak amelyek & 4 muténs

csoport egyikébe sem tartoztak, keriiltek kioltésra

tovébbi téptalajokra,



2.

3.

.

Heterokarion elédllités anasztomézissal

2 ml élesztbkivonatos tépoldatot félkémcsbbe mér=-
tem /1 % gl, 0,5 % élesztbkivonat, deszildlt viz/,
Lezértam kémcsBkupakkal, 10’-ig kuktdban sterilez-
tem, Leoltés a két partner l-1 Kocsnyi konidigmé-
val,

Ezutén inkubdléds kévetkezik 3-4 napig 30 %c-on, A
képzbdott micélium korongot steril csapvizben ki-
mostam, majd minimdlos nagycsésze kézepére helyez=
tem, A kindvé szektorok mibenlétét /heterokarion
vagy reverténs/ konidiumainak minimdélon térténd
viselkedése alapjén dbnthetjuk el,

Heterokarion cl84llitésa Protoplaszt-fhzidval

Mindkét partnerrel:

tenyésztéss 0,1 % glikézos 0,5 % élesztbkivonat
tédpoldat 200 ford/min 30 % /16«18 éra/

N

, .
sziirés és dtmoséds DV-cl 0,5 mm atmérdji
mianyag szirén

édtmoséds protoplesztiképzési pufferrel

+ 20 ml protoplesztdéald oldat

1,5 éra mllva

sziirés 0,5 cm vastag steril vatén

0,5 é6ra éllés

centrifugélds dtmosds PKP-val

\%
protoplasztezém megéllapitéds birkerezédssel
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A 3 B partner 107 ¢ 107 protoplaszt dGsszekeverése

10 ml-es centrifugacsében

5* 4000 g

a PKP teljes ledntése
4
iiledék + fuzids oldat /1 ml/

kémcsd keverdvel felszuszpendé-
lés 10 perc 4lléds utén

WV
megfelelé higitdsban felilontébe
keverés

A4
kidntés kildnféle alaptépulajokra

4, Heterokarion g;otog;gg;;i;gga

steril celofén kérlapok minimdl tédptalajra

heterokarion rédoltés a kis
micédliumblokkal

inkubdlés 24h

a tenyészetek dthelyezédse a
celofannal

steril protoplasztédlé clegybe
/4 Lap/20 ml elegy/
protoplasztdléds 2 é6ra

sziirés vatén

étmoséds PKP-val

vV

protoplasztszém megdllapitds biirkerezéssel



EREDMENYEK

1, A tulélési gorbe felvétele

A torzs eléggé drzékenynek bizonyult UV fénnyel

szembens
besugérzédei idé tulélési %

/mésodperc/

0 100

5 97,1
10 85,5
15 86,2
20 70,0
25 60,1
30 50,2
35 43,4
40 33,5
45 28,2
50 23,2
55 21,0
G0 18,4
88 15,0
70 18,5
75 12,5
80 11,0
85 8,7
90 8,0
95 7.5
100 6,5
108 3,2

A muténsok el8édllitésédhoz 90 mésodperces /8,0 %
tilélés/ besugarzést hasznéltam,

2, Az elféllitott mutdnsok

Az anyagok és médszerek részben ismertetett mdédon
821 egymarkeres torzset dllitottam elf egyeten di-
sitési menetben a prototréf Om 9414-es térzsbél;

ezek marker szerinti megoszldsa a kiovetkez8s
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lizin 336 146 AAA 4+ ; 190 AAA -

leucin 153

adenin 137 aspigmentképzé; 11 adenin specifikus
metionin 85 2 metionin specifikus

ammonia 33

riboflavin 40 JAAA slx-aminoadipinsav/
izoleucin 6

arginin 13 .
threonin 1
egyéb 17 /ezek egyike: leu” met” dupla/

A dusités rendkivill eredményes volt;2 disitédsi kér
utén a telepek 11,4 %-a volt auxotréf, 3 disitési
kér utén pedig 87,2 %-a.

Al -ag _ie e- tdrzsb8l késziilte etkez

dupla muténsoks

ade” met~ /22/1/
ade met™ /12/2/
ade” lys” /6/1/
ade” lys~ /6/3/
ade” pdu~ /20/2/ /pdx = piridoxin/

Az els8 mutédnsizolélési kisérletben kapott leu” met
dupla és az ade pdx~ /20/2/ dupldbdl kiindulva tér-

tént a 3 markeres tdrzeek elédllitédsa:

leu” met =bél:

leu"pet” °°11

» col6 cols colonial
- col8 W s white
- col10

"

g
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ade pdx =bél:
ade " pdx"lys” 32 db
egyéb 32 db
osszesen 64 db

Heterokarionok clfdllitésa ¢s vizsgdlaia

1, Egymarkercs stabil térzsck felhaszndléséval
készilt heterokarionok

A kévetkezd heterokarionokat hoztam létre anasz-
tomézissals

H1 leu” 14/3 4+ ade” 9/l
H 2 leu” 21/1 + ade” 1l1/2
H3 leu~ §/3 4+ Llys  2#2
H 4 leu” 21/3 + 1lys~ l9/1
H'5 lys” 13/3 4+ .ade” 4/3
H-6 lys 12/2 + ade” 11/4

A heterokarionok mindegyikét Uj minimélos csésze
kézepébe oltottem &t, majd miutén a telep @ csé=-
szét benftte és bekonidiumosodott mindegyik he-
terokarion konidiumait meyvizegdliom a kdvetkezd

médon ¢
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konidium szuszpenzid
sziirés G2-es szirdn

3.107 konidium/ml
szuszpenzid készitése

z////// 10 x higités

0,1 ml /csésze

digitoninosé///////’

minimédlra %
10 x higités

100100 telep

%

g 0,1-0,1 ml-ek a markercknek megfele=

léen kiegészitett digitoninos
tenyész= minimdlra /a két pamner jelen-
téds minimé- létének ellenfrzése a hetero=
108 kiscsé- karionok dltal termelt konidi-
szén konidiumos umok kozdtt/
éllapotig
konidiumok vi=
selkedésének
vizsgédlata
minimdlon

Eredményként aztkaptam, hogy:

a./ A heterokarionokrél olyan konidiumszuszpenzid
készithet8, melynek telepképzé gyakoriséga igen
mages minimél tédptalajon.



minimdlon névé telep/kiszélesztett
konidium /étlagosan/

Hil 5,2010°°
H,2 3,2.10°°
H.3 8,4¢107°
H.4 5,0¢10"%
H 5 4,2010°°
H 6 3,1°10"°

Sajnos viszont a levizsgélt dsszesen 600 telep
egyike sem bizonyult diploidnak,konidiumai
egyiknek sem néttek minimdlon, Ebb8l az kivetke-
zik, hogy ha létezik ebbfl a térzsbél stabil
diploid, akkor el&éforduldsi gyakorisdga a hete-
rokarionok konidiumai koézdtt

<1077

b,/ A két partner el6forduldsi arénya a heterokarionok

2,

konidiumai kézdtt minden esetben kézel 1l:1 volt,

k s k 1 h t _hetero-

karion izs a

Az clfdllitott mutdnsok kézil a legigdretesebbnek
@z igen stabilan viselkedf leu met” wy, leu"met”
col, és az ade pdx"lys~ /42/ térzs bizonyult,
A kisérletek zdmét a

Hi7 = leu"met” col, + ade"pdx"lys™ /42/

heterokarionnal végeztem el, mivel a colonial marker
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hasznélata a zavardé heterokarionok jelenléte el=
lenére is gyors rekombinécid bizonyitést tesz
lehetfvé, Bizonyos esetekben viszont példdul
protoplaszt fuzidhoz a leu met™ w, térzs valt be
jobban, mivel ezt kénnyebb protoplasztdlni, mint
a colonid térzset, Ilyen esetben thhét a

H8 = leu met w; o+ ade” pdxiyy/42/
heterokariont hasznéltam,
A hérom markeres muténsekkal a kdvetkezd diploid
vagy rekombindns elédllitdésdre irdnyuld kisérle-
teket végeztem els

a,/ totédlizolécid
b./ sziréses disités diploidra vagy haploid
rekombinédnera

c./ protoplaszt fuzié utdni heterokarion
vizsgdlata

d./ heterokarion dsszenyomdsa hiperozmatikus
kdzegben

e,/ hidegben tartés
f./ a heterokarion UV-vel tértén6 besugérzésa

Az egyes kisérletek elméleti hdttere a kévetkezd volt:

a,/ Jotélizoldlési mddszer:

A minimélon ndvé telepek kézdtt bizonyos gyakori-
séggal jelen lehet a diploid telep is, He ez a
még nem tul sok munkét igényldé 100 izoldtum kdzodtt

biztonsdgosan megtaldlhaté, akkor ez a médszer



b./

3 e

megfeleld lehet a rutin vizsgédlatok céljaira,

isitési moédszer

A médszer sajét otletem volt, és minden olyan
esetben jél alkalmazhaténak tinik, ahol a dip-
loid telep jé6 konidiumképzé sajdtsdgokkal bir,
azaz megkdzelitfleg dtlagosan ugyanannyit fiz
le, mint egy heterokarion telep,

A médszer azon alapul, hogy egyrészt, ha stabil
mutdnsok heterokarionjdnak konidiumsziirletét
minimdl tépoldatban rézatjuk, akkor csak a he-
terokarionok, a diploidok, valamint a prototréf
rekombindnsok képeznek micéliumot, @ konidiumok
tobbsége viszont a két stabil auxotréf genom
egyikét hordozvén nem csirdzik ki,

A rézatott tenyédszetet megfeleld szirén étszirve
a szirdn fennakadt hifaszdvedéket minimél tépta-
lajba keverve el8éllithatunk egy kovetkezé koni-
dium generécidt, mellyel ezt a procedurét megis-
mételhetjuk, Mésrészt trividlis dolog, hogy ha a
heterokarion és a diploid étlagosan azonos széml
konidiumot fuz le, akkor ha a diploid stabil,
minden egyes konidium diploid utédot hoz létre,
tehét reprodukédléei rétdja = 1, a heterokarion

viszont konidiumképzése sordn szegregdl és koni-
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diumainak tobbsége ebben a szelekciés rendszerben
elveszik,  PEsetinkben igen.kis gyakorisdggal
reproduk‘lj- 6nﬁag‘t a heterokerion /5:10“5/. Ez
ahhoz vezet, hogy @ procedurdt ismételgetve a
diploid feldusul a rendszerben a heterokarionok=
hoz képest, Természetesen ez csak akkor lehetsédges,
ha a kezdeti konidiumszémot akkordra vélasztjuk
meg, hogy mér kezdetben is lehessen benne diplo-
id, A fels6 hatér ilyen szempontbél, amellyel
még kényelmesen lehet dolgozni 10° db konidium,
Ezt 10 x 100 ml-ben rézestva a konidium koncentré-
cid 106/n1 lesz és ez mér elég alacsony érték
ahhoz, hogy 8z a konidium, emely genetikailag
erre képes,a minimdl tépoldatban valdéban kicsi=-
rézzon, A kiszirt hifaszbvedéket célszeri nagy
feluletd tédptalajba keverni alacsony szénforrés
koncentrdcidé mellett, hogy egyrészt biztositva
legyen hogy valamennyi telep konidiumot termeljen,
mésrészt ez a konidium mennyiség Osszességében
csak olyan tdmegli legyen, hogy valamennyit to-
vébbvihessik a kévetkezé dusitési kérbe, ha egy
disitési kér nem bizonyul elegendének,

A médszerrel kapcsolatban sikeriilt levezetni egy
olyan deszefliggés - rendszert, amellyel a disitési

kérdk szédmének és a rendszer eyyéb paramétereinek
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birtokdban becsilhetd a diploid tényleges gyako-
risdga, Sejnos dltalénos képlet nem adhatéd meg,
A képletek az clsé 3 dusitdsi kdr utén a kévet-
kezbks /Az Osszeflggések részletes levezetését
lésd a fluggelékben (O, oldaly

d (S+ rh
L T Pera (O TR (E s )]

D W

T+ P 4 T * Py’ Fg ZIISjZI + 1 )
D

H+F

rd( %2 + 'h'% -+ rhz )
AP T T8 e P orae Lo IeQ T T a[r,20r, 20 3
2, TH® ¢ P T’ (1N)[R% G ¥ (FReFy, 1;@, ‘ ‘Z‘)]

3 . 2 2 3
. i . 'd(”) + +r -; +rp 3
u“r’#\b TR+ P,rq’ (1~g)[‘1+3 $Ppe Qe +\L-<§+rh*@..\
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D diploid
W+ P ® “hoterokarion + Prototrof rokombinans

rq = @ diploid gyakoriséga a heterokarion konidiumai
kézott

fp, = a heterokarion gyakoriséga a heterokarion konidiumai
kozott

g = a diploid sejtmag stabilitdei rédtédja
tehdét, ha x diploid sejtmag osztéddsa utédn
y diploid marad Q = i-



c./

P, = Attél fugglen, hogy a haszndlt auxotréf mar-
kerek milyen mértékid transzhelyzeti kapcsolte-
sédgban vannak a haploid rekombindnsok kézétt,
kiilénbéz6 gyakoriséggal jelennek meg protot-
réf,rekombindnsok, p, azt mutatje meg, hogy
@ haploid rekombindnsok kozétt mekkora a
prototréf rekombinédns gyakorisdga, thét

re » BHNALEIM S
A képlet levezetédsénél eltckintettem attél, hogy
@ diploid szétesése sorédn heterokarionnd alakul-
hat, mivel ezek gyakorisdga a kezdeti konidium-

szuszpenzidban mér eleve jelen levé heterokarioné-

kéhoz képest eclenyészé,

Protopl: )

Tanszékiinkén tébben tapasztaltdk, hogy a diploid
kialakuldsi hajlem a protoplaszt fuzidé sajétos
kérilményei kozétt a regenerdlédd fuzids termék-
ben megnévekszik., A magyardzat valészinileg abban
rejlik, hogy a PEG=Ca’"’ egyiittes kezelés hatdséra
a fuzidé utén létrejott heterokariotikus protoplasz-
tok sok vizet veszitenek és ezdltal a bennilk levé
sejtmagok egyméshoz nyomddnak, Ez a kérilmény elf-
segitheti a sejtmagok fuzidjdnak nagyobb gyakori-
séggal térténd lejétsziédését,



d./ Deszenyomés hiperozmotikus kdzcgben

A médszer lényege ugyanaz, mint @ c, cesetben,
azzal a kiilénbséggel, hogy sokkal nagyobb téme-
gl sejtmagot magéban foglalé heterokariotikus
protoplazma is kém'yen kezelhetd, és hogy a
vizelvondst nem PEG-gel, hanem magas CaCl,,
illetve KCl koncentrécié alkelmezédsdvel valési-
tottam meg, A hiperozmézisos kezelést egyarént
alkalmaztam fiatal heterokarion tenyészetekre,

valamint a bel&lak képzett protoplasztokra,

90/ Mw

Tanszékiinkén a Geotrichum candidum-mal kapcsolatosan
megfigyelték, hogy hosszabb ideig a fuzidval beléle
elédllitott heterokarionokat hidegben tartva, azok
nagy gyaskoriséggal diplbidizilédtak. /or, Ferenczy
Lajos: szdbeli kdézlés/, Ez a megfigyelés inditott
arra, hogy ezt a lehetfsdget is kiprébdljem a

T. longibrachiatum esetében,

fo/ & hetorokarion WV besugérzéca
clements és munkatédrsai 1969-ben az Ustilago violaces
dikarionjait UV fénnyel besugérozva rendkivil eré-
teljes diploid gyakoriségi réta névekedést tapasz-
taltak /Clements és mtsi, 1969/ A jelenséget mind-
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eddig még nem sikerilt kielégitben megmagyardézni, ém
ez nem tartott vissza attdl, hogy @ médszer alkalmaz-
hatésdgét a T, longibrachiatum esctében megvizsgdljam,
Az egyes mdédszerek eclméleti héatterédnek ismertetdse
utén a kovetkezdkben részletesen ismertetem, hogy az

egyes kisérkteket hogyan végeztem el:

a,/ Totédlizoldcids Digitoninos minimdlra szédlesztve

a heterokarion konidium szirletét,l00 telepet
kiscsésze minimdlok kézepdre leoltgttam, majd a
telepek megndvése ds konidiumképzdse utédn az
egyes tenydszeteket 2 40,o0ldalon védzolt munkas é=-

ménak megfelelfien levizsgédltam,

b,/ Sziiréses disitédsi médszer:
A médszer lényege sematikusan a kévetkezé:

6 db 1 hetes heterokarion
/nagycsésze/

konidium teljes lemoséds
80 ml sterilvizzel

gziirés G-l-en

3 dtmosds centrifugédléssal

o konidium

10

egyenletes szétosztds
10 x 100 ml /disitdé minimdlb:

48 éra, 30 °c, 200 ford/perc
% rédzatés




/ sziirés 0,5 mm-es mianyag-
szirn Adtmoséds
/ 4

| hifeszdvedék bekevérése

| 100 ml 0,05 % gliukézos mini=-
élba

m
ujabb dusitédsi é///\\\i

AN '
kér I\ 10 csészére szdtdéntve

\

\ konidium képzds utdn steril
\ ecsettel kvantitativ lemosas,
dsszesen 108 db konidium
\ jon létre

\

\
2 x 100 ml
disitd tapoldat dtmosés

sziirds G=2-n

digitoninos minimdl
=i
100 telep levizsgéladse

¢,/ Protoplaszt fuzids médszer
A két partnerbdl protoplasztokat készitettem;a

szokdsos médon fuziondltattam Oket és csészénként
10°-10% fuziés termée t konidium képzésig felnevel-
ve,a konidiumokat digitoninos minimélra széleszive

a kindtt telepek kozul 100-at megvizsgéaltam,



d./

Usszenyomés hiperozmotikus kdézegben

1. migélivamal

A heterokarionbdl celofénon 24 6rds micélium=-
szbvedéket neveltem, majd a celofédnnal egyiitt

1 M CaCl, oldatba helyeztem 8 éréra, Ez én
steril csapvizben kimostam, majd a celofénnal
egyitt minimdl téptalajra fektettem és 40 %C-ra
hiitdtt minimdl tédptalajjal a tenyészetet ledn=-
téttem, A heterokarion a vékony felildnt8 réte-
gen kénnyen atnftt és konidiumokat termelt, A
konidiumokat digitoninos minimdlra szél esztve

100 telepet megvizsgdltam,

2. gggggglasztta

A médszerek részben leirt médon a heterokarionbél
protoplasztokat készitettem 1 M illetve 1,2 M KCle-
ban.107 protoplasztot 4 ¢réig &llni hagytam, majd s
stabilizdlt minimdl tédptalajra feliilléntbben fele
vittem, Regenerécidé és konidium képzés utén a
szokésos médon digitoninos minimdlra szélesztettenm,

majd 100-100 telepet vizsgéltam meg.

Hidegben tartés

Minimdl fellUletén megnevelt heterokarionokat a
konidiumképzés elftti stddiumban hiitészekréaybe .
4-8 °C-ra helyeztem és 1 illetve 2 hénap milva



25 %°C-ra, A tenyédszetek konidiumot képeztek, Di-
gitoninos minimdlra térténd szdlesztés utén

100-100 telepet vizsgdltam,

f./A heterokarion UV besuqarzdsa

Minimdl feliiletén megnevelt heterokarionokat koni-
dium képzés elétti stédiumban 45, 60,és 90 mésod=-
percig .UV fénnyel besugédroztam, /UV lémpa:
téptalaj felszin tdvolséga 23 cm,/

Ezutén hagytam, hogy konidiumokat hozzanak, A kép-
z28détt konidiumokbdl megiclend mennyisdgekot di=-
gitoninos minimdlra szélesztettem, majd 100-100
telepet megvizsgdltam,

Az a,/, b./, 4./, e./, f./ kisdrleteket a H7 1lou"
met” col, ¢ ade” pdx~ lys™ /42/ heterokarionnal
végeztem el, a c,/ protoplasztfuzids kisérletet a
Hg, leu” met” wy + ade” pdx~ lys” /42/ hetcrokarie
onnal,

Valamennyi kisérlet eredménycképpen a minimdlon

ndvé telepek vizsgdlata a kévetkezd médon tértént:

-
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100 izolétum
minimdlos kisceészén, ko=
nidiumos éllapotig nevelve

£ B

42 .
konidiumceirdzds konidium szuszponzid
vizegélate '

10°%db

0,086 %Qo. glikézos mi-
nimdl + ade + pdx + lys
téptalajra

a,/ minimélon

b,/ minimédl + adenin
+ piridoxin
+ lizinen

c./ minimdl + leu + met
téptalajon

A konidiumcsirdzds vizsgdlattel el lehetett déntondi,

hogy @ minimélon névé tenyédszet heterokarion-ec,

A "B® vizsgdlatsorozattal egy escotleges gyors diploe

id képzbdést kovetd rekombindcidét lechetett volna ki
nutatni azéltal, hogy a col6 marker a nem rckombindne
sziiléi genotipusra szelektiv tdptalajon /minimél + ade

+ pdx + lys/ megjelent volna, mint apré témér telep,

a szUléi tipusl tolepek pdk hdlsszal ' szévedékénck hétterén,

Valamennyi kisérlet végeredménye negativ volt, azaz
vom diploidot, sem rckombindnst nem lehgtott kimutatni,
A szirésce disitdsos médszer csetédben & kiinduldei ko=
nidiun koncentrécié 10° db volt, Ha figyelembe vesszik,
hogy a médszeme k lehetnek hibdi = és hogy @ pesszilss
sorén diploid tenydszctek elveszhetnek, akkor azt lchot
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mondani, hogy, ha cbbfl a mikroorganizmusbdél létezik
stabil szomatikus diploid, akkor ennek gyakoriséga
18° kérali érték.

3, Pozitiv szelekcids rendszer kidolgozésa

Mivel a rutinmédszerck nem vezettek ered-
ményre,sziikségessé védlt egy olyan rendszer kidolgo-
zésa, smely alkalmazésa a diploid telepeket a hetero=
karionok kézétt morfoldgiai vagy névekedés intenzi-
tdsbeli kuldnbézbség folytén vizudlisan kdzvetlenil
észrevehetfvé teszi,

Ilyen rendszer kidolgozdsédra megfelelének mutatkozott
az intracisztronikus komplementécié azon sajdatosséga,
hogy a komplementécid sorén ha a két egymést komple-
mentédlé gén azonos sejtmagban van /diploid, vagy encuploid
akkor sokkal t6bb aktiv enzim képzédik, mintha kilén
sejtmagban foglal helyet, Ennek magyarézata az, hogy
ez a komplementécid tipus a fehérjék negyedleges szer=-
kezeténél érvényesil, Tegyik fel példédul, hogy a szb=-
ban forgdé enzim dimér &llapotban létezik a sejtben,
tehdt két ®eljesen azonos polipeptidldénc dsszekapcso=
lédéséval jén létre a negyedleges szerkezete, Ha most
a mikroorganizmusbdél sok olyan muténst készitink,
amely ezen enzim strukturgénjében sérilt és a séri-
lés csak egy-két aminosavcserét vagy kisebb deléciédt
jelent, ezekb8l péronként heterokariont létrechozva
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kaphatunk olyan kombindcidkat, amely osotekben a mu-
técid okozta konformdcids hibét e dimdérré térténd
tsszedllés valamelycst korrigélje és igy a két kiléne
béz6 mutdcidt hordozdéd monomorekbfl Létrejévé dimerek
enzimaktivitédsa rdészben helyredll, Ez a2 heterokarion
névekodésdét bizonyos fokig mér biztositeni tudje
Jéltalédban a normél heterokarionok névekedésének
170 Y=8 Woodward €s misi 1953/.

De vajon miért orecdményez magesabb aktiv enzimezine
tet ez, ha a két mutdcidét hordozd gén azonos scjte
magba kerul?

A jelenség Ugy magyerédzhatd, hogy mivel a két rossz
génnek megfoleld m-RNS azonos pontbél diffundédl ki e
cipoplazméba, megnd annak a valéeziniedge, hogy két
kilonbdzd mutdeidt hordozdé fehérje monomer és nom
azonos mutacidét hordozd dlljon bessze dimerre és hogy
aktivitdsdét viszonylagosen visszanyerd cnzim jojjon
létre /Foley dés mtsi, 1968/

A szakirodalomben mér igen sok aminosav bioszintée
zisben résztvevd génrél kimutettdk, hogy képes fee
hérje komplemcntécidéra. Nekem elsfsorben azokkal az
esetekkel veolt érdomes foglelkoznom, melyekbél mér
eleve sok muténs éllt rendelkezésemre,

Igy lizin, adenin, leucin és metionin esuxotréfok,
Ezek kézil a metionin auxotréfok eorfs héttoroességiik



és back-mutdcids hajlamuk miatt mér eleve kihagyés=-
ra keriltek, A maradék hérom auxotréfidval kapcsola-
tosan a szakirodalomban tébb kézleményt is taldltam,
amelyek intraciszronos komplementécidrdél szamolnak
be més gombdk esetében, Igy Neurospora crassas lys=5
/Ahmad és Catcheside, 1965/ ad-3B /de Serres, 1966/
leu=2 /Gross, 1962/ ad-8 /Ishikawa, 1962/ ad-4
/Woodward és mtsi, 1958/, Tehét mindhdrom auxotrdéfia
csoportban meg volt az esély arra, hogy céljaimnak
megfeleld két torzset taldljak, A munkdt eleve le=-
szikithettem biokémiai megkodzelitéssel, Igy a lys«5
géntermék a lizin bioszintézis Ut elsb lépéséért fe-
lelés homocitrét szintetaz tehat az ilyen muténsok
nének L- = amino- adipinsavon,

Igy csak az L-X ~amino- adipinsavon nové térzseket
vizsgéltuk, de nem taldltunk lassl heterokariont,

A leucipos tdrzsek a heterokarion képzési vizsgélatok=-
ban tulzottan hétteresneck bizonyultak, igy a figyel=-
mem az adenines mutdnsok felé fordult, Itt is méd
volt elézetes biokémiai beszikitésre, ugyanis a
Neurospora ad-8 és ad-4 muténsok adenin specifikussk,
tehdt nem n8nek hipoxantinon, viszont minden adenin
specifikus muténs vagy ad4 vagy ad-8 muténs, mivel
az IMP == AMP bioszintdzis Utszakaszon mér csalk

két enzimatikus lépéds van:



o Al

IMP _.lag. adeniloszukecinédt
adeniloszukeinédt --2-1-9 AMP

1, adeniloszubcindt szintetéz —=» ad-8 /Neurospora/

2, adeniloszukeindt ligy , ad-4 /Neurospora/

A rendeliezésre 41llé 137 adenin auxotréfbél L1 bi-
zonyult adenin specifikusnak, Ezeket péronként
anasztombzisra késztetve egyetlen esetben kaptam

egy lassu eleinte pdkhalészerien novekedé heteroka=-
riont, amely hesszi, 10-12 napos inkubécié utén is
csak lassan vastagodott és javarédszt szintelen koni-
diumokat Tuzott le gyér szdmban, A két muténs partner
a 155/3 és a 89/1 jelu ade” térzs vole, A két tdrzs-
bél a mér megszokott médon UV besugérzassal dupla
auxotrofokat allitottam elé, ezeket stabilitds vizs-
gélat utédn anasztomdézissal bizonyos kombindécidkban
dsszekerezteztem, s igy elédllitottam a kévetkezd las-

su heterokarionokats

Hay ade” 155/3 lys=-25 + ade 89/l leu =12
H, ade 155/3 arg-ll + ade” 89/1 lys =15
Hg ade” 155/3 arg-ll + ade” 89/1 leu™= 5
He, ade” 155/3 met-2 + ade” 89/l lys =15
H., ade” 165/3 arg-21 4+ ade” 89/1 leu - 5

/ Wy és Hy=ben az egyik ede” marker revertédlt./
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A tovdbbi részletes diploid illetve rekombinéns:
izlalésara irédnyuld kisérleteket a Hy=as hetero-
karionnal végeztem el,

A 4. gbrén lathaté, hogy a heterokarion hdérzaékeny,
de csak minimdlon, adeninnel kiegészitett minimdlon
mér nem, A hdérzékenység egyik 6 jellemzfje a fe-
hérje komplementécidnak, A 155/3 és a 89/1 itorzzsel
végzett akkumulacids vizsgdlatok arra utaltak, hogy
mindkét torzs hipoxantint halmoz fel, tegitfze&iléezi-
nileg mindkét muténs az adeniloszukcinékYaktivitds=
ban sérdalt, |

Ezek a tulajdonsdagok, a lassu ndvekedés, mely adenin
jelenlétében helyredll, a héérzékenység és az alap-

torzsek hipoxantin felhalmozésa arra utalt, hogy

valdban intracisztronikus komplementécidrdél van szé,

Diploid keresés a Eﬂ konidium szug;gegzig]ébgg;

A kisérlet megtervezdsénédl figyelembe vettem azt az
esh.etfiséget, hogy esetlegesen a diploid nagyon in=-
stabil vagy csak lassan tudja reprodukdlni énmagét,
Ha ez a helyzet, akkor olyan heterokarionokkal dol-
gozva, melyeknél az 1 phialidra vonatkoztatott ko=
nidiumszém alacsony, nagyobb az esély a diploid
izoléléséra, Ilyen megfontolésbél a minimélon meg-
nevelt heterokarionokbél kis kockékat 0,1 % glikézos



4, ébra: A 155/3 ade” + 89/1 ade térzs kozott lét-
rejétt heterokarion héérzékenysége,
Balgél jobbra 25 ©C, 30 °C, 40 ©°C,

Felsl sor minimal tdptalaj, alsé sor adenin-
nel kiegészitett minimél,

5, édbra: A pékhélészeri heterokarionok kézétt megje-
lené “"furcsa™ tclepek,



mindimdlre Gltettem &t o szokdsos 0,5 %-o0s helyett,
majd fényben 25 %C-on inkubéltem, Konidium érée

utén etoril ccsettel 6 nagycsészét teljeson lemose-

tam G-2-n szirtem, majd centrifugdldesal dtmostan,

Az erodménys 1.28'109 db konidiumot /+ klamidosporét/
kaptam,

Ezt 10 ml-ben felszuszponddltam és 0,1 mlecnként
ceikben 100 nagycsésze minimdl kézopén dtlds csilke

ban felvittem, 6 napos 25 ®C-on fénybon térténd ine
kubdlds utén a gyér pékhdléezeri hetorokariotikus micd-
lium kézéte 2,90107° gyakorisédggal vastagabban névé,
bizonyos fokig colonial morpholégidjl teleopek jelentok
wneg, molyek konidiumképzésc e hotcrokerionokéhoz ha-
sonldan gyér volt /ld, 5. dbra/, A konidiumok mikrosze
képikusan nom bizonyultak cltérének e heterokarion=
rél dzo0lédlt konidiumokhoz viszonyitva, A “furcsa®
telepek konidiumtartdinak morpholégidje kétségecleonw
né tette a faj azonosségdt, befertdzdddésrdl tchét

nem volt szd,

A "furcea® tolepek konidiumai nem mutattak nagyobb

coirdzdei ﬁajlamot minimdélon, mint a heterokarion
konidiumai,
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A“furcsa"telepek konidiumainak gonotipusédt e ko=

vetkez8 médon vizsgédltam megs

storil térgylemezre kis csopp
steril vizbo kis kacsnyi konidium —=> koni-
diunszém becslédse /3-4000 db/

1/ higitds lO-cs léptékben

ezdlesztées 2 g/ml digitoninos élesztbkivonat
téptalajra /etreptomicin + OTC jelenl/

48 6ra utén egyes tclopek képzédtek, czeket védlogae
téds nélkil kiscsésze dlosztékivonatos téptalajok
kézepébe étoltottem, majd G napig fényben 25 “C-on
inkubdltem, Ezutén levizsgéltam 8z ogycs izoldtumok
novekedésdt a kovothkozé tdptalajokons

Az minimdl /a/

Bs: m+adeonin /m+a/
Cs m+a+lizin

Ds m+a+ leucin

Es m+a+leucin+1libin

Az erodményck a kévetkozb8k voltaks

Izoldtum Téptala}]
P B c 3] E hiénymarker
i - 2 2 2 2 ade
2 - - - B 1 ade, leu és ade leou ly
3 - 2 2 2 2 ado
4 - - - ®# 3 ade, leu és ade lou lys
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Izclatum Tédptelal]d hidnymarkoer
A 3 o 2 E

G - 2 2 2 2 ade

r 4 - ° 3 L 1 ade

8 - L kA 3 3 ade

9 - a 3 - 2 ade lys
10 - 2 2 2 2 ado
11 - 1 1 i adc
12 . 1 L 1 1 ado
13 J+/ 2 2 3 3 ade
14 /~/ | i 2 2 ado
15 - 2 3 3 3 adc
16 /+/ 3 3 3 3 adc
17 - 1 1 1 2 ado
13 fv/ 3 e 2 2 ade

) - 2 2 3 3 ade
2 - 3 3 3 3 ade
21 - 3 3 3 3 ade
22 . 2 2 2 2 ade
23 - - - 3 3 ade lou
24 - " - 2 3 ade lys lcu
25 o 2 2 2 2 ade
2€ - 2 2 2 2 ade
27 - - 1 - 2 ade lys
28 - - - 2 1 ade lou
25 - - 2 - 3 ade lys
30 - 2 2 2 2 ade
31 - - - 2 1 ade lou
22 - - - 1 ade lys
33 V47 S 2 3 2 ade
34 - 2 3 L i ade
35 - 2 2 2 2 ade



Izolétum

36
37
33
39
40
42
42
43
44
25

45
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Jelmagyarézat:

% = a konidiumok 10-20 Y%-a képez csak hifédt, a tébbi
csirézatlan marad
/+/ = csak néhény “konidium" indul meg és az tipikus
lasst heterckariont fejleszt
1, 2, 3,= erfs névekedés ndvekvd intenzitdssal, minden
konidium hifét hajt,

A téblézatbdél léthatd, hogy a legkilénbdzBbb auxotréf
rekombinédnsokat fizi le a "furcsa® telep, de stabil
diploidot nem, Tehdt az id6legesen létrejévd szoma-
tikus diploid sejtmag rendkivil instabil, A szétcsés
kromoszdma vesztéssel ancuploid kdépzbdésen keresztil

megy végbe, A felismerhet8 genotipusok a kdvetkezdbk:

1./ ade” lys” leu” tripla auxotréf
/24, 57, izolatum/

2,/ ade™ leu” & vagy ade” leu”
lys~ ade” iys”

aneuploid /2, 4, 44, 60, izolétum/
3./ ade” leu” és ade” lys~ sziiléi tipusok
/béar ade=rc nézve rekombindnsok is lehetnek/
9, 23, 28, 28, 29, ... stb izolédtum

4,/ ade”
ade”

aneuploid

*

amely konidium szinten a két szulbi ade” merkert
termeli és kis gyakorisédggal énmagét / 13, 14, 16, 18,
33, 36, 37, 38, izoldtum/
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5./ A létszélag csak ade” térzsek egy része valészi-
niileg fade” 155/3 + ade” 89/V heterokarion, a
tobbi pedig igazi egymarkeres ade” genotipusu

rekombinéns,

A 2, tipusu aneuploid gyanus telepek mér élesztbki-
vonaton is masképp viselkednek, A telepek sokdig
fehérek maradnak,konidium képzésik lassabban indul
meg mint a tobbi telepé,

Elézetes vizsgélatok térténtek mér arra nézve is,
hogy az egyes izoldtumokban levé ade” marker a 89/1
vagy a 155/3-6..Ennek eldéntésére a 63 izolédtumot
enasztomézissal megprébaltam keresztezni mindkét
ade” torzzsel /89/1 és 155/3/. Ahol az anasztombzis
egyéltalan létrejott az eredmények a kovetkezbk:

Izoldtum jelen levd ade” teljes genotipus
széma marker ade 4., .*

2 89/1 + 155/3 ade 1ys

4 155/3 ade leu +

lys

6 89/1 ade

7 155/3 ade

8 89/1 ade

19 89/1 | ade

13 89/1 + 155/3 ade/ade diszom

14 89/1 + 155/3 ade/ade diszom

15 89/1 ade

16 89/1 + 155/3 ade/ade diszom

17 155/3 ade

18 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
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Izoldtum jelen levs ade” teljes genotipus
széma marker
20 89/1 ade
26 88/1 + 155/3 ade + ade heterokarion
28 89/1 ade leu /sziuléi/
33 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
34 155/3 ade
36 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
37 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
38 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
40 89/1 ade
41 89/1 ade lys dupla rekombindns
44 89/1 + 155/3 ade L3

ade eV 1ys
45 89/1 ade leu /sziléi/
47 89/1 ade
51 155/3 ade leu dupla rekombindns
52 89/1 ade lys dupla rekombindns
54 156/3 ade
56 89/1 ade
57 89/1 ade lys leu
59 89/1 ade
60 89/1 ade leu +

Tys

62 89/1 ade

63 89/1 ade
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Bér az adatsor még nem teljes, annyi mér most is
lathaté, hogy a 89/1 és 155/3 ade markerek ugyancsak
knnyen alkotnak Uj tipusl dupla auxotréf rekombindnst,
mind leu mind a lys markerrel, Valészininek létszik,
hogy mind a hédrom lokusz /ade, leu, lys/ més-mds kro=-
moszomén van,

Mivel a 155/3 és a 89/l kézétt + rekombindns nem jétt
létre,ez is alétémasztja, hogy a két marker vagy azo-
nos, vagy szorosan kapcsolt és hogy valéban intracisz-
tronikus komplementdciérél van szd.

A tébbi izolédtumban levé ade markerek azonositdsa
ismételt anasztomézis teszttel, illetve protoplaszt
fuziéval jelenleg van folyamatban,

A tobbi lassi heterokarion vizsgélatédra a kdzeljové-

ben keril sor.
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MEGVITATAS

A somatikus diploid konidiumok gyakoriséga fajtél
fluggben vdltozik az egyes gombék ecetébén.'AItal‘ban

1074 ¢s 1°'84'kazatu érték /Casselton, 1965; Day és
Jones, 1968/, Ezt az értéket kildénbdéz8 kilsd agensek
alkalmazésdval novelni lehet, Példédul, ha a hetero-
kariont kémfor gbzédvel kezelték,a diploid gyakorisdg
10-10°-szoroséra nétt Aspergillus és Penicillium
fajok esetében, mindamellett a kémforkezelés sok més
esetben nem valt be /Barron, 1962; Berg és Garber,
1962/, A heterokarion UV besugédrzésa még hatéso-
sabbnak bizonyult Aspergillus sojae /Ishitani és mtsi,
1956/, valamint bazidiumos Ustilago violacea esetében
/Clements és mtsi, 1969/, Az dltalam kidolgozott
szlréses dusitdsi médszer esetleg még hatékonyabb le-
het, Ennek eldéntésére a jovében modell kisérleteket
tervezek elvégezni, Kisérleteim sorén a sokféle méd-
szer alkalmazédsa kdzill csak az intracisztronikus
komplementdcié hozta meg a kivént eredményt a T,
longibrachiatum Om 9414 térzse esetében, A minimélon
nagy tomegben ndvé diploid és rekombindns izolédlést
erfsen zavaré heterokariotikus elemektdl tébbféle
médon prébéltam megszabadulni /szirés, differencial

centrifugdléds, csigaenzimes emésztés/, sikerteleniil,
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Sajnos ennek a fajnak a konidiummérete csaknem akkora,
mint a klamidospéréké, igy szétvéalaesztdsuk igen ne=-
héznek tinik, Més apré konidiumd Trichoderma fajok
ilyen szempontbdl biztatdbbak /pl, T. harzianum/,
Mikroorganizmusom nagyon hasonlé @ Neurospora crassa=-
hoz, A N, crasasa esetében nem lehetett mindeddig
somatikus diploidot elb6dllitani heterokarionok fel-
hasznélédséval, hanem csak sokmarkeres térzsek se-
gitségével a szexudlis ciklus sorén a meiozis hibdit
kihasznélva /Smith, 1974/, Az igy nyert diploidok
rendkivil instabilnak bizonyultak,

Mivel a sejtmagok fuzidja genctikailag meghatérozott
folyanat /Day és Day, 1974; Koltin és Raper, 1968;
Byers és Goetsch, 1975/, nem kizdrt az, hogy esetleg
nés Trichoderma fajokban illetve a T. longibrachiatum
més torzseiben a somatikus diploid képzédés joéval
gyakoribb jelcnség,

Munkéim sorén rutin genetikai vizsgédlatok céljéra a
T. longibrachiatum Om 9414 t8rzsre egy pozitiv, dip=-
loidra illetve eneuploidra szelektiv genetikai rend-
szert dolgoztam ki,

A médszer lényege, hogy az intracisztoonikus komp=-
lementécié diploidban nagysédgrendekkel erésebb és
ezéltal a diploid névekedése jéval gyorsabb, mint a
heterokarionoké /Foley és mtsi, 1865; Day és Roberts, 1969,



Médsik megkdzelitdsi lehetfség az Ugynevezett sejt=-
maghoz kézétt kontroll kihaszndldsa, Tébben beszé-
moltak arrél, hogy bizonyos mutécidk heterokarion-
ban egyéltaldn nem, diploidban viszont teljesen
komplementdljék egymést /Pontecorvo, 1963; Apirion,
196?; Roberts, 1964; Scazzocchio, 1970/, Ha ilyen
muténsokat sikeriilne elddllitani T, longibrachiatum-
b6l és elézbleg biokdmiailag igazolni azt, hogy a
komplementdcidéra diploid esetén meg van a lechetddég,
akkor egy nagyon tiszta pozitiv dipleid szelek¢ids
rendszer kidolgoziséra nyilna méd, Ezért munkdmat

@ jévBben ilyen irdnyban is folytatom,

E munka sorén clfdllitott sokféle auxotréf mutdns
kiterjedt komplementécidés enalizist tesz lehetbvé
ennél a térzsnédl és @ felhasznélésukkal létrehozott
heterokarionck tanulményozdésa lehetfséget teremt az
dltela termelt celluldz komplex genetikai hatterének
mélyebb tanulményozdsédra, melynek gezdaségi jelentd=-
eégéhez nem férhet kétség,

A 155/3 és a 89/1 széml ade térzsek felhasznéléséval
a legkildnbdzébb Gj rekombindnsok éllithaték clé és
tanulményozhatdéva vélt a somatikus crossing-over, A
kézeljové feladatai lesznek: & kapcsoltsdgi csoportok
széménak megdédllapitdsa, a celluldz produktivitdsi gé-~
nek kromoszémédlis lobalizdldsa, valamint az enzimter=-

melés szabélyozdsédnak genetikai vizsgédlata,



USSZEFOGLALAS

Munkém fébb eredményei a kdvetkezlks

i.

2,

UV mutageneczissel mintegy 900 auxotréf mutanst
/koéztik 2 és 3 markeres torzsek/ dllitottam eld

a Trichoderma longibrachiatum QM 9414 magas cel=
luldz produkcidju térzsbdl,

Anasztomézissal ds protoplaszt fuzidval a muténs
torzsek felhaszndlédsdyel heterokarionokat hoztam
létre és tanulményoztam ezek tulajdonsagait, Meg-
dllapitottam, hogy ez a gombatdrzs stabil hetero=-
karionokat képez, melyek csak konidium szinten
szegregdlnak a szil8i torzsekre, A heterokarionok
morpholdgidja, névekedédsbeli intenzitdsa, konidium
képzési rétdja azonos a kiinduldsi protorof alap=
tdrzsdvel, A lefuzott konidiumok kdzdtt a szilédi
torzsek gyakorisage 1l:l,

A tovébbi vizsgdlatokbdl az deriilt ki, hogy a T,
longibrachiatum nem idedlis rends er a szomatikus
diploid clédllitésdra, mivel heterokarionjainak ko=
nidium szirletédben viszonylag magas /5.10°%/ gyako=
risagl a heterokariotikus eclem, & mivel ezek mini-
mélon ndvekedni képesek erfsen megnehezitik a dipe-
loid térzs megtalédldsét a csészén, Totdlizold!disi
médszerrel 500 levizsgdlt minimdlon nové telep kézil



egyetlen egy scm b#zonyult dipleidnak,

4, Megprébéltam kiilénbdzé kilsé agensek elkslmazésdval
a diploid gyakeriségét névelni,
A kovetkez§ médszereket alkalmaztams sziréscs disi~-
téds /melynck matematikai modelljét is kidolgoztam/,
protoplaszt fuzid utédn létrejétt heterokarion vize-
gédlata, hcterokarion Gsszenyomésa hiperozmotikus
Qézegbcn. hidegben tartéas, a hzsterokarion ultra=-
ibolya fénnyel tirténd besugérzésa,
E médszerek alkalmazdsa nem eredményezett scm dipe
loidot, sem rekombindnst,

5, Munkém tovabbi részéhen pozitiv szelekcids mrend-
szert dolgoztam ki, A mdédezer lényege az, hogy az
intracisztronikus komplementécidé diploid illetve
ancuploid &llapotban gyorsabb, erételjesebb ndveke-
dést eredményez, mint heterokarionben, A rendszer
kidolgozésdhoz adeniloszukcindt szintetdz-ban sé-
rilt ade -oe térzecket hasznédltam fel, Ezek kdzul
a 155/3 és a 89/1 jelu térzs hozott létre lassu,
pékhélé szeru heterokariont, Ezen torzsek mellé se-
géd auxotrdf markereket épitettem be UV mutegenezissel,
majd megfeleld kombindcidkban heterokerionokat hoztam
létre, Ezeket adeninnel kiegészitett minimdlon koni-
d iumképzdsre kéai@#etteu, nejd & lemosott konidium=-
szirletet megfeleld ardnyokban minimél téptalajra
ceikban felvittem, 6 napos inkubédcié utén 2,9'10"8
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gyakoriséggal a csészében a normédlis heterokarion=-
tél kissé eltéré,valamivel vastagabban és colonial-
szeribben névé “furcsa™ telepek jelentek meg. Ezek
kézil egy telep konidiumaibdl egyes tenyédszeteket
felnevelve lehetfvé vdlt a furcsa telep dltal le-
fuzétt konidiumok genotipusédnak meghatérozésa, Ki-
derilt, hogy a “"furcsa™ telep a legkildénbézébb re-
kombindnsokat termeli, Ezen kivil aneuploidokat
is létrechoz, de képtelen stabil diploidot létre-
hozni,

Az ercdmények azt mutatték, hogy a T,longibrachiatum
Om 9414 toérzsédben a sejtmagfuzié viszonylag ritka
folyamat, A létrejott szomatikus diploid étmeneti,
rendkiviil instabil és  tovébbtenyésztve azonnal
aneuploidokon keresztiul haploid rekombinénsokat hoz

létre,
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FUGGELEK

A sziréses dusitési médszer ngtengtigg; modellije

Tegyilk fel, hogy a sejtekben levd sejtmagféleségek
/diploid sejtmag, haploid vad tipusi rekombinéns
sejtmag, auxotréf rekombindns sejtmag, szilfi auxot-
ré6f sejtmag/ a heterokerion fialidjaiba gyakorisé-
gukkal arényosan keriilnek, Ha ezenkivil még felté-
telezziik, hogy minden fialid figgetlenill attél,

hogy milyen sejtmagot tartalmaz, azonos mennyiségi
konidiumot fiz le és hogy az egyes sejtmagféleségek
osztéddei rétdja azonos, a kévetkezbk adddnaks

He rd = a diploid elemek gyakorisdge a heterokarion
éltal termelt telepképz8d egységek kézdtt <5 a hete=
rokarion T db telepképz6 egységet termel, akkor

ezek k®zdtt Te.rd diploid van,

Jeldlje ¢ a diploid sejtmag stabilitdsi rétdjér,
akkor ugysnezen T telepképzf egység kodzdtt levd
haploid prototréf rekombindnsok széma két rész dssze-
geként adhatd meg, Egyrészt létrejdnnek haploid pro-
totréf rekombindnsok annak kévetkeztében, hogy a
fialidokba keriilé diploid sejtmagok /1-§/ gyakori-
sédggal haploidizdlédnak, mésrészt a fialidok egy
részébe mér eleve haploid prototréf mag kerial, mivel
a rekombindcid még a testi . sejtekben lejatszédik,



Az elsf rész a kovetkez8 médon szémithatds: le-
gyen x kezdetben diploid,  sejtmag a heterokarion
fialidjaiban és tdrténjék K osztdédas addig az 8l-
lapotig, amig a konidium analizist végezzik,

akkor igazs

XoKeguTorde—> X -iEJEL- [41
)

ugyanakkor az ezen kezdetben diploid sejtmagot

haploidizécidjébél eredd haploid rekombinénsok
szamas /X-et l=b6l behelyettesitve/

Rla X o Koo /1"8/' I :sl'd /1—9/ - (2]

Attol fuggben, hogy @ hasznélt markerck a kromoszé=
méban hogyan oszlanak meg, czek kézétt kilénboézé
gyakoriséaggal lehetnek prototréfok, Ha ezt a gya=
koriségot P ~vel jeluljik:

Tep erd 1
Py Z’) /137 /3]

A prototréfok mésodik része a kévetkezé médon szé-
mithaté:

Mivel a fialidokba keriilé X diploid : sejtmag arényos
a testi sejtekben valaha is kialakuldé diploid sejt=-
magok /k/ széméval, akkor a fialidokba keriil§ haploid

rekombinédnsok széma is arényos ezzel,

s
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Mégpedig;

kuo.' "‘""/1‘3/‘52_
K

Ro L o & + /1=3/

- = K oo = T ° rd e /1-98/
K ko\’7 K ¢ <
%
T e rd* P 1wt A
és Py = Rye P = ;?fﬁ-zﬁ Ji4/

Igy a T telepképzd egység koézdtt

P-P1+P2-I.'..2.l_:_.££'._ /1-5/+I:_".‘!.'.5~..£.L"_>.L

5 5
= TP, * rd /1= d/./ /L + 1 / prototréf van,
Y g2
Ily médon dusitéds elétt
Heterokarion “o = rheT
Diploid D, = rdeT
Prototréf rekombindne P * Tepwerdeo /le8/ /1 + 1/
g2
Igy a szémunkra lényeges erény:
D - rd
H+P° rh+pword/1-g//}s_+%;4



Egy disitdsi kér utén:

D = rd «2+ rde rh
o+ 1 ;;2 + pw e rd'/l-S/ + /rhel/ /1 + 12/ -ﬁo+duq
9 3

figyelembe véve, hogy a prototréfokat mostmér Terh

heterokarion termeli, etve Tony AJPlo;A,

Ketté disitdsi kér uténg

D = . rd -%E + rd*rh*Q + rhzord
ol Pz th5 + /rd.¢$+ rderh/ /1-3/ pw + pwerd /I-Q/ ..

L.+ /rh® & rh 41/ /L + L/ puerd:/1-3/
l%

Hédrom disitési koér utén:

3 2 2 3
D rd* % + rd*rh*% + rh 'rd'%!-r rherd

A+ A } rh4 + /rd.a? + rd.rh.% + rh.rd/ /1-<;/ ¢

* pW + pPwe /1-%/ /rd">+ rderh/ + pwerd /1-%/-

+ /rh3 + rhz +rh +1//L + L/ pw ¢ rd /1-%/
%D

Egyszerisitve:

J _rd /% rh / n |
He Py rhe s pw.rdoll-g/[l + Jrh+l/ /% + _1g2,j




w84 o

D rd /Qz + rhe¢ + rh2/

ol o T pwerde/l=g /L + 4 + rh + /rhZ

+rh +1/ /1L + 1
;)

willeh e rd /3% + rhe 92 4 rgz.q s rh3/1
ol ST P pw'rd'/l-‘3/I:1 + 6% 4 rheg + rh° +

+#Q +rh+ /rh® + rh2 o rh + 1/ /L + ;./}
5 o2
pslda
Ha a diploid teljesen stabil Q4 = 1 kdvetkezésképp
pw = 0 a képletek leegyszeriusédnek, Ebbenm az cset-
ben, ha pl., rd = 10°% rh = 1074, akkor

g e 10™ i g
(#]

Tehét mér egy disitdsi kér is elengendd.
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