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BEVEZETÉS

A Trichoderma fajok széles körben elterjedt talajlakó 

fonalas gombák. Számos közülük ökológiai, ipari illet

ve mezőgazdasági jelentőséggel bír.

A meghatározásuk körüli ellentmondásokat Rifai 1969-ben 

megjelent, morfológiai bélyegeken alapuló rendszere oldotta 

fel /Rifai, 1969/. A korábban fennálló nézetek csak 

faj létezését ismerték el /Bisby, 1939/, bár ez tulajdo

nítható az egyes fajok közötti nagyfokú hasonlatosságnak.

A ma használatos Rifai-féle rendszer 9 fajcsoportot 

különít el a gombatelep alakja, színe, mérete, felszíne, kép

ződésük módja alapján. A 9 fajaggregátum a következő:

T. piluliferum, T. polysporum, T. hamatum, T. koningii,

T. aureoviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. pseudo- 

koningii, T. viride. Egyetlen új faj leírása jelent meg 

azóta a szakirodalomban, amelyet az USA-ban izoláltak és 

T. saturnisporiumnak neveztek el /Hammill, 1970/.

A Trichoderma nemzetség ivaros alakjai a Hypocrea fajok, 

amelyek a Hypocreaceae család, Hypocreales rend, Ascomycetes 

osztályba tartoznak.

A Trichodermák szaprofita szervezetek, amelyek a szén

ás nitrogénforrások széles körét képesek hasznosítani a 

monoszacharidoktól a komplex poliszacharidokig, ezenkívül
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aminosavakat, szerves savakat, tanninokat, ill. ammóniát, 

nitriteket, nitrátokat is /Danielson és Davey, 1973; Tye 

és Willets, 1973; Arrieta-Escobar és Belin, 1982/.

Morfogenézisük , fotoindukált sporulációjuk gyakran vizsgált 

jelenség a szakirodalomban /Gressel és Galun, 1966 ; Gressel 

és Hartmann, 1968; Kumagai és Oda, 1969/, konidiumaik a 

megvilágítási periódusban gyűrűszerűén keletkeznek a te

lepen. Néha klamidospórákat is képeznek.

Már a ’30-as években megfigyelték, hogy a génusz tagjai 

rendkívül értékes és jelentős metabolitokat termelnek 

/Weindling, 1934; 1939; 1941/. Leírtak Rhizoctonia solani 

ellen hatékony vegyületeket, amelyeket a későbbiekben 

gliotoxinnak, illetve viridinnek neveztek el /Weindling 

és Emerson, 1936; Brian és McGowan, 1945/. bár az ismeretek 

bővülésével kiderült, hogy az akkori kísérletek egy részét 

nem Trichoderma-val, hanem Gliocladium-mal végezték 

(Webster és Lomas, 1964), ez nem csökkentette a felismerés 

jelentőségét.

A ’60-as években újra megnőtt az érdeklődés a Tricho

derma gomba iránt, mivel kitűnő forrása bizonyos antibio

tikumoknak, és különböző enzimeknek is. A Trichoderma-val 

kapcsolatos kutatásokat két főbb irány köré lehet csoporto

sítani. Az egyik az ipari mikrobiológia, a biotechnológia 

fejlődésével előtérbe került celluláz-termelés vizsgálata,
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a másik a gomba biológiai védekezésként való felhaszná

lásának lehetőségei a mezőgazdaságban.

A celluláz olyan extracelluláris enzimkomplex, mely 

a kristályos állapotú cellulózt is képes glükózig bon

tani /Reese, 1976; Sandhu és Sidhu, 1986/. A cellulóz 

bontása újabb tartalékok felhasználását jelentené az 

emberiség számára. Nagy mennyiségben fordul elő a termé

szetben, a fotoszintézis révén sok energia raktározódik 

benne, és bizonyos mikrobiális fehérjékhez, különböző 

kémiai anyagokhoz is juthatnánk belőle. Ahhoz, hogy gaz

daságilag mindez hasznosítható legyen, meg kell ismerni a 

mikrobiális és enzimatikus folyamatokat. Szerte a világon 

megindultak a kutatások a celluláz-komplex felderítésére, 

tisztítására, komponenseinek meghatározására /Okada és 

mtsi ., 1968; Wood és McCrae, 1972; Okada, 1975; Gum és 

Brown, 1976/. A celluláz-komplex tagjai közül az exo- és 

endo-|í>-l,4-glüka,náz a cellulózt cellobióz és glükóz 

molekulákká hasítja, a ^-glükozidáz pedig a cellobiózt 

hidrolizálja /Berghem és Petterson, 1973; 1974; Berghem 

és mtsi, 1975; 1976; Sandhu és Sidhu, 1986/.

Vizsgálták az enzimek indukcióját és represszióját a 

tenyésztési körülmények hatására /Nisizawa és mtsi,1970, 

Gupta és mtsi, 1972/. Megfigyelték, hogy a glükóz és 

glicerol represszálja /Eriksson, 1979/, a Sophora japonica- 

-ból származó szoforóz pedig indukálja a cellulázt
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/Nisizawa és mtsi, 1970, Sternberg és Mandels, 1980/. Egyéb 

körülmények között, pl. cellulózon, ill. cellulóztartalmú 

hulladékanyagokon való tenyésztéssel is foglalkoznak 

/Mandels és mtsi, 1974; Dhawan és Gupta 

és Brown, 1979/.

Az elméleti kutatások pozitív eredményei lehetőséget terem

tettek ipari méretű kísérletek végzésére is, főleg hulla

dékanyagokon, búzaszalmán, más mezőgazdasági mellékterméken 

/Ghose, 1969; Peitersen, 1977/.

Az ipari technológia jelenlegi magas ára miatt nagyon 

nagy a törzsnemesítés, egy-egy jobb termelő mutáns törzs 

előállításának jelentősége. Gyakran számolnak be a közle

mények többszörös enzimtermelésre képes mutánsokról /Mandels 

és msti, 1971; Montenecourt és Eveleigh, 1977; Farkas és 

msti, 1981; Mishra és mtsi, 1982; Sandhu és Sidhu, 1986/.

A kutatók nagy része Trichoderma viride-vel kapcsolatos 

eredményekről ad hírt, de az utóbbi időkben a Trichoderma 

harzianum-ra is ráirányult a figyelem /Kaira és msti, 1984; 

Kaira és Sandhu, 1986/. Végeztek összehasonlításokat a két 

faj celluláz-rendszere között /Saddler és mtsi, 1985/,

Sandhu és Sidhu pedig olyan T. harzianum törzsről számolnak 

be, amely sokkal jobb termelő, mint a T. viride /Sandhu és 

Sidhu, 1986/.

A Trichoderma nemzetség nem csak celluláz-termelése 

miatt jelentős. Ugyancsak termel a gomba poligalakturonázt

1977 ; Gritzali
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/Fanelli és Cervone, 1977/, xilanázt /Baker és msti, 1977;

Wong és msti, 1986/, de kitinázt, proteázt is. Az enzime- 

kenkívül számos antibiotikumot is kimutattak, mint pl. az 

avocettint és suzukacillint /Turner és Aldridge, 1983/, 

a farontó gombák szaporodását gátló trichodermint és 

trichodermolt /Hashioka és mtsi, 1961 a, b; Dennis és Webster, 

1971 a,b; Sierota, 1976/. A trichoviridin és dermadin bakteri- 

cid hatású antibiotikumok /Tamura és msti 1975/.

A Trichoderma harzianum-mal fogalkozó cikkek nagyobbik 

fele a másik jelentős témát, a biológiai védekezésként 

való felhasználást taglalja. A kettőt nem lehet igazából 

elválasztani egymástól, hisz a patogén gombák elpusztításá

ban a celluláz-komplex aktivitása, az antibiotikumok jelen

léte is szerepet játszik. A biológiai kontroll mechanizmusa 

még nem teljesen tisztázott, intenzív kutatások folynak 

patogén gombákkal szembeni antagonizmusuk vizsgálatára. 

Pozitív eredményeket közöltek többek között pl. Fusarium 

/Lai és Bruehl, 1968; Locke és mtsi, 1984, Sivan, 1987/, 

Rhizoctonia solani /Lang, 1975; Hadar, 1979; Lewis és 

Paparivas, 1980; 1987; Ridout és mtsi, 1986/, Pythium 

/Fajola és Alasoadura, 1975; Hadar és msti, 1984; Ahmad 

és Baker, 1987/ és Sclerotium fajok ellen /Elad és mtsi, 

1980; Papavizas és mtsi, 1982; Ahmad és Baker, 1987/. 

Feltételezik, hogy az antibiózis és a lízis, azaz a patogén 

lebontása együttesen váltják ki ezt a hatást /Papavizas 

és Lumsden, 1980/. Arra azonban még nincs bizonyíték, hogy
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a természetes közegben, a talajban is megfelelő mennyiség

ben képződnének toxinok, antibiotikumok.

Sokan fontosabbnak ítélik a parazitizmust. Kétségtelen bi

zonyítékok vannak arra, hogy a Trichoderma mikoparazitaként 

viselkedik patogének hifáival, kitartó képleteivel szemben 

/Hubbard és mtsi, 1983/. Morfológiai változásokat is meg

figyeltek, a gomba hausztőriumokat képez, behatol a patogén 

szervezetébe, és dezorganizálja azt /Ayers és Adams, 1981/. 

In vitro a fizikai kapcsolat a parazita és a patogén közt 

egyértelműen megfigyelhető /Elad és mtsi, 1982; 1983/, az 

azonban kérdéses, hogy a természetben is így megy-e végbe 

a folyamat. Feltételezik, hogy az extracelluláris enzimek 

és egyéb metabolitok megléte miatt a fizikai kontaktus 

nem is alapvető /Cook és Baker, 1983/. A Trichoderma által 

termeltcelluláz és kitináz bontja a glukánt pl. a Pythium, 

ill. a kitint és glukánt a Rhizoctonia sejtfalában /Elad és 

mtsi, 1982; 1983; Chet és Baker, 1981/.

A Trichodermák alkalmazása a mezőgazdaságban többféle

képpen képzelhető el:

- talajba juttatás talajlakó patogének ellen

- a mag kezelése vetés előtt /Ahmad és Baker, 1987/

- permetezés növények föld feletti részeire, pl. gyü

mölcsösökben Botrytis cinerea, Mucor spp. ellen 

/Tronsmo és Dennis, 1977; Tronsmo és Raa, 1977/.
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A széleskörű használattal kapcsolatban azonban még 

fontos kérdéseket kell megoldani. Igaz, hogy az utóbbi 

időben izoláltak számos új biotípust, előállítottak fun- 

gicidrezisztens és nagyobb metabolitprodukciójú törzseket 

/Johnson és mtsi, 1987; Ahmad és Baker, 1987/, mégis na

gyon szűk területen alkalmazzák még őket a gyakorlatban. 

Ennek elsősorban specificitásuk az oka, többnyire csak 

egy-egy betegség ellen hatásosak. Ezért a jövőbeni kuta

tások célja, hogy genetikai manipulációkkal megszüntessék 

ezt a specificitást, és a környezethez jól alkalmazkodó 

törzseket hozzanak létre. Ugyancsak nem feltárt egészen 

molekuláris es biokémiai szinten a védekezés mechanizmusa

/Papavizas, 1985/, de megoldásra vár a tömegtermelés, 

szállítás kérdése is a gazdaságosság figyelembevételével.

Természetesen nem csak e két nagyobb téma iránt érdek

lődnek a kutatók. A Trichodermák talajlakó, szaprofita 

szervezetek, nemcsak az elhalt növényi és állati részek 

/Danielson és Davey, 1973; Nelson, 1982/, hanem inszek- 

ticidek lebontásában is szerepük van /Tabet és Lichtenstein,

1976/.

Enzimjeiket a modern kutatásban protoplasztok képzésére 

használják /Hasegawa és mtsi, 1969; Jones és mtsi 

Ferenczy és mtsi, 1975; Sipiczki és Ferenczy, 1978/.

De Vries és Wessels 1973-ban sikerrel alkalmazták a Tricho-

1974;

derma harzianum fermentlevét protoplasztok előállítására
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számos Basidio-, Asco- és Phycomycetes osztályba tartozó 

gombánál /De Vries és Wessels, 1973/. Vizsgálataikhoz 

ugyanazt a törzset alkalmazták, amellyel kísérleteimet 

végeztem.

Genetikai vizsgálatok tárgyai is a Trichoderma fajok.

A genetikai térképezésnek sokáig egyetlen lehetséges útja 

a meiozis termékeinek vizsgálata volt /Fincham és mtsi,

1979/. A szexuális ciklussal rendelkező fajokban törvény

szerűen kialakul a diploid állapot, majd a meiozis révén, 

genetikai átrendeződés után haploid rekombinánsok keletkeznek. 

A szexuális ciklussal nem rendelkező gombáknál a diploid 

állapot csak a szomatikus diploidra korlátozódik /Caten

és Day, 1977/.

Bár ismert, hogy a Trichoderma génusz rendelkezik szexuá

lis ciklussal, genetikai vizsgálatokban mégis a paraszexuális 

úton nyert rekombinánsokat alkalmazzák. Ennek oka, hogy a 

gomba heterotallikus, azaz az ivaros folyamat lejátszódásához 

két különböző párosodási típus szükséges /Webster, 1964/, 

amelyeknek legfeljebb a rendszertannal foglalkozók vannak

birtokában.

Roper kidolgozott egy szelekciós módszert /Roper, 1952/, 

amelynek segítségével sok gombafajban sikerült szomatikus 

diploid állapoton keresztül rekombinánsokat előállítani.

Néhány példa a fonalasok közül:
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Ustilago maydis /Holliday, 1961/

Aspergillus nidulans /Roper 

Aspergillus niger /Pontecorvo és mtsi, 1953/ 

Penicillium chrysogenum /Pontecorvo és Sermonti, 1954/ 

Verticillium albo-atrum /Hastie, 1962/

Neurospora crassa /Smith, 1974/.

1952/

A paraszexuális ciklus tehát sok gombában létezik, ezért 

standard paraszexuális ciklusnak (1. ábra) nevezték el 

/Caten, 1980/.

A tapasztalatok azt bizonyítják, hogy rendkívül eltérő 

fonalasok esetében a szomatikus diploid létrejöttének gya

korisága, ill. a szomatikus diploid stabilitása. Gyakori

sága általában 10-Zt és 10 

1958; Caten és Day, 1977/.

A diploid stabilitása szempontjából két csoportot szok

tak megkülönböztetni:

1/ Stabil diploid: a diploid szétesésének gyakorisága ^ 0,1 %

/pl. Aspergillus nidulans,

Penicillium expansum/

2/ Haploidizálódásra hajlamos diploid:

a szétesés gyakorisága^ 0,1 %

/pl. Neurospora crassa,

Cephalosporium mycophylum/.

-8 között van /Pontecorvo és Kafer,
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10

Az első csoportnál haploidizáló szereket kell alkalmazni, 

hogy genetikai vizsgálatokat végezhessünk. Ilyen szerek a 

benomil és származékai, a p-fluor-fenilalanin /Lhoas, 1961; 

1968/ vagy az arzénét, klorálhidrát, peszticidek is /Caten, 

1980/. Ezek a vegyületek megzavarják a mitózis normális 

rendjét azáltal, hogy a kromoszómák mozgatásában részt

vevő mikrotubulusok fehérjéihez kötődnek, így aneuploidokon 

keresztül haploidokat hoznak létre /Morris és Oakley 1979/.

A diploid sejtmagban random kromoszómacsere és kis gyako

risággal mitotikus crossing-over mehet végbe, így a hap- 

loidizálódás után haploid rekombinánsokat nyerünk, amelyek 

genetikai térképezésre is használhatók /Pontecorvo és Kafer, 

1958; Typas és Heale, 1978; Manczinger, 1985/. Roper 

auxotrófia-komplementációs módszerének alkalmazásával /Roper, 

1952/ állíthatunk elő legegyszerűbben szomatikus diploidot.

A módszer alkalmazásának vannak bizonyos feltételei:

- képezzen a gomba vegetatív szaporító képleteket 

konídiumokat,

- azokat nagy mennyiségben termelje,

- a konídiumok nagy többsége egymagvú legyen.

A Trichoderma harzianum megfelel ezeknek a követelményeknek, 

így a következő lépéseken keresztül juthatunk el az esetle

ges szomatikus diploidig, az általános séma szerint:
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1. minimálisan kettő, egymást komplementálni képes

stabil auxotróf mutáns előállítása

2. a két mutáns keresztezésével heterokarion előállítása 

minimál táptalajon

3. konídiumgyűjtés a heterokarionról, 10 -10 db

4. a begyűjtött konídiumok minimál táptalajra való 

szélesztése

5. e telepek vizsgálata, van-e közöttük szomatikus 

diploid, vagy haploid rekombináns.

Két út kínálkozik a heterokarion előállítására. Egyik a 

spontán anasztomózis, másik a protoplasztfúzió /Ferenczy 

és mtsi, 1975/. Ez utóbbi technika alkalmazása olyan fajok

nál is lehetőséget ad a heterokarion előállítására, amelyek 

nem képesek anasztomózisra.

A Trichoderma génuszban eddig végzett genetikai vizsgá

latok szomatikus diploidon keresztül folytak, a szakiroda- 

lom azonban viszonylag kevés eredményt közöl ezzel kapcso

latban .

Trichoderma viride-nél konídiumképzésre képtelen mutánsok 

komplementációját figyelték meg anasztomózissal létrehozott 

heterokarionokban /Weinmann és Galun, 1969/. Trichoderma 

reesei-vel folytatott kísérletekből kiderül, hogy a szo

matikus diploid állapot rendkívül instabil /Toyama és mtsi,
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1984; Manczinger és Ferenczy, 1985/.

Trichoderma viride-ből auxotróf és kompakt növekedésű

mutánsok alkalmazásával sem sikerült rekombinánsokat

izolálni /Dér, 1986/.

A Trichoderma harzianumról eddig még nem tisztázták, hogy 

rendelkezik-e paraszexuális ciklussal, ill. milyen a szo

matikus diploid gyakorisága. Munkám egyik célja volt, 

hogy Roper auxotrófia-komplementációs módszerével /Roper, 

1952/ vizsgáljam, létezik-e a Trichoderma harzianum-ban 

szomatikus diploid állapot, és az milyen tulajdonságokkal

rendelkezik.

Az általam vizsgált törzs /CBS 354.33/ a holland törzsgyűj

teményből származik, ezzel a választással ki akartuk kü

szöbölni az esetleges határozásbeli tévedéseket.
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2.1. Mikroorganizmus

CBS 334.33Trichoderma harzianum

Rendszertani besorolása:

Deuteromycetes osztály

Moniliales rend

Moniliaceae család

- Perfect alakja:

/Rifai és Webster, 1966/Hypocrea sp.

Ascomycetes osztály 

Hypocreales rend

Hypocreaceae család

- Morfológiája:

A Trichoderma harzianum telepe szabályosan 

elágazó micéliumú, fialidjai - amelyeket egy 

pórus nélküli válaszfal teljesen elhatárol 

a micéliumtól - rövidek, sűrűn állnak. A 

rajtuk keletkező konídiumok gömbölyűek, 

néha tojásdadok lehetnek. Színük fehéres 

zöld ill. sárgás zöld, méretük átlagosan 

3 x 2,7 ju. /2. ábra/ A telep gyors növekedésű.
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2. ábra: A Trichoderma harzianum morfológiája

/Rifai, 1969/

2.2. Táptalajok és tápoldatok

Élesztőkivonat táptalaj:

1 % glükóz

0,5 % élesztőkivonat

1 % kh2po4
2 % agar

desztillált víz
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Élesztőkivonat táptalaj a törzsek fenntartására:

1 % glükóz

0,5 % élesztőkivonat

1 % kh2po4
2 % szálas agar

desztillált víz

Élesztőkivonat táptalaj fehér és kompakt növekedésű

mutánsok előállításához:

0,2 % Merck élesztőkivonat

1 % kh2po4
2 % agar

desztillált víz

Szintetikus minimál táptalaj:

0,5 % glükóz 

0,5 % (NH4)2S04 

0,5 % KH2P04 

0,1 % MgS04 

2 % agar 

desztillált víz

Auxotróf mutánsok tenyésztésekor a fenti minimál 

táptalajt a megfelelő aminosavakból 50-50 jug/ml 

mennyiséggel kell kiegészíteni.
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Vitaminos, szintetikus minimál tápoldat szüréses

dúsításhoz:

0,1 % glükóz

0,1 % (nh4)2so4

0,5 % KH2P04

0,1 % MgS04

0,1 % vitaminoldat

desztillált víz

Élesztőkivonat tápoldat anasztomózishoz:

1 % glükóz

0,5 % élesztőkivonat

1 % kh2po4

desztillált víz

Digitioninnal kiegészített táptalajok:

Mivel a gombára jellemző, hogy a táptalaj felszínén 

gyorsan szétterül, telepösszenyomó un. morfogén 

hatású vegyületet kellett használni. 4 /jg/ml di- 

gitonin alkalmazása esetén csészénként 50-100 

telepet is lehet vizsgálni.

Szintetikus minimál tápoldat protoplasztálásra való 

előtenyésztéshez:

0,5 % glükóz 

0,5 % (NH4)2S04

1 % kh2po4

0,1 % MgS04

+ a hiánymarkereknek megfelelő aminosavakból 50-50 >ug/ml
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Protoplasztképzési puffer:

0,6 M KCl

pH = 6-os foszfátpufferben

Protoplasztképző elegy:

1 % csigaenzim

0,1 % 2-merkaptoetanol

protoplasztképzési pufferben oldva, centrifugálva

Stabilizált táptalajok:

A protoplasztok regenerációjához a megfelelő oz- 

motikum a szacharóz volt, 0,76 M töménységben.

A protoplasztok ill. fuzionált protoplasztok a 

következő, 40 °C-ra hűtött táptalajba keverve 

regenerálódtak:

0,76 M szacharóz 

0,5 % (NH4)2S04 

1 % kh2po4
0,1 % MgS04 

1,6 % agar

Fúziós oldat:

30 % PEG (polietilénglikol) 6000 

100 mM CaCl2
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2.3. Inhibitorokkal, szembeni, érzékenység, .vizsgálata ,

inhibitorokkal, szembeni, rezisztencia, kialakítása

Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgálata

0,5 % mannitot tartalmazó minimál táptalajba különböző 

koncentrációban mértem be a különböző vegyületeket. A víz

ben rosszul oldódókat DMSO-ban /dimetil-szulfoxid/ oldva

a forró, már sterilizett táptalajba kevertem.

Sűrű konídiumszuszpenzióból csíkot oltottam a táptalajok 

felületére.

A vizsgált vegyületek, és azok legkisebb gátló koncentrá

ciója az I. táblázatban látható.

Inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakítása

A megvizsgált inhibitorok közül szembetűnő, hogy a 

8-azaguanin már milyen kis koncentrációban gátol. A leu~- 

törzsre harmadik markerként e vegyülettel szembeni rezisz

tenciát építettem, és a protoplasztfúzióban egyik partner

ként ezt a törzset alkalmaztam.

arg

Leucinnal és argininnel kiegészített, 10 pg, 5 jug, 1 /jg ill. 

0,5 jug 8-azaguanint tartalmazó minimál táptalajra 10^ db

és 40 másodpercig sugá-konídiumot csíkoztam csészénként

roztam UV-fénnyel.

A kinövő telepek rezisztensek voltak.
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Mezőgazdasági szempontból jelentős szerepe van a 

benzimidazol vegyületekkel /benomil, МВС/ szembeni re

zisztenciának, mivel ezek a származékok növényvédőszerként 

elterjedtek. E vegyületek speciális gátlói a mikrotubulus 

rendszernek. Mivel a kromoszómahúzófonalak működése gát-

zavart szenved a mitózis és meiózis normálislódik ,

rendje. A húzófonalak mikrotubulusainak fő komponensei 

a tubulin nevű fehérjék. Az aktív benzimidazol származékot 

a heterodimer tubulin alegységekhez kapcsolódnak /Davidse,

1986/.
(ch2)3-ch3

0 = CH
í

NN 00

-NH-C-0CH3-NH-C-0CH3

NN
benomilMBC

3. ábra: Az MBC és a benomil szerkezeti képlete

A rezisztenciát két lépcsőben építettem ki, először a 

minimális gátló koncentráció ötszörösénél, majd e töménység 

négyszeresénél.

Élesztőkivonat táptalajt alkalmaztam, először 5 /jg/ml, 

második lépésben 2G /jg/ml DMSO-ban oldott benomilt, ill.

MBC-t adtam hozzá.
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105 db konídiumot oltottamNagy Petri-csészébe öntve kb. 

csíkban mindegyik csésze felszínére.

UV lámpával 40 másodpercig sugároztam a csészéket és egy 

hét inkubálás után vizsgáltam a kinövő szektorokat.

2.4. Ex.tracelluláris. enzimek, mérése

2.4.1. Az. ex.tracelluláris. enzim.termelő.-képesség. .vizsgálata

a. ..vad. ..törzsnél

Indukálás

Meghatározott enzim termelésére indukálva az enzimmérés 

a gomba fermentlevéből történik. A vizsgált enzimek, az 

alkalmazott induktorok és azok mennyisége a következő:

1. CMC-áz

2. yü-glükozidáz

3. /2>-l-3 glükanáz

4. kitináz

1 % cellulózpor

1 % sütőélesztő

1 % kitin

1 % kazein3. proteáz
1 % keményítő6. amiláz

1 % poligalakturonsav7. poligalakturonáz

1 % xilán8 . xilanáz
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Indukciós tápoldat 

0,2 % Bacto pepton 

0,1 % élesztókivonat

pH = 6-os foszfátpufferben: 0,8 % Kh^PO^

0,15 % Na2HP04

Ez a tápoldat azonos mindegyik esetben.

50 ml-es Erlenmeyer lombikokba 20-20 ml-t öntöttem a táp

oldatból, és bemértem az egyes enzimeket indukáló vegyüle- 

teket. 1-1 kacsnyi konídiumot szuszpendáltam el a lombikok

ban és egy hétig rázattam 20 °c-on. Egy hét múlva 6000 

fordulat/perccel lecentrifugáltam az egyes fermentleveket, 

és a felülúszót használtam az aktivitás-méréshez.

Extracelluláris enzimaktivitás-mérés

y{b-glükozidáz aktivitás mérése 

.4 % Na2C03

Szubsztrát: 0,5 % para nitrofenil-fi> -D-glükozid 

pH=6-os foszfátpufferben

1 ml szubsztrátot 0,1 ml fermentlével 30 percig 30 °C-os 

termosztátban tartottam, majd 2 ml-t adtam hozzá a reagens

ből. 410 nm-nél mértem az extinkció értékét.

Reagens :

Kontroll: 1 ml szubsztrát + 2 ml reagens.
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Kitináz aktivitás mérése

Reagens: DMAB /paradeimetil-amino-benzaidehid/ reagens: 

10 g DMAB 100 ml jégecetben oldva, amely 

12,5 % 10 N HCl-t tartalmaz 

Szubsztrát: 0,2 % kitin

pH=6-os foszfátpuff erben

A kitinszuszpenziót 1 napig duzzasztottam, majd 2 ml ferment-

levet adtam e szuszpenzió ugyancsak 2 ml-éhez. 1 órán keresz

tül inkubáltam 30 °C-on majd 6000 fordulat/perccel 10 percig

centrifugáltam. A felülúszóból 0,5 ml-t kivettem, és 0,1 ml 

0,8 M-os kálium-tetraborátot adtam hozzá. 3 perces forralás 

és gyors lehűtés után 3 ml DMAB reagenssel 38 °C-os vízfürdő

be helyeztem a mintát 20 percre. Hűtés után azonnal 585 nm-en

mértem.

Proteáz aktivitás mérése

Szubsztrát: 1 %-os Hide Powder Asure /Calbiochem/

pH=6-os foszfátpufferben

5 ml szubsztráthoz 0,1 ml fermentlevet adtam. Kb. 4 órán át

szobahőmérsékletű vízfürdőben inkubáltam, amíg a kék szín

megjelent. Lecentrifugáltam 6000 fordulax/perc mellett 10 

percig, és 595 nm-nél végeztem a mérést.
CMC-áz:

DNS /dinitro-szalicilsav/ reagens

10,0 g/l

Reagens:

3,5 dinitro-szalicilsav



23

2,0 g/l 

0,5 g/l 

10,0 g/l 

200,0 g/l

fenol

Na 2SO3 

Na OH

К-Na tartarát

Szubsztrát: 0,5 % СМС-óz oldat

pH=6-os foszfátpufferben

yi-1-3 glükanáz:

Reagens: DNS reagens

Szubsztrát: 0,2 % laminarin 

pH=6-os foszfátpufferben

AmiIáz :

Reagens: DNS reagens

0,2 % keményítő

pH=6-os foszfátpufferben

Szubsztrát:

Poligalakturonáz: 

Reagens: DNS reagens

Szubsztrát: 0,2 % poligalakturonsav

pH=6-os foszfátpufferben

Xilanáz:

Reagens: DNS reagens

0,2 % xilánSzubsztrát:

pH=6-os foszfátpufferben
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Mind az öt enzim esetében szubsztrátjuk 1-1 ml-éhez a meg

felelő fermentléből 0,1-0,1 ml-t adtam félkémcsövekben.

30 °C-on fél órás inkubáció következett, majd mindegyik 

kémcsőbe 3-3 ml DNS reagenst mértem. 13 percig forró 

vízfürdőben tartottam a kémcsöveket, és hűtés után 530 nm-nél

az extinkciót.mértem
A kontroll 1-1 ml szubsztrátot és 3-3 ml DNS reagenst tar

talmazott

2.4.2. Kompakt növekedésű mutánsok -glükozidáz és 

{b-1,3-glükanáz aktivitásának alakulása

A törzsnemesítés egyik egyszerű módja mutánsok elő

állítása, és közülük a nemesítési szempontnak megfelelők 

kiválogatása. Kísérletem célja az volt, hogy megfigyeljem, 

a kompakt növekedés kiváltásával változik-e a törzs yÄ-glükozi 

dáz és (b -1,3 glükanáz aktivitása.

5 db kompaktam növő törzset állítottam elő, és a 12. na

pig követtem az 1 % pékélesztővel indukált rázatott tenyésze

tekben az enzimtermelés alakulását. Az enzimek mérése az

előzőekben leírt módon történt.
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2.5 A. Jr.lchoder.ma. .harzianum. paraszexuális. .ciklusa

2.5.1. Mutánsok előállítása és azonosítása

Iúlélési._görbe._f el vét ele^UV-fénnyel

Mivel a mutáns törzseket UV sugárzással állítottam elő, 

kezdő lépésként meg kellett határozni az UV sugárzás túlélé

si görbéjét.

Ehhez élesztőkivonat táptalajra Petri-csészénként kb. 250 

konídiumot szélesztettem, és az egyes csészéket 0-120 má

sodperc között 10 másodpercenkénti különbséggel Philips 

lxT UV 15 W típusú UV lámpa segítségével sugároztam be.

A túlélő telepek megjelenéséig 28 °C-os termosztátban tar

tottam a csészéket, és megszámolva a telepeket, meghatároz

tam a 10 %-os túlélés idejét.

Mutánsok, előállítása.szűréses dúsítással

A módszer azon alapul, hogy ha egy besugárzott konídium 

szuszpenziót minimál tápoldatban rázatva 24 órán keresztül 

előnevelünk, ezután a teljes oldatot G2 szűrőn átszűrjük, 

csak azok a konídiumok képesek átjutni a szűrőn, amelyek 

valamilyen ok, esetleg mutáció miatt képtelenek voltak 

csírázni. A kinőtt telepek már nem férnek át a szűrőn. Ilyen 

módon az átszűrt szuszpenzióban megnő a mutánsok aránya.

Konkrétan 10^/ml-es konídiumszuszpenziót Petri-csészében 

40 másodpercig sugároztam UV-fénnyel. Ebből 1-1 ml-t raktam
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4 x 90 ml minimál tápoldatba, 500 ml-es gömblombikba.

A rázatás 25 °C-on, 200 fordulat/perccel, 24 órán keresz

tül történt. Ezután steril G2 szűrőn átszűrtem a szuszpenziót 

és 6000 fordulat/perc mellett 10 percig centrifugáltam.

4 ;ug/ml digitonint tartalmazó élesztőkivonat táptalajra 

50 yui-t szélesztettem ebből a konídiumszuszpenzióból, úgy 

kalkulálva, hogy 50 illetve 500 telep legyen csészénként.

A kinőtt telepeket vizsgáltam, van-e köztük auxotróf mutáns.

A dupla auxotrófok előállítása ugyanezzel a módszerrel 

folyt, de akkor már a rázatáshoz ki kellett egészíteni a 

vitaminos minimál tápoldatot az auxotróf markernek megfe

lelően.

Az. auxotróf. mutánsok..karak.ter.izálása

Az izolált telepekből kis micélium darabokat minimál 

táptalajra helyeztem, 14-et csészénként. A vad típusúak 

az inkubációs idő alatt 1-2 cm átmérőjű telepekké fejlődtek, 

a mutánsok viszont egyáltalán nem nőttek, vagy csak 1-2 mm

nyit. Ez utóbbiakat élesztőkivonat táptalajra raktam, hogy 

konídiumot termeljenek. Konídiumaikat adeninnel, leucinnel, 

lizinnel, argininnel illetve metioninnal külön-külön kie

gészített minimál táptalajokon vizsgáltam, hogy képesek-e 

kicsírázni, és telepekké fejlődni.
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£ehér mutäßsok_e,16£l.l ligása

Glükóz nélküli élesztőkivonat táptalaj felületére loVml-es 

töménységű konídiumszuszpenzióból szélesztettem 50/jl-t.

40 másodperces UV sugárzás, és 3 napos inkubálás után a 

fehér konídiumot hozó telepeket izoláltam.

Kompakt növ_ekedésű_mutiánsok előállítása

A fehér mutánsokkal hasonló módon történt a kompaktan

növő mutánsok előállítása is. Glükózt nem tartalmazó élesz

tőkivonat táptalaj felületére szélesztettem 50 /jl-t 

úxlO'Vml-es konídium szuszpenzióból. A különbség annyi volt, 

hogy 30 mp-es UV besugárzást alkalmaztam. Ezt az időtarta

mot a kivitt konídiumok 20 %-a éli túl, de ennél a pontnál 

a túlélési görbe egybeesik a kompakt mutáns 

görbe maximumával.

előfordulási

2.5.2. Protoplasztképzés és regeneráció

Protoplasztok előállítása

Nagyon fontos, hogy protoplasztáláshoz a gomba megfe

lelően legyen előtenyésztve. A CBS 354.33-as Trichoderma 

harzianum törzs esetében próbálkoztam élesztőkivonat táp

oldatban, táptalaj felületén celofánon, és minimál tápol

datban való előtenyésztéssel, és ez utóbbi bizonyult meg

felelőnek .
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A micéliumot 1 % csigaenzimet tartalmazó különböző 

koncentrációjú KC1 /0,6 M; 0,7 M; 0,8 M; 0,9 M; 1,0 М/ 

illetve mannit /0,8 M; 0,9 M; 1,0 M; 1,1 M; 1,2 М/ stabili- 

zátorba helyeztem. Vizsgáltam, hogy 2-merkaptoetanol je

lenléte segíti-e a protoplasztképződést. 30 percenkénti 

mintavétellel határoztam meg a protoplasztálás optimális

idejét.

Szűréssel eltávolítottam a maradék micéliumot ill. tör

meléket, és 6000 fordulat/perc mellett 10 percig centrifu

gáltam a szuszpenziót. A felülúszót eltávolítva 1 ml sta- 

bilizátorban felszuszpendáltam a keletkezett protoplaszto- 

kat, és Bürker-kamrában megszámoltam őket.

Retken er ál^t^t^s

A szintetikus minimál táptalajokban KCl-ot /0,6 М/, 

mannitot /0,87 М/, szorbitot /0,92 М/, szacharózt /0,76 М/, 

magnézium-kloridot /0,31 М/, kálcium-kloridot /0,40 М/ és 

kálcium-nitrátot /0,45 М/ használtam ozmotikus stabilizá- 

torként. Ezek az értékek 1,04 0smol/kg 1^0 ozmotikus kon

centrációnak felelnek meg, mely a protoplasztálásnál opti

málisnak bizonyult.
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2.5.3. Heterokarion előállítása

Ana_s.ztom0z.is

Mindkét auxotróf partner konídiumaiból 10^/ml-es koní- 

diüinszuszpenziót készítettem. Félkémcsőben lévő 2 ml élesz

tőkivonatos tápoldathoz 0,1 ml-t adtam az előbbi szuszpen

ziókból, és 3 napig 28 °C-os termosztátban inkubáltam.

A tápoldat felszínén keletkezett micélium korongot 

steril vízben lemostam, és minimál táptalajra helyeztem.

A korongból a heterokarionok szektorokban képesek kinőni.

Protоplasztfúzió

A protoplasztképzésnél leírtak alapján állítottam elő a 

protoplasztokat mindkét dupla auxotróf törzsből.

10^-10^ db-ot kis centrifugacsőbe helyeztem, és 6000 fordulat/ 

perccel összecentrifugáltam őket 5 percig. Miután a felül- 

úszót leöntöttem, és kiitattam minden maradék KCl-ot, 2 ml 

fúziós oldatot adtam az összecentrifugált protoplasztokhoz.

30 % PEG 6000 és 100 mM CaCl2. 

Kézzel összeráztam az oldatot, majd kb. 5 perc várakozás 

után kémcsőkeverővei kissé elkevertem. Végül pedig 40 0 C-ra 

hűtött, szacharózzal kiegészített minimál táptalajba kevertem. 

Nagyméretű Petri-csészébe vékony lemezt öntöttem belőle.

A fúziós oldatot összetétele:
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2.5.4. DNS mérés

A keletkezett rekombináns tulajdonságú törzsekről DNS 

méréssel igazoltam, hogy tényleg haploidok. Giles és Myers 

módszerével határoztam meg a szülői törzsek és a rekombinán- 

sok konídiumaiban a DNS mennyiségét /Giles és Myers, 1965/.
Q

5x10 db konídiumot gyűjtöttem mindegyik törzsből, és 1 N 

perklórsavas előkezelést alkalmaztam jégfürdőn, 30 percig. 

Hűtőcentrifugában 3500 fordulat/perccel lecentrifugáltam, 

és a felülúszót leöntve ugyancsak IN, de 70 °C-ra mele

gített perklórsavat adtam hozzá. 30 perces 70 °C-os víz

fürdő következett, majd újabb centrifugálás 10 percig 

5000 fordulat/perccel. Az extraktum 2 ml-éhez 2 ml 4 % 

difenilamint tartalmazó jégecetet adtam, és 0,1 ml 0,16 %-os 

acetaldehidet.

30 °C-on, 17 órás inkubálás után 595 nm-nél mértem az 

extinkciót.



Trichoderma harzianum CBS 354.33
l

Dupla auxotróf mutánsok előállítása
J

sF _ Ф _
met lizarg w / w=white/leu

1
ФKeresztezés

II protoplasztképzés
lanasztomózis

protoplasztfúzió
I

1Heterokarion előállítása

íKonídiumgyűjtés a heterokarionról
I

Szélesztés minimál táptalajra

kísérlet a diploid 

dúsítására

ч/
A megjelenő telepek vizsgálata

—» Heterokarion ?
a konídiumoknak csak kis 

része csírázik minimálon

—»•Diploid ?
- a konídiumok egyöntetűen 

csíráznak minimál táptalajon
- a telepek zöldek

a DNS tartalom kétszerese 

a szülőkének

—»-Haploid rekombináns ?

- új tulajdonságok megjelenése 

pl. fehér színű, vad típusú
- a DNS tartalom azonos a 

szülőkével

4. ábra: A Trichoderma harzianum paraszexuális ciklusa

vizsgálatának lépései
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3. EREDMÉNYEK ÉS MEGVITATÁS

3.1. Inhlbi.torokkal- szembeni, érzékenység, vizsgálata,

inhibi.torokkal. szembeni, rezisz.tencia. kialakítása

Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgálata

Az I. táblázatból látható, hogy a leghatásosabb gátló

vegyület a Trichoderma harzianum CBS 334.33-as törzs ese

tében a 8-azaguanin volt, már 0,5 /jg/ml-es koncentráció is 

teljes mértékben gátolta a gomba növekedését.

A benomil és az MBC is már kis töménységben, 1 yug/ml-nél 

gátló hatású volt.

Emiatt ezekkel a vegyületekkel szemben igyekeztem

rezisztenciát kialakítani.

Inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakítása

A besugározott csészéken a 8-azaguaninnal szemben össze

sen 17 rezisztens telep jelent meg. ezek mindegyikét újra 

megvizsgáltam konídiumszintról is, 10 Aig/ml 8-azaguanint 

tartalmazó kiegészített minimál táptalajon, hogy valóban 

rezisztensek-e. Valamennyi annak bizonyult.

A benomillal ill. MBC-vel szemben az első lépésben, 

azaz a vegyületek 5-5 /jg/ml-es koncentrációjánál 4 ill.

5 rezisztens telepet tudtam izolálni. Kiválasztottam 1-1
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megfelelő morfológiája és jó konídiumtermelőt, és belőlük 

a vegyületek 20-20 >ug/ml koncentrációjánál alakítottam ki 

rezisztenseket. E második lépcsőben már nagyon sok ilyen 

telep keletkezett. Vagyis a Trichoderma harzianumból 

könnyen előállíthatok a gyakorlatban széleskörben használt 

fungiciddel /benomil/ szembeni rezisztens törzsek.

I. táblázat: Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgálata

minimális gátló koncentráció 
(yug/ml)

Vegyületek

2,51. Akriflavin

100,0 

>666,0 

>333,0 

>333,0 

> 333,0 

>133,0 

>400,0

2. Aktidion

3. 4-amino-6-hidroxi 2 tiopirimidin

4. 4-amino-2,6-dihidroxi pirimidin

5. 6-amino-l,3-dimetil uracil

6. 5-amino-uracil

7. 5-amino-orotsav

8. Antranilsav

0,59. 8-azaguanin

>666,0

>666,0

>300,0

10. 8-azahipoxantin

11. 6-azatimin

12. 6-azauracil

1,013. Benomil

100,014. Benzokinon

2,515. Brillantzöld

> 666,016. 5-brómuracil
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I. táblázat /folytatás

minimális gátló koncentráció 

(jug/ml)

>1000,0

> 100,0

> 100,0

10,0

>100,0

266,0

250,0

>3333,0

> 100,0

> 3333,0

> 133,0

> 133,0

Vegyületek

17. 2-deoxi-D-glükóz

18. 5-6-diamino-2,4-dihidroxi primidin

19. 2-6-diamino purin

20. Etidiumbromid

21. DL-etionin

22. Fenilpropionsav

23. 5-fluoruracil

24. Imidazol

25. Janus-zöld

26. Kloramfenikol

27. 4-klorouracil

28. 5-klorouracil

3,329. Merkurokróm

> 133,030. 6-metil-uracil

31. Metil-benzimidazol-karbamát /МВС/ 1,0

32. Mikonazol 66,0 

> 333,033.5-nitrouracil

5,034. Oligomicin

8,335. Pentaklórfenol
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1. kép: Rezisztens telepek az MВC 20 jug/ml-es koncentrá-

élesztőkivonat táptalajondójával szemben
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3.2. Extracelluláris. enzimek, mérése

3.2.1. Az extracelluláris enzimtermelő-képesség vizsgálata

a vad törzsnél

Az extracelluláris enzimaktivitás mérése

Nemcsak ökológiai, hanem fontos gazdasági jelentősége 

is van annak, hogy az egyes Trichoderma fajok extracellu

láris enzimeket képesek termelni.

Olyan enzimek aktivitását mértem, melyeknek szubsztrát- 

jai a természetben nagy mennyiségben vannak jelen elszáradt 

növényi részekben, gombák sejtfalában, elpusztult rovarokban. 

Méréseim a következő eredményt adták:

,uM. glükóz, ekvivalensCMC-áz: 0,095
fermentlé x perc

fb -glükozidáz : juM. paranitrofenol. ekvivalens0,28
ml xfi perc

^2,-1,3-glükanáz: 0,173 juM- glükóz, ekvivalens
ml xfi perc

Kitináz: /jM. N.-ace.til.-glükózamin. ek.v .0,0155
ml xfi perc

ex.tinkció. érték. ..(595. nm.)Proteáz: 0,021
ml xfi perc

uM. glükóz, ekvivalensAmiláz: 0.337>
ml xfi perc
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-3 >uM. galakturonsa.v. ekvivalensPoligalakturonáz-- 0,901 . 10
ml x

fl perc

X i 1 a n á z : 3,25 >jM. xilóz. ekvivalens
ml x

fl perc

Az adatok három méréssor átlagából származnak.

Az irodalom nagyon eltérő adatokat közöl az egyes enzimek 

aktivitás-mérését illetően /Saddler és mtsi, 1985; Sandhu 

és Sidhu, 1986/. Ezek elsősorban az induktorok, a tenyész

tési körülmények különbözőségéből származnak. Ennek elle

nére méréseimből az megítélhető, hogy a cellulóz lebon-

y&-glüko-

zidáz viszonylag nagy mennyiségben termelődnek. Ugyancsak 

nagy a /^-1,3-glükanáz aktivitása is, jelezve, hogy a ta

lajban jelenlevő gombák sejtfalát a Trichoderma harzianum 

hasznosítani képes. Hasonlóan magasnak, az irodalmi ada

tokkal /Wong és mtsi, 1986/ összevethetőnek mutatkozott 

a xilanáz aktivitása is. Közepesnek mondható a gomba 

poliga laki uronáz és kitináz aktivitása, a többi vizsgált 

enzim aktivitása viszont alacsony volt.

tásában szerepet játszó enzimek, a CMC-áz és a

3.2.2. Kompakt növekedésű mutánsok ^-glükozidáz és 

ß> -1,3-glükanáz aktivitásának alakulása

A II. és III. táblázat 5 db kompakt növekedésű mutáns 

^6-glükozidáz, ill. , 3-glükanáz aktivitásánaktörzs
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változását mutatja rázatott tenyészetekben, 1 % pékélesztő

vel indukálva. Három mérés átlagát mutatják az adatok.

1. nap 2.nap З.пар 4.nap 5.nap 6.nap 12.nap

0,004 0,026 0,040 0,032 0,043

0,003 0,008 0,023 0,016 0,031 0,014

0,042 0,046 0,049 0,038 0,055 0,024

0,001col 1

col 2 0,001

col 3 0,014

0,005 0,005 0,006 0,006 0,020 0,009col 4 0,003

col 5 0,001 0,003 0,0010,003 0,002 0,004

II. táblázat: Kompakt növekedésű mutáns törzsek 

ß>-glükozidáz aktivitása

>jM. par.ani.trofenol. ekvivalens
ml x percfermentlé

1. nap 2.nap З.пар 4.nap 5.nap 6.nap 12.nap

0,008 0,021 0,193 0,273 0,403 0,420 0,385 

0,042 0,043 0,042 0,098 0,223 0,231 0,588 

0,014 0,315 0,332 0,420 0,538 0,529 0,567 

0,071 0,054 0,025 0,008 0,067 0,046 0,142 

0,018 0,033 0,040 0,086 0,132 0,088 0,096

col 1

col 2

col 3

col 4

col 5

III. táblázat: Kompakt növekedésű mutánsok (jelük: col)

fh> -1,3 glükanáz aktivitása

/jM. glükóz, ekvivalens 

fermentlé xperc
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Annak a megfigyelése volt a célom, hogy a mutáció hatására 

milyen változás figyelhető meg e két enzim termelődésében. 

A IV. táblázat egymás mellé állítja a vad, ill a mutáns 

törzseknél mért legmagasabb enzimaktivitási értékeket.

col 1 col 2 col 3 col 4 col 5vad

Л-glükozidáz 
aktivitás

juM. .parani.tr.of enol. ekv
0,031 0,053 0,020 0,004-f 0,280 0,043

ml fi x perc

A -1 , 3-gliikanáz 
aktivitás

/jM. glükóz, ekv..
0,173 0,420 0,588 0,567 0,071 0,132

ml xfi perc

IV. táblázat: A vad és a mutáns törzsek enzimaktivitásának

összehasonlítása

Látható, hogy az egyik esetben csökkent, a másik esetben 

viszont nagymértékben nőtt a mutáns törzsek enzimtermelése.

A /^-glükozidáz-aktivitás ötödére - tizedére visszaesett,

jí-1,3 glükanáz mennyisége egyes 

törzseknél több, mint háromszorosára emelkedett. Ez az eredmény 

mutatja, hogy a törzsnemesítés ezen egyszerű módszere milyen 

hatékonyan alkalmazható.

ezzel ellentétben viszont a
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3.3. A Trichoderma harzianum paraszexuális ciklusa

3.3.1. Mutánsok előállítása és azonosítása

I.úJLé_lé!j5Í_9£r!ie_f e.1 v.6t_e_le_U\/-f.eßn>/e_l

A csészéken kinőtt telepeket megszámolva /V. táblázat/ 

megrajzoltam az UV sugárzással szembeni túlélési görbét.

V. táblázat

Sugárzás ideje /mp/ A telepek száma 
csészénként, átl.

%

0 250 100

10 180 72

20 100 40

30 48 19,2

40 26 10,4

50 18 7,2

60 3 1,2

70
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4. ábra

400

5"0

4-
О -to ьэZD 1*0 So 6o 4o

A 10 %-os túlélés 40 másodpercnél van, így minden későbbi 

kezelésnél ennyi ideig alkalmaztam az UV sugárzást



A digitonin telepösszenyomó hatása2. kép:

b a: kontrolla
— b: 2 jjg/ml digitonin

d c: 4 jug/ml digitonin

d: 6 jjg/ml digitonin
c
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Mu.tánsok.előállítása. szűr.éses dúsítással

A kísérlet elvégzése után az élesztőkivonatos tápta

lajról 392 telep micélium darabját helyeztem minimál táp

talajra. Közülük 31 db nem indult növekedésnek mutációt 

jelezve, tehát a dúsítás alkalmazásával a mutánsok kelet

kezésének 0,2-0,5 %-os arányát sikerült 8 %-ra emelni.

Dupla auxotrófok előállítására a karakterizált mután

sok közül kiválasztottam egy leu és egy met- mutánst, és 

megismételtem a szűréses dúsítást a megfelelő aminosavakkal 

kiegészített minimál tápoldatban.

A leucin igényes törzs esetében 388 telep micéliumát izo

láltam, amelyekből 3,5 % azaz 14 ígérkezett dupla auxotróf-

nak.

A met' mutáns esetén a 420 izolált telepből 19 volt dupla 

mutáns jelölt, ez 4,5 %.

Az..auxotr.óf mu.tánsok.-karak.terizálása

Az első dúsítási körben izolált 31 telepből a következő

aminosavakkal kiegészített minimál táptalajokra helyeztem

kis micélium kockákat:

minimál + adenin nem nőtt egy telep sem

14 db telep nőttminimál + arginin

2 db telep nőttminimál + leucin

2 db telep nőttminimál + lizin

1 db telep nőttminimál + metionin
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Az aminosavakat 50 pg/ml töménységben alkalmaztam. 

Összesen 19 telep mutatkozott hátteres növekedés nélkül

aminosav auxotrófnak.

A dupla auxotrófok karakterizálását a következő táptala

jokon végeztem. A leu- törzs esetében:

min + leu + ade nincs növekedő telep

min + leu + arg 10 db nőtt

min + leu + liz nincs növekedő telep

min + leu + met 4 db nőtt

A metionin auxotróf mutánsok vizsgálata a következőképpen

történt:

min + met + ade 4 db telep nőtt

7 db telep nőttmin + met + arg

3 db telep nőttmin + met + leu

min + met + liz 1 db telep nőtt

Végeredményben 5 féle, összesen 28 db dupla auxotróf

mutánst sikerült előállítanom.

Kiválasztottam közülük egy leu arg és egy met liz tör

zset, és a további vizsgálatokat ezekkel végeztem.

jjejnéj: mul^árisok^el^ál]^íjtájsa

A leu arg dupla auxotróf mutánsra még egy színmarkert 

építettem rá, mert e segítséggel a rekombináns sokkal
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könnyebben felismerhető az eredeti, zöld konídiumokat 

lefűzővei szemben. 3 db ilyen fehér törzset sikerült

izolálnom.

Komp£kjt növekedésű mutánsod előállítása

Az előző fejezetben leírt módszerrel 25 db kompakt 

növekedésű törzset sikerült izolálnom. Továbbtenyésztve 

azonban csak 5 törzs mutatkozott tisztán kompakt növe-

^4-1,3-glükanázkedésűnek. Ezen 5 mutáns yO>-glükozidáz és 

termelését követtem nyomon 12 napig.

3.3.2. Protoplasztképzés és regeneráció

Protoplasztok eléá-ll^táse

Először élesztőkivonatos tápoldatban, majd celofánon 

próbáltam előtenyészteni a gombát, de mindkét esetben na

gyon kevés volt a képződő protoplaszt.

Amikor kiegészített minimál tápoldatot használtam, már 

megfelelő számban keletkeztek.

Két ozmotikum a KC1, és a mannit különböző koncentrációjá

ban, 2-merkaptoetanol jelenlétében és hiányában figyeltem 

a protoplasztképződést, 1 % csigaenzimet alkalmazva:
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Me +KCl Me

0,5 M + + + A+ +

0,6 M + ++ + +

0,7 М + ++ +

0,8 М ++ +

0,9 М ++ +

1,0 м ++

Mannit

0,8 М + + + Т + +

0,9 М + + + Т + +

1,0 м + + + +

1,1 м + +

1,2 М + +

Jelmagyarázat: Ме+: 2-merkaptoetanol jelenléte

Me-: 2-merkaptoetanol hiánya 

+++: sok protoplaszt képződik 

++ : kevesebb protoplaszt képződik

+ : alig keletkeznek protoplasztok

A : aggregálódó protoplasztok 

T : törmelék a szuszpenzióban

Legjobbnak a 0,6 M KC1 bizonyult 2-merkaptoetanol jelen

létében. A 3. kép a keletkezett protoplasztokat mutatja.
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3. kép: A Trichoderma harzianum protoplasztjai 

/350х nagyítás/
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Re£eneráció

A protoplaszt-regeneráltatás élesztőkivonatos táp

talajban, pH=6-os foszfát pufferben, és különböző ozmo

tikus stabilizátorokkal kiegészített minimál táptalajban

történt.

2. táblázat: A protoplasztok regenerálódása különböző

stabilizátorokban

Regenerálódó protoplasztok száma 

(1000 protoplaszt/csésze)

KC1 0,60 M

450,87 MMannit

80,92 M 

0,76 M

Szorbit

88Szacharóz

82MgCl2

CaCl2

0,31 M 

0,40 M 53

Ca (NO-j) 2 360,45 M

Legjobban szacharóz és MgCl2 jelenlétében regenerálódtak 

a protoplasztok, KCl-on egyáltalán nem, és nagyon gyengén 

a szorbitot tartalmazó táptalajban.
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3.3.3. Heterokarion előállítása

Roper auxotrófia-komplementációs /Roper, 1952/ módszerét 

alkalmazva igyekeztem szomatikus diploidot előállítani. 

Ehhez szükség volt két, egymással komplementációra képes 

auxotróf mutánsra, amelyek segítségével heterokariont

lehet létrehozni.

A heterokarionok között bizonyos gyakorisággal létrejöhet 

diploid, és az minimál táptalaj segítségével elválasztható 

a heterokariontól. A heterokarion ugyanis önmaga képes a 

minimál táptalajon nőni, de az általa lefűzött konídiumok 

rtíár szülői tipusúak, azok tehát nem. A diploidnak a koní- 

diumai is diploidok, tudnak növekedni minimál táptalajon. 

Hogy kiderítsem, létezik-e a szomatikus diploid állapot 

a Trichoderma harzianumnál, heterokariont állítottam elő.

Anasztomózis

^ és a met liz törzsekbőlElőször a leu arg azg

próbáltam heterokariont előállítani anasztomózissal, de 

a 17 párhuzamos közül egyik esetben sem keletkezett.

E törzsekből később protoplasztfúzióval sikerült hetero

kariont létrehozni.

A leu arg w /w=white/ és met liz törzset alkal

mazva már sikerrel jártam, 10 közül két esetben volt 

heterokariotikus kinövés a micéliumkorongból minimál táp

talajon .
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Konídiumszintról ellenőriztem mindkettőt, hogy tényleg 

heterokarionok-e. Ehhez 0,1 % gliikózos minimál táptalajra 

kis micéliumkockát helyeztem, és 3 nap múlva vizsgáltam 

a megtermelt konídiumokat a következő táptalajokon:

minimál

minimál + leucin + arginin

minimál + metionin + lizin.

A csíkban kivitt konídiumok fele csírázott a leucin + ar-

gininnel kiegészített táptalajon, kb. a másik fele pedig 

a metionin + lizinen. Minimálon csak néhány konídium kez

dett csírázni, tehát valóban heterokarion volt mind a két

kinövő szektor.

A továbbiakban azzal próbálkoztam, hogy az esetlegesen 

jelenlevő diploidok arányát dúsítsam a heterokarionok

között.Ez az alábbiak szerint történt:

A heterokarionon konídiumot neveltem 0,1 % glükózt 

tartalmazó minimál táptalajon, 6 Petri-csészén. Steril 

vízzel és ecsettel mindegyikről lemostam a konídiumokat, 

és vattán átszűrve 6000 fordulat/perc mellett 10 percig 

centrifugáltam. Felszuszpendáltam 1 ml vízben a konídiu

mokat és a szuszpenzióból 10 

0,1 % glükózt tartalmazó minimál táptalajba kevertem, 

amit előzőleg 40 °C-ra lehűtöttem. Vékony lemezeket ön

töttem belőle és vártam, hogy ezeken a csészéken is koní

diumok termelődjenek.

8 db-ot 500 ml, ugyancsak
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Mivel a heterokarion által termelt konídiumok szülői

típusúak, azok újra minimáira kerülve képtelenek kicsí

rázni. Azt vártuk e módszertől, hogy a konídiumok között 

egyre nagyobb arányban lesznek diploidok.

Miután a csészéken másodszor is konídiumokat termelő te

lepek nőttek, steril vízzel ismét mindegyikről lemostam és

átszűrve az előzőekhez hasonlóan lecentrifugáltam a koní-

és 106, 105, 104, 103diumokat. Hígítási sort készítettem, 

db-ot szélesztettem 1 % glükózos minimált tartalmazó 

Petri-csészékre. A táptalaj 4 jug/ml digitonint is tartal

mazott.

Az inkubációs idő után már azokon a csészéken is megjelent 

átlagosan 35 telep, amelyekre 103 db konídium került. A 

heterokarion gyakorisága dúsítás előtt 3,3x10 3 volt, így 

ez az ugrássszerű növekedés már sejtette, hogy eredményes

a módszer.

A kinövő telepekből kis micélium darabot minimál táptalaj

ra kis Petri-csészére helyeztem. 103 telepet izoláltam, 

és ezek közül 11 hozott a heterokarionra jellemző zöld 

illetve fehér konídiumokat, az összes többi, tehát 92 db 

új tulajdonságokkal rendelkező vad típusú, fehér színű volt. 

A zöldekről az előzőekben leírt módon igazoltam, hogy 

heterokarionok, a fehérekről pedig DNS méréssel, hogy

valóban rekombinánsok.
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Az, hogy diploidot nem sikerült izolálnom, viszont sok a 

rekombináns, bizonyítja, hogy a szomatikus diploid álla

pot csak átmeneti a Trichoderma harzianumnál, a szétesés 

gyakorisága nagyobb, mint 0,1 %. A kapott eredmény azt 

sugallja, hogy a fehér színmarker /w/ nem kapcsolt sem a

leu sem az arg auxotróf markerekkel.

Rroto^plasztf tjzió

A 8-azaguanin rezisztens leu arg törzs és a met 

liz- törzs között csak protoplasztfúzió segítségével tud

tam heterokariont előállítani. Az össztelepizolálás mód

szerével megállapítottam a heterokarion gyakoriságát. Ehhez 

a regenerálódó fúziós telepekből 0,1 % glükózos minimál 

táptalajra helyeztem kis micélium kockát, hogy konídiumok 

keletkezzenek. Steril vízzel lemostam, 6000 fordulat/perccel 

lecentrifugáltam a konídiumokat, és 10^/ml-es szuszpenziót 

készítettem. Ebből 50 jul-t szélesztettem csészénként 4 jjg/ml 

digitonint tartalmazó minimál táptalajra. A kinőtt telepek 

számából meghatároztam, hogy 3,3xl0~^ a gyakorisága 

annak, hogy a heterokarion konídiumai minimál táptalajon 

ismét telepeket hozzanak létre.

E megjelenő telepek közül 115-ből kis micélium darabkákat 

minimál táptalajra helyeztem. Konídiumaikból egyenként 

szuszpenziót készítettem, és ugyancsak minimálon vizsgál

tam, egyöntetű-e a csírázás. Valamennyi izolátum hetero- 

karionnak bizonyult.
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5. kép: Anasztomózis során a micéliumkorongból kinövő 

szektor minimál táptalajon
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A fúzió után megvizsgáltam, hogy a 8-azaguanin reziszten

cia domináns vagy recesszív-e. Ehhez a következő tápta

lajokra szélesztettem a íúziós telep konídiumaiból: 

minimál

minimál + azaguanin

minimál + leucin + arginin

minimál + leucin + arginin + azaguanin

minimál + metionin + lizin

minimál + metionin + lizin + azaguanin 

Mivel a leu + arg + azg ill. a leu + arg és a met + liz 

táptalajokon nőttek a konídiumok, a min + azg és a met + liz + 

azg-on pedig nem, így a rezisztencia recesszívnek bizonyult. 

Rekombináns tulajdonságokkal rendelkező telep nem jelent

meg .
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6 . kép: Regeneráció protoplasztfúzió után /1eu arg w x

meg- liz-/, szacharózt tartalmazó minimál táptala

jon /170 x nagyítás/
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7. kép: A 8-azaguanin rezisztencia recesszivitásának 

bizonyítása

a: minimá1 + azg 

b: minimál + met + liz + azg 

c: minimál + leu + arg + azg 

d: minimál
e: minimál + met + liz 

f: minimál + leu + arg

ba c

d fe
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3.3.4. DNS mérés

Giles és Myers difenilaminos módszerét alkalmaztam, 

hogy meghatározzam a DNS mennyiségét a két szülői, és 

az anasztomózissal előállított rekombináns törzsben

/Giles és Myers, 1965/.

Az eredmények bizonyítják, hogy haploid a vad típusú, 

fehér konídiumokat hozó törzs is, DNS tartalma megegyezik

a haploid szülőkével.

Méréseim szerint 2,5x10 

harzianum egy konídiuma.

Néhány példa más gombák DNS tartalmára /Storck", 1974/:

-14 g DNS-t tartalmaz a Trichoderma

-14 g/sejtmag 

g/konídium

8,8x10Aspergillus sojae 

Neurospora crassa 

Saccharomyces cerevisiae 

Látható, hogy az általam kapott eredmény beleillik ebbe

-141,7x10
-14 g/sejt2,4x10

a sorba.
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8. kép: A rekombinánsok aránya a heterokarionhoz képest 

Rekombináns: fehér színű

Heterokarion: zöld színű /a képen sötét/
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4. ÖSSZEFOGLALÁS

A Trichoderma harzianum CBS 354.33 számú törzsét vizs

gáltam fiziológiai és genetikai szempontból.

Számos vegyületet ellenőriztem, hogy gátolják-e a gom

ba növekedését, közülük a 8-azaguanin, a benomil és az 

MBC /metil-benzimidazol-karbamát/ voltak a lsohatásosabbak.

Ezekkel az inhibitorokkal szemben rezisztenciát építettem 

ki, és a genetikai vizsgálatokban felhasználtam őket.

Mértem, hogy milyen extracelluláris enzimeket termel 

a gomba, eszerint azok az enzimek - a karboximetil-cellu- 

láz /СМС-áz/ és a /S-glükozidáz - keletkeznek legnagyobb 

mennyiségben, amelyek a cellulóz lebontásában játszanak 

szerepet. Hasonlóan magas a /4-1-3 glükanáz aktivitása is. 

Vizsgáltam mutáció hatását az enzimtermelő képesség alakulá

sára. Kompakt növekedésű mutánsok fi> -1,3-glükanáz aktivi

tása kb. háromszorosára nőtt a vadhoz képest, viszont ugyan

ezen törzsek y4-glükozidáz aktivitása nagymértékben csökkent.

A genetikai vizsgálatokban az volt a célom, hogy szoma

tikus diploidot hozzak létre. Ehhez először egymást komple- 

mentálni tudó auxotróf mutánsokat állítottam elő, dupla 

auxotrófokát, hogy esetleges back-mutáció ne okozzon zavart. 

UV-sugárzást és szűréses dúsítást alkalmaztam, és a kelet

kezett több dupla auxotróf közül egy leu arg és egy 

met- liz- törzset választottam ki a további munkához.
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arg- törzsre még színmarkert is építettem, ez az 

eredetileg zöld konídiumok helyett fehéreket fűz le. Meg

vizsgáltam e törzsek protoplasztálhatóságát és regenerációs 

képességét különböző ozmotikumokban. Csak minimál tápoldat

ban, rázatással előtenyésztve képződtek megfelelő számban 

a protoplasztok, mégpedig 1 % csigaenzimet tartalmazó 

0,6 M KCl-ban, 2-merkaptoetanol jelenlétében /рН=6/.

A regeneráció a szacharózzal /0,76 М/ kiegészített minimál

A leu

táptalajban bizonyult a legjobbnak.

E két mutáns törzsből heterokariont állítottam elő

két másik törzsből pedig protoplasztfúzióval. 

A heterokarion konídiumai 3,3x10 ^ gyakorisággal képesek 

újra csírázni minimál táptalajon. Egy dúsítási módszert 

alkalmazva próbáltam az esetleges diploid arányát növelni 

a heterokarionok közt.

anasztomózissal

A dúsítás eredményeként azonban nem diploidokat kaptam, 

hanem haploid rekombinánsokat. A megvizsgált 103 telep 

közül 92 ilyen új tulajdonságokkal rendelkezett, azaz 

fehér színű, vad típusú volt.

DNS mérést végeztem, amely igazolta, hogy ezek az új 

tulajdonságú egyedek ugyanannyi DNS-t tartalmaznak, mint 

a haploid szülői partnerek. A Trichoderma harzianum DNS

g/konídium.

Ezek az eredmények bizonyítják, hogy a szomatikus dip

loid állapot csak átmeneti ebben a gombában, azonnal szét

esik és rekombinánsok keletkeznek. A szerencsés marker-el- 

helyezkedésnek köszönhetően sok rekombináns tulajdonságú

-14tartalma 2,5x10

törzset sikerült izolálnom.
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