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BEVEZETES

A Trichoderma fajok széles korben elterjedt talajlakd
fonalas gombdk. Szamos kozullk Okoldgiai, ipari illet-
ve mezbgazdasdgi jelentdséggel bir.

A meghatdarozésuk koridli ellentmondasokat Rifai 1969-ben
megjelent, morfoldgiai bélyegeken alapuld rendszere oldotta
fel /Rifai, 1969/. A kordbban fenndlld nézetek csak 3
faj létezését ismerték el /Bisby, 1939/, bdr ez tulajdo-
nithatd az egyes fajok kozotti nagyfokd hasonlatossdgnak.

A ma haszndlatos Rifai-féle rendszer 9 fajcsoportot
kilonit el a gombatelep alakja, szine, mérete, felszine, kép-
z6désik mdodja alapjan. A 9 fajaggregdtum a kovetkezd:

T. piluliferum, T. polysporum, T. hamatum, T. konilngii,

T. aureoviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. pseudo-
koningii, T. viride. Egyetlen 4) faj leirdsa jelent meg
azdta a szakirodalomban, amelyet az USA-ban izoladltak és

T. saturnisporiumnak neveztek el /Hammill, 1970/.

A Trichoderma nemzetség ivaros alakjai a Hypocrea fajok,
amelyek a Hypocreaceae csaldd, Hypocrealss rend, Ascomycetes
osztdlyba tartoznak.

A Trichodermédk szaprofita szervezetek, amelyek a szén-
és nitrogénforrdsok széles korét képesek hasznositani a

monoszacharidoktdl a komplex poliszacharidokig, ezenkivil



aminosavakat, szerves savakat, tanninokat, ill. amménidt,
nitriteket, nitrdtokat is /Danielson és Davey, 1973; Tye
és Willets, 1973; Arrieta-Escobar és Belin, 1982/.

Morfogenézisik, fotoindukalt sporuldcidjuk gyakran vizsgalt
jelenség a szakirodalomban /Gressel és Galun, 1966 ; Gressel
és Hartmann, 1968; Kumagai és 0Oda, 1969/, konidiumaik a
megvildgitdsi periddusban gylriszerlen keletkeznek a te-
lepen. Neha klamidospdrdkat is képeznek.

Mar a ’30-as években megfigyelték, hogy a génusz tagjai
rendkivil értékes és jelentds metabolitokat termelnek
/Weindling, 1934; 1939; 1941/. Leirtak Rhizoctonia solani
ellen hatékony vegyilleteket, amelyeket a késdbbiekben
gliotoxinnak, illetve viridinnek neveztek el /Weindling
és Emerson, 1936; Brian és McGowan, 1945/. bdr az ismeretek
bdévilésével kiderilt, hogy az akkori kisérletek egy részet
nem Trichoderma-val, hanem Gliocladium-mal végezték
(Webster és Lomas, 1964), ez nem csdkkentette a felismerés
jelentbséget.

A >60-as években Ujra megndtt az érdeklddeés a Tricho-
derma gomba irdnt, mivel kitlnd forrésa bizonyos antibio-
tikumoknak, és kiilonbozd enzimeknek is. A Trichoderma-val
kapcsolatos kutatdsokat két fébb irdny kor2 lehet csoporto-
sitani. Az egyik az ipari mikrobioldgia, a biotechnoldgia

fejlodésével eldtérbe kerilt celluldz-termelés vizsgdlata,



a mdsik a gomba bioldgiai védekezésként vald felhaszna-
lésdnak lehetbBségei a mezbgazdasdgban.

A celluldz olyan extracelluldris enzimkomplex, mely
a kristdlyos dllapotd celluldzt is képes glikdzig bon-
tani /Reese, 1976; Sandhu ¢és Sidhu, 1986/. A celluldz
bontdsa Gjabb tartalékok felhaszndldsat jelentené az
emberiség szamdra. Nagy mennyiségben fordul elf a termé-
szetben, a fotoszintézis révén sok energia raktdrozddik
benne, és bizonyos mikrobidlis fehér jékhez, kilonbozd
kémiai anyagokhoz is juthatnéank beldle. Ahhoz, hogy gaz-
daségilag mindez hasznosithaté legyen, meg kell ismerni a
mikrobidlis és enzimatikus folyamatokat. Szerte a vilagon
megindultak a kutatdsok a cellulaz-komplex felderitésére,
tisztitdsdra, komponenseinek meghatdrozdsdra /Okada és
mtsi  , 1968; Wood és McCrae, 1972; Okada, 1975; Gum és
Brown, 1976/. A celluldz-komplex tagjai kozil az exo- és
endo—f5—1,4—91Ukanéz a celluldzt cellobidz ‘és glikoz
molekuldkka hasitja, a fZ-glUkozidéz pedig a cellobidzt
hidrolizdlja /Berghem és Petterson, 1973; 1974; Berghem
és mtsi, 1975; 1976; Sandhu ¢és Sidhu, 1986/.
Vizsgdltdk az enzimek indukcidjadt és represszidjat a
tenyésztési korilmények hatdsdra /Nisizawa és mtsi, 1970,
Gupta és mtsi, 1972/. Megfigyelték, hogy a gliukdz és
glicerol represszalja /Eriksson, 1979/, a Sophora japonica-

-bél szdrmazd szofordz pedig indukdlja a celluldzt



/Nisizawa és mtsi, 1970, Sternberg és Mandels, 1980/. Egyéb
koriilmények kozott, pl. celluldézon, ill. celluldéztartalmd
hulladékanyagokon vald tenyésztéssel is foglalkoznak
/Mandels és mtsi, 1974; Dhawan és Gupta, 1977; Gritzali

és Brown, 1979/.

Az elméleti kutatdsok pozitiv eredményei lehetdséget terem-
tettek ipari méretd kisérletek végzésére is, fdleg hulla-
dékanyagokon, bidzaszalmdn, mds mezb0gazdasdgi mellékterméken
/Ghose, 1969; Peitersen, 1977/.

Az ipari technoldgia jelenlegi magas &ra miatt nagyon

nagy a torzsnemesités, egy-egy Jjobb termeld mutdns torzs
elﬁéilitésénak jelentbsége. Gyakran szamolnak be a kGzle-
mények tobbszoros enzimtermelésre képes mutdnsokrél /Mandels
és msti, 1971; Montenecourt és Eveleigh, 1977; Farkas és
msti, 1981; Mishra és mtsi, 1982; Sandhu és Sidhu, 1986/.

A kutatdk nagy része Trichoderma viride-vel kapcsolatos
eredményekrdl ad hirt, de az utdébbi iddkben a Trichoderma
harzianum-ra is rdirdnyult a figyelem /Kalra és msti, 1984;
Kalra és Sandhu, 1986/. Végeztek osszehasonlitdsokat a ket
faj celluldz-rendszere k6zGtt /Saddler €s mtsi, 1985/,
Sandhu és Sidhu pedig olyan T. harzianum tdrzsr6l szamolnak
be, amely sokkal jobb termeld, mint a T. viride /Sandhu és
Sidhu, 1986/.

A Trichoderma nemzetség nem csak celluldz-termeleéese

miatt jelentds. Ugyancsak termel a gomba poligalakturondzt



/Fanelli és Cervone, 1977/, xilandzt /Baker és msti, 1977;
Wong €és msti, 1986/, de kitindzt, protedzt is. Az enzime-
kenkivul szémos antibiotikumot is kimutattak, mint pl. az
avocettint és suzukacillint /Turner és Aldridge, 1983/,

a farontd gombdk szaporodasat gatldé trichodermint és
trichodermolt /Hashioka €és mtsi, 1961 a,b; Dennis és Webster,
1971 a,b; Sierota, 1976/. A trichoviridin és dermadin bakteri-
cid hatdsd antibiotikumok /Tamura és msti, 1975/.

A Trichoderma harzianum-mal fogalkozd cikkek nagyobbik
fele a mdsik jelentds témat, a bioldgiai védekezésként .
vald felhaszndldst taglalja. A kettdt nem lehet igazébdl
elvdlasztani egymdstdl, hisz a patogén gombdk elpusztitdsa-
ban a celluldz-komplex aktivitdsa, az antibiotikumok jelen-
léte is szerepet jdtszik. A bioldgiai kontroll mechanizmusa
még nem teljesen tisztdzott, intenziv kutatdasok folynax
patogén gombdkkal szembeni antagonizmusuk vizsgdlatara.
Pozitiv eredményeket kozoltek tobbek kozott pl. Fusarium
/Lai és Bruehl, 1968; Locke és mtsi, 1984, Sivan, 1987/,
Rhizoctonia solani /lLang, 1975; Hadar, 1979; Lewis és
Paparivas, 1980; 1987; Ridout ¢és mtsi, 1986/, Pythium
/Fajola és Alasoadura, 1975; Hadar és msti, 1984; Ahmad
€s Baker, 1987/ és Sclerotium fajok ellen /Elad és mtsi,
1980; Papavizas €és mtsi, 1982; Ahmad és Baker, 1987/.
Feltételezik, hogy az antibidzis és a 1lizis, azaz a patogén
lebontdsa egyittesen vdltjdk ki ezt a hatdst /Papavizas

és Lumsden, 1980/. Arra azonban még nincs bizonyiték, hogy



a természetes kozegben, a talajban is megfeleld mennyiség-
ben képzodnének toxinok, antibiotikumok.
Sokan fontosabbnak itélik a parazitizmust. Kétségtelen bi-
zonyitékok vannak arra, hogy a Trichoderma mikoparazitaként
viselkedik patogének hifdival, kitarto képleteivel szemben
/Hubbard és mtsi, 1983/. Morfoldgiai vdltozdsokat is meg-
figyeltek, a gomba hausztdriumokat képez, behatol a patogén
szervezetébe, €s dezorganizdlja azt /Ayers és Adams, 1981/.
In vitro a fizikai kapcsolat a parazita és a patogén kozt
egyértelmien megfigyelhetd /Elad és mtsi, 1982; 1983/, az
azonban kérdéses, hogy a természetben is igy megy-e végbe
a folyamat. Feltételezik, hogy az extracelluldris enzimek
€s egyeéb metabolitok megléte miatt a fizikai kontaktus
nem is alapvet6 /Cook és Baker, 1983/. A Trichoderma dltal
termeltcelluldz és kitindz bontja a glukdnt pl. a Pythium,
ill. a kitint és glukdnt a Rhizoctonia sejtfaldban /Elad és
mtsi, 1982; 1983; Chet és Baker, 1981/.

A Trichodermdk alkalmazdsa a mez8gazdasdgban tobbféle-
képpen képzelhetd el:

- talajba juttatds talajlakd patogének ellen

- a mag kezelése vetés el6tt /Ahmad és Baker, 1987/

- permetezés novények fold feletti részeire, pl. gyu-

molcsosokben Botrytis cinerea, Mucor spp. ellen

/Tronsmo és Dennis, 1977; Tronsmo és Raa, 1977/.



A széleskord haszndlattal kapcsolatban azonban még
fontos kérdéseket kell megoldani. Igaz, hogy az utoébbi
idében izoldltak szdmos Uj biotipust, elddllitottak fun-
gicidrezisztens és nagyobb metabolitprodukcidju torzseket
/Johnson és mtsi, 1987; Ahmad és Baker, 1987/, mégis na-
gyon szlk terileten alkalmazzdk még Oket a gyakorlatban.
Ennek elsGsorban specificitdsuk az oka, tobbnyire csak
egy-egy betegség ellen hatdsosak. Ezért a jovdbeni kuta-
tasok célja, hogy genetikai manipuldcidkkal megszintessék
ezt a specificitdst, és a kornyezethez jél1 alkalmazkodd
torzseket hozzanak létre. Ugyancsak nem feltdrt egészen
molekuldris € biokémiai szinten a védekezés mechanizmusa
/Papezvizas, 1985/, de megoldédsra vdr a tomegtermelés,
sz4dllitds kérdése is a gazdasdgnssdg figyelembevételével.

Természetesen nem csak e két nagyobb téma irdnt érdek-
16dnek a kutatdk. A Trichodermdk talajlakd, szaprofita
szervezetek, nemcsaxk az elhalt novényi és 8llati részek
/Danielson és Davey, 1973; Nelson, 1982/, hanem inszek-
ticidek lebontdsdban is szereplik van /Tabet és Lichtenstein,
1976/.

Enzimjeiket a modern kutatdsban protoplasztok képzésére
haszndljdk /Hasegawa €és mtsi, 1969; Jones és mtsi, 1974;
Ferenczy és mtsi, 1975; Sipiczki és Ferenczy, 1978/.

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

derma harzianum fermentlevét protoplasztok elddllitédsara



szamos Basidio;, Asco- €s Phycomycetes osztdlyba tartozé
gombdndl /De Vries és Wessels, 1973/. Vizsgdlataikhoz
ugyanazt a torzset alkalmaztdk, amellyel kisérleteimet
végeztem.

Genetikal vizsgdlatok targyai is a Trichoderma fajok.
A genetikai térképezésnek sokdig egyetlen lehetséges uUt]ja
a meiozis termékeinek vizsgdlata volt /Fincham és mtsi,
1979/. A szexudlis ciklussal rendelkezd fajokban torvény-
szerlen kialakul a diploid 4dllapot, majd a meiozis révén,
genetikal adtrendezddés utan haploid rekombindnsok keletkeznek.
A szexudlis ciklussal nem rendelkez® gombadkndl a diploid
dllapot csak a szomatikus diploidra korldtozddik /Caten
és Day, 1977/.

Bar ismert, hogy a Trichoderma génusz rendelkezik szexua-
lis ciklussal, genetikai vizsgdlatokban mégis a paraszexudlis
idton nyert rekombindnsokat alkalmazzdk. Ennek oka, hogy a
gomba heterotallikus, azaz az ivaros folyamat lejatszddasdhoz
két kilonbozd padrosoddsi tipus szlkséges /Webster, 1964/,
amelyeknek legfeljebb a rendszertannal foglalkozdk vannak
birtokaban.

Roper kidolgozott egy szelekcids médszert /Roper, 1952/,
amelynek segitségével sok gombafajban sikerilt szomatikus
diploid dllapoton keresztil rekombinansokat elddllitani.

Néhany példa a fonalasok koOzul:



Ustilago maydis /Holliday, 1961/

Aspergillus nidulans /Roper, 1952/

Aspergillus niger /Pontecorvo és mtsi, 1953/
Penicillium chrysogenum /Pontecorvo és Sermonti, 1954/
Verticillium albo-atrum /Hastie, 1962/

Neurospora crassa /Smith, 1974/.

A paraszexudlis ciklus tehdt sok gombdban létezik, ezért
standard paraszexudlis ciklusnak (1. dbra) nevezték el
/Caten, 1980/.

A taﬁasztalatok azt bizonyitjdk, hogy rendkivil elterd
fonalasok esetében a szomatikus diploid létrejottének gya-
korisdga, ill. a szomatikus diploid stabilitdsa. Gyakori-
sdga daltaldban 1074 és 1078 koz6tt van /Pontecorvo és Kafer,
1958; Caten és Day, 1977/.

A diploid stabilitédsa szempontjédbdl két csoportot szok-

tak megkilonhoztetni:

1/ Stabil diploid: a diploid szétesésének gyakorisdaga <:O,1 %
/pl. Aspergillus nidulans,
Penicillium expaﬁsum/
2/ Haploidizdldéddsra hajlamos diploid:
a szétesés gyakoriséga‘> 0,1 %
/pl. Neurospora crassa,

Cephalosporium mycophylum/.
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Az elsd csoportnal haploidizdld szereket kell alkalmazni,
hogy genetikai vizsgdlatokat végezhessink. Ilyen szerek a
benomil és szdrmazékai, a p-fluor-fenilalanin /Lhoas, 1961;
1968/ vagy az arzendt, klordlhidrdt, peszticidek is /Caten,
1980/. Ezek a vegylletek megzavarjdk a mitdzis normdlis
rendjét azadltal, hogy a kromoszomdk mozgatdsdban részt-
vevd mikrotubulusok fehérjéihez kotddnek, 1Igy aneuploidokon

keresztiil haploidokat hoznak létre /Morris és Oakley, 1979/.

A diploid sejtmagban random kromoszdmacsere e€s kis gyako-
risdggal mitotikus crossing-over mehet végbe, igy a hap-
loidizdlddds utédn haploid rekombindnsokat nyerink, amelyek
genetikai térképezésre is haszndlhatdk /Pontecorvo és Kafer,
1958; Typas és Heale, 1978; Manczinger, 1985/. Roper
auxotréfia-komplementdcids mdédszerének alkalmazdsdval /Roper,
1952/ 4d11ithatunk el6 legegyszerlbben szomatikus diploidot.

A médszer alkalmazdsdnak vannak bizonyos feltételei:

- képezzen a gomba vegetativ szaporitdé képleteket,
konidiumokat,
- azokat nagy mennyiségben termelje,

- a konidiumok nagy ttcbbsége egymagvu legyen.

A Trichoderma harzianum megfelel ezeknek a kovetelmeényeknek,
igy a kovetkezd lépéseken keresztul juthatunk el az esetle-

ges szomatikus diploidig, az dltaldnos seéma szerint:



l. minimdlisan kettd, egymdst komplementdlni képes

stabil auxotrdf mutdns elf6dllitasa

2. a két mutédns keresztezésével heterokarion el6dllitdsa
minimal tdptalajon

3. konidiumgyGjtés a heterokarionrél, 106-108 db

4. a begyGjtott konidiumok minimdl tédptalajra valéd

szélesztése

5. e telepek vizsgdlata, van-e kozottlik szomatikus

diploid, vagy haploid rekombinans.

Két 4t kindlkozik a heterockarion eldédllitdsdra. Egyik a
spontdn anasztomdzis, mdsik a protoplasztfuzid /Ferenczy

és mtsi, 1975/. Ez utdbbi technika alkalmazdsa olyan fajok-
ndl is lehetdséget ad a heterokarion elddllitédsdra, amelyek
nem képesek anasztomdzisra.

A Trichoderma génuszban eddig végzett genetikai vizsga-
latok szomatikus diploidon keresztil folytak, a szakiroda-
lom azonban viszonylag kevés eredményt k0z0l ezzel kapcso-
latban.

Trichoderma viride-nél konidiumképzésre képtelen mutdnsok
komplementdcidjat figyelték meg anasztomdzissal létrehozott
heterokarionokban /Weinmann és Galun, 1969/. Trichoderma
reesei-vel folytatott kisérletekb8l kiderul, hogy a szo-

matikus diploid dllapot rendkivil instabil /Toyama és mtsi,
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1984; Manczinger €és Ferenczy, 1985/;

Trichoderma viride-bdl auxotrdf és kompakt novekedési
mutdnsok alkalmazdsdval sem sikerilt rekombindnsokat
izoldlni /Dér, 1986/.

A Trichoderma harzianumrdél eddig még nem tisztaztédk, hogy
rendelkezik-e paraszexudalis ciklussal, ill. milyen a szo-
matikus diploid gyakorisdga. Munkam egyik célja volt,
hogy Roper auxotréfia-komplementdcids mdédszerével /Roper,
1952/ vizsgédljam, létezik-e a Trichoderma harzianum-ban
szomatikus diploid dllapot, és az milyen tulajdonsdgokkal
rendelkezik.

Az dltalam vizsgdlt torzs /CBS 354.33/ a holland torzsgyGj-
teménybdl szdrmazik, ezzel a vdlasztdssal ki akartuk ki-

sz0bdlni az esetleges hatdrozdsbeli teévedéseket.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Mikroorganizmus

Trichoderma harzianum CBS 354.33

- Rendszertani besorolédsa:

Deuteromycetes osztaly
Moniliales rend

Moniliaceae c¢salad

- Perfect alakja:
Hypocrea sp. /Rifai és Webster, 1966/
Ascomycetes osztdly
Hypocreales rend
Hypocreaceae csaléad
- Morfoldgidja:

A Trichoderma harzianum telepe szabdlyosan
eldgazd micéliumd, fialidjai - amelyeket egy
pérus nélkili védlaszfal teljesen elhatdrol

a micéliumtdél - rovidek, sOrdn dllnak. A
rajtuk keletkez6 konidiumok gdmbolylek,

néha tojdsdadok lehetnek. Szinik fehéres
z61d ill. sargds zold, méretlk &tlagosan

3 x 2,7 p. /2. dbra/ A telep gyors novekedésG.
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2. dbra: A Trichoderma harzianum morfoldgidja

/Rifai, 1969/

2.2. Tédptalajok és tdapoldatok
Eleszttkivonat tédptalaj:
1 % glikoz
0,5 % élesztdkivonat
1 % KHZPO4
2 % agar

desztillélt viz



Elesztdkivonat tdptalaj a torzsek fenntartéasdra:
1 % glikodz
0,5 % élesztbkivonat
1l % KH2P04

2 % szalas agar

desztilldlt viz

Elesztdkivonat tdptalaj fehér és kompakt novekedésd
mutdansok elddllitdsdhoz:

0,2 % Merck élesztbkivonat

1 % KH2P04

2 % agar

desztilldlt viz

Szintetikus minimdl taptalaj:
0,5 % glikoz
0,5 % (NH4)2804
0,5 % KHZPO4

0,1 % MgSO4
2 % agar

desztilldlt viz

Auxotréf mutdnsok tenyésztésekor a fenti minimal
tdptalajt a megfeleld aminosavakbdl 50-50 ug/ml

mennyiséggel kell kiegésziteni.



Vitaminos, szintetikus minimdl tdpoldat sziréses
dusitashoz:

0,1 % glikodz

0,1 % (NHQ)ZSO4

0,5 % KH,PO
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0,1 % MgSO4
0,1 % vitaminoldat

desztilldlt viz

Elesztbkivonat tdpoldat anasztomézishoz:
1 % glukéz
0,5 % élesztbkivonat
1 % KH

2P0,

desztillédlt viz

Digitioninnal kiegészitett tdptalajok:
Mivel a gombara Jellemzd, hogy a tdptalaj felszinén
gyorsan szétteriil, telepSsszenyomd Un. morfogén
hatdsd vegyiletet kellett haszndlni. 4 ug/ml di-
gitonin alkalmazdsa esetén csészénként 50-100

telepet is lehet vizsgdlni.

Szintetikus minimdl tdpoldat protoplasztdldsra vald
elétenyésztéshez:

0,5 % glukoz

0,5 % (NH4)2504

1 % KHZPU4

0,1 % Mgs0,

+ a hianymarkereknek megfeleld aminosavakbél 50-50 ug/m)



Protoplasztképzési puffer:
0,6 M KC1

pH = 6-0s foézfétpufferben

Protoplasztképzd elegy:
1 % csigaenzim
0,1 % 2-merkaptoetanol

protoplasztképzési pufferben oldva, centrifugdlva

Stabilizd4lt tdptalajok:
A protoplasztok regenerdcidjahoz a megfeleld oz~
motikum a szacharéz volt, 0,76 M toménysegben.
A protoplasztok ill. fuziondlt protoplasztok a
kbvetkez6, 40 °C-ra hGtdétt tdptalajba keverve

regeneralddtak:

0,76 M szacharé6z
0,5 % (NH4)2804
1 % KHZPU4

0,1 % Mgso,

1,6 % agar

Fiuzids oldat:
30 % PEG (polietilénglikol) 6000
100 mM CaCl2



2.3. Inhibitorokkal. szembeni. érzékenység. vizsgdlata,

inhibitorokkal. szembeni..rezisztencia. kialakitasa

Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgdlata

0,5 % mannitot tartalmazd minimdl tdptalajba kilonbozo
koncentracidban mértem be a kilonboz6é vegyiuleteket. A viz-
ben rosszul oldéddkat DMSO-ban /dimetil-szulfoxid/ oldva
a forrd, mar sterilizett tédptalajba kevertem.

SGrd konidiumszuszpenzidbdl csikot oltottam a tdptalajok
feliletére.
A vizsgdlt vegyliletek, és azok legkisebb gdtld koncentra-

cidja az I. tédbldzatban 1lathatd.
Inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakitdsa

A megvizsgdlt inhibitorok kozil szembetiind, hogy a
B-azaguanin mdr milyen kis koncentrdcidéban gdtol. A leu - arg
torzsre harmadik markerként e vegyilettel szembeni rezisz-
tencidt épitettem, és a protoplasztfizidban egyik partner-
ként ezt a torzset alkalmaztam.

Leucinnal és argininnel kiegészitett, 10 pg, 5 pug, 1 ug ill.
0;5 Mg 8-azaguanint tartalmazé minimdl taptalajra 105 db
konidiumot csikoztam csészénként, és 40 mdsodpercig sugd-
roztam UV-fénnyel.

A kinovd telepek rezisztensek voltak.



Mez6gazdasdgi szempontbdl jelentds szerepe van a
benzimidazol vegylletekkel /benomil, MBC/ szembeni re-
zisztencidnak, mivel ezek a szdrmazékok novényveéddszerként
elterjedtek. E vegyiletek specidlis gdatldéi a mikrotubulus
rendszernek. Mivel a kromoszomahtuzéfonalak mikodése gat-
16dik, zavart szenved a mitdézis €és meidzis normdlis
rendje. A hidzdéfonalak mikrotubulusainak f6 komponensei
a tubulin nevld fehérjék. Az aktiv benzimidazol szdrmazékot

a heterodimer tubulin alegységekhez kapcsolddnak /Davidse,

1986/.

H 0=C

[
N 0 N 0
I I

—NH—C—OCH3 —NH—C—OCH3
N N
MBC benomil

3. dbra: Az MBC és a benomil szerkezeti képlete

A rezisztencidt két 1lépcsOben épitettem ki, eldszOr a
minimdlis gdtld koncentrdcid Otszorosénél, majd e toményseég
négyszeresenel.

Elesztdkivonat tdptalajt alkalmaztam, eldszor 5 ug/ml,
mdsodik lépésben 20 ug/ml DMSO-ban oldott benomilt, ill.

MBC-t adtam hozzd.



Nagy Petri-csészébe ontve kb. 105 db konidiumot oltottam

csikban mindegyik csésze felszineére.
UV 1ampdval 40 mdsodpercig sugdroztam a csészéket €s egy

hét inkubdlds utdn vizsgdltam a kinGvd szektorokat.

2.4. Extracelluldris. enzimek. mérése

2.4.1. Az extracelluldris. enzimtermeld-képesseg. vizsgalata

a..vad. torzsngl

Indukalas
Meghatdrozott enzim termelésére indukdlva az enzimmérés
a gomba fermentlevébdl torténik. A vizsgdlt enzimek, az

alkalmazott induktorok és azok mennyisége a kovetkez0:

1. CMC-4z '
::}——9 1 % celluldzpor
2. pA-glikoziddz

3. p-1-3 gliikandz 1 % slitOélesztd

4. kitindz 1 % kitin

5. proteaz 1 % kazein

6. amilaz 1 % keményitd

7. poligalakturonaz 1 % poligalakturonsav

8. xilanaz 1 % xilan



Indukcios tépoldat
0,2 % Bacto pepton
0,1 % élesztdkivonat

pH=6-0s foszfdtpufferben: 0,8 % KH PU4

2

0,15 % Na,HPO,

Ez a tdpoldat azonos mindegyik esetben.

50 ml-es Erlenmeyer lombikokba 20-20 ml-t ontottem a tap-
oldatbdl, és bemértem az egyes enzimeket indukdld vegyile-
teket. 1-1 kacsnyi konidiumot szuszpenddltam el a lombikok-
ban és egy hétig rdzattam 20 9¢-on. Egy hét mdlva 6000
fordulat/perccel lecentrifugdltam az egyes fermentleveket,

€s a felililisz6t haszndltam az aktivitds-méréshez.

Extracelluldris enzimaktivitds-mérés

/$—glUkozidéz aktivitas mérése
Reagens: 4 % N32803
Szubsztrdat: 0,5 % para nitrofenil-ﬁ>-D—glUkozid
pH=6-0s foszfatpufferben
1 ml szubsztrdtot 0,1 ml fermentlével 30 percig 30 OC-o0s
termosztatban tartottam, majd 2 ml-t adtam hozzs a reagens-

b6l. 410 nm-nél mértem az extinkcid értéket.

Kontroll: 1 ml szubsztrdt + 2 ml reagens.



Kitindz aktivitds mérése
Reagens: DMAB /paradeimetil-amino-benzaldehid/ reagens:
10 g DMAB 100 ml jégecetben oldva, amely
12,5 % 10 N HCl-t tartalmaz
Szubsztrdt: 0,2 % kitin

pH=6-0s foszfdtpufferben

A kitinszuszpenzidt 1 napig duzzasztottam, majd 2 ml ferment-
levet adtam e szuszpenzid ugyancsak 2 ml-éhez. 1 6ran keresz-
tiil inkubaltam 30 °C-on, majd 6000 fordulat/perccel 10 percig
centrifugdltam. A feliuldszobdl 0,5 ml-t kivettem, eés 0,1 ml

0,8 M-os kélium-tetrabordtot adtam hozzd. 3 perces forralds

és gyors leh(tés utdn 3 ml DMAB reagenssel 38 OC-o0s vizfiirds-
be helyeztem a mintdt 20 percre. HGtés utan azonnal 585 nm-en

mértem.

Protedz aktivitds méreéese
Szubsztrdt: 1 %-os Hide Powder Asure /Calbiochem/
pH=6-0s foszfatpufferben
5 ml szubsztrdthoz 0,1 ml fermentlevet adtam. Kb. 4 oOran at
szobahdmérsékletld vizfirddben inkubéltam, amig a kék szin

megjelent. L=zcentrifugdltam 6000 fordulat/merc mellett 10
percig, €és 595 nm-nél végeztem a mérést.
CMC-az:

Reagens: DNS /dinitro-szalicilsav/ reagens

3,5 dinitro-szalicilsav 10,0 g/1



fenol
NaZSO3
NaOH

K-Na tartarat

2,0 g/1
0,5 g/l
10,0 g/1
200,0 g/1

Szubsztrat: 0,5 % CMC-6z oldat

pH=6-0s foszfatpufferben

/l’)-l—S glikandz:

Reagens: DNS reagens

Szubsztrdt: 0,2 % laminarin

pH=6-0s foszfdtpufferben

Amilaz:
Reagens: DNS reagens
Szubsztrat: 0,2 % keményité
pH=6-0s foszfdtpufferben
Pgligalakturonéz:
Reagens: ONS reagens
Szubsztrat: 0,2 % poligalakturonsayv
pH=6-0s foszfatpufferben
Xilandz:
Reagens: ONS reagens
Szubsztrat: 0,2 % xildan

pH=6-0s foszfatpufferben



Mind az o6t enzim esetében szubsztratjuk 1-1 ml-éhez a meg-
feleld fermentlébdl 0,1-0,1 ml-t adtam félkemcsovekben.

30 °C-on fél 6rés inkubdcid kovetkezett, majd mindegyik
kémcsbbe 3-3 ml DNS reagenst mértem. 15 percig forrd
vizfiirdében tartottam a kémcsdveket, és hGtés utdn 550 nm-nél
mértem az extinkcidt.

A kontroll 1-1 ml szubsztrdtot és 3-3 ml DNS reagenst tar-

talmazott

2.4.2. Kompakt novekedés( mutdnsok /3—91Ukozidéz €s

/A-1,3-glikandz aktivitdsénak alakuldsa

A torzsnemesités egyik egyszer( mddja mutdnsok eld-
allitdsa, és kozilik a nemesitési szempontnak megfeleldk
kivdlogatdsa. Kisérletem célja az volt, hogy megfigyeljem,

a kompakt novekedés kivdltadsdval vdltozik-e a torzs /3—glukozi—
ddz és }5-1,3 glikanaz aktivitdasa.

5 db kompaktan novG torzset dllitottam eld, és a 12. na-

pig kovettem az 1 % pékélesztdvel indukalt rdzatott tenyésze-
tekben az enzimtermelés alakuldsdt. Az enzimek mérése az

el6z8ekben leirt moédon tortént.



2.5 A Trichoderma. harzianum. paraszexualis..ciklusa

2.5.1. Mutdnsok elfdllitdsa és azonositdsa

Mivel a mutans torzseket UV sugdrzdssal dllitottam eld,
kezdd lépésként meg kellett hatdrozni az UV sugdrzds tuléleé-
si gorbéjét.

Ehhez e€lesztB8kivonat tdptalajra Petri-csészénként kb. 250
konidiumot szélesztettem, és az egyes csészéket 0-120 ma-
sodperc kozott 10 mésodpercenkénti kiilonbséggel Philips

1xT UV 15 W tipusd UV 1ldmpa segitségével sugdroztam be.

A tuleld telepek megjelenéséig 28 OC-o0s termosztétban tar-
tottam a csészéket, €s megszamolva a telepeket, meghatdroz-

tam a 10 %-o0s tulelés idejét.

Mutanspok. el6allitdsa. szlréses disitassal

A mdédszer azon alapul, hogy ha egy besugdrzott konidium
szuszpenzidt minimdl tdpoldatban rdzatva 24 drén keresztul
eldnevelink, ezutdn a teljes oldatot G2 szirdn atszirjik,
csak azok a konidiumok képesek dtjutni a szirdn, amelyek
valamilyen ok, esetleg mutdcid miatt képtelenek voltak
csirdzni. A kindtt telepek mar nem férnek &t a szdrén. Ilyen
mddon az d4tszldrt szuszpenzidban megnd a mutdnsok arénya.

Konkrétan 10" /ml-es konidiumszuszpenzidt Petri-csészeében

40 mésodpercig sugdroztam UV-fénnyel. EbbB1l 1-1 ml-t raktam



4 x 90 ml minimdl tépoldatba, 500 ml-es gomblombikba.

A rdzatas 25 OC—on, 200 fordulat/perccel, 24 6rén keresz-

til tortént. Ezutdn steril G2 sz34rdn 3dtszdrtem a szuszpenzidt,
és 6000 fordulat/perc mellett 10 percig centrifugdltam.

4 pg/ml digitonint tartalmazd élesztbkivonat téptalajra

50 pui-t szélesztettem ebbdl a konidiumszuszpenzidbodl, Ugy
kalkuldlva, hogy 50 illetve 500 telep legyen csészénkeént.

A kindtt telepeket vizsgdltam, van-e koztik auxotrdéf mutans.

A dupla auxotréfok el6dllitdsa ugyanezzel a mddszerrel
folyt, de akkor mdr a rdzatdshoz ki kellett egésziteni a
vitaminos minimdl tdpoldatot az auxotrdf markernek megfe-

lelden.

Az. auxotrdf mutdnsok..karakterizéliasa

Az izoldlt telepekbdl kis micélium darabokat minimdl
tdptalajra helyeztem, l4-et csészénként. A vad tipusidak
az inkubdcids idd alatt 1-2 cm &tmér6jd telepekké fejlbdtex,
a mutansok viszont egydltaldn nem no6ttek, vagy csak 1-2 mm-
nyit. Ez utébbiakat élesztbkivonat tdptalajra raktam, hogy
konidiumot termeljenek. Konidiumaikat adeninnel, leucinnel,
lizinnel, argininnel illetve metioninnal kilon-kdlon kie-
gészitett minimdl tdptalajokon vizsgdltam, hogy képesek-e

kicsirdzni, és telepekké fejlodni.



Fehér mutansok_el6dllitasa
Gliikéz nélkuli élesztbkivonat tdptalaj feliletére 104/ml—es
toménységl konidiumszuszpenzidbdl szélesztettem 50 pul-t.

40 mdsodperces UV sugdrzds, és 3 napos inkubdlds utdn a

fehér konidiumot hozd telepeket izolaltam.

A fehér mutédnsokkal hasonld médon tortént a kompaktan
nové mutdnsok elddllitdsa is. Glukdézt nem tartalmazd élesz-
tbkivonat taptalaj feliletére szélesztettem 50 ul-t
6x103/ml—es konidium szuszpenzidbdl. A kulonbség annyi volt,
hogy 30 mp-es UV besugdrzdst alkalmaztam. Ezt az idbtarta-
mot a kivitt konidiumok 20 %-a éli tul, de ennél a pontndl
a tulélési gorbe egybeesik a kompakt mutdns el6forduldsi

gorbe maximumaval.

2.5.2. Protoplasztképzés és regenerdacio

Protoplasztok glballitdsa

Nagyon fontos, hogy protoplasztdlashoz a gomba megfe-
leldéen legyen eldtenyésztve. A CBS 354.33-as Trichoderma
harzianum torzs esetében prébdlkoztam élesztdkivonat tap-
oldatban, tédptalaj feliletén celofanon, és minimal t&apol-

datban valdé elb6tenyésztéssel, €s ez utdbbi bizonyult meg-

feleldnek.



A micéliumot 1 % csigaenzimet tartalmazé kilonbozd
koncentrdcidéjd KCl1 /0,6 M; 0,7 M; 0,8 M; 0,9 M; 1,0 M/
illetve mannit /0,8 M; 0,9 M; 1,0 M; 1,1 M; 1,2 M/ stabili-
zdtorba helyeztem. Vizsgéltam, hogy 2-merkaptoetanol je-
lenléte segiti-e a protoplasztképzddést. 30 percenkénti
mintavétellel hatdroztam meg a protoplasztalds optimdlis
idejét.

SzGréssel eltdvolitottam a maradék micéliumot ill. t&r-
meléket, és 6000 fordulat/perc mellett 10 percig centrifu-
gdltam a szuszpenzidt. A feliiliszdét eltdvolitva 1 ml sta-
bilizédtorban felszuszpenddltam a keletkezett protoplaszto-

kat, €s Biurker-kamrdban megszdmoltam &ket.

A szintetikus minimal tdptalajokban KCl-ot /0,6 M/,
mannitot /0,87 M/, szorbitot /0,92 M/, szacharézt /0,76 M/,
magnézium-kloridot /0,31 M/, kdlcium-kloridot /0,40 M/ és
kdlcium-nitrdtot /0,45 M/ haszndltam ozmotikus stabiliza-
torként. Ezek az értékek 1,04 Osmol/kg HZO ozmotikus kon-
centrdcionak felelnek meg, mely a protoplasztdlasnal opti-

malisnak bizonyult.



2.5.3. Heterokarion elddllitdsa

Anasztomgzis

Mindkét auxotrdf partner konidiumaibdl 107/m1-es koni-
diumszuszpenzidét készitettem. Félkémcsdben 1évd 2 ml €lesz-
tbkivonatos tédpoldathoz 0,1 ml-t adtam az eldbbi szuszpen-
zidkbol, és 3 napig 28 OC-0s termosztatban inkub&dltam.

A tdpoldat felszinén keletkezett micélium korongot

steril vizben lemostam, és minimdl téptalajra helyeztem.

A korongbél a heterokarionok szektorokban képesek kindni.

A protoplasztképzésnél leirtak alapjan allitottam eld a
protoplasztokat mindkét dupla auxotrof torzsbdl.
107—107 db-ot kis centrifugacsObe helyeztem, és 6000 fordulat/
perccel Osszecentrifugdltam 6ket 5 percig. Miutédn a feldl-
Usz6t leontottem, és kiitattam minden maradék KCl-ot, 2 ml
fizidés oldatot adtam az osszecentrifugdlt protoplasztokhoz.
A fdzids oldatot Osszetétele: 30 % PEG 6000 es 100 mM CaClZ.
Kézzel Osszerdztam az oldatot, maja kb. 5 perc varakozds
utdn kémcsbkeverdvel kissé elkevertem. Végll pedig 40 © Cc-ra

hGtott, szacharodzzal kiegészitett minimdl taptalajba kevertem.

Nagyméretl Petri-csészébe vékony lemezt ontottem beldle.



2.5.4. DNS mérés

A keletkezett rekombinans tulajdonsdgid torzsekr6l DNS
méréssel igazoltam, hogy tényleg haploidok. Giles és Myers
mddszerével hatdroztam meg a sziildi torzsek és a rekombindan-
sok konidiumaiban a DNS mennyiségét /Giles és Myers, 1965/.

5x108

db konidiumot gydjtottem mindegyik torzsbdl, és 1 N
perkldérsavas eldkezelést alkalhaztam jégfirddén, 30 percig.
HGt6centrifugdban 3500 fordulat/perccel lecentrifugdltam,

és a feliiliszdt ledntve ugyancsak 1IN, de 70 OC-ra mele-
gitett perkldérsavat adtam hozza. 30 perces 70 OC-0s viz-
fiirdd kovetkezett, majd Ujabb centrifugdlas 10 percig

5000 fordulat/perccel. Az extraktum 2 ml-éhez 2 ml 4 %
difenilamint tartalmazd jégecetet adtam, és 0,1 ml 0,16 %-os
acetaldehidet.

30 0C—on, 17 6réds inkubdlds utdn 595 nm-nél mértem az

extinkciot.



Trichoderma harzianum CBS 354.33
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4. dbra: A Trichoderma harzianum paraszexudlis ciklusa

vizsgdlatanak lépesei



3. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

3.1. Inhibitorokkal. szembeni. érzékenyseég. vizsgalata,

inhibiiorokkal.szembeni.rezisziencié.kialakitésa

Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgdlata

Az I. tédbldzatbdl lathatd, hogy a leghatdsosabb gatld
vegylilet a Trichoderma harzianum CBS 354.33-as torzs ese-
tében a B-azaguanin volt, mdr 0,5 ug/ml-es koncentrdcid is
teljes mértékben gédtolta a gomba nodvekedését.

A benomil és az MBC is mdr kis toménységben, 1 ug/ml-nél
gatld hatdsu volt.

Emiatt ezekkel a vegylletekkel szemben igyekeztem

rezisztencidt kialakitani.

Inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakitdsa

A hesugdrozott csészéken a B-azaguaninnal szemben Ossze-
sen 17 rezisztens telep jelent meg. ezek mindegyikét djra
megvizsgdltam konidiumszintrdl is, 10 ug/ml B-azaguanint
tartalmazé kiegészitett minimdl tdptalajon, hogy valdban
rezisztensek-e. Valamennyi annak bizonyult.

A benomillal ill. MBC-vel szemben az elsd lépésben,
azaz a vegyliletek 5-5 ug/ml-es koncentrdcidéjanal 4 ill.

5 rezisztens telepet tudtam izoldlni. Kivdlasztottam 1-1



megfeleld morfoldgidju és jo konidiumtermeldt, és beldlik
a vegyiletek 20-20 ug/ml koncentrdcidjdndl alakitottam ki
rezisztenseket. E mdsodik lépcs6ben mar nagyon sok ilyen
telep keletkezett. Vagyis a Trichoderma harzianumbdl |
konnyen elddllithaték a gyakorlatban széleskorben haszndlt

fungiciddel /benomil/ szembeni rezisztens tdrzsek.

I. tédbldzat: Inhibitorokkal szembeni érzékenység vizsgalata

Vegyluletek minimdlis gdtld koncentracio
(ug/ml)

1. Akriflavin 2,5

2. Aktidion 100,0

3. 4-amino-6-hidroxi 2 tiopirimidin >666,0

4. b4-amino-2,6-dihidroxi pirimidin >333,0
5. 6-amino-1,3-dimetil uracil >333,0
6. 5-amino-uracil >333.0
7. 5-amino-orotsav >133,0
8. Antranilsav >400,0
9. B-azaguanin 0,5
10. B-azahipoxantin >666,0
11. 6-azatimin >666,0
12. é-azauracil >300,0
13. Benomil 1,0
14. Benzokinon 100,0
15. Brillantzold 2,5
16. 5-brdmuracil > 666,0



I. tébldzat /folytatds

Vegyiuletek . minimdlis gatldé koncentrdcid
(ug/ml)

17. 2-deoxi-D-glikoz >1000,0
18. 5-6-diamino-2,4-dihidroxi primidin > 100,0
19. 2-6-diamino purin > 100,0
20. Etidiumbromid 10,0
21. DL-etionin >100,0
22. Fenilpropionsav 266,0
23, 5-fluoruracil 250,0
24. Imidazol >3333,0
25. Janus-zold > 100,0
26. Kloramfenikol >3333,0
27. 4-klorouracil > 133,0 -
28. 5-klorouracil > 133,0
29. Merkurokrom 3,3
30. 6-metil-uracil > 133,0
31. Metil-benzimidazol-karbamédt /MBC/ 1,0
32. Mikonazol 66,0
33.5-nitrouracil > 333,0
34. Oligomicin 5,0

35. Pentakldérfenol 8,3



1. kép: Rezisztens telepek az MBC 20 ug/ml-es koncentra-

cidjéval szemben, élesztbfkivonat tdptalajon



3.2. Extracelluldris. enzimek. meérése

3.2.1. Az extracelluldris enzimtermeld-képesség vizsgdlata

a vad torzsnél

Az extracelluldris enzimaktivitéds mérése

Nemcsak Okoldégiai, hanem fontos gazdasdgi jelentdsége
is van annak, hogy az egyes Trichoderma fajok extracellu-
laris enzimeket képesek termelni.

Olyan enzimek aktivitdsdt mértem, melyeknek szubsztrat-
jai a természetben nagy mennyiségben vannak Jjelen elszdradt
novényi részekben, gombdk sejtfaldban, elpusztult rovarokban.

Méréseim a kovetkez®6 eredményt adtak:

CMC-4z: 0,095 MM. gliikdz. ekvivalens
mlfermentlé % perc
/4 -glikozidéz: 0,28 UM paranitrofenol. ekvivalens
ml £1 X
perc
/@—1,3—glUkanéz: 0,173 UM gliikdz. ekvivalens
ml fl X perc
Kitinaz: 0,0155 MM. N-acetil-gliikdzamin. ekv.
i fl . perc
Protedz: 0,021 extinkcid. érték. (595. nm)
fil fl . perc
Amilaz: 0,337 uM. gliik6z. ekvivalens
ml

fl - perc



10—3 MM. galakturonsav. ekvivalens

Poligalakturonéz: 0,901
ml X
fl perc
Xilandz: 3,25 MM. xildz. .ekvivalens
ml X
fl perc

Az adatok hdrom méréssor atlagdbdl szarmaznak.

Az irodalom nagyon eltérd® adatokat k0zdl az egyes enzimek
aktivitds-mérését illetéen /Saddler és mtsi, 1985; Sandhu
és Sidhu, 1986/. Ezek elsbsorban az induktorok, a tenyész-
tési korilmények kiilonbozb6ségeébbl szarmaznak. Ennek elle-
nére méréseimb6l az megitélhetd, hogy a celluldz lebon-
tésdban szerepet jdtszd enzimek, a CMC-dz és a  A-gliiko-
ziddz viszonylag nagy mennyiségben termelddnek. Ugyancsak
nagy a /2—1,3—glUkanéz aktivitdsa is, jelezve, hogy a ta-
lajban jelenlevd gombdk sejtfaldt a Trichoderma harzianum
hasznositani képes. Hasonldan magasnak, az irodalmi ada-
tokkal /Wong és mtsi, 1986/ osszevethetfnek mutatkozott

a xilandz aktivitédsa is. Kozepesnek mondhatd a gomba
poligalakiurondz és kitindz aktivitdsa, a tobbi vizsgalt

enzim aktivitdsa viszont alacsony volt.

3.2.2. Kompakt névekedésd mutdnsok fb-gliikoziddz és

/-1,3-glikandz aktivitdsdnak alakuldsa

A TI. és III. tébldzat 5 db kompakt novekedésl mutdns

torzs /G—QlUkozidéz, ill./ﬂ—l,B—glUkanéz aktivitdsdnak



vdltozdsdt mutatja rdzatott tenyészetekben, 1 % pékéleszto-

vel indukdlva. Hdrom mérés atlagat mutatjak az adatok.

1. nap 2.nap 3.nap 4.nap 5.nap 6é.nap 12.nap

col 1 0,001 0,004 0,026 0,040 0,032 0,043 -
col 2 0,001 0,003 0,008 0,023 0,016 0,031 0,014
col 3 0,014 0,042 0,046 0,049 0,038 0,055 0,024
col 4 0,003 0,005 0,005 0,006 0,006 0,020 0,009
col 5 0,001 0,003 0,002 0,004 0,003 0,001 -

II. tabldzat: Kompakt novekedésd mutdans torzsek
/@—glUkozidéz aktivitdsa

MM. paranitrofenol. ekvivalens
ml

fermentlée * perc

l. nap 2.nap 3.nap 4.nap 5.nap 6.nap 1l2.nap

coll 0,008 0,021 0,193 0,273 0,403 0,420 0,385
col 2 0,042 0,043 0,062 0,098 0,223 0,231 0,588
col 3 0,014 0,315 0,332 0,420 0,538 0,529 0,567
col 4 0,071 0,054 0,025 0,008 0,067 0,046 0,142
col 5 0,018 0,033 0,040 0,086 0,132 0,088 0,09

III. tédbldzat: Kompakt ndovekedés( mutdnsok (jelik: col)
/5-1,3 glikandz aktivitdsa

MM. gliikdz. ekvivalens
ml

=z 6
fermentlé "perc



Annak a megfigyelése volt a célom, hogy a mutdcidé hatédséra
milyen védltozds figyelhetd meg e két enzim termelddésében.
A IV. tédbldzat egymds mellé d811itja a vad, ill a mutédns

torzseknél mért legmagasabb enzimaktivitdsi értékeket.

vad col 1 col 2 col 3 ©col 4_~m99l_§“
-glikozidaz
aktivites 0,280 0,043 0,031 0,055 0,020 0,004
uM. . paranitrofenol. eky
il f1 * perc

% = . e e e e e m e e e e e e e e e e

ﬁ)-l,B—QlUkanéz
aktivitas
0,173 0,420 0,588 0,57 0,071 0,132
UM, glikoz. ekv.

ml

£1 * perc

IV. tébldzat: A vad és a mutdns torzsek enzimaktivitédsdnak

Osszehasonlitdsa

Lathatd, hogy az egyik esetben csdkkent, a mdsik esetben
viszont nagymértékben nétt a mutans tdrzsek enzimtermelése.

A /@—91Ukozidéz—aktivités otodére - tizedére visszaesett,

ezzel ellentétben viszont a fé—l,S glikandz mennyisége egyes
torzseknel tobb, mint hdromszorosdra emelkedett. Ez az eredmény
mutatja, hogy a torzsnemesités ezen egyszerd mdédszere milyen

hatakonyan alkalmazhatd.



3.3. A Trichoderma harzianum paraszexudlis ciklusa

3.3.1. Mutédnsok el6dllitdsa €és azonositdsa

A cseészeken kint6tt telepeket megszdmolva /V. tdbldzat/

megrajzoltam az UV sugdrzdssal szembeni tulélési gorbét.

V. téabléazat

Sugdrzés ideje /mp/ A telepek széma %
csészenkent, atl.

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 - .



4. abra
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A 10 %-os tulelés 40 mésodpercnél van, Igy minden kés@bbi

kezelésnél ennyi ideig alkalmaztam az UV sugarzast



kép:

A digitonin telepdsszenyomd hatdsa

a b a: kontroll
S b: 2 pg/ml digitonin
c d c: 4 upg/ml digitonin

d: 6 ug/ml digitonin



Mutansok. el6dllitdsa. sziréses dlisitéassal

A kisérlet elvégzése utdn az élesztdkivonatos tapta-
lajrél 392 telep micélium darabjadt helyeztem minimdl tap-
talajra. Kozulik 31 db nem indult novekedésnek mutdcidt
jJelezve, tehdt a disitds alkalmazdsdval a mutdnsok kelet-
kezésének 0,2-05 %-os ardnydt sikerilt 8 %-ra emelni.

Dupla auxotréfok el6dllitdsdra a karakterizdalt mutédn-
sok kGzil kivdlasztottam egy leu ¢és egy met muténst, és
megismételtem a szlréses disitdst a megfeleld aminosavakkal
kiegészitett minimdl tdpoldatban.

A leucin igényes tdrzs esetében 388 telep micéliumdt izo-
l41tam, amelyekb6l 3,5 % azaz 14 igérkezett dupla auxotrdf-
nak.

A met mutédns esetén a 420 izoldlt telepbdl 19 volt dupla

mutédns jelolt, ez 4,5 %.

Az_auxotrof mutdnsok _karakterizalasa
Az elsd disitdsi korben izoldlt 31 telepbdl a kovetkezd
aminosavakkal kiegészitett minimal tdptalajokra helyeztem

kis micélium kockdkat:

minimal + adenin - nem ndtt egy telep sem
minimdl + arginin - 14 db telep ndtt
minimdl + leucin - 2 db telep nott
minimal + lizin - 2 db telep nott

minimal + metionin - 1 db telep noétt



Az aminosavakat 50 ug/ml toménységben alkalmaztam.
Osszesen 19 telep mutatkozott hatteres novekedés nélkiil

aminosav auxotrofnak.

A dupla auxotrdéfok karakterizdladasadt a kovetkez0 tdptala-

jokon végeztem. A leu tGrzs esetében:

min + leu + ade - nincs novekedd telep
min + leu + arg - 10 db n6tt
min + leu + liz - nincs novekedd telep
min + leu + met - 4 db nétt

A metionin auxotrdf mutdnsok vizsgdlata a kdvetkezéképpen

tortént:
min + met + ade - 4 db telep n6tt
min + met + arg - 7 db telep n6tt
min + met + leu - 3 db telep nott
min + met + liz - 1l db telep ndtt

Végeredményben 5 féle, Osszesen 28 db dupla auxotrdf
mutanst sikerdlt elddllitanom.
Kivdlasztottam kozilik egy leu  arg és egy met 1liz tér-

zset, és a tovdbbi vizsgdlatokat ezekkel végeztem.

Fehér mutédnsok eldidllitédsa

A leu” arg  dupla auxotréf mutdnsra még egy szinmarkert

épitettem réd, mert e segitséggel a rekombindns $92xxal



konnyebben felismerhetd az eredeti, zold konidiumokat
lefldzdvel szemben. 5 db ilyen fehér torzset sikerult

izolélnom.

Az el6z0 fejezetben leirt mddszerrel 25 db kompakt
novekedéslG torzset sikeridlt izoldlnom. Tovdbbtenyésztve
azonban csak 5 torzs mutatkozott tisztdn kompakt nove-
kedeslnek. Ezen 5 muténs /@-glUkozidéz és /@-l,B—glUkanéz

termelését kovettem nyomon 12 napig.

3.3.2. Protoplasztképzés és regenerdcid

El6szor €élesztbkivonatos tdpoldatban, majd celofdnon
probaltam eldtenyészteni a gombdt, de mindkét esetben na-
gyon keveés volt a képz06dd protoplaszt.

Amikor kiegészitett minimdal tdpoldatot haszndltam, mar
megfeleld szédmban keletkeztek.

Két ozmotikum a KC1l, és a mannit kilonbdz6 koncentrécidja-
ban, 2-merkaptoetanol jelenlétében és hidnydban figyeltem

a protoplasztképz6dést, 1 % csigaenzimet alkalmazva:



KC1

0,5 M
0,6 M
0,7 M
0,8 M
0,9 M

1,0 M

Mannit

0,8 M
0,9 M
1,0 M
1,1 M
1,2 M

Jelmagyardz

Me

++
+++
++
++

++

+++T
+++T

++

Me

+++A
++

++

++
++

++

at: Me : 2-merkaptoetanol jelenléte

Me : 2-merkaptoetanol hidnya

+++: sok protoplaszt képzddik

++ : kevesebb protoplaszt képzddik

+ : alig keletkeznek protoplasztok

A : aggregdlddd protoplasztok

T : tormelék a szuszpenzidban

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

létében. A

5. kép a keletkezett protoplasztokat mutatja.



3. kép: A Trichoderma harzianum protoplasztjai

/350x nagyités/



Regeneracig

A protoplaszt-regenerdltatds élesztOkivonatos tép-
talajban, pH=6-0s foszfdt pufferben, és kilonbozd ozmo-
tikus stabilizdtorokkal kiegészitett minimdl taptalajban

tortént.
2. téblazat: A protoplasztok regenerdldddsa kiilonbozd
stabilizatorokban

Regenerdldédd protoplasztok szama

(1000 protoplaszt/csésze)

KC1 0,60 M -
Mannit 0,87 M 45
Szorbit 0,92 M 8
Szacharoz 0,76 M 88
MgCl2 0,31 M 82
CaC12 0,40 M 53
Ca(N03)2 0,45 M 36

Legjobban szachardz és MgCl2 jelenlétében regenerdalddtak
a protoplasztok, KCl-on egydltaldan nem, €s nagyon gyengeén

a szorbitot tartalmazd téptalajban.



3.3.3. Heterokarion el6édllitéasa

Roper auxotrdofia-komplementdcids /Roper, 1952/ mdédszerét
alkalmazva igyekeztem szomatikus diploidot elédllitani.
Ehhez sziikség volt két, egyméssal komplementdcidra keépes
auxotrdof mutdnsra, amelyek segitségeével heterokariont
lehet létrehozni.

A heterokarionok kozott bizonyos gyakorisdggal létrejohet
diploid, és az minimdl tdptalaj segitségével elvdlaszthatd
a heterockariontdél. A heterokarionvugyanis onmaga képes a
minimdl tédptalajon ndni, de az 4ltala lefGzott konidiumok
mar szUldi tipustak, azok tehdt nem. A diploidnak a koni-
diumai is diploidok, tudnak ndvekedni minimdl tdptalajon.
Hogy kideritsem, létezik-e a szomatikus diploid &4llapot

a Trichoderma harzianumndl, heterokariont dllitottam eld.

Anasztomgzis

El6sz6r a leu arg azgR és a met 1liz torzsekbdl
probdltam heterokariont elddllitani anasztomdzissal, de
a 17 parhuzamos koziil egyik esetben sem keletkezett.
E torzsekbdl késdbb protoplasztfuizidval sikerilt hetero-
kariont létrehozni.

A leu  arg w /w=white/ és met 1liz torzset alkal-
mazva mdr sikerrel jartam, 10 kozil két esetben volt

heterokariotikus kindvés a micéliumkorongbd6l minimal tap-

talajon.



4. kép: A heterokarion novekedése minimdl téptalajon:

csak a konidiumok kis hdnyada csirézik./&i‘)Ox/



Konidiumszintr6l ellendriztem mindkettdt, hogy tényleg
heterokarionok-e. Ehhez 0,1 % glikdézos minimdl taptalajra
kis micéliumkockdt helyeztem, és 3 nap mdlva vizsgaltam
a megtermelt konidiumokat a kdvetkez0 tdptalajokon:
minimal
minimdl + leucin + arginin

minimdl + metionin + 1lizin.

A csikban kivitt konidiumok fele csirdzott a leucin + ar-
gininnel kiegészitett tdptalajon, kb. a mdsik fele pedig

a metionin + lizinen. Minimdlon csak néhdny konidium kez-
dett csirdzni, tehdt valdban heterokarion volt mind a két
kinvd szektor.

A tovabbiakban azzal probdlkoztam, hogy az esetlegesen
jelenlevd diploidok ardnydt dusitsam a heterokarionok
kozott.Ez az aldbbiak szerint tortént:

A heterokarionon konidiumot neveltem 0,1 % glikodzt
tartalmazé minimdl tdptalajon, 6 Petri-csészén. Steril
vizzel és ecsettel mindegyikrdl lemostam a konidiumokat,
és vattdn dtszlirve 6000 fordulat/perc mellett 10 percig
centrifugdltam. Felszuszpenddaltam 1 ml vizben a konidiu-
mokat €s a szuszpenzidbdl lOB db-ot 500 ml, ugyancsak
0,1 % gliikdézt tartalmazd minimdl téptalajba kevertem,
amit eldzbleg 40 OC-ra lehdtdttem. Vékony lemezeket On-

tottem beldle és vartam, hogy ezeken a csészéken is koni-

diumok termelédjenek.



Mivel a heterokarion dltal termelt konidiumok szildi
tipuslak, azok tijra minimdlra keriilve képtelenek kicsi-
rdzni. Azt vartuk e mddszertdl, hogy a konidiumok kodzott
egyre nagyobb ardnyban lesznek diploidok.

Miutdn a csészéken médsodszor is konidiumokat termeld te-
lepek ndttek, steril vizzel ismét mindegyikrd6l lemostam és
dtszlrve az elbzbekhez hasonldan lecentrifugdltam a koni-

6 5 4

diumokat. Higitdsi sort készitettem, és 10%, 10°, 10 3

, 10
db-ot szélesztettem 1 % glikdzos minimdlt tartalmazd
Petri-csészékre. A tdptalaj 4 umg/ml digitonint is tartal-
mazott.

Az inkubdcids idd utan mar azokon a csészéken is megjelent

> db konidium keriilt. A

&tlagosan 35 telep, amelyekre 10
heterokarion gyakorisdga disitds eldtt 3,3x10—5 volt, 1Igy

ez az ugrdssszerl novekedés madr sejtette, hogy eredményes

a mddszer.

A kinovd telepekbdl kis micélium darapot minimdl taptala]-

ra kis Petri-csészére helyeztem. 103 telepet izoldltam,

€s ezek koziul 11 hozott a heterokarionra jellemz6 zold
illetve fehér konidiumokat, az Osszes tobbi, tehdat 92 db

(j tulajdonsidgokkal rendelkezd vad tipusi, fehér szind volt.
A zOoldekr6l az eldzbekben leirt mdodon igazoltam, hogy

heterokarionok, a fehérekrdl pedig DONS méréssel, hogy

valdban rekombinansok.



Az, hogy diploidot nem sikerilt izoldlnom, viszont sok a
rekombindns, bizonyitja, hogy a szomatikus diploid &4lla-
pot csak dtmeneti a Trichoderma harzianumndl, a szétesés
gyakorisdga nagyobb, mint 0,1 %. A kapott eredmény azt

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

leu” sem az arg auxotrdéf markerekkel.

A B-azaguanin rezisztens leu arg torzs és a met

liz  tOrzs kozott csak protoplasztfizid segitségével tud-
tam heterokariont el6dllitani. Az Ossztelepizoldlas mdd-
szerével megdllapitottam a heterokarion gyakorisagdt. Ehhez
a regenerdldédd fuizids telepekb6l 0,1 % glikdézos minimdl
tdptalajra helyeztem kis micélium kockat, hogy konidiumok
keletkezzenek. Steril vizzel lemostam, 6000 fordulat/perccel
lecentrifugdltam a konidiumokat, és 107/m1—es szuszpenziodt
készitettem. Ebbdl S50 ul-t szélesztettem csészénként 4 ug/ml
digitonint tartalmazdé minimdl taptalajra. A kin6tt telepek

szdmdbdl meghatdroztam, hogy 3,3x10-5

a gyakorisdga
annak, hogy a heterokarion konidiumai minimdl tédptalajon
ismét telepeket hozzanak létre.

E megjelend telepek kozidl 115-bdl kis micélium darabkdkat
minimdl tdptalajra helyeztem. Konidiumaikbdl egyenként
szuszpenzidt készitettem, és ugyancsak minimalon vizsgdl-

tam, egyontet(-e a csirdzds. Valamennyi izoldtum hetero-

karionnak bizonyult.



kép: Anasztomdzis sordn a micéliumkorongbdl kindvo

szektor minimdl taptalajon



A fizidé utédn megvizsgdltam, hogy a B-azaguanin reziszten-
cia domindns vagy recessziv-e. Ehhez a kovetkezd tépta-
lajokra szélesztettem é fuziés telep konidiumaibdl:

minimdal

minimal + azaguanin

minimdl + leucin + arginin

minimél + leucin + ‘arginin + azaguanin

minimdl + metionin + lizin

minimdl + metionin + lizin + azaguanin
Mivel a leu + arg + azg ill. a leu + arg és a met + liz
tdptalajokon n6ttek a konidiumok, a min + azg és a met + liz
azg-on pedig nem, igy a rezisztencia recesszivnek bizonyult.
Rekombindns tulajdonsdgokkal rendelkezd telep nem jelent

meg.



6. kép: Regenerdcidé protoplasztfuizié utdn /leu arg w x

meg 1liz /, szachardzt tartalmazé minimdl tédptala-

jon /170 x nagyitéds/



A B-azaguanin rezisztencia recesszivitdsdnak

bizonyitédsa

H © Q O T O

minimdl
minimdl
minimal
minimal
minimdl

minimdl

azg
met

leu

met

leu

i

arg

L1z

arg

+ azg

+ azg



3.3.4., DNS mérés

Giles és Myers difenilaminos mddszerét alkalmaztam,
hogy meghatdrozzam a DNS mennyiséget a két szlldi, és
az anasztomdézissal elddllitott rekombindns tdrzsben

/Giles és Myers, 1965/.

Az eredmények bizonyitjdk, hogy haploid a vad tipusdu,
fehér konidiumokat hozd torzs is, DONS tartalma megegyezik
a haploid szilOkével.

14 g DNS-t tartalhaz a Trichoderma

Méréseim szerint 2,5x10"
harzianum egy konidiuma.

Néhdny példa mds gombdk DNS tartalméra /Storék; 1974/ :

Aspergillus sojae 8,8x10-14 g/sejtmag
Neurospora crassa l,7x10_14 g/konidium
Saccharomyces cerevisiae 2,4x10_14 g/sejt

Lathatd, hogy az dltalam kapott eredmény beleillik ebbe

a sorba.



8. kép: A rekombindnsok ardnya a heterokarionhoz képest
Rekombindns: fehér szind

Heterokarion: zold szinl /a képen sdtét/



4. USSZEFOGLALAS

A Trichoderma harzianum CBS 354.33 szadmu torzsét vizs-
galtam fizioldgiai €és genetikai szempontbol.

Szamos vegyliletet ellendriztem, hogy gdtoljdk-e a gom-
ba novekedését, kozilik a B8-azaguanin, a benomil és az
MBC /metil-benzimidazol-karbamat/ voltak a leghatdsosabbax.
Ezekkel az inhibitorokkal szemben rezisztenciat épitettem
ki, és a genetikai vizsgdlatokban felhaszndltam Oket.

Mértem, hogy milyen extracelluldris enzimeket termel
a gomba, eszerint azok az enzimek - a karboximetil-cellu-
ldz /CMC-4dz/ és a p-glikoziddz - keletkeznek legnagyobb
mennyiségben, amelyek a celluldz lebontédsaban jatszanak
szerepet. Hasonldan magas 8,4—1—3 glikandz aktivitédsa is.
Vizsgdltam mutdcid hatdsdt az enzimtermeld képesség alakula-
sara. Kompakt novekedésli mutansok ﬁ>;1,3—g1Ukanéz aktivi-
tdsa kb. hdromszorosdra ndtt a vadhoz képest, viszont ugyan-
ezen tdrzsek/6—91Ukozidéz aktivitdsa nagymértékben csokkent.

A genetikai vizsgdlatokban az volt a célom, hogy szoma-
tikus diploidot hozzak létre. Ehhez eldszor egymést komple-
mentdlni tudd auxotrdf mutdnsokat d4llitottam eld, dupla
auxotrdofokat, hogy esetleges back-mutdcidé ne okozzon zavart.
UV-sugdrzdst és szlréses disitdst alkalmaztam, és a kelet-
kezett tobb dupla auxotrdof kozul egy leu  arg és egy

met liz torzset vdlasztottam ki a tovabbi munkdhoz.



A leu  arg torzsre még szinmarkert is épitettem, ez az
eredetileg z6ld konidiumok helyett fehéreket fliz le. Meg-
vizsgdltam e torzsek protoplasztdlhatdsdgat és regenerdciods
képességét kiulonboz6 ozmotikumokban. Csak minimdl tdpoldat-
ban, rédzatdssal elttenyésztve képzddtek megfeleld szdmban

a protoplasztok, mégpedig 1 % csigaenzimet tartalmazd

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

A regenerdcid a szachardzzal /0,76 M/ kiegészitett minimdl
taptalajban bizonyult a legjobbnak.

E két mutdns torzsbdl heterokariont dllitottam eld
anasztomézissal, két mdsik torzsb6l pedig protoplasztfuzidval.
A heterokarion konidiumai 3,3x10_5 gyakorisdggal képesek
Gjra csirdzni minimél tédptalajon. Egy disitdsi mddszert
alkalmazva prébdltam az esetleges diploid aranydt novelni

a heterokarionok kozt.

A disitds eredményeként azonban nem diploidokat kaptam,
hanem haploid rekombindnsokat. A megvizsgdlt 103 telep
kozul 92 ilyen U4j tulajdonsdgokkal rendelkezett, azaz
fehér szinG, vad tipusd volt.

DNS mérést végeztem, amely igazolta, hogy ezek az U}
tulajdonsdgl egyedek ugyanannyi DNS-t tartalmaznak, mint
a haploid sziiléi partnerek. A Trichoderma harzianum DNS

tartalma 2,5x10-14

g/konidium.

Ezek az eredmények bizonyitjadk, hogy a szomatikus dip-
loid dllapot csak dtmeneti ebben a gombdban, azonnal szet-
esik és rekombindnsok keletkeznek. A szerencseés marker-el-

helyezkedésnek kdszonhetden sok rekombindns tulajdonségd

torzset sikerilt izoldlnom.
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