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BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS

A Trichoderraa genuszt Persoon alapította raég 1794-ben 

/Persoon, 1794/. Az azóta eltelt csaknera 200 óv alatt 

a Trichoderraa fajok rendszerezésében viharos változá­
sok történtek. Az egyes fajok nagy aorfológial hason­
lósága alatt történhetett иод az, hogy 1939-bcn Bioby 

csak 3 faj létezését isoori olt A fehér konidiuaos 

izoláturaok T. a l buci a zöld konldiuaosok T# vlride vagy 

T. koningil nóvon kerülnek leírásra /Bisby, 1939/.
Ez a felfogás egészen 1339-ig tartotta raagát, óe azt 

eredoényezto, hogy szép szárasai jelentek meg /és aég 

jelenleg Is jelennek aog/ közlemények, eaelyekkel 
kapcsolatban nem tudhatjuk, hogy a szerzők kísérle­
teiket végül is melyik Trichoderraa fajjal végezték.
Rlfai 1969-ben elvégzett széleskörű vizsgálatai alap­
ján aorfológial bélyegek figyoierabevátelévol 9 faj- 

-aggrogátunot különített oll T. pululiferura, T. polyspörura, 

T, kamatúra, T. viride *, T. koningJi, T. aureovirida* ,
T. harzianura, T. pseudokonlngii, T. longibrachiatum.
/Rifai, 1963/ Meghatározó kulcsa nérai gyakorlás után 

valóban jól használható. Köcleraénye óta 1 éj Trichoderraa 

fajt Írtak le a szakirodalomban, A T. saturnisporlura-nak 

elnevezett éj fajt az U.S.A.-ban Izolálták /Hararaill,1970/. 

A Szovjeténióból 1967-bon, tohát Rifai közloraényo előtti.
éj faj /Т, arachnoldea/ ralbenlótének tisztázására még

*
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alatt /Reeao« 1976/«
Egyre szélesebb körű vizsgálatok kezdődtek a csllu- 

lóz komplex mibenlétének földerítésére. Különösen 

Dapán, Svédország ős India érdeklődött a téma Iránt 

az Egyesült Állasokon óa a Szovjetúnlón kívül« Viza* 

gáiták a cellulóz-komplex komponeneeit /Okada és ratal« 

1968) Wood« 1963t Hong éa ratal« 1976; Wood ás McCrao, 
1972; Okatía, 1975/« Az endo- és oxa-y2’-l,4 glukaná- 

zok ázását illetően sok ellentmondó eredmény jelent 

raeg /Gum óa örovvn, 1976) Berghera és Pét taroson, 1974;
1976/« Nakayama szó-

!

Gum és Brown, 1977* Sternberg, 

rlnt a sokféle glukanáz пега lzoziraje egymásnak, banco 

a gomba oajét extrocoiluláris proteázalnak hatására 

jön létre egy ondo- éo egy exo/^» 1,4 glukanázból/ 

/Nakayama, 1976a,b/0 Széleskörűen vizsgálták az egyes 

enzimek indukcióját és represszióját a tenyésztési kö-
és^mtsi-,

rülmónyek hatására /NiolzawaVl972|
1972/t valamint a cellulóz lebontási mechanizmusát

-
'

> Gupta ás ratal,

/Barghorn és mtsi, 1973, 1975« 1976/, A vizsgálatokból 
kiderült, hogy a cellulózt a glükóz represszólja, a 

cellobióz rosez inducer, viszont a Sophora japonica- 

ból izolált diszacharid, a szoforóz kiváló lnducornek 

bizonyult /Ni3izawa és ratsi, 1971; Loewonberg és 

Chapman, 1977/,Ezek a főleg elméleti kutatások raegte-

í
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éö VYen.c, 1976/,

A Trichodorraa genusa azonban no© csak cellulóz ter­
helése miatt jolontös, A cellulózon kivül egyes fajok 

termelnek polygaiakturonézt /Fanelli és Carvono, 1977i 
Fanoili és aitsi, 1978/, xylanázt /Hashimoto és otsi,
1971; Baker éo ©tel, 1977/, Annak révén, hogy exo- <{/1-3/, 

endo-oC/1-З/ ás ondoД/1~3/ glukanázokat terseinek, 

nagy jelentőségük van a goabák-protoplaaztológiai ku­
tatásában /Зопез és ratsi, 1974; Hasegawa óa ntsi, 1369; 
Tsunoda és otsi, 1977; Deifies és Wos9els, 1972, 1973; 
Bastide és ratsi, 1977; Siplczki ée Ferenczy, 1978/,

Bizonyos fajok, ^.főieg a T, virideu ás a T, horzianura 

nagy jelentőségre tett szórt az erdészeti és mezőgaz­
dasági ökológiában annak révén, hogy a Trichoderma 

fajok a legoltorjottebb talajlakó fonalao gombák közé 

tartoznak /Danielson ás Davoy, 1973г* Reeves és Horn,
1976/ Fentebb felsorolt enzimeikkel részt vesznok az 

elhalt növényi részok lobontáaában. Ezen klipül egyrészt 

extracollulóris bontóenziraoiknek köszönhetőon, raásróozt 
antibiotikum termelésük következtében ©ás mikroorganiz- 

rau3okkal antagonizálnak /Dennis és Wobster, 1971^/, 

így az erdészetben jelentősek azáltal, hogy bizonyos

farontó gombák szaporodását gátolják két antibiotikum 

trichodormin óa trichodoro °1 termelésük révén

;

!
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/Hashioka éo ratal, 1961 a,b» Komatsu éa Hashioka,
1964 a,b» Siorota, 1976/, A trichodorrainről kirautat- 

ték, hogy az oukariota citopiazraatlku© fehérjeszin- 

tézisnél hat, azáltal, hogy a paptidiltrenszforázt 

gátolja /Taté é© Caskay, 1973/ A mezőgazdasági je­
lentőségük abban ál 1, hogy bizonyos növénypatogén 

gombák szaporodását gátolják. Például* Fusarium cul- 

morum /Lai és Bruehl, 1968/, Pytbiura fajok /Fajóla 

és Alasoadura, 1975i Lang, 1975/ Rhizoctonia fajok 

/Lang, 1975»/ Typhula incarnota /Harder és Troll, 1973/, 

Ennok nogfololőon kísérletek kezdődtök a Trichoderma 

fajok biológiai védokezésben történő fölhasználását 

illotflon, a legtöbb oeotbon sikerről /Dubos és Ricbrd, 

1974» Corko, 1974» De Trogoff és Ricard, 1976» Pottlo 

éo ratai, 1977» Hadar és ratsi, 1979/, Előzetes vizs­
gálatok szerint bizonyos növényparazita ncmatodákkal 
ozorabon a Trichodorraa fajok szintén fölhasználhatók lösz­
nek /Singh és ratsi, 1976» Miller éa Anagnostakis, 1977/, 

Talajlakó goebék lóvén jolontős szerepük van bizonyos 

inazokticidok lobontásébon /Mateumuro és ratsi, 1960»
Tabot és Lichtenstein, 1976/,
Fokozott érzékenységüket bizonyos szteroid szaponi- 

nokkal szemben különböző lucerna fajták raérgező^xa- 

ponin tartolaánok aikrobiolégiai ©érésére heaználják 

föl /Scardavi do Elliott, 1967» Quazi, 1975» Pederson, 
1073/.

f
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raóg sokan megerősítették /Bisby, 1939; Dingley, 1957| 
Webster, 1964} Rifai és Webster, 1966; Dói, 1966, 1968; 

Roth, 1969} Webster és Hale, 1972/, Tehát a Trichoderma 

fajok szexuális folyattál biró.az Ascomycetes Hypocrea- 

les sorozatába, Hypocreaceae családjába tartozó gombák, 

melyek “perfect" alakjai a HypocUea gánuszba tartoz­

nak, Ennek ellenőre a kutatók a mai napig nem használ­

ták fel ezt a lehetőséget genetikai vizsgálatok cél­

jára, Ennek fő oka az lehet, hogy a Trichoderma fa­

jok heterotallikusak azaz az ivaros folyamat leját­

szódáséhoz két különböző párosodási tipus szükséges 

/Webster, 1964/, A rendszertannal foglalkozók viszont.

akik a természetben megtalálják és meghatározzák a 

Hypocrca alakot és ezáltal birtokában lehetnének a 

két párosodási típusnak, nem foglalkoznak a genetikai 

aspektusokkal, a genetikueok viszont rendszertannal 
nem foglalkoznak, s igy képtelenek a Hypocrea faj
begyűjtésére, illetve még azt is megkockáztatom, hogy 

feltételezzem,nem is tudnak a létezéséről, nem ol­

vasván a rendszertani irodalmat belenyugodnak, hogy 

mikroorganizmusuk "fungi imperfect!" /Id, pl,

Weiitnann és Galun, 1969/,

A szakirodalom szerint /Rifai, 1969/ a T, longibrachiatum 

perfect alakja ismert és Hypocrea sweinitzil néven 

Írták le, ám sajnos annak ldeján Uj-Gulneában csak 

az egyik párosodási típust izolálták, s ráadásul a

I
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Pontocorvo és Käfor, 1958/, a diploid stabilitását tekint-
fő csoportba sorolhatók*ve pedig két

név hivatkozás

Basidiomycöte©
Ustilago aaydis 

Ustilago violacoa 

Schisophylluo coomuno 

Coprinus lagopua 

Asconycctoo
Aspergillus niduiano 

A, sojao 

A, oryzao 

A, amQtolodani 
A, nigor 

A. furaigotus 

Ponicillium oxpansum

Holliday, 1961 

Day és Clone3, 1963 

Hills és Ellingboo, 1969 

Casselton, 1365

Ropor, 1952
Zshitani és ratsi, 1956 

Xshitanl és ratsi, 1958 

Lewis és Barron, 1964 

Pontocorvo és otsi, 1953 

Strpfamaoa és Garbor, 1963 

Beraha és Garbor, 1965* 

Barron, 1962 

Strtfmnaos éo atal, 1964 

Stnzfonaes óö ratsi, 196'4 

Pontocorvo és Serraonti, 1954 

Buxton, 1953 

Hastio, 1962 

Sanderson és Srb, 1965 

Tinlino, 1952

Pt italicura 

P* digitatura 

P* chrysogcnua 

Fusarium oxysporura 

VorticilliuQ albo-atrura 

Ascochyta iEporfocta 

Cochliobolus sativus

!

Cophalosporiura raycophilura Tuveson éa Coy, 1961 

Ncurospora craoeo Smith, 1974
í

X. táblázat

Néhány példa szomatikus rekombináne előállítására

1*/ Stabil diploid képzés* a diploid azétosésénok gya­
korisága < 0,1 %

■
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/Pl.t Aspergillus nidulane , Ponicliliun expanse/ 

2,/ Haploidizálódásra hajlamos diploid a diploid apon- 

tán szétesésének gyakorisága > 0,1 %0 

/Pl, t Verticilliuo albo-atrum, Cephalosporiun 

oycophilum, Neurospora erases/

A genetikai rokombinánsok nyerése a 2, típusnál non jelent 

különösebb technikai nehézséget /ld, pl. Smith, 1374} 

Tuvason és Coy, 1961/, ám az 1-es típusnál úgynevezett 
haploidizálé ágensek alkalmazására van szükség ahhoz, 
hogy gonotikai analízist vágozheasünk, így például ki­
terjedten alkalmazzák a p-fluorfonilalanint /Lhooo,
1961, 1368/, valamint a bonomylt és származékait 

/Haotio, 1970/, Ezek a vogyületok a kromoszómák moz­
gatásában résztvevő raikrotybulusok fohárjéihoz kö­
tődve megzavarják a mitózis normális rendjét és 

aneuploidokon keresztül haploidokat hoznak létre a szo­
matikus diploidból /Morris és Oakley, 1979; Davidae 

ás Flach, 1977/, A diploid sejtmagban bizonyos gya­
korisággal úgynevezett mitotikus crossing-over megy 

végbe, moly azt erodmányozi, hogy a haploidizáció után 

haploid rokombinánookat kapunk, A rondszor jól föl­
használható genetikai térképezésre is /Pontocorvo és 

Kafer, 1953} Typas és Hoalo, 1973/
A szomatikus diploid előállításának legegyszerűbb 

és legtöbbet alkalmazott módszoro Roper auxotrófio- 

-komplenontációs rendszerének használata /Ropor, 1952/.
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

А/ Hikroornanizaus»
Trlchodonaa longibrachiatua, Rifaij 
QH 9414

Eredőtot Ezt ö Triehodorraa törzsöt oz U.S. Árny 

Natick Laboratories nunkatórsai az eredeti Solo* 

non szigeti GM 6a jelzésű vad izoláturaból elek­
tron hősugárzással fokozott celluláztermelésro 

noocoitotték E.T. Rooso vezetésével.
Kapcsolata a többi törzzseli /Reese. 1976/
ATCC 13 631 QM Go /vad izolátua/

elektron sugárzás
v

ATCC 24 44Э GM 9123 /2-szoros colluláz produkció/

4

uv
■v

ATCC 2G 921 GM 9414 /4-3zeros colluláz produkció

Egyéb lollogzotooségokt
A törzs morphológiáját oz 1. ábrán figyelhetjük 

meg, A fialidokbo raindig csak 1 sojtnag korul és 

ezután a fialid a oicóliuatól ogy pórus nélküli 
válaszfallal toljcocn elhatárolódik a konidiofor 

többi oojtjétől /Haoraill, 1974/. Ez azt oredtaé- 

nyezi, hogy bár пои ritka a 3-4 sojtaogvú konidiuia 

оси, a konidluook hoaokoriotikusak lesznek. A ké­
sőbbiekben a diploid izolálást raognohezitő hotoro-

■

I
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1. ábrás Trichodoraa longibrachiatura

Konidiuatartók ós konidiuraok. /íULfai, 1ЭЗЭ/

i
í

■

i

■í

2, ábrás Trichodorna longibrachiatura Qa 9414 klaraidoGpórók 
2 ;^-oo glükóz 0,5 Z aooóniuoözulfát tartolaú 
aininólon, 600 x-oo nogyitóo.

:
t
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3, Élesztőkivonatos táptalaj

I % glükóz

0,5 % óleeztflkivonat /Oxold/
1,5 % Васto agar v, Z % szálas agar 

deeztllólt víz
4, Digitonirma táptalajok

Hivol ez a Trichoderoe törzs rendkívül gyorsan 

és szétterülve nö, ehhoz, hogy ogyos telepeket 
kapjak szükségessé vált tolopösszeeyopó vegyü- 

lot alkalmazása, A dlgltonin a Digitális purpurod 

ostorén vázas glükozidjo orré a törzsre pár igen 

kló koncentrációban Is őrösén porfogón hatásút 

kolonial növekedést vált ki. 6-^/га 1 rainiraál táp­
talajban 40-60 különálló telop létrehozását to- 

szi lohotővó. /Id. 3, ábra/
5, Tépoldat puténs dúsításhoz ós diploid dúsításhoz

0,1 % glükóz
0,1 % apoóniupszulfát
0,1 % káliuodihidrogónáfoszfát
0,05 % pagnéziua szulfát
dosztilált víz
♦ 20^/ai streptooycln ♦ 5 ф /ól oxltotrociklin

6, Rutin tenyésztési körülmények
A tenyészetük leoltás után 43 órára 30°-ro sö- 

tétbo korültek, pojd ozabahőro fényre, hogy 0 

konidlupképzés létrejöhessen /fotoindukált spo-

-

i

'

ruláció/í

'
.



*f€r[ojd91 зеиолтчдзгеэтз 
*|Oj)uo>j aiepio qqof 'итиозтОтр тш/Ч, 9 

aiepxo log 'ojezjQi VTVG oö шпзетчэв^тбиох 
oajopoqoTJj. © 009304 upOoqdJoa итиозт^ТР V * c jq?

11

-

г



•aua-[9f igzegeoqr.ne^ oFs-»?0*? mo 9*5 
9г8?вэЛ6вия 'ШО s*S вдгалвибош .аге^еэет?!« gidojozo ueq*ezöbxop*y .

Ш
I0A-HOSN % S ©Л5ТТТ? 0J-G*A Hd 

PTJ01>) tanTOi^í wa 03 

OOOfr 93d % S2 

/IJJQIG/ jepxo epTzpj «XX

олтрбп^т-ииээ ojxtJQJ© *©лрхо uoq-<á>jd

Toim»oo*dö>jjGtij % 1*0

k»tzu5*i?6t®g " X 

Лбох© gzdg^jzsoxcloiojd *01 

/иТТ^Т00«1*0***0/ 010 'UToAtao^doj^G 

0 * Hd Jojjnd t^zso.* 14 Dl/l

ТЭЯ И S*0

/XTJG4©/ /d>Jd/ J©i^nd Tcg^d^^azGoxdojoJd #e 

/аид^идгедэоЛбеи ртиртоХ0^

Xta 0 / uo-oo ofr OAJGASJjoq ^ajjox nqgjupxnx

-oj pax«njo* Jb6q o»oes S5 x s? Ю» W s'o >\ог

-zssxdojojd j3oa0lx?uoT2|?i /lo^TTSuPITiOTToc!/ 

T©^03d g c.Aj0XT$ •^oazsBX^oiGJd v #ир*оео pex 

-aadp* тдогегах©М10 тАииош©хел *©ßQzp>i оп>)тдоа 

-zó 9x°l°iiß0a 0 oaiojTSOi^rq эт9хио1®Г PTJox^i 
-Н1ПТХ?>! N 9*0 zoqpfpTOpjousßoj >jo$zscxdo2C-ícJ v

3TPZTXTqG5G '8

ZTA 1Х9ТТ*2<ЭОр

J060 0*080 % q*X 

/РТОК0/ *еиолт>19*геэт9 % S*0 

zoq9S9TTXI99X° >jo©u9*nci x?Tuoxoíf Сех0***?! *£.

■jP>
■ü

)

:
?

i

81 -

. ■ ■ ; -•

Ш



_____  .
г

■

!- 19 -

С/ MÓDSZEREKi

I

1* Mutánsok előállítása éa meghatározása

a./ A túlélési görbe folvétolo
Valamennyi mutánst UV fénnyel történő hő­
sugárzással állitoeara ölő,
UV lámpa I Philips lxT UV 15 IV
táptalaj folszin - léapa távolsági 23 си»
A túlélési görbe felvételénél álosztőkivo- 

natos táptalajt használtan digitonin jelen­
létében, 3 párhuzamossal dolgozva 5 másod­
percenkénti időközökkel történt a besugárzás, 
így a besugárzási idők 0, 5. 10 

oodporc voltak.
A csészéd kiértékelésére 3 napig 30 °C-on 

történő inkubáció utón került sor, 

b./ Mutánsdúoitáo

A dúsításra a jól bevált szürósos dúsitási 
technikát használtan /ld, pl. Catchesido, 
1954/ bizonyos módosításokkalI

í

К

'
?

105 ná-• # «

l

Ш:
Щ

f ■■1

í

У
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IQ ml konidium szuszpenzió 
/3'10y/ml konidiura/

2,5-2,5 ml-enként besugározva nagy 

csészében UV-vel 90 másodpercig
szűrés G-2 szűrőn keresztül
átmosás centrifugélással 

J, 5 X 100 ml dúsitó tápoldatba szétosztva

rézatós 30 °C-on
20 óráig, 200 fordulat/perc

.1 szűrés G-2 szűrőn

összegyűjtés
egyenletes szétosztás 

ф 4 x 100 ml dúsitó tápoldatban
rázatás 30 °C-on
20 óráig, 200 fordulat/perc

szűrés /G-2/ 

centrifugálás 

\k + 4 ml sterilviz!'I
Г

100 ml dúsitó tápoldat- 
^ban rázatás 

18 óra

0,1 miy
20-szoros higitás

l szűrés, centrifu- 
gálás + 4 ral ste­
ril viz

0,1-0,1 ml-ek digitoninos 
élesztőkivonat táptalajra

ll 0,1-0,1 ml-ek 
ólesztőkivonat-di- 
gitonin táptalajra

telopizolálás

ltelopizolálás-8
■

ЩЖ

II ,' &■ ••
•T -1 -
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A többi mutáns előállítása hasonló elveknek meg­

felelően történt. Megfigyelhető volt, hogy a vad 

törzsnél elérhető тадаз szsntü dúsítás a 3 dúsitási 

kör alkalmazása révén nem valósítható raeg olyan 

törzsnél, melyek már hordoznak 1 vagy 2 auxotrófiát, 

ugyanis ezek a törzsek könnyebben elpusztulnak a rá- 

zatás körülményei között.
£

c./ Mutánsizoláláe:

A digitoninos táptalajon nőtt egyes telepekből kis 

micéliumdarabokat vittem át minimál táptalajra, 

illetve, ha a rautánskészitáe már eleve mutáns 

törzsből történtjkiegészített minimál táptalajra 

/14 db/nagyc3Ósze/. 24 órá3 30 °C-on történt inku­

báció után a vadak 1-2 cm átmérőjű telepeket képez­

nek, a mutánsok vagy egyáltalán nem nőnek,vagy csak 

1-2 ти-re nőnek ki, 

gyanús blokkok ezután ólesztőkivonatos ferde agarra 

kerültek és konidiumképzésig tenyésztettem őket.

Ezek a rautáns-
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d,/ A hiánytnarkorok raoqállapitása 

/raocilniaál táptalaj/
t

14 mutáns
.

ráoltás /14/ nogycsószo 
pontban/

1

ra + 20 félő arainosav 

+ 4 félő bázis
<vv + vitaminkevcfékra

I■■

l nö
könnyen
rovartál
kidobva 
1 db

12 db nő

vl/
ráoltva a 24 félő táp­
talajra
5 lizinos
3 tieucxnos
1 mationinos
2 adoninoo
1 bizonyos aminosavakon 

nő, másokon nem 
/pl, liz +

lou ♦ 
adó *
mot «*/

n/
m + ogyoo vitaminok 

/ Idb riboflavinos/

i;

i

» aram »
a ammónia felhasználáoi 

képtelenség

Ezután о többi meghatározásra korülő rautánst elő­
ször csak n + lizln; □ + loucln; ra + adenin; о táp­
talajokra oltottam lo és csak smolyok a 4 mutáns 

csoport ogyikébo зси tartoztak, korültok kioltásra 

további táptalajokra.
-

1
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2. Hoterokorion olőállitáa anaaztomózioaal

2 ml éleoztőkivonatos tépoldatot fólkóracsőbo már- 

tora /I % gi, 0,5 % ólosztökivonat, doszilált víz/. 

Lezártam kóoceőkupakkal, lO*-ig kuktában otorilcz- 

tcm, Looltás a kát partner 1-1 ka^csnyi konidigmó- 

val.
Ezután inkuöálás következik 3-4 napig 30 °0-on. A 

képződött micálium korongot storil caapvizbon ki­
mostam, majd miniaálos nagycsészo közopéro bolyoz- 

teffl, A kinövő ozoktorok mibenlétét /botorokarion 

vagy rcivortáns/ konidiumainak minimálon történő 

viselkedése alapján dönthetjük ól.

3. Hoterőkarion előállítása protoplaszt-fúzióva1
М«И|ММШММавМ1»тШМ1ИМИМ*Мв11ПЯ1И«Ш4Мт1ата1ШВШкаашяИ1ЯНИтММ>МШ1НВВШЬпшпшяшаЙкз£г

Mindkét partnerróls

tenyésztés: 0,1 /о glükózoo 0,5 % élosztőkivonat
tápoldat 200 ford/rain 30 °C /13-13 óra/

;;

1szürőo óo átmosás DV-el 0,3 mm átmérőjű 
műanyag szűrőn

átmo3áo protopla3Ztkópzési puffarrol

* 20 ml protoplo3ztáló oldat

1,5 óra múlva

0,5 cm vootag otoril vattánszűrés

0,5 óra állás

ccntrifugálás átmosá3 PKP-val
\K

protoplasztQzám aogállopitáo bürkorczéoool
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I 7 7A : В partner 10 * 10 protoplaszt összekeverése
10 ml-es contrifugaccőben

í

5* 4000 g

a PKP toljeo ioöntóso
l V

üledék * fúziós oldat /1 ml/

kémcső koverővol felszuszpendó- 
láo 10 porc állás után

\1/
I megfelelő higitásöan folüiöntőba

keverés

■V
kiöntés küiöníólo alaptápíbLajokra

4. Hotorokarion protoplaoztáláea
steril colofán körlapok minimál táptalajra

hotorokarion ráoltás kio 

raicóliurablokkal

inкubálás 24n

о tenyészetek áthelyezése о 
celofánnal
steril protoplaaztáló elogybe 
/4 lap/20 ml elegy/

protoplaoztálás 2 óra

szórós vattán

átmosás PKP-vsl
■V

protoplaszt3zára megállapítás bürkorozóosol
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EREDMÉNYEK

X. A túlélési görbe felvétele

A törzs eléggé érzékenynek 

szemben:
bizonyult UV fénnyel

besugárzási idő 
/másodperc/

túlélési Z

100
07.1
95,5
35,2
70,0
50.1
50.2
43.4
33.5
23.2
23.2 
21,0 
13,4 
15,0
13.3
12.3 
11,0
3,7
3,0
•“» — / ,o
5.5
3,2

0
5

10
13
20
25
30
35
40
45
50
55
50
35
70
73
30
35
30
95

100
105

A mutánsok előállításához 30 ciósodpcjrcoa /3,0 % 

túlélés/ besugárzást használtam.

2e ft? előállított mutánsok
A= anyagok és módszerek részben ismertetett módon 

321 ogymerkores törzset állítottam ölő ogyoűon dú- 

oitási monotbon a prototróf Qm 9414-eo törzsbőlf 
e?ok marker szerinti megoszlása о kövotkozőf
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143 AAA + I 190 AAA -llzin 

leucin 

adanin 

laotionln 33
aataónia 33
riboflavin 40
lzoleucin S
arginin 13
threonin 

ogyób

336
153
137 15 pigmentképző, Ц adenin specifikus 

2 metlonin specifikus

/ААА aLo(.aQinoadipinoav/

1
/azok egyikei leu" net" dupla/17

A dúsítás rendkívül eredményes volt*2 dúsítási kör 

után a telepek 11*4 Sr-a volt auxotróf, 3 dúsitósi 
kör után pedig 37,2 %-a,

ii

A 10Q/3-OS jelű adó" törzsből készültek a következő 

dupla mutánsok:

odo" not" /22/1/ 

ado net” /12/2/ 

ado" lys" /0/1/ 

oda" 1уз" /6/3/ 

ado" pd«" /20/2/ /pdx * piridoxin/

Az első mutánsizolálóoi klsérlatban kapott leu" mot"* 

dupla óö az ade"pdx" /20/2/ duplából kiindulva tör­
tónt о 3 markeres törzsek előállításai 
leu” t3Qt”-bó!í

lou"not" col-, 
col3
col3
col

coli colonial 
W i white

M

«
M

10•»
»»

•v2
■I

,
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ado~pd«”-b61%

ado"pdí«"lys"
ogyáb
öuszeson

32 db 

32 db
34 db

3. Heterofcarlonok előállítása éo vizsgálata
I

1. Egyma r ka гав stabil tdrz3űfe felhasználásával
készült heterokarlonok

A következő haterokarionokat hozta© látra anasz- 

tomózlssolí

H 1 Хеи'* X4/3 T adó" 3/1
N 2 leu*" 21/1 ■+ ado" 11/2
H 3 leu" 5/3 + lye" Г/2
H ,4 lau" 21/3 + lye* 13/1
H 5 lye" 13/3 + ado" 4/3
H,3 lya* 12/2 -r ado" 11/4

A heterokarlonok raindogylkét áj ralnijnálos сздаго 

közepébe oltottam ót, majd miután a telep о coé- 

Gzót benőtte és bokonidiuooeodott,oindogyik bo­
tor okarion konidiuooit o?e$v±z6gáltaa a következő 

módén j

f

í

.
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íkoniditin szuszpenzid i:.

szűrés G2-ÖS szűrőn
4/

■ ■ .

3*1Q7 konidium/al 
szuszpenzid készítése ti

iII:
i

10 a higltás

0,1 ml /C3ÓSZG 

digitoninoo ^ 

minimáira

■

4 I10 a kioltásI i
100-100 tolop 

izolálás
VK I0,1-0,1 nl-ок а markoroknok ncgfolo- 

lőon kiegészített digitoninos 
mininálra /a két patnor jelen­
létének ellenőrzése a hetero- 
karionok által termelt konidi- 
usaok között/

i 4
tenyész­
tés sninimá- 
103 kiscoó- 
szén konidiumos 
állapotig

i
UI

::
I;V ■konidiumok vi­

selkedésének 
vizsgálata 
яiniádIon

<■

5 и1 $

eredményként azt kaptam, hogy:
a./ A hotorokarionokról olyan konidiuaszu3zpcrszió 

káozithető, melynek telopkápző gyakorisága igen 

magas minimál táptalajon.

■;

;
ii
я
•fMщ
1

•v1

■



tainimálon növő tolep/kiszólGoztett 

konidium /átlagosan/

5#2*lCf5 

3,2*1CT5 

8,4.10~5 

5,0*10*3 

4,2‘lű“5 

3,1‘10“5

H 1
■ H 2

H 3
H 4
H ,5
H )Q

Sajnos viozont a lavizsgált öaozcsen <300 tolop 

ogyiko sem bizonyult dipla±dnak,kanidiumai 
egyiknek sem nőttek ainiaélon. Ebből az kovotkö­
zi!: , hogy ha létezik ebből a törzsből stabil 
diploid, okkor előfordulási gyakorisága a hoto- 

rokorionck konldiuaai között
</ 10"7

íJi

i

b,/ A két partner olüforduláoi aránya a hotorokaricnok 

konidiumai között minden ecotbon közei 1:1 volt.

í2, Három norkoroo mutánsok között létrehozott hotora-
j!karionok vizsgálata

Az előállított mutánsok közül a legigéretosobbnek 

az igon otabilan viselkedő lou*"mot’* lou”aot~ niv*l •
col^ ós az ado"*pdx*'lyQ’* /42/ törzo bizonyult, 

A kloórlotok zömét a

И 7 « 1ои*"сюг~ col-. + odo"pda"lys'* /42/ 

hetorokarionnal végoztop cl, oivol a colonial porkor :

il
1?

■■
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negfölelő lohet a rutin vizsgálatok céljaira.
\\

ib,/ Szüráaeo dúoitáai raódszsr
I

A aód3zer saját ötlotera volt* és aindon olyan 

Gsotbon jól alkalraazhatónak tűnik, ahol a dip­
loid tolop jó konidiuokópző sajátságokkal bir, 

azaz megközelítőlog átlagosan ugyanannyit fűz 

lo, aint egy hoterokarion tolop.
A nódszor azon alapul, hogy egyrészt, ha stabil 
mutánsok hoterokarioniának konidiunrnzürlotet 

minimál tápoldatban rázotjuk, akkor csak a he— 

terokarionok, a diploidok, valamint a prototróf 

rokoobinánsok képoznok micóliuaot, a konidiuaok 

többsége viQzont a kát stabil auxotráf gonon 

egyikét hordozván пега csírázik ki,
A rázatott tenyészetet Qogfolelő szűrőn átszűrve 

a szűrőn fennakadt hiíaozövodékot oinimál tápta­
lajba keverve előállíthatunk egy következő koni- 

diun generációt, mollyol ezt a procedúrát megis­
mételhetjük. Másrészt triviális dolog, hogy ha a 

heterokarion és a diploid átlagosan azonos száaá 

konidiumot fűz le, akkor ha a diploid stabil, 

aindon egyes konidiua diploid utódot hoz létre, 

tehát reprodukálás! rátája и 1, a hoterokarion 

viszont kcnidiuraképzéoc során szegregül ás koni-

1
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I
diuaainak többsége ebben ö szelekciós rendszerben
elveezik«. j Esetünkben igen .kis gyakorisággal

-5reprodukálja önaagát e hetorokcrlon /5.10 /, Ez 

ahhoz vezet, hogy a prccodurát issiótolgotve a 

diploid feldúsul a rendszerben & hetorok&rionok- 

hoz képest, Tersiószetasen ez csak akkor lehetséges, 
ha a kezdőt! konidiuaozánot ekkorára választjuk 

nog, hogy ráér kezdetben is lőhessen bonne diplo­
id, A foloü iiatár ilyen szempontból, aaellyol 
aég kényelmesen lehat dolgozni lű db konidiua. 

ezt 10 a ICO al-bcn rózotva a konidiua koncentrá­
ció iü^/ral lesz és ez már alóg alacsony értők 

ahhoz, hagy oz a konidiura, amely genetikailag 

orro képes,a mininél tápoldatban valóban kiesi- 

rázzon, A kiszűrt hifoszövodákot célszerű nagy 

felületű táptalajba keverni alacsony szénforrás 

koncentráció colletta hogy egyrészt biztosítva 

legyen hogy valaaonnyi tolap konidiunoc termőijen, 

másrészt oz a konidiua mennyiség dsszoooógébon 

csak olyan tömegű legyen, hogy valanonnyi? to- 

vábbvihosoük a kővetkező dúöifcási körbe, ha egy 

dűsitási kör nem bizonyul elegendőnek,
A módszerrel kapcsolatban sikorült lovozetni ogy 

olyan Összofüggéo - rendszert, amellyel a dűsitási 
körök szénének és a rendszer oíjyéb paramétereinek

í
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!$d./ összenyomás hiporozmotikus közegben :i

А módszer lényege ugyanaz, Pint a c. esetben, 
azzal a különbséggel, hogy sokkol nagyobb íöqo- 

gü oojtaagot Dogéban foglaló hatorakari^tikuo 

protoplazma is könnyön közölhető, és hogy a 

vízelvonást non PEG-goi, banco magas CaGl^, 
illctvo «Cl koncentráció alkaloazáaával valóci- 

tottara meg, A hiperozraózisos kezelést egyaránt 
alkalmaztam fiatal hotorokarion tenyészetekre, 

valamint a bolálük képzett protoplasztokra.

■ ■

1!-2

1
1 к'A

fiíU
|i Iíü$ !я

: ft:’ Pl
,Iír.IIc./ Hidegben tartós

i«i :Tan3zókünkön a Gcotrichum candidum-mal kapcsolatosan 

megfigyelték, hogy hosszabb időig a fúzióval belőle 

előállított hoterokarionokat hidegben tartva, azok 

nagy gyokorisággol diploidizálodtak. /Or. Forenczy 

Lajos: szóbeli közlés/. Ez a megfigyelés indított 

arra, hogy ezt a lehetőséget is kipróbáljam a 

T„ longibrachiatum oootébon.

! I
.!

:
í!

' !1iíi
Ц

■

Hí•ti

Iííií f l:li
í! í
i?f./ A hotorokarion UV besugárzása

iiClements ós munkatársai 1363-ben az Ustilago violacco 

dikarionjait UV fónnyol besugározva rondkivül erő­
teljes diploid gyakorisági ráta növekedést tapasz­
taltak /elements és mtsi, 1969/ A jolonoóget mind­

ül ti
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1oddig nóg пега sikerült kielégítően raegnogyorázni, ára 

ez nem tartott vissza attól, hogy a módszer alkalmaz­
hatóságát a T, longibrachiatum esetében megvizsgáljam. 
Az egyes módszerek elméleti hátterének ismertetése 

után q következőkben részletesen ismertetem, hogy az 

ogyos kisárbtokot hogyan végeztem el:

I Я '

isi
i

H
1 й*5■ : ;í *Ф 6b

'....4 -íl ma./ Totálizoláció: Oigitoninos ninimálra szólosztve 

a hoterokarion konidium szürlotót,100 tolopot 

kiscsősze minimálok közepére leoltottam, majd □ 

telepek raegnövése ás konidiurakópzáso után az 

egyes tenyészeteket a 40. oldalon vázolt munkeß é- 

raának megfelelően levizsgáltam.

míiU:4 Г
Hl«
t\i

I

¥ 1
li: J

b,/ Gzüréoes dúsitáai módszer;
A raódszor lényege sematikusan a kövotkozőj

G db 1 hetes hoterokarion 
/nagycsósze/

.
И

f M
;í

í; i 1 $ SSíiikonidiua teljes lemosás 
30 ml éteriÍvizzó1 Шlí.-í

Щ : V-
' -4szűrés G-l-en ä

-

átmosás contrirugálássalМ/ i

1110"* konidium II ii
egyenlStos szétosztás 
10 x 100 ml /dúsító rainiraálba lf

о W43 óra* 30 C, 200 ford/perc i |
rázatás

■

'

tói
М/

f:]
i ,

:
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i4,/
>

szűrés 0,5 mra-eo raüanyag- 
szürőn átmosás/

V ' :

ihiíssaövedék bekeverése/ й
I,r i"it

/ 100 nl 0.05 % glükózos nini- 
máiba И:

újabb dúsítási 
Uör ■А

10 csószáro ozétönive
\ ■

\ konidiun képzés után steril 
ecsettel kvantitatív lemosás, 
összesen 
jön létre

\ lű'3 db konidiun
\ i í

\ 3ZÜrés G-2-n
2 .4 lüü al 

dúsító tópoldat iátaosás

digitoninos minimál

ICO telep lovizogáláaa
■ •*

c./ Protoploazt fúziós módszer
A két partnerből protoplaoztokat készítetten ;a 

ozokáooo nődön fuzicnáltottaa őket óo csószénkőnt 
10°-10° fúziós terméket konidiun képzésig felnövői­
vé ,а UonidiuGiokat digitoninos nininálra szélocztvc 

a kinőtt telepük közül 100-at uegvizsgáltarr«.

Vlj
-l:

a
я- ■1

'Ж‘Ilim
• ijli

t

". Ш
1' i
: J

T
i'

!;Í $



й.a
..
■> j:и

8 I,8•!1 I- 33 - II ч
■ nLI i

d„/ Conzonyomás hiaarozmotikus közönben 

I. Slcáliummal
A hoterokaríonból celofánon 24 órás nicélium- 

szóvcdékot neveltem, majd a celofánnal együtt 

1 M CaCl2 oldatba helyeztem 3 órára. Ezután 

steril csapvizb3n kimostam, majd a celofánnal 
együtt minimál táptalajra fektettem ás 40 °C-ra 

hütött minimál táptalajjal a tenyóozetct leön­
töttem, A hotorokarion a vékony folulöntő ráta- 

gon könnyen átnőtt és konidiumokat termelt.. A 

кonidiunokát digitoninos minimáira szél osztva 

100 telepet megvizsgáltam.

:
í:;iii> «I

л! ft í

%Щ
!

№,

• Ü

II
;;=i f
if

!■

2,

A múdazorok részben leírt módon a hotorokorionbél 
protoplasztskat készitottem. 1 M illetve 1,2 M «Cl- 

ban,10 protopiasztot 4 óráig állni hagytam, majd о 

stabilizált minimál táptalajra folülöntubon fcl- 

4ogenoráció ős konidium képzés után a 

szokásos módon digitoninos minimálra széloeztottcm, 
majd 10S-1Q0 telepet vizsgáltam meg.

!Í:

8
■ ’!vittem.

.i

i
:' :i;
üllia./ Hidegben tartás

: !■

ili1Minimál felületén megnövelt hetcrokoricnokst a 

konidiunkópzéo előtti stádiumban hütőszckróoybe 

4-3 °C-ra hslyoztom ás 1 illetve 2 hónap múlva

%
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'
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25 °C-rOo A tenyészeteik konidiumot képeztek# Di- 

gitoninos piniraálra ^történő szálasztóo után 

100-100 telepet vizsgálta«»

i
.

1I и
:S
Ц

I
íI?f,/A hetorokarion UV besugárzása -

3Miniaál folülotón megnövelt hotorokarionckat koni- 

dium képzés előtti stádiuraban 45, 60,és 30 másod­
percig UV fénnyol besugároztam. /UV lámpa: 

táptalaj felszín távolsága 23 cm,/
Ezután hagytao, hogy kenidiumekat hozzanak, A kép­
ződött konidiuDokból ocgjolcnő nonnyiságeket di- 

gitoninos mioinálra szőlésztőltea, majd IQO-lüO 

telepet megvizsgáltam.
Az a»/, b,/, d./, о./» f,/ kioórlotoket а И7 Icu" 

not" col3 4* adó" pcJjs" lys" /42/ hotcrokorionnal 
végezted cl, a c,/ protoplasztfúziós Ui3érlotot a 

H3 loiT not" ;v^ -f- ode" pd;;“ lys" /42/ heterokori- 

onnal.
Valamennyi kísérlet eredményeképpen a zininálon 

növő tclcpok vizsgálata a következő módon történt:

Й-?
fii!и ;;
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100 izolátum

minimálos kiscsőszén, ko- 

nidiumos állapotig n evalve

' : :

í:U
1

:•!
! la

№
iI

is V.

f5IM i ЦЯkonidiumcsirázás
viz3gálata
a, / rainimálon

b, / minimál + adenin
+ piridoxin 
+ lizinan

konidiura szuszpenzió

3P5 db
'!;? г4/ rí ;0,05 %-oes glükózos mi­

nimál + ade + pdx + lys 
táptalajra

:-t ! •

c./ minimál + leu + met 
táptalajon

'

s
A konidiumcsirázás vizsgálattal el lehetett dönteni, 

hogy a minimálon növő tenyészet heterokarion-o.

A **8" vizsgálatsorozattal egy esetleges gyors diplo­

id képződést követő rekombinációt lehetett volna ki­

mutatni azáltal, hogy a col^ marker a nem rekombináns 

szülői genotipusra szelektiv táptalajon /minimál + adó 

+ pdx + lys/ megjelent volna, mint apró tömör telep, 

a szülői tipusú telepek pókhá-ószerü szövedékének hátterén.

I:.
■ ■!

I ■::.

.4
I

V

Valamennyi ki3érlet végeredménye negativ volt, azaz 

acm diploidot, sem rekombinán3t nem lehetett kimutatni, 

A szüróses dúsitásos módszer esetében a kiindulási ko- 

nidium koncentráció 10^ db volt. Ha figyelembe vesszük, 

hogy a módszernek lehetnek hibái 

során diploid tenyészetek elveszhetnek, akkor azt lehet

■

ií
iíí
•'i
r i ■ 1

1

m
ifI!ités hogy a pa.sszálás
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Uraandani, hogy, ho ebből a nikroorganizrausból létezik 

stabil ozopotikua diploid, akkor ennak gyakorisága 

l.Ő9 körüli érték.

:
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.I •jj ■ 1
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3, Pozitív szelekciós rendszer kidolgozása
!

!:

Mivel a rutinaódszerek пор vozotfcok orod- 

pényre,szükségessé vált ogy olyan rendiszor kidolgo­
zása, opoly alkolaazása о diploid tclcpokot a hotero- 

korionok között porfológiai vagy növekedés intenzi- 

táobcli különbözőség folytán vizuálisan közvotlenül 
é3zrGVohotővé toozi.
21yon rendszer kidolgozására pogfelolőnok outatkozott 

az intracisztronikus konpleoentáció azon sajátossága, 
hogy о konploiiientáció Gorán ha a kót egyoáot konple- 

tnentáló gén azonos sojtnagban van /diploid, vagy onouploid/ 

akkor sokkal több aktiv onzip képződik, nintha külön 

sojtnagban foglal helyet, Ennek magyarázata az, hogy 

ez a kooplenentácié tipuo a fohérjók negycdlegoa szer­
kezeténél érvényesül. Tegyük föl például, hogy a szó­
ban forgó enzim diaór állapotban létezik a aojtben, 

tehát kát toljoocn azonos polipoptidlánc összekapcso­
lódásával jön létro a negyedlogos szerkezete. Ha post 
a pikroorganiznusból aok olyan nutánst készítünk, 

araoly ozon enzim struktúrgónjébon sérült és a sérü­
lés csak agy-két arainosaveserót vagy к!зоЬЬ doléciót 

jelent, ezekből páronként hoterokariont létrehozva

11 lя
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•3 itlkaphatunk olyan kombinációkat, amely esetekben a mu­

táció okozta konformációs hibát a dimórré történő 

összeállás valamelyest korrigálja és igy a két külön­
böző mutációt hordozó monomerekből létrejövő dimerek 

enzimaktivitása részben helyreáll. Ez a heterokarion 

növekedését bizonyos fokig már biztositani tudja 

/általában a normál heterokarionok növekedésének 

1-70 %-a W/ood \//a\r d <l& nih&i, /,

De vajon miért eredményez magasabb aktiv enzimszin­
tet az, ha a két mutációt hordozó gén azonos sejt­
magba kerül?
A jelenség úgy magyarázható, hogy mivel a két rossz 

génnek megfelelő га-RNS azonos pontból diffundál ki a 

cipoplazraába, megnő annak a valószínűsége, hogy két 
különböző mutációt hordozó fehérje mon omer ёз nem 

azonos mutációt hordozó álljon ős3za dimorrs és hogy 

aktivitását viszonylagosan visszanyerő enzim jöjjön 

létre /Foley ás mtsi, 1Э65/

A szakirodalomban már igen sok aminosav bioszinté- 

zisbon résztvevő génről kimutatták, hogy képes fe­
hérje komplementációra. Nekem elsősorban azokkal az 

esetekkel volt érdemes foglalkoznom, melyekből már 

eleve sok mutáns állt rendelkezésemre, 

így lizin, adenin, leucin és metionin auxotrófok.

Ezek közül a metionin auxotrófok егбз hátteressógük
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í!i í-úo back-mutáciő3 hajlamúi; miatt már elovo kiimgyáo- 

ra kerültök, A maradék három auxotrófiával kapcsola­
toson a szakirodalomban több közleményt is találtam, 

amelyek introcisztronos komplemcntációról számolnak 

bo más gombák esetében, így Nourospora crassa* lya-5 

/Ahmad és Űatchooido, 1335/ ad-38 /de Scrros, 1368/ 
lau-2 /Grőse, 1382/ ad-3 /Isbikawa, 1382/ ad~4 

/Woodward б>з ntsi, 1050/. Tohát mindhárom auxatrúfia 

csoportban meg volt as ееdlу arra, hogy céljaimnak 

megfelelő kot törzset találjak, A munkát clove lo~ 

szükithottera biokémiai megközelítéssel, így a iys-5 

géntermék a lizin bioazintázis üt* első lépéséért fe­
lelős i;oni ocitrát szintetúz, tehát az ilyen mutánsok 

nőnek L- o(- amino- adipinsavon.

így csak az L-o( -amino- adipinsavon növő törzseket 

vizsgáltuk, de nem találtunk lassú hoterakariont,
A icucioos törzsek a iiotoroksrion képzési vizsgálatok­
ban túlzottan háttoresnek bizonyultok, igy a figyel­
mem az adenines mutánsok felé fordult. Itt is mód 

volt előzetes biokémiai bcszükitésre, ugyanis a 

Паигаврога ad-3 éc ad-4 mutánsok adonin specifikusak, 

tehát nem nőnek hipoxantinon, viszont minden adonin 

specifikus mutáns vagy arí4 vegy ad-3 mutáns, mivel 
r> AMP bioozintézis útszakaszon már csak 

kot enzimotikus lopás ven;
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adcniioü2ul<cinát 

AMP

IMP \hj í Ш
•4adcniloazu l<cinát

1. adoniloozuHeinét azintotaz —ad-3 /Ыоигозрога/
ad-4 /Neuroapora/ í: A2, adoniiaszukcinat |;c.z

; i ii|

A rendelkezésre álló 127 adenin auxotrófból 11 bi­
zonyult adenin specifikusnak. Ezekot páronként 
anaaztoaöziara késztetve agyadon esetben kaptaa . 
egy lűOGÚteleinte pókháióozerüon növekedő nctoroka- 

riant, oaaly hosszú,10-12 пороз inkubáció után io 

csak lassan vastagodott 4з javarészt színtelen keni- 

diunokát fűzött Io gyár számban. A kát nutans partner 

a 165/3 us a 39/1 jelű ade" törzs vole. A kot torzs­
ául a nár megszokott notion UV besugárzáséül dupla 

auxotróvokat állítottam old, ozukot otöbilitás vizs­
gálat után anusztouóziasol bizonyos koubináciákbar. 

ósozokereztustsu( о így előállítóttan a kővetkező las­
sú i 1 c t о г о к а г х on о к a t w

г '

>1

, ■’! 9
,1 !,.

Щí я: IГ М
П

!

:
ade“ 09/1 leu“-12 

ado“ 39/1 1уо“-15 

ade“ 33/1 leu“- о 

ado“ 33/1 1уз -15 

ade“ ЗЭ/1 lou - 5

! 1q ade“ 155/3 lys-25 -4
H4 ade 155/3 arg-ll 4 

Иу ade” 1.55/3 arg-ll 4 

H- ade“ 153/3 cnot-2 

Uy ado“ 15-5/3 arg-21 4

/ és Hg—bon az egyik ado“ marker rovartál?./
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A további részletes dipisid illetve rekoubinójis;, 
izlálására irányuló kioórlotGket a H^-as hetorü- 

kariannal végeztem al.
A q. ábrán látható* hogy a hetoroícerion hőérzékeny, 
do csak oiniciálűn* adoninnsi kiegészített uinicálon 

aór пса * A hőérzókonyoég egyik fő jclleazőjo a fe­
hérje kocplccontáciánck, A 155/3 ás а ЗЭ/1 turassal 
végzett akfcunulácics vizsgálata.« arra utaltak, hogy 

cincikét törzs hipor.cntint halasa fel, tehát vciúozi- 

nülog nindkót autósa ez adanileszukcinái^aksivisás­

ban sérült.
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tulajdonságok, a laasá növekedés, noly adeлin 

jelenlátáson heiyroáll, a hűérzékonyság ée az alap- 

torzsok hipexantin olhaluozüsa arra utalt, hogy 

valóban incracisztrcnikus fcozplancntáciérúi van szó.

■!.; :> | Щ\
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Jlpie.ic korcoso a ^ komáivá gzuszpenziótában \

A kísérlet aogtorvozéöénél figyelembe vettep azt az 

eshetőséget, hogy oöotlogooon a diploid nagyon in­
stabil vagy csak lassan tudja reprodukálni öncagát.
■ ka ez a helyzet, akkor olyan hctorskaricnakksl dol­
gozva, melyeknél az 1 phiclidrc vonatkoztatott ко» 

nidiunozón alacsony, nagyobb az esély a diplcid 

izolál ásóra, Ilyen шеоfon tolásból a r, in itt ól on cég­

névéit kctcrokarionokbél kis kockákat 0*1 % glökósos
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4. ábra: A 155/3 adó“ + 33/1 adó” torsa között lét­
rejött heterokarion hőérzékenysógo.
Balgái jobbra 25 ^c, 3Ü oq, 43 °С.
Felső aor ninlnál táptalaj, alsó sor adcnln- 
nol kiegészített nxniaól.
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-Уf-5, ábra: A pókhálőszorü hoterőkarIonok között nogjo- 
lenö "furcsa" tolopok.
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’ Hminimáira ültettem át a szokásos 0,5 %-oq helyett, 

majd fényben 25 °C-on inkubáltam. Konidium éré3 

után steril ecsettel 6 nagycsészét teljesen lemos- 

tara(G-2-n szűrtem, majd contrifugálással átmostam.
Az eredmény» 1.28*109 db konidiumot /+ klanidosporát/ 

kaptam,
Ezt 10 ml-bon felszuszpondáltara és 0,1 ol-enkéní 

csikban 100 nagycsésze minimál közepén átlós csik- 

ban felvittem, 6 napos 25 °C-on fényben történő in- 

kubólás után a gyér pókhálószerü heterokariotikus raicé- 

lium között 21S*10~3 gyakorisággal vastagabban növő, 
bizonyos fokig colonial morphológiájú telepek jelentek 

meg, molyek konidiumképzóse a hotorokarionokéhoz ha­
sonlóan gyér volt /Id, 5*. ábra/, A konidiumok mikrosz- 

képikusan nem bizonyultok eltérőnek a hotorokoricn- 

ról izolált konidiumokhoz viszonyítva. A "furcsa" 

telepek konidiumtartóinak morphológiája kétségtelen­
né tette a faj azonosságát, befortőződósről tehát 

nem volt szó,

A "furcsa" telepek konidiumai nem mutattak nagyobb 

csirázási hajlamot minimálon, mint a heterokarion 

konidiumai.
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iTripla rekombinánsok izolálása a "furcsa" tolopek ill1konidiumai közül; bizonyítók átmeneti diploid kép?
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A ^furcsa telepek konidiumainak genotípusát о kő­
vetkező modor, vizsgáltam meg:

II ItI

í'llü
4

■■

i1m
1 ■ 1

steril tárgylooezro kis csepp

steril vizbe kis kacsnyi konidiüra ----^ koni-
diunczám becslése /3-4000 db/

ííí <
1! iü m

i 1■ 4 -щ:
Ы

ITi
f

. : Ж

higiíás 10-os léptékben
у4/ ■ Iьщ.Gzélcoztés 2 ^/ml digitoninos ólcsztőkivonat 

táptalajra /ctreptomicin + OTC jelen!/
1

! Vi ¥

. >}ш
43 érc után egyes telepek képződtök, ezeket váloga­

tós nélkül kiscsősze ólesztőkivonatos táptalajok 

közepébe átültöt tara, majd 3 napig vényben 25 °C-on 

inkubáltam. Ezután levizsgálton az egyes izolátunok 

növekedését c következő táptalajokon :
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tA: minimál /а/

3: m -;-a den in /m +a / fÜRШiiliiGr ra-t-a+lizin ■f
ííi

3D; ra*a + lesein f'l i dy! I ffE; nna-<loucin+liiain
I? SmAz eredmények a következők voltak: S

Izolátun Táptalaj

A В c hiányraarker 

ade
1 adc, Icu ős ade leu lys

ade

D E

I 2 2 22
2 и
3 2 2 2 2

4 13 ade,'A leu és ade leu ■ ;
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i .Izolátun Táptalaj hiánynorkcr У;í I
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í|2г 22 ado
: .j &£& ' .

ado
ado lyo 

ado 

ado 

odo 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado 

ado
ado iou 

odo lyc leu 

ede 

ado
ado lyo 

odo leu
ado lyo

odo
ado lou 

ado lyo 

ode 

ado 

ado

!!о il32 i!!|7 l l 3 3 ]fl
I,8

3 2
9 m■id

a
22 22

10 1l l 1 II11 1 1l l 1
12 I

/*/ 2 2 3 3 i

ill.!!.!;!
13 l1 2 2/*/ I14 I2 3 3 3 Я

4ft13
/V 3 3 3 3 f10 ■'!3я!1 1 1 2

17 iff3 22 2/V I
if13

2 2 3 3 '4 4HI10
3 3 33

20 7!J3 3 33
21

I , i>-22 2 2
22

3 3 tins23
f3 ' I24 Vi

2 2 22
IS 22 2 2

iffl27 2 Ш<■‘"4

r!20 12 m20 2 3 i!II30 2 22 2
a31 12

32 l 1*•
»if

/*/ 333 2 3 2
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34 1 1 1® 
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2 3

a35 2 2 2 2
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hión^ggrkor

adó 

adó
adó lou 

adó
adó lya 

adó
odo

oda, lou éo adó» lyo,lot 

adó lou 

adó lys 

adc
adó lyo 

adó lou 

adó
ade lou 

adó lyo 

adó lou 

adó 

adc 

adó
adó lyo lou 

odo 

adó
adó, lou óo cdo,lys#iou íj§ 

ode if
odo 

adó

в вA § §л/ 2 22236 Л/ 2 2 2237
/♦/

2 233
222239

■

2240
1 1 1 24«

122 242
21-543

1 244
1 335

33 2340
147
12 -I40 í 12222 : ipl49
3350

ítl

3 351
■:

3352 mm жII2 2253 2 iRíll
í332 . 254 3
v33 255 2 Й

150 m
I3 33 357 %я

- ÜffiJ22 253 2
159 к

3 2 3GO 2
.361 3 3 2 {32 2G2 2 ■
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я a a кот; ic!i unok Ю-SD %-а Ырог csak hifi»** 

coirésatlan perad 

/</ » саек néhány "konidiüa** indul mag de 02 tipikus 

1зеай hotcrokarlcnt fejloost 

1* Г» 3,o crőo nüvokodóo növekvő intanaitáoool, 

Uonidiuú hífát hajt.

о többiи t

I
f■-Щ1pin dor. 1
5'Шi

■Шj

•íA tábláséiból látható, hogy о legkülönbözőbb eusatrCv 

rokon bin áno oka : füsl le a "furcsaM telep, do stabil 
tíiploidat non. Tehát га Ídölcgoccfí létrejőve oaorr- 

tÍtcue diploid 00jtnog ronc’kivOl lneteb.il, A esát-eóc 

UroDoasónn vceatóGocl nnotplsid képződésen kcrcoztöl 
Hogy végbe, A folienorhrtő gonetipопок о követkosSí::

3и
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■Ki
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1,/ adó” lyo” leu” tripla eu:cotráf 

/2*1, Б7. IzolétuD/
fiai2,/ ado” lou” ^ 

lyo
vugy ocic” leu” ^ 

udo~
I r-r “•lyo

ünouploití /2, 4, 44, 60, izolátUQ/ 

3,/ adó” lou” óo cdo” lyo” ezülöi tipuooíc

«ж 11fi-T1; <s
■J/bár ado-ro nésva rokoDüinánook io lohotncb/

eth izolátora
4

"ta|III -513, 23, 23, £3. 23, Ш♦ • *
:::I4./ Odó” 

adó“
aucuploid* i я’ll1QEoly honi di uu ezinton © két ozClői odo” cerkcrt 

tcrcull óg kló gyakorisággal önnagát / 13. 14, U, 

33. 36, 37, 33, izolátora/
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hp
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M.£ M *15./ A látszólag csak ade“ törzsek egy rószo valószí­
nűleg /ade“ 155/3 + ado“ ЗЭ/У hotorokarion, a 

többi pedig igazi egyraarkeres adó“ gonotipusú 

rokonbináns.

1
A!fí

s ijö
1

i
J" i ! 11■

■t1-ll
IA 2. tipusu anouploid gyanús tolepek aér élosztöki- 

vonaton is pásképp viselkednek. A telepek sokáig 

fehérek párodnak,konidiura képzésük lassabban indul 

oog aint a többi telepé.
Előzetes vizsgálatok történtok raár arra nézve is, 

hogy az egyes izolátuaokban levő odo“ aarkor о 39/1 

vagy a 155/3-e. Ennek oldöntésóre a 63 izolátuaot 

onosztopóziosal aogpróbáltara kerosztozni pindkét 

ade“ törzzsel /39/1 Ó3 155/3/. Ahol az anosztoaózis 

egyáltalán létrejött az orodaények a kövotkozőks
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jelen levő ade“
parkőr
89/1 + 155/3
155/3

Izolátua
széna

teljes genotípus 
odo loiJ ♦ 
ode 1 u lys
ade lou ^

lys

!Km2
4 i í•SJf Ц

ЗЭ/1
155/3
0Э/1
39/1

adó
adó
adó
adó

G
á7 m3 Ij.f10 IliMl12 39/1 4 155/3 

39/1 + 155/3 

39/1
83/1 4 155/3 

155/3
Q9/1 4 155/3

ade/ado dlszop 

odo/ade diozoa 

adó
ado/ade diszoo 

adó
ade/ade diszom
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Izolátum jolen levő adó* 
száma marker

collos genotipu3
Ili ■

;1 1I
• i
it IЯ20 89/1 ade

89/1 ♦ 155/3 ado + ade hoterokarion25 к,'
?’|HI.’I

I89/1 ado lou /szülői/ ~28 44*|j

Ifit
189/1 + 155/3 

155/3
ade/ade diszom с 

ade
33 Jinff
34

89/1 + 155/3 

83/1 + 155/3 - 
89/1 ♦ 155/3

ado/ado diszosn 

ado/ado diazom 

ade/ade diazom

36
37 ;:133

33/1
89/1

ado
ly'

ado lys dupla rekopbinón3
40 i!

.ül41 ’ ||

83/1 ♦ 155/3 fal lou 173
ado lou /ozülői/ ~

44

'Í33/145 if,’7:
39/1 ade47 i

'
.S351 155/3

83/1
ado leu dupla rokombinána 

ado lys dupla rokombinána52 й5|з
155/354 ado к:,:;

Bíi■ЗЭ/1
33/1
09/1
89/1

55 ado L
ado lys lou 

ado
ado lou +

:•
Ш57

iN59
60

Гуо
Q3/1
89/1

62 ado u 

ado
• •
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А sematikus diploid konidiuook gyakorisága fajtól
!függőón változik az egyes gombák eeetóbon, Általában 

1 I0*4 ás 10"8
I - <!

közötti érték /CaöSölton, 19G5; Day és 

Donos, 19G3/. Ezt az értéket különböző külső ágensok gs
alkalmazásával növelni lehet. Például, ha a hetero- 

kariont kámfor gőzével kezelték,a diploid gyakoriság 

10-lQ3-szorosára nőtt Aspergillus és Pcniciilium 

fajok esetében, mindamellett о kárnforkezoléo sok oáo 

osotben nen vált bo /Barron, 19G2» Berg óo Garber, 
1962/, A heterokarion UV besugárzása még hatáso­
sabbnak bizonyult Aspergillus sojoo /Ishitoni és ratsi, 

195G/, valomintabazidiunos Ustilago violacea esetében 

/Clements és mtoi, 19G9/, Az általam kidolgozott 

czüréoes dúsitáoi módszer cootlog még hatékonyabb ló­
hát , Ennek eldöntésére a jövőbon modell kioérletokot 

tervezők elvégezni, Kisórloteia során a ookfóle mód­
szer olkalmazáso közül csak az intracisztronikus 

komplomcntóció hozta иод о kivánt eredményt a T, 
longibrachiatun Qa 9414 törzse osetóbon, A minlaálon 

nagy tömegben növő diploid és rekombináns izolálást 

őrösén zavaró hoterokariotikuo elemektől többféle 

módon próbáltam megszabadulni /szűrés, differenciál 
contrifugáláo, coigoenzimoo emésztés/, sikertelenül.
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.*Sajnos ennek о fajnak a konidiunsnéreto csaknem akkora, 

laint q kianidospóráké, igy szétválasztásuk igon ne­
héznek tűnik. Más. apró konidiumú Trichoderao fajok 

ilyen szempontból biztatóbbak /pl. T. haráionum/. 
Mikroorganizmusom nagyon hasonló a Neurospora crasso- 

hoz. A N. crasoo esetében ncra lőhetett raindoddig 

somatikus diploidot előállítani hetorokarionok fel­
használásával, honon csak soknarkeres törzsek se-—

gitságével a szexuális ciklus során a neiozis hibáit 

kihasználva /Ssnith, 1974/. Az igy nyert dlploidok 

rendkívül instabilnak bizonyultok.
Mivel a sojtmagote fúziója gonatikoilag neghotározott 

folyanat /Oay ós Day, 1974; Koltin és tfapor, 19G3;
□yers óa Gootoch, 1975/. non kizárt az, hogy esetleg 

nős Trichodorna fajokban illetve a T, longibrochiatun 

nás törzseiben a sonatikus diploid képződés jóval 
gyakoribb jolcnoóg,
Munkáin sorén rutin genetikai vizsgálatok céljára a 

T. longibrachiotun Qn 9414 törzsre egy pozitív, dip- 

loidra illotvo onouploidro ozolcktiv genetikai rend­
szert dolgozton ki,
A módszer lényogo, hogy az intracioztbonikus konp- 

Icncntáció diploidban nagyságrendetekül огбзеЬЬ Ó3 

ozáltal a diploid növekcdéoo jóval gyorsabb, nint a 

hetorokorionoká /Foloy óo rotsi, 13G5; Day ós Roberto, 19СЭ/
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Másik megközelítési lehetőség as úgynevezett sejt­
maghoz kötött kontroll kihasználása, Többen beszá­
moltok orról, hogy bizonyos mutációk hotorokarion- 

ban egyáltalán nóta, dxpioidban viszont teljesen 

korapleraontálják egymást /Pontocorvo, 1363* Apirion, 

1362* Roborts. 1364* Scazzocchio, 1970/, Ha ilyen 

mutánsokat oikorülno előállítani T. longibrachiatum- 

ból Ó3 előzőleg biokémiailag Igazolni azt, hogy a 

konplencntációra diploid esetén meg van a lohetőéég, 

akkor egy nagyon tiszta pozitiv diploid szelekciós 

rondozor kidolgozására nyílba taód. Ezért munkámat 
a jövőben ilyen irányban i3 folytatom.

i
• 4J| 3

I!íl
■

'■■f V í

я
4:! íi

:■

-

A

: Я
■ ■i кI6 munka során előállított sokféle auxotróf mutáns 

kiterjedt koaploQcniációs analízist tesz lehetővé 

ennél a törzsnél áo a felhasználásukkal létrehozott 

hetorokarionok tanuloányozáoa lehetőséget teremt az 

általa termelt coiluláz komple;« genetikai hátterének 

mélyebb tanulmányozására, melynek gazdasági jelentő­
ségéhez nem férhet kétség.
A 15S/3 бз a 09/1 számú adó"* törzsek felhasználásával 
a legkülönbözőbb új rekomblnánsok állíthatók elő és 

tcnulmányozhaíóvó vált a sematikus croo3lng-över. A 

közoljövő feladatai lesznek* a kapcsoltsági csoportok 

számának megállapítása, a coiluláz produktivitás! gé­
nok Uromoszómáiis lokalizálása, valamint az enzimtor- 

molós szabályozásának genetikai vizsgálata.
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Munkán főbb orodnónyai a kővetkezők*

■IfJ]X* UV mutagcnczissel mintegy 900 ouxotróf mutánst 
/köztük 2 és 3 norkcrcc törzsek/ állítottam olQ 

ís Trichoderma longibraehiatua Qfl 9414 magos col» 

luláz produkciójú törzsből.
2, Anseztoicóziosal óa protcplaszt fúzióval a mutáns 

törzsök fel használásával hctarokarionckot hoztam 

létre és tanulmányoztad ezek tulajdonságait. Meg­
állapítottam, hogy ez a goabatörzs stabil hctero- 

karionokot képez, melyek csak konidium szinten 

szegrogólnak о szülői törzsökre. A hoterakarionok 

morphológiája, növekedésbeli intonzitáoa, konidium 

képzési rátája azonos a kiindulási protoróf olap- 

törsoávol. A lofüzött konidiumok között a szülői 
törzsek gyakorisága ljl.

3, A további vizsgálatokból az dorult ki, hogy a T. 
longibrachlatum nőm ideális rendszer q szomatikus 

diploid előállítására, mivel hoterokarionjóinak ko­
nidium ©zürlotábon viszonylag magos /5*10~5/ gyako­
riságú a hotorokariotikus ölem, e snivel ezek mini- 

málon növekedni kápooek erősön megnehezítik e dip­
loid törze megtalálását a csőszén, Totálizolál<Wi 
módszerrel 600 levizsgált minimálon növő telop közül
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Üegyetlen egy oon b&zcnyult diploidnck,
4. Megpróbáltad különböző külső ágensek alkalmazáséval 

a diploid gyakoriságát növelni.
A következő módszereket alkalmaztad» szűrése© dúoi- 

tás /melynek matematikai modelljét is kidolgoztad/, 

protoplaezt fúzió után létrejött heterakarian vizs­
gálata, hotorokarion összenyomása hiporoznotikus 

közegben, hidegben tartás, a hoterakarion ultra­
ibolya fénnyel történő besugárzása,
E módszerek alkalaazása пои orednényozott son dip- 

loidot, oon rokonbinánat#
2, Munkám további rószébon pozitív szolekcióa trend­

szert dolgoztán ki. A módszer lányogo az, hogy oz 

introciaztronikus konploroontáció diploid lllotvo 

anouploid állapotban gyornabb, orőtoljooobb növeke­
dést eredményez, mint hotorokarienban. A rendszer 

kidolgozásához adeniloazukcinát 3zintetáz~ban sé­
rült ado"-o3 törzseket heoználtan föl. Ezek közül 
a 1ES/3 és a 33/1 jelű törzs hozott létre lo3eú, 

pókháló szerű hetorokariont. Ezen törzsek mellé oo- 

géd auxotróf markere ltot építettem be UV nutageneziscol, 
majd megfelelő kombinációkban heterokarionokat hozton 

létre. Ezeket adeninnoi kiogászitott minimáion koni- 

diumkápzéerc készítetten, majd a lemosott konidiun- 

ozürlotet megfelelő arányokban minimál táptalajra 

csíkban felvittem. G napos inkubáció után 2,3*10"3
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Аz oIgő rósz a következő dódon ozámlthetós le­
gyen x,kezdetben diploid, sejtmag о hotorokarlon 

fialidjaiban ós történjék i< osztódás addig az ól- 

lepstig, anig a konidiun analízist végezzük, 
akkor igazi

H1
Ц;’

1I
..•íliT-rd кК • <2^ о T * rd ^ Л а /</X .

!*‘Ъ Я: É
У,

§.
ugyanakkor az őzen kezdetben diploid sejtmagod 

hoploidizációjóból eredő haploid rekocibinánook 

szánéi /Х-ot 1-ből beholyottositvo/

lií
' 11

I
ir

A-%/ ° T * rd ,/1-y /л/.1,0 X . к • í* ’S1 s .

Attól függően, hogy a használt narkerck о kronoszó- 

nában hogyan oszlanak acg, ezok között különböző
1 í

:

gyakorisággal lőhetnek prototrófok. Ma ezt a gya­
koriságot P^-vol jolüljükj 

T.PVJ
• rd SíÜl/1-УP, S31 5 I

A prototrófok ciásodlk róozo a következő dódon szó- 

raithatói

Mivel a flalidokba korülő X diploid t sojtnag arányos 

a tooti Gojtokben valaha is kialakuló diploid aojt- 

oagok /к/ szódával, okkor a fialidokba korülő haploid 

rokodbinánsok ozáaa is arányos ezzel.
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ril

|í I
,.... rd /<Г * rti.g, + rh2/__________

rh ♦ pw.rd./l-<5/[l ♦ 5 ♦ rh ♦ /rh2

Ь7]

D 1:1wоТГТТ ■ >
№ •1

2
ii 1

♦ rh *1/ /1 +
11 i

Is 1
FI

■

£
rd /q3 •» rh* ^2 + rh2« + rh3/

rh4 + pw»rde/l-<^ / j^X + S2 + rh*^ + rh2 *

+ ^ + rh + /rh3

D jtgj+a
H +p ; 1

3 ii
.Ml+ rh + I/ /Ы /1

Ъ S2 J
♦ rh2 П

' V 4 ■“ii

::Példa
ii I

Ha a diploid teljesen stabil ^ в 1 következésképp 

pw в 0 a képletek leogyszerüsödnok. Ebbenn az eset­

ben, ha pl. rd в 10

II;

-3 rh в IQ”4, okkor 1
! 'I

в 104
в 10-4 0 iO I } Dír , -тг ТГ 2.1о 'Ii

!Й!Tehát aár egy dúsitási kör is elongcndő. ■y
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