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BEVEZETES £S IRODALMI ATTEKINTES

A Trichoderma génuszt Persoon alapitotta még 1794-ben
/Persoon, 1794/, Az azéta elteolt cesaknem 200 év aiatt

a Trichoderma fajok rendszerezésében viharos véltozé-
sok térténtek, Az egyes fajok nagy morfolégiai hasone
lésdga miatt térténhetett meg az, hogy 1933-ben Bisby
csak 3 faj ldétezdsét ismerdi el: A fehér konidiumos
izoldtumok T, album a 26ld konidiumosok T, viride. vagy
T. koningii néven keridlnek leirdera /Bisby, 1339/,

Ez a felfogéds egdszon 13G9-ig tartotta magdt, és azt
eredndnyezte, hogy ezdp szédnmal jelentek meg /és wdg
jelenleg is Je{iennek meg/ kdzleményck, amelyekkel
kapcsolatban nem tudhatjuk, hogy a szerzék kisérlce
teikot végil is melyik Trichoderma fajjal végeztdk,
Rifai 19G9~ben elvégzett szdleskéri vizsgdlatai alap-
ién morfolégiai bélyegak figyelembevételdvel 9 faj-
=aggrogdtunot kildnitett eols T, pululiferum, T, polysporum,
T. hamatum, T, viride ; T, koningli, T, aureoviride-,

T. harzianum, T, pseudokoningii, T, longibrachiatum,
/Rifai, 1963/ Meghatérozé kulcsa némi gyakorlds utén
valdban j6l haszndlhaté, Kozleménye ota 1 Uj Trichoderma
fajt 4irtak le a szakirodalomban, A T, saturnisporiun-nak

elnevezett Gj fajt ez U,S,A.-ban izolalték /Hammill, 1370/,
A Szovjetuniébsl 1967-ben, tchdt Rifai kdzloménye elBtti

Uj faj /T. arachnoidea/ mibenléténck tisztézédsédra még



tovébbi vizsgédlatok lennének ezikedgesek /Kuriteyne
és Sizova, 1967/,

A kisérleteim alanyéul ezolgdld térze nomenklaturdjé-
val kapcsolatosen a fent vézolt okok miatt teljes a
ziirzevar, A tdrzs 8sdt e II, Vildghdbord végén izoldle
ték és akkor T, viride: -nek neveztédk el, Rifai 1969«-ben
a térzset T, longibrachiatum-nak hatérozta meg, ezt
azonban a térzzsel celluldz tormeldsi szempontbdl
foglalkozé kutatdk nem hajlanddk még me sem tudomdsul
venni /ld, pl, Hakansson és mtsi, 1978/, s8t Uj abban
Elwyn T, Recse tiszteletére T, reesci-nek hivjadk, nd-
velve az igy is eldg nagy nomenklatira zaevart
/Sternberg 4o Dorval, 1973; Ghoee és Sakai, 1979/,
Dolgozatomban ragaszkodtam a rendszortanilag helyos

T. longibrachigtum QM 9414 clnovezéshez, A QM 9414
torzs 8sdt /QMGe/ mint fentebb mér cmlitettem a

II, vVilaghébord végén Uj-Guinea Solomon nevid szigetén

éllomdsozd amorikeil katondk sdtreinak védeznérdl izo-
14lték és késSbb bebizonyitottdk, hogy & sétrak gyors
megrongdléddsdért valéban ez a gomba @ folelbs, Ugya-
nis oz a mikroorganizamus cegy rendkivil aktivAextra-
celluldris enzimkompleoxot termel, amoly még a8 kristé-
lyos dllapotban lev8 callulézt is képes glikédzig le=-
bontani, Az akkori katonai problémébél fontos ipari-
~nikrobiolégiai égazst sziletott az azdéta eltelt 3J év



alett /Reese, 1976/,

Egyre szédlesobb kérld vizsgdlatok kezdfdtek & cellu=-
1éz komplox wibenldétének folderitésére, Kildndsen
Uapén; Svédorszég és India éfdekl&datt @ téns irént
az Egyeeilt Allemokom és a Szovjetinidn kivol, Vizee
gélték a celluldz-komplex komponenee;f /Okada és mtsi,
1068; Wood, 1968; Hong és mtsi, 1976} Wood és McCrae;
1972; Okada, 1975/, Az endo= é8 oxo= 5=l,4 glukande
zok szdmdt illetfen sok ellentmondd eredmény jelent
meg /Cum és Brown; 13976; Berghen és Pettersson; 1974;
Gum és Brown; 1977; Sternberg,' 1376/, Nakayama szo-
rint o sokféle glukandz nem izozimje agynésnak; hanecn
@ gomba sajdt extracelluldris proteédzainak hatdsédra
jon létre cgy ondo- és egy exo/é~ 1,4 glukanézbdél/
/Nakayena, 1975a,b/, Széleskdrien vizegélték az ogyos
enzimek indukcidjat ds rzgrage;ié;ét 8 tenyédsztési kée
rilnények hatédsdra /Niaizéﬁ%};ig72; Gupta é9 ntsi,
1972/, valamint a celluldz lebontédsi mechanizmusét
/Berghem és mtsi, 1973, 1975, 1976/, A vizsgélatokbol
kiderult, hogy & celluldzt a glikédz repreeozalja; a
cellobidéz rossz inducer, viszont a Sophora japonicae-
bél izolélt diszacharid, s ezoforéz kivéld inducernck
bizonyult /Nisizewa és mtei, 1971; Loewenberg és
Chapman, 1977/.Ezek a f6leg elméleti kutatdsck megte=-



remtotték az alapot az ipari méretd kisérlotek vége
zésdéhez, molyck kézil a folyamatos Uzeml rendszorek
véltak be a legjobbsn /Ghose, 1369; Mitra és Wilke,
1975; Brown és Zainudeen, 1977; Peitersen, 1977;

Ghose és Sahai, 1973/, A viszonylag tiszta celluléze
zal folyd kisédrletokon kivil megprébédlkoztak kilénbédz8
hulladék celluldéz és celluldéz tartalad mezbgazdasdgi
nelldktermékok celluldzos hidrolizisével 4is, bizonyos
esotokben biztatd eredményekkel /Mandels és mtei, 1974;
Griffin de mtsi, 1974; Gupta ée nmtsi, 1973; vilela és
mtsi, 1977; Dhewan és Gupta, 1977; Ben-Ghedolia és
Marcipar, 1979, Peitersen, 1975b/, Hogy a téma irént
az érdoklddds egyre inkdbb fokozdédik, ,azt mutatja az
clmilt 3 évben megjelend sok értékes kozlemény /pl,
Gong 48 mtei, 1377; Shoemaker &s Brown, 1378a,b;

Wood és McCraoc, 1978; Hakkonsson és mtsi, 1978;
Sternborg dés Dorval 1979; Gupta és Gupta, 1979/,

A colluldz felhaszndlds két kiuldndscn érdekes lohotl-
8dgét mutatja bo két kézlomény, Peitcrsen T, viride-t
68 Candida utilist cgylitt tenyésztve prdbélta_a celluldzt
éleszt8fohérjévé dtalakitani /Peitersen, l975b/,
Trichoderma enzim folheszndlésdval cgy gyors ndvaekedd=-
8l Cosmarium zdldmoszatbél nyertok kénnyen protoplasze
tokat, Ennck még nagy jelentésége lohet a jévBbon j6l
hasznosithaté éllattakarményok olédllitésdban /Borliner



és Wenc, 1976/, ‘ :

_ A Trichodorma genusz azonbap nem csak celluléz tere
meldse miatt jolentfs, A celluldzon kivil egyes fajok
termelnek polygalaekturondzt /Fanclli és Carvone, 1977;
Fanelli és mtai;_1978/; xylanfzt /Hashimoto dés ﬁtsi,
1971; Baker és atai; 1977/. Annak révén, hogy exo- f/1-3/,
ondo=o, /1=3/ 48 endo /5/14/ glukandzokat termelnek,
nagy Jelont8sdgik ven a goabék-pfotoplaeztolégiai Ku=
tatdsaban /Jones és mtai; 1974; Hasegawa és nmtsi, 135693;
Tsunods és mtei, 1977; DeWies és woasela; 1972, 1973;
Bastido és mtsi, 1377; Stpiczki és Feronczy, 1978/,

Bizonyos fajok, _flleg @ T, viride. és a T, harzianum
nagy jelentfsdgre tett szort az erdészoti &s nezdgaz=
dasdgi bkolégidban sannak révén, hogy a Trichoderna
fajok a legeltorjottebb talajlakd fonalas gombdk kodzd
tartoznak /Daniclson 4s Davaey, 1973g Reeves és Horn,
1976/ Fentebb folsorolt enzimoeikkel rédezt vesznok az
elhalt novényi rdészek lebontdsdban, Ezen kiudl egyrészt
extracelluldris bontéenzimeiknok kd3szdénhetfcen, masrészt
antibiotikum termelédsik kbvetkeztdben més mikroorganiz-
nusokkal antagonizédlnak /Dennis és Wobster, 1é71a{/.
Igy ez ecrddszotben jelent8sck azédltal, hogy bizonyos

faronté gombédk eszeporodédsdt gadtoljdk két antibiotikum,
trichodermin ée trichodorm©Ol termoldsdk révén



/Hashiocka ds ﬁtsi. 1361 a,b; Komatsu é3 Hashioka,

1964 a,b; Siorota, 1976/, A trichoderninr8l kimutat-
ték, hogy az eukariota citoplazmatikus fehérjeszine
tézisnél hat, ezéltal, hogy a peptidiltranszforézet
gétolja /Tate és Caskey, 1373/ A mez8gazdesdgi jeo-
lentfségik abban 811, hogy bizonyos n&vénypatogén
gombék'szaporodéeét gdtoljdk, P&lddul: Fuearium cule
morum /Lail d4s Bruehl, 1288/, Pythium fajok /Fajola

ds Alasoadura, 1375; Lang, 1975/ Rhizoctonia fajok
/Llang, 1975;/ Typhula incarnata /Herder és Troll, 1973/,
Ennck mogfelelfen kisérletek kezdfdtek a Trichoderme
fajok bioldégiai védokezédsben tdrtén8 felhasznélisét
illeotBen, a legtdbb ceotbon sikerrel /Dubos és Richrd,
1974; Corke, 1974; De Trogoff és Ricard, 1976; Pottlc
és mtai, 1977; Hadar 48 mtei, 1979/, ElBzotes vizow
gélatok szerint bizonyos névényparazita nematodékkal
szembon a Trichoderma fajok szintén folhaszndlhatédk losz-
nok /Singh és mtei, 1976; Miller éda Anagnostakis, 1377/.
Talajlakd gombék lévén jelentés ezerepik van bizonyos
inszokticidek lobontdsdban /Matsumura és mtsi, 1968;
Tabet és Lichtoenstedn, 1376/,

Fokozott érzédkenységiket bizonyos ezteroid ezaponi-
nokkal szcmben kildnbdzd lucerna fajtédk mérgezfsaa-
ponin tartoladnak mikrobiolégiai mérédsére heszndljdk
fol /Scardavi és Elliott, 1967; Quazi, 1375; Pedersen,
1975/ ‘



Fotoindukcddt igdnyld sporuldcidjuk kivetkeztében a
morfogenetikal kutatdsok gyakori alanyai ’

/CGreseel éo Hartmann, 1968; Gressel és Galun, 1967;
Kumagai éo Odajy 1963; Betina 48 Spisiakova, 1376;
Botina és Zajacove, 1978 ap/, Vizeglltdk a T, virideu
falszintézisdt is intakt micéliumok, /Galun, 1372/,
valanint protoplasztok esetében /Bonitoz dés mtsi, 1975
a,b/., A gombacsoport 8kolégiai szercpét kordn fele
igmerve ds Rifei cikkdét megfeloléon felhasznélva
Danioleson ds Davey cesknem valemennyi faj bovondséde
val dtfogd fizoldgiai vizsgdkrot végzett ds azt ta=-
l4lta, hogy a cukoresszimilécid esetlog felhaszndl-
haté lohot a fajok biztonsédgos azonositdséra
/Danicloon dés Davey, 1973 b,c,d/,

A fontobb emlitett trichodormin-en kivil a Tricho=
dornék még tobb mds sntibiotikumot is termelnck, igy

a baktdriumollonos trichowiridint ds dermadint /Teoura
és atsi, 1375/, trichorin-A-t /Kataysms és mtei, 1377/,
valanint @ kutatésok homloktordben 4116 poptid antibio=-
tikumokats cyclosporin A-t /Ruegger dés mtsi, 1375;
Borel des mtei, 1976;/ cyclosporin C-t, /Traber és nmtsi,
1977/, suzukacillint /Ooka és Takeda, 13972, 1974/,
alamethicint /Mohr és Keinkauf, 1978/, valamint
trichotoxin A-40-ct /Irmecher ds mtei, 1978/, Vale=-
nennyi peptid antibiotikum kézde jellomzbjo ez erds



imounoszupressziv sajétsdg és az, hogy hatdsukat @
loukociték membrénjénak kilyukasztésa révén érik el
/Bossler és mtsi, 1379/, |

Kétségtolon jelentBeége ellenére e gomba genusze
ban komolyabb genotikai vizsgélatok még nem torténe
tok, Beszémoltak mér mutdnsokrdl a celluldz produke-
ciét dlletfen /Mandels dés mtsi, 1971; Morozova,

1973; Morozova és mtsi, 1375; Montonecourt ds
Evclaigh. 19773 Nevalainen és Palva, 1978/, éa @
ozerzbk rdszletescbb genetikai vizggdlatokat nem vée
geztek, Auxotrdf erbsitl markerok segitédgével tae-
nulnményoztak heterokarionok visclkedését konidium
képzdasbon sdérilt Aveinman és Galun, 1969/, valamint
pigment képzédsbon sérult muténsok esctdn /Greenshpan
esCGalun, 1971/ T, viridewe-vel, bér & faj azonossaga
kétsdgos,

Ahhoz, hogy cgy gombdbdl rekombinédnsokat éllitsunk
eld két Ut kindlkozik: a szexudlis dletciklus, ha
egyéltaldn létozik ds a paraszeoxudlis ciklus, ha lét-
rejottének nincs valamilyen akaddlya.

A mikoldégusok viszonylag ikorén felfedezték; hogy
bizonyos Hypocrea fajok aszkospéréibél nem Hypocrea
fejlédik ismét, hanem egy egdészen més morpholdgidid
gomba, mely morpholégidja teljesen azonos a Trichoderma
génuszra leirtakkal /Tulasne ée Tuldsne, 1865; Brofold
és von Tavel, 1891/, Azéta ezt a kapcsolatot késdbb



még sokan megerdsitették /Bisby, 1939; Dingley, 1957;
Webster, 1964; Rifal és Webster, 1966; Doi, 1966, 1968;
Roth.‘lgsgg Webster és Hale, 1972/, Tehédt a Trichoderna
fajok szexudlis folyaéztal biré;az Ascomycetes Hypocrea=-
les sorozatdba, Hypocrecaceae csaléddjéba tartozé gombék.
melyek “perfect™ alakjai a HypocwWea génuszba tartoz=-
nak, Ennek ellenére a kutaték a mai hapig nem hasznél-
ték fel ezt a lehetdséget genetikai vizsgdlatok cél-
jéra, Ennek f6Aoka az lehet, hogy a Trichoderma fa-

jok heterotallikusak azaz az ivaros folyamat lejdt=-
széddséhoz két kildnbsz6 parosoddsi tipus azakééges
/Webster, 1364/, A rendszertannal foglalkozdk viszont,
akik a természetben megtaldljdk és meghatdrozzédk a
Hypocrca alakot és ezdltal birtokdban lehetnédnek a

két pdrosodédsi tipusnak, nem foglalkoznak a genetikai
aspektusokkal, a genetikusok viszont rendszertannal

nem foglalkoznak, s igy képtelenek a Hypocrea faj
begyijtésére, illetve még azt is megkockdztatom, hogy
feltételezzem nem is tudnak a létezésérdl, nem ol-
vasvén a rendszertani irodalmat belenyugodnak, hogy
mikroorganizmusuk "fungi imperfecti® /1d, pl,

Weifmann és Galun, 1969/,

A szakirodalom szerint /Rifai, 1969/ a T, longibrachiatum
perfect alakja ismert és Hypocrea sweinitzii néven
irték le, ém sajnos annak idején Uj-Guinedéban csak

a4z egyik pérosoddsi tipust izoldltdk, s rdadésul a
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T. longibrachiatum igen ritka faj és kifejezetten triée
pusi elterjeddsu /Rifei, 19639/ Pedig a perfect alak
mindon Trichoderma faj esotdén rendkivil kcdvozﬁ

| morpholdgial felépitdsld a genetiked célzatd aeszkospéra
analizie széméra, ugyenis az érett esxkospérék a tormbe
tost feliletdére présel8dnek 4s a termStest foliletédn
nincsenck konidiumok, emelyek zavarhatnédk a genotikai
analizist, Emellett a moiozisban levd scjtmagokat mege
festve @ haploid kromoszémaszém 4-nck adddott, ami
szintén kodvezden alacsony 4rtdk a genotikadi analizis
ezéméré /Hanlin, 1365/,

A fenntebb ismertetoett akaddlyok miact @ szoxudlis
ut helyott a paraszexudlis 4t tint jdrhatdbbnak rckom=-
bindnsok clddllitdsdra,

Szomatikus diploidon keresztil létrejdtt rekombinédnsoo-
kat médr sok gomba esctdbelfdllitottak J,A, Roper
klasszikus kisdrletei déta /Roper, 1352/, Ezck kdzil
sorolok fel ndhdny pdlddt ez I, tébldzatban a megfo=-
leld irodalmi hivatkozdssal, kifejozetton csak fona-
laes gombdkre korldtozddva, A széleskdrd vizsgdlatoke
bél kideridlt, hogy a fonalasgombdk mind a szomatikus
diploid létrojotténck gyskorisdgédt, mind pedig a
18trojott diploid stabilitdsédt illetéon igen oltérd
médon viselkednek, A szomatikus diploid gyakoriséga
éltaldban 10™? és 10”8 kszétti érték /Caton és Day, 1977;



w 11 - N

Pontecorvo és Kifor, 1958/, a diploid stabilitdsét tekint-

ve pedig két 8 csoportba sorolhatéks

. ndv _ hivetkozde

 Basidiomycetes

Ustilago maydis.
Ustilago violacea
Schizophyllum comnune
Coprinus lagopus

Asconycstes

Asporgillus nidulans
A, sojac

A, oryzaa

A, amstclodani

A, nigor

A, fumigatus
Penlcillium expansum

Pe dtalicum

P, digitatuam

P, chrysogenumn

Fusarium oxysporun
Verticillium albo~atrum
Ascochyta imperfecta
Cochliobolus sativus

Cephalosporium mycophilum

Neurospora cresss

I, téblézat

Holliday, 1961

Day de Jones, 1368

Mills ée Ellingboce, 1969
Casselton, 1865

Roper, 1982

Ishitani é8 mtsi, 1356
Ishitani és mtei, 1358
Lewis de Barron, 1964
Pontocorvo és mtgi, 1953
Sorgmnace és Garber, 1963
Beraha és CGarber, 1965;
Barron, 1962

Strgymnace de mtei, 19G4
Strghnacs és mtsi, 1964
Pontecorvo éa Scrmonti, 1954
Buxton, 1956

Hastie, 1962

Sandcrson és Srb, 1965
Tinlino, 1952

Tuveson dés Coy, 1961
Saith, 1974

Néhény pdlda szometikus rekombindns el84llitdsdre

1./ Stabil diploid képzdss a diploid szédtosésdnck gya-

koriaéga < 0,1 %
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/Pl.t Aspergillus nidulans , Penicillium expangum /
2,/ Haploidizdléddesra hajlamos diploid a diploid spone
tén szdtosdsének gyakoriséga > 0,1 4.
JPl,s Verticillium alboe=atrum, Cecphalosporium

nycophilum, Neurospora crasea/

A gonetikal rokombindnsok nyerdse a 2, tipusndl nem jelent
kialsndsobb tochnikai nehdzségot /1d, pl. Smith, 1974;
Tuveaon dés Coy, 1961/, ém az l-es tipusnédl Ugynovezott
haploidizdld dgensck alkalmazdsdra van sziksdg ahhoz,
hogy genetikai enalizist vdgezhessink, Igy példéul ki-
terjedten alkelmazzék a p-fluerfenilalanint /Lhoas,
1961, 1968/, valamint a bonomylt és szdrmazékait
/Hestie, 1970/, Ezok a vegydletok a kromoszémédk moz-
gatdsaéban rdsztvevd mikrotybulusok fohdrjdihoz ko=
tédve megzavarjdk a mitdzis normdlis raondjdt ds
ancuploidokon keresztil haploidokat hoznalt létrc & szo=
matikus diploidbdl Morris és Oakley, 1373; Davidse
és Flach, 1377/, A diploid sojtmagban bizonyos gyae=
korisdggal Ggynevezott mitotikus crossing-over mogy
végbe, mely azt credmédnyeczi, hogy a haploidizédcid utén
haploid rokombinénsokat kapunk, A rendszer Jéi fole
haszndlhaté genctikai térkép@udsre is /Pontecorvo ése
Kéfer, 1958; Typas és Heale, 1978/

A szomatikus diploid olddllitdsdnak logegyszoridbb
és logtébbot alkalmazott mddszerc Roper auxotréfiae

~komplemontécids rondszerdnck hasznélata /Ropor, 1962/,
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& médszcr rutinszerit alkalmezhatéségdnak feltételeis

1.,/ a vizsgalt gombafaj vegetativ szaporitékdépe
Letekkel birjon skondidium/,

2,/ czcket nagy mennyiségben termelje

3./ & szeporitd képletek tébbeégikben geneotikai
szcapontbdl cgyfdlo sejtmacot tartelmazzanak,
azaz homokariotikusak legyenck,

Mint azt a kdésBbbickben ldini fogjuk a T, longibrachiatum
cgetében a 3, ponttal kapcsolatosan meriilnek fel probe-
lémdk, czérit szomatikus diploid eldallitdea czempont=
jébdl nem idedlis rendezer, Roper nédszorédnek ogymdst
kdvet8 lépdsed a kévetkezbk:

1,/ Mininum 2 db cgymdst komplemontdlni képos
stabil auxotréf mutdns cl4dllitdsa,

2./ A kit nutdns torzs keresztezédsdvol ninimdl
tédptalajon ndv8 heterokorion e¢lfdllitésa,

3./ A hoterckarionrél konidiundrése utdn 10%-10°
konidiua mindl tilsztébban /zavard heterokarie
otilkus slomecktfl mentescen/ tdrténd Gaszegylj-
tése,

4,/ A konidium szuszpenzid szdblesztése minimdl
téptalsira.

5./ A minimdlon névé telepek vizegdlata,

A heterckarion elféllitdsdra két lehetbsédg van, Az
cgyik a spontén enasztomdzis, amely kil8ndsen 4116

folyadéktcenyédszetben nagy gyakorisdgd, Bizonyos gombak
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illetve muténsok nom képosck az anasztomdzisra, Ezok-
ben ez csotekben protoplasztfizid felhaszndldsédval lo=-
het elfélliteni a hoterokariont, Ez a fiatal technika
nég kOldnboz6 fajok keresztezdéedt is lohctévé toszi
/pl, Koved és Peberdy, 1977; Pcberdy, ds mtei, 1977;
Anné és ntsi, 1975; Annéd és Eyssen, 1973/.
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ANYAGOK £S5 MODSZEREK

A/ Mikroorgenizmuss
Trichoderna longibrachiatum. Rifai;

M1 9414
Eredotos Ezt @ Trichodorma tdrzset az U,S, Aray
Natick Laborstorics munkatérsai az credeti Soio~
mon ezigeti CM Ga jelzdsl vad izoldtumbdl elek- N
tron besugérzéssal fokozott celluléztermeldsre
nomcoitettdk E,T. Recse vezotdsdvel,
Kapcsolgte a tdbbi térzzsels /Reese, 1976/
ATCC 13 631 QM Ga /vad izolétum/
eloktron sugérzds

%
ATCC 24 449 QM 9123 R~szores celluldz prodokcid/

uv
N4
ATCC 26 921 QM 9414  /4-szeros colluldz produkcid

Eqyéb jellegzotossedgoks
A torzs morpholégidjdt az 1, dbrédn figydlhotjdk

meg, A fialidokba mindig cesak 1 sojtmag keril és
ezutén a fialid a micéliumtdl egy pérus nélkili
vélaszfallal toljescn elhatédrolédik a konidiofor
tébbi ecjtjdétél Hammill, 1974/, Ez 8zt erodmée-
nyezi, hogy bédr nem ritke & 3«4 sejtmagvi konidium

som, @ konidiumok homokariotikusak leeznek, A kée
sbbbickben a diploid izoldlédst mognohezité hetoro=
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kariotikus zavard olemcket nem & tébbmagvi ko=
nidivmok jelentik, hancm & mérotikben & konidiumok
hoz koézel 4116 hoterokariotikus klamidospordk

/2. ébra/, A tiérzere Jeilemzd KHanidospérék

6-10 u dtmérdjd, gombalaku, vastagfald kitarté
apérék; molyock a hifa sojtckrdl apikédlisen vagy
intorkalédrisan fizdédnek lo, 3-8 sejtmagviak,

A perfect alak, a Hypocrea swoinitzii morpholde
gidjat és fejléddsdt illotfen utalok Hanlin munkdjéra
[Hanlin, 1965/,

B/ Tdptalajok, tenydoztési kérllmények, oldatok
1, Minimdl tdptalaj

0,5 % glakéz
0,5 % amménium ezulfét
0,1 % kélium-dihidrogen-foszfét
0,05 % magnézium szulfdg /7H20/
1,5 % Bacto ager
Dosztildlt viz
Nagyon fontos, hogy a minimdl glikdz tartalma kiscbb
legyen mint 1 %, kilénben a tdérze konidium kdpzdse
o szupresszélédik,
2, Kiegdszitott minimdl téptalaj
Usszetdétel mint 1, kiegédszitve szlkasdgletnok
megfoelelden
aninosavval 80y /ml
bézisokkal 50 +, /ml
vitaminokkal /Wedder, 1970/



1. 8bras Trichoderma lonqgibrachiatum
Konidiunmtartdk és konidiumok, /Rifai, 1383/
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2, ébra: Trichodorna longibrachiatum Qm 9414 klanidospdrél:

2 V=08 gliokéz 0,5 ) anadéniunszulifdt tartalnd
ninindlon, 600 x-o08 nagyités,
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4,

Se

S,
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Elosztbkivonatos téptalaj
1 % glokéz

0,6 % élesztBkivonat /0x0id/

1,5 % Bacto agar v, 2 § szdélas agar

desztilélt viz
Digitorinos téptalajok
Mivel ez a Trichoderme tdrzs rendkivil gyorsan
és szétteridlve n8, ahhoz, hogy egycs 2lopeket
kapjak szlksdégessd vélt telopdaszemyond vegyle-
let alkelnezésa, A digitonin a Digitdlis purpurca
ezterén vézas glikozidje crre a tdrzsro amdr igen
kie koncentrdcidben 4 crdson morfogén hatdsis
kolonial ndvekedést valt ki}IGINJhl minindl tépe
talajban 40-50 kdlénédlld telop létreohozdsdt to=-
szi lchotévé, /1d, 3, ébra/
Tépoldat muténs dusitdeshoz és diploid disitdshoz

0,1 % glikéz

0,1 % omméniunszulfét

0,1 7 kaliuadihidrogéndfoszidt

0,05 % magndzium ezulfdt

desztildlt viz

+ 20 p/ml stroptomycin + 5 4 /ml oxitotraciklin
Rutin tenyédsztési koridlményeck
A tenyédszetok leoltds utén 48 6ridra 30%-ra sd=
tétbo kordltck, majd szebahlre feényre, hogy a
konidiumkdpzde létrojbhossen /fotoindukdlt spo-

ruldcid/



3, dbras A digitonin morphogén hatdsa a Trichoderas
longibrachiatum Qm 9414 térzsre, Bel oldalt

6 h/ml digitonin, jobb oldalt kontrol.
Elesztékivonat téptalaj.
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7. Téptalaj kolonidl mutdnsok eldéllitédsdhoz
0,5 % élesztblkivonat /Oxoid/
| 1,5 % Bacto ager
ﬁ desztildlt viz
' 8. Stabilizdlt téprlajok
A protoplasztok regenerdciéjéhoz 0,5 M kélium-
klorid jelenléte biztositotta a megfelcld oz-

motikus kdzeget valamennyli elkalmazott tépta-

A R O R O

laj cscetén, A protoplasztok, élletve a PEGJol
/polictildénglikol/ fuziondltatott protoplesze
tok 0,6 M KC1 és 1 % Bacto sgar tartalamu fo=-
lilént6bu lettek bekeverve 40 %C-on / 8 ml

NN DT N B R

- WL

feldldéntd nagycsdszdnként/
9, Protoplasztképzédsi puffer /PKP/ /steril/
% 0,5 M KCL
; 1715 M foszfdt puffor pH = 6
: streptonycin, OTC /oxitetracillin/
10, Protoplasztkdépz6 elegy
L X csigaenzim
0,1 % . merkaptoctanol
PKP-bDen oldva, sterilre centrifugdlva
11, Fuzids oldat /steril/
25 % PEG 4000
50 oM Kélcium klorid
pH 7,8«ra dllitva 5 % NaOH=val

o e T R B e S

"';:;d°19°zatban szerepld “kiscsésze" megnevezés 5,5 cm, "nagycsésze
G 8nevezés 9,5 cn dtméréjo Potricsédszét jelent,




C/ MODSZEREK

1, Mutédnsol el8allitdsca &8s meghatdrozdsa

8./

A tuléldsei qbrbe folvételo
Valamoennyi mutdnst UV fénnyel térténd boe

‘sugérzdesal dllitotam cl4,

UV lémpas Philips 1xT UV 15 W

téptaiaj folszin « lémps tdvolsdgs 23 ca.,

A tilélési gorbe felvdteldndl édlesztdliiivo=-
natos téptalajt haszndltam digitonin jolene
ldtdben, 3 pérhuzamossal dolgozva 5 mésod=-
perconkénti id8kézdkkel tértént a besugédrzés,
Igy a besugédrzdsi 4d8k 0, S, 10 ,,. 105 mé=
sodperec voltak,

A ceészék kidrtdkeldsdro 3 napig 30 °C-on
torténd dnkubdcid utédn kerdlt sor,
Mutdnsedisitds

A disitdsra a jJol1 bevdlt szirdses dusitasi
technikat haszndltam /ld, pl, Catcheside,
1954/ bizonyos mdédositdsokkal:
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10 m1 konjdium szuszpenzié
- /3107 /ml konidium/

s
. 2,5-2,5 ml-enként besugdrozva nagy
csészében UV-vel 90 mésodpercig
sziirés G~2 szirén keresztil

éfmoaés}cehtrifugéléssal

Vv 5 X 100 ml dusitd tdpoldatba szétosztva

rézataés 30 Oc-on

20 ¢éréig, 200 fordulat/perc
szlirés G-~2 szirdn
Osszegyljtés

egyenletes szétosztds
v 4 x 100 ml dusité tdpoldatban

rézatés 30 °c-pn
20 é6rédig, 200 fordulat/perc

szirés /G=-2/

centrifugélés
V. _+ 4 ml sterilviz
0.1 m%/ ioo mz dﬂgité tdpoldat-
» s dan razatas

20-szoros higités 18 éra \\N
0,1-0,1 ml-ek digitoninos szlrds, centrifu-
dlesztbkivonat tgptalajra gélés + 4 ml ste-

ril viz

telepizoldl4a 0,1-0,1 ml=ek

HREEDIEes éieszédkivonat-di-

gitonin tédptalajra

telepizolélas
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A tobbi mutdns elddllitdsa hasonld elveknek meg=-
felelGen tortént, Megfigyelhetd volt, hogy a vad
tdérzsnél elérhetd magas szZntu dusitds a 3 dusitdsi
kor alkalmazdsa révén nem valdésithatd meg olyan
térzsnél, melyek mar hordoznak 1 vagy 2 auxotréfiat,
ugyanis ezek a toérzsek kénnyebben elpusztulnak a ré-

zatés koridlményei kozbtt,

Mutdnsizoldlds:

A digitoninos tédptalajon nftt cgycs telepekbdl kis
micéliumdarabokat vittem &t minimdl tdptalajra,
illetve, ha a muténskészités mér eleve mutdns
torzsbdl tértént,kiegészitett ainimdl tdptalajra
/14 db/nagycsésze/. 24 6érés 30 ®C-on tértént inku-
bédcié utédn a vadak l-2 cm dtmérdjli telepeket képez-
nei, a mutadnsok vagy egyédltaldn nem nének,vagy csak
1-2 mm=-rc ndéneck ki. Ezek a mutdns-
gyanis blokkok ezutdn élesztdkivonatos ferde agarra

keriltek és konidiumképzésig tenydsztettem &ket,



d./ A _hidnymarkerck mcgallepitdsa
/eeninindl taptaelaj/

14 nuténs

réoltas /14/ nagycsdszo

// ontb&n/
n + vitaminkeverdék m + 20 féle aminosav

m ‘
+ 4 félo bézis

zﬁ
énnyen ,
rovortal 12 db né
kidobva
1 db
rdoltva a 24 félc tép=
NV talajra
m + ogyos vitsninok § lizinos

/ ldb riboflavinos/

teucinos
mationinos
adenines

bizonyos aminosavakon
nd, masokon ncm

/ple 1iz + :

leoy <

ade «+

wmot -/

= anm =

a ammonia fceclhaszndldsi
kdptulonsdg

~ 0 o~ Q

Ezutdn a tobbi moghatdrozdsra keridld mutdnst elde
828r csak m + lizin; m + loucin; m + adenin; m tép=-
talajokra oltottan lo és csak amolyck a 4 muténs
€soport cgyilkébe scm tartoztak, kordltok kioltésra

tovébbi téptalajokra,
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2, Heterokarion clfallitds anasztomdzisgsl

2 nl dlosztbkivonatoe tépoldatot félkdémcsbbe mére
tem /1 % gl, 0,6 75 dleszatdkivonat, doszildlt viz/,
Lozdrtam kémcsbkupakkal, 10°-ig kuktdban ostorileze
tem, Leoltds @ két partner l=l kagcenyi konidigmé-
val, |

Ezutdn inkubdlds kovetkozik 3-4 napig 30 “C-on. A
képzbdott micelium korongot steril csapvizben ki-
mostam, nmajd minimdlos nagycsdsze kozepére hoelyoze
tem, A kinovd szcktorolk mibenlétée shotorokarion
vagy roverténs/ konidiumainak mindmdlon tértdnd

viseclkeddso alapjdn dénthetjiuik col,

3, Heoterokarion clééllitdsa protoplaszt-fuzidval

Mindkdt partnerrcl:

tonydsztdésy 0,1 § glikézos 0,5 5 dlesztdkivonat
tdpoldat 200 ford/min 30 °C /15-13 ora/

szirdo 4s 4dtmoséds DV-cl 0,53 om Atnérdjl
muanyag szurdén

!
| 4tmosédo protoplasztképzési pufforrol

+ 20 ml protoplosztdld oldat

1,5 6ra mdlva

szdrdés 0,5 cm vastag steril vetidn

0,5 dra éllés

centrifugdlds dtmosds PKP-val

N7
protoplasztszém mogdllapités birkorczdsscl
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A 3 B partner 107 ¢ 107 protoplaszt Gsszekeverése

10 mlecs centrifugaccdben

5' 4000 ¢

a PKP tcljes leéntésc

v
dledék + fizids oldat /1 ml/

kémecsd keverfvel felszuszpendde-
lés 10 poerc 8llas utdn

V

megfeleld higitdesban foluUléntdbe
keveréo

4
kidntds kilonfdlc alaptapwlajokra

4, Hoterokarion protoplasztaldsa
steril colofdn korlapok minimdl téptalajra

hetorokarion réoltde kia
micdliunblokkal

inkubdlas 24"

a tenydezctek dtholyczédso a
colofénnal

eteril protoplasztdld elegybe
/4 lap/20 ml elegy/
protoplasztélés 2 6ra

szirds vawén

4tnosds PKP-val

Vv
protoplasztszém mogdllapités birkorozdéssel
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EREDMENYEK

1. A tuldidsi qirbe felvételo

A torzs cléggé érzékenynek bizonyult UV fénnysl

szembens
besugdrzdsi idd tulélési 3

/adsodperc/

0 100

5 97,1
10 25,5
13 88,2
20 70,0
25 50,1
<0 50,2
35 43,4
40 33,5
45 23,2
50 23,2
55 21,0
50 18,4
35 15,0
70 13,5
75 12,5
30 1,0
38 2,7
30 8,0
a5 7,9
100 5,5
105 32

A muténsolk ©lédllitédsdhoz 20 mésodperces /8.0 %

tulélés/ besugérzést hasznéltam,

2, Az olfallitott mutdnsok
Az anyagok ¢e mdédezerok részbon ismertetett médon
821 cgymerkeres térzset dllitottam olf egyeten di-
9itdsi monetbon a prototréf Qm 94l4=es térzsbdl;

©zek marker szerinti megoszldsa e kévotkozly
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lizin 336 146 AAA+ ; 190 AAA -

leucin i53

adanin 137 25 pigmentképz8; 11 adenin spocifikus
netionin 35 2 wotionin spocifikus

emmdnia 33

riboflavin 40 /AAA al{eaninoadipinsav/
izoleucin 5]

arginin 13
threonin 1
egyéb 17 /ezek cegyikes leu” met” dupla/

A disitéds rondkivil oredménycs volt;2 dusitdsi kor
utén a toleopek 11,4 Sa volt auxotiréf, 3 disitési

kér utén pedig 87,2 =a.

A L00/3-a8 s6li ade” térzebB8l kdsziltok a kévetkezs

dupla nmutdnscokl:

ade” mot~ /22/1/

ade net” /12/2/

ade” lys~ /G/1/

ado” lys~ /G6/3/

ado~ pdu~ /20/2/ /pdx = piridoxin/

Az elsb mutdneizoldldsi kisérlotben kapott leu” met
dupla é6 az ade"pdx” /20/2/ duplédbél kiindulve tér-
tént a 3 markeres térzsck eclfdllitdsas

loeu” met -bols

lou net" col,

s colS cols colonial
- 0018 W 3 white
“ col10

“1

" yva
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ade " pdx”=b8ls
ade”pdx”1lys” 32 db
agydéo 32 db
jaszesen 84 db

Heteorokarionok =18411itdsa és vizsgdlato

1. Egymarkercs stabil tdrzsck felhaszndldséval

kdeziult heterokarion

ok

A kovetkezd hetoerckarionokat hoztam létro anasze

tomdzissels

H 1 lcu™ 14/3
H 2 leu” 21/1
43 loeu” 5/2
H, 4 leu” 21/3
H S lya” 13/3
H,6 lys 1l2/2

+ ado 3/1
+ ade” 11l/2
+ 1lys” 222
+ 1lys™ 1371
+  ade” 4/3
+ ada” 11/4

A heterokarionok mindogyikdt d4j minimdlos csdezo

k8zepdbe olrotrtam dt, nmajd miutén a tcelep o coée

szdt benftte 4s bekonidiumosodott, nindegyik hce

terokarion konidiumait megvizegdltan e kivetkezd

nédon g
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konidium szuszpenzid
gzirés G2-08 szirbn

3-107 konidium/nl
szuszponzld készitdse

10 x higitds

I
0,1 ol /csdszo :
digitoninos k//////
minindlra 4

107 x higités

100-100 telcp &

1zolalds 0,1«0,1 nleck a markorcknck mogfolce
léon kiegdszitott digitoninos
S ORA o ainindlra /a kdt patncr jolone
yeos 1étdnek ellendrzése a hotoroe

tds aininge

108 kiccode-
szan Konidiumos
4llapotig

karionok Altal termelt Xonidie
umok kozdtt/

"
konidiumok vie
aselikaedésdénaok
vizsgdlata
ainindlon

Ercdménykdnt oztiaptan, hogy:
a.,/ A heterokarionokrél olyan konidiumszuszpenzid
készithetd, nmelynock tolepkdpzd gyakorisdga igen

magas minimdl tdptolajon.



minimdlon novl telep/kiszélesztett
konidium /étlagosan/

H 1 5,2010™°
H2 3,2.10"%
H,3 8,4+10™9
H .4 5,0010"°
H .5 4,20107°
H G 3,1+10°

Sejinos viszont a lovizsgalt daszesen S00 tolop
ogyiko sem bizonyult diploidnak,konidiumai
egyiknek sca néttek minimdlon, EbbSl az kivotke=
=ik, hogy ha ldtozik obbfl a torzsbfl stabil
diploid, akkor eldforduldsi gyakorisdga a hotoe-
rokarionolk konidiumai kozbtt

Z 10"

Do/ A két partner cléforduldol ardnya a hoterokaricnok

konidiumai koézdtt minden csetben kézol 131 volt,

2, Haron narkeorecs nutdnsok 26z8tt latrohozott hotoroe

karionok vizaqgdlata
Az clgdllitott muténsok kozdl o legigdretesobbnek

az igen otabilan visclkedd lou"met™ w,, louTmot”
col, és ez ado"pdx"lys” /42/ térzs bizonyult,
A kiodrlotek zomét a

H.7 = lou met™ col; + ode™pdu”lys™ /42/

heterokarionnal vdgoztem cl, nivel a colonial marker



w 30 -

haszndlata a zavard hoterokarilonok jeclenléte cle
lendre is gyors reckombindcid bizonyitést tesz
lchotévé, Bizonyos cseatokbon viszont pdlddul
protoplaszt fuzidhoz & lou met™ wy tdrzs valt be
jobban, mivel czt kiénayecbb protoplasztdlni, nint
a colonial térzsot, Ilyon esotben tBhat a

H.8 = leu” met” wy + ade” pdef?éZ/
heterokariont hasznéltanm,
A hdrom markorcs mutdnsokkal a kdvotkezd diploid
vagy rokombindns clédllitdsdra irdnyuld kisdérlce=
toket végeztom cls

2o/ totdlizoldcid
b,/ szlirdses dusitds diploidra vagy hanloid
rckombinansra

co/ protoplaszt fizidé utdni hotorokarion
vizsgdalatao

d./ heterokarion dsszcnyomdsa hiperozmatilkus
kozcegbon

ce/ hidcgben tartds

f./ a hetorokarion UVevel tdretdnd Dosugdrzdoa

Az cgyes kisérloetclk oclmdloti hdttorc a kévotkozd volt:
a,/ Totdlizoldldsi mddszer:s
A ninimdlon noévd tolopek kézdtt blzonyos gyalkorie
edggal jolen lecheot a diploid tolep is, Ha oz a
mdg nem tUl sok munkdét igdényld 100 izoldtum kozott

biztonsédgosan mogtaldlhatd, akkor cz a médszor
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ncgfeleld lchet a rutin vizsgélatold céljgira,

Sziirdocs dusitdsi moédgzer

A ndédezer sajdt dtlotem valt; és ninden olyan
esotben jol alkalmazhaténak'tunik; ahol @ dip-
loid tolop jé konidiumképzé sajdtsdgokkel bir,
azaz megkozelitdlog dtlagosan ugyanannyit fiz
lo, mint cgy hoterokarion tolop.

A médozor ezon alapul, hogy cqyrészt, ha stabil
rutdnaok heterokarionidnak konidiumszirlotét
mininal tdpoldatban rdzatjuk, akkor csak a hoe
torokarionok, a diploidok, valemint a prototrdf
rokonbindnsok képeznok micdliumot, a keonidiunmok
tibbsdqgo viszont a kdt stabil auxotrof gonon
agyikét hordozvan nom csirdzik ki,

A rizatott tcnydszetet megfelold ozirdn atszirve
a szirdn fennakadt hifaszivoedakot ninimdl tépta-
lajba kovorve alféllithatunk cgy kovetkezd konie
diun gonerdcidt, mollyol ozt a procedurdt mogise
ndtelhetiik, Méardszt trividlis dolog, hogy ha a
hoterokarion de a diploid dtlagosan azonos szaau
konidiumot fiz le, akkor ha a diploid stabil,
minden egyes konidium diploid utddot hoz 1lidtro,
techdt reprodukdldai rdtdja = 1, a hoterokardion

viazont konidiumképzdse sordn szegrogdl 49 konie
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diumeinak tobbségo ecbben & szolckcids rendszerbon
elveszik. _ Esetinkbon igen kis gyakorisdggal
reprodukéljé bnnagét & hetorokarion /S.IG“F/. Ez
ahhoz wvezet, hogy a précadurét iondtalgotve a
diploid feldisul a rondszerben & hoterokarionoke
hoz képest, Természectosen cz csak akkor lehotsdégoes,
ho a kezdeti konidiumszdmot aokkordra valaszitjuk
neg, hogy ndr kezdetben is lcehesson benne diploe
id, A folsd hatér ilycn szempontbdl, asumcllycl

nég konycelmosen lchet dolgozni 107 db konidiuam,
Ezt L0 x 100 mleben rézetva a konidium koncontrie
ci6 10°/ml icez de oz mér olég alacsony &ridk
ahhoz, hogy az a konidium, amnouly gonetikailag
arre képos,a nininal tapoldatban valéban kicoie
rézzon, A kiszirt hifaszbveddket cdlsozerld nagy
felilatil tdptalajba kovorni alacaoony szénforrds
loncentrdcid wellott, hogy cgyrdszt biztositva
legyen hogy valamonnyi telep konidiumot tormoljen,
ndsrdeszt ez a konidiun monnyisdg dvszessdégibin
csaik olyan toémegu legycen, hogy valamcnnyilt to-
vébbvihessik a kdvetkezd disitdsi kérbe, ha cgy
disigdasd kor nem bizonyul clegenddnok,

A mddezerrol kapcsolatban sikcerdlt lovezetni cgy
olyan deszcflggds - rcendszort, amallycl a disitési

korok szdmdnask 48 a rcendezor ofjydb paramdtoreinck



birtokdban bocsiGlihctd s diploid tényleges gyokoe-
risdga, Sajnos éaltalénos képlet ncm adhatd mcg,
A képlotek az olsd 3 disitdsi kér utan e kivete
kozoks /Az dsszefiggésck részlotes lovezotdsdt

lésd a fuggelékben ¢0.oldaly
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Inlnagyarfdzats

diplodid
M+ o ° “hotoronarion =+ piratotroy rokombinang

rq = @ diploid gyakorisaga a heterokarion konidiunai
kozott

Fp = 3 hcterokarion gyakorisdga a hetorokarion konidiumad
kozote

Q = a diploid scjtmag stabilitdsi rdtdja
tchét, ha x diploid scjtmag osztdéddsa utdn
y diploid marad ¢ a <



p, = Attol fuggden, hogy a hasznélt auxotrdéf mar=-
kerck milyen mértdki transzhelyzetd kapcsoltie
ségban vannak a haploid rckombindnesok kézote,
kGlonbozd gyakorisdggal jelonnck meg protot-
réf,rekonbinénsok, P, 9zt mutatja mocg, hogy
a haploid rokombindnesok kézdtt mckkora a
prototrof rcokombindns gyekorisaga, shét

rototrdf rckomnbindns
Py = 55500 TiopIold ToKoRDIRGIS
A képlot lovezctdsdndl eltckintottem attdl, hogy
a diploid szétcsdéso sordn hetorokarionnd alakule
hat, mivel czok gyalkorisdga a kozdoti konidium-
szuszpenzidban mar elove jelen lové hoterokarionge-

kdhoz kdépost clonydszé,

Protoplaszt fuzids mddszor

Tangszdkinkon tobben tapasztaltdk, hogy a diploid
kialakuldsi hajlem a protoplaszt fuzid sajatos
kordloényei kozétt a rogonerdlddd Tdzide tormdle
ben mognévekszilkk, A magyardzat valdszinileg abban
rojlik, hogy a PEG-Ca’" ogyiittos kozolds hatéodra
a fuzid utdn ldétrejott hotorokariotikus protoplasze-
tok sok vizet veezitonok és czdltol a bennik lovd
sejtuagok cgymédshoz nyomdédnak, £z a kérllmény oll-
scgithetd a scjtmagok fuzidjdnak nagyobb gyakorie
abéggal téreend lojdtozédésdt,



d./ Usszenyomds hiporozmotikus lkézcgben

0o/

/

A mdédszer ldnyege ugyenaz, nint @ c, csotben,
azzal a kildnbséggel, hogy eokkel nagyobb témc-
gl sojtmagot magéban foglald hetorokariotikus
protoplazna is kénnyen kezelhetf, és hogy a
vizelvondst nem PEG=-gol, hancm magas CaCl,,
illetve KCl koncentrécid alkalmazdsdval valispie
tottam meg, A hiperoznézisos kozeldst cgyarant
olkolmoztam fiatal hetorokarieon tenyédszoetekro,

valanint a bclalﬁk képzott protoplasztokra,

Hidogbhen tartds

Toangzdkinlkén a Geotrichum candidum-mal kapcsolatosan
megfigycltdk, hogy hosszabb ideig a fuzidval boldleo
clB84llitott hoterokarionokat hidegben tartva, azol
nagy gyakorisdggal diploidizéldédiak, /Or, Forenczy
L3joss szdboli kézlds/. £z o mcegfiqgyclds inditott
arra, hogy czt a lchotdséqet is kiprébdljem a

T, longibrachiatum csotdben,

A hoterokarion UV besuqgérzésa

Clements ¢s nunkatdrsal 19G9-ben az Ustilago violaccs
dikarionjait UV fdnnyol bosugérozve rendkivil orde
tcljos diploid gyakorisdgi rata ndvcokedést tapaei-
taltak /Clements és mtsi, 1989/ A jolonséget minde



eddig mdg ncem siicerilt kieldgitSen mogmagyardzni, do
ez nem tartott vigsza attél, hogy e médszer alkalmaze
hatdéségat a T, longibrachiatum esctében megvizsgdljaon,
Az cgycs nddszerek elndletl hatterdnek ismorzetése
utdn a kovetkezBkben rdszlotosen ismortetem, hogy az

cgycs kisérbtcket hogyan végeztem cl:

a,/ Totélizoldcids Digitoninos minimdlra szélesztve

a hotcrokarion konidium szlrletdét,l100 telcpet
kiscsésze minimdlok kézeopdre looltottam, maid a
telepek megnévdse ds konidiumképzdsce utdn az
cgycs tenydszcteket a 40, oldalon  vdzolt nunks d-
ménak megfelelfien levizsgdltam,

Do/ Szirdgocs disitdai médszer:

0

>

médszer lénycge scmatikusan a kévotlkoezds
G db 1 hates heterokarion
'/nagycsészo/

konidium toljes lemosas
30 al sterilvizzel

gzirds Ge=l=cn

\% atmosds contrifugdldscal

2

10” konidium

egyenk8tes gzdtosztds
10 x 100 ml /disité minindlba

43 &ra, 30 °C, 200 ford/perc
NY razatés
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2 x 100 al

dusdtd tépoldat

\

szirds 0,5 mn=-eg nuanyag-
gziirdn 4tnosds

k bekoverdse

100 al 0,05 ) glukdézus minie
malba

10 csdszsro szétdntve

xonidiua kdpzds utdn storil
ecsattel kvantitativ lcmosds,
dsszascn 103 db lzonidium
jon ldétre

82Urads G=2=-n

atmosas

digitoninos mininal

)

100 teclep lovizgsgdldsa

c./ Protoplaszt fuzisds mddszor

A kdét parenoerb8l protoplasztokat készitcotten ;o

szolkdsos nodon fuzicndltattanm 8kot ds cedészdnkdént

5 i
10°-10" #0zids terméket konidium kdpzdsig felnoveolw

vc,a konidlumokat digitoninos minimdalra szdélesztve

a kindétt tclopok kozil 100-at ucgvizsgadltam,



do/

Co/

Usazonvomds hinarozmotikus kézagben

1. micéliumnal

A hoterolarionbdl celofdnon 24 4rés nicdliume
sziveddlot navelten, majd a colofdnnmal cgyitt
1M 03012 oldatba helyeztenm 2 4rdra, Ezutén
stcril csapvizben kimostam, maid a colofdnnal
cgyitt minindl tdptalajra fektotten ds 40 95.rn
hitdet minindl tdptalajjal a2 toenvédszotet ledne
tottcm., A hetorokarion a vékony folilsntd rdtce
gan konnycon atndtt és konidiumolkat ternelt. A
konidiumoket digitoninos wmininadlra szdl coztve

100 tolcpet megvizsgédltan,

2  r lagot

A mddszcror rdszon icirt modon a hotorokarionbsl
Rdszitotecwm. 1 M illotve 1,2 M KCl-
ban,10” protoplasztot 4 ordig allni hagytam, naid o
gtabilizalt minimal tdptalajra feolulsntlbon fole
vitecn, JlQegenoracid és konidium képzés utédn a
szokésos modon digitoninos minimdlra szdlosztottenm,

majd 10e=-100 tolepet vizsgdltam meg,

Hidcqben tartés

Minimal feldletén megnevelt heterckorionokat a
konidiumképzds clétti stédiumban hitészckrdépybe .
4-8 °C-ra helycztom és 1L illetve 2 hénap ailva
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25 9%-ra..A tenyészetck konidiumot képeztell, Die-
gitoninos minimdlra .torténd szdlesztés utan

100-100 teclepet vizsgélian,

f./A hetcrokaricn UV besuadrzdsa

Minimdl feldletdén megnovelt heterokarionckat “onie
dium képzés clitti stddiumban 45, 50,4s 20 ndsode-
porciq UV fénnycl besugéroztam, /UV lémpo:
tdptalaj felszin tavolsdga 23 cm,/

Ezutdn hegytem, hogy kenidiumckat hozzanak, A kip=-
z8déct konidiumokbdl megiclcené mennyisdgeket die-
gitoninos minimdlra szdlesztettem, majd 100-100
telepot acgvizagéltem,

Az a./y be/e du/s 0o/s Fo/ kisérlotoket o H7 lcu”
net” coly + ade” pdx” lys” /42/ hetcrokerionnal
végeztcen cl, a c,/ protoplasztfuzids kisérlotet a
HZ  lou” mot” wy 4+ ade” pdi” lys® /42/ hctorokeris
ennal,

Valamcnnyi kisérlat credményeksppon 2 ainimalon

novd tclcpok vizsgadlata a kdvetkezd ndéden tértént:



100 izoldtum
ninimalos kiscsészén, ko=
nidiumos &allspotig nevalve

A \ B

K
konidiumcsirézas konidium szuszpenzid
vizsgalata

5
a,/ minimdlon lm db
: 0,05 =08 glikdzos mi=-
b./ minimal : ggﬁgégxin nimé1/+ ade + pdx + lys
+ lizinen téptalajra

c./ minimdl + leu + met
tdptalajon

A konidiumcsirdzas vizsgdlattal el lehetett dénteni,
hogy a minimalon név8 tenyészet heterokarion-e,

A "B" vizsgalatsorozattal egy esetleges gyors diplo-
id képzddést koévetd rekombindcidt lehetett volna ki-
mutatni azaltal, hogy a col6 marker a nem rekombinans
szlldi genotipusra szelektiv téptalajon /minimdl + adc
+ pdx + lys/ megjelent volna, mint apré témér telep,

a szUldéi tipusu telepek pdédkhddszeri szdvedékénck hétterén,

Valamennyi kisérlet végeredményc negativ volt, azaz
Bem diploidot, sem rekombindnst nem lehetett kimutatni,
A sziréscs dusitédsos médszer esetdben a kiinduldsi ko-
nidium koncentrédcié 10° db volt, Ha figyelembe vesszik,
hogy a mddszernek lehetnek hibdi = és hogy a passzdlés

soran diploid tenyédszetck clveszhetnek, akkor azt lchet
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Bondani, hogy, ha cbbdl a mikroorganizmusbdl ldtczik
otabil szomatikus diploid, akkor cnnok gyakorisdéga
167 kérali értdk,

3, Pozitiv szelelciés rendszer kidolgozdsa

#Mivel a . rutinmddszerek nom vezottek erode-
ményre,ozilksdégessd valt cgy olyan rendiszor kidolgo-
2dsa, omcly alkalmazdsa o diploid tclepoket a hotoro=
karionok kézott morfoldglail vagy ndvckoedds intonzi-
téobeli kilsnbozfsdég folytdn vizudlisan kidzvotlenil
dszrevehotdvd teszi,

Ilycn rendszer kidolgozdséra megfelelénck mutatkozott
oz intracisztronilkus komplomentdcidé azon sajdtosséga,
hogy a kopplementdcid sordn ha a két cqgymdst komplo-
mentdld gén azonos sejtmagban van /diploid, vagy sncuploidy
akkor gsokkal tobb aktiv cnzin kdpzédik, mintha kialsn
scjtmagban foglal helyct, Ennck magyardzata az, hogy
z a komplementdcld tipus a fohérjdk negyedleges szer-
kozctdndl drvényesil, Tegyik fel pdélddul, hogy a szd=-
ban forgd cnzim dindér dllapotban létczik a scjtben,
tehat kot tbljescn azonos polipoptidlanc dsszckapcso=
lédasdval jén ldtro a negycdlegos szcrkezete, Ha most
a nikroorganiznusbdl sok olyan mutdnst kdszitink,
amely czen enzim strukturgdénjdében sdérilt ¢s a sdrue-
lés csok egy=-kdt aminosavceserét vagy kisobb deldciot

jelent, czekbdl pdronként hotcrokariont ldétrchozve
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kaphatunk olyan kombindcidkat, amely esetekben a mu-
tdcidé okozta konformécids hibat a dimérré térténd
6sszedllds valamelyest korrigdlja és igy a két kilén=-
b6z8 mutdcidt hordozé monomerekb8l 1létrejové dimerek
enzimaktivitédsa részben helyredll, Ez a heterokarion
novekcdésdét bizonyos fokig mér biztositani tudja
/altaléban a normdl heterokarionok névekaddsének
1-70 Y%=a \Woodward ds wmtei, 1858/,

De vajon miért ercdményez magasabb aktiv enzimszin-
tet az, ha a két mutdcidt hordozd gén azonos scjt-
magba kerdl?

A jelenség ugy magyardzhaté, hogy mivel a két rossz
génnek megieleld m-RNS azonos pontbdl diffunddl ki a
cipoplazmdba, megnd annak a valdszinisége, hogy két
kilénb6zd nutdcidt hordozd fehdrje mon oner ¢s necn
azonos nutdcidét hordozd 4lljon 8ssze dimerrd é&s hogy
aktivitdsat viszonylagosan visszanyer8 znzim j6jidn
létre /Foley &8s mtsi, 1365/

A szakirodalonban mdr igen sok aminosav bioszintd-
zisben rdésztvevd génrdl kinutattdk, hogy képes fe-
hérje komplementécidéra, Nekem cls8sorban azolkkal az
esetekkel vo%t érdemes foglalkoznom, melyekb8l mér
eleve sok muténs allt rendelkezdsenre,

Igy lizin, adenin, leucin és metionin auxotrdéfok,

Ezck kozul a metionin auxotréfok erds hdtteressdgik



ds backe-mutdcidés hajlemui niatct nar eleve kihagydsoe
ra kerultek, A maraddk hdrom auxotréfidval kapcsola=-
tosan a szakiiodalomban tébb kdzlemdnyt 4s taldltom,
anclyok intracisztronos koaplecmontdcildrdl szdmelnak
Lo mds gombak csctdbon, Igy Nourcspora crassas lys-5
/Ahmad ds Catchosido, 1965/ ad-38 /deo Scrycs, 1965/
lecu=2 /Gross, 13562/ ad=3 /Ishilicwa, 1302/ ad-4
Jilcadward &3 ntsi, 1388/, Tohdt nindhdronm auxorrdfic

caoportban meg vol: az osdly arra, hogy cdljaiunak

§~t

nogfeleld kdt tdrzsct taldljak, A munkd: clove loe-

szGkdrhotten biokdémial meghkSzclitdsscl, Igy a lyo=5
géntermdék a lizin bigszintdézis Gt clsd 1ldpdsdért fo-
lelés bomocitrdt szintctdz, tchdt az ilyen mutdnsck
néneit e A= gnino=- adipinsavon,

Igy ccalkl az L-d =amino=- cdipinsaven novd tdrasclict
vizggaltuk, dc ner taldltunk lassd hoterokariont,

A lcucipos torzsek a netorolkorion képzdsi vizsgdlatoke
wan thlaottan ndtteroonck bizonyultak, igy a figycle
mem az adenines nutdnsok felé fordult, Itt is mdéd
volt cldzotes Diokdémial beoszikitésre, ugyanis a
Neurospora ad-3 4o ad-4 nutdnsok adenin spocilfilkusol,

tehét ncm nénck hipoxantinon, viszont minden adonin

cpecifikus muténs vaqgy ad4 vogy ad-3 nmutédns, mivel

az IMpP > AMP biogzintdcis Grszalkaszon ndr coak

két conzimatikus 1ldpds ven:
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IMe -—1&9 adcniloszukeindat
adcniloszukeindt ..Eh.> AMP

1, adeniloszukcindt szintotdz == ad=3 /icurospora/

2, adeniloszukcinat |ié 2 5 ad-4 /ihcurospora/

A rondelliezésre alldé 137 adenin auxotrdfbdl Ll Di-
zonyult adcnin spocifikusnak, Ezekot pironként
anasztomdzisra késztetve egycten csetbon kaptan

cgy loocl clednte pokhaldezerdcn novekedd hictorokas-
riont, ancly hooszu 10-12 napos inkubacdd utdn is
csait lacsan vastagodort 4s javardszt szintelon Kkeonie-
diumokat 7uzétt leo gydr szdmban, A kdt nutens partucr
a 155/3 ds a 39/1 31°10 ade” torzs voik. A kot Lorace
061 o mar acgszokotr modon UV busugarzuassa: dupLa
auxotrovokat aLiitotram <ld, czukoi otaviiitsés Viioe

gLot utdn anasztoncuissel LIZUNYOS KOWDLLINICLSLLGH

{69

G

gszokercztoezioen, 9 igy cvildallitoittam & kévetkezd lace
SU HCtCrokarionokatw

Hy ade” 155/8 lys=25 + ade” 89/1 lcu ~12
H, adc 155/3 erg-il + ade” 89/1 lys =15
Hy ado” 155/3 arg=1l + ade” 29/1 lou = 5
Ho ade” 1553/3 acte=2 + ade 33/1 lys =15
H., ade” 155/3 arqg-2l + ade” 33/1 lou ~ 5

f Wy és Hy=ben az ocgyik ade” marker rovertdlt,/



A tovabbi részlotes diplodd illctve rokombinans:,
izléldséra irdnyuld kisérlctekot a Hy-as hctoro-
karionnal vdégeztem el,
A 4, abrén léthatd, hogy a hetorokarion hddrzdékony,
de csak minimdlon, adoninnoel kiegédszitctt wminimdlon
nér nom, A hddrzdkeonysdg cgyik ¢6 jellcocmzdjo a Fom
nérjc komplomentacidnak, A 155/3 ds o 33/1 tirzzcol
vigazotr akkunuldcids vdzogdlatok arra utaliak, aogy
cindkét tirze hipoxantint helimoz f21l, tehda: valiozie-
Sdintetdz
niloo nindkar cutdns az adenilosa vitcanskYaktivitice
ban odralc,
Czelkk a tulajdonsagoi, a lassd ndveliedds, necly adeal
jelenldtduen nelyrodll, a hédraédkonység ds az alape
28rzsek hipexantin 2lhalnozeésa arre utalt, hogy

valdban dncraciszireoniltus koaplencntdcidrél van szo,

Dipicdic lorogeés o kg onagium szuszacnzigrabsn g

A [klodrlot mogtorvozésdndl figyolombe vettca azt az
eshetdscéqot, nogy csctlegescn a diploid nagyon ine-
otabil vagy csak lassan tudja roprodukalni &nmagét.
va cz a helyzet, akkor olyan nheterokaricnakksl dol-
sozva, malyckndl az ! phlalidre vonathoztatott Yo
nidiumszén slacosony, negycbkbb az csaly a diploid
tzcldlaséra, Ilycn meoafontoldsbol a minimdlon meg-

nevele hetorokarionokbédl kis kockdkat 0,1 7 olidkdzos



4, dbra: A 155/3 ade” + 99/1 ade  térzs kézott lat-
recidtt heterchkarion hddrzéikenységs,
Balgol jobbra 25 OC, 30 OC, 40 ©C,
Felsd sor ninindl tdptalai, alsd sor adenine
nel kicqdszitett ninindl,

5, abra: A pdkhadldszeri heoterokarilonok kézstt megic-
lené “furcsa* tclepek,
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minimdlra Ultettem &t a s=zokdsos 0,5 {j-os helyett,
majd féyben 25 9C-on inkubdltam, Konidium érés

utédn steril ecsettel 6 nagycsészét teljescn lemos-
tam G-2-n szirten, majd centrifugdldssal atmostanm,

Az erednénys 1.28°10° db konidiumot /+ klamidosporat/
kaptanm,

Ez% 10 ml-ben felszuszpondaltam és 0,1l ml-cnként
csikban 100 nagycsésze minimdl kdézepén atlos csik-
ban felvittem, 6 napos 25 °C-on fényben térténd in-
kubdlds utén a gyér pokhdlészerl heterokariotikus micé=-
lium koézdtt 2.9-10"8 gyakorisaggal vastagabban novg,
bizonyos fokig colonial morpholégidjud tclepek jelcntek
meg, meclyek konidiumképzésc a hotcerokarionokéhoz ha-
sonldéan gyér volt /1ld, 5. dbra/. A konidiumok mikrosz=-
kdpikusan ncu bizonyultak eltérdnek a heteorokarion=-
rédl izoldlt konidiumolthoz viszonyitva., A “furcsa"
t2lepck konidiumtartdinak morpholdgidja kétsdgtclcn-
nd tettec a faj azonossagadt, befertbzbddsrdl tchat

nom volt szd,

A “furcsa" teclepcek konidiumai ncm mutattak nagyobb
csirdzédsi hajlamot ninimélon, mint a hctcrckarion

konidiumai,

Tripla rekombindnsok izoldldsa a “furcsa™ telcpek

konidiumai koézil; bizonyitdk dtmencti diploid képw

z8ddsres
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A'furcsa tclepelk - konidiumainalk genotipusdat a ké-

vetkez8 mddon vizsgdlian meg:

steril targylcmezre kis cocpp
steril vizbo kis kacsnyi konidium ——3 koni-
diunszdm beccslésc /3~-400C db/

higitds 10-cs léptskben

szdlesztés 2 yp/ul digitoninos dlcszidkivonat
taptalejra /otreptonicin + OTC jelonl/

48 Orc utan cgyes telepek képzddtok, ezcket vdloga-
tds ndllkil kiscsdszc dlcsztdkivonatos tdpialajok

2 2 ¢e - e “ard o "' o) O~ -
kozcpdbe atocleottam, nmajd 3 napig fényben 25 “Ceon
ipkubdltan, Ezutdn lovizsgaltan oz cgyoes izoldtumok

novckedésdt ¢ kovethkez8 tdptalajolions

A

ninimal /wy

B: m+adcnin /o+a/
C: n<o+lizin

D: m+a+ lcucin

E: m+a+lcucin+lilzin

Az credményck a kovetkezb6k voltaks

Izolditum Tdptalaij
A 8 c th] E hidnyaarlor
1 - 2 2 2 2 ade
2 - - -~ u 1 adc, lcu és ade lcu lys
3 - 2 2 e 2 adc
4 - - - * 3 adc, lou éds ade

Iy
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Izolétun Tapt ala]

A § ' g g § hiénymarker
36 ;:; 2 2 2 @2 ado
37 FaF 2 2 2 2 ado
33 - - 2 2 ado leu
33 S 2 2 2 2 ado
40 T - 2 - 2 ado lys
42 D T S - ado
42 T 2 2 1 2 ado
43 e e M 2 ado, lou és ade, lys,lot
44 - - - i 2 ade lcu
as " - 1 - 3 ado lys
46 3 3 2 3 ade
47 " m & - 1 ado lys
48 S - 2 1 ado lou
43 : 2 2 2 2 adc
50 L ™ - 3 3 ade lcu
81 L 3 - 3 ado lye
52 .- - 3 3 ado lou
53 " 2 2 2 2 adc
54 - 3 2 2 3 ade
65 . 3 2 =2 3 ade
56 N - = 1 ado lys lou
57 . 3 3 3 3 adc
58 - @ 2 2 2 ado
859 . - - ] 1 ade, lcu éde ade,lys,lcu
60 . 3 2 2 3 ade
61 . 3 3 2 3 ado
62 2 2 2 3 ado

o}
W



Jelnenyorézat:

# = a konldiunok 10-2G I~z kipcz csak hifdr, a tdbbi
colrézatlan nerad
/+/ = cacl nohdny "konidivn®” indel mog Ge oz tipilivs
Lacsl heterokardont fojlosat
i1, &, 3,8 ords ndveiredds nﬁveuva intcngitésea 1, aindon

konidiun nifas hug..

atlatd, hogy a leghilonlizdblh cuxolrdy
vcliombindnsoka: Tizd lc a *furcso® tolep, do ctebil
dipzaido* aom, Tehar oz Ldblogoscen Ldtrceléve sworoe
tilkue diploid oujinag roﬂr&ivn? instebil, A vzdtocic
rromogzina veeziGoocel anotplaid éprafddson keroomeill

peqgy vagbo, A folismurbetb gonotipusck o LEvnthoxils

i1,/ ade” 1lyg”™ low™ tripila suxe’rdf

/24, 67, 1zolétun/

2.,/ ade” lou” - vugy ade” cu” 2
lys ado” iys”

ancuploid /2, 4. 44, CO, izoldtun/

8./ ado” leou” de ode” lyo” czildi tipusok

/08r odoerc néave fokowmbindnsok io Lobotnoly/

i3

. R
e, 23, &4, 23,

Ty o0 B8TL 12018tUD

4,/ ado” . ancuploid
ade” :

amcly konidiun szinton e két 620181 ode” morkort
‘teraeld ée kio gyalioriedgpal énmagét / 13, 14, Lo, 1C,
33, 36, 37, 39, izolésun/
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5./ A latezdblag csak ade” torzsck egy részc valészie
nileg /ade” 155/3 + ade” 89/Y heterokarion, a
tébbi pedig igezi egymarkeres ade™ genotipusi

reckombindns,

A 2, tipusu snouploid gyenus tolepek mar délcsztlki-
vonaton is maésképp viselkednck, A teleopck sokdéig
fchérek maradnak,konidium kdpzdsik lassabban indul
meg mint a tobbi telepéd, |
ElSzotes vizsgdlatok tértdntok mér arra nézve is,
hogy az cgyes izolatumokban levé ade” marker a 89/1
vagy a 155/3-c, Ennck eldéntdsére a 63 izolatumot
anasztomdéziscsal mogproébdltam keresztezni mindkét
ade” térzzsel /39/1 és 155/3/, Ahol az anasztondzis
egydltalan ldétrejott az crodményck a kévetkozdks

Izoldtum jelon levd ade” teljos genotipus
szdma narker ade 4., .%
2 89/1 + 155/3 ado 1ys
4 155/3 ade leu +
lys
6 83/1 ade
7 - 155/3 ade
8 83/1 _ ade
10 89/1 ado
13 89/1 + 155/3 adec/ado diszom
14 83/1 + 155/3 ado/ade diszom
15 89/1 ade
16 89/1 + 155/3 ado/ade diszonm
17 155/3 ade

18 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
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Izoldtum jelen levs ade” teljes genotipus
széna marker
20 83/1 ade
25 83/1 + 155/3 ade + ade heterokarion -
28 89/1 ade leu /sziléi/ -
33 89/1 + 155/3 ade/ade diszom
34 155/3 , ade .
36 89/1 + 155/3 _ ado/ade diszom
37 83/1 + 155/3 - ade/ade diszom
38 83/1 + 155/3 ade/ade diszom
40 83/1 ade
41 89/1 ade lys dupla rekombindns
44 89/1 + 155/3 ade *

ade lou lys
45 83/1 ade lcu /sz0léi/ -
47 89/1 ado
51 155/3 ade lcu dupla rckombinéns
52 89/1 ado lys dupla rokombindns
54 155/3 ade
56 39/1 ade -
57 . 89/1 ade lys lou Y
59 89/1 ade
Go 89/1 ade leu +

Tys

G2 89/1 ade

83 83/1 ade |



Bér az adatsor még nem teljes, ennyi mér most is
lathatd, hogy a 89/1 és 155/3 ade markerok ugyancsak
kénnyen alkotnak Uj tipusl dupla auxotrdéf rekombindnst,
mind leu mind a lys markerrol, Valdszinunek latszik,
hogy mind a hérom lokusz Jado, lecu, lys/ mds-nds kro-
moszdémdn van,

Mivol a 155/3 és a 89/1 kézdtt + rekombindns nem jott
ldtreo,0z is aldtdmasztja, hogy a két marker vagy azo=-
nos, vagy szorosan kapcosolt és hogy valdban intracisze-
tronikus komplomentéciérél van szd

A tobbi izoldtumban levd ado markorck azonositdsa
ismételt anasztomdézis teszttel, illetve protoplaszt
fuzidval joelenleg van folyamatban,

A tdbbi lassi hotcrokarion vizsgdlatdra a kdzeljovi-

ben kerdl sor,
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MEGVITATAS

A pomatikus diploid konidiumok gyakorisége fajtdl
fuggdon véltozik az egycs gombék esetébon, Altaldban

10.4 ¢és 10-8 kézdtti érték /Casselton, 1965; Day és
Jones, 1968/, Ezt az értéket kialdénbézd kilsé agensek
alkalmezdsdval névelni lchet, Példéul, ha a hetcro=
kariont kémfor gbzével kozolték,a diploid gyakorisdg
10-10°-szorosédra nétt Aspergillus és Pendicillium
fajok esctében, mindamellett a kdmforkezolde sok més
csetben ncm vélt be /Barron, 1962; Berg és Garber,
1362/, A hetcrokarion UV besugérzédse még hatdso=
cabbnak bizonyult Aspergillus sojac /Ishitani és mtsi,
198G/, valemintabazidiumos Ustilago violacea esectében
/Clcoments ds ntoi, 19G9/, Az éltalom kidolgozott
szirdéses disitdsi médszer csotlog még hatdkonyabb lce
hot, Ennck eldéntdésdre a joévBbon modell kisérlectokot
torvezok clvégezni, Kisdrlotoim sorén a sokfdlec méd=-
ozcr alkalmazdsa kozil ceak az intracisztronikus
komplementdacidé hozte meg @ kivant erodmdnyt a T,
longibrachiatun Cn 9414 tdérzsc csctébon, A minimélon
nagy témegbon névé diploid és rekombindns izoldlést
or8isen zavard hoterokariotikus clecmokt8l tébbféle
nédon prébdltam mogszabadulni /szirds, difforoncial

contrifugdlds, csigacnzimos cmdsztds/, sikertclendl,
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Sajnos ennek a fajnak a konidiummérote csaknem akkora,
mint a klanidospdrdkdé, igy szdtvdlesztésuk igen nce
héznek tinik, Mésiapré konidiumd Trichoderma fajok
ilycn szcmpontbdl biztatdébbak /pl. T. harzianun/,
Milkroorganizmuson nagyon hasonlé & Neurospora crasso=-
hoz, A N, crasea csctdbon ncm lchetott mindoddig
somatikus diploidot clédllitani hetorokarionok fole
haszndldsdval, henecm ceak sokmarkeres térzsck see
gitsdgédvel a szexudlis ciklus sorén a mciozis hibdit
kihaszndlva /Smith, 1974/, Az igy nyort diploidok
rendkivil instabilnak bizonyultak,

Mivel a sojtmagok fuzidja gonetikailag mcghatérozott
folyamat /Day ds Day, 1974; Koltin és Rapor, 13963;
Byers ds Goctsch, 1975/, nom kizért az, hogy csctlceg
més Trichoderma fajokban illotve a T, longibrachiatun
més torzscibeon a somatilkus diploid képzddds joval
gyakoribb jolcnedg,

Munkdinm sordn rutin goncotikai vizsgadlatok cdljéra a
T. longibrachiatum On 5414 tdrzsrc egy pozitiv, dipe
loddra illotve oneubloidra szoloktiv gonetilkai rcond-
szort dolgoztam ki,

A nédszer lénycge, hogy az intracisztbonilkus kompe
lementéeld diploidban nagységrendcekkel créscbb dés
czaltal a diploid névekoddse jéval gyorsabb, nint a
hetorokarionokd /Foloy és mtsi, l3G65; Day &s Roberto, 1069/



Masik megkodzelitdsi lehetdsdg az ugynevezett sojt=-
maghoz k8toétt kontroll kihaszndlésa, Tébben boszd=
moltak arr6l, hogy bizonyos mutdcidék hetorokarione
ban ogyéltaldn nca, diploidban viszont tcljesen
komplemeontdljsk egymdst /Pontecorvo, 1963; Apirion,
1962; Roberts, 19G4; Scazzocchio, 1970/, Ha ilyen
nutdnsokat sikeriilne olddlliteni T, longibrachiotume
b8l &s clézfleg bickdmiaoilag igazolni azt, hogy o
komplonentédcidra diploid esctdn meqg van a lohetdddg,
alikor eqy nagyon tiszta pozitiv diploid szclokeids
rondszor kidolgozédsdro nyilna mdéd, Ezért munkdmat

o jévBben ilyen irdnyban is folytatom,

£ munka sordn elfallitott sokidle auxoird? mutdns
kiterjodt konmplomcntdcids analizist tesz lehotdve
cnndél a tdrasndl ds a felhaszndldsukkal 1ldtrchozott
heterolkarionok tanulményozdsa lchctdségoet teremt az
dltala tormolt colluldz komplex genotiliad hattordnok
ndlycbb tanulndnyozdsdra, melynek gazdasdgl jolentde-
sdgéhoz nem fdrhet kétsdg,

A 155/3 85 a 893/l szdml ado  térzsck folhaszndldséval
a lcgkiGlonbszdbb Gj rokombindnsok 8llithatédk old dés
tanulmdnyozhatdva valt a somatikus crossing-over, A
kozoljovd fcladatai lcsznoks a kapesoltsdgi csoportok
szdmdnak mcgdllapitdsa, a celluldz produktivitdsi gé-
nok kromoszémdlis lofalizdldsa, valamint az enzimtore

mclés szabdlyozdsénak genctikai vizsgdlata,
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USSZEFOGLALAS

Munkdn T6bL craednényei a kovetkozlk:

1.

UV mutagenczissel wmintogy 900 auxotrdof muténst
Jkéatilk 2 48 3 narkeres térzosclk/ &llitotten eld

@ Trichoderna longibrachiatum QM ©414 mages cole
luldz produkceidijd tdrzabbl,

Anzeztomdzissal {¢s protoplaszt fuzidval a mutdns
tdrzock fel hoszndaldsdval heterokarionckat hoztaem
létre és tarnulminyoztam ezcek tulajdonségais, Mog-
éllapitottam, hogy ez a gombatérzs stabil hetero-
karionokat képoz, melyck csak konidium szinten
szeaqrogélnak a s=zillGi térzgoekre, A heterckarionck
morpholégidja, névekedsésboli intonzitdsa, konidiun
képzéel rdtéja azonoa a kiinduldsi protordéf alan-
térzsévoel, A lofizott konidiumok koézbtt a szulbd
térzsek gyakorisdge l:l,

A tovabbi vizsgélatokbél ez dorilt ki, hogy a T.
longibrachiatum nem idedlis rendszer @ szomatikus
diploid clédllitéséra, mivel hoterokarionjainak ko=
nidium szirletében viszonylag magas /5-10'5/ gyako=-
riségl é hetorokariotikus olem, & mivel ezek mini-
mélon nivokedni kdépesek erfisen mognehezitik e dip=
loid térzs megtaladlésdt a csészén, Totédlizolélds
médszarrel 600 levizsgdlt minimélon névé telop kézil



5.

cgyetlen egy scm bgézenyult diploidneak,

Megprébdltan kilénb8z6 kilsd agensck alkalnazéséval

& diploid gyakerisdgédt névelni,

A kivetkezd modszercket alkalmaztams sziréscs disi-

téds /unelynck matematikai modelljét is kidolgoztam/,

protoplaczt fizid utdn ldétraj8tt heterokarion vizge
gdlata, hetcerokarion dsszenyondsa hiperoznorihus
kizogbon, hidagben tartds, a hoterokarion ultra-
ibolya finnyol tértén8 bosugérzdsa,

& nddszarak allialmazésa nem ercdndnyozctt sun dipe

loidot, oon rokonbindnat,

Munkdim tovaisbi rdszddon pozitiv szeleleids nrond-
gzaert dolgazton k. A mddszer lényego az, hogy az
intraciszsronilius konplomantdcisd diploid illotvo
anouplald 4llapotban gyorsabb, er8teljosebb nidvskee
dézt eredménycz, mint hetorokarionban, A rendszer
kidalgozdsédlhoz adeniloszukecindt szintctéz-han sée
r0lt ado -0z tdrzscket heozndltam fol, Ezok %6zl
a 185/3 és o 33/1 jcld tdrzs hozott létrc lassy,
p8khalsd szard heterolkariont, Ezen t8rzsek melld so-
agdd auxotrséf markerckoet épiteottem be UV mutagcneziaaél,
najd megfalold kombindcidkban hcterokarionokat hoztanm
18tro, Ezcket adeninnsl kiegédszitett minimdlon koni-
diumkdpzésrc kés;$fcttem. majd & lemosott konidiume
szirlotet megfolold arényokban minimél téptalajra
ceikban felvittem, G napos inkubdcid utén 2.9'10'8
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gyakorisdggal a cséazdbon a normdlis hotcrokarione
tél kissd cltdérb,valamivel vastagabban és coloniale-
szeribben névd “furcsa®™ telepek jelentok meg. Ezok
kézdl egy tolep konidiumaibdl ogyés tenydszetokot
folnevelve lchetbévd valt o furcsa teclop dital le-
fizott konidiumok genotipusdnak meghatérozdca, Ki-
deriilt, hogy a "furcsa™ telep a leghkildnbdz8bb ro=
kombindnsokat _ tormeli, Ezcn kivil aneuploidolat
is létrchoz, do képtolen stabil diploidot létro=-
hozni,

Az crodményck azt mutattdk, hogy a T, longibrachiatum
Om 9414 térzsdben a eojtuagfﬁz}% viszonylag ritka
folyamat, A ldétrcjott szomatikus diploid 4dtncnotd,
rendkival  instabil és  tovéabbtcnydsztve azonnal
ancuploidokon korecsztil haploid rchkombinénookat hoz

létro,
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FOGGELEK

A szirdses diisitdési nddszer matcmatikai modellgo

Tegyik fel, hogy a sejtckben levé sejtmagféleségek
/diploid sejtmag, haploid vad tipusl rckombinéns
scjitmag, auxotréf rckombindns sojtmag, szdldi auxote-
r6f sejtmag/ @ hoteorokerion fialidjaibe gyekorisdéd-
gukkal arényosan keriilnek, Ha ezcnkivil még feltde
telezzik, hogy minden fialid figgetlenill attoél,

hogy milyen sejtmagot tartalmaz, azonos mennydiségi
konidiumot fiz lo dés hogy az egycé scjtmagfdélcedgek
osztdéddsi ratdjo azonog, a kivetkozOk adddnaks

Ha rd = a diploid clemck gyakorisdga a heterokarion
4ltal tormolt tolopkdpz8 cgysdgek kézott ¢s a hetoe
rokarion T db tclopképzé egységet tormel, akkor

czck kozott Terd diplodd van,

Jeldlje < a diploid sojtmag stabilitdsi rétajat,
akkor ugyanczon T telepkdpz8 ogység kdzott levd
haploid prototréf rckombindnsok széma kdét rdsz dsczo=-
gcként adhatdé meg, Egyrészt létrejonnck haploid proQ
totréf rokombindnsok annak kévetkoztdben, hogy a
fialidokba kerdld diploid scjtmagok /1-@/ gyakori=-
séggal haploidizélédnak, mésrészt a fialidok cgy
rdszdbo mér cleve ﬁaploid prototréf mag kerdl, aivel
a rokombindcid még a tosti . scjtokben leojatszdédik,
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Az clsb rdsz a kivetkezb médon szdmithatds lo=-
gyen xkezdetben diploid ; sejtmag o hetcrokarion
fialidjeiban dés térténjék K osztédds addig oz dl=
lape tig, emig a konidium enalizist végezzik,

akkor igaz;

T’rd /4]

XeKeQaToerd—> Xa

ugyanakkor az ozen kozdetben diploid scjtmagot
hoploidizacidjébdl oredd haploid rckombindnsolk
szdnas /X=ot l=b8l beholycttositve/

Rym X o Ko /1=f/ = T o rd /1= - /2/

ttdl flggbon, hogy a haszndlt markerck a kromoszde
maban hogyan oszlanak meg, czek kézdtt kiulsnbszsd
gyakoriséggal lechetnck prototréfok, Ha czt o gya-
korisagot P -vol jololjoks
Tep ord

N

Py= U% /1=-%/ /3]

A prototréfok mésodik rdszc a kévetkezd mdéddon szd-
mithatés

Mivel a fiaelidokba keriill8é X diploid ¢ sejtmag arényos
o tosti sojtokben valaha is kialakuld diploid scjt-
magok /k/ széméval, akkor a fialidokba korild haploid

rckombinénsok ezdma is ardnyos eczzcl,
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Mdgpedigs

kag:Xako/l-g/:Rz

K
R Terd
—-g- a8 K ¢\ "k » /1-3/ e T *°rd * /1-%/

Ran‘l'-rdczll-%/
%

és Py @ Ry P, = AR B :?2/1-§/ [4f

Igy @ T tolepkdépzb cgyedg kozott

Te P, * rd - TerdeP, /l=S /
R s s A
s TP, o rd /1-(5/’/1 + 1 / prototrof van,
W = 7 =
5 =
Ily médon dusitds cléte

Hotorokarion H_ = rheT

(v
Diploid D, = rdeT
Prototréf rokombindns: Po® T pw. rd . /1=¢/ [% + lé
S g
Igy a szdmunkra lénycges erény:
D » rd
H+P o rh+pwerd/1=¢/ /L + 1/

¢ Q2
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Egy dusitdsi kér utdns

rd %+ pd. rh

s pu o rde/l</ + /rh+l/ /i_ " %1_2 / -ew‘.,j,@-%;
|

D
L v

figyelembo véve, hogy a prototréfokat mostmédr Terh

hetorokarion termeli, illetve T-rg dipleid.

Kettd dusitédsi kér uténg

D = rd_ec? + rderh* % + rh®.rd

WP, 4h° + /rde< + rderh/ /13/ pw + puerd /=4 +

« /ri2 4 th 1/ fL + L / puerde/led/
¢ T2

!

Hérom dusitédsi kér utdngs

3 2 2 3
D o ¥d°*S + rderh*d + rh€erd*y + rh¥erd
N 3 rh4r+ /rd.Q)é < rd.rh.$ + rﬁzlrd/ /1-«5/ .

o pvi + pwe /1-%/ /rd'% + rderh/ + pwerd /1-§/4
s /eh3 4 rh® 4 rho+ 171 4 L/ pw e rd /1-g/ |
9 9

Egyszorisitves
D rd £ %+ vh /[

H+ P, - - puerde/1=¢/ [1 ¥ fEReds /'%" ¥ '!]g" Z/J
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2 2
D - rd /G° <+ rhed + rh%/
H 2 rh™ «+ pw.rd./l-g/[l + S’ + rh ¢ /rhr-b-. .

o

. +rh el /L + )
g 52’]

D rd /35 + rhe 22 + rh%. & 4 ph3/

‘o -
s e 3 rh . pw'l‘d'/l-%/‘_l + %2 + rhed + rhz * o~

V. + g + rh + /rh3 + rh2 +rh +«1/ /1 + 1/
5 4
Pédlda
Ha a diploid tcljescn stabil ¢ = 1 kovotkezdsképp
pw = 0O a kdpletek lcogyszerusédnek, Ebbenm az csote
ben, ha pl. rd = 1072 rh = 1074, akkor

4

D - D D a 10
0 el -,

0

Tehét mdr ogy disitdsi kér 4s elongends.
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