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1. Bevezetés

L. BEVEZETES

A Trichoderma nemzetség tagjai az imperfekt gombak koézé tartoznak, a Hypocrea
ascomyceta nemzetségbe tartozo fajok anamorf alakjai. Talaj- és avarlaké életmodot folytatnak
(Danielson és Davey, 1973), részt vesznek a talajba kertilt elhalt névényi részek lebontasaban.
Egyes torzseik extracellularis enzimeik segitségével képesek mas gombak sejtfalat feloldani
(Ridout és mtsai., 1986; Sivan és Chet, 1989), ezaltal parazitalni tudnak kiillénb6z6
fonalasgombakat, koztilk névénypatogéneket is (Lynch, 1987; Papavizas, 1985). Néhany torzs
mikoparazitizmusban fontos enzimeinek profiljat részleteiben is elemezték (Labudova és
Gogorova, 1988; Ridout és mtsai., 1988). A parazitalando6 gomba fonalain a Trichoderma
torzsek hifacsavarulatokat képeznek, majd appresszériumnak nevezett szivohifaikkal képesek a
sejtfal feloldasa utan belenéni a gazda gomba fonalainak belsejébe, és tapanyagforrasként
hasznositani azok sejttartalmat. A gombasejtfalat bonté enzimek felhasznalhatok gombakbol
torténd protoplasztképzésre (Beach és Nurse, 1981; Kitamoto és mtsai., 1988). Szamos
gombaellenes antibiotikum termelését is kimutattak e fajokbol (Dennis és Webster, 1971 a, b;
Ghisalberti és Rowland, 1993).

A Trichoderma fajok j6 kompeticios képességiik és extracellularis enzimtermelésiik révén
kivaloan alkalmasak arra, hogy bellitk a névénypatogén gombak elleni biologiai védekezésben
felhasznalhaté biofungicid torzseket nemesitsiink (Benitez és mtsai, 1998; Manczinger és
mtsai., 2002; Papavizas, 1985). A nemesitési programok célja egyrészt az, hogy a gazda
gomba sejtfalanak bontasaban résztvevd extracellularis kitindz, glukanaz és proteaz enzimek
konstitutivan, nagy mennyiségben termelGdjenek, masrészt pedig az, hogy a torzsek a
kornyezeti tényez6k értékeinek szélesebb tartomanyaban legyenek életképesek. A
legigéretesebb biofungicid-jelolt torzsek a Trichoderma aureoviride, a Trichoderma hamatum,

a Trichoderma harzianum és a Trichoderma viride fajcsoportokba tartoznak.



I. Bevezetés

Munkank soran célul tiiztik ki:
kulonbozd fajcsoportokba tartozd Trichoderma torzsek novénypatogén gombakkal
szembeni in vitro antagonizmusanak vizsgalatat,
a biologiai védekezés szempontjabdl igen kedvezd sajatsagokkal rendelkezd T. viride
T124-es torzs esetében egyes extracellularis enzimek termelésének vizsgalatat induktiv és
nem induktiv kériilmények kozott kiilonb6z6 szén- és nitrogénforrasok jelenlétében,
kulonbozo fajcsoportokba tartozd mikoparazita Irichoderma torzsek extracellularis
enzimrendszereinek oszlopkromatografias vizsgalatat,
kilonbozé kérnyezeti tényezOk (vizpotencial, homérséklet, peszticidek, nehézfémionok,
antagonista baktériumok) Trichoderma torzsek novekedésére és extracellularis
enzimrendszereinek mikodésére gyakorolt hatasanak vizsgalatat,
mikoparazita torzsek jobb okofiziolégiai tulajdonsagokra to6rténd nemesitését UV-
mutagenezissel,

valamint transzformacios rendszerek kidolgozasat a hatékonyabb nemesités céljaira.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

IL.1. A Trichoderma nemzetség dltalanos jellemzése

A Trichoderma nemzetség tagjai mikroszkopikus fonalasgombak, melyek teleomorf
alakjai az Ascomycota torzs Euascomycetes osztalya Pyrenomycetes alosztalyanak
Hypocreales rendjébe, a Hypocreaceae csaladba tartoznak. Heterotallikusak, a szexualis
folyamathoz két parosodasi tipus sziikséges. Anamorfjaikat, melyeknél az ivaros szakasz
hianyzik, korabban a Deuteromycota térzs Hyphomycetes osztalyaba, ujabban a fent emlitett
Hypocreaceae csaladon beliil elktlonitett mitosporas Hypocreaceae egységbe soroljak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/tax.html). A nemzetségbe tartozo fajok elsé atfogo,
morfologiai bélyegeken alapuld rendszerét Rifai (1969) dolgozta ki, aki a fajok morfoldgiai
variabilitasa, két faj kozott atmenetet képezd formak sora, valamint kilonb6zé Hypocrea fajok
Trichoderma alakjainak egymashoz hasonlé morfologiai megjelenése miatt a hatarozasban
fajcsoportok hasznalatat javasolta. Azota a rendszeren tobb finomitast eszkozoltek, de a fajok
elktilonitése és rokonsagi viszonyaik pontos feltérképezése még tovabbra is folyamatban van.

A Trichoderma nemzetség morfologiai jellemzésével és rendszertanaval kapcsolatban t6bb
Osszefoglalo tanulmany all rendelkezésre (Bissett, 1984; Rifai, 1969). A Trichoderma
nemzetségbe tartozo torzsek rendszerint gyors novekedéstiiek, telepeik zold, fehér vagy barnas
szinliek. A telepek felszine kezdetben sima, késébb a kiemelkedd légmicéliumoktol és
konidiumtartoktol egyenetlenné valik. Harantfalakkal tagolt, szintelen fonalaikon gyakori az
elagazodas. Kitarto- illetve szaporitoképleteik a végallo, vagy kozbiilsé helyzetii sejtekbdl
képz6d6é klamidospérak, valamint az erGsen elagazd konidiumtartok végén elhelyezkedd
fialidok altal lefiizott konidiospérak, melyek szintelenek, sargaszoldek vagy zoldek lehetnek. A

morfologiai alapu fajmeghatarozas a fonalak elagazodasainak gyakorisaga és elhelyezkedése, a
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klamidosporak képzddésének viszonyai, a konidiumtartok szervezddése, valamint a

konidiumok szine, alakja és felszinének mintazata alapjan torténik.

I1.2. Trichoderma torzsek dkofiziolégiai tulajdonsagai

Egyes Trichoderma torzsek antagonista képességiiknek készoénhetben a névénypatogén
gombak elleni biologiai védekezés igéretes jeldltjei, potencidlisan felhasznalhatok a komplex
integralt novényvédelemben. A nemzetséggel kapcsolatos 6kofizioldgiai tanulmanyok
jelentésége oOriasi: a kiilonbozd kornyezeti stresszhatasok, mint példaul a kompetitiv
mikroorganizmusok jelenléte a talajban, a peszticid- és nehézfémszennyezések, az alacsony
hémérséklet és az alacsony vizpotencial jelentdsen befolyasoljak a Trichoderma fajok
életmiikodéseit. Ezért a biokontroll torzsekkel végzett szabadfoldi kisérleteket megel6zben
hasznos e paraméterek micélium-novekedésre, sporulaciora, kompeticios képességre,
enzimszekréciora €s in vitro enzimaktivitasokra gyakorolt hatasanak laboratériumi vizsgalata.

A Trichoderma nemzetséggel foglalkozo szakirodalomban fellelhet6k a hGmeérsékletnek a
sporacsirazasra €s csiratdmlo-novekedésre (Magan, 1988), micélium-novekedésre és
kompetitiv képességekre (Badham, 1991), szaprofita képességre (Eastburn és Butler, 1991) és
az in vitro extracellularis enzimaktivitisokra (Antal és mtsai.,, 2000) gyakorolt hatasaval
kapcsolatos kozlemények. Egyes kornyezeti tényez6knek, mint példaul a hdmeérsékletnek és a
baktériumok gatlé hatasanak a Trichoderma fajok kompetitiv szaprofita képességére gyakorolt
hatasat tanulmanyozta Naar és Kecskés (1998). A szerzOk szerint a Trichoderma fajok
kompetitiv sikerét legnagyobb mértékben a baktériumok gatlé hatasaval szembeni tolerancia
segiti.

A Trichoderma torzsek biofungicidként toérténd felhasznalasanak egyik legfobb korlatja

alacsony ozmotolerancidjuk. A talaj vizviszonyai a gombéak élettevékenységeit jelentOsen
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befolyasolé korlatozé tényezot képviselnek. Szaraz korilmények kialakulhatnak egyébként
kevésbé szaraz talajokban is az esds idoszakok kozotti kiszaradas kovetkezményeként. Mas
esetekben olyan novénypatogénekkel szemben lehet sziikségiink biologiai védekezésre, melyek
képesek szaraz talajokban is novekedni és betegséget okozni. A vizviszonyok erdsen
befolyasoljak a gombék életfolyamatait, tobbek kozott a novekedést (Luard és Griffin, 1981),
kritikusan hatnak a szaprofita képességre (Eastburn €s Butler, 1991; Magan és Lynch, 1986), a
gombak kozotti kolcsonhatasokra (Badham, 1991; Magan és Lacey, 1984; Pfender és mtsai.,
1991), a toxintermelésre (Cuero és mtsai., 1987; Niles és mtsai., 1985) és az enzimtermelésre
(Grajek és Gervais, 1987, Marin és mtsai., 1997; Sarrette és mtsai., 1992). Biokontroll
sajatsagi Trichoderma torzsek alkalmazasanak tervezésekor nagyon fontosak a vizviszonyok
kilonbozo életmikodésekre gyakorolt hatasarol szerzett informaciok.

A peszticidek biologiai védekezésben hasznalt 7Trichoderma torzsekre gyakorolt hatisanak
vizsgalata rendkiviil fontos, amennyiben a biofungicideket kémiai névényvéddszerekkel
kombinaltan kivanjuk alkalmazni. Davet (1981) a propyzamide nevii herbicid és 6t fungicid
(benomyl, quintozene, vinclozolin, thiram és prothiocarb) 7. harzianum szﬁbsztrétkolonizélé
képességére kifejtett hatasat vizsgalta. Két szisztémas fungicid talajgombakra, kéztiik 7. viride-
re gyakorolt szelektiv hatasat elemezték Abdel-Fattah és munkatarsai (1982). A Sclerotium
cepivorum altal okozott hagyma fehérrothadas gombaantagonistainak (Chaetomium globosum
és Trichoderma fajok) peszticidekre (captan, mancozeb, thiram, benomyl, és két dikarboximid)
valo érzékenységét is megallapitottak, és dikarboximid-rezisztens biotipusokat szelektaltak
(Kay és Stewart, 1994).

Bar szamos nehézfém (pl. réz, cink, kobalt, stb.) nélkiil6zhetetlen elem a gombak
novekedéséhez, nagy koncentracioban legtobbjitk toxikus hatasa. Morley és Gadd (1995)
toxikus nehézfémek Rhizopus arrhizus és T. viride, valamint agyagasvanyok altali megkotését

vizsgaltak. T richoderma fajoknal a nehézfémek megkotését (Lokesha és Somashekar, 1989) és
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felhalmozodasat (Ledin és mtsai,, 1996), valamint néhany nehézfém névekedésre,
sporaképzésre (Babich és mtsai., 1982; Somashekar és mtsai., 1983) és differencialédasra
(Frank és mtsai., 1993) gyakorolt hatasat vizsgaltak.

A Trichoderma torzsek hidegtlirésre, ozmotoleranciara, nehézfém- és peszticid-
rezisztenciara, valamint konstitutiv extracellularis enzimtermelésre torténd nemesitése hatékony
antagonista torzseket eredményezhet a névénypatogén gombak elleni bioldgiai védekezés

céljaira.

I1.3. Extracellularis enzimek szerepe a Trichoderma fajok antagonizmusiban

A Trichoderma torzsek novénypatogén gombakkal szembeni antagonizmusa
feltehetéen harom alapvetd folyamat, az antibiézis, a kompetici6 és a mikoparazitizmus
szinergista hatasanak az eredménye. E harom mechanizmus biokémiai hatterét gombaellenes
vegyliletek és extracellularis enzimek termelése biztositja.

A Trichoderma fajok altal szekretalt extracellularis enzimek alapvetd szerepet toltenek
be mind a kompeticid, mind a mikoparazitizmus folyamataiban. Természetes
talajrendszerekben a talajlaké mikroorganizmusok ko6zott kiterjedt versengés folyik a
korlatozott mennyiségben rendelkezésre &llo tapanyagforrasokért, pl. a szénforrasért,
nitrogénforrasért, nyomelemekért és vitaminokért. Ezekkel a korlatozo tényezokkel
kapcsolatos tapanyag-hasznositasi kisérleteket végeztek Jackson és munkatarsai (1991)
Trichoderma torzsek esetében. Manczinger és Polner (1987) 65 Trichoderma izolatum
szénforras-hasznositasi képességét vizsgalta 127 kilonb6z6 szénforrason. A nemzetség
rendszerezésében felhasznalhatd informaciok mellett az ilyen jelleghi tanulmanyok a
Trichoderma torzsek kompetitiv sajatsagaival kapcsolatban is hasznos adatokkal szolgalnak. A

Trichoderma fajok j6 kompetitorok, gyors novekedési képességgel rendelkeznek.

10
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Extracellularis enzimeik, pl. cellulazaik és xilanazaik lehet6vé teszik szamukra a talajban 1évd
noévényi maradvanyok gyors kolonizalasat.

A Trichoderma torzsek noévénypatogén gombakkal szembeni antagonizmusédban a
feltételezések szerint alapvetd szerepet tolt be a gombasejtfal litikus enzimekkel térténd
lebontasan alapulé6 mikoparazitizmus (Elad és mtsai., 1982). A felismerés utin a Trichoderma
hifik a gazda gomba hifdi koré csavarodnak, hifacsavarulatokat és appresszorium-szerii
képleteket hoznak létre, majd a sejtfalon at behatolnak a gazdasejtbe. Inbar és Chet (1992)
igazolta, hogy a lektinek fontos szerepet jatszanak a felismerés folyamataban: egy T
harzianum torzs hifai képesek voltak concanavalin A-val, vagy Sclerotium rolfsii sejtfalabol
szarmazod lektinnel bevont nejlonszalakon is hifacsavarulatokat létrehozni, melyek mintazata a
valodi gazdahifakon megjelent mintazathoz hasonlitott. Az extracellularis enzimek fontos
szerepet toltenek be a bejutas soran, és a gazdasejtfal lebontasaban egyarant. A Basidiomycota
és Ascomycota torzsekbe tartoz6 gombak sejtfala kitin és -glukan fibrillumokat tartalmaz
fehérjehalozatba agyazva, mig az Oomycota gombak {6 sejtfalalkotoi a B-glukan és a celluldz.
A gazda sejtfalanak megtamadasahoz a Trichoderma fajoknak olyan extracellularis enzimekre
van szikségik, melyek segitségével képesek ezeket a sejtfalalkotdkat lebontani. Rhizoctonia
solani, S. rolfsii és Pythium aphanidermatum fajok sejtfalanak lebontasaban a kitindzokat és f3-
1,3-glukanazokat talaltak a legfontosabb enzimeknek (Elad és mtsai., 1982; Sivan és Chet,
1989).

A kitin B-1,4 kotésekkel kapcsolodd N-acetil-gliikkozamin (GlcNac) monomerekbdl
felépiild biopolimer. Sahai és Manocha osszefoglalo tanulmanya (1993) alapjan a kitinbontod
enzimeket harom csoportra oszthatjuk: endokitindzokra, melyek interndlis helyeken
véletlenszeriien hasitjak a kitin mikrofibrillumot, s miikédésiik nyoman kitotetradz, kitotriéz és

diacetil-kitobiéz egységek szabadulnak fel, [B-1,4-N-acetil-gliikozaminidazokra, melyek a

11
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kitotetradz, kitotrioz és diacetil-kitobioz molekuladk nem redukalé végérdl GlcNac
monomereket hasitanak le; valamint exokitindzokra, (mas néven kitobiozidazokra), melyek
diacetil-kitobioz egységeket hasitanak le a kitin mikrofibrillum nem redukalé végérél. Ulhoa és
Peberdy T. harzianumbol tisztitott és jellemzett egy extracellularis endokitinazt (1992) és egy,
a fB-1,4-N-acetil-gliikkdzaminidazok csoportjaba tartozé extracellularis kitobiazt (1991). Az ezt
kovetd kutatasok soran ennek a gombanak a kitinbont6 enzimrendszere sokkal 8sszetettebbnek
bizonyult. Haran és munkatarsai (1995) hat kiilénb6z6 enzimet azonositottak: két B-1,4-N-
acetil-glik6zaminidazt, és négy endokitinazt. A feltételezések szerint a 7. harzianum
kitinbontd enzimrendszerének indukcidja valdsziniileg a mikoparazitizmus korai eseménye,
melyet a folyamat elsé 1épése, a felismerés serkent (Inbar és Chet, 1995). Nemrég tisztaztak
egy endokitinaz enzimnek a Trichoderma virens R. solani elleni biokontroll aktivitisaban
betoltott szerepét (Baek é€s mtsai., 1999): azon torzsek, melyek endokitinaz génjét mutacioval
inaktivaltak, csokkent biokontroll aktivitast mutattak, mig konstitutiv promoter mégé épitett
gént tartalmazo vektorral transzformalt torzsek a patogénnel szemben sokkal hatékonyabbak
voltak, mint a vad tipust torzs.

A B-1,3-glukanazokat (laminarinazokat) két csoportba sorolhatjuk: az endo-tipust
enzimek [3-1,3-kotéseket hasitanak a poliszacharidlinc mentén véletlenszeriien, révid
oligoszacharidokat felszabaditva, mig az exo-tipusi enzimek glik6z egységeket hasitanak a
szubsztrat nem redukald végérdl. Az elsd, kizarolag glukanokat hasitd Trichoderma B-1,3-
glukanazt 7. longibrachiatum-bol tisztitottak (Tangarone és mtsai., 1989). A T. harzianum -
1,3-glukanbont6 rendszere laminarinnal valo indukcié alapjan legalabb hét extracellularis
enzimbdl all (Vazquez-Garciduenas és mtsai., 1998). A gliikkdz valamennyi vizsgalt enzim
képzddését gatolta. Feltételezhetd, hogy ezek az enzimek kiilonbozd szerepet téltenek be a

gazda sejtfalanak bontasaban.



II. Irodalmi attekintés

Az Oomycota Pythium fajok elleni mikoparazitizmusban a Trichoderma torzsek cellulazai
is fontos szerepet jatszhatnak, elGsegithetik az antagonista bejutését. a gazda hifajaba
(Benhamou és Chet, 1997). A Trichoderma cellulazokat azonban foként ipari jelentdségiik
miatt tanulmanyozzak intenziven (Kubicek és mtsai., 1990).

A gazda sejtfalanak bontasiban mas, kisebb polimereket (fehérjéket, B-1,6-glukanokat,
stb.) hidrolizalo sejtfalbontod _enzimek 1s szerepet jatszhatnak. Flores és munkatarsai (1997)
bizonyitottak, hogy a 7. harzianum egy proteazt kodolé génjének emelt szintii kifejezbdése
fokozott biokontroll aktivitast eredményezett, ami arra utal, hogy a proteazok fontos szerepet
toltenek be a gazdasejtfal proteinkomponenseinek lebontasaban, és a gazdasejtek teljes
lizisében. Elad és Kapat a kozelmultban 7. harzianum proteazok Botrytis cinerea elleni
bioldgiai védekezésben betdltott szerepét vizsgalta (1999).

De la Cruz és munkatarsai egy, a 7. harzianum mikoparazitizmusaval kapcsolatos endo-§3-
1,6-glukanazt tisztitottak és jellemeztek, és megallapitottdk, hogy az enzim kooperativan

miikodott a B-1,3-glukanazokkal és kitinazokkal a sejtfal bontasaban (1995).
I1.4. Trichoderma torzsek nemesitésének lehetdségei

A biologiai védekezésben alkalmazott Trichoderma torzsek eleve rezisztensek lehetnek
szamos, novénypatogén gombak ellen alkalmazott kémiai fungicidre. A komplex integralt
névényvédelem alapjat fungicidrezisztens biokontroll térzsek kémiai fungicidekkel torténd
kombinalt alkalmazasa képezi, mely kevésbé karos az okoszisztémara és az emberi egészségre,
mint a kémiai védekezés onmagaban (Sivan és Chet, 1992). Gyakran a biokontroll térzsek is
érzékenyek az alkalmazott fungicidre, példaul a széles korben hasznalt benomylra. Ilyen
esetekben sikeriilt indukalt mutagenezissel rezisztens mutansokat izolalm: (Ahmad és Baker,

1988). -
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A sikeres biologiai védekezés Trichoderma és Gliocladium fajok esetében 10°-10°
konidium jelenlétét igényli egy gramm talajban (Adams, 1990). Az ilyen nagy mennyiségii
propagulum jelenléte nem kivanatos sem okologiai, sem gazdasdgi, sem kozegészségiigyi
szempontbol. A probléma megoldasat fokozott biokontroll hatékonysagu Trichoderma és
Gliocladium torzsek nemesitése jelentheti. Az olyan torzsek, melyek nem igényelnek hosszi
indukciés folyamatot a lebont6 enzimek termeléséhez, hatékonyabbak lehetnek a biologiai
védekezésben. A biokontroll térzsek altaldban konstitutivan termelik a B-1,3-glukanazokat,
mig a kitindz enzimrendszer bizonyos elemei és a leghatékonyabb protedzok indukciét
igényelnek (Haran és mtsai., 1996; Tilburg és Thomas, 1993).

Kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre a mikoparazita Trichoderma torzsek
mutagenezissel torténd nemesitésével kapcsolatban. Egyes beszamolok mutagénkezelés utani
random izolitumok tesztelésérdl, masok az integrlt novényvédelemben felhasznilhato
fungicidrezisztens mutansok izolalasarol tudositanak, de az enzimszekrécids keépességek
mutagenezissel torténd fokozasarol csak néhany adat all rendelkezésre (Manczinger és mtsai.,
1994; Sinha és Upadhyay, 1993). Célszer(i lenne t6bb figyelmet forditani a mutagenezissel
torténd nemesitésre, mert az igy eldallitott torzsek szabadfoldi alkalmazasat kénnyebben
engedélyezik a kornyezetvédelmi szervek, mint a protoplasztfuzioval vagy transzformacidval
nemesitett torzsekeét.

A protoplasztfiizid az egyes igéretes torzsek kedvezd tulajdonsagai kombinalasanak gyors
és hatékony modszere, melyet sikerrel alkalmaztak biokontroll 7. harzianum torzsek
nemesitésére (Sivan és Harman, 1991; Stasz, 1990). Trichoderma térzsekbdl konnyen
készithetOk protoplasztok, melyek indukalt fizidja szamos esetben kedvezébb biokontroll
sajatsagokkal rendelkez$ genetikai rekombinansokat eredményezett (Pe'er és Chet, 1990,

Sivan és Harman, 1991; Stasz és mtsai., 1988).

14 7



11 Irodalmi attekintés

A mutagenezissel vagy protoplasztfizidval torténd nemesitésnél a kivant sajatsagért felel6s
gének kozvetlen sejtbe juttatisa sokkal hatasosabb lehet. Ehhez sziikség van hatékony
transzformacids rendszerekre és a megfelel6 klonozott génekre.

Szamos publikacid foglalkozik a Trichoderma torzsek transzformacidjanak
modszertanaval. A transzformaciot altalaban sejtfalmentes protoplasztokon hajtjak végre, mert
ezek a legtobb torzsbol kénnyen elallithatok. Léteznek azonban alternativ lehetdségek is, mint
példaul a biolisztikus (Lo és mtsai., 1998; Lorito és mtsai., 1993), vagy az Agrobacterium
tumefaciens segitségével megvalositott transzformacié (De Groot és mtsai., 1998).

A transzformansok szelekcidjara leggyakrabban hasznalt médszerek dominans szelekcios
markereken alapulnak, példaul fungicidrezisztenciat eredményezd géneken (B-tubulin gén:
Ulhoa és mtsai., 1992; hygromycin B foszfotranszferaz gén: Herrerra-Estrella és mtsai., 1990;
Manczinger és mtsai., 1997, Sivan és mtsai.,, 1992), auxotrofia-komplementacién (arginin-
auxotréfia: Antal és mtsai.,, 1997, uracil-auxotrofia: Gruber és mtsai.,, 1990a; Manczinger és
mtsai., 1995) és acetamid-katabolikus géneken (Pentilld és mtsai., 1987), mig mas rendszerek
riporter-gének aktivitasat hasznaljak ki (green fluorescent protein: Inglis és mtsai., 1999, B-
galaktozidaz gén: Antal és mtsai., 1997; Penttild és mtsai., 1987; B-glikuroniddaz gén: Lo és
mtsai., 1998). Mivel a transzformacios gyakorisag sok esetben a kivant szint alatt volt, a
gyakorisag fokozasara homoldg géneket (Bergés és Barreau, 1991; Gruber és mtsai., 1990b;
Smith és mtsai., 1991), homolog expresszids szignalokat (Mach és mtsai., 1994) vagy nukleaz
inhibitorokat (Manczinger és mtsai., 1997) alkalmaztak.

A mikoparazita torzsek biokontroll hatékonysaganak transzformacié utjan torténd
fokozasa céljabol a mikoparazitizmus folyamataban fontos géneket klonoztak €s hasznaltak
génatvitelre. A kozelmultban kitinaz géneket (Baek és mtsai.,, 1999; Deane és mtsai., 1999;
Giczey és mtsai.,, 1998), néhany esetben proteaz (Flores és mtsai,, 1997) és endoglukanaz

géneket (Sanchez-Torres és mtsai,, 1994) alkalmaztak transzformaciéra a gének
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kopiaszamanak novelése céljabol. A transzformans torzsek egy része emelkedett biokontroll
aktivitast mutatott.

A nemesités mindharom emlitett modja alkalmas jobb Okofiziolégiai tulajdonsagu
biokontroll torzsek létrehozasara, de amig a protoplasztfizioval és transzformacidval
nemesitett Trichoderma torzsek nehezen engedélyeztethetOk szabadfoldi hasznélatra, addig a

gyakorlati nemesités legfobb eszkoze a mutagenezis marad.
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III. Anyagok és médszerek

III. ANYAGOK ES MODSZEREK

III.1. Mikroorganizmusok és plazmidok

A T. aureoviride T122, T. harzianum T66 és T334, valamint a 7. viride T124 és T228
jelii torzseket Manczinger és munkatarsai izolaltak a délmagyarorszagi Asotthalom kozelében
1évd erdd talajabol. A T. viride T114-es torzs a Budapesti Miiszaki Egyetem
torzsgyljteményébdl szarmazik. Ezek a torzsek jo hidegtiird képességgel rendelkezd
mikoparazita torzsek, melyek antagonista sajatsaghak Fusarium, Pythium és Rhizoctonia
fajokkal szemben (Antal és mtsai., 2000).

Az in vitro antagonizmus-tesztekben a szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kht.
torzsgyljteményébdl szarmazé novénypatogén Fusarium culmorum 1181, Fusarium
oxysporum £.sp. dianthi, Pythium debaryanum és Rhizoctonia solani torzseket hasznaltuk.

A gombakat minimal taptalajon tartottuk fenn (Manczinger és Ferenczy, 1985).

A Trichoderma torzsek baktériumbontd képességének vizsgalatira a Szegedi
Tudomanyegyetem Mikrobiologiai Tanszékének torzsgylijteményébdl szarmazd Gram-pozitiv
(Bacillus subtilis 0210, B. subtilis 0212, Bacillus cereus var. mycoides, Bacillus megaterium,
Micrococcus luteus) és Gram-negativ (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens) baktériumokat alkalmaztunk. Plazmidfenntartisra és szaporitasra az Escherichia
coli HB101-es torzse szolgalt. A baktériumtorzseket LB-taptalajon (1% tripton, 0,5%
élesztOkivonat, 1% NaCl, 1,5% agar, desztillalt viz) tartottuk fenn.

A transzformacios kisérletekben alkalmazott pCSN43 plazmidvektor (1. abra) gombakban
hasznalhat6 szelekcios markerként az E. coli hygromycin B-rezisztencia génjét (hygromycin B
foszfotranszferaz) tartalmazza, ami az Aspergillus nidulans trpC génje promoterének és

terminatoranak kontrollja alatt all.
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Baktérium-szelekcios markerként ampicillin
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I11.2.1. In vitro antagonizmus-teszt 1. abra. A pCSN43 plazmid térképe

A Trichoderma torzsek novényparazita gombakkal szembeni antagonista képességét
25°C-on F. culmorum, F. oxysporum fsp. dianthi, P. debaryanum és R. solani torzsekkel
szemben vizsgaltuk. A tesztelt 7richoderma torzsek és a novénypatogén torzsek 3 mm
atmeérdji  hifa-korongjai é€lesztokivonatos (0,2% élesztokivonat, 0,5% glikéz, 2% agar,
desztilallt viz) taptalajra, egymastol pontosan 3 cm tavolsagra keriltek leoltasra. A
Trichoderma torzseket a novénypatogének leoltasat koveté masodik napon oltottuk le, majd a

csészéket 12 napig inkubaltuk.

II1.2.2. A T. viride T124-es torzs el6tenyésztése enzimtermelés-vizsgalatok céljara

A T. viride T124-es torzs enzimtermelésének vizsgalatara az alabbi induktiv és nem
induktiv tapoldatokat alkalmaztuk: T1 (2% alanin, 0,5% NH,Cl, 0,1% KH,PO,, 0,1%
MgS0,x7 H,0); T2 (2% alanin, 0,5% NaNO;, 0,1% KH,PO,, 0,1% MgSO,x7 H,0); T3
(0,5% gliikkoz, 0,5% NH4CI, 0,1% KH,PO,, 0,1% MgS04x7 H,0), T4 (0,5% glikdz, 0,5%

NaNOs, 0,1% KH,POs, 0,1% MgS0,x7 H,0); TS (1% glicerol, 0,5% NH,Cl, 0,1% KH>PO,,
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0,1% MgS04x7 H,0); T6 (1% glicerol, 0,5% NaNOs, 0,1% KH,PO,, 0,1% MgSO,x7 H,0);
T7 (0,5% mannitol, 0,5% NH,CI, 0,1% KH,PO,, 0,1% MgSQ0,x7 H,0); T8 (0,5% mannitol,
0,5% NaNO;, 0,1% KH,PO,, 0,1% MgSO,x7 H,0); TIF (2% szaritott Fusarium culmorum
hifa). Indukcio céljabol a T1-T8 tapoldatokat 2% szaritott Fusarium culmorum hifaval, 0,05%
laminarinnal, 0,05% kolloid kitinnel vagy 0,05% zselatinnal egészitettiik ki. A F. culmorum
hifapreparatumot az alébbiak szerint allitottuk elé: a konidiumokat 500 ml-es lombikba
oltottuk, mely 100 ml YEGK tapoldatot tartalmazott (0,5% élesztokivonat, 1% glikéz, 0,5%
KH,PO,), 180 rpm fordulatszammal 25°C-on razattuk 3 napig, majd sziiréssel dsszegylijtéttiik,
desztillalt vizzel mostuk és vakuumban szaritottuk a micéliumot.

Az induktiv €s nem induktiv kérilmények kozott kilonbozd szén- és nitrogénforrasok
jelenlétében torténd enzimtermelés vizsgalatahoz a T1-T8 tapoldatokat hasznaltuk magukban,
illetve F. culmorum hifaval kiegészitve, valamint a TOF tapoldatot. A 7. viride T124-es térzs
konidiumait a tapoldatokba oltottuk, majd 150 rpm fordulatszdmmal 25°C-on razattuk 3 napig.
A micéliumot centrifugalassal kiiilepitettiitk (10 perc, 3000 g), majd enzimaktivitasokat mértiink
a feluluszoban.

Az aspecifikus proteaz, f-1,3-glukanaz és f-1,4-N-acetil-glikézaminidaz enzimek
termel0désének idébeli kovetése céljabol a wizsgalt torzs konidiumait a T7-es, T8-as
tapoldatokba, valamint a TS5-T8 tapoldatok megfeleld inducerrel (zselatin, laminarin, kolloid
kitin) kiegészitett valtozataiba oltottuk, majd 25°C-on razattuk 8 napig, és 24 éranként mintat

vettiink a fermentlébo! az enzimaktivitas-mérések céljara.
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III.2.3. Taptalajok és tipoldatok a vizpotencidl, peszticidek és nehézfémionok

Trichoderma torzsekre gyakorolt hatdsdnak vizsgilatira

A vizpotencial novekedésre é€s enzimszekréciora gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a
taptalajok és tapoldatok vizpotencial-értékeit kiilonboz0 mennyiségli NaCl hozziadasaval
allitottuk eld (Chirife és Resnik, 1984). A glicerol ozmotikumként t6érténd felhasznalasat
potencialis szénforras volta miatt keniltiikk a tapkozegekben, de glicerolt alkalmaztunk a
vizpotencial in vitro enzimaktivitasokra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor, igy alacsonyabb
vizpotencial-értékeket tudtunk beallitani, mint az NaCl-dal lehetséges volt.

A peszticidek Trichoderma torzsekre gyakorolt hatasanak vizsgalata soran harom
fungicid-hatas (carbendazim, benomyl, és dicloran) valamint négy herbicid-hatasi (fenuron,
monuron, diuron, és fluometuron) vegyiiletet vizsgaltunk. Az alkalmazott vegyiiletek kémiai
szerkezete a 2. abran lathato.

A kilonboz6 peszticidek és nehézfémionok Trichoderma torzsek novekedésére gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor az alkalmazott taptalajt (1% glikkéz, 0,5% KH.PQ,, 0,1% NaNO;,
0,2% élesztdkivonat, 0,1% MgS04,x7TH;0, 1,5% agar) peszticid- és nehézfémvegyiiletekkel
egészitettik ki az alabbi koncentracio-tartomanyokba esé kulonbozd végkoncentraciokra:
benomyl: 0-2 pug/ml; MBC: 0-2 ug/ml; dicloran: 0-10 pg/ml; monuron: 0-1000 pg/ml; diuron:
0-50 pg/ml; fenuron: 0-700 pg/ml; fluometuron: 0-1000 pg/ml; AICl;x6H,O: 0-6 mmol;
CuSO4x5H,0: 0-0,3 "mmol; NiSOsx7H,0: 0-10 mmol;, CoClbx6H,0O: 0-10 mmol,;
Cd(NO;),x4H,0: 0-1 mmol, ZnSO4x7H,O: 0-10 mmol; MnSO;x4H,0: 0-10 mmol,

Pb(NO;),: 0-10 mmol, HgCl,: 0-0,8 mmol, FeSO4x7H,0: 0-5 mmol.
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H CO.NH(CH,);CH,4
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2. abra. A kisérleteink soran vizsgalt peszticidek kémiai szerkezete (Worthing, 1987)

I11.2.4. A Trichoderma torzsek novekedésének mérése

A linearis novekedési ratat telepatméro-mérésekkel hataroztuk meg: 9 cm atmérdji
csészékbe ontott 25 ml taptalajt aktivan novekvo telepek szélérol dugofurdval kivagott 4 mm-
es korongokkal oltottunk le. Vizpotencial hatasanak vizsgalatakor a lemezeket 4, 10, 25 és
37°C-on, nehézfémionok hatasanak vizsgalatakor pedig 25°C-on inkubaltuk. A telepatmérdket

vonalzoval mértik naponta két merdleges tengely mentén. Minden kisérletet két
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parhuzamosban végeztiink. Felvettik a micélium-névekedési gorbét a vizpotencial
fuggvényében 10 és 25°C-on, valamint meghataroztuk a micélium-névekedés 50%-os gatlasat

okoz6 nehézfém- és peszticid-koncentraciokat (ICso-értékek).

IL.2.5. Trichoderma torzsek enzimtermelésének indukciéja hdvel inaktivilt Gram-

pozitiv és Gram-negativ baktériumokkal szildrd tiptalajon

LB-taptalajon 30°C-on 3 napig novesztett Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium-
tenyészetekbdl 1-1 kacsnyit 100 ml LB-tapoldatba oltottunk. Az 1 napig 35°C-on razatott
tenyészetet centrifugaltuk (5000 g, 8 perc), majd 1% NaCl-dal mostuk. 50 ml kétszeres
toménységii taptalajhoz (1% KH,PO,, 0,2% mannitol, 0,1% élesztékivonat, 1,5% agar) azonos
térfogatil baktérium-szuszpenzioét (ODsy=1) kevertiink. Félkémcsovekbe 4-4 ml taptalajt
ontottiink, majd a megdermedt taptalaj felszinét 20 ul konidium-szuszpenzidval oltottuk le. A

feltisztult zona méretét 7 nap inkubacié utan hataroztuk meg.

L.2.6. Trichoderma torzsek enzimtermelésének indukcidja hovel inaktivalt Bacillus

subtilis sejtekkel folyadékkultiirdban

crca

100 ml tapoldatot (0,2 % mannitol, 0,1 % élesztékivonat, 1% KH,PO,, pH 5,0) tartalmaztak.
Sterilizalas utan a tapoldatokat 1 ml Trichoderma konidium-szuszpenzioval (10’ konidium/ml)
oltottuk le, majd 4 napig razattuk 210 rpm-mel 25°C-on. A fermentleveket vattan atszirtiik,
centrifugaltuk (5000 g, 10 perc), liofilizaltuk, majd 10 ml desztillalt vizben oldottuk, és az

enzimmérésekig —18°C-on taroltuk. A nem induktiv fermentleveket baktériumsejteket nem
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tartalmazd tapoldatban allitottuk el6 a fent leirtakkal megegyezd tenyésztési koériilmények

kozott.

IIL2.7. Trichoderma torzsek transzformicidja soran alkalmazott tdptalajok és

tapoldatok

A Trichoderma torzsek protoplasztalashoz valo el6tenyésztéséhez 1% glitkdzt, 0,5%
KH,PO,-ot, 0,5% (NH4)2SO4-o0t és 0,1% MgSO,x7TH,0-t tartalmazé tapoldatot hasznaltunk.
A Trichoderma protoplasztok regeneralasara alkalmazott taptalaj 6sszetevoi: 1% glikkoz, 0,5%

KH,PO,, 0,5% (NH,)2SO,, 0,1% MgSO,x7H,0, 27% szacharoz és 1,5% agar.

IT1.3. Sephadex G-150 oszlopkromatografia

A liofilezéssel tizszeresére toményitett fermentlevek 2 ml-ét Sephadex G-150 gélt
(Pharmacia) tartalmazé oszlopra (0,9 x 56 cm) vittiikk fel. Ennek a gélnek a frakcionalasi
molekulasuly-tartomanya fehérjékre 5000-400000 dalton. Eluensként 0,1% MgCl,-ot és 0,1%
NaCl-ot tartalmazd oldatot hasznaltunk. A minta teljes atfolyasa utin a 10-10 cseppet
tartalmazo frakciokat ~20°C-on taroltuk. Az enzimaktivitasok mérései a II1.5. fejezetben leirt
moédon torténtek. Az aktivitascsucsoknak megfeleld frakcidtartomanyokra meghataroztuk a
megoszlasi koefficiens (Kay) értékét:

Ve-Vo
K= Vt-Vo
ahol Ve az elucids térfogat (megfelel6 frakcié szama x 1 frakcié térfogata [0,52 ml]), Vo a

kizarasi térfogat (6,24 ml), Vt pedig a gélagy ossztérfogata (35,6 ml).
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Az aktivitascsicsoknak megfelelé hozzavetdleges molekulasﬁly-értékeket kalibracios gorbérél

hataroztuk meg a kapott K., értékek segitségével.

IIL4. A vizpotenciil meghatirozisa

Az oldatok ozmolalitasat Vogel OM 801 ozmométerrel végzett ozmometrikus méréssel
hataroztuk meg. Vizaktivitdst szamoltunk az oldatok ozmolalitasabol, a kozeg
matrixpotencialjit  elhanyagolhatonak tekintve. Ezt kovet6en vizpotencial-értékeket
szamoltunk a vizaktivitasbol az alabbi egyenlet segitségével:

. .. RTInaw
vizpotencial = v

ahol R = 8,31x10™° m® bar/mol K, T a hémérséklet (K), a, a vizaktivitas és V,, a viz parcialis

molalis térfogata (m*/mol). A vizpotencial-értékeket MPa-ban fejeztiik ki.

IIL.5. Enzimaktivitas-mérések

IIL5.1. Az enzimaktivitas-mérések alapmédszerei

A hifamennyiséget a szervesen kotott foszfortartalom alapjan (Herbert és mtsat., 1971)
hataroztuk meg. Az aspecifikus proteaz méréséhez azokazeint, az aspecifikus kitinaz
méréséhez pedig kolloid kitint hasznaltunk szubsztratként.

A B-glikozidaz, cellobiohidrolaz, pB-xilozidaz és [-1,4-N-acetil-gliikkdzaminidaz
aktivitisok mérésére paranitrofenil-, a tripszin- és kimotripszin-tipusi protedz aktivitasok

mérésére pedig paranitroanilin szubsztratokat hasznaltunk (Sigma). A fermentlevek 100 pl-ét
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100 pl 200 pg/ml-es szubsztratoldattal inkubaltuk 1 6ran at 25°C-on, majd Labsystems
Uniskan II mikrotiterlap-spektrofotométer segitségével meghataroztuk a mintak optikai
denzitasit 405 nm-en. Paranitrofenil szubsztratok alkalmazasa esetén a mérések elbtt az
enzimreakciokat 50 ul 10% Na,CO; hozzaadasaval allitottuk le.

Az endocellulaz, endoxilanaz és B-1,3-glukanaz aktivitasokat természetes szubsztratokkal
(CMC, xilan ill. laminarin, Sigma) inkubaltuk, a méréseket pedig a redukalé cukor
felszabadulasan alapulo dinitroszalicilsav-modszerrel végeztiik: 100 pl fermentlevet kevertiink
100 pl 1 mg/ml-es szubsztratoldattal, majd 24 éran at inkubaltuk 25°C-on. Ezt kovetden 400
ul dinitroszalicilsav-reagenst adtunk a mintdkhoz, majd 100°C-os vizfiirdén 20 percig
inkubaltuk. Hiités utan meghataroztuk a mintak optikai denzitasat 570 nm-en Labsystems
Uniskan II mikrotiterlap-spektrofotométer segitségével. Az egyes enzimek mérésére hasznalt

szubsztratokrol és mérési modszerekrol nyujt attekintést az 1. tablazat.

ITL.5.2. Specialis inkubaciék

A vizpotencial in vitro enzimaktivitasokra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor 0,5
mg/ml-es oldatokat készitettiink a szubsztratokbol glicerol és pH 6-os foszfat-puffer elegyében,
-0,74 MPa és —50,32 MPa kozotti vizpotencial-értékek beallitasa céljabol.

A kultarfiltratumok 100 pl-nyi mintait liofilizaltuk és a megfeleld szubsztratoldat 200
pl-ében feloldottuk. Mikrotiterlapokon 4, 10, 25 és 37°C-on 1 dran at tortént inkubacio utan a
reakciokat leallitottuk, €s ODgos-meghatarozast végeztiink a fent leirtak szerint. Minden

esetben két parhuzamos mérést végeztiink.
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1. tablazat. A vizsgalt enzimeknek megfelel$ indukalé szénforras, mérési szubsztrat és irodalom

Vizsgilt enzim

Indukdlé szénforras

Meérési szubsztrit

Irodalom

B-glikkozidaz
cellobiohidrolaz
endocellulaz
B-xilozidaz
"endoxilanaz
aspecifikus proteaz
tripszin-tipusu proteaz
kimotripszin-tipusi

proteaz
aspecifikus kitinaz

-1,4-N-acetil-
glukézaminidaz
B-1,3-glukanaz

mikrokristalyos cellul6z
mikrokristalyos celluloz
mikrokristalyos cellul6z
xilan

xilan

tejpor (Skim Milk
Powder)

tejpor (Skim Milk
Powder)

tejpor (Skim Milk
Powder)

kolloid kitin

kolloid kitin

laminarin

p-nitrofenil--D-
gliikopiranozid
p-nitrofenil-B-D-cello-
biozid
karboximetil-cellul6z
(CMC)
p-nitrofenil-B-D-xilo-
piranozid

xilan

azokazein

N-benzoil-Phe-Val-Arg-

-p-nitroanilid
N-szukcinil-Ala-Ala-
-Pro-Phe-p-nitroanilid
kolloid kitin

p-nitrofenil-N-acetil-f3-
-D-glitk6zaminid
laminarin

Gupta és
mtsai., 1991
Deshpande és
mtsai., 1984
Miller, 1959

Xu és mtsai,
1991
Miller, 1959

Lottenberg és
mtsai, 1981
Delmar és
mtsai., 1979
Gupta és
mtsai., 1991
Rodriguez-
Kabana és
mtsai, 1983
Yabuki és
mtsai., 1986
Miller, 1959

A nehézfémionok in vitro enzimaktivitasokra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a

feltiluszok 100 pl-nyi mennyiségét 50 pl 2 mg/ml-es szubsztratoldattal valamint 50 ul 4

mmolos nehézfémoldattal inkubaltuk, ami 0,5 mg/ml-es szubsztrat-, és 1 mmolos nehézfém-

végkoncentraciét eredményezett.

Minden esetben harom parhuzamos mérést végeztiink.
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II1.6. Nemesités UV-mutagenezissel

IIL6.1. UV-fénnyel szembeni érzékenység meghatiarozisa

A nemesitendd Trichoderma torzsekbdl 10000 konidium/ml-es szuszpenzidkat
készitettiink. A szuszpenzidkbol S0-50 ul-t taptalajra (0,1% gliikkoz, 0,3% élesztdkivonat, 1%
KH>PO,, 2% agar) szélesztettiink csikban, majd 23 cm magassagban 1évd Philips 15W-os
germicidlampéval kiilénb6z6 ideig (0-60 s) besugaroztuk a csészéket. Az UV-kezelés nélkiili
kontroll csészén szamolt telepszamot 100%-nak tekintve kiszamoltuk a talélési szazalékot az
egyes kezelési idok esetében. Az UV-mutagenezissel térténé nemesités soran a 10%-os

talélésnek megfelel6 kezelési id6t alkalmaztuk az egyes torzsekre.

IIL6.2. Nehézfémrezisztens mutinsok izoldldsa és jellemzése

A nehézfémrezisztens mutansokat UV-mutagenezissel izolaltuk. A mutansok direkt
szelekcidjara a kovetkezé6 nehézfém-koncentracidkat hasznaltuk: AIClLx6H,O: 25 mmol,
CuS04x5H,0: 1,6 mmol, NiSO,x7H-0: 3 mmol, CoCl,x6H>0: 4 mmol, Cd(NOs),x4H,0: 0,3
mmol, ZnSO4x7H,0: 2 mmol, MnSO,x4H,0: 12 mmol, Pb(NOs),: 1 mmol, HgCl,: 0,4 mmol,
FeSO,xTH,0: 1,5 mmol. Ezek a koncentracio-értékek a vad tipust térzsek novekedését 90%-
ban gatoltak. Az Osszes izolalt mutanst leteszteltik valamennyi nehézfémen az esetleges
keresztrezisztenciak megallapitasa céljabol. A vad tipusi torzsek és néhany jo tulajdonsagu
mutans Pythium, Rhizoctonia és Fusarium torzsek elleni antagonizmusanak képességét in vitro

Y]

agarlemezeken. Az in vitro antagonizmus vizsgalatat a II1.2.1. pontban leirtak szerint végeztiik
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azzal a kulonbséggel, hogy a Trichoderma mutansokat és a novénypatogén gombakat

egyid6ben oltottuk a taptalajra.
II1.6.3. Kompakt morfologidju mutinsok izolalasa a Trichoderma viride T124-es torzsbél

A felvett UV-érzékenységi gorbe alapjan a 10%-os thlélést eredményezd 55 masodperces

crte

crvy

IIl.7. Transzformacios kisérletek
II1.7.1. Plazmidtisztitas

A Kkisérleteink soran felhasznalt pCSN43 plazmidot médositott Birnboim—féle alkalikus
lizis modszerrel tisztitottuk E. coli-bol (Birnboim, 1983): az LB-tapoldatban egy éjszakan at
37°C-on 200 rpm-mel razatott tenyészetet centrifugalas (6000 rpm/10 perc) utin GET-
pufferben (50 mmol gliik6z, 10 mmol EDTA:Na,, 25 mmol TRIS, 0,5 ml 1n HCI) vettiik fel,
40 mg lizozimot adtunk hozza, 4°C-on inkubaltuk 10 percig, majd S ml ASDS-t (0,2 mol
NaQOH, 1% SDS), ujabb 10 perc utan pedig 4 ml acetat puffert (40,7 % Na-acetat, 1% KCI,
1,725 %-os ecetsav) mértiink hozza. 10 perc 4°C-on t6rténd inkubalas utan centrifugaltuk a
mintat (16000 rpm/20 perc), a feliiliszohoz 2 térfogatnyi 95%-os etanolt adtunk, majd egy
éjszakan at —20°C-on inkubaltuk. Centrifugalas (6000 rpm/10 perc), mosas és szaritas utan

desztillalt vizben felvettiik a mintat, majd RN-az kezelést végeztiink 20 ul 10 mg/ml-es
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ey

PCI-t (fenol : kloroform : izoamilalkohol 25 : 24 : 1; 1 M TRIS HCl-val pH 8,0-ra allitva)
adtunk a preparatumhoz, centrifugéaltuk (6000 rpm/10 perc), dvatosan leszedtiik a felsd vizes
fazist, majd 1/10 térfogatnyi acetat puffert és 2 térfogatnyi 95%-os etanolt adtunk hozza és egy
éjszakan at —20°C-on inkubaltuk. Ujabb centrifugilas, 70%-os alkohollal térténé mosas és

szaritas utan a csapadékot 0,5 ml steril desztillalt vizben vettiik fel.

II1.7.2 A plazmidok azonositisa restrikcios enzim analizissel

Emésztési elegyet készitettiink (1 pg plazmid DNS, 1 pl tizszeres téménységii restrikcios
enzim puffer, 1 pl restrikciés enzim - BamHI, Hindlll, Sall, 7 pl desztillalt viz), majd az
dsszemért elegyet 1 6ran at inkubaltuk 37°C-on. Az emésztést 6 pl felvivo oldat (30% glicerol,
0,1% bromfenolkék) hozzdadasaval allitottuk le, a mintakat pedig 1%-os horizontalis agarz
gélben elektroforetizaltuk TBE-pufferben (1% TRIS pH 8,0, 5,5% borsav, 0,1% EDTA-Na,).

15 perc 0,001%-os etidium-bromidos festés utan a mintakat UV fényben vizsgaltuk.

IIL.7.3. Trichoderma protoplasztok transzformalasa

Az altalunk végzett transzformaciés eljarisban a gomba sejtfalat  éticsiga
emésztOrendszerébdl preparalt csigaenzim segitségével oldottuk le, és az igy kapott
protoplasztokat transzformaltuk. Az alkalmazott transzformalasi médszer Ballance és Turner
Aspergillus  nidulansra  kidolgozott modszerének modositott formaja (1985). A
protoplasztkészités soran 1 kacsnyi gombakonidiumot leoltottunk 20 ml minimal tapoldatba, 24

oran keresztill razattuk 25°C-on 200 rpm-mel, centrifugaltuk (6000 rpm/10 perc), majd
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pufferolt csigaenzimben (400 mg csigaenzim, 20 pl merkaptoetanol, 20 ml KCl-os foszfat
pufferben: 0,6 M KCl, 0,8% KH>PO,, 0,15% Na,HPO,, pH 6,0) felszuszpendaltuk a kiiilepitett
sejteket. Egy Oras, kis sebességgel torténd razatas utan a keletkezé protoplasztokat atsziirtiik
steril vattan, centrifugaltuk (6000 rpm/10 perc), majd 50 ml KCl-os foszfat pufferben
felszuszpendaltuk. 10 ml 0,7 M-os KCl oldattal térténd mosas utan Biirker-kamraval
megszamlaltuk a keletkezett protoplasztokat. Ezt kovette a transzformalas folyamata:
kettéosztottuk a szuszpenziét (5-5 ml), centrifugaltuk (6000 rpm/5 perc), 200-200 ul TN 1
oldatban (0,7 M KCl, 50 mmol CaCl,) vettiik fel a protoplasztokat, az egyik szuszpenzidhoz
20 pl-t adtunk a pCSN43 plazmidpreparatumbol, a masik szuszpenzié volt a kisérlet kontrollja.
A szuszpenziokhoz 50-50 ul 4°C-0s TN2-t (60% PEG 6000, 100 mmol TRIS-HCI, 50 mmol
CaCl,, pH 7,5) adtunk (Langin és mtsai.,, 1990), 10 percig 4°C-on inkubaltuk, 1-1 ml TN2
oldatot adtunk hozza, 5 percig szobahOmérsékleten tartottuk, majd 100-100 ml 40°C-os
regeneraltatd taptalajba kevertikk a mintakat és 4-4 Petri—csészébe ontottilk szét a 100-100 ml

taptalajt.
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IV. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

IV.1. Trichoderma torzsek novénypatogén gombikkal szembeni in vitro

antagonizmusanak vizsgalata

A Trichoderma torzsek antagonista képességeit 25°C-on novénypatogén F. culmorum
(3. abra), F. oxysporum fsp. dianthi (4. abra), P. debaryanum, valamint R. solani (5. abra)
gombakkal szemben mértiik fel €lesztokivonatos taptalajon. Az antagonizmus makroszkoposan
észlelhetd jelensége a torzsek azon képessége, hogy Petri-csészére leoltva kozos tenyészetben
képesek-e gatolni az antagonizalandé torzs novekedését és randvekedni a telepére. Mindegyik
megvizsgalt Trichoderma torzs képes volt jelentds mértékben gatolni a ndvénypatogén
gombak telepeinek novekedését, egyes esetekben a 7richoderma torzsek ra is néttek a

novénypatogénekre.

3. abra. Trichoderma torzsek in vitro antagonizmusa F. culmorum-mal szemben. A. T.
harzianum T66, B. T. viride T114, C. T. aureoviride T122, D. T. viride T124, E. T. viride
T228. F. 7. harzianum T334.
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D E F

4. abra. Trichoderma torzsek in vitro antagonizmusa F. oxysporum f. sp. dianthi-val szemben.
A. T. harzianum T66, B. T. viride T114, C. T. aureoviride T122, D. T. viride T124, E. T.
viride T228, F. T. harzianum T334.

D E F

5. abra. Trichoderma torzsek in vitro antagonizmusa R. solani-val szemben. A. 7. harzianum
T66, B. T. viride T114, C. T. aureoviride T122, D. T. viride T124, E. T. viride T228, F. T.

harzianum T334.



1V. Eredmények és megvitatisuk

Korabbi tapasztalatok alapjan a vizsgalt térzsek tobbsége 10°C-on is képes antagonizalni
R. solani és F. oxysporum torzseket, P. debaryanummal szemben pedig a T. aureoviride és T.
viride torzsek bizonyultak hatékonyabbnak ezen a homérsékleten (Antal és mtsai., 2000). Egy
kozelmultban sziiletett tanulmany egy szegfiib6l izolalt endofita 7. aureoviride torzs F.
oxysporum f. sp. dianthi-val szembeni hatakony in vitro antagonizmusarol tudosit, és a torzs
biokontroll célokra torténd alkalmazasanak lehetdségét elemzi (Carver és mtsai., 1996).
Camporota (1985) 28 Trichoderma torzs R. solani-val szembeni in vitro antagonizmusat
tanulmanyozta, és az antagonizmus hatterében allo6 mechanizmusok koziil a mikoparazitizmust
taldlta a leghatékonyabbnak. F. culmorum-mal szemben sikeres in vitro antagonizmus-
kisérleteket végeztek 7. harzianum torzsekkel, a szerzOk az antibidzis antagonizmusban
betoltott szerepét hangsulyozzak (Michrina és mtsai., 1995).

Az altalunk viisgé.lt novénypatogén gombak mellett Zrichoderma torzsek sikeres in
vitro antagonistanak bizonyultak mas gombakartevok, pl. Sclerotium r-'olfsii, Ceratobasidium
cornigerum, Phytophthora parasitica f. nicotianae, Pythium aphanidermatum, Pythium
myriotylum (Bell és mtsai., 1982), Alternaria solani, Botrytis fabae, Cladosporium

cucumerinum, Fusarium tricintum (Labudova és Gogorova, 1988) ellen is.

IV.2. A Trichoderma viride T124-es torzs extracellularis enzimtermelésének vizsgilata

(Manczinger és mtsai., 2001)

IV.2.1. Enzimtermelés induktiv és nem induktiv koriilmények kozott kiilonb6zé szén- és

nitrogénforrisok jelenlétében

A Trichoderma torzsek extracellularis enzimrendszereinek elOzetes vizsgalatat a 7. viride

T124-es torzsén végeztik, mivel torzseink koziil ez a torzs rendelkezik a legkedvezdbb
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sajatsagokkal a biologiai védekezés céljaira. Az eredményeket a 2. tablazat foglalja dssze.

Aspecifikus kitiniz csak induktiv kériilmények kozott termelédott. Korabbi adatok alapjan
a I. harzianum kitinolitikus enzimei is csak induktiv kérilmények kozott termelddnek
(Schickler és mtsai., 1998), az indukcioban pedig a kitin monomere, az N-acetil-giikdzamin
jatszik dontd szerepet.

Az aspecifikus proteaz és B-1,3-glukanaz alacsony szinti konstitutiv aktivitast mutatott,
mely a -1,3-glukanaz esetében mind a szén-, mind a nitrogénforrastol fuggott: a konstitutiv -
-1,3-glukanaz aktivitds szintje a NaNOs-tartalmu, szénforrasként glicerolt tartalmazo
tapoldatban (T6) bizonyult a legmagasabbnak, mig NH,Cl esetében erds represszid volt
megfigyelhetd. Induktiv koriilmények kozott minden vizsgalt enzim aktivitdsa novekedett

mindegyik tapoldattipusban. Az aspecifikus protedz ésa B-1,3-glukanaz esetében a NaNO;,

2. tablazat. A T. viride T124-es torzs enzimszekrécioja induktiv (I) és nem induktiv (NI) kéril-

mények kozott. NA: nincs adat

Tap- Szén- Nitrogén- Aspecifikus B-1,3-glukanaz Aspecifikus

oldat forras forras proteaz (OD3¢60) (ODs40) kitindaz (ODsg85)
NI I NI I NI I
T1 alanin NH,Cl 0,009 0,029 0,000 0,046 0,000 0,134
T3 gliikk6z NH,CI 0,013 NA NA NA 0,000 NA
Ts glicerol  NH,CI 0,002 0473 0,000 0,034 0,000 0,248
T7 mannitol NH,CI 0,007 0,092 0,023 0,053 0,000 0,068
T2 alanin NaNO; 0,010 0,047 0,004 0,036 0,000 0,088
T4 glikoz NaNO; 0,003 NA NA NA 0,000 NA

T6 glicerol NaNO; 0,009 0,608 0,063 0,084 0,000 0,168
T8 mannitol NaNO; 0,007 0,434 0,015 0,065 0,000 0,195
TOF  Fusarium hifa NA 0,170 NA 0,032 NA 0,019
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mint nitrogénforras és a glicerol, mint szénforras eredményezte a legnagyobb mértékii
enzimszekréciot induktiv koriilmények kézott.

Mindharom vizsgalt enzim aktivitisa represszalhaté volt tehat bizonyos szén- és
nitrogénforrasok altal. A kivalasztott enzimek aktivitasszintje a legtobb esetben magasabb volt
NaNO; nitrogénforrasként torténé alkalmazasa esetén, mint NH,Cl jelenlétében, mig a
szénforrasok kozul a glicerol kedvezébb hatast gyakorolt a szekréciéra, mint a mannitol.
Fusarium hifapreparatum egyedtli szén- és nitrogénforrasként torténé alkalmazasaval is
sikeriilt indukalni mindharom enzimrendszert. Hasonld eredményeket értek el mas
novénypatogén gombakbol készitett prepardtumokkal is, pl. 7. harzianum-ot R. solani
sejtfalpreparatumon novesztve mind protedz, mind B-1,3-glukandz, mind kitindz enzimek
indukcidja kimutathaté volt (Ridout és mtsai,, 1988), az utobbi két enzimrendszer pedig
Sclerotinia sclerotiorum sejtfal egyedili szénforrasként torténd alkalmazasaval is jol

indukalhaténak bizonyult (Menendez és Godeas, 1998).

IV.2.2. Extracellularis enzimek termelése az idé fiiggvényében induktiv és nem induktiv

koriilmények kozott

Az  aspecifikus  proteaz, fB-1,3-glukanaz és  B-1,4-N-acetil-gliikdzaminidaz
enzimaktivitisokat 8 napon at kisértiik figyelemmel, az aktivitdsokat a hifatomegre
vonatkoztattuk.

Az aspecifikus proteaz aktivitis mind az induktiv, mind a nem induktiv mintakban
detektalhat6 volt mar 1 nap inkubalas utan, de induktiv kérilmények kozott joval magasabb
enzimszinteket tapasztaltunk. A masodik naptol kezdve az aspecifikus proteaz aktivitas minden

tapoldattipusban csokkent, feltehetden éndegradacio kovetkeztében. A termelt proteazszint
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magasabbnak bizonyult NaNO; nitrogénforrasként torténd alkalmazasakor, mint NH,CI
esetében. A tapoldatba kibocsatott enzimszint magasabb volt glicerol esetében, mint a
mannitolos tapoldatban.

A B-1,3-glukanaz 1 nap razatas utan megjelent induktiv és nem induktiv kériilmények
kozott egyarant, de az enzim aktivitasat represszalta az NH,Cl, mint egyediili nitrogénforras. A
masodik napt6l a kezdetben termelt B-1,3-glukanaz aktivitasa fokozatosan csékkent induktiv
korilmények kozott a vizsgalt idGtartam végéig, ellentétben a konstitutiv enzimszinttel, mely
enyhe emelkedést mutatott. A tapoldatba kibocsatott enzimszint magasabb volt glicerol
szénforrasként valo alkalmazasakor, mint mannitol esetében.

A leoltas utani els6 napon alacsony (-1,4-N-acetil-gliikozaminidaz aktivitast mértiink.
Meglep6é modon magasabb aktivitasokat tapasztaltunk a nem induktiv tapoldatokbol szarmazé
mintakban, mint az induktiv tapoldatokbol szarmazdkban, ami feltehetGen a hifak
novekedésének kitin jelenléte altal torténd gatlasaval magyarazhat6d. A konstitutiv korilmények
kozott termelt enzimszint emelkedett a harmadik napig, majd lassan csokkent a vizsgalati
idoszak végéig. A termelt B-1,4-N-acetil-glikozaminiddz enzimszint magasabb volt NaNO;

nitrogénforrasként térténé alkalmazasakor, mint NH,Cl esetében.

IV.3. Mikoparazita Trichoderma tirzsek extracelluldris enzimrendszereinek vizsgilata

Sephadex G-150 oszlopkromatografiival (Antal és mtsai., 2001a)
Vizsgalataink soran a I. harzianum T66-os és T334-es, a T. aureoviride T122-es,

valamint a 7. viride T114-es, T124-es és T228-as torzseinek extracellularis B-gliikozidaz,

cellobiohidrolaz, endocellulaz, B-xilozidaz, endoxilanaz, tripszin- és kimotripszin-tipusu

36"



1V, Eredmények és megvitatasuk

proteaz, P-1,4-N-acetil-glilkozaminidaz és laminarindz enzimprofiljat vizsgaltuk induktiv
fermentlevekben Sephadex G-150 oszlopkromatografiaval.

A torzsek B-gliikozidaz aktivitasai a 25-65 kDa-os molekulasuly-tartomanyba estek. Az
egyes torzsek B-glitkozidaz profilja (6. abra) hasonlé lefutast mutatott, minden esetben legalabb
két izoenzim volt detektalhatd, ami megfelel a Trichoderma pseudokoningii (Dong és mtsai.,
1997) és Trichoderma reesei (Takashima és mtsai., 1999) esetében publikalt eredményeknek.
A T122-es és T114-es torzsek B-glikozidaz gorbéinek lefutasa alapjan azonban tovabbi
izoenzimek jelenléte feltételezhetd. A cellobiohidrolaz aktivitasok (7. abra) a 22-65 kDa-os
tartomanyba estek és feltehetoen két izoenzimbdl allnak, melyek a T124-es és T228-as torzsek
esetében jOl elkiiloniiltek. A szakirodalom Trichoderma fajok esetében két cellobiohidrolazt
emlit, a CBHI-et, mely 7. koningii esetében 54 kDa-osnak bizonyult (Wey és mtsai., 1994), és
a CBHII-t, mely 49,6 kDa-os molekulasulyu 7. viride esetében (Wang és mtsai., 1995). A
torzsek endocellulaz enzimprofilja (8. abra) §sszetett, szamos izoenzim feltételezhetd. Az
endocellulaz aktivitasokat az 5-65 kDa ko6zotti tartomanyban mértitk. Az egyes torzsek kozott
kulonbségeket talaltunk, de a T114-es és T228-as torzs profiljai nagyon hasonlonak
bizonyultak. Korabbi tanulmanyok 7. reesei esetében 4 (Ilmén és mtsai.,, 1997), T.
pseudokoningii esetében 5 endocellulaz izoenzim jelenlétér6l tuddsitanak (Dong és mtsai.,
1997). A B-xilozidaz aktivitasok (9. abra) a nagy molekulasulya (40-100 kDa) frakciokban
jelentek meg. 7. reesei esetében egy 100 kDa kériili, meglehetdsen nagy molekulasilyu -
xilozidazt irtak le (Poutanen és Puls, 1988). Az endoxilanaz aktivitasok (10. abra) a kis
molekulasilyti tartomanyban (5-30 kDa) adtak elhizodé csticsot, szamos izoenzimbdl allo
Osszetett rendszert sejtetve, a T124-es és T228-as térzsek endoxilanaz profilja azonban a t6bbi
torzsénél egyszeriibbnek tint. Egy 7. reesei torzs esetében Tenkanen és munkatarsai (1992)

két endoxilanazt irt le, melyek molekulastlya 20 és 19 kDa volt. A tripszin- (11. dbra) és kimo-
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tripszin-tipusi proteaz goérbék (12. abra) nagy hasonlosagot mutattak az egyes torzsek
kozott: mindkét rendszer komplexnek mutatkozott, az aktivitisokat a 10-41 kDa-os
molekulasuly-tartomanyban mértiikk. Tripszin esetében nagy molekulasulyt (60-200 kDa)
izoenzimek is kimutathatok voltak a T334-es, T114-es és T228-as térzsek esetében.

A Trichoderma torzsek extracellularis proteolitikus rendszereivel kapcsolatban kevés adat
all rendelkezésre a szakirodalomban (Elad és Kapat, 1999; Flores és mtsai., 1997, Geremia és
mtsai., 1993; Ridout és mtsai., 1988). A B-1,4-N-acetil-gliik6zaminidaz aktivitasokat (13. abra)
a kis molekulasulya tartomanyban (5-7 kDa) mértiikk, a T114-es torzs esetében elhizédd
aktivitascsiccsal. A szakirodalomban 7. harzianum esetében két [-1,4-N-acetil-
glikdzaminidaz izoenzimrdl tudositanak (Haran és mtsai., 1995; Lorito és mtsai., 1994).

Mivel a biologiai védekezés céljaira potencialisan felhasznalhaté Trichoderma térzsek
antagonizmusra vald képességének hatterében szamos kilonb6zd enzimrendszer egyiittesen
jatszik szerepet, a Trichoderma torzsek extracellularis enzimprofiljainak részletes vizsgalata

komoly gyakorlati jelentoséggel bir.

IV.4. A vizpotencidl és a homérséklet hatiasa a Trichoderma harzianum T66-0s torzs

novekedésére, enzimszekrécidjara és in vitro enzimaktivitasaira (Kredics és mtsai., 2000)

A Trichoderma fajok kompetitiv sajatsagait jelentosen befolyasoljak kiilonbozd kdrnyezeti
tényezok, kiilonésen a homérséklet és a vizviszonyok. Biokontroll torzsek alkalmazasanak
tervezésekor tanacsos a vizviszonyok és a homérséklet Trichoderma fajok életmiikodéseire
gyakorolt hatasar6l informaciokat gyljteni. Az alabbi kisérletekben célunk a vizpotencial és
hémeérséklet Trichoderma harzianum névekedésére, valamint B-glilkozidaz, cellobiohidrolaz,

B-xilozidaz, P-1,4-N-acetil-glikézaminiddz és kimotripszin-tipusi protedz enzimeinek

frer
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IV.4.1. A vizpotencial és a homérséklet hatasa a ndvekedésre

A telepnovekedést 4, 10, 25 és 37°C-on kovettik -0,444 MPa-tol —-11,232 MPa-ig
terjedd vizpotencialu taptalajokon. Semmilyen novekedést nem tapasztaltunk 37°C-on. 4°C-on
a —1,480 MPa-nal magasabb vizpotencial-értékeken volt némi novekedés, mely a vizsgalt térzs
6 hidegtliré képességével magyarazhato. Jelentds telepnovekedési ratakat csak 10 és 25°C-on
tapasztaltunk (14. abra). A 7. harzianum maximalis novekedési rataja 36 mm/nap volt —0,444
MPa-on. A -11,232 MPa-os vizpotencial érték 25°C-on, és a —7,252 MPa-os vizpotencial-
értek 10°C-on mar korlatozonak bizonyult, micélium-névekedést nem tapasztaltunk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a magasabb vizpotencidlok magasabb lineéaris névekedési

ratat eredményeznek mindkét homérsékleten.
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14. abra. A vizpotencial hatasa 7. harzianum telepnovekedési ratajara
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IV.4.2. A vizpotencial hatasa az enzimszekrécidra

A vizpotencial hatasat vizsgaltuk a B-glikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz, -1,4-N-

s

MPa kozotti vizpotencial-tartomanyban. A 15. é&bra mutatja eredményeinket NaCl
vizpotencial-értékek eltéréek voltak. A cellobiohidrolaz és [-1,4-N-acetil-gliikkozaminidaz
enzimek a legmagasabb vizpotencial-értéken (—0,296 MPa) mutattak optimalis szekréciot, és a
kivalasztott enzim mennyisége a vizpotencial csokkenésével csokkent. A kimotripszin-tipusu
proteaz enzim szekrécids gorbéje hasonld, maximuma —0,888 MPa-nal jelentkezett. A [-
glikozidaz és [-xilozidaz szekréci6 —2,220 MPa-os vizpotencial-értéknél volt optimalis.
Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor KCl-ot hasznaltunk a vizpotencial csokkentésére. Az
enzimszekrécid mértéke tehat feltehetben nem az ozmotikumként hasznalt s6 mindsé€gétol,

hanem a létrehozott vizpotencialtol fugg.
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15. abra. A vizpotencial hatasa a 7. harzianum enzimszekréciojara folyadékkultarakban
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“ree

vizpotencial értékek bizonyultak optimalisnak, tehat a T66-os torzs altal a tapkozegbe
szekretalt enzimek mennyiségi és mindségi Osszetétele alapvetéen fligg a kozeg

vizpotencialjatol.

IV.4.3. A vizpotencial és a homérséklet hatdsa az in vitro enzimaktivitiasokra

A vizpotencial hatasat vizsgaltuk a B-glikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz, B-1,4-N-
acetil-gliikkozaminidaz és kimotripszin-tipusu proteaz enzimek in vitro aktivitasaira 4, 10, 25 és
37°C-on. A 16. abra a vizsgalt enzimek relativ enzimaktivitisat mutatja 4 nap tenyésztés utan,
100%-nak az egyes enzimek ezen idépontbeli legnagyobb aktivitasat vettiik. 37°C-on minden
enzim aktivitasa viszonylag magasnak bizonyult. A B-glikozidaz (16. A) és cellobiohidrolaz
(16. B) a —0,74 és —-14,80 MPa ko6zotti tartomanyban mutatott optimalis enzimaktivitasokat
-8,88 illetve —2,96 MPa-nal mérheté maximummal. A B-glikozidaz esetében egy masodik
csucs is megjelent —38,48 MPa-nal. A B-xilozidaz (16. C) optimalis vizpotencial-tartomanya
sziikebbnek adodott (-0,74-t61 —2,96 MPa-ig), maximuma —2,96 MPa-nal helyezkedett el, és
egy masik csucs volt talalhat6 —38,48 MPa-nal.

Ezen esetekben a maximalis enzimaktivitisok a micélium-novekedéshez optimalisnal
alacsonyabb vizpotencial-értékeken jelentkeztek. Az B-1,4-N-acetil-gliikk6zaminidaz (16. D) és
a kimotripszin-tipusu proteaz (16. E) viszont —0,74 MPa-nal volt a legaktivabb, mely érték a
novekedéshez is optimalis. A B-1,4-N-acetil-glikozaminidaz aktivitisok kozel linearisan
csokkentek a vizpotencidl csokkenésével, de —38,48 MPa-nal egy masodik, kisebb csics is

mérhet6 volt. A kimotripszin-tipusu proteaz aktivitasnak —0,74 MPa-nal talalhaté a maximuma,
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és arelativ enzimaktivitasok 40-60% korili értékeket mutatnak egy igen széles (2,96 és
-50,32 MPa ko6z6tti) vizpotencial-tartomanyban. Alacsonyabb homérsékleten minden enzim
aktivitasa alacsonyabb volt. Erdekes, hogy a B-gliikkozidaz és a cellobiohidrolaz esetében az
alacsonyabb hémérsékleteken (10°C és 4°C) a maximalis aktivitasok alacsonyabb vizpotencial-
értékeknél (-14,80 MPa) jelentek meg. E hidegtiiré torzs 10°C-os és 4°C-os relativ
enzimaktivitisai kozott a legtobb esetben nem tapasztaltunk szembetiin kiilonbséget. Ugy
tiinik, hogy a homérséklet csokkentése leginkabb a cellobiohidrolaz aktivitasokat, legkevésbé a
kimotripszin-tipusii proteaz aktivitasokat befolyasolja. A legtobb enzim esetében még —14,80
MPa-on is jelentds enzimaktivitisokat mértiink. Ezen alacsony vizpotencial-értékek a
novekedést korlatozo vizpotencial-érték alatt vannak.

Osszefoglalva: a vizsgalt enzimek aktivitasait jelentdsen befolyasolta a vizpotencial és a
hémérséklet. A B-glikozidaz, cellobiohidrolaz és B-xiloziddz enzimek esetében a maximalis
aktivitdsok a novekedés szamara optimalis vizpotencialnal alacsonyabb értékeken jelentkeztek.
A cellobiohidrolaz aktivitasok bizonyultak a legérzékenyebbnek a homérséklet €s a vizpotencial
csOkkentésére. A B-glikozidaz aktivitds Osszetettnek mutatkozott, ez az enzimrendszer
legalabb két izoenzimbdl all. A 38,48 MPa-nal talalhaté masodik aktivitasi csics ezen enzim
esetében feltehetdleg egy xerofil izoenzim jelenlétének koszonhetd. Ez igaz lehet a B-1,4-N-
acetil-gliikkozaminidaz esetében —38,48 MPa-nal talalhaté csucsra is. A kimotripszin-tipusu
proteaz vizpotencial csokkentésével szembeni rezisztencidja bizonyult a legnagyobbnak, ezen
enzim aktivitasai —50,32 MPa-on viszonylag magasak voltak minden homérsékleten a tobbi
enzim megfeleld értékeihez képest.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a 7. harzianum enzimei aktivak maradhatnak olyan
kornyezeti feltételek mellett is, ahol mar nincs micélium-novekedés. Ez a tény azt sugallja,

hogy a novekedésre nézve szarazsagtlird Trichoderma torzsek nemesitése olyan biokontroll
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1V. Eredmények és megvitatasuk

A. Relativ B-gliikozidaz aktivitasok (%)
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C. Relativ B-xilozidaz aktivitasok (%)
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16. abra (A-C). Relativ in vitro enzimaktivitasok kiillonboz6 vizpotencialokon és

homérsékleteken 4 nap indukalé tapoldatban tortént tenyésztés utan
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1V. Eredmények és megvitatasuk

D. Relativ B-1,4-N -acetil-gliikézaminidaz aktivitasok (%)
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E. Relativ kimotripszin-tipusi proteaz aktivitasok (%)
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16. abra (D-E). Relativ in vitro enzimaktivitasok kilonbozé vizpotencialokon és

homérsékleteken 4 nap indukal6 tapoldatban tortént tenyésztés utan

torzseket eredményezhet, melyek eleve szarazsagtiiré enzimeiknek koszonhetden alacsonyabb
vizpotencial-értéku talajokban is hatékonyak a novénypatogén gombak ellen. A szarazsagtiirés
a feltételezések szerint kompatibilis oldott anyagok, foleg glicerol intracellularis

akkumulaciojan alapul (Hocking, 1986). A szarazsagtiirés hidegtiiréssel valo kombinalasanak

nagy a gyakorlati jelentosége: a biokontroll torzseknek jobb stressztlird képességgel kell
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rendelkezniiik, mint a patogéneknek, melyek ellen bevetésre keriilnek a biologiai védekezés

soran.

IV.S. Peszticidek hatisa mikoparazita Trichoderma torzsek novekedésére és in vitro

enzimaktivitasaira

Harom fungicid (benomyl, MBC és dicloran), valamint négy herbicid (monuron, diuron,
fenuron és fluometuron) torzseink novekedésére és extracellularis enzimeik in vitro aktivitasara
gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Lemértik torzseink novekedési képességét az egyes peszticidek kiilonbozd
koncentracioinal. A 3. tablazat a vizsgalt peszticidek ICso koncentracidit tartalmazza. A
herbicidek esetében az ICsp-koncentraciok értékei olyan magasak voltak, amilyen
koncentraciok akalmazasuk soran nem alakulnak ki a talajban. A diuron, mely egy korabbi
tanulmany alapjan Gliocladium virens, T. hamatum és T. koningii esetében a telepmorfologia
megvaltozasat és novekedésgatlast okoz, (Tan és Chua, 1987) az altalunk vizsgalt
koncentracié-tartomany legmagasabb értékeinél sem volt képes a torzsek novekedésének 50%-
os gatlasara. Az altalunk vizsgalt herbicidek fotoszintézis-gatlok, Trichoderma torzsekkel
torténd kombinalasuk a kapott eredmények alapjan feltehetdleg nincs kedvezotlen hatassal a
biokontroll torzsre. Komplex integralt névényvédelmi eljarasok tervezésekor els6sorban a
biokontroll térzs gombaellenes vegyiiletekkel torténd kombinalasa okozhat nehézségeket. A
dicloran ilyen szempontbol kedvezd vegyiiletnek tiinik: vizoldékonysaga 7 pg/ml, a
Trichoderma torzsek szamottevd gatlasara csak tultelitett koncentracié-értékeken képes.
Toérzseink benomyl- és MBC-érzékenysége problémat okozhat benzimidazol-tartalmi
vegytiletekkel valo kombinalt alkalmazas soran, e célra celszeri benomyl-, illetve MBC-

rezisztens mutansokat alkalmazni. A benomyl-rezisztencia hatterét Trichoderma térzsek
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1V. Eredmények és megvitatasuk

esetében részletesen tanulmanyoztak (Peterbauer és mtsai., 1992; Goldman és mtsai., 1993), és
benomylrezisztens mutansok biokontroll sajatsigairél is szamos adat all rendelkezésre
(Papavizas és Lewis, 1983).

A Trichoderma torzsek extracellularis enzimeinek miikodését a vizsgalt peszticidek eltérd

tamadaspontjuknal fogva nem befolyasoljak.

3. tablazat. Peszticidek ICso-koncentracioi az egyes torzsekre pg/ml-ben

Torzs benomyl MBC fenuron fluometuron  monuron dicloran
T66 0,52 0,26 385,00 200,00 170,00 9,75
T114 0,38 0,21 618,00 580,00 430,00 11,10
T122 0,45 0,22 580,00 430,00 275,00 NM
T124 0,48 0,21 515,00 575,00 340,00 12,25
T228 0,45 0,24 515,00 535,00 215,00 7,80
T334 0,41 0,21 420,00 380,00 325,00 NM

NM: nem meghatarozhat6

Szamos, a novényvédelemi gyakorlatban alkalmazott peszticid tartalmaz kiilonbozd
nehézfémeket, melyek biokontroll 7richoderma torzsekkel torténd kombinalasuk esetén

szintén kedvezStlen hatassal lehetnek azok életmitkodéseire.

IV.6. Nehézfémionok hatdsa mikoparazita Trichoderma torzsek novekedésére és in vitro

enzimaktivitasaira (Kredics és mtsai., 2001a,b)
Tiz nehézfémion (aluminium, réz, nikkel, kobalt, kadmium, cink, mangéan, 6lom, higany

és vas) hatasat vizsgaltuk a 7. harzianum T66-os és T334-es, T. aureoviride T122-es, és a T.

viride T114-es, T124-es és T228-as Trichoderma torzsek linearis micélium-novekedésére,
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1V. Eredmények és megvitatdsuk

valamint ezen torzsek novénypatogén gombakkal szembeni antagonizmusaban szerepet jatsz6
enzimeinek (B-glikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz, endoxilanaz, -1,4-N-acetil-
glitk6zaminidaz, tripszin-tipusi proteaz, kimotripszin-tipusi proteaz, és (-1,3-glukanaz) in

vitro aktivitasara.

IV.6.1. Nehézfémionok hatisa a novekedésre

A kisérletekbe bevont hat Trichoderma térzs micélium-novekedését jelentds mértékben

befolyasoltak a nehézfémionok (4. tablazat).

4. tablazat. Az alkalmazott nehézfémvegyiiletek egyes Trichoderma térzsekre vonatkoztatott

ICso-értékei mmolban

Torzs AlClJ CuSO4 NiSO4 COClz Cd(NO;)z ZIISO4 Mn(SO4)2 Pb(NOJ)z HgCIz FCSO4

x6 H,O xSH,0 x7H,0 x6H,0 x4H,0 x7H,0 x4H,0 x 7 H,0

Te6 3,73 0,16 0,94 092 0,18 0,72 5,66 1,70 0,27 1,14
T114 5,00 0,20 0,78 0,80 0,17 0,60 2,63 1,68 0,26 147
T122 5,14 0,15 0,88 0,94 0,18 0,72 3,03 162 0,31 1,28
T124 4,14 0,19 0,82 0,82 0,17 0,62 3,03 1,38 0,23 1,15
T228 5,80 0,14 0,85 1,06 0,16 0,70 2,83 1,22 0,32 1,47

T334 497 0,14 0,80 0,88 0,23 0,90 2,62 1,28 0,31 1,94

------

(5,30% illetve 7,75%), mig a vas esetében jelentds, 15,60%-o0s variaciét mutattak. A mangéan
esetében tapasztalt 23,80%-o0s variaci6 a 7T. harzianum T66-0s torzsének kimagaslé

mangantiirésével magyarazhat6. A legalacsonyabb ICso-értékeket réz, mig a legmagasabbakat
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1V. Eredmények és megvitatdsuk

aluminium esetében tapasztaltuk. Ezen adatok alapjan az ICso-értékek atlaganak alabbi

sorozatat allapithattuk meg az egyes nehézfémionokra:

Cu2+ < Cd2+ < Hg2+ < Zn2+ < Ni2+ < C°2+ < Fe2+ < Pb2+ < Mn2+ < Al3+

A T66-0s jelzést T. harzianum torzs rendelkezett a legjobb tolerancia-sajatsagokkal nikkelen,
mangéanon €s 6lmon. Az Osszes nehézfémet tekintetbe véve a I. harzianum T66-0s és a T.
aureoviride T122-es torzsek rendelkeztek a legjobb, mig a 7. viride T114-es és T124-es jelii

torzsei a legrosszabb tolerancia-sajatsagokkal.

IV.6.2. Nehézfémionok hatasa az extracellularis enzimek in vitro aktivitisira

cres

N-acetil-glukozaminidaz, tripszin-tipusu proteaz, kimotripszin-tipusi proteaz és f-1,3-
glukanaz, valamint a kompeticioban szerepet jatszé B-gliikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz
és endoxilanaz enzimek in vitro aktivitasaira gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A B-1,4-N-acetil-gliikozaminidaz aktivitasokat (17. A abra) erGsen gatolta a higany, mig a
vas és a cink csak egyes torzsek in vitro aktivitasait gatolta. Fokozott aktivitasokat
tapasztaltunk aluminiummal, rézzel és Olommal tortént inkubalas esetén, mig a tobbi
nehézfémion nem befolyasolta a B-1,4-N-acetil-glik6zaminidaz aktivitasokat jelentds
mértékben. Egy T. harzianum t6rzsbdl tisztitott B-1,4-N-acetil-glilkozaminidaz enzimrdl k6zolt
adatok szerint a réz még 10 mmolos koncentracioban is serkentette az enzimaktivitasokat

(Ulhoa és Peberdy, 1991).
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A higany erésen, mig az aluminium, réz és az 6lom enyhén gatolta mindkét vizsgalt
protedz aktivitasat (17. B, C abrak). Ugy tiinik, hogy a réz a kimotripszin-tipusi aktivitasokat
nagyobb mértékben gatolja, mint a tripszin-tipusa aktivitasokat.

A B-1,3-glukanaz aktivitasokat (17. D 4bra) gatolta a higany és serkentette a mangan. Egy
korabbi tanulmany szerint a mangan gatlénak bizonyult egy I. longibrachiatum torzsbol
tisztitott laminarindz aktivitasara, de ezt a gatlast egyedi esetnek tulajdonitottak (Tangarone és
mtsai., 1989).

Aluminium, réz, kadmium, cink és Olom esetében a B-glikozidaz (17. E ébra),
cellobiohidrolaz (17. F abra) és B-xilozidaz (17. G abra) enzimek aktivitasinak ndvekedését
tapasztaltuk. Serkentette még a fentieken kiviil a cellobiohidrolazt a mangan és a vas, a B-
xilozidazt pedig a vas. A higany gatolta, mig a nikkel és a kobalt nem befolyasolta jelentds
mértékben a fenti harom enzim aktivitasat.

Az endoxilanaz (17. H abra) esetében a higany altali gatlas mellett emlitést érdemel a réz,
nikkel és 6lom enyhe gatlasa egyes torzsek esetében, valamint a kobalt, mangin és a vas
serkentd hatasa.

Osszevetve a nehézfémionok névekedésre és in vitro enzimaktivitisokra gyakorolt
hatasat, megallapithatjuk, hogy a higany, mely 1 mmolos koncentraciéban a micélium-
novekedést teljesen gatolja, az Gsszes vizsgalt enzim aktivitasat is erGsen gatolta. A két proteaz
in vitro aktivitasat az aluminium és a réz 1 mmolos koncentracioban gatolta, amely érték joval
alacsonyabb az ICso-értéknél. Az o6lom 1 mmolos koncentracioban hasonld szazalékos
mértékben gatolta a két proteaz enzim aktivitdsat, mint a micélium-ndvekedést. A tobbi
nehézfémion nem befolyasolta a mikoparazitizmusban szerepet jatszo enzimek in vitro
aktivitasait olyan mértékben, mint amennyire a micélium-novekedést gatolta, s6t egyes

esetekben emelkedett enzimaktivitasokat mértiink. Meg kell azonban jegyezni, hogy az alumi-
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17. abra (A.-D.). Nehézfémek hatasa Trichoderma torzsek enzimaktivitasaira. K- nehézfém nélkiili kontroll.
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IV. Eredmények és megvitatdsuk

nium, réz és olom altali serkentés feltehetoleg kozvetett hatas, amely a proteolitikus enzimek
gatlasa utjan valosul meg.

Osszességében megallapithatjuk, hogy az extracellularis enzimek képesek aktivak
maradni olyan nehézfém-koncentraciok mellett is, amelyek mar erésen gatoljak a micélium-
novekedést. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a novekedésiikre nézve
nehézfémrezisztenssé nemesitett Trichoderma t6érzsek révén olyan biokontroll torzsekhez
Jjuthatunk, melyek nehézfémekkel szennyezett talajokban is hatisosak a novénypatogén
gombak ellen. Masrészrdl, ilyen mutansokat sikerrel lehetne nehézfémtartalmu peszticidekkel

kombinaltan alkalmazni a komplex integralt n6vényvédelem keretein beliil.

IV.7. Trichoderma torzsek baktériumbonté képességének vizsgilata (Antal és mtsai.,

2001b)

IV.7.1. Trichoderma torzsek bakteriolitikus aktivitasanak vizsgalata hdvel inaktivalt

baktériumokkal kiegészitett tiptalajokon

A hoével inaktivalt Gram-pozitiv illetve Gram-negativ baktériumokkal kiegészitett
taptalajon egy 7. aureoviride (T122), egy T. harzianum (T66) és egy I. viride (T228) torzs
baktériumbontd képességét vizsgaltuk, melynek mértékét a taptalajon mért feltisztult zona
mérete alapjan hataroztuk meg. Feltisztult zona képzésére csak azok a Trichoderma térzsek
képesek, melyek, mint azt az Agaricus bisporus (Fermor és mtsai., 1991; Fermor és Wood,
1981; Grant és mtsai., 1984; Lincoln és mtsai., 1997) és Schizophyllum commune (Grant és
mtsai., 1990) esetében elvégzett kisérletek is bizonyitjak, baktériumbontasra alkalmas
muramidaz, kitinaz és protedz enzimrendszerrel rendelkeznek. A harom vizsgalt Trichoderma

torzs baktériumbont6 képességérdl nyujt attekintést az 5. tablazat.
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1V. Eredmények és megvitatasuk

A Trichoderma torzsek baktériumbontod képessége nagy valtozékonysagot mutatott a
degradacid mértéke és specifitasa tekintetében. Megfigyelhetd, hogy a Bacillus nemzetségbe
tartozd fajokat ugyanaz a Trichoderma torzs eltérd mértékben bontotta, feltételezhetéen a

baktériumfajra specifikus enzimtermelés miatt. A torzsek képesek voltak mindharom vizsgalt

Gram-negativ baktérium bontaséra.

5. tablazat. Trichoderma torzsek baktériumbonto képessége (a feltisztulasi zonak mérete mm-

ben)

Baktériumok

T. aureoviride T122

T. harzianum T66

T. viride T228

B. subtilis 0210
B. subtilis 0212
B. cereus var.
mycoides

B. megaterium
M. luteus

E. coli

P. aeruginosa
S. marcescens

[SS AN N |

O \WOVWNO
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A hovel inaktivalt B. subtilis sejteket tartalmazo taptalajokon a vizsgalt torzsek
kiemelkedd degradacios aktivitast mutattak. Két torzs (7. harzianum T66 és T. aureoviride

T122) esetében megvizsgaltuk a [-1,4-N-acetil-glikézaminidaz, valamint a tripszin- és

kimotripszin-tipusi proteaz aktivitisokat induktiv korilmények kozott (hovel inaktivalt B.

subtilis sejtek jelenlétében) és nem induktiv koriilmények kozott (baktériumsejtek hianyaban),

folyadékkultiraban. A kapott eredményeket 6sszegzi a 6. tablazat.

A mért értékek alapjan lathaté, hogy a wvizsgalt torzsek mind a [-1,4-N-acetil-

glikoézaminidazt, mind a protedz enzimeket alacsony, konstitutiv szinten termelik, a

sy
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6. tablazat Trichodema torzsek 4 napos fermentleveibél mért enzimaktivitasok B. subtilis

sejtekkel indukalt, és nem indukalt korilmények kozott

Enzimek T. harzianum T. aureoviride
T66 T122
B-1,4-N-acetil-gliikozaminidaz ~ indukalt 174,8 173,2
nem indukalt 3312 21,1
Tripszin-tipusu proteaz indukalt 23,6 49,1
nem indukalt 12,8 0,7
Kimotripszin-tipust proteaz indukalt 15,5 39,1
nem indukalt 2.3 3,1

IV.7.2. Baktérium-tolerans telepek izolildsa

A biofungicidként alkalmazott 7richoderma torzsek biokontroll aktivitasat hatranyosan
befolyasolja a torzsek baktériumokkal szembeni érzékenysége, ezért indokolt lehet
baktériumokkal szemben j6 antagonista sajatsagokkal rendelkezd torzsek alkalmazasa a
biologiai védekezés caljaira. Vizsgalt torzseink kozil a 7. harzianum T66-o0s és a 1. viride
T228-as torzsek €16 B. subtilis 0210 jelenlétében baktérium-tolerans szektorokat képeztek,

melyek feltehetoleg spontan mutacid révén jottek létre (18. abra A, B).

18. abra. Trichoderma torzsek baktérium-tolerans telepei. A. 7. harzianum T66, B. T. viride

T228
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IV.8. Mikoparazita Trichoderma térzsek nemesitése UV-mutagenezissel

IV.8.1. A vizsgalt Trichoderma torzsek UV-fénnyel szembeni érzékenysége

A vizsgalatainkba bevont hat mikoparazita térzs UV-fénnyel szembeni érzékenységét
mutatja a 19. abra. A tulélési szazalék-értékekre a 7. viride T1l4-es torzs esetében
hiperbolikus, a tobbi torzs esetében pedig szigmoid gorbe volt illeszthetd. Az UV-
mutagenezissel to6rtén6 nemesités soran a 10%-os tulélésnek megfelelé kezelési idot
alkalmaztuk az egyes torzsekre, tehat a 7. harzianum T66 és T. viride T124 esetében 50 s-os, a
T. aureoviride T122 és T. viride T228 esetében 40 s-o0s, a T. viride T114 és T. harzianum

T334 esetében pedig 20 s-0s besugarzast.

IV.8.2. Nemesités szarazsagtiirésre

Szamos igéretes torzset sikertilt izolalni UV-mutagenezissel és 9% NaCl-ot tartalmazo
taptalajon torténd szelekcioval. Ezek a torzsek azonban nem szelektiv korilmények kozott
torténd passzalas soran elvesztették szarazsagtiird sajatsagukat. Esetitkkben feltehetoen nem
szarazsagtiirO mutansokrol, hanem a szaraz koriilményekhez adaptalodott torzsekrdl van szo.

Valodi szarazsagtiiré mutansok létrehozasahoz tovabbi nemesitési munkara van sziikség.
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¢

20. abra. Rézrezisztens mutansok (korben), és sziiléi torzseik (a csészék kozepén). A. T.
harzianum T66-0s torzs €s mutansai, B. 7. viride T114-es torzs és mutansai, C. 7. viride
T228-as torzs €s mutansai 1,6 mmol CuSO,x5H,O-t tartalmazé taptalajon 4 nap inkubacio

utan

21. abra. Nikkelrezisztens mutansok (korben), és sziiléi torzseik (a csészék kozepén). A. T.
harzianum T66-0s torzs és mutansai, B. 7. viride T114-es torzs és mutansai, C. 7. aureoviride

T122-es torzs €s mutansai 3 mmol NiSO,x7H,0-t tartalmazd taptalajon 4 nap inkubaci6 utan
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IV.8.3. Nemesités nehézfémtiirésre, a nehézfémrezisztens mutinsok jellemzése (Kredics és

mtsai., 2001a,c)

177 nehézfémrezisztens mutanst izolaltunk a hat vizsgalt Trichoderma torzsbdl UV-
mutagenezissel. A 20. abran rézrezisztens, a 21. abran pedig nikkelrezisztens mutansok és
sziil61 torzseik telepeit lathatjuk az adott nehézfémet tartalmazo6 taptalajokon. A mutansokat
minden nehézfémen leteszteltiik a lehetséges keresztrezisztenciara. A legjobb tulajdonsagh
mutansok listdja a 7. tablazatban lathat6. A nikkelrezisztens mutansok 68%-a, mig az
aluminium-rezisztensek 63%-a rézrezisztensnek bizonyult. Jelentds keresztrezisztenciat
mutattak még az 6lomrezisztens mutansok kadmiumon, valamint a rézrezisztensek nikkelen. A
tapasztalt keresztrezisztenciak mértéke leolvashato a 8. tablazatbol.

A legjobb tulajdonsagi mutansokat in vitro antagonizmus-tesztekben vizsgaltuk
ndvénypatogén Pythium, Rhizoctonia és Fusarium torzsekkel szemben. A 22, és 23. dbra a T.
harzianum T66-0s tbrzse, és az abbol izolalt Cu2 jelii rézrezisztens mutans in vitro
antagonizmusat, mig a 24. és 25. abra a T. harzianum T334-es torzse, €s a belble izolalt Co3
jeli kobaltrezisztens mutans in vitro antagonizmusat mutatja P. debaryanum és R. solani,
illetve F. culmorum és F. oxysporum torzsekkel szemben, hét napos inkubacid utan. A
nehézfémtartalmu taptalajokon az antagonizmus hatasfoka a vizsgalt mutans torzsek esetében
jelentds mértékben meghaladta a vad tipusi torzsek antagonizmusanak hatasfokat. Ilyen
mutansok sikerrel kombinalhatok lehetnek nehézfémtartalmu peszticidekkel a komplex

integralt novényvédelem keretein beliil.
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7. tablazat. A legjobb mutansok rezisztencia-tulajdonsagai

Legjobb mutinsok A telepndvekedési rata 150%-nal

nagyobb mértékben meghaladja a

A telepndvekedési rata a vad tipus-
hoz képest 100% és 150% kizotti

vad tipusét az alabbi nehézfémeken az alibbi nehézfémeken
T66 Al9 Al, Cu, Pb, Hg
T66 Cu2 Cu, Ni, Pb, Hg Zn
T66 Cud Cu, Ni, Hg Zn, Pb
T66 Ni8 Al, Cu, Pb Ni, Mn, Hg
T66 Co2 Cu, Co, Pb Cd, Hg
T66 Zn7 Zn, Pb Al, Cu, Ni, Co, Cd
T114 Cus Cu, Ni, Hg Al, Zn
T114 Znl Cu, Ni, Zn Cd, Hg
T114 Fell5 Ni, Zn, Fe Al, Cu, Co
T114 Felll10 Ni, Cd, Fe Al, Cu, Zn
T122 Al3 Al, Cu, Ni Cd, Hg
T122 Nil Cu, Ni, Co Cd
T122 Ni2 Cu, Ni, Fe Cd, Zn
T122 Ni3 Cu, Ni, Co Al, Cd, Hg, Fe
T122 Ni4 Cu, Ni, Cd Co, Zn, Hg, Mn, Fe
T122 Col Cu, Co, Cd, Mn, Hg Ni, Zn, Pb
T122 Co3 Cu, Co, Cd, Hg Ni, Zn, Pb, Fe
T122 Co4 Cu, Co, Cd, Hg Ni, Zn, Pb, Mn, Fe
T122 Cos Cu, Co, Cd, Mn, Hg Ni, Zn, Pb, Fe
T122 Zn5 Cu, Ni, Zn " Co, Cd, Hg
T122 Zn6 Cu, Ni, Zn Cd, Hg, Fe
T124 Cul0 Cu, Ni, Co
T124 Nil Cu, Ni, Fe Zn
T124 Ni4 Cu, Ni, Cd, Hg, Fe Al, Zn
T124 Ni6 Cu, Ni, Hg, Fe Zn
T124 Ni7 Cu, Ni, Fe Zn
T124 Ni8 Cu, Ni, Hg Zn, Fe
T124 Col Cu, Co, Pb, Mn, Hg, Fe Al Ni, Zn
T124 Co3 Cu, Co, Pb, Mn, Hg, Fe Al Ni
T124 Co4 Cu, Ni, Co, Cd, Mn, Fe Zn, Pb, Hg
T124 CoS Cu, Ni, Co, Pb, Mn, Hg Cd, Zn
T124 Cdl Cu, Ni, Co, Fe Cd, Hg
T124 Zn2 Cu, Ni, Zn, Fe Cd
T124 Zn6 Cu, Ni, Zn Al
T124 Zn7 Cu, Ni, Zn, Fe Al, Mn
T228 All Al, Cu, Cd Ni, Hg, Fe
T228 Cu3 Cu, Ni, Cd, Fe
T228 Cus Cd, Hg, Fe Cu, Ni
T228 Pb2 Ni, Co, Cd Al, Pb, Hg
T334 Col Cu, Ni, Co, Pb Zn, Mn, Hg, Fe
T334 Co3 Cu, Ni, Co Zn, Pb, Mn, Fe
T334 Cod Cu, Ni, Co, Pb Al, Cd, Zn, Mn, Hg
T334 Zn5 Ni, Zn, Hg Cu, Co, Cd
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8. tablazat. Az izolalt nehézfémrezisztens mutansok keresztrezisztencija

Keresztrezisztencia A B C
Nikkelrezisztens mutansok rézen 68% 16% 84%
Aluminium-rezisztens mutansok rézen 63% 19% 82%
Olomrezisztens mutansok kadmiumon 58% 33% 91%
Rézrezisztens mutansok nikkelen 50% 21% 71%
Cinkrezisztens mutansok rézen 47% 26% 73%
Cinkrezisztens mutansok nikkelen 47% 5% 52%
Kobaltrezisztens mutansok rézen 38% 23% 51%
Manganrezisztens mutansok rézen 38% 4% 42%
Rézrezisztens mutansok kadmiumon 36% 7% 43%
Olomrezisztens mutansok nikkelen 33% 8% 41%
Vasrezisztens mutansok nikkelen 32% 25% 57%
Nikkelrezisztens mutansok vason 24% 32% 56%
Aluminium-rezisztens mutansok kadmiumon 19% 38% 57%
Vasrezisztens mutansok kadmiumon 14% 21% 35%
Cinkrezisztens mutansok kadmiumon 11% 53% 64%
Kadmiumrezisztens mutansok rézen 11% 41% 52%
Manganrezisztens mutansok aluminiumon 8% 42% 50%
Higanyrezisztens mutansok aluminiumon 7% 79% 86%
Higanyrezisztens mutansok rézen 7% 64% 1%
Vasrezisztens mutansok cinken 4% 57% 61%
Vasrezisztens mutansok rézen 4% 50% 54%
Olomrezisztens mutansok aluminiumon 0% 58% 58%
Higanyrezisztens mutansok nikkelen 0% 57% 57%
Olomrezisztens mutansok vason 0% 50% 50%
Nikkelrezisztens mutansok cinken 0% 48% 48%
Higanyrezisztens mutansok kadmiumon 0% 43% 43%

A. Azon mutinsok %-a, melyek telepnovekedési rataja 150%-nal nagyobb mértékben

meghaladja a vad torzsét, B. Azon mutansok %-a, melyek telepnovekedési rataja a vad torzs

100%-a és 150%-a kozott van, C. Osszesen
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P. debaryanum T66 P. debaryanum T66 Cu2

R. solani Te66 R. solani T66 Cu2
22. abra. A T. harzianum T66-0s torzs, €s a belole szarmazo Cu2 rézrezisztens mutans in vitro
antagonizmusa P. debaryanummal és R. solanival szemben 0,15 mmol CuSO,-on

F. oxysporum T66 F. oxysporum T66 Cu2

F. culmorum T66 F. culmorum T66 Cu2
23. abra. A 7. harzianum T66-0s torzs, és a beldle szarmazo Cu?2 rézrezisztens mutans in vitro
antagonizmusa F. oxysporummal és F. culmorummal szemben 0,15 mmol CuSO4-on
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P. debaryanum T334 P. debaryanum T334 Co3

R. solani T334 R. solani T334 Co3
24 abra. A T. harzianum T334-es torzs, és a beldle szarmazo Co3 kobaltrezisztens mutans in
vitro antagonizmusa P. debaryanummal és R. solanival szemben 0,9 mmol CoCl,-on

F. oxysporum T334 F. oxysporum T334 Co3

F. culmorum T334 F. culmorum T334 Co3
25. ébra. A T. harzianum T334-es torzs, €s a beldle szarmazo Co3 kobaltrezisztens mutans in
vitro antagonizmusa /. oxysporummal és F. culmorummal szemben 0,9 mmol CoCl,-on
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IV.9. Mikoparazita Trichoderma torzsek transzformaciés nemesitése

IV.9.1. Hygromycin B-rezisztencian alapulé transzformaicios rendszerek kidolgozdsa vad

tipusu Trichoderma torzsekre

A T. harzianum T66-0s és T334-es, a T. aureoviride T122-es, valamint a T. viride T114-
es, T124-es és T228-as torzseket transzformaltuk a dominidns szelekcids markerként
hygromycin B-rezisztenciat hordozé pCSN43 plazmiddal. A 7. viride T124-es és T228-as
torzsek bizonyultak a leghatékonyabban transzformalhatonak, 10"/ml illetve 4x10%ml
kiindulasi protoplasztmennyiség és 300 pug/ml szelekcids hygromycin B koncentracié mellett
200-300 transzformans/ug DNS-nek adodott a transzformacios gyakorisag. Kedvezd
transzformacios gyakorisagokat kaptunk még a 7. harzianum T66-os és T334-es torzsei
esetében is (3x10°/ml illetve 6x10°/ml kiindulasi protoplasztmennyiség és 300 pg/ml
hygromycin B koncentracié mellett 100, illetve 100-200 transzformans/iig DNS). A T
aureoviride T122-es €s a T. viride T114-es torzsek hygromycin B érzékenysége a fenti négy
torzsénél kisebb volt, ezért a transzformacié soran 450 pg/ml hygromycin B-t alkalmaztunk a
szelekciod céljaira. Valoszinlileg a magas hygromycin B koncentracioval magyarazhaté e két
torzs esetében, hogy a viszonylag magas kiindulasi protoplasztszam (107/ml illetve 5x10%ml)
ellenére alacsony transzformacios gyakorisagokat (10-20 transzformans/ug DNS) kaptunk. A
hat mikoparazita Trichoderma torzzsel végzett transzformacios kisérleteink eredményeirdl
nyujt attekintést a 9. tablazat.

A hygromycin B-rezisztenciat szamos esetben alkalmaztik dominans szelekcids
markerként Trichoderma torzsek transzformacioja soran. Sivan és mtsai. (1992) szamos, HygB

gént tartalmazd plazmidot megvizsgaltak 7. viride transzformacio céljaira és 0,06-4,2
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transzformans/ug plazmid DNS kozotti transzformécios gyakorisagokat értek el. Hygromycin
B szelekcids rendszer alkalmazasa mellett a kisérleteinkben kapottnal szintén joval alacsonyabb
transzformacids gyakorisagokat értek el 7. harzianum, T. hamatum (6,6-11 transzformans/ug
plazmid DNS; Ulhoa €s mtsai., 1992) és T. longibrachiatum (0,5-5 transzformans/ug plazmid
DNS; Sanchez-Torres és mtsai, 1994) esetében. Az altalunk elért transzformacios
gyakorisagokkal azonos nagysagrendii transzformanst (200-500 transzformans/ug plazmid
DNS) Allitottak el6 Manczinger és mtsai. (1997) T. viride pCSN43 plazmiddal torténd
transzformalasa soran, ez a gyakorisag pedig még kb. szazszorosara volt névelhetd poliaminok
(spermin, spermidin, putreszcin) alkalmazasaval.

A magas transzformacids gyakorisagokat eredményez6 modszerek kifejlesztése nagy
jelentdsége bir, hiszen ezek nemcsak bizonyos extracellularis enzimek génjeinek bejuttatasara,
hanem akar nehézfém-rezisztenciara torténé nemesitésre is felhasznalhatok pl. heterolog

metallothionein gének kifejeztetése utjan.

Tres

Fajcsoport Torzs Kiindulasi Szelekcios Transzformansok
protoplaszt- hygromycin B szima/ug DNS
mennyiség koncentracio
T. harzianum  T66 3x10%ml 300 pg/ml ~100 db
T334 6x10°/ml 300 pg/ml ~100-200 db
T. aureoviride T122 10"/ml 450 pg/ml ~10-20 db
T. viride T114 5x10%ml 450 pg/ml ~10-20 db
T124 10"/ml 300 pg/ml ~200-300 db
T228 4x10%ml 300 pug/ml . ~200-300 db
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IV.9.2. A T. viride T124-es torzsébdl izolalt kompakt morfolégidji mutinsok

transzformaldsa hygromycin B-rezisztenciira

Els6ként megvizsgaltuk két kompakt morfologiaji mutans protoplasztalodasi képességét.
Ugyanazt a csigaenzim-preparatumot alkalmazva, melynek segitségével a vad tipusi torzsbol
107 protoplasztot is elé lehetett allitani egy-egy kisérlethez, a mutansokbol 10° db kérili
protoplaszt képz6dott. A transzformansok szelekcidja céljabol a regeneraltaté taptalaj 300
ng/ml-es koncentracioban tartalmazott hygromycin B-t. A 26. abran transzformansokat
tartalmazo csésze és kontrollja lathato. A transzformacios gyakorisagok 200-250 transzformans
telep/ug DNS-nek adodtak. A kompakt morfologiaji mutansok transzformaciodja soran
konnyebben meg tudtuk allapitani a transzformacios gyakorisagokat, mint a vad tipusu torzs

esetében, mivel a kompakt transzformansok kénnyebben szamolhatok.

transzformansokat tartalmazé csésze (balra) és kontrollja (jobbra) 5 nap inkubécio utan
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V. OSSZEFOGLALAS

A Trichoderma nemzetség - egyes tagjai ndvénypatogén gombakkal szembeni antagonista
tulajdonsaganak, illetve kiemelkedd extracellularis enzimtermel§ képességének koszonhetden -
kiterjedt kutatasok targyat képezi. Mivel az antagonista tulajdonsag nem fajhoz, hanem egyes
torzsekhez kothetd, igy napjainkban is folyik a valtozatos mez6gazdasagi kornyezethez, ipari
elvarasokhoz legjobban illeszkedé Trichoderma torzsek koérnyezetbdl torténd izolalasa, az
igéretes torzsek kivalasztasa, az antagonista képességeknek és az extracellularis enzimek
termelddésének vizsgalata és a torzsek nemesitése. E témakhoz kapcsolddik kutatdcsoportunk
munkaja is.

Megvizsgaltuk hat Trichoderma torzs névénypatogén gombéikkal szembeni in vitro
antagonizmusra valo képességét. Mindegyik torzs képes volt jelentdés mértékben gatolni a
novénypatogén gombak telepeinek novekedését, egyes esetekben a Trichoderma térzsek ra is
néttek a névénypatogénekre.

A vizsgalatainkba bevont torzsek kozil a 7. viride T124-es torzs rendelkezik a
legkedvezobb sajatsagokkal a biologiai védekezés céljaira, ezért az extracellularis
enzimrendszerek elGzetes vizsgalatat ezen a torzsén végeztiik. Megvizsgaltuk ezen térzs
aspecifikus  kitinaz, proteaz és B-1,3-glukanaz aktivitasait kiilonbozd szén- és
nitrogénforrasokon. A kivalasztott enzimek aktivitasszintje a legtobb esetben magasabb volt
NaNOs nitrogénforrasként torténé alkalmazasa esetén, mint NH4Cl jelenlétében, mig a
szénforrasok koziil a glicerol kedvez6bb hatast gyakorolt a szekrécidra, mint a mannitol.
Mindharom vizsgalt enzim aktivitasa represszalhaté volt bizonyos szén- és nitrogénforrasok
altal.

Mivel a biologiai védekezés céljaira potenciilisan felhasznalhat6 Trichoderma torzsek

antagonizmusra valo képességének hatterében szamos kiilénbozd enzimrendszer egyittesen
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jatszik szerepet, a Trichoderma torzsek extracellularis enzimprofiljainak részletes vizsgalata
komoly gyakorlati jelentdséggel bir. Kisérleteink sorin tanulméanyoztuk harom kiilénb6z6
fajcsoportba tartozé hat Trichoderma térzs extracellularis B-glikozidaz, cellobiohidrolaz,
endocellulaz, B-xilozidaz, endoxilanaz, tripszin- és kimotripszin-tipusi proteaz és B-1,4-N-
acetil-glik6zaminidaz enzimprofiljait, melyek a hat vizsgalt térzs esetében jelentds mértékd
hasonlésagot mutattak.

A Trichoderma fajok kompetitiv sajatsagait jelentdsen befolyasoljak kiilénb6zd kdrnyezeti
tényezok, pl. a homérséklet, a vizviszonyok, valamint a peszticidek, a nehézfémek és
antagonista baktériumok jelenléte a talajban. Biokontroll torzsek alkalmazasanak tervezésekor
tanacsos ezen kornyezeti tényezdk Trichoderma fajok életmikodéseire gyakorolt hatasarol
informacidkat gylijteni, a biokontroll torzseknek ugyanis jobb stressztird képességgel kell
rendelkezniik, mint a patogéneknek, melyek ellen bevetésre keriilnek a biologiai védekezés
soran.

Megvizsgaltuk a vizpotencial és hOémérséklet egy Trichoderma harzianum térzs

novekedésére, valamint [-glikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz, [-1,4-N-acetil-

cevy

Ry

sy

bizonyultak optimalisnak, a vizsgalt torzs enzimszekrécidjat tehat befolyasolta a vizpotencial a
folyadékkulturakban. A vizsgalt enzimek in vitro aktivitasaira is jelentés hatassal volt a
homeérséklet és a vizpotencial. Eredményeink alapjan azonban a 7. harzianum enzimei aktivak
maradhatnak olyan vizpotencial-értékek mellett is, amelyek teljesen gatoltdk a micélium-
novekedést. Novekedésiikben szarazsagtirobb Trichoderma torzsek nemesitése tehat olyan
biokontroll torzseket eredményezhet, melyek alacsonyabb vizpotencial-értékii talajokban is

hatékonyak a nvénypatogén gombak ellen.
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Harom fungicid és négy herbicid térzseink névekedésére és extracellularis enzimeik in
vitro aktivitasara gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. A vizsgalt herbicidek esetében az ICso-
koncentraciok értékei olyan magasak voltak, amilyen koncentraciok akalmazasuk soran nem
alakulnak ki a talajban. Torzseink fungicidérzékenysége viszont problémat okozhat
gombaellenes vegyiiletekkel valo kombinalt alkalmazas soran, ezért célszerii fungicidrezisztens
mutansokat alkalmazni. Eltéréd tamadaspontjuknal fogva a wvizsgalt peszticidek nem
befolyasoltak a Trichoderma torzsek extracellularis enzimeinek mikddését.

Szamos, a novényvédelemi gyakorlatban alkalmazott peszticid tartalmaz kiilénb6z6
nehézfémeket, melyek biokontroll Trichoderma torzsekkel torténd kombinalasuk esetén
szintén kedvezoOtlen hatéassal lehetnek a torzsekre. Tiz nehézfémion (aluminium, réz, nikkel,
kobalt, kadmium, cink, mangan, 6lom, higany és vas) hatasat vizsgaltuk torzseink linearis
micélium-névekedésére, valamint ezen torzsek novénypatogén gombakkal szembeni
antagonizmusaban szerepet jatsz0 enzimeinek (B-glikozidaz, cellobiohidrolaz, B-xilozidaz,
endoxilanaz, f-1,4-N-acetil-gliik6zaminidaz, tripszin-tipusi proteaz, kimotripszin-tipusi
protedaz €s f-1,3-glukanaz) in vitro aktivitisara. Tapasztalataink alapjan az extracellularis
enzimek képesek aktivak maradni olyan nehézfém-koncentraciok mellett is, amelyek mar
erdsen gatoljak a micélium-ndvekedést.

A biofungicidként alkalmazott Trichoderma térzsek biokontroll aktivitasat hatranyosan
befolyasolja a torzsek baktériumokkal szembeni érzékenysége, ezért indokolt lehet
baktériumokkal szemben jo antagonista sajatsagokkal rendelkezé torzsek alkalmazasa a
biologiai védekezés céljaira. Megvizsgaltuk harom térzs baktériumbonto képességét, mely nagy
valtozékonysagot mutatott a degradacid mértéke és specifitasa tekintetében. Eredményeink
alapjan a vizsgalt torzsek mind a P-1,4-N-acetil-gliikkozaminidazt, mind a protedz enzimeket

alacsony, konstitutiv szinten termelik, a baktériumsejtek jelenléte pedig indukalja a torzsek
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tolerans szektorokat képezett.

A biokontroll Trichoderma torzsek nemesitése soran célszerii lenne t6bb figyelmet
forditam a mutagenezis alkalmazasara, mert az igy eldallitott thzsek szabadfoldi alkalmazasat
konnyebben engedélyezik a kornyezetvédelmi szervek, mint a protoplasztfuzioval vagy
transzformaciéval nemesitett torzsekét. Nemesitési munkank soran 177 nehézfémrezisztens
mutanst izolaltunk UV-mutagenezissel hat wvizsgalt Trichoderma t6érzsb6l. A mutansok
nehézfémeken valo tesztelése soran szamos esetben keresztrezisztenciat tapasztaltunk, mely
lehet6vé teszi az egy 1épésben tobb nehézfémmel szembent rezisztenciara nemesitést. Egyes
mutansaink az adott nehézfémet tartalmazo taptalajon a vad torzsnél sokkal hatékonyabban
antagonizaltdk a tesztorganizmusként alkalmazott novénypatogén gombakat. Ilyen térzsek
igéretesek lehetnek pl. nehézfémtartalma peszticidekkel torténd kombinalt felhasznalas céljaira
a komplex integralt novényvédelem keretein beliil.

Torzseink tovabbi nemesitése céljabol hygromycin B-rezisztencian alapulé transzforma-
ci6s rendszereket dolgoztunk ki, és szamos esetben kedvezd transzformacios gyakorisagokat
transzformaltuk hygromycin B-rezisztenciara. A magas transzformacios gyakorisagokat
eredményezd modszerek kifejlesztése nagy jelentoséggel bir, hiszen ezek nemcsak bizonyos
extracellularis enzimek génjeinek bejuttatasara, hanem akar nehézfém-rezisztenciara térténéd

nemesitésre is felhasznalhatok pl. heterolog metallothionein gének kifejeztetése utjan.
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VI. SUMMARY

The Trichoderma genus, due to the antagonistic features of some of its members
against plant pathogenic fungi, and their outstanding extracellular enzyme production abilities,
is the subject of extensive investigations. Since antagonism is a feature associated not with the
species, but with certain strains, the isolation from the environment of Trichoderma strains best
suited to the varied agricultural environment and industrial expectations, the selection of
promising strains, the investigation of antagonistic abilities and the production of extracellular
enzymes, and the breeding of the strains are in progress to this day. The work of our research
group is also connected to these topics.

We examined the in vitro antagonistic abilities of six Zrichoderma strains against plant
pathogenic fungi. All of the strains were able to significantly inhibit the colony growth of the
plant pathogens, in some cases the 7rihoderma strains overgrew them.

Between the strains involved in our experiments the 7. viride T124 has the most
favourable properties for the purposes of biological control, so the preliminary examination of
extracellular enzyme systems was carried out with this strain. We examined the aspecific
chitinase, protease and f-1,3-glucanase activities of this strain on different carbon- and
nitrogen sources. The activity levels of the selected enzymes were higher in the case of NaNO;
as nitrogen source than in the presence of NH,CIl, while glycerol as carbon source had more
favourable effects on secretion than mannitol. All of the examined enzymes were repressable
by certain carbon- and nitrogen sources.

While numerous different enzyme systems together reveal the background of the
antagonistic ability of Trichoderma strains with biocontrol potential, the detailed examination
of the extracellular enzyme profiles of Trichoderma strains is of serious practical importance.

We examined the enzyme profiles of extracellular $-glucosidase, cellobiohydrolase, endocellu-
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lase, B-xylosidase, endoxylanase, trypéin- and chymotrypsin-like protease and f-1,4-N-acetyl-
glucosaminidase in the case of six Trichoderma strains belonging to three different species
groups, the profiles of the enzymes showed significant similarities between the examined
strains.

The competitive abilities of Trichoderma species are significantly influenced by different
environmental parameters, like temperature, water conditions, the presence of pesticides, heavy
metals and antagonistic bacteria in the soil. When planning the application of biocontrol strains
it is suggested to collect information about the effects of such p;lrameters on the activities of
Trichoderma species, because biocontrol agents should have better stress tolerance levels than
the pathogens against which they are going to be used during biological control.

We examined the effects of water potential and temperature on the growth of a
Trichoderma harzianum strain, and on the secretion and in vitro activities of enzymes f-
glucosidase, cellobiohydrolase, B-xylosidase, B-1,4-N-acetyl-glucosaminidase and chymotryp-
sin-like protease produced by this strain. Higher water potential values resulted in higher linear
growth rate. Enzyme secretion was influenced by water potential in liquid cultures, different
water potential values proved to be optimal for the secretion of the different enzymes.
Temperature and water potential had significant effect on the in vitro activities of the examined
enzymes, however, based on our results, the enzymes of 7. harzianum could remain active
even at water potential values completely inhibiting mycelial growth. So breeding Trichoderma
strains for xerotolerance could result in biocontrol strains effective against plant pathogenic
fungi even in soils with lower water potentials.

We also examined the effects of three fungicides and four herbicides on the growth and in
vitro activities of extracellular enzymes of our strains. In the case of the examined herbicides
the ICs concentrations were found to be so high, which values(can not be present in the soil

during their application. However, the fungicide susceptibility of our strains may cause
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problems during their combined application with antifungal compounds, for such purposes
fungicide resistant mutants should be applied.

Because of their different point of attack, the pesticides did not influence the activity of
the extracellular enzymes produced by the Trichoderma strains. |

Several pesticides applied in the paractice of plant protection contain different heavy
metals, thus they may have unfavourable effects on biocontrol Trichoderma strains, when
combined with them. We examined the effects of ten heavy metal ions (aluminium, copper,
nickel, cobalt, cadmium, zinc, manganese, lead, mercury and iron) on the linear mycelial
growth of our strains and on the in vitro activities of their enzymes involved in antagonism
against plant pathogenic fungi (B-glucosidase, cellobiohydrolase, B-xylosidase, endoxylanase,
B-1,4-N-acetyl-glucosaminidase, trypsin-like protease, chymotrypsin-like protease and B-1,3-
glucanase). Based on our results the extracellular enzymes could remain active under heavy
metal concentrations which strongly inhibit mycelial growth.

The susceptibility of biofungicide Trichoderma strains to bacteria has detrimental effects
on their biocontrol activity, the application of strains with good antagonistic properties against
bacteria for the purposes of biological control is therefore reasonable. We examined the
bacterium-degrading ability of three strains, which proved to be variable in the degree and
specifity of degradation. Based on or results, the strains produced both f-1,4-N-acetyl-
glucosaminidase and proteases in low, constitutive level, and the presence of bacterial cells
induced the enzyme secretion of the strains. Two of our strains produced bacterium-tolerant
sectors in the presence of Bacillus subtilis.

More attention should be paid to the mutagenic methods of breeding of biocontrol
Trichoderma strains, because strains bred by mutagenesis can get registration for on field use
from environmental protection agencies more easily than strains produced by protoplast fusion,

or transformation. We isolated 177 heavy metal resistant mutants by UV-mutagenesis from the
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six investigated Trichoderma strains. Cross-resistance was found in several cases when the
mutants were tested on the heavy metals, this makes possible the one-step development for
mutants resistant to more heavy metals. So.me of our mutants were effective antagonists of the
plant pathogenic test organisms even on media containing the respective heavy metals. Such
mutants might be. the preferred choice for combined application with heavy metal-containing
pesticides in the frame of a complex integrated plant protection.

For the further breeding of our strains we developed transformation systems based on
hygromycin B resistance. In several cases we could reach optimal transformation frequencies.
The compact morphological mutants isolated from strain 7. viride T124 could also be
transformed to hygromycin B resistance. The development of methods resulting in high
transformation frequencies is of great importance: such methods are valuable not only for the
insertion of extracellular enzyme genes, they might also be used for breeding for heavy metal

resistance eg. via the expression of heterologous methallothionein genes.
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