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BEVEZETES

A protoplooztolégie o bektériumak, gombdk, nivények
so tfald ek oltdvolitdes ut dn létre ottt képzbdudnye
nyel, @ protoploszttel Voglolkozd tudondnydge A
protopleszt 0 jellenz8i o sejtfel teljes hidnye
Jezenben o ee tfolnaredékot tartelsezd cz@ro=
ploszttal/, oczmotikus dradhenyedy fregfoleld koncente
récid u ozmotikun jelenldétében szabdlyos ginbalak/,
Mivel s ve tfeltdrdel nddok kdzil a protoplasatikdpzde
kédrosit o o loghkavdebd o ee t Sletfolysmatait, exdrt
éltalénogon alkaluszott gz dlettani, gonotikai, wikrow
biolégial vizegdkeokndl Villsouveve, L9G0/,

A goabdk se tfaldnek 70 alkotdl @ glukdn /(A «1,3« ds

Q wi,tm, volomintotel,d= d8 ot «i,d=08 glikozidos kie
téook), monndn JGeglukozidos kotdeek/, kitin 3 -lease-
tylegilikézenin tartelnu poliser/, protein 4 lipid, ile
lotve ozek komplex hédldzasta,

A sejtfelat slkotd komponengek de szokbar taldlhetd
kitdotipusok hatdrozadhk weg, hogy milyern enzis/ek/
kdposek o se tfelat részbon vagy teljesen lebontani.
A tenydesztde kirOlmdnyeinek véltozdedval, o tonydszet
eloregedésdvel véltozds 511 o o eeitfol Gcozetételde
ben fTroy, Koffler, 1909/,

A gombgprotoplosztols izoléléedra hasandlt sddezercket
héron 78 ceovportbe sezthotiuk fvillenueve, Garcis
Acha, 1981/,
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1, Mochandikue mddezeroh vegy sutolitikus enzimok
elikaloozdon floces, L9806/,

2. So itfol szintdzie gdtides specifiius inhibitow

3. A sojtfol onzinotikue oiddoa,.

o/ Ceigaenzimekkels Gisja 17ld4eben figyelte meg,
hogy @ Holix pomatis gesatrdlis (regébdl nyert
enzimek nmegtédmadidk e gombogeit foldt. A protope
losztok nyerésdre o Sececharomyces carlsbergene
signdl Eddy do willismeon Li67eben heeznélidk
elfszir, £z sz oenzinkouplex mintegy 30 féle
onzimet terteloez fglukandz, sernondx, cellu-
ida, kitinds, Lipdz, otb/ wolde:n, Trecey, 1960/,

by krobidlie eredetd enzimeklkel: Szdnos nikrooes
gonizeue torsal induktiv, extrecelluldris ane
zimoket, enolyek gombeprotoplesztok kdpzdedre
heszndlhotdk: Stroptomycesek, /Clorze ds nis.,
1906/ Trichoderna torzeok fUe Vries, Ueseols,
1973/, Gecillue circulsnus fTenaks, Phaff, 1307/
oth,e

Intakt eeitok esetdn o sejt Lelsd ozmotikus nyoodedt a
porov sojtfel ellensdliyozza. A sojtfol eoltdvolitden

@ oo t liziedt erodndnyoni, Cadrt szOhedgpes RULOnLOZS
vegyGletekikel olya: ozmotikus nyomded oldotot ldtre-
hoand, JO,8«1,00y/, onely biztosit o @ helethezd protoe
plasztok segsoreddedt, tzen vegylletekkel, 8int GoNow
tikue stobilizdtorokkal szemboni kivetoladny hogy ve,
vagy ceoak igen kie adrtdkben hatol jenok 8t o cazeaipersoc
bilie protoplosztoenbrénon, optindlie feltdtelt torumte
sonek az olkalanszott enzimek mikidéedten, ne cadkiente
adk o protoplesztok dlet= de regenordcidhdpossdyic,

A vigzonyleg kevés aogvizegdlit vogyllet kozdl sltolde
nosan olkeloazott @ KCL, MpS0,, sennit de o szacherdz
JGasgon, Villsnueve, 1988/, Tovdbbi probléadt jelent
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az sgyes térzeek oltdéré dradkenysdpe ez ozmotikus
viszonyokkal ezenben,

A oe)tnagot tartaleazd protoplasztok segfeleld kirdls
ndnyek kézitt képesok o setfolat djra kipemni, rege-
nerélédni, A regererdcidt szdmoe ténye=S befolydeolje

/e vizegdlt gombatérze, a tdpkizeg sxildrditd snyape b ene
nglt kongentrécidia. pH, himdredklet, oz ozmotikue etae
bilizdtor ds koncentrdeid e, alkalumazott nddezerei/.

A protoplasastkdpezdst d4s regenerdeidt befolydeold oade

noe tényezd hizll sz slébblakat vizegdlitem,

- Tonydszatdei kirdladnyok hatdes & protoplesathdpzdere,

- K3Lonboxz8, eddig még nen haszndlt vegylletek, mint

ozmotikue etabilizdtorcok hatdes & protoplesztképzéere
da regonrdoibra,

- Loy adott ozmotikumbon képzett protoplas2tok regonde
récidjdt hogyen befolydeoljs e kilonbdzd azmotikumok
jelenléte a tédptalaiben,

« A& regenerdcids mddezorek Geszohasonlitd vizegdleto.
A vizegflatoket o Seotrichum condidum éo Penicillius
térzeekikel vigeztem,

Czek @& tSrzgek o Pungld lsperfecti ceoportbs tertoznek,
wsivel szexuflie se)teiklusuk nince. Tényleges tulaje
donsfgdtadds ds o tula donadgok rekombindceid e ax
arapztondzis sordn hkivetkezhet be, A elensdgot Aspers
gillus és Penicillium fajokon PEntecorve /10867 sutetto
ki, Az igy létrejdtt heterokariotikus hifdben diploi-
dizdeld, mitotikup "cropsing-over” valemint segvdlbzott
tula dongdqu haploid tdrzsek kadléee kivetkezhwt be
Jhockenhull, 1973/, Czek & folysmatok terudszetes kie
rilnények kizbtt ritkdn, véletlenszerton jdtezédnek
le, A protoplessztoldgie Tejliddésdvel napjeinkbsn lohos
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tlvd vdlt az irdnyitott, tudstos nagy gyskorisdgd proe
toplesztfuzidvel szabdlyezott tulsdonedgdteddn,

Az gled szomotikus hibrid se it létrebhozdee inektivélt
Sendal virup slkeluszdedval Harris de Wathkine /19657
nevéhez fiz6dik, A baktériumok, gombdk d8 ndvéayek
csetdben 8 sejtfol mint fdzid megvoldsitésdrnak elslide
leges géitia jelentett skaddlyt, A fuzid megvaldsitd.
tdrak kivetkez8 ldépdee @ megfelellen preperdlt protoe
plasatok fCocking 197 / sggregdeidis, szez wvegfelels
fizikai kézelesdge. A protoplesztizoldldendl megfis
gyelhot8 epontdn flzid cesk ki gyekorisdgd és killine
bozd fojokbdl izoldlt protoplasztok kdzdtt ~em fie
yyelhetd meg., Szénos nddexer isseretes, amellyel ine
dukdlhatd & protoplasztok fm.;a ple Haedog JCarleon
do mte 1973/, ugupﬂhm fvellier, Melchers,
1973/, imsunoldgisi wddezer JHartoann ds mte, 1973/,
tengervie da Ca/N0y/, oldst /Binding 1974/, Polietie
ldnglikol alkalmazdes eo, Michayluk 1974; Gemborg
éo nte,. 1978/, Exen mddezerchk kizil e polietilénglie
kolos bizonyul legalkalmsssbbnak, sert o fuzid gyee
korisdos nagy #s e sejtek tulélik o kezeldet,

Gonbékndl a hetercharionkdpzdet a protoplesztok kénye
szeritott fuzidjdval ellezbr Perenczy ée nte, 1972«
ben valdeitottdk meg Ceotrichus cendidum pusotrdf
suténeok olkelsaxdedval, A nddszer finonitése Iloho=
tPhvé tette & Tlzid gyskoripdglnak ndveldsdét, /Ferenczy
s mts,, 1974/ Polietilénglikeolt slkeloazve & fozidt
seghatérozd tényez8k réczletes vizsgdlotévael valdsie
totedk may nepieinkig iemert leghstékonysbd fuzids
nédszeort /Ferenczy de mts,, 1875/,

Kisdrietein tovdbbi oél e volt & protoploszthdpzdel de
rogererdécide eredodryek igserotdbon wmegvoldsiteni §o Diw
zonyitani ocuxotrdf Penicilliun térzsek folhasendléode
val oz intespecifikus fdzidr, komplemortécidt,



Penicilliium térzeok
Pondicilliun rosigone
Poniciliiue froquentens
Penicillive cychlopium
Pendcilliue remigens
Ppenicilliium ramipgens
Pendcilliue froquentans
Penicilliun frequentens

2. Vegyaletek

QOGS JOATE Mikrobioldgiad
Tanszdk rividitve SzMC/

OGL0=0544  SaiC

0519

Q531

1006 S2MC

0u93 SaiC Lys
1000 8zMC Met”
1001 szMc  Met”
1002 SaMC Lye"

Polysethylenglykol 4000 /PEG/ Flukse A Buchs, Switzerlend

A kisérlotokbon glkalmezott t8LLL vegyllet & “REANAL®

teradkeo,

Liofilizéle ceigaenzims Helix pomotia gyomornodvébil
nyert properdtum o JATE Mikrobliolégiei Tenozdkén kéezilt,

Ozmotikue otobilizétorkdént alkelmazott vegylletek o

Geootrichum candiduncdl,
1. glukdzomin

2. Quonidiniun-klorid
3. kalciune/11/«klorid

4, Réliunendtriwm-tarterdt

Ges litiumeklorid

Ge magndziun=/13/=klorid
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7« Bonnit

Go nétrium-forside
Ge nétrivmeglutondt
10, nétriun-loktés
11, nétrivo-szulfde
12, nétrivaetartorsdt
13, Dwfe/ reffinda
14, sechardz

16, szorbdz

16+ tejcukor

17, trikdliva-citrét
18, trindtriva-citrét

I. 1. glutenin
2+ glutominsav
Je Dlmaszparaeginoev
44 LeagzZparagin

IZ. 5, Legrginin
Ge Ulwozorin
7o Ul =f=fonilealanin
8+ triptofdn

iXZ, 9. Lelizin
19.. L=loucin
iil, Olwizo-loucin
12, Olsol=glonin
IVe 13, OLevalin
14, Lecisztein
18, Letroonin
164 bLeprolin
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Ve 17, Lehioztidin

Vie

18, glicin
19, Letirozin
20, Len@tionin

2l, adenin
22, guanin
23+ wrocil
24, timin

Oldatok készitéses 3 mg/ml adott emindeev olddse forréd
vizben, mejd onnyi alkohol adfss, hogy 2ii-oce legyen
oz oldot.

3. Ispteleiok

Tl fleosztbkivonat tdptola) 1000 vlere
& g élesztlkivonat Syocost extract “Oxold™/
10 g glikdz
2 & egor

T-2 Clesztlkivonat tépoldat
sint & T«1l, agor ndlkil

Ted Vitoninos szintetikue minisdl tdptols; 1000 slwre
S g Jun,y/g80,
ig i 4

1,5 g MgS0, Vi0

10 g glikdz

3% ager

1 wnl wickerhon-fle vitaninoldat

phieG ,Owos SHrensen foszfét puifer
As KHaPO wot tortoleszd tOrzeoldet /9,076 /1000 al/
Be Ho PO -0t tartolmezd tirzeoldot /11,670 ¢/1000 uly

A puffor készitdodndl oz A torzooldetbdl 5,0 nlet, o
B=bO1 pedig 1,2 alet heomndlurk fel,



A Gootrichun condidum erthroopdrds tonydomotdbii
Jhéazitdeey o G, condidun ferde agoren lévl tenyd-
ezotdb8l looltéo Sleczetbiidivonotos tépoldutbe, du kire
koroe rézdgépen 28%-on tenydsztés 3 nepon 6t. A kepott
szuszpenzist 4%C-on tdrolve heszndliuk frics tonydeze~
tokk kéozitdadhoz, /L sl-t 100 ol T2 tépoldatba ‘uttate
ve 28%C-on 14 érén keresztdl kirkdrde rézogdpen tonydszte
S0ke Sztréoscl kmtf frics, coak igen kie nértékben
voltuolizéle niceliuntdmeget hoozndl uk protoplacatképzdocs
hoz, A vizogslt vegyileotekbil, nint ozmotikuo stobdlie
zétorbdl elkdozditett /0;2: 0,3; 0,4; 0,0; 0.9;/ ndloo,

1 % liofilizdlt colgoonzimet tortelmozd ogyik Longentrde
cidoorozotot desstilldle vizzel, ¢ mfolkat cbrencen fooufdt
pufforrol kdozivjohk el, Hivel oz~8l cooportolet tortole
wmozd vogyiletek kozidl e bétuBeriksptootonol is olfoogiti
o protoploczthipzdot, ezért az olkelmozott oldatobk

1 ezreldhinyid koncontrécidbon tertolmozadk, fOovies,
19673/« Aczeptikue kirdladnyek biztocitéos cdljdbsl

15 Ug/od ctreptomycint tortalmoztok oz oldotok, mivel
kivérlotileg bizonyitott, hogy oz antiboliteridlic ontie
biotikunokiel ozenbeni rezicztoncidben ¢ goobdk cojte
foldnok nines ozerepe fFeronczy do ots,, 1968/.

A kéoz protoplosztédld oldotok 1 ml-be 100 ng nedves
ollyd nicdliuntinoget juttotunk do 10 porconkdnt ozusze
penddljul, Inkubélds 26°C-on, A protoploscztképude folyoe
mutos kivetdeo oikrooszihdppol tdrtdaik, o 2, 4, U érde
#l%opot jollomzGit o tdblézotok tortoloczzdk, Usczehooone
litdkdnt 0,80 monnitot tortaluazd oldetot olhkolooaztunk,
aoely oz oldzoteo munkék folyomdn hotdkony, megbizbatd
stobilizdtornak bizonyult.



Protoplosztok regonerdeid e

A regenorécide kisdrlotekhoz o protoplosztidpzis az olfzlel
ben leirt mdédon tOrtdnik czon vegylletellol smelyek jelen-
Létdbon leghotékonyobb volt o protoploonthépzdos No-tertersdt
F0:3/, Relioetortordt 0,3/, h=fornidt 0.4/, Mﬂm‘ 10,3/,
wanndt fo,8/ ndlos pufferclutlon oldeta. O drds inkubdlée
utén /25%Ceon/ o protoplaszt szuszpenzidhot higitjuk o ki
viot adredilg /500 protopleszt /0,1 nl/ ugyenonnol az oznow
tdkunnok o jelenlétében, emelyben o protaploozthépads folyt,.
Czon czuoRponzidh 0,1-0,1 wlet hoszadlijuk o regenerdcidso
kiodrlotokbe: kOl4nbOz8 cazmotikusolot tortoloezs téptolejoe
kot clholnozve, Hontrollhdnt cock lU-gzeros desztillélt
vizzel higitott szuszponzidt clholmozunk o milliliterenkdnti
ozmorezisztons, regonordcidra kipes kiplotek szdodnsk negéle
lapitdodro.

Hogenordcid tdptala; folexindn

ae A Triceon készitett, ommotikusen otobilizdlt Te-leok fol-
szindre 0,1+0,1 nl szuszponaidtvicaink fol és kupilldrioe
kenével sazélesztjik, mejd beszdritjuk, Ertdkelés o tolep-
ozds clopidn 48 6rs fnkubdedd utdn,

be A rogonerdcid cszédzelikos drtdidnok sogdllepitdec aikrooze
képos ozdmolds olepjdn tirtént, Chben oz osotben olyon
témény szuozponzidt olkolmozuilk, hogy J20-0zoroo nagyis
téo wellott létdmoalnkdnt 100-100 db protoplomzt legyen,

Rogorordcid tépteloibe koverdosel

Mo o téptole; 1,5 § Booto agert tortolnsz 42°C-on folydkony,
Gel nledbe 0,1-0,1 ol protopleczt czuosponzidt koverink do
kidntj0k ez olkdozitott otabilizdlt oleplonezre.

Inkubdléde minden ecotbon 308C-on,.



A kisdrletek célja Yolt kivdleszteni s rendolieadoe
re 4116 32 torze kizUl szokst, amslyok logeegfow
lelébbek lesziehk « figyeleabs vive ¢ protoploszte
képzde do Tdzibs kicérlietek egyes lépdoeit - &
tovibbi aunkdho:,

A Penicilliue tdérzeek 1 hotes ferde agaros tonyde
szotdbdl konidiumczuszpenzidt készitdnk /w“ konde
diun/anl/, melyb8l kiolturk féels leolidesal o

Tel, T=3, tdptalajre, illetve oxek 0,7 M HNaCleot
tartalnazé véltozetairs, Inkubdlds 30 Peon,

iy P, frequentang CS31 ds P, remigena 0519 egylow
tes ferde cgerog tonydszetdbil konidiumszuszponzie
6t kéezitink /2,107 korddium/ul/, obbSl 0,1e0,1 nlet
T=1 tdptolajt terteleazé Potri-csdszdk felilgére
sxdlosztidk, LV kezolés 50 cu seposan levd Lénpdw
val /Philips 57418 P/4 OAD Tuv 18 W/ ndsfél pere
Cige A tuldlds IO w08 volt,

Inkubdlée 20 (Pwon éu minden egyee konidiumos tee
lepb8l leoltée azonon poziciéban Tel, velanint
T-3 téptaloira, A T-3 téptelsion nes, vegy hét-
teres flesky/ ntvl sutdnsok azonositdse volt @
kivetkezd Lépés,

A hifoyauténe torzsek teszteldse: exen tdrzsek egy

hotes tenydezetébll készilironidiunszuszpenzidval
maseziv oltde T3 tdptals; fellletdre, majd & ca
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téveledgre neghatdrozott pozicidban felholyene
=20k oz edott emindesv, illetve saindsavecsaport
egyos kooponensesire udzve 30 Lg/ulecs koncentide
cid v oldecttal drisatont calrdpapirkorongokat
/P 0,6 cnf, Inkubdlds 30 won,

Konadivasuszpanzidvdl kestet készitbnk, szobehlw
adéredkloton beszdritjuk, nejd & N HCL oldetban
tortjuk 30 percig. Poeds csepvizben 1 éréig,

majd feotds touldinkékkel 30 percig. /i00 al Dvebo
100 ng voluddinkéi, L ¥ BiPO., phl o7, 5

Foutéo utédn coapvizes sosde, suéritde, A honodos
balzosoongl kdszitetrt prepardtunvt isserzide lencee
slkalaardoéval vizeghljuk,

A protoplassteszuszpenzidbdl kecetet kdexitlnk,
széradés utdn & poredg rogzidtdoldetbe helyeauik
Jabszulut alkehols jdgecet = 23l/. Majd 20 adw
sodpercig okridis oranzzeel fest Ok, desztilléle
vizzel soeduk, A propardtumot Uefdnyben U 61,

B GO objektiv - 68 OU4 okuldrexzirdt olkalsazve
40 =08 ragyitésd oL jektiviencedvel vizepéljuk,.
ily médon megéllopithatd, hogy o protoplesztok
hiny jeg tartaless oo tnagot.

A protoplasztidpzésine o suidneok 1 hotes ferde-
sgerve tenydszetdt hasandliuk és obbdl T-2 tdpol~



. m
dattal konidiumezuezperzidt kéezitdok /107 /ei/.
Az puxotrdf autdosok optimdlis sévekeddisst és
protoplosztélihotdedodt ¢ nddogitott celofdne
technika biztositie fFerenczy ds wmts., L074,/,
A Tel téptalairs /phes,0f celoféepapire belyezuni,
réainitivk 4o cadozdnitdnt ogyenletesen 45«00 khaniw
dimmgzuszpenzid cecppet vissink fel ecest egite
ségbvel, Inkubslés 30 (%won 2044 Gréig.

A celofdnon kindtt telepok o celofdnek egyatt
kornyen dthelvexhotdis 2«2 al protopleszudld
oldatat tertelmezd Petriecsdészdicbe 0,8 ¢ KoL,
1,8 2 Wofilizdle ceigaonzin, pi = 6,04, Ezen
oldat gtorilre ezirdee 0,45 Am pdruedtndrd i
penbrénszirdn téredaiic, A protoplaszckipzds hae
tdkonysdodt eldoegithet i enyhe récatdecal,

Két 4ra elteltdvel a protoplogsztolkat gyt Gk
zeugoritott dveogsxird /lona C-2/ alkalmazdedval

de ozt kiverd cectrifugdldesel /3000 g, § pere,

4 Puonyg, A folilusede leszivetva o protoplosa=
toikpt felvesszlic 0,8 M KOL oldetbe de djro conte
rifugldl juk, Az igy t protoplasztoauszpenzidh
koncentrdcididt Bxl0” protoploszt/mlere dl1litjul
be, 48 haszndliuk & reqgurerdeids ds Tuzide kiedre
letelben, '

A P, oychlopiun prototrdf tdrzedbil bioreguldoide
vizandlatohox protoploextor kellett elddllitent,
£z o tOrze laonean nivl de ¢ téptalajon tdadte

teleopokot képez, Mindkdt tubidonedg hdtrényoe,



B &
hiszen & sajtek olfregeddiase Srmppdben is jelene
tdven cebhkenti, vegy lehotetisnnd teszi protoplesze

nyerdedt, egy edott térasbil, Eredadnyes protoplapzte
kfdrdetr coak az alébbi oddon tudtan aosvaldsitent,

A Kollowcadaztk 20425 o)l 0,3 M KCleas ninindl
ldastor tertolanzrak, selyet beoltunk 0,1 m)
107 konddiunfieless sausepenzidval, Teaydsztée
30 tPeon 100 érftg. A aylitds ds Dvecs mosfe
utér o miceliumok kis ceomdéit olysn celofdnos low
pozrs oltiuk, smelyber o téptala’ Sseretdteles
T3 zéptala; komponeneed, élesztliivanat /1 &/, 0,8
M KCY, a glokdz helyett golakedz /1 %/, Inkubdlde
20 “Puon 24 érétg, Protoplasztképzée 0,8 vegy 1,0
M ®Cleot 82 1,5 1 110filizélt csigasnzinet tare
talmazé oldatben valdsithatd weg.

BuG BrAC 3Pt /¢ sils oz lowort hkoncente
r‘u&éjsi pmmphm:uuswxu 2,05 pless ssonyisdgeit
J100-180 protoplaszt/ 5«85 al 1,8 ¥ sgartertalsu
742 Pavn/ 0,8 1M KCl-dsl stabilizdlt Tel téptalaje
be Reover ik s RAbrtilk ugyenozer téptelsit Ji fece
agorioncentrcld/ tartalnasd lemez feliletdre, Az
Ssezochasonlitd lemexzok ugyanigy késziltek, ds ebben
ax esetben @ protoplasztszuezpenzié higitdse destile
141t vizben tdrtdnik,

Begererdeis tdpokbthan: & orotoplasztezuszpenzisbsl
vatt mintdt regenrdcide tdpoldatba /0,3 M KCledal
stabilizdlt T«2/ vigezllk, & rogocerdeildt mikrogze
Rdppal kdvet ik,

443, Jotrasnact

A nutéoopdrokbdl o fentiekben leirt anddon nyert protow
plooztezuszpenzidkat 1sl ardnyban keverjGhk Jezonos



protoplasziecds sellett/.

Gontrifugélde utdr o feldlusadr teljessn cltdvolite
Jukk MRCL oldet jelealdte cedkkonti & Tuzdd gyshow
risdudi/, vaid SU jm~os PESG widotot adunk a protoplasztoks
hox Moy 4000, WO sli CaClgeot tertslesz/, Enyhén
szussponddlunk, e d L0-20 perc utdn & sintdkat
belkeverdses nddszerrel oxpotikusan stebilizdlt

J0s5 1 KCL/ Twd tdptale;be, illetve o elephdpad
egyvégek segallapitdse cdl dbOLl/e kivdot higitde
utdiy/ esaotikusen stabilizdly V-l tdptale;be vissalk,
Az oamorezieste s kiépletek sabtediak wegdllepitdes

@ ugr lodrt wddon tdrtdalk,

A Tuside cudpadhe: windtt Gélle telepekidl tovabb
oliunk T-3 tdprtale ru, Pondlozegregdeid esetdn o
toiopak korddiwe wenitec rdezdbil oz alébbi tdptola=
jokra flizin 6o wetionin hidnyou tirzsek csetdn/
Citunik,

le Twl

2e Twd

3. Lizionel kiegészitett T=3 /B0 mg/nl/

de Wtdonsnnal kiegdszitatt Te3 /S0 wug/ful/

Be Lizin ¢ astionional kisgdszicett T3 JH0-00 ug/Mml/

Laoken a cadeadhe: aug esond (elapeik, illetve tee

lepes VBluli szeymentua sipusokrdl tousbbolids o

fentd tdpiels okroy honidiwmsaegreydcide vizegdlaw
wokndl ¢ Vuzide tolepoursl késuiiott kenldiunszuszpene
2446061 o fontd Gtfdle tdpialajre szélesztink /200 konde

diun/codnza/ .



A fonalagodd CGeotrichun /G./ cendidumot oz édlesztdi
Gryptococcaceae csoléddidbe coroljuk, onely oz imporfolit
forndk gyljtdkerete /2Zoolt 68 mto., L0GL/, bér Endonycos
gootrichun ndven porfect alaokjdet 1o leodrtdk. fOutter,
Poterson, 1072/ A hifdk ds arthroespérdk ultrastrukturdje
/6teel, Fraser, 1073/, velomint az erthrospéroképzés |
kérnyozeti feltétoled (61 femerteok, /Trineci, Collinge,
1974y

A tdcromonospora RS tirze onzimproperdtundval O,9N

1590, ~nak, wint stobilizdtornok o Jjelenldtdben & G, cone
didunbdl protoplesztok hozhatdk létre, do oz alkslmoazott
uddezereel o regenorécid nértéke nagyon kiced, JfGascon
do wto,, 1064/

Ge Condidunbdl & protoploagzthdpzdéet JLtroptonyces
sotounsonasis enzimkonplexdvel/ jelentlsen stinuldl;jsk

a szulfhidril cooportot tortolmazdéwgylletek 4s proteocli-
tikus onzimek, A regocordcid ebben ax esetben is ceok

20 Geos volt, fOoodjewsard-iloosteorziel ds wte., 1972/,

A Helix pomatie enziopreperdtumdval ldtrohozott protoplacze
tok regenerdcidjdnak fdziceit drtdk le Fukui 4o mto,
1909=ben kozolt ounkdjukben, 6s utelnok a rogonordeidt
befolydsold ogyéd téoyezire /pH, himdrobitlet, cgarkon-
contrdcid/,.



1972«r0 hidolgoztdlk sz 4lesztlgonbdhndl dltuldnosan
haesazndlhatd, ¢ protoplosztikdpzds 48 regorerdcid mennyie
edgd viozonyeit io figyolembevevd igon hetdkony addezert
ovei de ate,, L9728/,

Ezen ounkék egyes erodadnyeit felheszndlve kieérletovinet
olyan sodellerondozerbon végezten, onolyben kildnbdzé,
eddig nég cem haszndlt vegylletnek, mint oznotikus stow
bilizdtornok & hotdedt vizegdlhattonm o protopleozthdépzdsre
40 regenordcidre, illetve kilSabied regonerdcids nddozow
rok Ounszohagonlitdedt o hatdkonynek bizonyult vegyllotok-
kol,.

A protoploszthképzdst mikroszkdppol hivetve o kOLonbizd
oamotikus otebilizdtor jolenldétdben, két tipuest kiline
bbzretiunk nég. Az egyikbe tartozik o sonnit, ndtriume-oiule
fat, litiuneklorid, ndtriuva-loktdt, soelyekndl o protoplonzte
kopads hkozdetdtil czdmitott LO-20 perc utdn mogjolennok

o protoplosztok » hifék wégin, nejd o sojtek oldaldn
mogukbe foglolve @ sejt plazmadllonénydnok ogy réozés,
vagy teljes ogdezdt, A visozomoredd cojtfel fokozetosen
foldorobolédik, cloméozt8dik, Ezzel szenben o ndtriutetare
tordt, kéliws-ndtriun-tortardt, tricdtrivoecicrde, RS
trikéliva-citrét do kdlciun-/MR/-klorid jelenlétdbon bér
kozdotben segjelennek o colced protoplesztok, da o (o=
nalak tébbodoénél oldozdr torz “hurke* olek Lépzldik,
oajd o sejtfal lizice rdvén ogyre szabdlyocsabb giabbd
alekulnek ¢ protopleogt Sllapotig. Conek a kivetkezudnye,
hogy sok piskéte, ellipezis, sulyzd alekd képlet fordul
oll deo keviebé tiérmolékeos oz oldot,

A nftriun-tortordtbon kiépzett protoplassztokban n@gfestis
- utdn 8«10 db sojtmeg ic léthatd, Az 1, téblézetben



'l o

azon ozmotikus etabilizétorok vannek feltintetve, anelyck
gz Suoezechssonlitdként hasundlt 0,8M sonnitot tertalmezd
oldattal azonve, vegy kevdebd hotékony etabilizdtornak
bizonyultek, Ezzel ezomben, ho o 3«10 téblézetben to-
idlhatd vegylletcket alkelnezton czmotikunkdént o pro-
toplesztiképade 100 =0 volt, oz olébbi koncontrécldindl,
Mieban/ nelyek kEzidl egyedil o trikéliuve-citrdtot tartele
mozd oldatot kell pufferolni,

kéliva-ndtrium-tariardt 0,3
ndtrivn~szul fée D303
nétriva-tartardt 0,3
trikdliva-citrat 0,3
litimeiclorid .4
ndtrium-foraidt 0,4
ndtrivo-iakede 0,48
trindtriun~citrat 0.4

A odr kiképzott protoplacztok timeoges szdéteodse Tigyelw
hotd neg ¢ foszféepulfort tortelmazd oldatok alaceony
koncontrdcid o8l J0,2+0,4 MY/ o kédlunendtriunetartardt,
ndtrive-laktdt, trindtriun-citrét csetdn 4 de © drde
fakubdcdd utdn, sig ugyonez o jelensdg puffert non tare
toloazéd oldstokban nes tepesztalhatd,

Ezon vegylletek tovdbbi ellnye, hogy jelonlétikban o
protoplasztok nenm vekuolizéltek, omely o Tizid egyik
feltdtele,

Téptole; felileti regonerdcid j-os értdkeit o 11, tdbe
lézot tertelnezza, Mivel a protoplosztok regenordcidjs
oltderd 4dbben indul meg, figyelembe kell vennink, hogy




wlie

@ tébldzot drudked o 14 Ordo Lnkubdcdd wtdni dlleport
jellenzfi, Egy-ogy odott ozmotikus otobilizdtor joe
lonldtében képzott protoplosztok o kilénbozd oznotikunoe
kot tarteluazd tdptelajok folezindn oltdrd sdrtdkbon ke
pesek rogenerdlédnl fpl. kiliun-ndtriva-tortordtben kipe
zett protoplasztok CaClgyece téptalajon 82 Imo00, nig
monndtot tortolnazdn cook 22 Jes rogencrdlédik/, de o
regonoréciéndl clkelnazott eddozertll foggetlendl &
CaCl, sint ozmotikum bizonyult legelkalrmasabibnak,
Jelenlétében o rogonerdcid 77-00 7 kézitti drtdket aue
totott tdptolaibe koverdoes addezer esetdn, o Tigyelone
be vive, hogy o protplesztok 18 jeo non terteloez cejte
magot frogonrécidrs kiptelen/ oz ez dridk 100
sekinthot8, A foltintotott ozpotikumokat terteloazd
téptolajok kizltt ogy reletiv sorrend dllspithotd negy
& regenerdoid wdrtdkdt tokintve,

Leuly Y ndtrivaetortardt Y kéliwmendtrivn-tortardt
ndtriwm=fornidt ) ndtrivo~ozulfét Yy monnit

Regenordcid nince litium-klorid jelenlétdben,

A telephépzbk olapjdn kepott regencrécide értdikeket
tdptala) feliletén ¢ 12, tdblézatben, & tdptelojba Loe
verdsos nidezeor slkalmazdoo esotdn all.eben léthoatdk,
A két nédezert Oeosovetve ez utébbi jolentloon hotde
mﬂ&a
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PP % 3 protoplecztok szdzalékos oléforduldsdnak
étlagsridie
¥
G20
20=al
Lo ]
GO
2C=100
100

ep 2 1 czferoplosutoh szézaeldkos ellforduldsdnak
dtlagdredhe
4
20
S
Jviszonyitéel clap: saferoplesztoksprotoplosz-
tok Ssszege = 100 i/

# : koncentrécid mélben kifojezve
- 1 Sdrensen pyel,0-0e puffort tortelsezd oldet
e ¢ Shrengen P el ,O=00 puffert non tortolsazd oldet



vegyaler apiote erometert ot
glokézenis: ) 0,4 0,6 - Glmi0
guonidiniua-kiorid U, - S0l
mognizivne/11/-klorid e3 - LGS0
koleciune/il/=klorid g2 0,3 - SO= 0
ponnit U,0 - B0
nétrivne-glutendt 0,6 - GOw5
Defefural | dnda 048 - GU=B0
szochoros 0,0 . Gl
ozorbde 0,0 - SO=G0
tejocukor Q.0 - Ede

1./ téblézatr: A G, condidun protoplesztképzdodnél alksele
nozott vegyiletek e 0,80 mannitot tartale
mazé kontrollhoz vigzonyitva,



" pH
G,4 8,0
8,6 ©G,0
0.3 ﬁ.“
1.0 6'0
U4 6,0
0,6 0,0
Q,8 0,0
t.ﬂ 6 '0

g§88 o

2./ téblézots Mennitnak k0lonbdzé honcentrécid)sbél o

protoplosszthdpads 2,4, G drde mintavitel
eredndnyeit feltintetve,

.8

CB8a

888



de¢f téblbzat: ndtrivnetortaerde

eufferols oldetok
PP X o %
# i 2 ) G 2 4 ]
T R A O - B G A B 705 3o R L S A 530 Bl A G0 IS UV 10 . L b 0 S I Il
G.2 Gl U 203 ] U &0 a ﬂ
0,23 Lal Byl D20 v 20 ] ]
D8 0,2 P e 30 Q=23 20 ] 6
0,6 O.2 & 20ws Gm20 5 20 G
D2 G,4 G035 SO0 80«35 20 20 20
0,8 G,4 GO0 100 200 20 L &
S8 §,0 O3 Gl 30 GO=80 20 40 L]
0,86 G§,56 G 20 OO CO=80 20 40 9]



0,2
0,3
0.4
0,6

Q.2
043
G4
0,0

4, téblézat: kéliunendtriva~tartardt

g88&o

pp %
pH 2 “ G 2
R O T S R G M e M 5 0 A A A - S 2 R P N O A 7 0 A RN 4t QT 8 4 i
G0 L0e40 (4] Q &
0,0 GOS0 2040 e S5 -]
G2 G035 G080 20-40 20
G,.2 G20 V=20 Dw il 9
Puffero i oL

6.4 20=40 Z20=40 20=40 20
G.4 40«00  GO-80 100 40
God O=20 GO=80 100 40
G.4 G=20 =20 O 20 20

38&&



Be tdblézot: ndtriun-gzulfée

putferels oldesok
pp 4 op 4
¢ pH 2 4 & 2 4 &
m‘ o
0,2 b,0 G20 U2 0 -] 3 o
9,2 G 0 LU=y L0wd() G 203 20 20 20
Q.4 &,0 L 32 BO=05 O 20 20 40 5
2,06 U0 O 20 D Crom 0 & S S
ol

0,2 ©,0 D20 D20 O 20 20 20 20
0,3 &,0 SO S0=355 100 40 20 B
0.4 6.0 E0=d40) L0 40«00 S 8o 40
0,0 6,0 O 20 DU OO 5 5 8



0,2

G,3
0,4

0.2
0,3
Oe4

6ol
6,8
Gl

$0=50
40-30

020
4050
020

o 0
4050 2040
G080 6000

0e20  0=20
4De50 G080
50=00 100

e tébldzats trindtriumecitrét

88

8§80

88o



-l

Uedh G4 CO=00 CO-B0 GO=00 40 & A0
0,3 G,4 20=40 (O30 10§ A 40 &0
U8 0,4 U 205 DwZ0 Om20 o g 8

Az oldatok pH-je 0,9 volt, igy & gétolt enzianiksdée
miatt le-2 3 protopleszt keletkezett,

7e téblézet: trikdliva-citrét



gl -

putterals oldotol
pH 5 op %
# P 2 4 G 2 4 G
O ER B R e s e AR R S B . BT, N B L AN S A < SR LB
0,28 C,0 UeZ0 OegU O=20 i0 S S
9,3 &0 U0 O a9 8 (4] Q
O,4 .0 Q=20 © Q S Q (&)
cuffergletion oldesok
D2 0.0 U= O O 20 o O
0,8 6,2 B0«O5 BSO=00 00«00 20 5 &
D8 ., O0eHE 95-100 100 “0 5 S

Be téablézat: nétriunefornidt



PP ep 5L
moopH . 2 4 & 2 4 &
AR AR 0 ISR YD A 0 0 A R 1 B R I 0 P 0 e A N A ) 0 M R0 R 50 R GRS %
Q.28 ©,0 9 0 . ") 4] Q@ J
ﬁ .‘ & # i3 ng & 'W W 5 3 ﬁ‘
Q.6 ©,0 Lo 50 =20  U=20 3 5 S

G, ©,0 Oeg0 Omgl (=gl & S S
Gy C,0 J0=5 100 100 < 0 5
0,6 6,0 O O=20 =20 3 & 57

Je téblédzatrs litiuam-klorid



e

putferolasion oldatol
Q,4 0,6 20«35 LOU 100 &0
0,6 6,5 20«40 100 100 &9

10, téblézots nétriun-lokeée

op %

4 o
5 5
40 20
20 2



lp  Ketiow trikdlium Trindte | .
g tartardt torto- citrdt riwm fi‘fn“_t CaCl, 1o 80,  monnit

RY 51 rét cicrét
& 0,3 0.3 0.3 0,4 0.4 0,2 0,3 0,0
tio=tortordt i4 25 a3 4 21 36 20 22
Bwlinwtortordt 24 41 i4 10 32 10 20 15
tiowforaidt 24 26 186 8 4 25 25 20
cecla 55 57 &0 86 G0 5G G0 17
%;aam 4 20 31 19 21 35 23 21 a5
Manndt o a8 0 4 il 6 15 & ]

1i. téblézat: Regenerdcid tdptola; felezindn mikroezkiépos szémolds slopjd: Jez oldotok
pufferolatienck voltok kivéve o trikéliunecitritot/, Kil8nbdzd oznotikus
otebilizdloi jelenldtdben kdpzett protoplosziok /i regererdcid duck
gzfzoldkos dridkoi oz oltérd ozmotikumokot tortelmazd téptelejolon /RIY/
Ertéoldn 14 drds inkubdbid utdo,



& tiow fwlis £ Lo 1w2m4 ponndt
tortordt torto- formidt

_T £ rit
i 0,3 0.3 0.4 0,3 0.8
Howtarterdgt ¥ 30 23 20 12
Ewiinwtortaordt i3 23 23 25 i3
howforaidt 10 i7 is 23 18
¢:=oc1.2 45 82 83 51 iz
asoandt 7 a is i4 9
Hag50, i 22 27 19 20

i2. téblézats A téblézot ogy-egy odott koncentrdcid jd ozmotikue ctobilizétor jelenlétdbon
kdpzott /i do kGlonbizl cenotikumoket tortolmexzd téptelojon /RI/tirtdnd
protoploszterogonordcid éridheit tintoti fol o tolepozdn olupidn.



=

tartordt tortorsdt

&y 3
# 03 ¥ P
Lhowtartordt a7 Go
Eeligwtartorét 63 o3
tow=foroidt 30 55
pannit 45 b

13, tébléacty regonerdcid téproloibe keverdssel

il
foraidt

é "‘933"4

BREBTE

pannit

0,0

888RRY

o ]



A Hyphomycoteo-Uo tertocd Pendcillium /P./ tdrazsek
éltaldoos jellenzfis o vegetetiv tonydsetdor soke
oo td, hardntfolakikel tagolt micelium, » ee)taagok
haplotdoi, Szaporodéouk @ nagdoyos honidiuwntarudion
képzdd8, egy oe tmagot tortelmezd ivertalan szapos
ritéidplotokkel, konidiumokial tortdnik,

A rondelioxdere 8116 32 db térze kiaul ez aldbbi
foltételek Tigyolembevdteldvol tdrtdnt o térzsok
kivdlosztéea, fizeket veesillh: Ssexe sz leos RKdpen
l4thatd het tdras tonydesetdvel /Tl tdptolajon,
10 nopos 30 cYeos inkubdlde utén/s

a/ A talepot alkoed fonglek lazéh JOG31/, de no
ezdtfutbol JOS30/7 logyenok T-l tdptslaion /protop-
lesztdihetdedoot Lefolydeold tdnyezly

b/ A torze hooogdn legyen Jo epontds szegreghcid
/o621 wevarnd o saagregéeids eoeliziendl ax értde
koldet/

of valonilyen szenbetind jelleget nuteesson, pl.s
telopuorfoldpiei Jezt cledoorban o2 sunotrdf nutdos
ouk izoléléedndl vettem figyelemiw/, czinsryeuhdpaitw
ad /08197 oth,

4/ A konidiunkdpzde mindl kisfbb induljon meg,
do ckhkor intenziv legyen JOBL15, 0631/;



Y

e/ I-tenziv novekedde mages JU,7 teos sdkonconte
récid wellott do nind Tel, aind T-3 téptalajons,

A fontd gzeupontokingk cegfeleld tirzeek protoplosce
téidoa utds o vélesztds o P, renigens 00Lleegp do
a P, froquontang GGIleos tdrzoekre esett,

A fuzid Dizonyitdedhoz stabil smindeev sunotrdf
cutdnookrs volt szikody, aswelyek olddllitdes LV

fény slkalsszdedvel tirtdnt, A konddiunok » 0o)te
nagfoutds elopid: «» egyetlen 0o toagot tortolnooe
nak, mely haploid, &zt bizonyitis kizvetetten s

is, hogy o sutsténkezolés utd: wegvizegdit 300 tolep
kizGl 12 egyezeres hidoywutdne volt /o gyckorisdy
0,43 1/, 6bBOL § hédtteres nutdne mtl /e Ezon
aradadnyek kizel ezonceshk Muc Donold 4o pio,-dval
kdz0l 40 1 o hétteres nutdne P, chrysogonumndl,

A sutdnpok legfontosebb jellemzbit o 14, tébidaet
tortelinazze,

A P, torzoek gejtfola jelentde veonnylodgip kisdut
tortolnez /42 /. A noutrdlio kondzok, ugyaint
glikdz, celoktdz, monndz egyndshoz vigaonyitott
aréoye 103882, /Troy, Koffler, 1063/.,A P, chryooe
genvandl o golektde de menndz /lid/ goloktompnnd:
1974; Saraguchi, 1260,/ losereoteoek olokironniie
roszkidpos és kdniel vizegdlatok olap & saok viéltoe
zdaok ie, emolyek konidiumegsiratimléebifo dtoloew
kuldook sorozaté vigbesernok, Awrtini do Bto.,
L073/645/ «



w3

= A tenybsztde kordlmdoyel ftépkizey Gsszerdtele/ Lefoe
lyéool idk o seitfelicomponensek egyndohoz viszonyitott
mennyisdpdt, /Troy, Koffler, 1300,/ Ezdrt vigezton
modelliisérietet a », ronigena 1000 Met™ térzsdvel
az esoszinildeids spolktrum ienoretdben, amely azt
nutatta, hogy sem o tenydeztds nddidnek /rézatotte-,
tolleo=codozds tenydozetok/, sen ¢ tdphize] Loozetde
toldénok véltoztatdsdvel /kOlénbiad szdnhidrdtok,
wint egyedili ezdnforrds/, nen érhetd ol a celofdnose
nddezor sredndoyei, amelliyel leggyorsebban de lege
nagyobb mennyledgd protoplaszt nyerhetd,

= pgniecilliuwm glencumngl protoplesztezerd kipletokot
figyelteok meg, ho o miceliumot tengerisalscbdl nyert
szdrunben égyaztéi, Swinecke, 1060,/ £led hatdkony
protoplaszthdépadei nddezerril Fowcott o Ble.,=-i
/45737 szdaolnak be, A protoplaszedlé oldat 0,7 M HaCleot,
ipari ceigeenzimeprepardtunot, vagy Stroptonyces venge
zusleo RA tirzedblil nyert enziupropordtunot tortale
nazott, Az slhalmazott nddeszerndl a provoplosaztidps
zée iditortone 4«8 dra 4o igen aloceony 8 regenorde
cié foka f0,5«1 /.

Anng d8 nto. /L0974, 8 P chrysogonumbdl nyort protos
plosztokndl eldértdk sz 80 jeos rogenerdcids dredket,

Protoplesztidpadehex tirzetll flggler 20e44 Srds,
celoféros médozerrel kaepott tenydeozetoket heszndéltan,
Intdzetickben kidolgozott addezer igen fontos eldnye,
bogy kelld mennyiednd protoplaszt ayerhotd nér 2 drde
kozolds utdn ie, omely e fuzid wegvaldoitdsdhon dlkie
ldzhetetion Joz Gira képzbdd eejtfal ckoeddlyozze ezt

o folyomatot/.



.

A 2, kipon lLéthatd, hogy & hifék vége pluzméwal telt,

aig az idlecbb sejtokben egyre orSeebb a vekuolizdeid,
Protoplocsztdld oldatbe helyezde utdn az elel wegfigyels
hot8 jelensdg o plezme lizise, nojd o cedced protoplosnw
tok megjelendse /3, kép/., Bzt kiéveti o seitek oldalfe-

1édn enzimhatders kelethkezd piérusokor e plezse kitlremw
koddeo, Ezok o protoplesztok dltaldben a plazndnek cegk
ogy részét foglalidk sagukban, igy 00)tenként 2«5 protoe
pleszt is keletkezhet, mely kis aggregétunck enyhe rdczdeo-
sol szdtfejthetll f4-5 kép/.

Akridin oronzsoe sagfestdet alksloazvae o hifdk csdesi
o0t dben LO=20 db, sz elette olhelyezkedbiben He10 db
sejtnag figyelhotd meg. A mtcphutoﬁ 7530 edban
nutathotd ki seitnag.

Ozmotikusen otabilizélt Tl téptalajban 30 ¢®-on @
regenerdcid 24 4rée inkubdcid utdn indul meg, selynek
két tipusdt fiagyelhet ik megy /00, Lép/.

Egyik esetbon & protoplacztok setfalat kdpoznek, smely
aikroszhdposar: ordsen fénytdr, protoplesztot kirile
fogd kir alekban figyelhetl meg, weid 1, 2, vegy 2
codraténld jelenik meg, mely fokozatosen hifdva dife
ferencidlodil,

A ndsodik esstbon dlesztlesar szerd kipletek wletkoz-
nok, éo oz utoled ilyen képletbSl indul meg & regoe
nerdeib, A P, romigena 1000 ds P, ronigena 9900-p8 tre
zpekndl a regenerdcid szdzoldkor dridke /0,8 M KCL
Seonldtdben/ 0050 3, mig e P, frogquontans 100L ds P,
froquentans l0U2egs tirzgokndl 70-80 § volt,



A Penicillium térzeekndl 0,8 M KCledol etabilizdlt
Tel tépoldotban negvaldsithatd o regenerdeid is,

A regonerdcidrak induld protoploszt ellezdr dlesn-
tSozerien sorjadva gbsb alakd, meid segnydlt fondle

- szord képleteket hoz létre, Ext kivetlon jelenik meg
& foralat kdpeazd képlet /nyillal jelélt 10, kép/.

A regenerdlddd egysdgeh erds aggregdeidie niastt a
regenerdcié szézalékos éridke rom adhatd wmeg /Y. kép/.
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Pe mm 0sls vad 25 Ge
G393 iys™ - 30 2¢ *
G304 iys™ - b5 3 B
0395 Pro- 3e 25 * *
0996 Pro 2 25 » -
0897 Pro- 3¢ 26 2¢ -
0398 Ade™ 2¢ 2 . ?
33 aorfoldgisi » 28 4 -
. 1000 Het™ - 26 3+ -
Pe freguentans 0831 vad 20 Se
0283 Ade” - 30 + N
0350 made” . 30 5% *
0991 Ade™ w 30 Se .
0332 Het” - A4 0 +
1001 ot - 26 3« -
1002 iys™ - 26 3¢ -
14, téblézat: Auxotréf P. nutdnsok jellemz84i
-a-mmmmwgm on § o inkubdcid utdn /30%C/ me* novekedés
_!_m.»uw? ui/;“ ﬂ.l./‘mﬂ.ﬁww y
“C* 0,2 1 ECl=0g oldatben a protoplaszthképzde ha Proe



A kigérletekben haszndlt etabil LV sunotrdf cutdne
ool g '

P, ramigens Lys~ 0303

P, remigens Met~ 1000

Pe frequentens Met”™ 1001

P, frequentans Lys~ 1002

A Lye” éo Mot” puténook komplementdoidia, illetve @
telepok negjelendoe utdn o hifee ds konidiumszege
rogécid edto s fdzidé bizonyitdkét, & heterokarion
létrojittdt, A telepmorfoldgied kildnbedgek kinyw
nyitottdk o jelensdg kiverdedt /16, kép/,

A PEC fas.s 4000/ neacsak (6 ozmotikus stabilizdtore
nek bizonyult 30 Imvs koncentrécidben, hanem jelenw
iétében erde protoplescztaggregéeid figyelhetd meg,
Az eggregdtumok dtlegosan 30 protoplssztott tortale
mnaztak Jfeedozdnkdnti protoplaeztezdm osztve o
telopozdunal otobilizdlt T-1 tdptalajban/, 12, kép,
A képen (61 léthatd o rendkivil erée aggregéeid,
omely o glob slekd protoplaesatok erfe torzuldedt
eredadnyozte, ca®* 1on hidnydben az egyregécid
bekdvethkeozik, o fuzide gyakoriedg igen slacsony.

A protoplasztok regererdcidia a téptala)bakeverds
utén 3«4 érdvel indul meg, A 13-ap kiépen a P, resie
gena fuzids pér regonerdcidje léthetd O dra dnkue
bécid utdn, A P, ramigens mutdne pdrrndl a fuzide
gyakoriedg 2,06 4, mig & P, requantang esotdn az

1,2 U= wolt,



A tovébbi képeken a P, frequentens térzsekkol
végzeott kisdrletok eredadnyei léthatdi,

A kl8ndllé Tuzide telepokbil /14, kip/ fries T3
téptalajra oltunk 4t, ahol mér jO1 létezik @
heterokarionokra dltaldben ‘ellemzl teolepmorfolde
gda /16, kép/., Czen telepeket haszndltos konddiume
kdpzée oldtt fondlezegregdcide, konidiuwmkdpzéds
utédn konidiumezegregéeids wizegdlatokhoz,

A fozide, konidiumot mdy nem tertaelbezd toleprél
Jvagy cesk fonalet tortalmezd telepszélrbl/ dtoltote
tem Tel; T-3; lizinnele; setioninnole; lizdn «
a@tioninnel kiegdszitett T-3 téptelejokra,

Az olod étoltde oredudnyd o lGwos fénykdp mutat s
bee A kipen léthstd minden egyss codszébll Jée

eszon bolul ainden jellegzetos szegmentbél valéd
tovdbbolede/ a fenti tdptalejokre foredadnye olopén
az aldbbiok dllapithatd segs

17, képs Tel téptalajon 61 olkdlonithetd Jtalope
worfolépla slepidn is/ o két tiras, A
nydllal jelslt & P, freguentans Met”™
LOOL=0e torze.

18, képs T-3 téprels on a tipikue heterokeriotikus
telepporfolégio,.

19, kép: Lizdnnel kiegdszitett Te3 téptelejor a tew
lepek 10 tomege heterokariotikus fonalokbdl



Pra

411, de @ nyillel jeldlt részen kevds
kifutd hifa @ P, frequentens Lys" LO0Reos
torze,.

20, kdp: Motioninnel kiegdexzitett Ted tdptalsjon
d0 a 2l-0s kép lizin +» setiondnnel kie-
géezitett T«3 téptalejon kizel szonoe
tipust ¢ fondlszegregdcid, A tindet,
erdtoljeson nivl szeguentok hoterskeriow
tikus fonslekat taortolmsznak, aig a lozén
szdtfutdh adr e », frequentans Met™ 100L-es
térze.,

A konidiwegzegregdeids vizendlatok zlétdussztottdi
a fonti eredudnyeket, A fizids tolepokrél kiszie
tett konddiwezusepenziét oz 6tfdéle téptulajre
szdlesztve T-l d8 nindkét smindsavekonpononseel
kiogdszitett T-2 tdptela’on mér telepmorfolégis
alapién is j61 elkilsnithetd volt s két muténs
torze, nig csak 2z egyik smindsavvel kiegdezitetton
coak oz egyikesgyik térze volt izoldlhatd, Te3 tdpe
talajon nivekedés nem volt,

Mitdtikus crossinge-over de heterckaricnon beléls
“mggfizid bekdvetkezhet alesceony gyakoriséggal
Jeall, 1573,/, de ilyen irdnyd vizsgédlatokat nes
vigenten,

Ezen kigdrleteke: fuzidepéronkdnt Se5 toleppel
végezten el,

A leirt sddeozerrel a nagy gyakorisdgd intraspecifikus
fuzid cegveldeithatd ée bizonyithatd mindkét térzendl,
Ha ezzel o médozerrel nogveldeithetd a fajok kizbted

fuzid ie, skkor oz jelentle iperi-mikrobiolégiei orede

wdnyeket adbat,



UBSZEPOCGLALAS

A protopleextok létrehorden Cootrichum cendidumbdl
Helix pomatie endoztdnedvébil nyert licfilizéle
enzimpreperdtue eny szédzalékoe oldatdval, egy e
roeldknyi bétee-merkoptootenol jelenlétédben, nagye
szdsd, eddig ndp nem haszrndlr vegyliletnel, mint oze
motikue stobdlizédtornak kOlonbizd hkoncentrécdd de
ndl tértént JU,2«4,0 M/. A nétriumetarterdt, kikiune
ndtriun-tortordt, ndtrivm-foraide, trindtriune do
trikdiciumecitrdt, Litiumeiklorid, ndtrive-lakedt,
fo o@trivsegzulfdet jolenldtében, elocsony koncent-
récidndl /0,2«0,4 M/ a protoplosztikdpade 100 [eove
koncentrdeldndl /0,2«0,4 P/ o protoploczthdpzés

LO0 =0,

Foszfét puffer /phsi, 0/ jelenlétében ctartds /4, ©
érée/ inkubélés vidon bekivetkezett protoplesztok
szétosdan tovdbbi hasznos adatotl nyd tott nunkdnke
hoz,

A reogenerdcide kisdrlotekndl o tdprelojbe keverdses
addezer bizonyult hatdRonyabbnek, ds a fengd vegylw
letek ogy rdeze igen slkelussnsk bizonyult & tovibe
bi munkéndl, A kdlciume/Ii/~klorid esetén o rogencw
récid kézel L0U fe=os volt, mig & lLitium-klorid gde

tolte a reogenordeidt,

A rendelkozdere 11i¢ 32 Penicillium P/ tOrzeb8l
kivélasztve kettdt emelyek o kdslbli sunka folyand:
fontos szenpontokngk is megfeleltek LV fény alkelnew



zdedvel stebdl suxotrdéf sutdneoket éliitotten ell,
A Peniecilliue remigena do Penicillium froguentans
térzoek lizin illetve metionin sutdrsaibdl 8 celow
fér techidike elkalamezdsdval ragy tdmegl /’malnl/
protoplesat anyorhetd nér 2 dre utdn JO,0M KOL de
1,5 § liofilizdlt coigaenzineproparfitunot tofe
talnaxé oldattel/. A protoplasziok regewrdeid e
megvaldeithatd tdpoldatben im, Taptala bs keverde
see nidozorrel a Porddlliue remigone tiérssekndl
G0w30 Umoe, Poniciliiuvs frequentons sutdne WOPZseiw
ndl 70-80 Yeovs &.rogoéserdcid,

A polietilénglikol 30 jwos oldatdt hasandlive

/08.t 40003 100 el GaCl, jelenlétdbens a Tozid
gyakoriséga Pendcilliue remigens Rizdn da Penicilliun
reaigena petionin suxotrdl fizidepdr esetén 2,6 4.
wlg ugyasieoz o Penicilliun frequentans tirzeekndl

1,2 4 volt. A szeolektiv tdpwlaion kingtt tolepek
szogregboids ansliziedvel bizoryitottan a Tduide,
illetve s kowplementdeidi.
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