
'0861

U9>f9z©uci T9Tß9tOTq
doiöXßoAuffcropnx ©XTiiV £e®29C Tpaßoze e

»XOZöfM

9XZ6f*i joSutsougm

tef»P^Äuoq zot|fj©>! T^ufiaopnjjozefcuoi 

Ш€))8А6оЛи?шорп1 ©XTUV ^©SZ9C & 09 QtiOiJZQQy

S?Z3M3JU!? XBODiOG

lOSyCipO 3S3Ü3AN »OSMyfMIGMOM 

-3* IVMI13N39 VIVTyOGZIA MVNIYCN01 Í.V>!0L!313H
szmi m6 mö игалянзугшопсп vw^bgohoiöi v

?ш г



TARTALOMJEGYZÉK

oldal

BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS
ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK ......................

Mikroorganizmus 

Táptalajok, tenyésztési körülmények, oldatok 16 

Módszerek
Mutánsok előállítása

Heterokarion előállítása anasztomózissal 
Heterokarion előállítása fúzióval «....•• 

Heterokarion protoplasztálása
EREDMÉNYEK ...................................................................

A túlélési görbe
Az előállított mutánsok ••.•••••••••••••.
Heterokarionok előállítása és vizsgálata 

Pozitív szelekciós rendszer kidolgozása
MEGVITATÁS............................................. ................
ÖSSZEFOGLALÁS .......................................................
FÜGGELÉK: A szüréses dúsitási módszer mateeeti-

1
15
15

19
19
230 0
23
24
25
25
25
270 9 9

419 0 9 9

54
57

kai modellje 60
IRODALOMJEGYZÉK 65
KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 80

ßfii mera
/j

ifi?a



e> 
ч

 
>

Я
гг

 
Ч

 
©

 
4

n
 

T
 

n
CQ

 
rt

 
M

 
©

 
M

СО
 

Ю 
О:

 
а

 
о

 
о

-
1
3
-
0

 
3

-
-t

» 
В

 
*♦

 
О

 
3

 
о

в 
м

 
cm

 
а.

&
 

>
 

® 
ч»
 

< 
Ч
 

Н
 

Ч
 I

Н
 

ti
 

I)
 

я
 

»
со

 
э

] 
©

 
rt

о 
<

< 
га 

м
N

 
-I

 
3

Ф
 

©
 

г»
rt

 
Г

* 
©

о 
m
 

Н
 

н*
 

о 
I-*

 
а

N
 

•
 

О
» 

О
О

Ш
»

я
 

•*
 

гс
 

©
 

в»
 

и»
 

©
(О
 

3
N

в 
©

И
 

3
 

н
 

в
гг

 
о 

© 
а.

 
ю

а
 

э
 

в
г»

 
О

 
И

 
fr

М
 

© 
3

 
® 

м
 

с
to

 
<

 
М

 
3 

S
в

 
ч*

 
to

 
о

N 
о

 
м

 
гг

rt
 

СО
 

Н
*

© 
вк

U
.

*->
 

н-
О

- 
t

 
У

 
З-

 
(D

О
-
Ю

В
Ю

Ч
В

М
©

©
 

м
 

ч
 

в 
© 

о
N 

•
 

ID
 

Ч
 

М
М

 
Г»

 
сц

 
-Ь

 
СО

 
<

 
©

it
 

о
 

©
 

о
> 

ft
с

 
м

 
со

 
со

 
er
 

м
В

 
О

. 
I 

с
: 

©
 ©

О
 

СО
 

<Х
 

М
 

3
rt

 
I*

 
Ф

-л
 

N
©

гг
гг

©
3

rt
я

• 
С

* 
rt

© 
и

 
с-

 
м

-1
 

о*
 

«-I
. 

о 
гг

©
 

с
о 

es
 

-*»
 

© 
ю

3
- 

(-
» 

0)

я
м
 

©
гг
 

о.
 

tű
 

з
(-*

 
Ü)

 
с

со
 

В

а
<

I
3

ю
с

о
я

3
N

ч
rt

 
rt

 
Ч

Ч
 

М
 

ft
 

CD
 

3
 

X
J 

g
гг
 

©
 

to
 

©
m

•
 

э
ч

»
03

го
3 

И*
 

3 
о

я
ft

 
rt

О
 

,М
 

3
* 

©
 

<
 

В
 

®
 

О
:

3
 

C
-t

-H
 

О
 

to
 

©
 

I-
» 

N
 

1
 

>
о
с
а

 cm
 

з
 

сг
 

cm
 

rt
 

N
rt
 

з 
*<

 
ю 

е
ю

©
*

N 
гг

 
в 

©*
 

з 
© 

гг
rt

 
з
* 

to

ггь
ч»
 

ч
 

<о
N
 

©
 

*
©

 
3

 
со

О
 

М
 

rt
 

N
 

BK
 

ZT
 

4J
Ю

М
©

гг
 

з-
 

г*
м

 
а

т 
л

 
*! 

а
N

. 
О-

 
с

 
о 

о»
 

о 
о

о 
*

В 
3

 
со

 
©

со
со

7Г
 

К
<
 

О
■

©
©

3
С

Г 
М

 
3

*1
 

о
* 

©
* 

<
 

©
СО
 

М
3
 

М
 

cm
 

М
 

С
 

3
 

©
О

-
М

^
С

О
Ч

а
©

®
®

®
 

c
e
t
. 

r
t
C

3
N

H
-
3

-
K

-
i
M

3
-
J
©

©
<

о
©

г
г
©

 
cm

 
с

: 
М
 

rt
O

r
t

 
r
t
B

T
I
M

M
N

©
©

rt
 

X
" 

rt
 

-)
 

U
 

e
 

tß
 

3
 

o
: 

3
 

rt
4

C
<

0
©

0
©

M
©

r
t

©
 

ч
. 

©
 

и
- 

?
r 
\

 
N

 
со

 
гг

 
а
. 

ч
M

 
M

 
N

 
О

 
»

 
©

»
I

t
o

©
*
3

-
 

гг
 

в
 

м
 

м
 

*-
'
<

M
0

 
3
-
0
:
3
C

O
©

0
©
 

CD
 

О
. 

О
 

N
 

©
 

M
 

3
 

M
M

 
©

 
©

t
o

 
M

 
M

 
rt

 
4

 
M

 
••

 
©

 
3

©
 

гг
 

ч
 

ч
 

©
 

©
 

оц
 

a
. 

n
o

©
B

f
c

*
4

©
M

>
'
»

C
O

<
m

 
©

 
©

 
©

» 
©
 

rt
 

4
 

C
 

Ч
 

С
Г 

О
 

T3
3
 

M
 

О
 

©
 

3
 

4»
 

3"
 

©
B

F
-

“t
! 

©
 

-<
 

О
 

rt
 

о
 

©
 

О
 

В
 

3
 

©
N
 

©
3
r
t
N

©
 

3
"
tQ
 

О
©

 
rt

 
fi>

 
OD

 
О

 
©

» 
-<

м
 

гг
 

ч

3
и

ГТ
К

& 
i

4
 

-1
 

©
 

ft
©

O
N

 
©

 
3

 
О

 
-D

О
. 

rt
 

©
4
t 

©
 

©

о
(0

M
 

to
 

а
 

oi
 

©
© 

si
 

N
N

M
(3

a
)

©
о

!
о >

я
N

гг
O

' 
о

н
5

©
М

3
©

м
w

 
н

 
к

>
 

о 
os

 
гг

 
м

• 
э 

N
 

с 
э

 
гг

О
-  

М
 

М
 

(Q
 

О
©

 
©

 
О

 
М

 
3

 
Ч

3
 

в 
©

 
м

 
м

 
•

*
Ч

.

м
 

в
О

О
О

© 
о

 
ч

 
м

 
о

© 
to

 
гг

 
© 

rt
 

з
N

 
©

сг
•ч

©
 

rt
3

I
©

1
3-
 

er
t-

f 
©

rt
 

M
a

O
'

rt
 

3
3

©»
rt

m
ta
 

T3
 

3 
o:

--
 

er
 

-1
н*

 
м

 
га 

о
м

 
cm

 
<

 
©

H
 

H
* 

rt
 

H
-

4»
 

©
 

N
©

M
B

©
 

-1
 

©
* 

to
с 

<
 

C
-1

 
S

 
©

 
M

 
<

в
cm

3
7*

>
 

<
 

3 
4

M
© 

cm
 

•
в

о»
 

м
 

м

З
Я

М
O

M
N

ь, ж
<

н
О

 
—

I
гг

с
rt

©
гг
 

о
-I

 
<

 
3

 
rt

t
i 

I*
 

0
 

rt
М
 

О
 

3
- 

в
-I
 

гг
 

со
 

м
о 

со
 

сь
 

ч
 

м
 

в
3 

со
 

<о
 

О
м

 
©

т.
м

6
со

rt
 

И
- 

ВЦ
rt

м
 

ю 
©

 
гг

 
rt

 
©

N
 

О
: 

BK
 

rt
rt

 
N

 
гг

 
с

со
 

3 
•<
 

со
 

ю
н
*
©

 
гг

 
er

 
с

ч
 

е»
 

о
 

ч
3

 
1-

*. 
Ч

 
©

 
©

м
 

о
 

о
3

г 
<

м
 

м

и>
© гг
 

в 
в

N
©

М
 

O
s 

ю
гг
 

з 
в 

со
 

©
 

©
* 

М
 

©
 

©
• 

5Г
 

М
 

СО
 

rt
rt
 

СО
 

М
 

N
4

 
СО

 
Ю

 
О

 
Ю

 
О

 
N

м
 

N
 

cm
 

гг

«
о
 

©>
 

о
 

со
и

<
 

м
м

 
м

 
о.

 
сг

 
в

С
О

Ч
М

О
М

<
<

т
М

 
®

> 
(т

 
СО

 
М

 
С

 
3

гг
 

©
 

©
 

(О
 

а.
 

з
N

 
о

N
о

cm
 

з
х
 

м
<т

 
©

 
© 

ч
3

 
3

 
X

J 
-1

 
ю

4
 

в 
о 

м
© 

© 
м
 

-I
 

о
 

с
М
 

М
 

3-
 

rt
© 

м
 

с
 

о
 

cm
в
а
з

со
<

si
©

со
3
- 

м
Ю

 
©

 
rt

 
©

 
ь>

Ю
 

М
 

Ю
 

О
 

М
 

I
ю 

о
 

N
 

ю
 

ег
сг

 
з 

cm
 

г»
 

©
<

 
с

ч
ч

В
 

ВЦ
 

м
 

©
м

 
гг

 
га 

м
 

в 
©

®
» 

N
 

со
 

rt

rt
 

М
 

T
I 

©
о.
 

о
I

»
да

©
I

М
 

I
*

<
■

<
-О

м
©

СО
 

C
s 

М
 

I
rt

 
со

 
3

 
1

rt
 

ч
 

Ю
 

3
г»

 
О

 
1C

 
в

с*
I 

rt
 

3
S

©
со

-О
■

<
о *1

ч
с. 3

%



- 2 -

további vizsgálatok lennének szükségesek /Kuritsyna 

és Sizova, 1967/,
A kísérleteim alanyául szolgáló törzs nomenklatúrájá­

val kapcsolatosan a fent vázolt okok miatt teljes a 

zűrzavar, A törzs ősét a ZZ, Világháború végén izolál­
ták és akkor T, viriefe -nek nevezték el, Rifai 1969-ben 

a törzset T, longibrachiatum-nak határozta meg, ezt 

azonban a törzzsel celluláz termelési szempontból 
foglalkozó kutatók nem hajlandók még ma sem tudomásul 

venni /ld, pl, Hakansson és mtsi, 1978/, sőt újjabban 

Elwyn T, Reese tiszteletére T, reesoi-nek hívják, nö­
velve az igy is elég nagy nomenklatúra zavart 

/Sternberg és Dorval, 1979; Ghose és Sakai, 1979/, 
Dolgozatomban ragaszkodtam a rendszertanilag helyes 

T, longibrachiitum QM 9414 elnevezéshez, A QM 9414 

törzs ősét /QM6a/ mint fentebb már említettem a 

II, Világháború végén Üj-Guinea Solomon nevű szigetén 

állomásozó amerikai katonák sátrainak vásznáról izo­

lálták és később bebizonyították, hogy a sátrak gyors 

megrongálódásáért valóban ez a gomba a felelős. Ugya­

nis ez a mikroorganizmus egy rendkívül aktiv extra- 

celluláris enzimkomplexet termel, amely még a kristá­

lyos állapotban levő cellulózt is képes glükózig le­
bontani, Az akkori katonai problémából fontos ipari- 

-mikrobiológial ágazat született az azóta eltelt 33 év
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remtették az alapot az ipari méretű kisérletek vég­
zéséhez* melyek közül a folyamatos üzemű rendszerek 

váltak be a legjoboán /Ghose* 1969) Mitra és Wilke*

1975) Brown és Zainudeen, 1977) Peitersen, 1977j 

Ghose és Sahai, 1979/, A viszonylag tiszta cellulóz­
zal folyó kísérleteken kivül megpróbálkoztak különböző 

hulladék cellulóz és cellulóz tartalmú mezőgazdasági 
melléktermékek cellulázos hidrolízisével is* bizonyos 

esetekben biztató eredményekkel /Handels és mtsi* 1974) 

Griffin és mtsi, 1974; Gupta és mtsi, 1973) Vilela és 

mtsi, I977j Ohawan és Gupta, 1977) Ben-Ghedalia és 

Marcipar, 1979, Peitersen, 1975b/. Hogy a téma iránt 

az érdeklődés egyre inkább fokozódik, azt mutatja az 

elmúlt 3 évben megjelenő sok értékes közlemény /pl.
Gong és mtsi, 1977) Shoemaker és Brown, 1978a,b)
Wood és McCrae, 1978) Hakkansson és mtsi, 1978)
Sternberg és Dorval 1979) Gupta és Gupta, 1979/,
A celluláz felhasználás két különösen érdekes lehető­
ségét mutatja be két közlemény, Peitersen T, viride-t 

és Candida utilist együtt tenyésztve próbálta a cellulózt 

élesztőfehérjévé átalakítani /Peitersen, 1975b/„ 

Trichoderma enzim felhasználásával egy gyors növekedé­

sű Coemarium zöldmoszatból nyertek könnyen protoplasz- 

tokat. Ennek még nagy jelentősége lehet a jövőben jól 

hasznosítható állattakarmányok előállításában /Berliner
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és Wen.с, 1976/,

A Trlchoderma genusz azonban nem csak celluláz ter­

melése miatt jelentős, A cellulázon kivül egyes fajok 

termelnek polygalekturonézt /Fanelli és Cervone, 1977| 

Fanelli és mtsi, 1978/, xylanázt /Hashimoto és mtsi,

1971; Baker és mtsi, 1977/, Annak révén, hogy exo- 4. /1-3/, 

endo-oc/1-З/ és cndo />/1-3/ glukanázokat termelnek, 

nagy jelentőségük van a gorabák-protoplasztológiai ku­
tatásában /Dones és mtsi, 1974; Hasegawa és mtsi, 1969; 

Tsunoda és mtsi, 1977; DeVH.es és Wessels, 1972, 1973; 
Bastide és mtsi, 1977; Sápiczki és Ferenczy, 1978/,

Bizonyos fajok,, főleg a T, virid<5 és a T, harzianum 

nagy jelentőségre tett szert az erdészeti és mezőgaz­

dasági ökológiában, annak révén, hogy a Trlchoderma 

fajok a legelterjettebb talajlakó fonalas gombák közé 

tartoznak /Danielson és Davey, 1973a ;Reeves és Horn, 
1976/, Fentebb felsorolt enzimeikkel részt vesznek az 

elhalt növényi részek lebontásában. Ezen kivül egyrészt 

extraeelluláris bontóenziroeiknek köszönhetően, másrészt 

antibiotikum termelésük következtében más mikroorganiz­

musokkal antagonizálnak /Dennis és Webster, 1971a, /, 

így az erdészetben jelentősek azáltal, hogy bizonyos 

farontó gombák szaporodását gátolják két antibiotikum, 

trichodermin és trichodorm ol termelésük révén
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/Hashioka és mtsi, 1961 a ,b* Komatsu ás Hashioka,
1964 a,b* Sierota, 1976/, A trichoderminről kimutat­

ták, hogy az eukariota citoplazmatikus fehérjeszin­
tézisnél hat azáltal, hogy a peptidiltranszferázt 

gátolja /Taté és Caskey, 1973/, A mezőgazdasági je­

lentőségük abban éli, hogy bizonyos növénypatogén 

gombák szaporodását gátolják. Például* Fusarium cul- 

morum /Lai és Bruehl, 1968/, Pythiura fajok /Fajola 

és Alasoadura, 1975* Lang, 1975/ Rhizoctonia fajok 

/Lang, 1975*/ Typhula incarnata /Harder és Troll, 1973/, 

Ennek megfelelően kisérletek kezdődtek a Trichoderma 

fajok biológiai védekezésben történő felhasználásét 

illetően, a legtöbb esetben sikerrel /Dubos és Ricard, 

1974* Corke, 1974* De Trogoff és Ricard, 1976* Pottle 

és mtsi, 1977* Hadar és mtsi, 1979/, Előzetes vizs­
gálatok szerint bizonyos növányparazita nematodákkal 

szemben a Trichoderma fajok szintén felhasználhatók lesz­
nek /Singh és mtsi, 1976* Miller és Anagnostakis, 1977/, 

Talaj lakó gombák lévén jelentős szerepük van bizonyos 

inszekticidek lebontásában /Matsumura és mtsi, 1968*
Tabet és Lichtenstein, 1976/,

Fokozott érzékenységüket bizonyos szteroid szaponi- 

nokkal szemben különböző lucerna fajták mérgező na- 

ponin tartalmának mikrobiológiai mérésére használják 

fel /Scardavi és Elliott, 1967* Quazi, 1975* Pedersen, 
1975/,
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Fotoindukciót igénylő sporulációjuk következtében a 

йогfogénetikai kutatások gyakori alanyai 
/Gressel és Hartmann, 1968? Gressel és Galun, 1967? 

Kumagai és Odai 1969? Betina és Spisiakova, 1976? 

Betina és Zajacova, 1978 ajb/. Vizsgálták a T, viride 

falszintézisét is intakt raicéliumok, /Galun, 1972/, 
valamint protoplasztok esetében /Benitez és mtsi, 1975 

a,b/, A gombacsoport ökológiai szerepét korán fel­

ismerve és Rifai cikkét megfelelően felhasználva 

Danielson és Davey csaknem valamennyi faj bevonásá­

val átfogó fizológiai vizsgáltat végzett és azt ta­
lálta, hogy a cukorasszimiláció esetleg felhasznál­

ható lehet a fajok biztonságos azonositására 

/Danielson és Davey, 1973 b,c,d/

A fentebb említett trichodermin-en kivül a Tricho- 

dermák még több más antibiotikumot is termelnek, igy 

a baktériumellenes trichoviridint és dermadint /Taraura 

és mtsi, 1975/, trichorin-A-t /Katayama és mtsi, 1977/, 

valamint a kutatások homlokterében álló peptid antibio­
tikumokat: cyclosporin А-t /Ruegger és mtsi, 1976?
Boréi és mtsi, 1976?/ cyclosporin C-t, /Traber és mtsi, 

1977/, suzukacillint /Ooka és Takeda, 1972, 1974/, 

alamethicint /Mohr és Ksinkauf, 1978/, valamint 

trichotoxin A-40-et /Irmscher és mtsi, 1978/, Vala­

mennyi peptid antibiotikum közös jellemzője az erős
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immunoszupressziv sajátság és az, hogy hatásukat a 

Xeukoclták membránjának kilyukasztása révén érik el 
/Bessler és mtsi, 1979/,

Kétségtelen jelentősége ellenére e gomba genusz- 

ban komolyabb genetikai vizsgálatok még nem történ­
tek, Beszámoltak már mutánsokról a celluláz produk­

ciót illetően /Handels és mtsi, 1971» Morozova,
19731 Morozova és mtsi, 1975» Montenecourt és 

Eveleigh, 1977» Novaiamén és Palva, 1978/, óm a 

szerzők részletesebb genetikai vizsgálatokat nem vé­
geztek, Auxotróf erősitő markerek segitéégével ta­
nulmányozták heterokarionok viselkedését konidium 

képzésben sérült /Weinman és Galun, 1969/, valamint 

pigment képzésben sérült mutánsok esetén /Greenshpan 

- Galun, 1971/ T, viride .-vei, bár a faj azonossága 

kétséges.
Ahhoz, hogy egy gombából rekombinánsokat állítsunk 

elő két út kínálkozikI a szexuális életciklus, ha 

egyáltalán létezik és a paraszexuális ciklus, ha lét­
rejöttének nincs valamilyen akadálya,

A mikológusok viszonylag korán felfedezték, hogy 

bizonyos Hypocrea fajok aszkospóráiból nem Hypocrea 

fejlődik ismét, hanem egy egészen más morphológiájú 

gomba, mely morphológiája teljesen azonos a Trichoderma 

génuszra leírtakkal /Tulasne és Tulqsne, 1865» Brefeld 

és von Tavel, 1891/, Azóta ezt a kapcsolatot később



*
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T# longibrachiatum igen ritka faj és kifejezetten tró­
pusi elterjedési) /Rifai, 1969Л Pedig a perfect alak 

minden Trichoderma faj esetén rendkívül kedvező 

raorphológiai felépitésü a genetikai célzatú aszkospóra 

analízis számára, ugyanis az érett aszkospórák a termő­

test felületére préselődnek és a termőtest felületén 

nincsenek konidiumok, amelyek zavarhatnák a genetikai 

analízist. Emellett a meiozisban levő sejtmagokat meg­
festve a haploid kromoszómaszám 4-nek adódott, ami 

szintén kedvezően alacsony érték a genetikai analizis 

számára /Hanlin, 1965/,

A fenntebb ismertetett akadályok miatt a szexuális 

út helyett a paraszexuális út tűnt járhatóbbnak rekora- 

binánsok előállítására.

Szomatikus diploidon keresztül létrejött rekorabinánso- 

kat már sok gomba esetábenelőállitottak 3,A, Roper 

klasszikus kísérletei óta /Roper, 1952/, Ezek közül 
sorolok fel néhány példát az I, táblázatban a megfe­
lelő irodalmi hivatkozással, kifejezetten csak fona­

las gombákra korlátozódva, A széleskörű vizsgálatok­
ból kiderült, hogy a fonalasgombák mind a szomatikus 

diploid létrejöttének gyakoriságát, mind pedig a 

létrejött diploid stabilitását illetően igen eltérő 

módon viselkednek, A szomatikus diploid gyakorisága 

általában 10*4 és 10“° közötti érték /Caten és Day, 1977»

Л -
ti vSZIGED

&
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Pontecorvo és Käfer, 1958/, a diploid stabilitását tekint­
ve pedig két fő csoportba sorolhatók»

hivatkozásnév

Basidiomycetes 

üstilago raaydis 

Ustilago violacea 

Schizophyllum commune 

Coprinus lagopus 

Ascomycetes
Aspergillus nidulans 

A# sojae 

A, oryzae 

A, amstelodami 
A* niger 

A. fumigatus 

Penicillium expansum

Holliday, 1961 

Day és Clones, 1968 

Mills és Ellingboe, 1969 

Casselton, 1965

Roper, 1952 

Ishitani és mtsi, 1956 

Ishitani és mtsi, 1953 

Lewis és Barron, 1964 

Pontecorvo ás mtsi, 1953 

Strptonaes és Garber, 1963 

Beraha és Garber, 1965» 

Barron, 1962 

Strtfm.naes és mtsi, 1964 

Strjzínnaes és mtsi, 1964 

Pontecorvo és Sermonti, 1954 

Buxton, 1956 

Hastie. 1962 

Sanderson és Srb, 1965 

Tinline, 1962 

Tuveson és Coy, 1961 

Smith, 1974

Py italicum 

P. digitatum 

P, chrysogenum 

Fusarium oxysporum 

Verticillium albo-atrum 

Ascochyta imperfecta 

Cochliobolus sativus 

Cephalosporium mycophilum 

Neurospora crassa

I, táblázat

Néhány példa szomatikus rekombináns előállítására

1,/ Stabil diploid képzést a diploid szétesésének gya­
korisága < 0,1 %
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/Р1,* Aspergillus nidulans , Penicillium expansum/ 

2./ Haploidizálódásra hajlamos diploid a diploid spon­
tán szétesésének gyakorisága > 0,1 %в 

/Р1.» Verticilliura albo-atrum, Cephalosporium 

mycophilum, Neurospora erases/

A genetikai rekombinánsok nyerése a 2, típusnál nem jelont 

különösebb technikai nehézséget /ld, pl. Smith, 1974? 

Tuvsson ás Coy, 1961/, ám az 1-es típusnál úgynevezett 
haploidizáló ágensek alkalmazására van szükség ahhoz, 
hogy genetikai analízist végezhessünk, így például ki­

terjedten alkalmazzák г p-fluorfenilalanint /Lhoas,
1961, 1968/, valamint a benomylt és származékait 
/Hastie, 1970/, Ezek a vegyületek a kromoszómák moz­
gatásában résztvevő mikrotub.ulusok fehérjéihez kö­
tődve megzavarják a mitózis normális rendjét és 

aneuploidckon keresztül haploidokat hoznak létre a szo­
matikus diploidból /Morris és Oakley, 1979 j Davids© 

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

végbe, mely azt eredményezi, hogy a haploidizáció után 

haploid rekombinánsokat kapunk, A rendszer jól fel­
használható genetikai térképezésre is /Pontecorvo és 

Käfer, 1958? Typas és Heale, 1978/

A szomatikus diploid előállításának legegyszerűbb 

és legtöbbet alkalmazott módszere Roper auxotrófia- 

-komplementációs rendszerének használata /Roper, 1952/,
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E módszer rutinszerű alkalmazhatóságának feltételei»
1, / a vizsgált gombafaj vegetativ szaporitókóp-

letekkel bírjon /konidium/,

2, / ezeket nagy mennyiségben termelje
3, / a szaporító képletek többségükben genetikai

szempontból egyféle sejtmagot tartalmazzanak, 

azaz homokariotlkusak legyenek.
Mint azt a későbbiekben látni fogjuk a T, longibrachiatum 

esetében a 3, ponttal kapcsolatosan merülnek fel prob­
lémák, ezért szomatikus diploid előállítása szempont­
jából nem ideális rendszer, Roper módszerének egymást 
követő lépései a következők:

1, / Minimum 2 db egymást komplementéin! képes
stfebil auxotróf mutáns előállítása,

2, / A két mutáns törzs keresztezésével minimál
táptalajon növő heterokarion előállítása,

fí Й3, / A heterokarionról konidiumérés után 10-10
konidíum minél tisztábban /zavaró hoterokari- 

otikus elemektől mentesen/ történő összegyűj­

tése,

4, / A konidium szuszpenzió szélesztésa minimál
táptalajra,

5, / A minimálon növő telepek vizsgálata,

A heterokarion előállítására két lehetőség van. Az 

egyik a spontán anasztomózis, amely különösen álló 

folyadéktenyészetben nagy gyakoriságú. Bizonyos gombák
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illetve mutánsok nem képesek az anasztomózisra, Ezek­

ben az esetekben protoplasztfúziő felhasználásával le­
het előállítani a heterokariont, Ez a fiatal technika 

még különböző fajok keresztezését is lehetővé teszi 
/pl. Kévéi és Peberdy, 19771 Peberdy, és mtei, 1977j 
Annó és mtsi, 1976f Anné és Eyssen, 1978/,
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kariotikus zavaró elemeket пега a többmagvú ko- 

nidiumok jelentik, hanem a méretükben a konidiuraok- 

hoz közel álló heterokariotikus klamidospórák 

/2, ábra/« A törzsre jellemző Haraidospórák 

6-10 ja átmérőjű, gömbalakú, vastagfalú kitartó 

spórák, melyek a hifa sejtekről apikálisan vagy 

interkalórisan fűződnek le(3-8 sejtmagvúak,

A perfect alak, a Hypocrea sweinitzii morpholó- 

giéját és fejlődését illetően utalok Hanlin munkájára 

/Hanlin, 196 5/.

Э/ Táptalajok, tenyésztési körülmények, oldatok

1« Minimál táptalaj 

0,5 % glükóz 

0f5 % ammónium szulfát 

0,1 % káliura-dihidrogen-foszfát 

0f05 % magnézium szulfát /7HgO/ 

1,5 % Bacto agar 

Oesztilált viz

Nagyon fontos, hogy a minimál glükóz tartalma kisebb 

legyen mint 1 %, különben a törzs konidium képzése 

szuprosszálódik.

2« Kiegészített miniméi táptalaj

Összetétel mint 1. kiegészitve szükségletnek 

megfelelően

aminosavval 50 у /«1

bázisokkal 50 V/nl 

/Ladder, 1970/vitaminokkal
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1. ábra: Trichoderroa longibrachiatum
Копidiuntartók ás konidiumok. /Rifai, 1969/

2. ábra: Trichoderma longibrachiatura Qra 9414 klamidospórák 
2 %-oq glükóz 0,5 % ammóniumszulfét tartalmú 
minimálon. 600 x-os nagyítás.
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3, Élesztőkivonatos táptalaj
1 % glukóz

0f5 % élesztőkivonet /Oxold/

1,5 % Bacto agar v, 2 % szálas agar 

desztilált viz

4, Dígitoninos táptalajok
Mivel ez a Trlchoderma törzs rendkívül gyorsan 

és szétterülve nő, ahhoz, hogy egyes telepeket 

kapjak szükségessé vált telepösszorayomó vegyü- 

let alkalmazása, A digltonin a Digitális purpurea 

szterán vázas glükozidja erre a törzsre már igen 

ki© koncentrációban is erősen mór fogén hatású* 

kolonial növekedést vált ki.6 ^/ral minimál táp­

talajban 40-50 különálló telep létrehozását te­

szi lehetővé, /ld, 3, ábra/

5, Tépoldat mutáns dúsításhoz és diploid dúsításhoz
0,1 % glükóz

0,1 % a ma; ón i игл szulfát

0,1 % káliumdihidrogénáfoszfát

0,05 % magnézium szulfát

desztilált viz

+ 20Tp/ml Streptomycin + 5 ^ /ml oxitetraciklin
6, Rutin tenyésztési körülmények

A tenyészetek leoltás után 48 órára 30°-ra sö­
tétbe kerültek, majd szebahőre fénybe, hogy a 

konidiunképzés létrejöhessen /fotoindukált spo-

ruláció/



3. ábra: A digitonin morphogén hatása a Trichoderma 
longibrachiaíum Qm 9414 törzsre. Bal oldalt 
6 7p/ml digitonin. jobb oldalt kontrol. 
Élesztőkivonat táptalaj.
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7, Táptalaj kolóniái mutánsok előállításához
0f5 % élesztőkivonat /oxoid/ 

lf5 % Bacto agar 

dcsztilált viz
8, Stabilizált táptalajok

A protoplasztok regenerációjához 0f6 M kálium- 

klorid jelenléte biztosította a megfelelő oz­

motikus közeget valamennyi alkalmazott tápta­
laj esetén, A protoplasztok, illetve a PEG-el 

/polietilénglikol/ fúzionáltatott protoplasz­
tok Of6 M KC1 és 1 % Bacto agar tartalmú fe- 

lülöntőbe lettek bekeverve 40 °C-on / ö ml 
felülöntő nagycsészénként/

9, Protoplasztképzési puffer /РКР/ /steril/
0f6 M KC1

1/15 M foszfát puffer pH * 6 

streptomycin, OTC /oxitetracifelin/
10, Protoplasztképző elegy

1 % csigaenzim

0fl % merkaptoetanol

РКР-ben oldva, sterilre centrifugálva

11, Fúziós oldat /steril/
25 % PEG 4000

50 mM Kálcium klorid

pH 7f8-ra állítva 5 % NaOH-val

\

, A dolgozatban szereplő “kiscsősze* megnevezés 5,5 cm, "nagyceóez-' 
megnevezés 9,5 em átmérőjű Petrtciéiztt jelent.

12
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С/ MÓDSZEREK

1* Mutánsok előállítása és meghatározása

a./ A túlélési görbe felvétele
Valamennyi mutánst UV fénnyel történő be­
sugárzással állítottam elő«
UV lámpa» Philips lxT UV 15 W 

táptalaj felszin - lámpa távolság* 23 era 

A túlélési görbe felvételénél éiesztőkivo- 

natos táptalajt használtam digitonin jelen­
létében« 3 párhuzamossal dolgozva 5 másod­
percenkénti időközökkel történt a besugárzás« 

Zgy a besugárzási idők 0, 5* 10 

sodperc voltak«
A csészék kiértékelésére 3 napig 30 °C-on 

történő inkubáció után került sor« 

b*/ Mutánsdúsitás
A dúsításra a jól bevált szűréséé dúsitási 
technikát használtam /Id« pl« Catcheside, 
1954/ bizonyos módositásokkal*

-г

105 má-# ♦ #

\

*.
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d./ A hiánvmarkerek raenállapitása 

/m=rainiraál táptalaj/

14 mutáns

réoltás /14/ nagycsésze 
pontban/

«/■

ог+ vitaminkeverék 20 féle aminosav 

+ 4 féle bázis
a

l
nő
könnyen 
revertál 
kidobva 
1 db

12 db nő

■А/
ráoltva a 24 féle táp­
talajra
5 lizines
3 {eucinos
1 metioninos
2 adenines
1 bizonyos aminosavakon 

nő, másokon nem 
/pl. liz + 

le,u ♦ 
ade + 
met ♦/

v
m + egyes vitaminok 

/ Idb riboflaVinos/

« amm «
a ammónia felhasználási 

képtelenség

Ezután a többi meghatározásra kerülő mutánst elő­
ször csak m + lizinj m + leucinj m + adenin; m táp­
talajokra oltottam le és csak amelyek a 4 mutáns 

csoport egyikébe sem tartoztak, kerültek kioltásra 

további táptalajokra.
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2, Heterokarion előállítás anasztoroózissal

2 ml élesztőkivonatos tópoldatot félkómcsőbe mér­

tem /1 % gl, 0,5 % élesztőkivonat, deszilált viz/. 

Lezártam kémcsőkupakkal, 10*-ig kuktában sterilez- 

tem, Leoltás a két partner 1-1 &ocsnyi konidigmá- 

val.

Ezután inkubálás következik 3-4 napig 30 °C-on, A 

képződött micélium korongot steril csapvizben ki­
mostam, majd rainimálos nagycsésze közepére helyez­
tem, A kinövő szektorok mibenlétét /heterokarion 

vagy revertáns/ konidiumainak rainimálon történő 

viselkedése alapján dönthetjük el.

3, Heterokarion előállítása protoplaszt-fúzióval
Mindkét partnerrel*

tenyésztés: 0,1 % glükózos 0,5 % élesztőkivonat
tápoldat 200 ford/min 30 °C /16-18 óra/

\!/
szűrés és átmosás DV-el 0,5 mm átmérőjű 
műanyag szűrőn

átmosás protoplasztkópzési pufferrel

+ 20 ml protopiasztáló oldat

1,5 óra múlva

0,5 cm vastag steril vattánszűrés

0,5 óra állás

centrifugálás átmosás PKP-val
V

protoplasztszám megállapitás bürkerezéssel
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7 7A * В partner 10 * 10' protoplaszt összekeverése

10 ral-es centrifugaceőben

5* 4000 g

a PKP teljes leöntéee
>V

üledék + fúziós oldat /1 ml/

kémcső keverövel felezuszpendá- 
lás 10 perc állás után

V
megfelelő hígításban felülöntőbe 
keverés

V
kiöntés különféle alaptáptaLajokra

4, Heterokarion protoplasztálésa
steril celofán körlapok minimál táptalajra

heterokarion ráoltés a kis 

micéliumblokkal

inkubálás 24h

a tenyészetek áthelyezése a
celofánnal
steril protoplasztáló el egybe 
/4 liap/20 ml elegy/

protoplasztálás 2 óra

szűrés vatán

átmosás PKP-val4/

protoplasztszám megállapítás bürkerezéssel
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EREDMÉNYEK

1, A túlélési görbe felvétele

A törzs eléggé érzékenynek bizonyult UV fénnyel 

szemben:

besugárzási idő 
/másodperc/

túlélési %

1000
97.1 
95,5
83.2 
70,0 
60,1
50.2
43.4
33.5
23.2 
23,2 
21,0
18.4 
15,0
13.5
12.5 
11,0

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
S5
70
75
80
85 3,7
90 8,0
95 7,5

100 5,5
105 3,2

A mutánsok előállításához 90 másodperces /8,0 % 

túlélés/ besugárzást használtam.

2, Az előállított mutánsok

Az anyagok és módszerek részben ismertetett módon 

821 egymarkeres törzset állítottam elő egyetlen dú­

sítási menetben a prototróf Qra 9414-es törzsből? 

ezek marker szerinti megoszlása a következőt
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336 146 AAA 4- í 190 AAA -lizin 

leucin 153
adenin 

metionin 85
ammónia 33
riboflavin 40
izoleucin 6
arglnin 

threonin 

egyéb

137 pigment képző t И adenin specifikus
2 metionin specifikus

/ААА »U-arainoadipinsav/

13
1

/ezek egyike* leu" met“ dupla/17

A dúsítás rendkívül eredményes volt;2 dúsítási kör 

után a telepek 11,4 й-а volt auxotróf, 3 dúsítási 
kör után pedig 87,2 %-a.

A 100/3-a8 jelű ade“ törzsből készültek a következő
dupla mutánsok*

ade“ met“ /22/1/ 

ade met“ /12/2/ 

ade“ lys" /6/1/ 

ade” lys" /6/3/ 

ade“ pdK“ /20/2/ /pdx * piridoxin/

Az első rautánsizolálási kísérletben kapott leu" met” 

dupla és az ade'pdx“ /20/2/ duplából kiindulva tör­
tént a 3 markeres törzsek előállítása* 

leu" met“-ból*

leu“met“ col^ 

col6 

col8 

col

w colt colonial 
VV * whiteM

U

10
at

W1
и w.2
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ade“pdx"-ből:

adG~pdx"iys~
egyéb
összesen

32 db 

32 db
ö4 db

3. Heterokarionok előállítása és vizsgálata

1. Egymarkeres stabil törzset felhasználáséval
készült heterokarionok

A következő heterokarionokat hoztam létre anasz- 

tomózissalt

H 1 lou" 14/3 4 ade" 3/1
H 2 leu" 21/1 + ade“ 11/2
H 3 leu 5/3 lys 2^2.
H 4 leu” 21/3 -f lys* 19/1
H 5 lys" 13/3 4- ade” 4/3
H 3 lys" 12/2 4- ade" 11/4

A heterokarionok mindegyikét új minimálos csésze 

közepébe oltottam át, majd miután a telep a csé­

szét benőtte és bekonidiumosodott, mindegyik he- 

terokarion konidiuroeit míijVizsgáltara a következő 

módon:
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konidium szuszpenzió

szűrés G2-es szűrőn

▼ 7
3*10 konidium/ml 
szuszponzió készítése

10 x hígítás

0,1 ni /csésze 

dlgitoninos 

minimáira
10'*i x hiqités

100-100 telep 

izolálás 4^
0,1-0,1 ml-ek a raarkereknek megfele­

lően kiegészített digitoninos 
miniraálra /a két partner jelen­
létének ellenőrzése a hotero- 
karionok által termelt konidi- 
umok között/

i
tenyész­
tés rainimá- 
los kiscső­
szén konidiumos 
állapotig

i
konidiumok vi­
selkedésének 
vizsgálata 
minlmálon

Eredményként asrtkaptara, hogy:

a,/ A heterokarionokról olyan konidiumszuszpenzió 

készíthető, melynek telepképző gyakorisága igen 

magas minimál táptalajon.
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minimálon növő telep/kiszélesztett 

konidium /átlagosan/

5,2*10**5 

3f2*10’5 

8,4*10“5 

5,0* 10**5 

4,2*Ю”5 

3,1*10"5

H 1
H j2
H ,3
H 4
H 5
H 6

Sajnos viszont a levizsgált összesen 600 telep 

egyike sera bizonyult diploidnak,konidiuraai 
egyiknek sen nőttek minimálon. Ebből az követke­
zik, hogy ha létezik ebből a törzsből stabil 
diploid, akkor előfordulási gyakorisága a hete- 

rokarionok konidiumai között
4 10“7

b,/ A két partner előfordulási aránya a heterokarionok 

konidiumai között minden esetben közel 1*1 volt.

2, Három markeres mutánsok között létrehozott hetero­
karionok vizsgálata

Az előállított mutánsok közül a legígéretesebbnek 

az igen stabilan viselkedő leu^met’“ leu”met~V
colg és az ade'pdx'lys“ /42/ törzs bizonyult.
A kísérletek zömét a

H 7 ■ leu“met“ colg + ade”pdií"lys” /42/ 

heterokarionnal végeztem el, mivel a colonial marker
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használata a zavaró heterokarionok jelenléte el­
lenére is gyors rekombináció bizonyítást tesz 

lehetővé. Bizonyos esetekben viszont például 

protoplaszt fúzióhoz a ieu“met" törzs vált be 

jobban, mivel ezt könnyebb protoplasztálni, mint 
a colonial- törzset. Ilyen esetben tbbát a 

H 8 в leu“ met" + ade“ pdxTa$?42/ 

heterokariont használtam,

A három markeres mutánsokkal a következő diploid 

vagy rekombináns előállítására irányuló kísérle­
teket végeztem el*

a, / totálizoléció
b, / szüréses dúsítás diploidra vagy haploid

rekombinánsra
c, / protoplaszt fúzió utáni heterokarion

vizsgálata

d, / heterokarion összenyomása hiperozmatikus
közegben

e, / hidegben tartás

f, / a heterokarion UV-vel történő besugárzása

Az egyes kísérletek elméleti háttere a következő volt* 

a./ Totálizolálási módszer;
A minimálon növő telepek között bizonyos gyakori­

sággal jelen lehet a diploid telep is. Ha ez a 

még nem túl sok munkát igénylő 100 izolátora között 

biztonságosan megtalálható, akkor ez a módszer
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megfelelő lehet a rutin vizsgálatok céljaira.

b,/ Szüráaes dúsitési módszer

A módszer saját ötletem volt, és minden olyan 

esetben jól alkalmazhatónak tűnik, ahol a dip­
loid telep Jó кonidiuraképző sajátságokkal bir, 

azaz raegközelitőleg átlagosan ugyanannyit fűz 

le, mint egy heterokarion telep,

A módszer azon alapul, hogy egyrészt, ha stabil 
mutánsok heterokarionjának konidiuraszürletét 

minimál tápoldatban rázatjuk, akkor csak a he- 

terokarionok, a diploidok, valamint a prototróf 

rekombinánsok képeznek micéliumot, a konidiumok 

többsége viszont a két stabil auxotróf genom 

egyikét hordozván пега csírázik ki,

A rázatott tenyészetet megfelelő szűrőn átszűrve 

a szűrőn fennakadt hifaszővedéket minimál tápta­
lajba keverve előállíthatunk egy következő koni- 

dium generációt, mellyel ezt a procedúrát megis­
mételhetjük, Másrészt triviális dolog, hogy ha a 

heterokarion és a diploid átlagosan azonos számú 

konidiumot fűz 1®, akkor ha a diploid stabil, 

minden ©gyes konidium diploid utódot hoz létre, 

tehát reprodukólósi rátája » 1, a heterokarion 

viszont konidiumképzése során szegregól és koni-
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diufflainak többsége ebben a szelekciós rendszerben

Esetünkben igen.kis gyakorisággal
«5reprodukálja önmagát a heterokarion /5*10 /, Ez

ahhoz vezet, hogy a procedúrát ismételgetve a 

diploid feldúsul a rendszerben a hsterokarionok- 

hoz képest. Természetesen ez csak akkor lehetséges, 
ha a kezdeti konidiumszáraot akkorára választjuk 

meg, hogy már kezdetben is lehessen benne diplo­
id, A felső határ ilyen szempontból, amellyel

9még kényelmesen lehet dolgozni 10 db konldium.
Ezt 10 x 100 ml-ben rázatva a konidium koncentrá­

ció 10°/ml lesz és ez már elég alacsony érték 

ahhoz, hogy az a konidium, amely genétlkailag 

erre képes,a minimál tápoldatban valóban kicsi­

rázzon, A kiszűrt hifaszövedéket célszerű nagy 

felületű táptalajba keverni alacsony szénforrás 

koncentráció mellett, hogy egyrészt biztosítva 

legyen hogy valamennyi telep konidiumot termeljen, 

másrészt ez a konidium mennyiség összességében 

csak olyan tömegű legyen, hogy valamennyit to- 

vábbvihessük a következő dúsitási körbe, ha egy 

dúsitási kör nem bizonyul elegendőnek,

A módszerrel kapcsolatban sikerült levezetni egy 

olyan összefüggés - rendszert, amellyel a dúsitási 
körök számának és a rendszer egyéb paramétereinek

elveszik,
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birtokában becsülhető a diploid tényleges gyako­
risága, Sajnos általános képlet пега adható meg,
A képletek az első 3 dúeitási kör után a követ­
kezők* /Az összefüggések részletes levezetését 

lásd a függelékben 40, oldal/

rd0
ТГТТ cо

rd (S* rh)о
KV p ■ 4k + p«'rd • I4^)(í ♦ i2)]1

rd( * ♦ 4*3 И2)+ r
D

ТГТТ " 4» * vv (Ы1* 3
h2 -3

2,

-Лrdb3 . „ , 2 ЫА. + r + rD
4 * pw*rd* (>*$*♦ 5

h2 + rh + 1

+

(43 3 * t2!+ r«♦«#

Jelmagyarázat *

diploid
be torokarion + prot o t róf re kombin áns

rH = a diploid gyakorisága a heterokarion konidiumai 
a között

r. » a heterokarion gyakorisága a heterokarion konidiuraai 
között

* a diploid sejtmag stabilitási rátája
tehát, ha x diploid sejtmag osztódása után 

у diploid marad ^

ТГТТ *

« *x
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pw «в Attól függően, hogy a használt auxotróf raar- 

kerek milyen mértékű transzhelyzetü kapcsolt­
ságban vannak a haploid rakombinánsok között, 

különböző gyakorisággal jelennek meg protot- 

róf»rekorabinánsok, p^ azt mutatja meg, hogy 

a haploid rekombinánsok között mekkora a 

prototróf rekombináns gyakorisága, tehát

rototróf rekombináns
haploid rekombinánsри ■ I

A képlet levezetésénél eltekintettem attól, hogy
sszes

a diploid szétesése során heterokarionná alakul­

hat, mivel ezek gyakorisága a kezdeti konidiura- 

szuszponzióban már eleve jelen levő heterokarioné- 

kóhoz képest elenyésző.

c,/ Protoplaszt fúziós módszer
Tanszékünkön többen tapasztalták, hogy a diploid 

kialakulóéi hajiara a protoplaszt fúzió sajátos 

körülményei között a regenerálódó fúziós termék­

ben megnövekszik, A magyarázat valószinüleg abban 

rejlik, hogy a PEG-Ca++ együttes kezelés hatására 

a fúzió után létrejött heterokariotikus protoplasz- 

tok sok vizet veszitenek és ezáltal a bennük levő 

sejtmagok egymáshoz nyomódnak. Ez a körülmény elő­

segítheti a sejtmagok fúziójának nagyobb gyakori­

sággal történő lejátszódásét.
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d./ összenyomás hiperozmotikus közegben
A módszer lényege ugyanaz, mint a c, esetben, 
azzal a különbséggel, hogy sokkal nagyobb töme­
gű sejtmagot magában foglaló heterokariotlkus 

protoplazma is könnyen kezelhető, és hogy a 

vízelvonást nem PEG-gel, hanem magas CaCl2, 
illetve KC1 koncentráció alkalmazásával valósí­
tottam meg, A hiperozraózisos kezelést egyaránt 
alkalmaztam fiatal heterokarion tenyészetekre, 

valamint a belőlük képzett protoplasztokra.

e,/ Hidegben tartás
Tanszékünkön a Geotrichum candldum-mal kapcsolatosan 

megfigyelték, hogy hosszabb ideig a fúzióval belőle 

előállított heterokarionokat hidegben tartva, azok 

nagy gyakorisággal diploidlzálódtak, /Or, Ferenczy 

Lajost szóbeli közlés/. Ez a megfigyelés indított 

arra, hogy ezt a lehetőséget is kipróbáljam a 

T, longibrachiatum esetében.

f./ A heterokarion UV besugárzása
Glements és munkatársai 1969-ben az Ustilago violacea 

dikarionjait UV fénnyel besugározva rendkívül erő­

teljes diploid gyakorisági ráta növekedést tapasz­

taltak /Clements és mtsi, 1969/ A jelenséget mind-
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eddig még nem sikerült kielégítően megmagyarázni, ám 

ez nem tartott vissza attól, hogy a módszer alkalmaz­
hatóságát a T, longibrachiatum esetében megvizsgáljam. 

Az egyes módszerek elméleti hátterének ismertetése 

után a következőkben részletesen ismertetem, hogy az 

egyes kisérbteket hogyan végeztem el:

a,/ Totálizoláció: Digitoninos minimáira szélesztve 

a heterokarion konidium szürletét,100 telepet 

kiscsősze minimálok közepére leoltottam, majd a 

telepek megnövése és konidiumképzése után az 

egyes tenyészeteket a 40,oldalon vázolt munkasé­
mának megfelelően levizsgáltam.

b./ Szüréses dúsitási módszer:
A módszer lényege sematikusan a következő:

6 db 1 hetes heterokarion 
/nagycsésze/

konidium teljes lemosás 
80 ml sterilvizzel

szűrés G-l-en

átmosás contrifugálássol
10® konidium

egyenletes szétosztás
10 x 100 ml /dúsitó miniméibe

43 óra, 30 °C, 200 ford/perc 
rázatásNi/
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\ч
/

/ szűrés 0,5 mm-es műanyag- 
szűrőn átmosás

/ N/

hifcszövedék bekeverése
/

100 ml 0.05 % giükózos mini­
máibaI

újabb dúsitási
*kör 10 csészére szétöntve
\

\ konidium képzés után stnril
ecsettel kvantitatív lemosás,
összesen
jön létre

\ 108 db konldium
\

\ szűrés G-2-nN2 x 100 ml
dúsító tápoldat átmosás

digitoninos minimál

100 telep levizsgálása

c./ Protoplaszt fúziós módszer

A két partnerből protoplasztokat készítettem;a 

szokásos módon fuzionáltattam őket és csészénként 
105-10^ fúziós terméke t konidiura képzésig felnevel­
ve^ konidiumokat digitoninos miniraálra szálesztve 

a kinőtt telepek közül 100-at megvizsgáltam.
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d,/ Összenyomás hiperozmotikus közegben

1, ülicéliummal
A heterokarionból celofánon 24 órás micélium- 

szövedéket neveltem, majd a celofánnal együtt 

1 M CaCl2 oldatba helyeztem 8 órára. Ez án 

steril csapvizben kimostam, majd a celofánnal 
együtt minimál táptalajra fektettem és 40 °C-ra 

hütött minimál táptalajjal a tenyészetet leön­
töttem, A heterokarion a vékony folülőntö réte­
gen könnyen átnőtt és konidiumokat termelt, A 

konidiumokat digitoninos minimáira szél esztve 

100 telepet megvizsgáltam.

2, grotoglaszttál

A módszerek részben leirt módon a heterokarionból 
protoplasztokat készítettem 1 M illetve 1,2 M KC1- 

ban,10 protoplasztot 4 óráig állni hagytam, majd s 

stabilizált minimál táptalajra felülöntőben fol- 

Regeneráció és konidiura képzés után a 

szokásos módon digitoninos minimáira szélosztettem, 

majd 100-100 telepet vizsgáltam meg.

vittem.

e,/ Hidegben tartás

Minimál felületén megnevelt heterokarionokat a 

konidiumképzós előtti stádiumban hütőszekréeybe, 

4-8 °C-ra helyeztem és 1 illetve 2 hónap múlva
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25 °C-ra, A tenyészetek konidiumot képeztek. Di­
git on in оз minimáira 

100-100 telepet vizsgáltam.
történő szélesztés után

f./A heterokarjen UV besugárzása

Minimál felületén mognevelt heterokarionokat koni- 

dium képzés előtti stádiumban 45, 60,és 90 másod­

percig .UV fénnyel besugároztam. /UV lámpa* 

táptalaj felszín távolsága 23 cm./

Ezután hagytam, hogy кonidiuraokát hozzanak, A kép­

ződött konidiumokból megjelenő mennyiségeket di- 

gitoninos minimáira szélesztettera, ma^d 100-100 

telepet megvizsgáltam.

Az a,/, b,/, d,/* e,/, f,/ kísérleteket a H7 lou” 

met" col- f ade“ pdx” lys“ /42/ heterokarionnal 

végeztem el, a c,/ protoplasztfúziós kísérletet a 

H8 leu” met” w-, + ade” pdx” lys“ /42/ hetorokari- 

onnal.

Valamennyi kísérlet eredményeképpen a minimálon 

növő telepek vizsgálata a következő módon történt:

<f\'í-víf
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VV4'KAZ
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mondani, hogy, ha ebből a mikroorganizmusból létezik 

stabil szomatikus diploid, akkor ennek gyakorisága 

LO9 körüli érték.

3, Pozitív szelekciós rendszer kidolgozása

rutinmódszerek nem vezettek ered­
ményre »szükségessé vált egy olyan rendszer kidolgo­
zása, ©mely alkalmazása a diploid telepeket a hetero- 

karionok között morfológiai vagy növekedés intenzi­
tásbeli különbözőség folytán vizuálisan közvetlenül 

észrevehetővé teszi.
Ilyen rendszer kidolgozására megfelelőnek mutatkozott 

az intracisztronikus komplementáció azon sajátossága, 

hogy a komplementáció során ha a két egymást komplo- 

mentáló gén azonos sejtmagban van /diploid, vagy aneuploid, 
akkor sokkal több aktiv enzim képződik, mintha külön 

sejtmagban foglal helyet. Ennek magyarázata az, hogy 

ez a komplementáció típus a fehérjék negyedleges szer­
kezeténél érvényesül. Tegyük fel például, hogy a szó­
ban forgó enzim dimér állapotban létezik a sejtben, 

tehát két teljesen azonos polipeptidlánc összekapcso­
lódásával jön létre a negyedleges szerkezete. Ha most 
a mikroorganizmusból sok olyan mutánst készítünk, 

amely ezen enzim struktúrgónjében sérült és a sérü­
lés csak egy-két aminosavcserót vagy kisebb delóciót 

jelent, ezekből páronként heterokariont létrehozva

Mivel a
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és back-mutációs hajlamuk miatt már eleve kihagyás­
ra kerültek, A maradék három auxotrófiával kapcsola­
tosan a szakirodalomban több közleményt is találtam, 

amelyek int rác ászt ronos komplementációról számolnak 

be más gombák esetében, Így Neurospora crassa: lys-5 

/Ahmad és Catcheside, 1965/ ad-3B /de Serres, 1966/ 

leu-2 /Gross, 1962/ ad-8 /Ishikawa, 1962/ ad-4 

/Woodward ás mtsi, 1958/, Tehát mindhárom auxotrófia 

csoportban meg volt az esély arra, hogy céljaimnak 

megfelelő két törzset találjak, A munkát eleve le­
szűkíthettem biokémiai megközelitéssel, így a lys-5 

géntermék a lizin bioszintézis út első lépéséért fe­
lelős homocitrát szintetáz(tehát az ilyen mutánsok 

nőnek L-ч- amino- adipinsavon,

így csak az L-ч -amino- adipinsavon növő törzseket 

vizsgáltuk, de nem találtunk lassú heterokariont,
A ieuciöos törzsek a heterokarion képzési vizsgálatok­
ban túlzottan hátteresnek bizonyultak, igy a figyel­

mem az adenines mutánsok felé fordult. Itt is mód 

volt előzetes biokémiai beszükitésre, ugyanis a 

Neurospora ad-8 ás ad-4 mutánsok adenin specifikusak, 

tehát nem nőnek hipoxantinon, viszont minden adenin 

specifikus mutáns vagy ad4 vagy ad-8 mutáns, mivel 

az imp AMP bioszintézio útszakaszon már csak
két enzlmatikus lépés van:
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■^■ü-4 adeniloszukcinát

2д_^ дмР

IMP

adeniloszukcinát

1, adeniloszukcinát szintetáz
2, adeniloszukcinát \i<xí

ad-8 /Neurospora/ 

ad-4 /Neurospora/

A rendelkezésre álló 137 adenin auxotrófbói 11 bi­
zonyult adonin specifikusnak, Ezeket páronként 

anaszíomózisra késztetve egyetlen esetben kaptam 

egy lasoú( eleinte pókhólószerüen növekedő heteroka- 

riont, amely Hösszú,10-12 napos inkubáció után is 

csak lassan vastagodott és javarészt színtelen koni- 

diuaokat fűzött le gyér számban, A két mutáns partner 

a 155/3 és a 89/1 jelű adé” törzs volt, A két törzs­
ből a már megszokott módon UV besugárzással dupla 

auxotrófokat állítottam elő, ezeket stabilitás vizs­
gálat utón anasztomózissal bizonyos kombinációkban 

összekerezteztem, s igy előállítottam a következő las­

sú heterokarionokatc

- A i

Hg ado" 155/3 lys-25 r ade" 89/1 Ieu"-12 

H4 ade' 155/3 arg-11 + ade" 89/1 Iys“-15 

H5 ade" 155/3 arg-li -b ade" 89/1 leu"- 5 

It ade" 155/3 met-2 +• ade" 89/1 lys -15 

Hy ade" 165/3 arg-2l + ade" 89/1 leu - 5

/ és H^-ben az egyik ade" marker revertált,/
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A további részletes diploid illetve rekombináne 

izlálására irányuló kísérleteket a Hg-ae hetero- 

karionnal végeztén el.
A 4. ábrán látható, hogy a heterokarion hőérzékeny, 
de csak niniuálon, adóninnal kiegészített nininálon 

már non. A hőérzékoriysóg egyik fő jellemzője a fe­
hérje komplenentócióriak. A 155/3 ée a 89/1 törzzsel 
végzett akkumulációs vizsgálatok arra utaltak, hogy 

mindkét törzs íiipoxantint halmoz fel, tehát valószi- 

nüleg mindkét mutáns az ödeniloszukcir.éfc'Taktivitás- 

ban sérült.
Ezek a tulajdonságok, a lassú növekedés, mely adenin 

jelenlétében helyreáll, a hőérzékenysóg és az alap­
törzsek hipoxantin felhalmozása arra utalt, hogy 

valóban intracisztronikus kousploiaontációról van szó.

Diploid keresés а Нд konidium szuszpenzióiában:

A kísérlet megtervezésénél figyelembe vettem azt az 

eshetőséget, hogy esetlegesen a diploid nagyon in­
stabil vagy csak lassan tudja reprodukálni önmagát. 
Ha ez a helyzet, akkor olyan heterokarionokkai dol­
gozva, melyeknél az 1 phialidra vonatkoztatott ko- 

nidiumszám alacsony, nagyobb az esély a diploid 

izolálására. Ilyen megfontolásból a minimálon meg­

nevelt heterókarionokból kis kockákat 0,1 % glükózos
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hiánymarkorTáptalajízel át u;u

E3A Jü

adó
áde

üde
ade lys 

adó 

adó 

adó 

ade 

edo 

odo 

adc 

adó 

ade 

ade 

ade 

adc 

ade
ade lou

adó lys leu
adó
©do

ado lye 

ado lou 

ado lys 

©do
ado lou 

ade lyo 

ade
ade
odo

2 222G
112 37 «M

l 1 3 3s
3 29

210 2 22
11 l111
1 11112
3 313 22//

1 l 2 214 / /
32 3 315

10 33 3/+/ 3
1 11 217

/*/ 218 3 22
?. 3 3213

33 33opCL.W

3 33 321
2 2 2222

23 3 3
324
22 2 225
22220 2

1 227
28 12

32S 2
30 2 22 2

131 2
1I22

/+/ 3 233 3 2
1134 32

30 22 22
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Tápt a 1 a -jIzoláíurn
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ado leu
ado

ede lys

C DА Б E

3 3 3/*/ 3 

/V 2 

/V 2

3G
2 2 237
2 2 233

2 239
2 2 2240
2 242

1 1 1 ado242
ado

ede, leu ős ado, lye,lei 
ado lou 

ado lyo 

ode
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ado lou 

ede
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ado lys 
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ado
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ade lys leu 

adc 

ado
adc, lou és ado,lye,leu 
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ado
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122 243
244 к

1 255
1 340

33 3 247
1 148 *»

1249 *►

2 22 250
3 351

г*
O A. 3 3
53 3 3
54 2 2 2 2

355 2 32
53 3 32 2

157
3 3 3 358

253 2 22
1SO к

Gl 3 2 3.2
62 3 3 32
G3 2 2 32
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Jelmagyarázats

и = a konidiumok 10-20 %-a képez csak hifát, © többi 

csirázatlan marad
/+/ * csak néhány "konidium" indul meg és az tipikus 

lassú heterokariont fejleszt 

1, 2, 3,e erős növekedés növekvő intenzitással, minden 

konidium hifát hajt.

A táblázatból látható, hogy a legkülönbözőbb auxotréf 

rekombinánsokat fűzi le a "furcsa" telep, de stabil 
diploidot nem. Tehát az időlegesen létrejövő szoma­
tikus diploid sejtmag rendkivül instabil, A szétesés 

kromoszóma vesztéssel anouploid képződésen keresztül 
megy végbe, A felismerhető genotípusok a következők:

1,/ ade" lys“ leu“ tripla auxotróf 

/24, 57, izolátuга/
2,/ ade“ leu“ _+ 

lys
vagy ade“ leu“ _+ 

ade“ lys’

aneuploid /2, 4, 44, 60, izolátum/
3,/ ade’ leu“ és ade" lys“ szülői tipusok

/bár ade-re nézve rekombinánsok is lehetnek/
81b izolátum9. 23. 28, 28. 29, # # •

4,/ ade~ 

ade"
aneuploid

amely konidium szinten a két szülői ade“ merkart 

termeli és kis gyakorisággal önmagát / 13. 14, 16. 10. 
33. 36, 37, 38, izolátum/
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5,/ A látszólag csak ade“ törzsek egy része valószi- 

nüleg /ade“ 155/3 + ade“ 89/Vheterokarion, a 

többi pedig igazi egymarkeres ade“ genotipusú 

rekorabináns.

A 2, tipusu aneuploid gyanús telepek már élesztőki­

vonaton is másképp viselkednek, A telepek sokáig 

fehérek maradnak,konidium képzésük lassabban indul 

meg mint a többi telepé.

Előzetes vizsgálatok történtek már arra nézve is, 

hogy az egyes izolátumokban levő ade“ marker a 8Э/1 

vagy a 155/3-e, Ennek eldöntésére а 63 izolátumot 

anasztomózissal megpróbáltam keresztezni mindkét 

ade“ törzzsel /39/1 és 155/3/, Ahol az anasztomózis 

egyáltalán létrejött az eredmények a következőki

jelen levő ade“
marker
89/1 + 155/3
155/3

Izolátum
száma

teljes genotípus 
ade 
ätJe leu lys2

4 ade leu +.
lys

89/1
155/3
89/1
89/1

6 ade
ade
ade
ade

7
8

19

13 89/1 + 155/3 

89/1 + 155/3 

89/1
89/1 + 155/3 

155/3
89/1 + 155/3

ade/ade diszom 

ade/ade diszom 

ade
ade/ade diszom 

ade
ade/ade diszom

14
15
16
17
13
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jelen levő ade" 
marker

Izolál: um 
száma

teljes genotipus

89/120 ade

89/1 + 155/3 ade + ade heterokarion26

89/128 ade leu /szülői/

33 89/1 + 155/3 

155/3
ade/ade diszom 

ade34

36 89/1 - 155/3 

89/1 + 155/3 

89/1 + 155/3

ade/ade diszom 

ade/ade diszom 

ade/ade diszom
37
38

40 89/1
89/1

ade
ade lys dupla rekombináns41

44 39/1 + 155/3 fal Ieu 179
ade leu /szülői/89/145

89/147 ade

51 155/3
89/1

ade leu dupla rekombináns 

ade lys dupla rekombináns52

54 155/3 ade

89/1
89/1

89/1
89/1

56 ade
ade lys leu 

ade
ade leu +

57

59
60

Tys
89/1
89/1

62 ade
ade63
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Bár az adatsor még nem teljes, annyi már most is 

látható, hogy a 89/1 és 155/3 ade markerek ugyancsak 

könnyen alkotnak új tipusú dupla auxotróf rekombinánst, 
mind leu mind a lys markerrel, Valószinünek látszik, 

hogy mind a három lokusz /ade, leu, lys/ más-más kro­
moszómán van.

Mivel a 155/3 és a 89/1 között + rekombináns nem jött 

létre,ez is alátámasztja, hogy a két marker vagy azo­
nos, vagy szorosan kapcsolt és hogy valóban intracisz- 

tronikus komplementációról van sz&.
A többi izolátumban levő ade markerek azonosítása 

ismételt ariasztomdzis teszttel, illetve protoplaszt 

fúzióval jelenleg van folyamatban,

A többi lassú heterokarion vizsgálatára a közeljövő­
ben kerül sor.
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MEGVITATÁS

A somatikus diploid konidiumok gyakorisága fajtól
függően változik az egyes gombák esetében. Általában 

10"4 és 10”8 közötti érték /Casselton, 1965? Day és 

Oones, 1968/, Ezt az értéket különböző külső ágensek 

alkalmazásával növelni lehet. Például, ha a hetero- 

kariont kámfor gőzével kezelték,a diploid gyakoriság
310-10 -szorosára nőtt Aspergillus és Penicillium 

fajok esetében, mindamellett a kámforkezelés sok más 

esetben nem vált be /Barron, 1962; Berg és Garber, 
1962/, A heterokarion UV besugárzása még hatáso­
sabbnak bizonyult Aspergillus sojae /Iehitani és mtsi, 

1956/, valamint bazidiumos Ustilago violacea esetében 

/Clements és mtsi, 1969/, Az általam kidolgozott 

szüréses dúsitási módszer esetleg még hatékonyabb le­
het, Ennek eldöntésére a jövőben modell kísérleteket 

tervezek elvégezni. Kísérleteim során a sokféle mód­
szer alkalmazása közül csak az intracisztronikus
kompleraentéció hozta meg a kívánt eredményt a T, 
longibrachiatum Qra 9414 törzse esetében, A rainimálon 

nagy tömegben növő diploid és rekorabináns izolálást 

erősen zavaró heterokariotikue elemektől többféle 

módon próbáltam megszabadulni /szűrés, differencial 
centrifugálés, csigaenzimes emésztés/, sikertelenül.
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Sajnos ennek a fajnak a konidiumraérete csaknem akkora« 

mint a klamidospóráké, igy szétválasztásuk igen ne­
héznek tűnik. Más,apró konidiumú Trichoderma fajok 

ilyen szempontból biztatóbbak /pl. T. harlianuro/. 
Mikroorganizmusom nagyon hasonló a Neurospora crassa- 

hoz. A N. crasaa esetében nem lehetett mindeddig 

somatikus diploidot előállítani heterokarionok fel- 

használásával. hanem csak sokmarkeres törzsek se­
gítségével a szexuális ciklus sorén a meiozis hibáit 

kihasználva /Smith» 1974/S Az igy nyert diploidok 

rendkívül instabilnak bizonyultak.
Mivel a sejtmagok fúziója genetikailag meghatározott 
folyamat /Day ás Day, 1974; Koltin és Raper, 1968;
Byers és Goetsch, 1975/, nem kizárt az, hogy esetleg 

más Trichoderma fajokban illetve a T, longibrachiatura 

más törzseiben a somatikus diploid képződés jóval 
gyakoribb jelenség.
Munkáim sorén rutin genetikai vizsgálatok céljára a 

T. iongibrachiatum Qm 9414 törzsre egy pozitív, dip- 

loidra illetve aneuploidra szelektív genetikai rend­
szert dolgoztam ki,
A módszer lényege, hogy az intracisztoonikus korap- 

lcmentáció diploidban nagyságrendekkel erősebb és 

ezáltal a diploid növekedése jóval gyorsabb, mint a 

heterokarionoké /Foley és ratsi, 1065; Day ós Roberts, 1969/
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Másik megközelitési lehetőség az úgynevezett sejt­
maghoz között kontroll kihasználása. Többen beszá­
moltak arról» hogy bizonyos mutációk heterokarion- 

ban egyáltalán nem, diploidban viszont teljesen 

komplementálják egymást /Pontecorvo, 1963; Apirion, 

1962; Roberts, 1964; Scazzocchio, 1970/, Ha ilyen 

mutánsokat sikerülne előállítani T, longibrachiatura- 

ból és előzőleg biokámiailag igazolni azt, hogy a 

komplementációra diploid esetén meg van a lehetőség, 

akkor egy nagyon tiszta pozitiv diploid szelekciós 

rendszer kidolgozására nyílna mód. Ezért munkámat 
a jövőben ilyen irányban is folytatom.

/

E munka során előállított sokféle auxotróf mutáns 

kiterjedt komplementációs analízist tesz lehetővé 

ennél a törzsnél és a felhasználásukkal létrehozott 

heterokarionok tanulmányozása lehetőséget teremt az 

általa termelt celluláz komplex genetikai hátterének 

mélyebb tanulmányozására, melynek gazdasági jelentő­
ségéhez nem férhet kétség,
A 155/3 és a 89/1 számú ade~ törzsek felhasználásával 
a legkülönbözőbb új rekombinánsok állíthatók elő és 

tanuimányozhatóvá vált a somatikus crossing-over. A 

közeljövő feladatai lesznek* a kapcsoltsági csoportok 

számának megállapítása, a celluláz produktivitás! gé­

nek kromoszómáiis lokalizálása, valamint az enzimter­

melés szabályozásának genetikai vizsgálata.
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ÖSSZEFOGLALÁS

Munkám főbb eredményei a következőki

1« ÜV mutageriezissel mintegy 900 auxotróf mutánst 
/köztük 2 és 3 aarkeres törzsek/ állítottam ©13 

a Trichoderma longibrachiatum QH 9414 magas cel- 

luláz produkciójú törzsből«

2« Ariasztomózissal és protoplaszt fúzióval a mutáns 

törzsek felhasználásával hetérokarionokat hoztam 

létre és tanulmányoztam ezek tulajdonságait« Meg­
állapítottam« hogy ez a gombatörzs stabil hoterő­
kar ion okát képez, melyek csak konidium szinten 

szegregálnak a szülői törzsekre. A heterokarionok 

morphológiája, növekedésbeli intenzitása, konidium 

képzési rátája azonos a kiindulási protoröf alap- 

törzsóvel, A lefűzött Uonidiumok között a szülői 
törzsek gyakorisága Isi,

3. A további vizsgálatokból az derült ki, hogy a T. 
longibrachiatum nem ideális rends: or a szomatikus 

diploid előállítására, mivel heterokarionjainak ko­
nidium szürletében viszonylag magas /5*10"°/ gyako­

riságú a beterokariotikus elem, s mivel ezek raini- 

málon növekedni képesek erősen megnehezítik a dip­

loid törzs megtalálását a csészén. Tot álizolá fáié*' 
módszerrel 600 levizsgált minimálon növő telep közül
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egyetlen egy sem b&zonyult diploidrtak.
4, Megpróbáltam különböző külső ágensek alkalmazásával 

a diploid gyakoriságát növelni.
A következő módszereket alkalmaztam; szüréses dúsí­

tás /melynek matematikai modelljét is kidolgoztam/, 

protoplaszt fúzió után létrejött heterokaricn vizs­
gálata, heterokarion összenyomása hiperozmotikus 

közegbor., hidegben tartás, a heterokarion ultra­

ibolya fénnyel történő besugárzása.
E módszerek alkalmazása nem eredményezett sem dip- 

loidot, sem rekombinánst.
5, Munkám további részében pozitív szelekciós trend­

szert dolgoztam ki. A módszer lényege az, hogy az 

intracisztronikus komplementáció diploid illetve 

aneuploid állapotban gyorsabb, erőteljesebb növeke­

dést eredményez, mint heterokarionben, A rendszer 

kidolgozásához adeniloszukcinát szintetáz-ban sé­

rült ade~-os törzseket használtam fel. Ezek közül
a 155/3 é9 a 89/1 jelű törzs hozott létre lassú, 

pókháló szaru heterokariont. Ezen törzsek mellé se­

géd auxotróf markereket építettem be ÜV mutagenezissel, 
majd megfelelő kombinációkban heterokerionoket hoztam 

létre. Ezeket adeninnel kiegészített miniraálon koni- 

diumképzésre készítettem, majd s lemosott konidium- 

szürletet megfelelő arányokban minimál táptalajra 

ceikban feivittem. 5 napos inkubáció után 2,9*10“8
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gyakorisággal a csészében a normális heterokarion- 

tól kissé eltérő,valamivel vastagabban és colonial- 

szerübben növő “furcsa" telepok jelentek meg. Ezek 

közül egy telep konidiumaiból egyes tenyészeteket 
felnevelve lehetővé vált a furcsa telep által le­

fűzött konidiumok genotípusának meghatározása. Ki­
derült, hogy a "furcsa" telep a legkülönbözőbb re-

termeü. Ezen kívül aneuploidokat 
is létrehoz, de képtelen stabil diploidot létre­

hozni.

Az eredmények azt mutatták, hogy a T.longibrachiatum 

Qra 9414 törzsében a sejtmagfúzió viszonylag ritka 

folyamat, A létrejött szomatikus diploid átmeneti, 

rendkívül instabil és továbbtenyésztve azonnal 
aneuploidokon keresztül haploid rekombinánsokat hoz 

létre.

kombinánsokat
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FÜGGELÉK

A szűréses dúsitési módszer matematikai modellje

Tegyük fel, hogy a sejtekben levő sejtmagféleségek 

/diploid sejtmag, haploid vad tipusú rekombináns 

sejtmag, auxotróf rekombináns sejtmag, szülői auxot- 

róf sejtmag/ a heterokarion fialidjaiba gyakorisá­
gukkal arányosan kerülnek. Ha ezenkívül még felté­
telezzük, hogy minden fialld függetlenül attól, 

hogy milyen sejtmagot tartalmaz, azonos mennyiségű 

konidiumot fűz le és hogy az egyes sejtmagféleségek 

osztódási rátája azonos, a következők adódnak*
Ha rd » a diploid elemek gyakorisága a heterokarion 

által termelt telepképző egységek között «■$ a hete­
rokarion T db telepképző egységet termel, akkor 

ezek között T.rd diploid van,
üelölje a diploid sejtmag stabilitási rátáját, 

akkor ugyanezen T telepképző egység között levő 

haploid prototróf rekombinánsok száma két rész össze­
geként adható meg. Egyrészt létrejönnek haploid pro­
totróf rekombinánsok annak következtében, hogy a 

fialidokba kerülő diploid sejtmagok /1-4/ gyakori­
sággal haploidizálódnak, másrészt a fialidok egy 

részébe mér eleve haploid prototróf mag kerül, mivel 
a rekombináció még a testi ; sejtekben lejátszódik.
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Az első rész a következő módon számítható: le­

gyen * kezdetben diploid, sejtmag a heterokarion 

fialidjaiban és történjék К osztódás addig az ál­
lapotig, amig a konidium analízist végezzük, 

akkor igazs

T'rd IMX . К .<} = T . rd ----3> X «

ugyanakkor az ezen kezdetben diploid sejtmagod, 
haploidizációjából eredő haploid rekombinánsok 

száma: /Х-et 1-ből behelyettesítve/

• К • /1-Я/ « T « rd /1-^/ ILIR,= X1

Attól függően, hogy a használt markerek a kromoszó­

mában hogyan oszlanak meg, ezek között különböző

gyakorisággal lehetnek prototrófok. Ha ezt a gya­

koriságot Pw-vel jelüljük:

T'p„ • rd
/3//i-yp,=1 4

A prototrófok második része a következő módon szá­
mítható:

Mivel a fialidokba kerülő X diploid sejtmag arányos 

a testi sejtekben valaha is kialakuló diploid sejt­
magok /к/ számával, akkor a fialidokba kerülő haploid 

rekombinánsok száma is arányos ezzel.

/л/ V'
äZlXKD

\'Ч/ V
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Mégpedig t

к- /l-у * Ifcк - : X в
К

T»rd*2 • к . /l-у « Т * rd * /1- S/
К •К к • ^

R2 в Т • rd • /1-V75S
в Т • rd * Р„ /1- 3/ /4/és Р2 в Rg. г

így а Т telepképző egység között

Т» Р,„ * rd /i-V ♦ 1- Ч /
P - PX + p2 e

$ 5
в TP • rd /1- с./ /1 + 1 / prototróf van.

“ “2

Ily módon dúsitás előtt
Heterokarion H в rh*T о
Diploid D0 в rd*T
Prototróf rekorabináne PQ ■ T # pw . rd * /!-<}/

így a számunkra lényeges arány:

rdD
H + P rh + pw . rd /1-5/ /1+1/

^ <-2
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Egy dúsitási kör után:

rd «<2,+ rd. rh0 в 2H + P trh + pw • rd •/!-</ + /rh+1/ /1 + 1 /
^ 7 s21

figyelembe véve, hogy a prototrófokat mostmár T»rh 

heterokarion termálig i-lleWe. T* ry Л.,р|с»Д-

Kettő dúsitási kör után:

+ rh2*rd• + rd*rh* SО . rdSS

H + P f-h3 + /rd. (V + rd*rh/ /l-у pw + pw.rd /!-<*/ + ..2

.... + /rh2 + rh +1/ /1 + 1 / pw.rd./1-ч/

Három dúsitási kör után:

rd * ^ + rd*rh* S + rh2*rd*4 + rh3»rd
rh4 + /rd,^2 * rd.rh.^ + rh2.rd/ /1-$ / .

* pw + pw* /1-í^/ /rd* ^ + rd*rh/ + pwrd /!-£,/ 

+ /rh3 + rh2 + rh + 1//1. + ^ / pw • rd /1- e/
S *>2 ^

3
О

SSИ + P
3

Egyszerűsítve:

a rd /^ + rh. /
1 rh2 + pw.rd*/l-S/ [1 + /rh+1/ /i + ^ 2/j

О
H + P
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rd /<? + rh* < + rh2/
------------------- fc-*———^ ■■ ■■'— .................. ..............у"

♦ pw.rd./l-^ / [l + ^ + rh + /rh +

+ rh +1/ /1 + 1 Л 
* J

0
" rí?ТГТТ

2

rd /Ч3 + rh. <2,2 + rh2.<; + rh3/
у ""...........«"" 4

Qj + rh* ♦ rh + 

+ <1 + rh + /rh3 + rh2 + rh + 1/ /1, + 1 /
s s2 J

о += 1H +P + pw*rd*/l- $ / |^rh 1 +3

Példa

Ha a diploid teljesen stabil ^ = 1 következésképp
pw в 0 a képletek leegyszerűsödnek. Ebbenw az eset-

rh * 10”4, akkor-3ben, ha pl. rd «= 10

4я 10„ in*"4ír " 10 0 0*» 1 ie ITi “Tr 2о

Tehát roár egy dúsítási kör is elengendő.
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