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1. BEVEZETÉS

A gombák összetett, rugalmas «ejtfalónak kíméletes, en­
zimes eltávolításé ok les»tőségéről elsőként GIAJA /1з14, 

1919, 1022/ udott hírt. Megfigyelte* hogy a kerti csigák 

emésztőnedve rendelkezik az élesztősejtfal bontásának 

képességével.

A protoplasztok - sejtfaluktól teljesen megfosztott, csu­
pán membránnal határolt se tek - képzésére és tulajdonsá­
gaik vizsgálatára irányuló kísérletek megindítása fieíÍAS 

/1356/ valamint EDDY ás VPlLLIAMSOf /1957, 1953/ r.evéhez 

fűződik•

A mikroorganizmusok sejtfalának enzimes lebontása iránti 
érdeklődést a következő problémák serkentették; protoplasz­
tok előállítása fiziológiai vizsgálatokhoz; a sejtfalak 

bioszintézisének, a protoplasztok regeneráció jónak tanúi­
mé- уozása• a natív és az izolált se jtfal analízise; a raerab- 
réi funkció tanulná, yozása ós a genetikai vizsgálatok. A 

protoplasztok a fentieken kivül alkalmas objektumok hatóanyag- 

vizsgálatokhoz, se tszervok eltávolításához, izolálásához 

és átültetéséhez is.
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A so -tfal eltávolítására általános módszert kidolgozni 
raág nem sikerült, mivel azt egyértelműen megszabja a mikroor­
ganizmus sejtfalának szorkozete, kémiai összetétele, a 

tenyészet fiziológiai kora ás a körülmények /pH, hőmérsék­
let, ozmotikus viszonyok/. A jelenleg rőt delkezéoro álló 

módszereket az alábbiakban csoportosíthatjuk. /VILLAíjUEVA, 
GARCIA-ACHA, 1971/.

1. Mechanikai módszerek vagy autolitikuo enzimek 

alkalmazása /HECAS, 1956/
2. Specifikus enzimek felhasználása:

a./ Helix pontotia gesztrális emésztőnedve* 

Komponenseinek méghatarozása során közel 
harminc enzimet sikerült kimutatni. Többek 

között glükaázt, mannostázt. kitinázt, poli- 

gala&ire! ézt* lipézt. Proteáz aktivitást пега 

tapasztaltak. Ennek jelentősége az, hogy о 

fal eltávolítása után a protoplasztot határo­
ló membrá..rendszert пей őri károsodás.
/I SOLOEí , TRACEY 1950/.

c*

b,/ Mikroorganizmusok által termelt exoenzinek: 
Intakt vagy preparált sejtfalak oldása szem­
pontjából igen aktiv enzimeket szintetizál­
nak egyes ütroptomycoo törzsek /GASCOt , 
VILLAHUEVA 1963/, a Bacillus circulans 

/ТАНАКА, PBAfF 1367/ ás a Trichoderma viride 

/DE VRIES, WESSELS 1972/.

c./ A fentiektől eltérő eredetű enzimpreparátuook: 
EDDY /I960/ malátából preparált enzimek, vala­
mint tripsin, papain felhasználásával való­
sított meg részleges vagy teljes se^tfaloldást. 

Hasonló eredmény érhető el lipáz foszforiláz, 

hemicelluláz és glukenéz együttes alkalmazá­
sa esetén is.
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3. A sejtfalazintézist közvetve vagy közvetlenül 
gátló vegyületek:

Alkalmazásuk abnormális sejtfalazerkefíethez.vagy 

a eejtfelszíntózl© teljes megszűnéséhez vezethet. 

Bizonyos esetekben protoplasztképződést eredmé­
nyezhet pl. a tápközeg magas azorbóz koncéntrációja 

/DE TERRA, TATUM 1961/ vagy a 2-dezOKiglükóz jelen­
léte,
A membrán képtelen elles állni a sejtbe áramló 

viz feszitő hatásának, a protoploazt szétesik, ha 

csökkentjük о környezet ozmotikus értékét. 

Stabilizált közegben kellő tápanyagellátottság 

mellett о szabályos gömbolaku protoplaaztok, ha 

magot tartalmaz, ak, fajtól függően táptalaj felü­
leten, tápleveeben, vagy szilárd táptalajba kever­
ve képesek uj sejtfal szintézisére. A regeneráció 

rövid idő. belül megindul, melynek eredményekért 
hamarosan megfig/olhetők a fajra ellemző morfoló­
giai bélyegek.
A fenti módszerekkel ma már számos élesztő és fo- 

nelűsgombából képezhető protopleezt, melyek rege- 

neráltatáso is megoldott.

Mivel © sexuális ciklussal rendelkező gombáknál 
azonos párosodási típuson belül, valami! t fajok 

között a tо1ajdor©égáfedésnek a fal határozott 

gátat szab, továbbá ahol csak a peraeexuális 

folyamat ismert, a fonalak anesztoraózlsa vélet­
lenszerű* ezárt a figyelem a protoplaszt fúzióval 
megvalósítható tulajdonságátadás felé fordult.

Geotrichum candidura auxotróf mutánsainak első si­
keres fúzióját FERENCZY és munkatársai 1972-ben 

valósították meg. A rendkívül alacsony heteroka-
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rionképzée raág 1974-bori is csak 1,6.10*""'' gyako­
riságú volt /FEREfcCZY és mte. 1374/. A hideg-aggre- 

gáltatás módszerével Asporgillus niduians lizin és 

aetionir.-igényes törzseinél már 2,5.10~3 a fúziók 

gyakorisága é© még ebben az évben CaClg jelenlété­
ben polyoetlüénglikolt alkalmazva eléri a 40 /,-ot, 

óe tisztázódik számos, fúziót befolyásoló tényező 

ozerepe is /FERENCZY és mts. 1Э76/.

A fentiek ismeretében célul tűztük ki, hogy megva­
lósítjuk a rendszertenileg egymástól távol álló 

Aspergillus nidulans és Aspergillus fumigatue 

auxotróf mutánsok protoplasztjair.ak interspeci- 

fikus fúzióját.

E disszertációban kitűzött cél megvalósítása ér­
dekében munkatársaimmal közösen végzett munka 

eredményeit szeretném ismertetni.
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK :

2.1. ANYAGOK

2.1.1 MIKROORGANIZMUSOK:

Aspergillus nidulans SZMC 1011 /SZMC* Szegedi Mikro­
biológiai Gyűjtemény, József Attila Tudományegyetem 

Mikrobiológiai Tanszék/
Erodetes The Hebrew University, Hadassah Medical School, 
Department of Microbiological Chemistry, Jeruzsálem, 
Izrael. Eredeti jolzéso R-21 Genotipus a PAOA~, y. 

Növekedéséhez szervetlen sókon és a szár.forrásokon 

kivül para-arainu-benzaoeavat igényel.
Továbbiakban: A. nidulans.

Aspergillus funigatus SZMC 1012.
Eredetet Department of Diochenistry, University of 

Cambridge, Cambridge, England. Továbbiakba!.: A. fumi- 

gatus.
A fenti törzsekből UV kezelés alkalmazásával számos 

mutánst izoláltunk* kísérleteink során az alábbi 
auxotrofokkal dolgoztunk*

Aspergillus nidulans SZMC 1156.
Az SZMC lOll-os törzsből izolált odeninigényes auxot- 

róf mutáns.
Továbbiakban* A. nidulans adó”
Aspergillus .nidulans SZMC 1157
Az SZMC 1011-es törzsből izolált lizinigónyeo
ouxotróf mutáns.
Továbbiakban* A. nidulans liz*

Aspergillus fuinigotus SZMC 1158
Az SZMC 1012-os törzsből izolált adeninigénye© mutár.e. 
Továbbiakban* A, fumigatuc adó”
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Aspergillus funigatue SZMC 1159
A2 SZMC 1012-co törzsből izolált lizit igényes mutá о. 

Továbbiakban: А, fumigetus 11z“

2.1.2 TÁPOLQATÖK ÚS TÁPTALAJOK

A tápoldatok, táptalajok és a különböző oldatok 

kuktafazékban, 1,2 atn nyomáson 20 porcig; az 

egyéb laboratóriumi eszközök ©terilozéee 2-3 óráig, 

löQ-200 C°-on szárazon történt.
A pH-t storilezós után 5 %~og HCl-al illetve 

5 %-oq baOH-al állítottuk be.
A tápkőzegok 10^ur/ml koncentrációban antibakte- 

riális hatóanyagot -sztreptomicint - tartalmaztak, 

amely ebben a koncentrációban a fonalasgorabékro 

hatástalan.

T-l teljes tápoldat:
5 g éleszt őkivor.ot /Oxoid/ 

10 g glükóz at. REAS.AL 

1000 ml doszt.vízben 

pH: 5,5-G,0

T-2 komplett táptalaj:
5 g ólesztökivonat /Oxoid/ 

10 g glökóa
25 g agar /szálas//REAfiAL/ 

1000 ml doszt.vízben 

pH: 5,5—6,0

T-3 miniméi tápoldat:
5 g /NH4/2S04 alt./REAHAL/
1 g KHj ' alt./REANAL/

0.5 g Mg304 . 7H20 alt./REAHÁL/ 

10 g glükóz

1 ml szintetikus vitaminoldat
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T-4 rai;.imái táptalaj
elint Т-3
+ 25 g agar /Oacto/

T-5 vitamin mentes minimál táptalaj 
mint T-4 cie vitamin nélkül

T-6 regeneráltató táptalaj 
5 g élesztőkivonat 

10 g glükóz 

44,7 g KC1 /Ü,6M ölt, 

25 g agar /öacto/ 

1000 ml doszt,vízben

T-7 fúziós táptabj
mint T-4 + 44,7 g KCl /0,&М/

T-8 fúziós felülöntö
mint T-7 de esa& 10 g ogerrai /Oacto/

Т-Э adoninnel kiegészített minimál táptalaj 
mint T-4 ♦ 25 mg adeuin alt, REAMAL

T-lO lízingel kiegészített minimál táptalaj 
mint T-4 + 25 mg lizin alt. REAT4AL

T—11 adoninnel és lizinnel kiegészített minimál 
táptalaj

mint T-4 ♦ 25 <ag adenin ♦ 25 rag lizin

T-12 adoninnel kiogóezitett vitamin mentes minimál 
mint T-5 ♦ 25 mg adenin

T-13 lizinnel kiegészített vitamin mentes minimál 
táptalaj

mint T-5 ♦ 25 mg lizin

T-14 adoninnel és lizinnel kiegészített vitamin mentős
ш.му; 'лм
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Polyaethylenglykolj /Hoechst, V.'est Germany^ Ma* 4000,
25 ,j«*os oldatát alkalmaztuk, amelyet »0,1 M CaClg-vel 
egészítettünk ki.

Karnovsky oldat*
25 ni 8 %-og vizes poraformaldehid oldat + 5 ml 
50 5&»oo vizes glutároldehid oldat + 50 ral 0,2M 

foszfát puffer /pH 7,2/
0,21 J foszfát puffer*
2,76 g rtöHgPO^ oldva 100 ni doszt.vízben + 

300 ni doszt.vízben oldott 16,08 g Na£HP04

Millonlng foszfát puffer pH 7,3 

A* 2,26 ^-os íiaHgPO^.HgO*
Q* 2,G2 %-o& fJaOHi

Cl 5.4 ^>os tjükóz
D* 41,5 ni A + 8,5 ni 8 ; végső koncentráció: 

5 ni C + 45 ni 0

Ólonacotát oldat*
30 ni doszt.viz + 1,33 g Pb/U0^/p oldódása után 

+ 1,76 g Nö^/CqHj-Oy/• 21 ígO• Egy perces rázás után 

30 percig állni hagyjuk na^d keveróe közben 11 ml 
IN NaOH-ot, majd feltisztulás után 9 ml deazt vizet 

adunk a rendszerhez.
A preparátumok elektronmikroszkópos felvételekhez történő 

előkészítése során alkalmazott vegyszerük* ozmiuntetroxid 

/Merck/, propilénoxid /REANAL/ Ourkupá; X, II /Fluka/ 

uranilacetát /00(1/

Az elektronmikroszkópos felvételeket TESLA BS 500 tipu- 

su készüléken a GATE Elektronmikroszkópos Laboratóriu­
mában Or. Rojlk Imre készítette.
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глл ő.Bcasitó£j8tsetfe»acataíli8siisteiá88.áí.E8a§fi8iteiü4ii=
2.2.2.1 Fiatol hifékből álló telepek novoléoet

Az A. niduiano ós az A. fumigetus törzsok 4-5 napos, 
3Q°C-on, komplett /Т-2/ ferde tápégáron kifejlődött 

tenyészeteiről a konidluaokát 2 ni steril vízzel le­
mostuk. Ezzel ö ©ürü szuszpenzióval oltottuk be a 

konplett táptalajból /Т-2/ Potri-csészókbon készí­
tett lenözeket, melyekre előzőleg steril celofánt 

eloltottunk. /I, ábra/ Az oltást steril ecsettel 
végeztük el, úgy hogy a szuczpor.zióba mártott ecset 
hegyét éppen csak a celofánhoz érintettük, A cseppe­
ket több sorban kb, 1 era távolságra helyeztük el 
egymástól. 30°C-on, 10-20 óráig lnkubáltunk.

2.2.2.2 Protoplaoztkópzós ltolix pomotta gesztrális emésztő-
i. ed vével *

A telepeket celofánnal együtt leemeltük a táptalajról 
és hármasával steril Potri-csészékbe helyeztük, majd 

5 ml, 0,6M-os KCl-ban oldott, 1 ^-oo ceigaenzira 

oldatot öntöttünk a tenyészetekre, úgy hogy bubo- 

rékraenteeen, egyenletesen lefedje azokat. A csé­
széket szobahőmérsékleten óvatosan rázottuk, hogy a 

képződő protoplcsztoknak a fonalak közüli kiuszéoát 

elősegítsük. Egy óra eltelte után az enzimes szusz- 

penziókat öoszeöntöttük, a celofánon maradt hifatö­
meget 0,6M—os КС1-dal átmostuk. A protoplasztokat 

az intakt fonalaktól és о törmeléktől □©< a Gl-eo 

zsugotitott üvegezürő alkalmazásával /pórusméret 

40-80 ura/ szívás é© nyomás nélkül elkülönítettük, 

maid centr1fugálássál összegyűjtöttük /2000 ford/perc, 

1000 g, 4°C, 5 porc/. Ezt a stabilizáló oldatban, 

centrifugáiáosal történő mosás követte.
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A PROTOPLASZTKÉPZÉS LÉPÉSEI:

oltás
ecset tel 
celofános 
T-4-reöÜ

tenyészet
T-4

kon id ium 
szuszpenzió

* * * *■

■* * * « 
* * * 4 
* ЛГ * -*,V - « <У

inkubálás

enzim
protoplaszt
képzés

a micéliumok 
átmosása

!

a protoplasztok 
elválasztása a 
fonalaktól 
szűréssel

Ccent rifugálás

!

protoplasztszám
meghatározás

1. ábra
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2.2,2*3 A protoplasztok regeneráció a ozmotikusa. stabilizált
közegben

A felüluszó eltávolítása után a protoplasst tömeget
szuozpendáltuk, Darker kasara segítségével megható-

3roztuk q koncentrációt á© azt 10 /ml-re állítottuk bo, 
/2. ábra/ Ebből a szuezpenzlóból 0,05 illetve o,l ral-t 

mértünk be a 42°G-ro termosztált, stabilizált felülön­
tő /Т-8/ 5 ral-ébe, neiyeket vékonyán egyrészt stabi­
lizált /Т-ö/, másrészt non stabilizált komplett 
/Т-2/ táptalajra rétegeztünk, pint alaplenezro,
3ű°C-on 48 óráig inkubáltunk, közben mikroszkópo­
son figyоlenne1 kísértük о regenerációt.

A T-2-es táptalajban a protoplooztok elpusztultok, 

viszont az esetleg jelenlévő konidumokból telepek 

képződhettek. Számuk ismeretére szükség vc&, hogy 

korrekcióként, a regeneráció mértékének negá'ila- 

pitóoakor figyelembe tudjuk vonni. Ennek кiszámitá- 

eo úgy történt, hogy a tolepképzők szénát a tápta­
lajba oltott protoplasztszám százalékában fejeztük ki.

£.2.3 ^.8yg8ití£-t2Eis^2Kmia8SíSáBiáiSfeiis.aij:8ai68CÉs= 

&iü.é*9,íé'Xémmiai
A protoplasztképzést ós a regenerációt a fentiekkel 
megegyező módon vizsgáltuk az A, nidulans ade“ óe l±z~ 

valamint az A. fumigatus ade* ás liz** mutánsokkal le, 

azzal a kiegészítéssel, hogy a protoplasztokat stabi­
lizált minimál táptalajra /Т-7/ is kioltottuk /2, ábra/. 

Ezzel is ellenőrizve stabilitásukat.
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A REGENERÁCIÓS KÍSÉRLETEK KIVITELEZÉSE :

f ű
higitás
-------------- >.

ismert
protoplaszt
számú
szuszpenzió

42°C T-8

LT-6

I T-6

T-2Jt I

Г-7 u

auxot rófprototróf
törzsek esetén

2. ábra
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2-E-4 l^iedscsÉaíiedi8jKStseie3it.£t!iiá^8iiissá8ixtli

2*2,4.1 Az introspocifikuo fúzió kivitelezése:

A kísérletek sonst© a protoplaoatszán beállításáig 

megegyezett a 2*2*2*1 és a 2.2.2*2 pontban leírtakkal* 

Az A. nidulans ado** ás az A, nidulano liz** valaslnt 

az A. fumigates ade“ és A. fumigates liz“ törzsek* 

bői képzett protoplaeztokböl kontrolként nintát vet­
tünk és a megfelelő hígításban a felülüntőbe /Т-3/ 

szusz pend:: 1c komplett /Т-2/, stabilizált kfelott 

/Т—6/ ás stabilizált minimál /Т-7/ táptalajokra, 

mint öleplemezekre rétogeztük /3. ábra/.
Ezt követően egy fej auxotráf mutánsainak protopleozt- 

joit olyan térfogatban kevertük össze, hogy számuk7Ю /«1 arányuk 1:1 legyen. Contrifugáláoeal történő 

gyűjtés után /2000 ford./porc, 1000 g, 4°C, 5 porc/ 

a felüluozót vizlégozivattyu eegiteégévol eltávolí­
tót tűk. A maradók - mintegy 0,05 ol - stabilizáló 

oldatban ozuszpendáltuk a protopiasztokat, majd 

1 ml 25 ki-os# 0,IM CaCl2 tartalmú PEG-et mértünk 

a rendszerhez. Rövid ideig tartó intenzív rázással 
igyekeztünk elérni, hogy a keletkező aggregátumok 

azonos nagyságúak legyenek ós lehetőleg kevés 

protoplasztból álljanak*

Az aggregátum szuszpenzióból hígítást készítettünk, 

abból a célból, hogy a telepképző egységek, melyek 

a regoneráltató táptalajon /Т-6/ telepet képesek 

létrehozni á© a stabilizált mii imái táptalajon /Т-7/ 

megjelenő fúziósok szóralálhatók legyenek. Mintáinkat 

a szokott módos, az alaplemezfekre rétogeztük.
30°C-Oii, három napig inkubáltunk.
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A PROTOPLASZT FÚZIÓ MEGVALÓSÍTÁSÁNAK LÉPÉSEI:

~\

■yr

VJ
I IItV".T

4Í*C T-8auxotróf auxotróf

=1 — IT-2

J~ Lj —- T-6L

T-7к

& kevert szuszpenzió

^=1
centrifugálésI

25$ PEG 
0,1 M CaCl2

• •.*

L JчT-7T-6 T-6 T-7
I а. V:«I;3. ábra 4.4-
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A minimál táptalajon megjelenő telepek ezáoát, 
о komplett lemezeken kialakult telepek számának 

százalékában megadva jellemeztük a fúzió gyako­
riságát.

2.2.4.E öi.4üÍgCMgg|£iiíM.£aÜÜ-Sa2Xetó8ÍSá884

A kísérletek technikai kivitelezése megegyezett 
oz előző pontban leírtakkal az alábbi különbségekkel»

a, / a fúzió© partnerek A, rtidulana adó"” ♦ A,
fualgetue Uz* illetve A, nidulans liz“*
+ A, funigatus ©de“ voltak,

b, / alacsony fúziós gyakoriságra számítva, e
PEG kezeidet követőon, a telcpkópzök 

szénának megállapítására kivett óinte után* 

a maradék sürü aggregátum szuczponziót 
teljes egészében' felülőntőbe kevertük.

c, / az eggregátura szuczponziót vitamin mentes
folülöntőbe ozuszpondálva, vitamint 

ДАСА-1/ nem tartalmazó minimál /Т-5/ táp­
talajra is rárőtegeztük.

Ä.iyäiÄ.S4§8Si£ii#if4»a-£a2iis-S8lgBgis-iaigiSl8aieaB4Bgb
Х4ш»1аш
A stabilizált minimál lemezeken /Т-7/ kifejlődött 

fúziós telepeket a nice11umok esueei részéből kivá­
gott inokulumme1 * több Ízben normál minimál /Т-4/ 

táptalajon passzáltűk. Ezzel értük el* hogy a fona­
lak között nem maradhatott még nem regenerálódott, de 

életképes szülői protoplaszt, illetve "cross feuding" 

következtében növekvő fonalak.
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másrészt a fonóimonteare szűrt konidtimok tulajdon­
ságéit vizsgáltuk.

2'2'"’*3iii8B?ls=iiMi:ssásiéiáss!s.)í4á8- 

SÉlS£8J2!;8£8EliÍiS.ISÉgiá8S8Í.ÍS£tSgUiEíj!ÍS£ÉÍi8Í

A fúzió© telepek miceliuoeiból minimál /Т-4/ táp- 

tcla.ra simított steril celofánra számos korongot ol­
tottunk, majd 3 napig 30°C-on inkubáltunk, A lét­
rejött fiatéi hifákból о 2,2,2,2 pont alatt ismer­
tetett módon protoplasztokst képeztünk,
A rogor.eráltatnot a megfelelően higitott protoplasz- 

tokkol a 2,2,2,3 pont szerint valósitottuk meg, 
úgy, hogy a protoplosztokat a felülöntöbe szuazpen- 

dólva stabilizált minimál /Т-7/ odeninncl /Т-15/ és 

lizinnol /Т-lü/ kiegészített valamint komplett /Т-G/ 

alcplomezekro rétogeztük.
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3. 8ЙВ&йШ-1аКйЙ1в8!м

3 •1 • £2£áláS2^22á£Í8.?2Eáié.2SW!í£i!SS££.ií25eÍ222£U£iá 

Í8.4U áSÍiíi=áS.íiSi8iS.ÍSSi8lÍi

A 2.2.1 pontban ismertetett kisérlotek során az A. nldulans 

ade~ és liz~ törzsei, valamint az A. furaigatus auxotróf 

mutánsai között - fajon bslül - sikerült fonálanasztomó- 

zie segítségével heterokerion képzést indukálni.

Az A. nidulane törzsek kevert raiceliuraainek minimál táp­
talajra helyezett inokulumaiból egy vagy több ponton 

indult növekedésnek e legyező alakú telepet formáló 

heterokerion. /4. ábra/.
Az A. furaigatus esetén ez nem jellemző, d© a telepek 

szabálytalan növekedése itt is eltér о szülői törzsek 

zárt telepképzésétől. /5. ábra/

4. ábra
A fonalakat minimál táptalajra tovább oltva a iietero- 

kariotikue állapot fenntartható. A telepeken képződött 
konidiuraok viszont csak az egyik vagy a másik szülő

5. ábra
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aggregátum képzésben, hanem őzen belül a membránok 

szoros egymásra simításán alapszik* ezt igazolják 

02 elektronmikroszkópos felvételek, amelyek a 

PEG kezelés előtti /9. ábra/ illetve az azt követő 

állapotot szemléltetik* /10* ábra/

.-ж

)

9. ábra 10* ábra

Kalcium ionok hiányában az oggregáció mértéke nem, 
de a fúzió gyakorisága csökken.

Az aggregátumokban az eltérő markerü protoplasztok 

egymás mellé kerülése véletlenszerű* Ezért rém min» 

den aggregátumban játszódik le fúzió* Viszont a nagy­
számú protoplesztból képződött aggregátumokban nem­
csak egy protoplaszt-pár fúziója következhet be. Ezért 
mikroszkóposán több komplementálódott fonál növeke­
désének megindulása figyelhető meg, /11, ábra/
De mikroszkóposán ilyenkor isvegy telepet kapunk.
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12« ábra 13* ábra

A fajok közötti fúziós kísérletekben peg kezelést 
követően - szemben az intraspeclfikue kísérletek 

során leírtakkal , - az aggregátum szuszpenziót hí­
gítás nélkül szuezpendáltuk a felülöntőbo éo úgy 

rétogeztük az alapleoezekre* A műveletek során 

viszont elkerülhetetlen a protoplosztok egyrószó- 

nek pusztulása# minek eredményeként minimális meny- 

nyiségü adenln éo lizin kerül a táptalajba* Ennek 

következménye * hogy a nem fuzionált protoplaeztok 

regenerációja megindulhat ée kismértékű fejlődést 

mutathatnak* Ezektől a "fúziós termékek" gyorsabb 

növekedésük eredményeként határozottan megkülönböz­
tethetők* Ezt szemlélteti az előző ábrán látható 

fúziós telepről ós környékéről készült közeli fel- 

vétol. /13. ábra/ A fajok közötti fúziós telep fej­
lődésének kezdeti szakaszában morfológiailag eltér a 

fajon belüli hetorokarlon mikroszkópos jellegzetes­
ségeitől* Ez egyrészt a telep rendkívül szabályta­
lan növekedésében /14. ábra/, másrészt egyes hifaszeg-
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nontok hólyagos, göcsörtö© fonalalkotásában nyil­
vánul raog. /15, ábra/

14, ábra

3-5- &1кШ^48.Ш8Ш№1Ши8.{8ОД№ВДШк«.8.1г: 

laeti.£uteiás&sássiBali.vá8S8áLgiu

A fúzió bizonyítására az A, nidulanc ée A, funigatus 

prototróf, ade“ ós liz“ törzseinek szín, raorfológiai 
valanint genetikai norkeraiktől való oltóró© vagy 

azok ogyazőse szolgáltak alapul, nelyeket különböző 

összetételű táptalajokon nicóliuwokkal ós konidiu- 

mokkái vizsgáltunk. A mlkroorganizmueok jellegzetes- 

eógelt 30 C°-on, 4 napos lukubáláot követően A. 
dulane csatén a 16., A. furaigatue esetén a 17. ábra 

szemlélteti. A felső sor mindkét esetben komplett 

táptalajon kialakult telepeket személtet. Az olső

ni-
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э.5л б.асм8в^нц1и^8ц.!аШЫиЩйя1>.1айшШй«*
A protoplasmtfuzió т&л nlniaál táptalajon megjelenő 

tolopok norfológiája laza fonélképzéssel« egyenlőt­
len vékony növekedésű szektorokkal tagolva, eltér о 

szülői tolopok teleptípusától, íio azokat e oegfole- 

ISon kiogászitett miniséi táptalajon vizsgáljuk. 

Viszont úgy az A, nidulans mint az A. furalgatus 

osotóbon nagyon hasonlítanak a fonálonesztosózia 

során képződött hetorokarionokhoz, A konitliuook 

képződése mindkét esetben szegényes. A boteroko- 

riotikus állapot mininél táptalajon, raicéliuciaal 
korlátlanul fenntartható.
A Gzegrogációe vizsgálat erodnényoit a 10, ábra 

szemlélteti. A telepeken a nlnipál táptalajon 

képződő protoplasztok csak a fúziós partnerok tu­
lajdonságait hordozzák óo csak a megfelelően kiogé- 

ozitott táptalajon képesek növekedésre). Ezek egy­
máshoz viszonyított aró.;yát, mennyiségi viszonyai­
kat és a dlploidkópzást nos vizsgáltuk. A fonalakat 

Qinieál táptalajról komplőttre oltva a hotoroksrioti- 

kus állapot felbomlik, a szülői tula donségok elkü­
lönülnek.
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A. fumigatus liz 
+

A. fumigatus ade

A. nidulans PABA liz
4

A. nidulans PABA-ade

*
• 'ifl ....

*• •**4*

\

minimál 
+ lizin

minimál
+adenin+lizin

minimál
+adenin

minimál

++-I-4

444

+44+

++4«

18. ábra

Az intraspeclflkue fúziós telepük szegregációjának 

kísérleti erednónyei:
□ «* oltás miceliuríuaölj 0 • oltás konldluanal 
♦ в q konidiuaok közel 100 ceirázéea* Illetve a

oiceliuQok intenzív növekedése 

- о nincs növekedés
/♦/** erős /eltérée/ ezóráe az intenziven növekedő hifák 

által lefűzött konidiunok csírázó kópeoeógében

4%
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А 22. ábrán megfigyelhető, hogy q különböző 

összetételű táptalajokon a hasadás különböző 

intenzitású - komplett táptalajon már bekövet­
kezett, minimál + adeninen aég folyamatban van.

Az A. nidulone liz“ + A. fumigotue ade” törzsek 

protoplasztjainak fúziója következtében képződött 
nidulane karakterű telepből a karakternek meg­
felelő szülő kihasadásánek lépéseit ábrázolja 

a 23. ábra képsora. Az A. nidulane liz” parti.er 

fonalainak elkülönülése különösen a minimál + 

lizin összetételű táptalajon szembetűnő.

A 24. ábrái! egy olyan telep szegregációs vizsgála­
tának eredményei láthatók, amely A. nidulans ade” + 

A. furaigetus liz” protoplaszt fúzió eredményeként 
izoláltunk. A nidulans karakterű fúziós termékek 

komplett táptalajon kifejlődött telepének micóli«- 

moi - szemben az előzőekkel - megtartották azon 

képességűket, hogy újra minimál táptalajra oltva 

telepet képezzenek.
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- 40

A tipuotelop morfológiája a különböző összetételű táptalajokon

rainimálról minimál + adeninről

minimál + lizinről komplett táptalajról 
A. nidulans atíe” + A. furaigatus liz~

22. ábra
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A 2.2.4,2/e pont alapján kivitelezett kísérletek 

eredményeként о PACA mentes minimál táptalajon meg­
jelenő fúziós telepek A. idular.s morfológiái mu­
tattok. Az A. furaigatu© partnert ezekből a tele­
pekből se« sikerült az alkalmazott módszerekkel 
kinaoitani.

Körébe! eredményeink alapján föltételeztük, hogy 

a két hiányzó tulajdonság egyidejű komplementé- 

ciója két idegen kromoszóma jelenlétének eredménye. 
Ebből viszont az következik, hogy szelektíven 

elloinálhatók a fúzión tormákból, és ezt bizonyí­
tottuk is. Kioörléteink sémája ás oredraónyoi a 

£5. ábrán láthatók.

A minimál + PACA összetételű táptalajon kifejlő­
dött telep raicéliumának csússz részéből vett főnéi 
inokulun PAOA-t non tartalmazó táptalajon oár 

képtelen a növekedésre, £z azt jelenti, hogy PACA 

jelenlétében az A. nidulane PACA* tulajdonságét 

kompiaméntéló A. fualgatuc kromoszóma kiiktatódik. 

Hasonló jelenség figyelhető meg a lizin** tulajdon­
ságot kouplsmentéló A. fűmigatue kromoszóma esetén 

is, lizin tartalmú táptalajon, A minimál ♦ PAUA 

táptalajról minimál * PABA + lizin összetételű 

táptalajon kifejlődött telep micoliumoiban elimi­
nálódik 0 második ideges: kromoszóma is és a fonál- 

végződésekből vett inokulum már csak PASA ós lizin 

együttes jelenlétében képes telopkópzSere,
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A. nidulans PABA liz- 
+

A. fumigatus ade-
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I

min imái-PABA

rVf^ minimál-PABA 
+ lizin

minimál 
+ PABA

minimál 
♦lizin 
+ PABA

minimál 
- PABA 
+lizin

minimál 
+ PABA

minimál 
- PABA

++++

+++-+■ +
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++++

+ +
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4
A. nidulans PABA- liz~

20, ábra

A eaiabóluook jolontáoo оint а 10. ábrán
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Föltételeztük, hogy a fúziós termékek fonalaiban, 
a haránt falakkal tagolt sajtokbon, az egymást 
kompleeentáló két sejtmag elkülönülten Is megta­
lálható, de oz a konidiumkópzós során nem nyilvánul 
meg. Ebben oz esetben о sejtfal or.ziraes eltávolí­

tásának eredményűként létrejöhetnek olyan protoplasz- 

tok, amelyek csak az egyik, vagy csak a másik sejt­
magot hordozzák. Stabilizált, és megfelelően kiegé- 

szidott miíiimál illetve komplett táptalajon rego- 

neráltatva ezoket, a fúziós termékből a két szülői 
törzs Így tisztán kihasítható,
A 2,2,5,3 pontban leirt kísérleteink eredményei fel­
tevéseinket nem igazolták, A protoplosztképzós és 

regeneráció után, a különböző összetételű táptala­
jokon csak oz ogyik szülői, illetve a fúziós ter­
mék tulajdonságait hordozó telepek jelentek meg.

Fajok közötti heterokarionképzósre utaló jelensé­
get kísérleteink során csők egyozor észleltünk.
Az A, nídulans ade“ és A, fumigatus liz” törzsek 

protoplosztjalnak fúziójaként minimál táptalajon 

negjolent majd azon többször pocozált fúziós te­
lepből a szegregációs kísérletek során komplett 
táptalajon kihosadtak a szülői partnerek, A kísér­
letek eredményeit szemléletet! а 26, ábra.
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4. AZ EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE:

A. nidulons PAQA“liz~ ás A. nidulans PAíía" adó” valamint 

A. fumigatuo liz" ée A. fumigatus adó” mutánsai között 

fajon belül, ROPER által 1952»ben kidolgozott, a gomba- 

genetikában ma már hagyományosnak számító módszerrel, 

anasztomozissal, sikerült heterokarionokat képezni.
Ezzel a módszerrel, e rendszertonilag egymástól távol 
álló fajok /RAPER és FENNELL, 1965/ között tulajdonság- 

átadás nem valósítható meg. Ezért megkíséreltük ezt csupán 

membránnal határolt sejtek, protoplaeztok indukált fú­
ziójával kivitelezni.
Protoplasztképzéskor és azok regeneráltatásakor, a koráb­
ban a tanszéken kifejlesztett módszereket alkalmaztuk.

A fiatal hifókból álló konldlummentes mieeliumokból 0,6M 

KCl mint ozmotikus stabllizátor jelenlétében Helix po- 

metia gasztrális emésztőnedvével képeztünk protoplasz- 

tokat. Ezek regenerálódásának feltételeit izoozmotikus 

táptalajba keveréssel biztosítottuk.

Geotrichum candidum mutánsainak protoplasztfuziójáról 
1,6.10~U gyakorisággal, 5,5 és 7 pH-n ozmotikusként 
0,6 M KCl illetve 0,0 M-os mannitot alkalmazva első­
ként Feronczy és munkatársai számoltak be. /1972, 1974/ 
BINDING és WEDER 1974-ben Phyeonyceo protoplaeztok kép­
zését és mintegy S.U)**4'' gyakoriságú fúzióját valósította 

meg tengervíz valamint Ca/NO-yV, jelenlétében. A külön­
böző genetikai információt hordozó protoplasztok össze­
olvadásé ak gyakorisága 2,í3.1ü”w-on volt, amikor ezt 

Aspergillus törzsek ©setén hideg-aggregáltatással való­
sították meg. /FEREíJCZY és ntc. 1375/
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KAQ és MYCHAOLUK 1974-ben megfigyelte, hogy о növényi 
protoplasztok intenzív aggrogótumképzóso és összeol­
vadása figyelhető meg PEG Jelenlétében.

A vogyület gomboprotoplo3ztok aggregáltatására alkalmaz­
va ОД M Ca012 jelenlétében Aspergillus nidulans lizin 

és raetionin igényes törzsei között a komplemontáció gya­
korisága eléri a 40 %-ot /FERENCZY és mts. 1975/, Tisz­
tázódik számos vogyülot, /КС1, Na Cl, CaCl^, MgClg/ mint 
ozmotikus stabilizátor, valamint a különböző nolekula- 

sulyu illetve koncentrációjú PEG-пек a rogenerációt és 

a gyakoriságát befolyásoló szerpo is. /FERENCZY óo mts. 
1976/.

ANíié Penicillium fajok protoplasztkópzésónek ás rege­
nerációjának megvalósitása után szintén PEG-et alkal­
mazott fúziót serkentő ágensként. /ANNÉ és mts. 1976/

Kisérloteink során a leghatékonyabb módszer alkalmazásá­
val A. nidulans és A. fumigotuc ouxotróf mutánsok pro- 

toplasztjainak fúzióját.ál a komplomentációt fajon belül 
30 %-os, az intorspocifikue komplomontáció egy tulaj- 

donság esetén 10 mindkét marker esotábon lü gyakori­
ságú volt. Az állandó ellenőrző kísérletek során back- 

mutációt /minimál táptalajon növekedést/ egyik törzs 

esetében sem tapasztaltunk.

A komplementáció létrejöttét a fúziós minimál táptalajon 

megjolonö, óc azon fejlődő telepek jelezték. Mikroszkó­
pos vizsgálataink során közvetett bizonyítókként szol­
gált e fajok közötti fúzió eredményeként fejlődésnek 

indult telepek fonalainak, ror.dezetlon göcsörtöe, lassú 

növekedése /14. ás 15. ábra/. Ez a jelenség hosznált tör­
zseknél ás a fajon belüli fúziós telepeknél nem figyel­
hető meg.
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A közvetlen bizonyítékot a fúzió© produktumok különböző 

összetételű táptalajon növekvő fonalainak és az általuk 

lefűzött konidiumok tulajdonságainak vizsgálata szolgál­
tatta. Ennek alapját az A. nxdulane ós A. fűmigatus 

prototróf, adó“ ós liz~ törzseinek szin, morfológiai 
valamint genetikai parkereiktől való eltérés vagy azok 

egyezése képezte.

Az iriterspecifikuo fúziós telepek a párosítástól függet­
lenül morfológiailag vagy az egyik, vagy a másik part­
nerre hasonlítottak.

A szegregációs kísérletek során 200 telepet vizsgáltunk 

aog. A telepek 98 %-ából csak annak a törzsnek tulajdon­
ságait hordozó partnert sikerült izolálni, amelyre mor- 

fológiailag hasonlított. Az eredmények raegogyeztok, 
akár a miceliumok akár a konidiumok tulajdonságait 

vizsgáltuk.

Az intraspecifikus fúzió termékeként létrejött, minimál 
táptalajon növekedésre képes hetorokorlonok által kép­
zett konidiumok a szülői markeroket tisztán hordozzák - 

mininél táptalajon nem esiráznak ki. A fajok közötti 
fúziós termék minimál táptalajon lefűzött konidiumai 
viszont képesek telepfornálásra adenin illetve lizin 

hiányában is.

Ezek a tények azt a föltételezést eredményezték, hogy 

fúziós telepeik aneuploidok, hlporhaploidok, a partner 

genetikai állományából egy vagy csak néhány kromoszó­
mát hordoznak, a többi oliolnálódott. A sejtekben lévő 

Idegen kromoszómák viszont kiiktatódnak mihelyt a külső 

kényszerítő tényező - ebben az esetben a minimál táp­
talaj, illetve a lizin vagy az adenin hiánya megszűnik.

«/
Ь!
fr I, s/
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Hasonló jelenséget figyelt raeg KÜFER 1960-ban, araikor 

anasztomózis sorén, kicsi gyakorisággal képződött 
Aspergillus nidulans diploidjoit vizsgálta. Ezok között 

а пега stabil tipusu diploidok szögre« táncaiban a haploid 

garnitúrán kivül különböző szárau, duplán jelenlévő kro­
moszómákat sikerült kimutatni. A nogbomlott diploid álla­
pot, különböző biperhaploidökon keresztül, ogósz krorao- 

szóraák fokoztos elirainálása róván szűnt nog.
Feltovóscink hclyossógót bizonyítják azok az oredmónyok 

araelyekot a kát tulajdonságra korapleraentálódott tolopek 

vizsgálatánál koptunk. A PACA lizira" tulajdonságot 

koraploraontáló A. furaigetue kroraoszómák megfelelő össze- 

tótolü táptalajokon egyraástól függetle.- ül elirainálhatók, 

az A, nidulans PADA^liz"* törzs raicóliuraai és konidluraai 
tisztán, kihasít hatók.

Az a nogfigyelós hogy a fúziós telepek növekedési sebes­
sége a fúziót közvetlenül követő időszakban lényegesen 

kisebb, mint a szülő partnereké, de bizonyos idő eltel- 

tóvol a különbség fokozatosan csökken, szintón alátáraaszt- 

jö azt, hogy az idegen kroraoszómák oliralnáláoa a sejtek­
ben folyamatosan megy végbe. Valószínű, hogy önnek a 

folyamatnak különböző stádiumai figyelhetők nog a 20. 

ábrán bemutatott tolop esetén is.
Az olyan esetek magyarázatára amikor az izolált fuzlóc 

tslspkből a morfológiájának megfelelő partner az alkal­
mazott módszerekkel non volt kihasítható és prototróf 

jellemvonásokat mutatnak P0NTCC0RV0 /1956/, ROPER /19СС/, 
KäFER /1961/ munkája alapján több lohotősóg kínálkozik. 

Azokra a kórdósekro, hogy a fenti telepek oaotón spon­
tán non hasadó diploidképzós mitotikuo crossing ovor 

következtében idegen kromoszóma szegment megőrzése ós 

rekombináció vagy back mutáció történt, további munkánk 

során szeretnénk választ adni.
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Kísérleteinkkel egyldöben j. ANNÉ, H. EYSEN és P.Oe OOMER 

1976 Penicillium roquefortii éo Penicillium сНгузодепио; 
F. KÉVÉI és Ü,F, PEOERDY 1976 Aspergillus nidulans és 

AspergilluG rugulosus auxotróf mutánsok protoplaszt.öl­
nek inter3pecifikus fúzióját valósították neg, nócJszo- 

roik egyeztek az általunk alkalmazottakkal, Konklázióik 

részben egyezrek részben eltérnek eredményűinktől. Szá­
mos fajok közötti diploidot és rekor.jbinánst izoláltak. 

Ennek magyarázata, hogy az általuk alkalmazott törzsök 

- ás ezt a szerzők is hangsúlyozzák - rondszertonilag 

agymáshoz közelálló fajok mutánsai, genuson belül azo­
nos fajceoportba tartoznak, /0, K, RAPER and D, I,
FENNELL 1966/
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Aspergillus nidulans valamint Aspergillus fumigatus 

auxotróf mutánsok között, fajon beiül, genetikai 
információ átadás anasztoniióziosal negvalóeitható. 

Azonban e között a két, rendszertanilag egymástól 
távol álló faj között ezt о folyamatot megfigyelni 
vagy Indukálni még nem sikorült. Ezért célul tűztük 

ki genetikai információ protoploezt fúzió utján tör­
ténő átadásának megvalósítását e két faj között.

A korábban kidolgozott - eddigi leghatékonyabb - mód­
szereink; protoplasztképzée Delix pomatia gasztrális 

emésztőnedvével, ozmotikus etabilizátorkónt Q,OM KCl-t 

alkalmazva a csupán membránnal határolt sejtek fúzió­
jának indukálása PEG-gol Q,lM CaCl2 jelenlétében, 

regeneráltatás izoozmotikue táptalajba keveréssel 
lehetőséget nyújtottak célunk eléráeához.

A fonti módszer alkalmazásával, intraepecifikusan az 

A, nidulaus PABA“ade“ ♦ A. nidulanG PABfTiiz“ valamint 

az A, fumigatus adó*" + A, fumigatus Hz" mutánsok fú­
zióját 30 &-oe gyakorloággal valósítottuk mog.

Fajok között. A, nidulans PAüA“ade“ + A. fumigatus liz“ 

illetve A, nidulans PAGA“liz“ + A, fumigatus adó“
auxotrófok protoploeztjainok fúziójánál a konplemen-

«•5táció egy tulajdonság esetén 10 mindkét hiány ese­
tében 10-J gyakoriságú volt*

A minimál táptalajon negjolonő intra- és interepecif1- 

kuo fúziós telepekt mikro- óo makroszkóposam gollemoz- 

tük, A fúzió bizonyítása során a prototróf és mutáns 

törzsek ozin, morfológiai valamint genetikai tnorkore- 

itől való eltérés vagy azok egyezése szolgáltak alapul.
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A protoplGGztok intraspecifikus fúziójának eredményekért ki­
alakult telepek tulajdonságai mindkét faj esetében megegyez­
tek a fanalanasztoinózis következtében létrejött hoterokorio- 

nok morfológiai és gonetikoi jellemzőivel.

Az A* nidulane PAOA“liz"+ A. fumigatue ade“ valamint az A* 

nidulane РАСА” ade” + A. funlgotue liz“ párok protopleszt- 

fuziójánok eredményeként létrejött telepek morfológiailag 

az ogyik vagy a másik partnerre hasonlítottak, de - özemben 

c szőlői tulajdonsággal - képesek voltok minimál táptalajon 

növekedni.
A szegregációs vizsgálatok során a telepeket különböző 

összetételű táptalajokon tenyésztettük, majd ogyrászt a 

kialakult telepek pereméről vett micéiium mintát, másrészt 
a képződött konidiumokat roplikázásoal, különböző össze­
tételű táptalajokra vittük. A vizsgált telepek 93 ‘j-ánok 

konidiumaiból és fonalaiból vagy ceok az egyik vagy a má­
sik fúziós partner volt kihasítható komplett, vagy megfe­
lelően kiegészített táptalajon történő tenyésztés során.
A telepe.': anouploidok, hiporhoploidak, az egyik fúziós 

pertnor genetikai állományából csak néhány kromoszómát 
hordoznak. 1st támasztja alá, hogy s két tulajdonságra 

koopleeentálódott termékekből, egymástól függetlenül 
a két ideges; kromoszómát már r;em hordozó fonalak illet- 

vo konidiumok megfelelően kiegészített minimál táptalajo­
kon kihasithatók.

Munkánk során bizonyítottuk, hogy a kidolgozott protop- 

laoztfuziós technika lehetőséget teremt olyan genetikai 
rendszerek tanulmányozására, melyek megismerését о ter­
mészet eddig limitálta vagy megakadályozta. Továbbá 

olyan ipari mikroorganizmusok i.cmesitósóre is melyek fa­
jon belül és fajok között törzsek kedvező tulajdonságait 

egyesítik, illetve - kísérleti célokra - olyan élő rend­
szerek szelektálására melyek eddig nem álltak rondolkc- 

zésür.kro.
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