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1. BEVEZETES

A gombék Ssszetett, rugalmes ee tfalédnak kiméletes, en=-
zimes eltdvolitdsdiak lehetlsdégérdl elséként GIAJA /1914,
1919, 1522/ adott hirt, Megfigyelte, hogy a kerti csigék
enésztdnedve rendelkezik az édlesztlsejtfal bontdsénak
képességével,

A protoplasztok -« sejtfaluktdl teljesen megfosztott, csu=
pén membrdnnal hatédrolt sejtek - képzésédre és tula donséde
gaik vizsgélatérae irdnyuld kisérletek meginditésa netas
/1886/ valamint EDDY és WILLIAMSON /1957, 1959/ nevéhez
fuzbdik,

A mikroorganizmuesok sejtfaldnak enzimes leboitédsa irdnti
édrdeklédést a kdvetkezé problémék serkentettédk: protoplasz-
tok elSéllitdsa fizioldgiei vizsgdlatokhoz; & sejtfalak
bioszintédzisének, & protoplasztok regenerdcidjdnak tanule
nényozdss; a nativ és az izoldlt eejtfal analizise; a membe-
rénfunkeid tanulmdnyozdse és a genetikai vizsgdlatok, A
protoplasztok a fentieken kivil alkalmas objektumok hetdanyag=
vizsgélatokhoz, se tszervek eltdvolitdséhoz, izoldldséhoz

és atiltetésdhez ie.
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A seitfal eltdvolitdedre éltalénos médszert kidolgozni

még nem sikerdlt, mivel azt egyértelmiien megszabjas @ mikroore
ganiznus se tfaldnak szerkeozete, kémiai Seszetédtele, a
tenyészet fiziolégiai kora és a kérilmények /pH, héméredk-
let, ozmotikus viszonyok/. A jelenleg rendelkezésre 4116
nédszereket az slébbiaskban ceoportosithatjuk. /VILLANUEVA,
GARCIA=-ACHA, 1971/,

1, Mechanikei médszerek vegy autolitikus enzimek
elkalmazdsa /NECAS, 1986/
2. Specifikus enzimek felhaszndlédsa:s
8./ Helix pometia gasztrélis eméeztbnedve.
Komponenseinek meghatarozdsa sordn kizel
harninc enzimet sikerilt kimutatni, Tébbek
kézbtt glikandzt, manneedzt, kitindzt, polie
galalfurerézt, lipézt, Protedz aktivitdst nem
tapasztaltek, Ennek jelentéisége az, hogy @
fal eltévolitésa utdn a protoplasztot hatdroe
16 membranrendszert nem éri kérosodés.
/HOLDEN, TRACEY 1950/,

be/ Mikroorganizmusok altal termelt exoenzimel:
Intakt vagy preparélt seitfalak olddsa szene
pont jébél igen aktiv enzimeket szintetizéle
nak egyes Streptonmyces tdrzsek JGASCON,
VILLANUEVA 1963/, @ Bacillus circulans
JTANAA, PHAFF 1967/ és a Trichoderma viride
/DE VRIES, WESSELS 1972/,

ce/ A foentiektdl eltérd eredeti enzimprepardtumoks
EDDY /1958/ maldtédbdl preparédlt enzimek, vala-
mint tripsin, papain felhasznéléséval valé-
sitott meg részleges vagy teljes sejtfaloldést.
Hasonlé eredmény érhetd el lipdz foszforildz,
hemicelluldz és glukandz egylttes elkalnazée-
sa esetdn is,
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3. A sejtfalszintézist kdzvetve vagy kézvetlenil
gétld vegyiletek:

Alkalnazdsuk abrnormélis sejtfalszerkefethez,vagy
a sejtfalszintézis teljes megszindsédhez vezethet.
Bizonyos esetekben protoplasztképzédést eredmé-
nyezhet pl, a tdpkdzeg wmagas szorbdz koncentrécidje
/DE TERRA, TATUM l9Cl/ vegy a 2-dezoxiglikéz jelen=-

~ léte,
A menbrén képtelen ellendllni a sejtbe dramld

- viz feszitd hatdsdnak, a protoplaszt szdtesik, ha
cedkkent jik a kornyezet ozmotikue értékét,
Stebilizédlt kézegben kelld tépanyagellétottsdg
mellett & szabdlyos gémbalaku protoplasztok, ha
magot tertalmaznak, fajtél flggfen téptala; felie
leten, téplevesben, vagy szildrd tdptalajba kever=
ve képesek uj sejtfal szintézigére. A regenerdécid
riovid iddén bellil megindul, melynek eredményeként
hamarosan megfigelheték e fajra  ellemz8 morfold-
giai bélyegek. ,
A fenti médezerekkel ma mér szdmos éleszté és fo-
nalasgombdbdl képezhetd protoplaszt, melyek rege=
nerdaltatésa is megoldott,

Mivel a sexudlis ciklussal rendelkez8 gombékndl
azonos pérosoddsi tipuson belll, velamint fajok
kézdétt a tulajdonsdgétaddsnak a fal hatérozott
gétat szab, tovédbbéd ahol csak & parasexudlis
folyemat iemert, a fornalak anasztomdbzisa vélet-
lenszeri, ezért a figyelem a protoplaszt fuziéval
megvalésithaté tulajdonedgdtadds felé fordult,

Geotrichum candidub auxotréf mutdnsainak elsed si=-
keres fuzidjdt FERENCZY és nmunkatérsai 1972-ben
valdésitottdk meg., A rendkivil alacsony heteroka=
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- rdonképzéde még 1974-ben is csak 1.5.10”6 gyako=
risdgu volt /FERENCZY ée mte. 1974/, A hidege-aggre=-
géltatés médszerdével Aspergillus nidulans lizin ée
metionin~-igényes térzseinél mér 2,5.10"° a fhzidk
gyakorisdga ée mdg ebben az évben Catl, jelenlétée
ben polyasethllénglikolt alkalmazva eléri a 40 %-ot,
ée tieztdzdédik szémos, fuzidt befolyédsold tényezd
szerepe is /FERENCZY és mts, 1976/,

A fentiek ismeretdében célul tiztik ki, hogy megva=-
lésitjuk a rendszertenilag egymdstél tdvol 4llé
Aspergillus nidulans és Aspergillus fumigatus
auxotréf mutdnsok protoplasztjainak interspeci-
fikus fuzidjét,

E digszertécidban kitlizétt cél megvalésitdsa ér-
dekében munkatérsaimmal kézésen végzett munka
eredndnyeit szeretném ismertetni,
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2. ANYAGOK €58 MODSZEREK{

2.1, ANYAGOK

Aspergillus nidulans SZMC l0ll /SzZMC: Szegedi Mikro-
biolégiai Gydjtemény, Jdézsef Attila Tudomdnyegyetem
Mikrobioldégiai Tanszék/

Eredete: The Hebrew University, Hadassah Medical School,
Department of Microbiological Chemistry, Jeruzsalem,
Izreel, Eredeti jelzdse R-21 Genotipus a PABA™, Y.
Novekeddséhez szervetlen sékon ée a ezénforrdsokon

kividl para-anmino-benzoesavat igényel,

Tovédbbiakbansg A, nidulans,

Aspergillus fumigatus SZMC 1012,
Eredetes Department of Biochemistry, University of
Cambridge, Cambridge, England, Tovdbbiakbaiis A, fumie-
gatus,

A fenti tdrzeekbdl UV kezeléds alkalmazédséval szémos
nutdnset izoldltunk; kisérleteink sorén sz alébbi
auxotrofokkal dolgoztunks:

o

Aspergillus nidulans SZMC 1156,

Az SZMC 10ll-es térzebél izoldlt adeninigdnyes auxot-
réf muténe.

Tovébbiakben: A, nidulens ade”

Aspergillus nidulans SZMC 1157 _

Az SZMC 10llegs torzsbll izoldlt lizinigényes
auxotréf nutdns,

Tovébbiakban: A. nidulans 1iz"

Aspergillus fumigatus SZMC 1158
Az SZMC 10l2-es torzsbdl izoldlt adeninigényes mutans.
Tovébbiakbans A, fumigatus ade”
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Asporgillus fumigatue SZMC 1159
Az SZMC 10l2-es tdrzsbll izoldlt lizinigényes nuténe,
Tovédbbiakbans A, fumigatus liz"

2.1.2 TAPOLDATOK ES TAPTALAIOK

A tépoldatok, téptalajok és a kilénbdz8 oldatok
kuktafazékban, 1,2 atm nyomdson 20 percig; az
egyéb laboratériumi eszkoézdk sterilezédse 2-3 dréig,
160-200 c%-on szérazon tértént,

A pH=t sterilezés utén 5 Ye~os HCl-al illetve
5 %=~08 laOH-al allitottuk be,

A tdpkdzegek 10 ug/ml koncentrécidban antibakte-
ridlis hatbanyagot -sztreptomicint - tartalmaztak,
amely ebben a koncentrécidében a fonalasgombékra
hatdstalen,

T-1 teljes tépoldat:

5 g élesztbkivonat /Oxoid/
10 g glikéz at. REANAL
1000 ml deszt,vizben
pH: 5,5«0,0

T-2 komplett téptalaj:
6 g élesztbkivonat /Oxoid/
10 g glokém
25 g agar /szélas//REANAL/
1000 ml deszt.vizben
pH: 5,5«0,0

Te«3 minimal tdpoldat:
5 g /NH/p50, alt,/REANAL/
1 g KHyPO, alt, /REANAL/
0,6 g MgS0, . 7H,0 alt./REANAL/
10 g glukéz
1 ml szintetikus vitaminoldat



T-4 ninimdl téptalaj
mint Te3d
+ 256 g agar /JBacto/

T«5 vitamin mentes minimdl tdptalaj
mint Ted de vitaemin nélkil

T=-0 regenerdltatd tdptalaj
5 g élesztdkivonat
10 g glakéz
44,7 g KC1 /0,6M alt,
25 g agar /Bacto/
1000 wml deszt,vizben

T«7 fuzids téptalaj
mint T=4 + 44,7 g KCl /0,6M/

T-8 fuzids felilontd
mint T-7 de csak 10 g agerral /Bacto/

T=9 adeninnel kiegészitett minimdl téptalaj
mint T-4 + 25 mg adenin alt. REANAL

T-l0 lizinnel kiegészitett minimdl téptalaj
mint Te4 + 25 mg lizin alt, REANAL

T=1l adeninnel ég Lizinnel kiegészitett minimél
téptalaj
mint T-4 ¢ 25 mg adenin + 25 mg lizin

T=12 adeninnel kiegdezitett vitemin mentes minimal
mint T-5 + 25 mg adenin

T-13 lizinnel kiegéezitett vitamin mentes minimél

téptala]
mint Te5 « 25 mg lizin

T=1l4 adeninnel és lizinnel kiegészitett vitamin mentes
s i
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tdptalaj
mint Te5 + 25 mg adenin illetve 25 mg lizin

T=-15 adeninnel kiegészitett fuzids tdptalaj
mint T2 « 25 ng adenin

T=16 lizinnel kiegészitett fuzide téptalaj
mint T-7 + 28 mg lizin

2.1.,3 EGYEB ANYAGOK ES ESZKUZUK

Szintetikus vitaminoldat: /WICKERHAM-féle/: fbéleav
0,2 mg, Ca=pantotendt 40 mg, inozitol 200 ng,

niacin 40 mg,pera-anino-benzoesav 20 mg, piridoxin=-HCl
40 mg, aneurin-HCl 40 mg, laktoflavin 20 mg, 10 ml
deszt,vizben feloldott 2 mg biotin 1 mlee, 100 ol
deszt,.viz,

Enzimpreperdtun kédszitdése Helix pomatia gasztrélis
enéozt8 nedvébél:

Két napig éhoztetett dticsigdk tépldléktdl megtisze
tult gyomrdt kiemeltiik, és ezt megnyitva a gasztrée
lie folyaddkot hitétt edényben Osszegyljtdttik,

A szennyezf alakos elemeket centrifugéldssal elté-
volitottuk, Az igy nyert emésztlnedv szdrazanyag
tartalma l4-10 =08 volt, A prepardtumot liofiléstilk,
poritottuk és felhaszndlésig 10°C elatti himéredk-
leten tdroltuk, A kisérletek sordn 1 ¥-os oldatét
haszndltuk, melyet celluléz-acetdt membrénfilteren
térténé sziréssel sterileztink /pérusdtmérd 0,22 um/.
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Polyaethylenglykol; fMoechst, West Germany; Hes 4000,
25 j=os oldatét alkalmaztuk, amelyet.O,l M CaCly=vel
egészitettink ki, |

Karnovsky oldats
25 nl 8 Y=os vizes paraformaldehid oldat + 5 ml
50 Y=08 vizes glutéraldehid oldat + S0 ml O,2M
foszfét puffer /pH 7,2/
0,2M foszfét puffer:
2,76 g NaH,P0, oldva 100 ml deszt,.vizben +
300 ml deszt,vizben oldott 16,08 g Na ,HPO

Milloning foszféat puffer pH 7,3
Ar 2,20 F=0s NaH PO, HyO0;

Bi 2,52 %=0s NaOMH;
E‘ 5,4 OA;‘OC Q‘ikéz

D: 41,5 ml A + 8,5 nl B ; végsb koncentrécid:
Eml C+ 45ml D

Olomacetdt oldats
30 ml deszt,viz + 1,33 g Pb/N03/2 oldédésa utén
+ 1,76 g Nag/C H0,/.2H0. Egy perces rézds utén
30 percig 4llni hagyjuk majd keverds kézben 1l ml
1N NaeOH-ot, majd feltisztulds utédn 2 ml desztvizet
adunk a rendszerhez.

A preparétunmck elektrommikroszképos felvételekhez torténd
elikészitése sorén slkalmazott vegyszerek: ozmiumtetroxid
/Herck/, propilénoxid /REANAL/ Durkupén I, II /Fluka/
uranilacetét /BoH/

Az elektronnikroszképos felvételeket TESLA BS 500 tipue
su kéezlldéken a JATE Elektronmikroszkdépos Laboratériue
mdban Dr, Roiik Imre készitette.
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2.2 MODSZEREK

2.2.1 Ponglgngeztongzie gordn bekfverkezd tulaidonsgodtadde
yigegdlate . felgu belll g falok kézdit:

Az anasztomozis vizsgdlatakor az aldbbi auxotréf
pérokkal kisérleteztinks

Fajon beliils A, nidulans ade™ + A, nidulans 1liz"
A, fumigatues ade™+ A, fumigatus liz"

Fajok kozbtt: A, nidulans ade  + A, fumigatus 1iz"
A. nidulans 1liz" + A, fumigatus ade”

A pérok komplett /T-2/ ferde tépdgéron, 30 c%on, 4 nap
alatt kife l0détt konidiumaibdl eilri,kevert szuszpen-
zidét készitink, Ezzel oltottunk be komplett tépleves
/T=1/ vékony folyadékrétegét, 24 érén at, 30 c®-on
inkubdltunk, A kialakult fonalszdvedéket steril deszt,
vizzel, centrifugdldssal /3500 ford,./perc, 3100 g, 10%,
5 perc/ tébbszér dtmostuk, A fonalakat steril kéridlmények
kozott, Gveglepon l-2 mm dtmérdjd gémbdcskékre szedtik
szét, melyecket minimdl taptalajra /T-4/ helyeztiik,

Ezt 30 C-on, 7 napos inkubdlds kévette.

Kontrolként, kilonekdlén a tdrzsek azonos mdbédon e¢lidl-
litott, dé¢ mosott fonalaivel is elvégeztik a kisérletet.

A ninimdl téptalajon megjelend heterokarionok éltal
képzett konidiumok tulajdonségait minimdl /Te4/,
adeninnel /T-5/, lizinnel /T«l0/ kiegdszitett minimél,
valamint komplett /F=2/ tdptalajra torténd replikdzds~
sal vizegdltuk,
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2.2.2 Q.prototrof. toczeck protoplepztkepzdee. o0 rogeuerdcislas.

2.2.2.1 Fiatal hifékbél 6116 telepek neveléses

Az A, nidulans és az A, fumigatus tirzeek 4-5 napos,
30%-on, komplett /T=2/ ferde tdépdgéron kifejlidott
toenyédszeteirdl a konidiumokat 2 ml steril vizzel le-
mostuk, Ezzel a slUrd szuszpenzidval oltottuk be a
komplett téptalajbdl /T-2/ Petriecsdészdicben készie
teott lemozeket, melyekre elbzlleg steril celofdnt
eimitottunk, /1., dbra/ Az oltdst eteril ecsettel
végeztik el, ugy hogy a szuszpenziéba mértott ecset
hegyét éppern csak a celofénhoz érintettik, A cseppo-
ket tébb sorban kb, 1 cm tédvolségra helyeztik el
egymdetél, 30%°C-on, 18-20 6réig inkubdltunk.

2.2.2.2 Protoplecztikdpzés Holix pomatias gesztrélis comésztl-
nedvévels

A telepeket celofdnnal egyitt leemeltiik a tédptalajrél
és hérmaséval steril Petri-csészékbe helyeztik, majd
5 ml, 0,0M=0s8 KCl-ban oldott, 1 Y~os ceigaenzinm
oldatot 6ntdttink a tenyédszetekre, ugy hogy bubo-
rékmentesen, egyenletesen lefedje azokat., A csode
szdket szobahlméredkleten dvatosen rézattuk, hogy &
képz8d8 protoplasztoknak a fonalak kdzOli kiuszéedt
elésegitsik, Egy éra eltelte utdn az enzimes szusze
penzidkat dsezedntdttik, a celofénon maradt hifatd-
neget 0,CM-08 KCledal dtmostuk. A protoplasztokat

az intakt fonalaktél és a tirmeléktSl Jena Glees

- zsugotitott Ovegszlird alkalmazdedval /pérusméret
40«80 um/ szivés de nyomds ndlkill elkilonitettik,
maid centrifugdldesal dsszegyljtbttik /2000 ford/perc,
1000 g, 4°c, & perc/. Ezt @ stabilizédlé oldatban,
centrifugéldesal térténd mosds kivette,
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2.2.2.3 A protoplasztok regenerdciéja ozmotikusan stabilizalt
kézegben

A felilusz6é eltdvolitdsa utédn a protoplaeszt témeget
szuszpenddltuk, Birker kamra segitsdgével meghatd=
roztuk a koncentrécidét és azt los/ml-re dllitottuk be,
/2. ébra/ EbbSL a szuszpenziébél 0,05 illetve 0,1l mlet
nértink be a 42%°C-ra termosztdlt, stabilizdlt fellléne
té /T=8/ 5 ml=-dbe, nel yeket vékonyan egyrészt etabi-
lizélt /T-G/, mnéerédszt nem stabilizédlt komplett
/T=2/ téptalajra rétegeztink, mint alaplemezre,
30%-on 48 éréig inkubdltunk, kdzben mikroszképo=

san figyelemmel kieértik a regenerdcidt,

A Te2=gg téptalajban a protoplasztok elpusztultak,
viszont @z esetleg jelenlévl konidumokbdl telepek
képzbdhettek, Szdmuk ismeretére szikeég vak, hogy
korrekecidkdnt, a regenerdcid mértékének megdllae-
pitédsakor figyelembe tudjuk venni, Ennek kiszémité-
sa ugy tdrtént, hogy o telepképzék széndt a tépte=
laiba oltott protoplasztezén szdzaldkéban fejeztik ki,

2.2.3 Az puxotpdf L8rzesk protoplasetidpadaduok é8. regcuerds.
cigléuek vizegdlatas

A protoplasztképzdet ée a regenerédcidét a fentieckkel
megegyez6 médon vizegdltuk az A, nidulans aede” és liz~
valamint sz A, fumigatus ade  és 1liz" nutédnsokkal ie,
ezzal a kiegészitdéssel, hogy a protoplasztokat stabi-
1iz4lt minimél téptalajre /T-7/ is kioltottuk /2, ébra/.
Ezzel is ellendrizwe stabilitdsukat,



A REGENERACIOS KISERLETEK KIVITELEZESE:
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2.2.4 Tulgidonséodtedde erotoplesst fuzid.seaitedadvels

2.2.4.1 Az intraspecifikus fuzid kivitalezégeg

A kisérletek menete a protoplasztszdm bedllitdedig
negegyezett a 2,2.,2.1 és a 2.2.2.2 pontban leirtakkal,
Az A, nidulans ade” és az A, nidulans liz" valamint
az A, fumigatus ade” és A, fumigatus liz" tdrzseke
b6l képzett protoplasztokbédl kontrolként mintdt vete
tink és a megfeleld higitdsben a felilontébe /T-8/
szuszpendilt komplett /T-2/, stabilizédlt k%ulett
/T=6/ és stubilizdlt minimdl /T-7/ téptaelajokra,
mint alaplemezekre rétegeztik /3, ébra/.

Ezt kévetden egy faj auxotréf mutdnsainak protoplaszte
jait olyan térfogatban kevertik dssze, hogy szémul
10”/ul arényuk 1:1 legyen. Centrifugéléssal térténsd
gyljtés utdn /2000 ford,./perc, 1000 g, 4°c, 5 perc/
a felUluszét vizlégezivattyu segitedgével eltdvoli-
tottuk, A maradék - mintegy 0,05 ml - stabilizdld
oldatban szuszpenddltuk a protoplasztokat, majd

1L ml 256 $wos, 0,1M Caclz tartalnu PEGe-et mértink

a rendszerhez, Révid ideig tartd intenziv rézdssal
igyekeztink elérni, hogy a keletkezl aggregétumok
azonoe nagysaguek legyernek és lehetSleg kovés
protoplasztbél élljanak,

Az aggregétum szuszpenzidbdl higitdst készitettink,
abbdél a c¢élbél, hogy a telepképzé egységek, melyek
a regenerdltatd tdptalajon /T-G/ telepet képesek
létrehozni ée a stabilizdlt minimdl téptalajon /T=-7/
megjelend fuzidsok szémlédlhatdk legyenek. Mintdinkat
a szokott médon az alaplemezkkre rdétegeztiik,
30%~on, hérom nepig inkubdltunk,
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A ninimél téptelajon negjelend telepek szémét,
a komplett lemezeken kialakult telepek szédménak
ezézaldékdban megadva jellemeztik a fuzié gyako-

risdgét.

2.2.4.2 pz iutergpecifikug fuzid negveldgitdses

A kisérletek technikai kivitelezése uegeg&ezett
az el6z8 pontban leirtaekkal az aldbbi kilonbeédgekkels

a./ o fuzide partnerek A, nidulans ade” + A,
fumigetus 1iz" illetve A, nidulans 1iz"
+ A, fumigatus ade” voltak,

b./ alacsony fuzide gyekorisdgra szdmitva, a
PEG kezelést kiovetden, a telepképzbk
szdndnak megéllapitdsdra kivett minta utdn,
a paredék sird aggragétum szuszpenzidt

telies egészében feluldntébe kevertik,

c./ az aggregdtum szuszpenzidt vitamin mentes
felilontdbe szuszpenddlva, vitamint
MPABA-t/ nem tartalmazdé minindl /T-5/ tép=-
talajra is rérétegeztik,

2.2.5 A_fuzig bizopyitége. o fy=idg. telepel tulgidongdgaingk
vizsgdlakes

A stabilizdlt minindl lemezeken /T-7/ kifejlodott
fuzids telepeket & miceliumok csucei réezdébll kivd-
gott inokulummal, tobb izben normél minimdl /T-4/
téptalajon passzéltuk., Ezzel értik el, hogy a fonae
lak kézétt nem maradhatott még nem regenerélddott, de
élethkdpes szil8i protoplaszt, illetve "cross feading"
kévetkeztében ndvekvd fonalak,
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2.2.5.1 A fglok kiaditi. fuzdds.telepek kenidungingk vizsogletas

A steril celofénnal beborintt minimdl /Te-4/ tépta-
lajra Petri-csdezdnkdént egy-egy fuzidés telep csiicsi
fonalaibdl kiemelt hifainokulumot helyeztink, de
30°%C-on 4 napig inkubdltunk, A kialakult kb, 3 em
atmdérdjl telepet celofdnnal egyiltt komplett /T=2/
téptalajra helyeztik 4t, Ezt 30%c-on 4 napos inkue-
bélds kévette, Az igy kifejlédott teleprdl a konie
diumokat minimdl /T-4/, adeninnel /T-9/, lizinnel
/T=10/, adeninnel és lizinnel /Tell/ kiegdszitett,
valamint komplett /T-2/ téptalajre replikéztuk,
30%c-on 48 6réig inkubdltunk,

Hasonlé médon jértunk el, e PABA mentes ninimdl /T-5/
téptalajrél izoldlt fuzide telepekkel végzett kisére
leteknél is csak a kiegdszitett minimdl téptalajok
/T=12, T=13, T-l4/ PABA-t nem tartalmaztalk,

2.2,5.2 ggegregdeds vizoodlate.nicelivnokkals

A minimdl lemozeken /Te4/ kifejlidétt telepek miceliu-
médnak csucei rdszdébll kivdgott mintdket minimdl /T-4/,
adenint /T=-9/, lizint /T«1l0/, adenint ée lizint /T-ll/
tartalmazd, valemint komplett /T-2/ téptalajra hee
lyeztik, 30%C=on 4 napig inkubdltunk, A létrejétt
telepek konidiummentes teriileteirsl, a kilénbdzb
deszetdteld téptalajokrdél megiemdteltilk az oltdst

a felsorolt téptalajok mindegyikére, /T-4, T=3, T=10,
T=11/, Az inkubdldst a fentiekkel azonos mnédon
hajtottuk végre.

Az eddig felsorolt médszereket szémos esetben egyi-
dében is alkalmaztuk, tehdét egy adott teleprdél
a konidium mentes teriletrdl vett micelium minta,



2.2.5.3
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médsrédszt a fondlmentesre szirt konidimok tulajdone
edgait vizsgaltuk,

soterspesificug fuzide telepek szegregdcidjdnek vize-
gélate protoplaszi képadsgel geregenerdlratdesal

A fuzidés telepek miceliumaibdl minindl /Te4/ tép-
talajra esimitott steril celofénra szdmos korongot ole
tottunk, majd 3 napig 30°Cecn inkubdltunk, A léte
rejott fiatesl hifdkbol a 2.2.2.2 pont alatt icmer-
tetett médon protoplasztokset képeztink,

A regenerédltatist a megfeleléen higitott protoplasze
tokkal a 2.,2.,2,3 pont szerint valdsitottuk meg,

ugy, hogy a protoplasztokat a feliléntBbe szuszpen=
délva stabilizdlt minimdl /T-7/ adeninnel /T-15/ ée
lizinnel /T«lG/ kiegdszitett velamint komplett /T=G/
alaplemezekre rétegeztik,



3.1, Fondlanasztomdézie sordn bekdvetkezs komg tdcid
Sel. Fondlangsztomdzig sordn bekivetkez§ komplementdcid
£ = 3 & P k kézdtt:
falon belil ¢s faigk kizdrt:

A 2.2,1 pontban ismertetett kisérletek sorén ez A, nidulans

ade ds liz toérzeei, valamint az A, fumigatus auxotréf

muténosai kozdtt « fajon belil - sikerdlt fondlanasztomdb-
i

itedgével heterokerion képzdst indukdlni.

Az A, nidulans toérzsek kevert miceliumaingk minimél tép-
talajra helyezett inokulumaibdél egy vagy tdbb ponton
indult névekedésnek & legyezé alaku telepet forméléd
heterokarion, /4., ébra/,

-

Az A, fumigatus esetén ez nem jellemz&, de a telepek
szabélytalan ndvekedése itt is eltér o sz20lfi torzsek
zért telepképzéedtdl, /5. &bra/

4, ébra 5., dbra

A fonalakat minimdl téptalajra tovabb oltva & hetero-
kariotikus dllapot fenntarthatd. A telepeken képzfdoétt

2

konidiumok viszont csak az egyik vagy a masik sziléd
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tulajdonsdgait hordozzék,., Komplett illetve minimél
téptalajon adenin, vagy lizin jelenlétében képesek
telepképzésre,

Diploidkdpzést, rekombindciét velaemint a heterokario-
konidium szegregécid mennyisdgi viszonyait nem vizge
géltuk,

A muténe toérzsek, kiléne-kildén, komplett téplevesben
elénevelt, majd mosott micédliumai minimdl téptalajon
novekedést nem mutattak,

Fondlanasztomézis sordn bekévetkezb, interspecifikus
heterokarion képzbdést, komplementdcidét a két fa] suxote
réf mutdnsai kdzdtt nem tapasztaltunk,

f.presesrof forzeck.protoplagztiapziec.Se.regsuerdgislas
& pivtoplasy

A fuzié sikeres megvalésitédsdnak érdekében képzéssel

ée regenerdcidjdval kapcsolatban az glabbi kdvetelménye-

ket vettik figyelembe:

1. A tenyédszet fizioldgiei kora a képzés szempontjde-
bél kritikus., A tul fiatal vagy tul 6reg fonalake
b6l e fal leemészthetd ugyan, de a rendszer ilyen
esetekben térmelédkes, ami nagymértékben gétolje
e membrénnal hatérolt sejtfeliletek illeszkedé-
sét és igy a fuziét,

2., Kondidiumok jelenléte a fuzids kdzegben jelentls
zavaréd tényez8 lehet, Egyrészt a protoplasztok
kozé dkelbdve Fizikailag tévoltartjék azokat
egyndstdl, masrdszt & komplett téptalajon hamis
képet kapunk a protoplaszteszémot illetden,



S« Szikeéges tovébbd, hogy viszonylag révid idé
alatt nagymennyisdégl protoplaszt képz8djén,
A képzési id8 elhuzdddsdnaek eredményekédnt o
kezdeti stdédiumban létrejétt protoplasztokon
mndr megjelennek a fal kezdeményei, Az uj sejte
falkezdemény szintén gétja a sejtek dsszeolva-
désénak.,

A 2,2,2.1 pontban ismertetett celofénlemezes médszerrel
olyan, a protoplasztképzés idejének szempontjdbél ope
tindlis, fiatal hifakbdl 4116, jelentls mennyiségl mie-
céliumot tartalmazdé telepeket kaptunk, melyeken még
egydltalén nem, vagy elhanyagolhatdan kevés konidium
képz86dote,

3.2.1 Protoplagztksopzgg.telix pongtis.ggsztrdlis gudeztls
oedygvels

Az A, nidulans és az A, fumigatus hifaiban, a haréntfa=-
lakkal elvdlasztott, tdbbmagvl sejtekben a protoplaeszté-
16 oldatba helyezéskor a plazma kontrakcidja, egy coj=
ten belil esetleg tobb egységre tagolddisa figyelhetd
meg. /6. abra/ Ennek magyarézata, hogy a sejtekbll a
kérnyezet hiperozmotikus volte miatt viz lép ki,

A protoplasztképzédées az enzimbe helyezést kévetd 10
percen belil megindul, A protoplasztok leflzédése a
haréantfalak mentén dé¢ a fiatal fonelak apikélis rdészén
a legintenzivebb, Térfogotuk, méretik, vakuolizdltsd=-
guk ezempontjébdél heterogének, vdltozd szédmu sejtmagot
tartalmaznak, /7. ébra/. A magnélkili protoplasztok
széma kb, 5«10 %=,



7. ébra

S.2.2 A protoplaszkok ceagnrécicie izgeznotikus kizeabens

A protoplasztok regenerdcidjénak megvaldsitdsdhoz
a kdvetkez6 lehetfségek dllnak rendelkezésre:

l. izoozmotikus tédptalaj feliletén térténd
szdlesztés

2. spray médeer, ami a feliletre szélesztett
protoplasztok vékony téptalajréteggel tér-
ténd feddsét jelenti,

3. a8z alaplemeznél alacsonyabb agar koncentré-
cidéju feliuléntSbe szuszpenddlds de ennek
az alaplemezre rétegzése,

A fenti médszerek kdz31 az utébbit vélasztottuk, mert
ebben az esetben a protoplaszt széméra e tér minden
irédrnybél biztositott az izoozmotikus kérnyezet, és
mechanikai szempontokbdél is ez a legkiméletesebb,
Ebben az esetben dkeriliad a felileten tdrténd
$zélesztéendédl illetve a spray médszer alkalmazdsakor
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a feliletre csapddd agarrészecskék mechanikus és
hénérsékleti kérositd hatdesa is,

A felildént6 megszildrduldsa utén az agarba dgyazott
protoplasztok regererdcidje mikroszképos megfigye-
léssol j6l kivethetS. .

Az uj fal szintdzisének és a regenerdlédott protoplaszt
fojl8désdének elsd jelei 8«12 éra utdn figyelhetdk meg,.
/8. ébra/ '

8, ébra

A gémbalaku protoplaszt egy vagy tébb pontjdn jelleg=-
zetes fondlkezdemény formdldédik. Ezek megnyulnak,
hardntfalak, elégazéddsok képzldnek, A regenerécid
eredményeként kialakuld telepen jellegzetes egyen=
18tlen névekeddsl eszektorok léthaték, kevés konidium
képzbdik, a fonalak fohér szine domindl, Az ezeken

a telepeken keletkezett konidiumokbdél kifejlédd telep
viszont szabdlyos kéraleku és konidiumképzése intenziv,



o 26 o

3.3 pg.euxesréf tirzsek prosoplasatkipziadusk e reagues,
Edcigddnak, vizsgdlata:

A nutdcid a sejtfal szerkezetében és szintézisében

nem idézett ell olyan véltozdst, emely a torzsek
protoplasztképzdsdt ée regenerdcidjét befolydsolta
volna, elényds tulajdonsdgeikat megtartottsk,

A prototréf térzeekhez viszonyitva eltérdéet sem

a képzds, sem @ regenerdcié folyamén nem tapasztaltunk,

3.4 Tulaidonsdudtedde protoplaszsivaisval

Miutdn tisztédztuk mikroorganizmuseink tulajdonsdgait
a protoplasztképzds éo regermrdécid szempontjdbél, a
kévetkez8 kérdésekro kerestik a vdlaszt:

1., Ezekkel a térzsekkel megvalésithaté-e fajon
beldl a nagy gyakorisdgu fuzid, melyet a
médezer kidolgozésakor az A, nidulans liz"
/SZMC 443/ ée met” /SZMC 442/ térzseinek fue
zidjakor tapasztaltunk /FERENCZY és mts, 1975/,

2. A fajok kézdétti sikertelen heterokarionképzésnek
hatdrozottan a esejtfal az oka, vagy mds tormnd-
szetl inkompatibilitds kévetkezménye,

3.4.1 fz dntragegsdfilus fuzid. grsduényeingk Leaericidess

Kisérleteinket a 2.2.4.1 pontban leirtak alapjén vae
lésitottuk meg. PEC hatdsére a sirld protoplaszte-szusz-
penzidban véltozé szdmu, ceupén membrénnal hatérolt
sejtekbll &ll6 aggregdtum képzbdétt. A fuzid gyakorie
ségének ndveldse @ PEG 4ltal nemcsak az intenziv
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aggregéatum képzéeben, hanem ezen beliil a membrénok
ezoros egyméera simitdsdn alapszik, Ezt igazoljék

az elektronmikroszképos felvételek, amelyek a

PEG kezelés elétti /9, dbra/ illetve az azt kévetd
éllapotot szemléltetik, /10, ébra/

10, ébra

Kalcium ionok hidnyédban az aggregécid mértéke nem,
de a fuzidé gyakorisdga csdkken,

Az aggregédtumokban az eltérd markerd protoplasztok
egymés melld keriilése véletlenszeri, Ezért nem mine
den aggregétumban jétezédik le fuzié, Viszont a nagy=-
szému protoplasztbdl képz8détt aggregétumokban neme-
csak egy protoplaszt-pér fuzidia kidvetkezhet be, Ezért
mikrogszképosan tébb komplementélédott fondl ndveke-
désének meginduldsa figyelhet8 meg. /11, ébra/
De mikroszképosan ilyenkor {:Qggy telepet kapunk,

=
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11, ébra

Ez a jelenség természetesen cedkkenti o fuzids gya=
korisdg éltalunk szémitott értékée,

Az introespecifikus fuzid gyskoriséga -« ha kisérle-
tenként ingadozott ie, de atlagban « A, nidulans
valamint A, fumigetus auxotrdéf mutdnsai kizdtt
megkdzeliti a 30 Y=ot,.

QZ.dulerspecifilug.fuzid. gredugduygds

A 2,2.,4.2 pontban leirt kisdrletek eredményeként
minimél téptalajon 10'5. PABA mentes minimél tépta-
lajon pedig 10~8 gyakorisdggel jelentek meg fajok
kézétti fuziéds telepek, /12. dbra/
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mentek hélyagos, gécsértde fonalalkotdsédban nyile
vénul meg. /15, ébra/

3.5.

14, ébra 15, ébra

gz dutres gg.interspecdfikus fuzigd bizonyitésa, g tes
igeek.tylaidongddainak vizsaalatas

A fuzidé bizonyitédséra ez A, nidulans és A, fumigatus
prototréf, ade” és liz™ térzeeinek ezin, morfoldgiai
valamint genetikai markereiktdl vald eltérés vagy
azok egyezdse szolgdltak alapul, melyeket kilénbdzé
Ssszetdédteld tdptalajokon micéliumokkal és konidiu=-
mokkal vizsgéltunk. A sikroorganizaousok jellegzetesw
ségeit 30 C%=on, 4 napos inkubdldet kévetben A, ni=
dulang esetén a IG.IA. funigatus esetén a 17, dbra
szemléltoti, A feols8 sor mindkét esetben komplett
tédptalajon kialakult teleopeket személtet, Az alsl
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S.5.1 o prateelaszigk.faion belild fuzid idogk bizouvitdeas

A protoplasztfuzid utdd ndnindl tdprtalajon megjelend
telopek morfoldgidja laza fondlképzéssel, egyenllte-
len vékony ndvekeddsli szektorokkal tagolve, eltér a
82161 telepek teleptipusdtdl, ha azokat e megfele-
l8en kiegdszitett rinimdl téptalajon vizsgéljuk,
Viszont gy az A, nidulans mint az A, fumigatus
esetében nagyon hasonlitanak a fondlenasztomdbzis
sorédn képzddétt heterokarionokhoz, A konidiumok
képzbdése mindikdt esetben szegényes., A hoterokaw
riotikus édllapot minimdl téptalajon, micéliummal
korlatlanul fenntarthatd,

A szegrogacids vizsgélat eredményeit a 18, abra
szemlélteti, A tolepekeon e minimdl téptalajon
képzddd protoplasztok ecsak a fuzids partnerek tue-
lajdonsdgeit hordozzédk és csak a megfelelden kiegd-
szitett tdptalajon képesek ndvekedésre, Ezek egy=
wmashoz viszonyitott ardnyadt, mennyiségli viszonyaie-
kat ée @ diploidképzést nem vizegdltuk, A fonalakat
minimél tdptalairdl komplettre oltva a heterokarisctie
kus &llapot felbomlik, o eziiléi tulajdonsdgok elkie
13nilnek,
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nidulans PABA liz
&

nidulans PABA ade”

minimal

minimal
ol Zin
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18, ébra

—_————

A. fumigatus liz~
+

A. fumigatus ade

s B
minimal minimal
+adenin +adenin+lizin
+ +
i +
+ + —_—
+ +

Az intraspecifikus fdzids telepok szegregdcidjénak
kisdrleti eredmdnyedi:
0= oltds miceliumsal; O = oltés konidiummal
+ = g konidiumok kézel 100 §=~08 ceirdzdea, illetve a
miceliumok intenziv névekeddse
- » nincs ndvekedés
J+/o erds Jeltérés/ ozbébrée az intenziven nbvekedd hifék
éltal lefizbrt konidiumok ceirdzd képessdgédben
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A kilonbdz8 fajokhoz tertozd auxotréf mutdnsok minie-
mal téptalajon megjelend fuzide produktumai - figgete
lendl attél, hogy A. nidulans ade” + A, fumigatus
11z" vagy A, nidulans liz" + A, fumigatus ade™ pde
rositdsban valdsitottuk meg & protoplaszt fuzidt -
vagy nidulans vagy fumigatus karakteriek voltak.

Els8 lépésként o telepek konidumképzésének jellege
zetessageldt vizeglltuk a 2,2,5.1 pontban leirtak
szerint,

Az erednényeket az A, nidulans 1iz" + A,
ade” protoplaszt fuziéja eredményeként nidulans
morfolégiai bélyeget mutatd telep pilddjén keresze
til drjuk le és a 19, dbrén szemldéltetjik,.

B
B

umigatus

19, ébra

»

Az a4brén ldthatd Petri-cedszék sorrendben a kévete
ketd tédptalajokat tertalmazzdk: feled esor: komplett
Jrajta a telep celofdnon volt kifejlesztve - 3 cm
dtmérbig ellnevelds minimdl tdptalajon/e Errél repe
likdztuk a konidiumokat a kbvetkezd téptalajokra:



kamplett mninimdl + adenin; /2. és 3, cedeze a

80 sorban/ minimdl + lizi minimél /u: alsd
3oruau/. A komplett taptclagon névekvd telepen -
a teljes replikdzott felilet a cc«trélis rész
kivételével - lefizbd8 nagyszdmu konidium ceak
annak a tdrzenek s tulajdonsdgait hordozza amelye
re a fuzide partnerek kézil a telep morfoldgiai-
lag nagymértékben hasonlit. Példénkban ez az A, nie
dulans liz" tdrzse., A konidiumok komplett, illet-
ve lizinnel kiegédszitett minimdl téptalajon indul-
nak fe 1Gdée:0m. Minimél és edeninnel kiegészitett
minimdl téptalajon « a periférids részeken - mar
nem képe:neu telepet,
A minimdl téptalajon toérténd névekedés kézben
kialakult viezonylag kevés szédmu konidium - cent=-
rélis rész « viszont képes teleppé fejlldni nie
nimdl ée adeninnel kiegészitett minimdl téptala-
jon is., /19, ébra/
/ Kis valdésziniiséggel ugyan de lehetsdges, hogy
replikdzdas sorén fo\élduraakék is megtapadtak a
bérsonyon, melyek a tédptalajra kerllve telepet
formaltak,/

A fenti teolepektdl eltérd tulajdonsdgokkal rendel-
kez8 nidulans és fumigaetues morfolégidju telepeket
1«2 Y=ban taldltunk, A 20, adbrén a Petri-csdszdk
sorrendje a téptalajok Gsszetdételét illetden mege-

ogyezik a 19, é&brdn lathatdikkal,
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A telep szintén az A, nidulans liz~ + A, fumigatus
ade” torzsek protoplaszt fuziédjdnak terméke, bér
morfolégiailag nidulans karakterid, de az elfzleke
ben térgyalt telepekhez képest jelentls eltérdscket
mutat,

A komplett tédptalajon ndvekvd teleprészrfl - perifée-
rids gyird - lefiz8d8 konidiumok nagyobb része a
nidulens ezdl8 tulajdonsdgait hordozza, Viszont az
adeninnel kiegéeszitett minimdl, velamint a minimél
téptalajon is megjelentek telepek., Ezek is olyan
konidiumokbdl fejlédtek ki, emelyek szintén kompe
lett tédptalajon létrejott terileten képz8dtek. Ezek
a telepek is hatédrozottan nidulans karakteriek, ennek
ellenére szembetind kilénbeégek figyelhetlk meg.
Ezek a telepdatmérd ingadozésdbarn, a telep formd é-
ban és szinbeli érnyalatokban nyilvénulnak meg. Ez
utdébbi a kilénbdézd mennyiedgli konidiumképzés ered-
ménye.,

Vizggdlataink sorén megfigyeltink egy harmadik te=-
leptipust is,melyek fumigatus karakteriek, sem tel-
jesen sem részlegesen nem hasadnek. Az alkalmazott
téptalajok barmelyikén,mint alaplemezen képz8dd
konidiumok a kilénbdzb Gesszetdteli tdptalajokra
replikdzve telepforméldsra képesek, A telepek te-
lepmorfolégie szempontjébdl minimélis, konidiume
képzéde intenzitdsdban, d4s ennek kévetkeztdében a szie
nezettsédgben viszont jelentfs eltéréseket mutatnak
a sz(Gléi tipustél, Mivel az alkalmazott térzseknédl
back-mutdcidét & folyamatos ellendrzés ellendre sem
tapasztaltunk, nagy a veldszinisége annak, hogy
ezek @ telepek is fuzids termékek,
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A konidiumok tulajdonsdgainak vizsgdlata sorsn
olyan esettel nem taldlkoztunk ahol a komplett
téptalajon novekvé, ugyaenaszon fuzide telepen le=
fuz6d6 konidiumok kilon-kiilén, tieztén hordoztélk
volna a sziiléi tulajdonsdgokat.

A fuzide telepek tulajdonsédgainek vizsgédlatét
micédliumokkal a 2.2;5.2 pontban leirtak alapjién
valésitottuk meg, Az eredmények nagymdértéki hasone
lésdgot mutatnak a konidiumok vizsgédlatakor tapasz=
taltakkal,

A szegregécids kisdrletek eredmdényeit az A, nidulans
ade” + A, fumigatus liz" protoplasztok dltal képe
zett fumigatus jellegzetessdgeket mutatd telep cse-
tén a 21, édbra, a nidulane karakteridét a 22, ébra
szemlélteti,/A Petri-csédszdkben a tédptalajok Osszee-
tétele valamennyi micelium szegregécidét dokumentée
16 felvételen a kévetkezb: feled sor: komplett;
miniméle+adening alsdésor: minimdl+lizin; minimdl,

A nédgy Petri-csészébfl 4116 csoport alatt annak a
téptelajnak az Gsszetétele olvashatéd, amelyrdl

az inokulumokat leemeltilk és a fenti téptalajokra
helyeztilk,/ A 21, ébra felvételein jé1 léathatd,
hogy az A. nidulans ade” + A, fumigatus liz"~ péroe
sitdsdbdl eredd, fumigatus jellemvondsokkal rendel-
kez8 fuzibde telepet minimdl téptalairdl minimdl + lie-
zin Ysszetételire oltve, a kdzponti, kompakt, még
fuzids tulaidonsdgokat hordozé micelium témegbdl
hogyan hasadnak ki a csupén egyik szilfi tulajdone
sdgot hordozd fonalak, Tovébba, hogy a minimél
tédptala rél komplettre oltott és azon kifejlesztett
telepek pereméril kiemelt fonalak csak komplett,
illetve lizinnel kiegédszitett minimdl téptalajon
képesek novekedésre,
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A 22, abrén megfigyelhetd, hogy a killénbdzé
dsszetdtell tédptalajokon a hasadéds kiilénbdzd
intenzitdsu - komplett tdptalajon mér bekdvet=
kezett, minindl + adeninen még folyamatbarn van,

Az A, nidulans 1iz" + A, fumigatus ade” tdrzsek
protoplasztjainak fuzidja kidvetkeztében képzdbdott
nidulaneg karakterd telepb8l a kerakternek mege
felell ezil8 kihasaddsdnek lépdseit dbrdzolja

a 23, dbra képsora. Az A, nidulans liz~ partner
fonalainak elkilonidlése kilondsen a minimdl +
lizin Osszetétell tédptalajon szembetiind,

A 24, &brén egy olyan telep szegregacids vizsgdla=-
ténak eredményei léthaték, amely A, nidulans ade” +
A, fumigatus 1iz" protoplaszt fuzié eredményeként
izoldltunk, A nidulans karakteru fuzide ermdkek
komplett téptelajon kifejlédétt telepének micédliu-
mali - szemben az eldzbekkel - megtartottdk azon
képességiket, hogy ujra minimdl tdptalajra oltva
telepet kdpezzenek, ‘
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A 2.2.4,2/¢ pont elapidn kivitelezett kisérletek
eredmdényekédit o PABA mentes minindl téptalajon mege
jelend fuzids telepek A, nidulans morfolégidt nue
tattok. Az A, fumigatus partnert czekbll a tele-
pekbBl sem sikeriillt az alkolmazott médezerekkel
kihasiteni.

Korabbi eredmdnyeink alapjén feltdételeztik, hogy

a két hidnyzdé tulajdonsdyg egyidejl komplemerntde
cidja két idegen kromoszdma jelenldtdnek eredudnye,
EbbLEL viszont az kivetkezik, hogy szelektiven
elinindlhatdék a fuzide termédkbll, s ezt bizonyie
tottuk is, Kisdérleteink sémdja ds credmdnyel e

25, ébrdn ldthatdk,

A ninindl + PABA dsszetdétell téptelajon kifejlie
ditt telep micdliumdnak csucsi részéblél vett fonal
inokulum PABA-t nom tartolmaezé téptalajon aar
képtelen a nodvekedésre, Ez azt jelenti, hogy PABA
jelenlétdben az A, nidulans PABA~ tulajdonsdgét
komplementdldé A, fumigatus kromoszdma kiiktatddik,
Hasonldé jelenség figyelheté meg & lizin~ tulajdon=
sdgot komplementéld A, fumigatus kromoszéma esetdn
is, lizin tartalmu téptalajon, A minimal + PABA
téptalajrdél minimdl + PABA + lizin Soszetdételd
tdptalajon kifejl6dott telep miceliumsiban elimi-
nélddik a mdsodik idegen kromoszdma is ¢és a fondle
végzﬁd&aakb&l vett inokulum mdr csak PABA dés lizin
aegyittes ielenlétében képes telepképzésre.
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26, dbra

szinbdlunok jelentdse mint a 18. &brén
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Feltételeztiik, hogy a fuzids termékek fonalaiban,

a hardnt falakkal tagolt sejtekben, az egymdst
komplementdld két sejtmag elkildnilten is megta-
lélhaté, de ez a konidiumképzée sordn nem nyilvénul
meg. Ebben az esetben a sejtfal enzimes eltédvoli-
tédsdnak eredményeként létrejéhetnek olyan protoplasze-
tok, amelyek csak az egyik, vagy csak a mésik sejt-
magot hordozzdk, Stabilizélt, és megfelellen kiegée-
oz;ﬁbtt minimdl illetve komplett téptalajon rege-
neraltatva ezeket, a fuzidés termékbdl a két ezlli
torzs igy tisztén kihasithatd,

A 2,2,5,3 pontban leirt kisdérleteink eredményei fele
tevéseinket nem igazolték. A protoplasztképzée ds
regenerdcidé utdn, a kilénbdzl Ssczetételi téptala-
jokon csak az egyik ezilfi, illetve a fuzids ter-
mék tulajdonségait hordozé telepek jelentek meg.

Fajok kézétti heterokarionkdépzdsre utald jelensde-
get kisérleteink sorén csak egyszer dszleltink,

Az A, nidulans ade” és A, fumigatus liz" tdrzsek
protoplasztjainak fuzidjaként minimdl tdptalajon
megjelent majd azon tébbszbr passzdlt fuzids te-
lepb8l a szegregécidés kisdrletek sordn komplett
téptalajon kihasadtak a szulBi partnerek, A kisére-
letek eredményeit ezemléleteti a 26, dbra.
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4, AZ EREDMENYEK ERTEKELESE:

A. nidulens PABA"liz" és A, nidulaens PABA” ade” valamint
A, fumigatus liz" és A, fumigatus ade” mutédnsai kdzdtt
fajon belll, ROPER dltal 1952«ben kidolgozott, a gombae
genetikdban ma mnér hagyoményosnak szémitd médszerrel,
anasztomozissal, sikeriilt heterokarionokat képezni,
Ezzel a médszerrel, e rendszertanilag egymédstél tdvol
4116 fajok /RAPER dés FENNELL, 1965/ kdzdtt tulajdonsdge
dtadds nem valbdeithatd meg., Ezért megkisdreltik ezt csupén
nmembrénnal hatérolt sejtek, protoplasztok indukdlt fu-
zidiével kivitelezni,

Protoplaszthképzdéskor és azok regenerdltatésakor, a korédbe-
ban a tanszéken kifejlesztett mdédszereket alkalmaztuk,

A fiatal hifékbél 4116 konidiummentes miceliumokbél 0O,6M
KCl mint ozmotikus stabilizédtor jelenlétében Helix po-
matia gasztrdlis emdszténedvével képeztink protoplasz-
tokat, Ezek regenerdléddsénak feltételeit izoozmotikus
téptalaiba keveréssel biztositottuk,

Geotrichum candidum muténsainak protoplasztfuzidjérdl
1.6.10'6 gyakorisdggal, 5,5 és 7 pH-n ozmotikusként

0,6 M KCL illetve 0,8 M-os mannitot alkalmazva elsd-
ként Fercnczy dés munkatéreai ezédmoltak be, /1972, 1974/
BINDING és WEBER 1974-ben Phycomyces protoplasztok képe
zését de minteqy 5.10‘5 gyakorisdgu fuzidjdt valdsitotta
meg tengerviz valamint Ca/N04/, jelenlétében, A kilon=-
bozé genetikai informicidét hordozéd protoplasztok Sesze=-
olvadéséanak gyekorisdga 2.5.10’3~on volt, amikor ezt
Aspergillus torzsek esetén hideg-aggregaltatdssal vald-
sitottédk meg. /FERENCZY és mts, 1975/
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KAOD és MYCHAJLUK 1974-beon megfigyelte, hogy a névényi
protoplasztok intenziv aggregdtumképzdse és Gsszeol-
vadésa figyelhet8 meg PEG jelenldtében,

A vegyiilet gombaprotoplasztok aggregdltatdséra alkolmaz-
va 0,1 M CaCl, jelenlétében Aspergillus nidulans lizin
ée metionin igényes tdrzsel kdzbtt a komplementécid gye-
korisdga eléri a 40 Y-ot /FERENCZY és mte, 1975/, Tisz=-
tézédik ezémos vagyﬁlet. /KCl, NaCl, Cac12. Mgclz/ mint
ozmotikus stabilizétor, valamint a kilénbdzl molekula-
sulyu illetve koncentrécidju PEG~nek a régenerécibt ég

a gyakorisagédt befolydsold szerpe is., /FERENCZY és mts.
1976/.

ANNE Penicillium fajok protoplasztkdépzésének és rege-
nerdcidjénak megvaldsitdsa utdn szintén PEG-et alkale
mazott fuziét serkentd dgensként. JANNE és mts, 1976/

Kisérleteink sordn a leghatékonyabb médszer alkalmazésé-
val A, nidulans és A..fumigatua auxotréf mutédngok pro-
toplasztjainak fuzidjénédl a komplementdcidt fajon belil
30 y=0s, ez interspecifikue komplementécid egy tulaj-
donsdg esetén 10"° nindkét marker esetében 10~° gyakori=
sdgl volt., Az dllandé ellenérzd kisérlevek sorén back-
mutdciét /minimél téptalajon ndvekeddst/ egyik tdrzs
esotdben sem tapasztaltunk,

A komplementdcid létrejottdét a fuzids minimdl téptalajon
megjelend, és azon fejléds telepek jeleztdk, Mikroszkde
pos vizsgélataink sordn kdzvetett bizonyitékként szole
gdlt & fajok kozdétti fuzid eredményeként fejlodésnek
indult telepek fonalainak, rendezetlen gbecsdrtis, lassu
névekeddse /14, és 15. dbra/, Ez a jelenség hasznédlt tir-
zeekndl 4s a fajon belili fuzids telepeknél nem figyel-
hetd meg. ’
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A kézvetlen bizonyitékot a fuzids produktuaok kiilénbdz6
deszetdtelld tédptalajon ndvekv8 fonalainak és az dltaluk
lefazdtt konidiumok tulajdonsdgainak vizegdlatas szolgéle-
tatta, Ennek alapjét az A, nidulans és A, fumigatus
prototréf, ade” és liz™ tdrzseinek szin, morfolégiai
valamint genetikai markereikt8l valé eltérées vagy azok
egyezése kiépezte,

Az interspecifikus fuzids telepek a pérositdetél flggete
lenil morfolégiailag vagy az egyik, vagy a mésik part-
nerre hasonlitottalk,

A szegregdcids kisdérletek sordn 200 telepet vizsgéltunk
meg. A telepek 298 Y-dbdél csak annek a torzsnek tulajdone
sdgait hordozd partnert sikerlilt izoldlni, amelyre more
folégieilag hasonlitott. Az eredmények megegyeztek,

akédr a miceliumok akdr a konidiumok tulajdonségait
vizsgdltuk,

Az intraspecifikus fuzid termékeként létrejott, minimdl
tédptalajon nivekeddsre képes heterokarionok dltal kép-
zett konidiumok a sziiléi markercket tisztén hordozzdk =
minimdl tdptelajon nem @sirdznak ki, A fajok kdzétti
fuzids termék minimél téptalajon lefluzdtt konidiumai
viszont képesek telepformdldsra adenin illetve lizin
hidényaban is,

Ezek a tények azt a feltdtelezést eredményezték, hogy
fuzids telepeik aneuploidok, hiperhaploidok, a partner
genetikai Alloménydbdl egy vagy cesak néhény kromoszé-
mét hordoznak, a tdbbi elimindlddott. A sejtekben 1lévé
idegen kromoszémak viszont kiiktatddnak mihelyt a kilsed
kényszeritd tényezd - ebben az esetben a minimgl tép-
talaj, illetve a lizin vagy ez edenin h8énya megszinik,

L7 iy

He3s
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Hasonld jelenséget figyelt meg KAFER 1960-ban, emikor
anasztomézis sordn, kicei gyakorisdggal képz8dott
Aspergillus nidulans diploidjait vizsgdlta, Ezek kdzdtt
& nem stabil tipusu diploidok szegrepénsaiban a haploid
garniturdn kivol kilénbdzb az&mu.~dupiﬁn jelenlévé kro=-
moszémékat sikerdit kimutatni, A mogbomlott diploid dllae
pot, kilénbdz8 hiperhaploidokon keresztil, egész kromoe
szdémék fokoztos elimindlésa révén szint meg.
Feltevéseink helyessdgét bizonyitjék azok az eredményeck
amelyeket a két tulajdonsdgra komplementdldédott telepek
vizegédlatdndl kaptunk, A PABA lizin~ tulajdonségot
komplementdld A, fumigatus kromoszémék megfeleld dssze-
tételld tdptalajokon egyméstdédl flggetlenil elimindlhatdk,
az A, nidulans PABA 1iz~ térze micéliumei és konidiumadi
tisztdn kihasithaték,

Az a megfigyelds hogy a fuzids telepek nivekeddési sebes=
sége a fuzidét kézvetlenll kivetd idbszakban lényesgesen
kisebb, mint a szill partnereké, de bizonyos idé eltele
tével a kilonbeédg fokozatosan csidkken, szintén glatdmaszt-
ja azt, hogy az idegen kromoszémélk elimindlédsa a sejtek-
ben folyamatosan megy végbe, Valészini, hogy ennek a
folyamatnak kdlonbdzl stédiumai figyelhet8k meg & 20,
&brén bemutatott telep esetén is,

Az olyan esetek magyarézatéra emikor az izolélt fuzide
telepkb8l a morfolégidjdnak megfelelé partner az alkale
mazott médszerekkel nem volt kihasithatd és prototrédf
jellenvondsokat mutatnak PONTECORVO /195G/, ROPER /1966G/,
KEFER /1961/ munkdja alapjdn tdbb lehetlség kindlkozik,.
Azokra a kérdésekre, hogy a fenti telepek esetdn spone
tén nem hasadd diploidképzdes mitotikus crossing over
kévetkeoztében idegen kromoszéma szegment megbrzése ds
rekombindcié vagy back mutdcid tértént, tovadbbi munkdnk
eordn szeretnénk vdlaszt adni,
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Kisérleteinkkel egyid8ben J, ANNE, H, EYSEN és P.De SOMER
1976 Penicillium roguefortii ée Penicillium chrysogenum;
F. KEVEI és J,F, PEBERDY 1976 Aspergillus nidulans és
Aspergillus rugulosus auxotréf muténsok protoplasztjaie
nak interspecifikus fuzidjét valésitottdk meg. Médsze=
reik egyeztek az éltalunk alkelmazottakkael. Konklézidik
részben egyeznek rdszben eltdrnek eredményeinktdl, Szde-
moe fajok kozdtti diploidot és rekombindnst izoldltak,
Ennek magyarézata, hogy az édltaluk alkelmezott torzsek
- &8 ezt a szerzbk is hangsulyozzdk - rendszertanilag
egymdshoz kbdzeldlld fajok muténeai, genuson belil azo-
nos fajcesoportba tartoznak, /B. K. RAPER and D, I,
FENNELL 1966/
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Aspergillue nidulans valamint Aspergillue fumigatus
auxotrdéf mutdnsok kdzétt, fajon beldl, genetikai
informdcid dtadds enassztomdzissal megvaldsithatd,
Azonbar e kdzdtt a két, rendszertanilag egyméstél
tévol 4116 faj kdzdtt ezt a folyamatot megfigyelni
vagy indukdlni még nem sikerilt, Ezért célul tdztik
ki genetikei informdcié protoplaszt fuzidé utjdn tore
ténd Ataddsdnak megvalésitdsdt ¢ két faj kozodtt,

A kordbban kidolgozott - eddigi leghatékonyabb - méde
szereink; protoplasztképzédes Helix pomatie gasztrélis
emészténedvével, ozmotikus stabilizdtorként 0,6M KCl=t
alkalmazva @ csupén membrénnal hatérolt sejtek fuzide
jénak indukélédsa PEC-gel 0,1M caclz jelenlétében,
regenerdltatds izoozmotikus téptalajba keverdssel
lehetlséget nyujtottak célunk elérésédhez,

A fenti médszer alkalmazdsdval, intraspecifikusan az
A, nidulans PABA ade” + A, nidulans PABK liz" valamint
az A, fumigatus ade” + A, fumigatus liz" muténsok fue
zidj4t 30 §=o0s gyakorisdggal valésitottuk meg.

Fajok kézott, A, nidulans PABA ade” + A, fumigatus liz~
illetve A, nidulans PABA™liz~ + A, fumigatus ade”
auxotréfok protoplaesztjainak fuzidjéndl a komplemen=
tdcid egy tulajdonsdg esetdn 10™° mindkét hidny ese=-
tében 10™° gyakorisédgu volt,

A minimal téptelajon megjelend intra- és interspecifi-
kus fuzids telepekt mikro- és makroszkdéposan gellemez-
tik, A fuzié bizonyitdesa sorén a prototréf és mutdns
térzeek szin, morfoldgiai valamint genetikei markere=
it8l vald eltérdés vagy azok egyezése szolgdltak alepul,
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A protoplasztok intraspecifikus fuzidjdnak eredményekédnt ki
alakult telepek tulajdonségai mindkét faj escetdben megggyeze
tek a fonalanasztomézis kévetkeztdben 1létrejdétt heterokario=-
ok morfoldgiel és genetikei jellemzdivel,

Az A, nidulane PABA liz + A, fumigatus ade” wvelanint az A,
nidulans PABA- ade” + A, fumigatus liz" pérok protopleszte
fuzidjdnek eredményeként létrejétt telepek morfoldgiailag
az egyik vagy a mésik partnerre hasonlitottak, de - szemben
o sz81l0i tulajdonsdggel - képesek voltak minimdl téptalajon
névekedni,

A szegregédcids vizegdlatok sorén a telepeket kildnbdzs
dsszetdételd tdptalajokon tenydsztettik, majd egyrdészt a
kialakult telepek peremérél vett micélium mintdt, méerdszt
a képzbdétt konidiumokat replikézdesal, kilonbdzé dseze=-
tétell tdptalajokra vittik, A vizsgdlt telepek 98 J~énak
konidiumaibdél és fonalaibdl vagy csok az egyik vagy a né-
sik fuziés partner volt kihasithaté komplett, vagy megfe-
lelden kiegészitett tdptalajon torténd tenydsztés soran,

A telepek ancuploidok, hiperhaploidok, az egyik fuzids
partner genetikei dllomdnyébél csak néhény kromoszémét
hordoznak, Ezt témasztja ald, hogy & két tulajdonsdgra
komplementalédott termékekbil, egymdetdl flggetlenil

a két idegen kromoezémdt mér nem hordozé fonalak illete
ve konidiumok megfclelen kiegdszitett minimdl tdptalajo-
kon kihasithaték,

Munkdnk sorén bizonyitottuk, hogy a kidolgozott protop-
lasztfuzids technika lehetdséget teremt olyan genetikal
rendezerek tanulményozdedra, melyek megisnerését a ter-
méozet eddig limitdlta wvagy megakaddélyozta, Tovabbé
olyan ipari mikroorgenizmusok nemesitésére is melyek fae
jon beldl és fajok kdzbdtt torzsek kedvez8 tulajdonségeit
egyesitik, illetve - kisérleti célokra - olyan ¢l6 rende
szerek szelektdléesdre melyek eddig nem élltak rendelke-
zésinkre,
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