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ROVIDITESERK JEGYZKKE
ade- = adenin igény
CM = malatas tapkozeg
DAPI = 4°,6-diamidino-2-fenilindol

DMSO = dimetilszulfoxid

DNS = dezoxiribonukleinsav
EDTA = etiléndiamin-tetraecetsav
Bmax = maximdlis g érték

HEPES = N-2-hidroxietil-piperazin-N"-2-.

etdnszulfonsav
lys = lizin igény
MM = szintetikus minimdl tapkdzeg
NADP = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PABA = p-aminobenzoesav
paba- = p-aminobeéoesav igéhy
PEG = polietilénglikol
PMSF '= fenil-metil-szulfonil-fluorid
PVP = polivinil-pirrolidon
RNS = ribonukleinsav
rpm = fordulat/perc (revolution per minute)
SZMC = Szegedi Mikrobiolégiai T&rzsgyijtemény
(Szeged Microbiological Collection)
VBM = vitaminos Ballance-féle minimdl tépkdzeg
VMM = vitaminos szintetikus minimdl tdapkdzeg

v = sdrga konidiumszin



1. BEVEZETES

A mikroszképikus gombak protoplasztjai - sejtfaltol
megfosztott sejtjei - a bioldégiai kutatas szémqs
teriiletén keriilnek alkalmazasra. Ezek kozil elsdsorban
a kiilénbsz8 élettani (falképzbdés vizsgalata),
biokémiai vizsgalatokat (sejtfrakcidk analizise,
produkcids vizsgdlatok) és a genetikai informacid
dtvitelét megvalésitd kisérleteket (protoplasztfuzio,
organellum Aatvitel, tKanszformécié) kell megemliteniink
(Peberdy és Ferenczy, 1985; Peberdy, 1988). Ez utdébbi
teriileten mind elméleti mind gyakorlati szempontbdl
nagy Jelent8séglinek bizonyult a protoplasztok
alkalmazdsa ott, ahol az W0 genetikai kombinacidk
létrehozdsdra mas lehet¥ség nem volt. Igy a fajok
kozotti kereéztézésekben, vagy olyan gombdkkal
folytatott kisérletekben, ahol a szexudlis ciklust nem
ismerjiik. A protoplaszt fGzi6 ezekben az esetekben is
segithette Gj genetikai kombindciék létrehozéasat.

A  kontrolalt fazidban felhasznélt torzseknek
megfelelt, a fuzids esemény kdvetését és a keletkezett
hibridek szelekcidjdt biztositd (az esetek tobbségében
auxotrdéfia) markerekkel kell rendelkeznitik. Olyankor,
ha az ilyen genetikai markerek (mutdcidk) bevitele a
felhasznalt térzsékbe el8nytelen (Das és mtsi., 1989)
haszndlhaték az olyan kiildnleges fuzidés rendszerek,

melyek nem kivdnjdk meg a partnerek, vagy legaldbbis



csak az egyik partner markerezettségét. Ilyen lehetlség
a kémiai inaktivdlas, a h8inaktivdlds vagy az izoléalt
organellumok atvitele (Ferenczy, 1984).

Protoplasztok fuziéja esetén a sejtmag és a
mitokondrium genetikai &llomdnya egyarédnt bekeril a
fuziés hibridbe, azaz mindkett8 szempontjdbdl nem
szelektiv Adtvitel valdésul meg. Izo0ldlt sejtmagot
alkalmazva a magi genetikai informécié szelektiven
vihetd &4t recipiens protoplasztokba. Ilyen rendszer
alkalmas lehet a sejtmag - mitokondrium kélcsdnhatas
tanulmanyozasara.

Megfelel8 mennyiségli, ép és szennyez8déstd8l mentes
sejtmag kinyerése ezeken kiviil lehetdséget adhat més

(pl. biokémiai) vizsgdlatok elvégzésére is.

Munkdank céljdaul tlztik ki, hogy megfeleld mdodszert
taléljgnk Aspengﬁllus nidulans (tovabbiakban: A.
nidulans) sejtﬁagjainak intakt éllapdtbad: térﬁén&
kinyerésére. Vizégélni kivantuk, hogy milyen
korilmények és hogyan befolydsoljdk a sejtmagizoldlas
eredményét. Tovdbbad megkiséreltitk megvaldsitani az
izoldlt sejtmagok bevitelét recipiens A. nidulans

protoplasztokba.



2. IRODAIMI ATTEKINTES
2.1. A gomba sejtmag

A gombdk tipikus eukaridéta szervezetek, azaz
membrdnnal hatdrolt valddi sejtmagokat tartalmaznak
(Bracker, 1967; Carter, 1978; Gull és Oliver, 1981).
Osszevetve - ezeket a magasabbrendll eukariétékbén
(nbvények, allatok) tald&lhatdé sejtmagokkal, az alapvetd

_azonosségok mellett szadmos eltérést is taldlunk.

2.1.1. A sejtmag morfolégiaja

Magmembran

A pérusokkal &tlyuggatott magmembrdn jellegzetes, a
éejtben méshol el8 nem forduld szerkezet, amely két, 7-
8 nm vastagsagl egységmembranbdl és a kozobttik
talalhaté perinukledris térb8l &1l (Schatten és mtsi.,
1978). A kiils8 membrdn és az endoplazmatikus retikulum
kapcsolatdnak eredményeként a magmembran perinuklearis
tere és az endoplazmatikus retikulum belst tere
egymdssal Osszefigd rendszert alkot (Franke és mtsi.,
1981). A citoplazma és a nukleoplazma kozotti
kapcsolatot a mintegy 70-140 nm atmér8jl poérusok
biztositjadk (Severs és Jordan, 1978), melyek szerkezete
(magpdrus komplex) mas eukaridtdkéhoz hasonldé (Robinow

és Marak, 1966; Unwin és Milligan, 1982). Megfigyelték



a sejtciklus alatt a pérusszdm vdltozasdt; ez utdbbi
kétszeresére n8tt az osztdédast megeldz8en (Jordan és

mtsi., 1977).

Magvacska (nukleolusz)

A kromoszémdk egyikének meghatdrozott régidjdhoz
(nukleolusz organizator) kapcsolédd magvacska
(Singleton, 1953) belsejében mind a riboszdémdlis RNS
prekurzorok (Sillevis Smitt. és mtsi., 1973), mind a
riboszéma alegységekhez hasonlé ribonukleoprotein
részecskék (Westergaard és von Wettstein, 1970)
jelenlétét kimutattédk. Beliilr$l a magmembranhoz tapaan
l4thaté magvacska formaja €s mérete kiilonbdzd lehet és

a sejtciklus sordan is valtozik (Zickler, 1977).

Kromatindllomdny

A kromatin kondenzacidéjaval kialakuldé kromoszémak’
megfigyelését, beleértvell szamuk citolégiai
meghatdrozdsat a gomba sejtmag kicsinysége (1-5 um;
Griffin, 1881) megneheziti. Ennek ellenére fény-
mikroszképos eljardassal is t8bb faj, igy pl. A.
nidulansA (Elliott, 1960), Neurospora crassa
(tﬁvébbiakban: N. crassa) (Raju, 1986),
Schizosaccharomyces pombe (tovabbiakban: Sch. pombe)
(Umesono és mtsi., 1983), elkiiléniilt kromoszémait
sikeriilt megfesteni.

A gomba kromatin nukleoszémdi méds eukaridtdakhoz

képest 20-40 bazispdrral rdvidebb DNS szakaszt (160-180



bp-t) tartalmaznak, mely kilénbség minden esetben az
Osszekoty rész (linker) révidebb voltabol adodik
(Horgen és Silver, 1978). A hiszton fehérjék kozil is
az Osszekttd résszel kapesolédd H1l tekintetében véﬁnak
a legnagyobb ki1ldnbségek, igy Pl. Saccharomyces
cerevisiae-ben (tovdbbiakban: 5. cerevisiae) Hl-et nem
csak hasonlé fehérjét detektdltak (Certa és mtsi.,
1984). A tobbi 4 féle hiszton (H2a, H2b, H3 és H4)
dltaldnosan megtaldlhatdé és felépitésiik is nagyon
hasonlé (Bradbury és Matthews, 1981).

A kiilnbtz8 gombafajokbdl eltérd szama (20-120),
valtozatos tulajdonsagi és funkcibdju (pl. regulator és
szerkezeti fehérjék, enzimek) nem hiszton fehérjét
kiilénitettek el (Horgen és Silver, 1978).

Az eukaridtdakra Jjellemz8 repetitiv szekvencidk
gombdkban kevésbé gyakoriak (2-20%) mint mas
eukaridétdkban és éltaléban kisebb képiaszammal (25-60)
taldlhaték meg haploid genomonként (Brooks és Huang,

1972; Timberlake, 1978).
2.1.2. A sejtmag osztddasa

A gomba sejtmag osztdéddsa tobb okbdl sajdtos. A
magmembran - néhdny kivételt8l eltekintve - nem tlnik
el, hanem intakt marad az osztédds alatt, 1igy az
osztdéddasi folyamatok nem a citoplazmdban szabadon,
hanem a magon bellil jatszddnak le (Heath, 1978; Heaph,_

1980). Egyes esetekben a nukleolusz is folyamatosan



jelen van és oszlik meg az utdédmagok kzbtt az osztdodas
sordan (Emerson, 1963). Az osztdéddsi orsdé végpontjaihoz
csak az alacsonyabbrendl gombdakban (Gymnomycota,
Mastigomycota) kapesolédik  centriolum, a tobbiben
(Amastigomycota) a magmembridnnal szoros kontaktusban
1év8 Un. orsdé csucsi test talalhatd (Griffin, 1981). Ez
az osztodast megel¥dzd8en megkettdzddik és a mag
ellentétes pdlusaira vandorolva vesz részt az orsd
kialakitdssban (Peterson és Ris, 1976). Az orsd
felépitésében f¥ komponensként résztvevd tubulin gombak
esetében colchicinre érzéketlen, ugyanakkor t&bb mas, a
huzé6fonalak kialakulasat gatlé vegyilet (pl. benomyl,

nocodazole) ismert (Gull, 1981).
2.2. Sejtmagizoldlas mikroszképikus gombdkbdl

Sejtmagokon mérfolégiai vizsgalatokat in situ is
lehet végezni. Mas kisérleteket (pl. magi fehérje,
nukleinsav Osszetétel vizsgalata) ugyanakkor csak
izoldlt sejtmagokon végezhetiink. A ktz8lt eljarédsok
t8bbsége Saccharomyces sejtmagjainak tisztitdsat irja
le, mely témakdr ismereteit két tanulmdny foglalja
6ssze (Duffus, 1975; Ide, 1988). Hasonldé 6sszefoglald
fonalas gombdkbdl t8rténd magizoldldsrdl nem készilt.

A leirt eljardasok - bérmely gombdardl legyen is szd
- két csoportba oszthatdk. Az egyik amikor intakt

sejtékbbl indultak ki, a médsik amikor sejtfaluktdl



enzimatikusan megfosztott sejtekbdl (protoplasztok)

izoldltak sejtmagot.
2.2.1. Sejtmagizolalas intakt sejtekb8l

Duffus (1968; 1969) Sch. pombe sejteket 1 M
szorbitol, 20% glicerol tartalmi kdzegben lefagyasztva,
Eaton pressben tdart fel. A homogenizdtumbdl tobbszéri
ilepitéssel majd lépcs8s cukorgradiensen kiilonitette el
a magokat.

Ezt az eljdrast Bhargava és Halvarson (1971)
médositotta és alkalmazta S. cerevisiae-re. A
leglényegesebb vdltoztatas a feltaréd puffer 5%
polivinil-pirrolidonnal (PVP 40 000) térténd
kiegészitése (a magmembrdn stabilizdldsa végett) és a
feltdardasnal French press alkalmazasa volt. A
magtisztitas itt is lépcsls szorbitolgrddiensen (2,6 M,
3,2 M) tortént. '

Gyakorlatilag ezt: az eljarast kovették
véltoztatdsokkal Wintersberger és munkatdrsai (1973)
akik X-press-t haszndltak valamint Sajdel-Sulkowska és
munkatdrsai (1974) akik a feltdrdé kdzegben PVP helyett
Ficoll-t alkalmazva izoldaltak S. cerevisiae sejt-
magokat.

Fonalas gombdk k&éziil N. crassa micéliumdbdél Reich
és Tsuda (1961) irt 1le el8szdr sejtmagizolalast. A

hifatbmeget 0,35 M mannitolban mosva, homokkal el-



dorzsdlve tartdk fel, majd tobbszdri differencial
centrifugdléssal jutottak a magfrakcidhoz.

Munkres és munkatdrsai (1966) késes homogenizdtor
és gyodngyds malom egymdsutani alkalmazasdval tdrtak fel
N. crassa sejteket. A feltardé kbzegbdl (0,5 M szaharéz,
1 mM EDTA) itt is differencidl tlepitéssel kiildnitették
el a magokat a tobbi sejtalkotéotdl.

A két médszert kombindlva N. crassa konidiumaibél
is sikerilt sejtmagokat izoldlni (Dutta, 1969).

A leggyakrabban alkalmazott eljdrdéas N. crassa
sejtmagjainak izoldlasdra Hautala és munkatdrsai (1877)
kbzleményére épiil. A konidiumokat Sajdel-Sulkowska és
munkatdrsai (1974) dltal  haszndlt feltardkdzeg
médositott wvaltozatdban (MgClz, CaClz és Triton X-100
kiegészités) lefagyasztva, French pressben tdartdk fel.
Omni-Mixerben (Sorvall) torténd homogenizalds és néhany
differencial ﬁlepités utéan a sejtmagokat lépcsds Ludox
gradiensen kiilSnitették el.

Ezt az eljdrast tobbszdr és téében finomitottak
(Hautala és Giles, 1977; Krumlauf és Marzluf, 1978;
Talbot és Russell, 1980).

Fusarium solani pisi sejtmagjait a lefagyasztott
micélium Omni-Mixerben t&rténd szétziuzasdval és az igy
kapott homogenizdtum kétlépcs8s szahardéz gréddiensen
tértént centrifugdldsaval izolélték (Podila és mtsi.,
1988).

Gealt és munkatdrsai (1978) A. nidulans

micéliumdbdl izolaltak sejtmagot. A sejteket



lefagyasztott &llapotban késes homogenizdtorral tartdk
fel. A magfrakcidhoz differencidl ilepitések és 2,1 M
szahardézon tdérténd centrifugdlds utdn jutottak.

Physarum polycephalunm (tovabbiakban: P.
polycephalum) plazmodidlis sejtjeibbl toérténd
magizolalast dolgozott ki, majd fejlesztett tovabb
egyéb sejtformdkra Mohberg és Rusch (1964; 1971). A
falnélkiili sejtformdkndal a protoplasztok‘ feltérésénél
hasznalt médszereketA(ozmotikus szétejféé, detérgenses
kezelés), mig a falat fejlesztett am8baknal French
press kezelést alkalmaztak. A sejtmagtisztitds minden
esetben ttbbszori differencidl tlepitésbdl &ll.

Hasonld eljaréssal Dictyostelium discoideum
(tovabbiakban: D. discoideum) falnélkiili sejtjeibdl is
eldallitottak magprepardatumot (Charlesworth és Parish,

1975).
2.2.2. Sejtmagizoldlids protoplasztokbdl

Az ellendlldé gomba sejtfalat feltdrni csak olyan
nagy mechanikai behatassal lehet, amely a kiszabaduld
organellumokat is roncsolja. A gomba protoplasztok
képzésének kidolgozdsa (Eddy és Williamson, 1957)
lehet8vé tette a magot kevésbé karositd feltarasok
alkalmazasat. A magizolaléashoz nagy mennyiségben
szliikséges protoplaszt képzésének optimdlis kériilményei
- megfelél& ozmétikum, mikolitikus enzim - tOrzsrdl

torzsre valtoznak (Davis, 1985; Peberdy, 1985).



10

Az els8, gombdbdl tdrténd sejpmagizolélést tartal-
mazé kbzleményben Eddy (1959) S. cerevisiae proto-
plasztjaibdl ultrahang-kezelés hatdsdra kiszabaduld és
egyszerl centrifugalasi lépésekkel gyliijtott "magi
testeket"” ir le.

Rozijn és Tonino (1964) alapkdzleménynek szamitd
cikkiikben S. carlsbergensis protoplasztjait ozmdétikus
sokk és detergens (0,02% Triton X-100) egylittes
alkalmazdsdval ejtették szét. Az ozmétikum nélkili
feltard kozegben 8% PVP-vel Dbiztositottdk a mag
stabilitasat. A sejtmagokat lépcs8s szahardz gradiensen
(1,2, 1,5, 1,8 és 2,0 M) atiilepitve tisztitotték.

S. fragilis protoplasztokat ozmdétikum nélkali
kbzegben szétejtve kiilonbdz8 polimerek (PVP, Ficoll,
dextran) stabilizdlé hatdasat mutattdk ki (May, 1971). A
magfrakcidét a polimeroldatbdl kicentrifugdlva nyerték.

Az itt leirf polimertartalmq, ozmotikummentes
feltard kbézeget t6bb médézerben alkalmaztak a
tisztitdsi protokoll kisebb nagyobb valtoztatdsaval
(Wintersberger és mtsi., 1973; Lohr és mtsi., 1977;
Lohr és 1Ide, 1979; Szent-Gyorgyi és Isenberg, 1983;
Gross és mtsi., 1986)

Mann és Mecke (1980) a magizolalast végig hipo-
ozmdétikus oldatokat felhaszndlva végezték. Eljarasukban
pufferelt 50%-os Ficoll-on atlilepitve kiilSnitették el a

sejtmagokat.

Osszehasonlitva S. cerevisiae protoplasztokbdl

detergens segitségével 1illetve hipoozmdétikus kdzegben



torténd szétejtésnél kiszabaduld sejtmagokat, az
utobbiak jobb morfoldégiai allapotdat mutattak ki (Doi és
Doi, 1974). A sejtmagokat két kﬁlﬁnbéz&, lépcsés
szahardz gradiens (1,2-2,0 Més 1,8-2,3 M) egyﬁés utani
alkalmazésaval tisztitottdk.

Ide és Saunders (1981) S. cerevisiae protoplasztok
ozmétikus szétejtéssel kapott 1lizdtumdt el8reformalt
folyamatos Percoll grédiensen centrifugdlva valasztotta
szét.

Ozmétikum és polimer nélkiili, detergenstartalmi
homogenizdldéd oldatot és helyben formdl6ddé Percoll
gradienst alkalmgzé médszert is kozdltek (Baum és
Thorner, 1986).

Kamimura és munkatdrsai (1981) S. cerevisiae proto-
rlasztjait Ficoll tartalmi, megkdzelitlleg izoozmétikus
kdzegben French press segitségével tdrtdk fel. A sejt-
magokat' t6bbsz6£i differencial centrifugdldssal
tisztitottak. v

Candida albicans (tovdbbiakban: C. albicans) proto-
plasztok ozmétikus sokkal illetve detergenses
szétejtéssel nyert lizatumabdl lépcsds szaharoz
gradiensen (1,0, 1,5 és 1,7 M) illetve differencial
lilepitéssel izoldltak sejtmagokat (Wills és mtsi.,
1984). A magfrakciéd minden esetben kimutathatéd

mennyiségll mitokondridlis szennyez8dést tartalmazott.
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2.2.3. Izolalt sejtmagok felhasznalasa

Az izoldlt sejtmagokkal elvégezhetd vizsgadlatok
magukban foglaljdk a sejtmag egészének és kiilénbdzd
alkotérészeinek (pl. membran, kromatin, magvacska)

morfoldgiai, kémiai és funkciondlis vizsgidlatat.

Sejtmag izolatumbél nyert kromatin Micrococcus
nukledzzal torténd emésztésével sikerilt szamos gomba
nukleoszémdlis szerkezetét tanulmdnyozni. 1Ily médon
igazoltdk az ilyen strukturdltsdg meglétét és végezték
el jellemzését pl. S. cerevisiae (Lohr és Van Holde,
1975; Gullov és Friis, 1978; Lohr és mtsi; Nelson és
mtsi, 1977), A. nidulans (Morris, 1976) és Penicillium
chrysogenum (Ramén és mtsi. 1987) esetében.

A nukleoszéma szerkezettel szorosan Osszefliggd
hiszton fehérjékef is sok esetben ilyen preparatumbdl
kitisztitva tanulményézték. ig& bizonyitottdk pl. S.
cerevisiae sejtagjaiban 4 (Wintersberger és mtsi, 1973;
Certa és mtsi, 1984), A. nidulansban (Felden és mtsi,
1976), D. dﬁscoideumban (Charlesworth és Parish, 1875)
és P. polycephalumban (Jockusch és Walker, 1974) 5 féle
hiszton jelenlétét.

Gullov és Friis (1980a; 1980b) S. cerevisiae
izolalt sejtmagjaibdl szdrmazd kromatinbdl mintegy 32
kiilénbozd nem hiszton fehérje elkiilénitését és

jellemzését végezte el.
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Ezt a technikai megkdzelitést felhasznaltdk szamos
esetben a magi DNS repetitiv szekvencidinak
vizsgdlatdra is (Timberlake, 1978; Dutta és mtsi.,
1980).

Az izoldlt gomba sejtmagok, illetve a beldlik
kinyert kromatin kittind rendszernek bizonyultak az
eukariodta transzkripcid tanulmanyozasara. igy S.
cerevisiae mindhdrom RNS polimerdza 4altal katalizalt
elongaciét (Lohr és Ide, 1979; Jerome és Jaehning,
1986; Schulz, 1978) illetve a polimerdz 1 (Kempers-
Veenstra és mtsi., 1985) és a polimerdz III (Idg, 1981)
daltali inicializdciét is sikertlt kimutatni. Ilyen
rendszerben Tekamp és munkatdrsai (1979) kivilrdl
bevitt (exogén) polimerdaz 1 és III mlksddését is
megfigyelték. Hasonldé transzkripcidés kisérleteket P.
polycephalum izolalt sejtmagjaival is végeztek
(Mittermayer és mtéi., 1966; Davies és Walker, 1977).

Mig a DNS-RNS-fehérje aranyt, mint a magpfepérétum
mindségének egyik jellemz8jét, szinte mindig
meghatdroztdk, a mag mas b6sszetev8inek, példdaul a
lipideknek, kevesebb figyelem Jjutott. Izo0ldlt &S.
cerevisiae sejtmagok (Maﬁn és Mecke, 1980)
lipidtartalménak (10%), mintegy kétszeresét (22%)
taldaltak (€. utilis magprepardatumdban (Belov és mtsi.,
1989). Mindkét esetben els8sorban kiil6nbozd
foszfolipidek fordultak el8 nagy mennyiségben.

A magmembrannak nem csak tsszetételét, de

atjarhatésagat is tanulmanyoztak. Tsuchiya és
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munkatarsainak (1988) sikeriilt plazmid DNS izolalt S.
cerevisiae sejtmagok &ltali felvételét kimutatni és a

transzport aktiv voltdt bizonyitani.

Ez utébbi munkdban az izoldlt sejtmagot, mint
intakt organellumot tanulmdnyoztdk. Hasonldé a heiyzet
azokban a kisérletekben melyekben a sejtmag szelektiv
atvitele a cél. Mig mas eukaridétdk esetében, igy
névényi (Ldrz és Potrykus, 1978; Saxena és mtsi., 19886)

vagy allati sejtekben (Kondorosi és Duda, 1980; Sukoyan

és mtsi., 1985) az ilyen prébdlkozédsok eredményesebbnek
mondhatdék, addig a gombdkndl csak néhany sikeres
kisérletrd8l tudunk. Ezek mindegyike S. cerevisiae

karyodukcidéjat (izolalt sejtmagjainak atvitelét)
valdésitotta meg.

Ferenczy és Pesti (1982) adenin auxotrdf petite
protoplasztokbél izoldlt sejtmagokat (Doi és Doi, 1974)
multiauxotrdé6f recipiens protoplasztokba Jjutattak. A
bevitelt a kordbban ndvényi protoplasztokndl bevalt un.
szendvics technika mdédositdsdval valdésitottdk meg. A
bevitel kis gyakorisdga (5¢10-7), de jél reprodukdalhatd
volt.

Becher és munkatarsai (1982) donorként diploid
élesztlsejteket hasznaltak. Hipoozmétikus kozeghben
szétejtett protoplasztokbdl tisztitott sejtmagokat
(May, 1971; Mann és Mecke, 1980) PEG-Ca2+ fuOziéds
rendszerrel vittek be recipiens protoplasztokba. Az

atvitel gyakorisdgdt 2+10°8 koritilinek taldltak.
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Maemura és munkatarsai (1983) szintén proto-
plasztokbdél izoldlt multiauxotrdéf haploid sejtmagokat
jJutattak be a partner protoplasztokba. Az &ltaluk
alkalmazott 7% Ficoll-t is tartalmazé PEG;Ca2+ fGzios
rendszerben 5+10-8-10-7 koritli beviteli gyakorisagot

értek el.
2.3. Aspergillus nidulans

A. nidulans eldnybs tulajdonsagai révén egyike a
legalaposabban tanulmanyozott mikroorganizmusoknak
(Timberlake és Marshall, 1988). Kénnyen tenyészthetd
vdltozatos Osszetételll tapkdzegekben, koztiik egyszeril
taptalajokon is. Haploid, homotallias szervezet,
melynek szexudlis életciklusa is ismert (Raper és
Fennel, 1965). Nagyszéami, Jjél Jjellemzett tdrzse 4&ll
rendelkezésre kﬁiﬁnbézé morfoldgiai, auxotrofia és
rezisztencia markerekkel ‘(Clutterbuck; ©1974). A
sokmagvi sejtfonalakkal szemben spdérdi (konidiumai)
csak egy magot tartalmaznak. Genomjdnak kis mérete

(22107 bp) megkdnnnyiti tanulmanyozdsat (Bainbridge,

1971).
Az A. nidulans volt az a szervezet, amely
segitségével Pontecorvo és munkatdrsai elbszdr

tanulményoztdk részleteiben a paraszexudlis ciklust
(Pontecorvo és mtsi., 1953). Ez azon tdrténések
Osszessége, melyek a szexudlis cikluson kiviil teszik

lehet8vé a genetikai rekombindciét (Caten, 1981). A
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kiinduldsi l1lépés a heterokaridétikus 4&allapot létrejdhet
a természetben is anasztomdézissal vagy laboratdriumi
kdriilmények kozott protoplaszt fuzidval (Ferenczy és
mtsi., 1974). A protoplasztfizidé specidlis esete a
karyodukcié (magdtvitel) révén toérténd heterokarion-
képzés szintén egy paraszexudlis folyamatnak
tekinthetd.

Az A. nidulans és mds Aspergillus fajok esetében a
protoplaszt fuzidés technika eddig is igen eredményesnek
bizonyult. Nagyszami intra- és interspecifikus fuziés
hibridet sikerilt eldallitani és szamos esetben
bizonyitani a teljes standard paraszexudlis ciklus
meglétét (Kevei és Peberdy, 1979; Kevei és Peberdy,

1984).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Mikroorganizmusok

A felhaszndlt torzsek az A. nidulans SZMC 1011
(eredeti jelzése: R-21, Hebrew University, Izrael) UV
mutagenezisével el8dllitott (Szegedi, 1976) kettés
auxotréfok voltak. |
Jelzéslk:

A. nidulans SZMC 1156 (y, paba-, ade-)

A. nidulans SZMC 1157 (y, paba-, lys-)
3.2. Tdptalajok és tdpoldatok

Vitaminos szintetikus minim&l (VMM) t&poldat
protoplasztkéézéshez:'

0,5 % (NH4)2S04

0,1 % KHz2POa4

0,05 % MgS0O4-7H20

1 % glikéz

0,1 % Wickerham-féle vitaminkeverék

100 ug/ml PABA (p-aminobenzoesav)

Wickerham-féle vitaminkeverék (Wickerham, 1951):
0,2 mg félsav
0,2 mg biotin
20 mg PABA
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20 mg riboflavin

40 mg aneurin-HC1l
40 mg Ca-pantotenat
40 mg niacin

40 mg piridoxin-HC1
200 mg inozitol

100 ml desztillalt viz

Vitaminos minimél tapoldat (Baliaﬁce és‘mtsi.;
1983) magbeviteli kisérletekhez (VBM)

0,6 % NaNOs

0,052 % KC1

0,152 % KHz2PO4

0,05 % MgS04+7H20

1 % glikéz

0,1 % nyomelem tdrzsoldat

0,1 % Wickerham-féle vitaminkeverék

100 ug/ml PABA

Nyomelem t8rzsoldat:
lg FeSO4°7H20
8,8 g ZnS04°*7H=20
0,4 g CuSO4a*5H=20
0,15 g MnS04+-4H=0
0,1 g NazB40O7+10H=20
0,05 g (NHa)sMo7024°+4H20

1 1 desztilldlt viz
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Malatds tdpoldat (CM):
1 % malatakivonat
0,5 % élesztb8kivonat

1 % glikéz

Taptalajok:
Alaptdptalaj készitéséhez 2 %, feliilontd tép-
talaj készitéséhez 1 % agarral egészitettiuk ki

a megfeleld tapoldatot.

Stabilizalt taptalajok:
A protoplasztok illetve a fuzidés aggregdtumok
regenerdltatdsa 0,7 M KCl vagy 1,2 M szorbitol

tartalmi izoozmétikus taptalajban tdrtént.
3.3. Protoplaszt képzés

Malatds ferdeagaron 3 napig nevelt Aspergillus
tenyészet G-2 szinteriiveg sztirdn Aatsziirt konidium-
szuszpenzidjat kiegészitett vitaminos minimal
tdpoldatba (VMM + 10 pg/ml adenin vagy 50 ug/ml lizin)
oltottuk be (x 105 konidium/ml). A protoplasztokat a 24
6rdaig 30 ©C- on 200 rpm-mel tdrténd rdazatds utdn kapott
micéliumtdmeghb8l képeztiik. A protoplasztképzd elegy
0,45 pym pérusdtmérdjl szlirdn (Millipore) sterilre szirt
1,86 % csigaenzimet (= Protoplast forming enzyme;
Boehringer) tartalmazott 0,7 M KCl-ban oldva. 1,5 éras

inkubdlds utan, mely enyhe rédzatds mellett 30 ©<C-on
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tortént a protoplasztokat G-2 szliirdn elvdlasztottuk a
hifadaraboktdél és centrifugalassal gylujtéttik (5 perc,

1500 gmax) .

3.4. Sejtmag izolalas

3.4.1. Sejtfeltdrdas korilményeinek vizsgdlata

A kisérletek soran vizsgaltuk, hogy milyen
Osszetételll kzeget haszndlhatunk a sejtek feltdardsa és
az 1izoladlasi folyamat sordan. Kiprébdltuk, hogy a
rendelkezésiinkre al116 feltarasi eljépésok k6zil melyek
é€s milyen hatékonysaggal alkalmazhatdk a protoplasztok

szétejtésére.

3.4.1.1. A feltdrd kdzeg Osszetételének meghatdrozdsa

SZMC 1157-b81l képzett protoplasztokbsél kapott
homogenizatumot részekre osztva leceﬁtrifugéltuk (10
perc, 4000 Emax) majd az uledékeket kﬁléﬁbazé
Osszetételll oldatok kis térfogataiban séuszpendéltuk
fel. A sejtmagok allapotat DAPI-val torténd
fluoreszcens magfestéssel (3.5.1) vizsgdltuk, 1 éranyi
jégfirddn t6rténd inkubdldst kdvetlen.

A feltaraskor, illetve a kisérletek mas
szakaszaiban haszndlt kiilénbszd oldatkomponensek
ozmétikus értékeit Vogel OM 801 fagyaspontcsskkenést

mérd ozmométer segitségével hatdroztuk meg.
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3.4.1.2. Sejtfeltdrdsi eljarasok
A mechanikai és kémiai feltarasok vizsgalatat az
optimdlisnak bizonyult feltdrépufferben (3.4.2.a.)
végeztik. A sejtmagok dllapotat fluoreszcens
mikroszképozdssal, a feltdrds hatékonysadagat pedig az
épen maradt protoplasztok regenerdltatdsdval, illetve
Burker kamrads szédmoldsaval ellendriztuk.
A mechanikai feltdrdshoz kiprébalt eszkozok:
French press (American Instrument Co.)
Ultrahangos dezintegrdtor (Branson Sonifier B-30)
Potter homogenizator (Braun)
A kémiai szétejtéshez kiprdbalt vegyliletek:
Nisztatin (Chinoin)
Triton X-100 (Reanal)
Ozmoétikus sokkal torténd szétejtés vizsgdlatdt 18 %
Ficoll, 30 mM HEPES (pH 7,05, 2 mM MgClz Ossze
téteiﬂ kézegbeh végeztiik, kiilonbtz8 szorbitol

koncentrdacidk mellett.
3.4.2. Sejtmag tisztitdsi mdédszerek

(a) Az altalunk kidolgozott sejtmagtisztitas menete
a kovetkez8: razatott tenyészetbdl képzett,
centrifugdlédssal gylijtétt protoplasztokat (3.3.1.a.)
0,7 M KCl oldatban kétszer mostuk, szadmukat Biirker
kamrdban meghatdroztuk. A tovdbbi lépéseket 0-4 <C-on
végeztik. Centrifugdlds utan (5 perc, 1500 gmax)

feltarépufferben (1 M s8zorbitol, 7,5 % Ficoll, 10 %
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glicerol, 2 mM MgClz, 10 mM 2-merkaptoetanol, 1,5 mM
PMSF, 30 mM HEPES-KOH pH 7,0) milliliterenként 5-107-
108 protoplasztot felszuszpenddltunk. A protoplasztokat
egyszeri French press kezeléssel (3000 psi) feltartuk,
homogenizalépufferrel kétszeresére kihigitottuk és 20
percig 14 500 gmesx-al centrifugdltuk. Az lledéket, mely
a sejtmagokat is tartalmazta, felszuszpenddltuk 3 ml
homogenizdlé pufferben (0,5 M szorbitol, 16 % Ficoll, 5 %
glicerol, 2 mM MgClz, 10 mM 2-merkaptoetanol, 1,5 mM
PMSF, 30 mM HEPES-KOH pH 7,0) és néhanyszor Ovatosan
homogenizaltuk kézi uveg homogenizatorban (Dounce
tissue grinder, résméret: 0,06-0,14 mm, Wheaton). A
homogenizatumot Nycodenz (5- (N-2,3-dihidroxipropil-
acetamido)-2,4,6-trijodo-N,N°-bis(2,3-dihidroxipropil)-
izoftdlamid; Nycomed Pharma; 1. &bra) slirUséggradiensre
rétegeztilk és kiperdiil® rotorban (SW-35) 1,5 6rdig 85
000 gmax-al centrifugdltuk (VAC 601, Janetzki). A~
gradiens készitéséhez homogenizdldé pufferben (kivéve
PMSF) oldott 35 %, 26,25 %, 21,88 %, 17,5 % és 8,75 %
Nycodenz 3, 4, 4, 4 és 4,2 milliliterét egymasra
rétegeztitk és 20 ©C-on 1 napig fliggbleges helyzetben

diffunddltattuk.

(b) Néhadny kisérletben Un. durva magpreparatumot
haszndltunk. Készitésénél SZMC 1157 protoplasztokat
nisztatin (150 ug/ml, 10 perc), Triton X-100 (0,1 %,

1 perc) kezeléssel illetve ozmdétikus sokkal (18 % Ficoll,
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2 mM MgClz, 30 mM HEPES pH 7,0) szétejtettik és

centrifugdlds utan feltdrépufferben szuszpenddltuk.

3.5. Sejtfrakcié analizise

3.5.1. Fénymikroszkdépos vizsgdlatok

A gomba sejtmagok fénymikroszkdépos vizsgdlatara kis
méretik miatt elsYsorban a fluoreszcens mikroszképos
eljdrds johet szamitdsba (Butt és mtsi., 1989). A
kisérletek soran haszndlt fluoreszcens magfestékek a
mitramicin (Slater, 1976), a DAPI (Martegani és Trezzi,
1979) és a Hoechst Dye 33258 ((Kangatharalingam és
Ferguson, 1984) voltak (2. 4&bra). Ha sejtfalfestés
sziilkséges volt (fonalak festése), ehhez Calcofluor
(Gull és Trinci, 1974) festékoldatot hasznaltunk.

A hifafonalak és protoplasztok fixdlasa 1,25 %, 2,6 %
és 5 % glutéraldehiddel tértént 20-20 perces kezelési
id8vel. Az 1izoldlt sejtmagok festése fixdlas nélkiul
tortént. A feltdrdépufferben oldott magfestékeket azonos
térfogatban, a Calcofluor oldatot tizedtérfogatban a
mintdhoz adva fonalak vagy protoplasztok esetében 1-2
érds (4 ©C-on), izolalt sejtmagok festésekor pedig 2-10
perces varakozas utdn vizsgdltunk. A megfestett
prepardtumokat Jena Zeiss Jenalumar mikroszképpal
tanulmanyoztuk eldszlir8ként UJ205g és B228g,

utdészlirdként pedig G251 filtert haszndlva.
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A felhaszndlt festék tdrzsoldatok:

Hoechst Dye 33258 10 pg/ml

DAPI . 4 pg/ml

Mitramicin 0,4 mg/ml
30 mM MgClz

12,5 % etanol

Calcofluor 1 mg/ml
3.5.2. Elektronmikroszkdépos vizsgalatok

Elektronmikroszkdépos felvételek  készitéséhez a
mintdt 4 <©C-on, nodvekvd glutaraldehid koncentracid
mellett fixdltuk (1,25 %, 2,5 % 30-30 perc majd 12 Aéran
at 5 %). Na-kakodilat pufferben (0,1 M, pH 7,2) mostuk,
majd Jjégfiirdbben 1%-os ozmium tetroxiddal 1 o6ran A&t
utéfixdltuk. A mintdkat pufferben kétszer mostuk,
alkohols;ron (30-100 %) viztelenitettiik. A beagyazas
Durcupan (Fluka) miigyantdba tértént. A metszeteket
uranil acetétos és S6lom citréﬁos festés utan Tesla BS

500 elektronmikroszkdoppal vizsgaltuk.

3.5.3. Kémiai Osszetétel meghatdarozasa
3.5.3.1. Nukleinsavak, fehérjék kivondsa

A nukleinsav és fehérje extrakciét Herbert és
munkatdrsai (1971) &ltal leirtak szerint végeztik. A
mintdkat jéghideg perklérsavval (PCA) keverve
(végkoncentracié 0,25 M) 25 percig jégen tartottuk.

Centrifugdlas utdn (10 perc 4000 gmax) az liledéket 0,5
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M PCA-val, majd 95 %-os etanollal végiul ujra 0,5 M PCA-
val mostuk. A nukleinsavakat kétszeri, 0,5 M PCA-val 20
percig 85 ©C-on tdrténd8 extrakciéval vontuk ki. A
fehérje kivondsa a visszamaradt iiledék 1 M NaOH-al 1

o6rdig 60 ©C-on térténd kezelésével tbrtént.

3.5.3.2. DNS tartalom meghatdrozasa

A DNS mérés Giles és Myers (1965) médszerével tortént,
mely a difenilaminnak a 2-dezoxiribézzal adott szin-
reakci6éjan alapul.

Mérés: 2 ml reagenst 2 ml mintdval elkevertink. 18
6rai 30 e°eC-on térténbninkubélés utdn meghatdroztuk a
mintdk 595 és 700 nm-nél mért extinkciéinak a kil&nbségét.

Reagens: 4 % difenilamin jégecetben oldva,
kiegészitve 20 ml-enként 0,1 ml 1,6 %-os acetaldehid
oldattal.

DNS standardként 0,5 N PCA-ban oldott hering sperma

DNS-t (Sigma) haszndltunk.

3.5.3.3. RNS tartalom meghatdarozdsa

Az RNS tartalom meghatdrozdsa Schneider (1957)
médszerével td8rtént, mely az orcinolnak a pentdzokkal
adott szinreakcidéjsdn alapul.

Mérés: 2 ml minféhoz 2 ml reagenst adtunk, majd 20
percnyi forrd vizfiirddben tdrténd inkubdlds utdn 660 nm-
mél extinkcidét mértiink.

Reagens: 0,5 % FeCla és 1 % orcinol (Merck) tomény

sésavban oldva.
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RNS standardként 0,5 N PCA-ban oldott liofilizalt

RNS preparatumot (Torula yeast, Sigma) hasznaltunk.

3.5.3.4. Fehérje tértalomAmeghatérozésa

A Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 fehérjéhez
k6t8désekor fellép8 abszorpcidés maximum eltoldéddson
(465 nm-r8l 595 nm-re) alapuld médszert haszndltuk
(Bradford, 1976).

Mérés: 0,1 ml mintdhoz 4 ml reagenst adtunk, majd
20 perc elteltével 595 nm-en extinkciét mértink.

Reagens: 100 mg CBB G-250 (Sigma), 50 ml 95 %-os
etanol, 100 ml 85 %-os foszforsav, desztillalt vizzel
1000 ml-re kiegészitve.

Protein standardként 0.15 M NaCl-ban oldott Bovine

serum albumint (Sigma) haszndaltunk.
3.5.4. Enzimolégiai vizsgalatok

A glikéz-6- foszfat dehidrogendz (G-6-PDH)
aktivitdsinak mérése az enzimreakciéban résztvev8 NADP
redukciéjdnak meghatarozasan alapul. (Boehringer,
1975).

Mérés: 2,99 ml reakcidelegyhez 0,01 ml mintat ad-
tunk és mértitk a percenkénti extinkcid novekedést 340
nm-en.

Reakcidelegy: 2,59 ml 0,1 M trietanolamin puffer
(pH 7,8) kiegészitve 0,2 ml 0,1 M MgClz, 0,1 ml 35 mM

glikdéz-6-foszfdt és 0,1 ml 11 mM NADP oldattal.
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3.5.5. Regeneracids tesztek

A magfrakcidé ismert térfogatait desztillalt vizes
kezelés utan, illetve kezelés nélkill ozmdétikusan
stabilizalt (0,7 M KC1l) feliilént8be kevertilk és
stabilizdlt maldtas téptalajra (CM) 8ntdttitk. Az eldbbi
az intakt sejtek, az utdébbi az intakt sejtek és a
protoplasztok eg&ﬁtﬁés szamdnak meghatdrozasat tette

lehetdve.
3.6. Sejtmagbevitel recipiens protoplasztokba

Sejtmagbeviteli kisérletekhez a Nycodenz gradiensen
kapott magfrakciot feltarépufferrel tizszeresére
higitottuk és 25 percig 14 500 gmax-al centrifugaltuk.
A kiﬁlépedet£ magékat 6vatosan felszuszpendadltuk 1-1,5
ml feltardpufferben.

Durva magp}eparétumot (3.4.2.b.) kbzvetleniil

hasznaltunk fel ilyen kisérletekben.

(a) PEG-Ca2+ fuzié: Az SZIMC 1157 sejtmagokhoz 1:5-10
aranyban SZMC 1156 protoplasztokat kevertiink 1-2 ml
feltardépufferben. (Ezeket a protoplasztokat kdzvetleniil
a felhasznalds el8tt képeztiik.) Centrifugdldas utan (20
perc, 14 500 gmex) az liledéket 1 ml fizidés oldatban (30 %
PEG 4000, 100 mM CaClz, 5 % DMSO) 5 percig jégen, majd

10-15 percig 20 ©C-on inkubdltuk. A fuzidés elegy 50-100
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ul-eit 3-3 ml, 42-45 <C-os, stabilizdlt feliildntd tap-
talajba (VAM + 0,7 M KC1l) kevertiik és ugyanilyen alap-

taptalajra 6ntdttiitk. A lemezeket 35 ©C-on inkubaltuk.

(b) Elektrofizidés kisérletek: A Tanszéken épitett
elektrofuzidés késziilék 2 mm-es fuazidés kamrdjdban a
sejtmagokat és a recipiens protoplasztokat 100 ul vég-
térfogatban kevertiik 8ssze. Sorbarendezés utan (300 V/cm,
1 MHz, 90 sec) a fuzidét 40-60 sec idejﬁ, 800-1200 V
k6zbtti, exponencidlisan lefutd egyszeri impulzusokkal
kiséreltiik meg kivdltani. A taptalajba keverés és
inkubdlds az eldzl8ek szerint tdrtént. A recipiens
protoplasztok (SZMC 1156) ozmétikumaként (képzésnél is)

1,2 M szorbitolt hasznaltunk.

(c) Kontrol kisérletek: A magfrakciéval vagy durva
magpreparatummal | regenerdciés teszteket (3.5.5.)
végeztink. A recipiens protoplasztok markereit és
regenerdcidéjat ozmdétikusan stabilizdlt VBM és CM

tdptalajokon ellen8riztiik.
3.7. Fazidés termékek vizsgdlata.

A stabilizdlt téptalajon kifejlddstt telepeket
morfolégiai jellemz8ik és biokémiai sajdatossdgaik -
alapjdn Jjellemeztiik. Ez utébbihoz a regenerdlédott
telepekbdl micéliumdarabkdakat oltottunk &t VBM td&p-

talajra, majd az itt ndvekedésnek induld telepekbdl
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kiilénboz8 Osszetételll tdptalajokra (VBM, kiegészitett
VBM, CM) micéliumdarabkdkkal illetve konidiumokkal

végeztink leoltéast.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATAS.
4.1. A protoplaszt képzés kbrilményeinek meghatérozésa.

Annak ellenére, hogy az A. nidulansbdél torténd
protoplasztképzésre jél1 bevdlt mbédszerek ismertek, a
kordbbi sejtmagizoldldsi kisérletekben nem sikeriilt az
ilyen munkdhoz sziikséges mennyiségben protoplasztokat
képezni (Gealt és mtsi., 1976; Morris és mtsi., 1977).
Mivel a kisérleteinkben kiprdébdlt un. celofanos
technikéaval (Ferenczy és mtsi., 1975), illetve van den
Broek és munkatarsai (1979) &altal kidolgozott folyadék
tenyészetb8l kiinduldé protoplasztképzéssel egyarant a
kivdnatosnal kevesebb protoplaszthoz jutottunk,
kidolgoztunk egy masik, folyadék tenyészetbdl toérténd
protoplasztdléast. -Ezzel a mbédszerrel kedvez8 esetben
lombikonként = 1-5¢108 protoplaszt is el8dllithatd volt

(1. kép).
4.2. Sejtmagizolalas kdriilményeinek optimalizdlasa
4.2.1. Recipiens - donor kivdlasztdsa

Meghatdrozva a felhaszndlt két toérzs protoplaszt
populdcidéjanak méretbeli megoszldsat és a proto-

prlasztonkénti atlagos magszamat (3. dbra), meg-

dllapitottuk, hogy az SZMC 1156 torzsbdl tobb kisméretl
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1. kép: SZMC 1157 protoplasztok fénymikroszkdpos képe
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B 1156
g 1157

-2.2 2.2- 3.1~ 490 4.9 8.8~ 6,7~ 7.6~ BE5 94~

3.1 4.0 4.9 5.8 6.7 7.6 8.5 9.4
atmérd (u)

0 1 2 3 4 5
adtlag magszam/protoplaszt

SZMC 1156 és SZMC 1157 protoplaszt
populdcidé méretbeli megoszlasa
SZMC 1156 és SZMC 1157 protoélasztok

dtlagos magszama
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(4 yum-nél kisebb) és kisebb magszami protoplaszt Jjon
létre. Mivel ezt kedvezd8tlennek taldltuk a sejtmagok
centrifugédlassal térténd tisztitdsandl, a 1157-es

tdrzset haszndltuk fel a magizolélésfa.

4.2.2. Feltard - izoldlé kdzeg optimalizadldsdnak

eredményei

A kiil6nbdz8 oldatok ozmdétikus viszonyainak ismerete
mind a protoplasztokkal, mind a sejtmagokkal végzett
mﬂveletek sordn fontos, ezért meghatdroztuk a fel-
haszndlni tervezett szerves és szervetlen vegyliletek
(pl. ozmétikus stabilizatorok, gréadiens anyagok,
fuzogén anyagok) ozmétikus értékeit (4. abra).

A megfelell8 feltard - izoldlo kdzeg Jjelenléte a
sikeres magizoldlds egyik 1legfontosabb feltétele. Az
irodalémbél meglehetdsen ellentmonddsos képet kapunk
arrdl, milyen 6ssszetevB8kbdl kell egy ilyen oldatnak
dllnia. A kovetkezd tényez8k hatdsit vizsgdltuk meg
részletesen: (a) ozmdétikum fajtdja és koncentracidja,
(b) kétértékll ionok, (c) membrdnstabilizdld vegylletek,
(d) gradiens anyagok Jjelenléte, (e) az oldat pH-ja.

(a) Ozmétikumként egy szervetlen (KCl) és eéy
szerves (szorbitol) vegylilet hatdsat teszteltiik.

KCl tartalmd feltarépufferben, mindegyik kiprdbilt

KC1 koncentracid mellett (0-1 M) a sejtmagok
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dbra: Vegyliletek ozmdétikus értékei
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morfoldégiailag sértetleneknek latszottak, bar kis
koncentraciéknal (0-0,5 M) 1 6éras inkubacidé utan a
magok duzzaddsidt lehetett megfigyelni. Csak KCl-ot
tartalmazéd oldétban 'felszu52pendélt sejtmagdk kivétel
nélkiil szétestek. Ezen 1-2 mM Mg2+ hozzdaddsa sem
vdltoztatott lényegesen. El8nytelen hatdsa volt a KCl-
nak, hogy ellsegitette a kilénbdz8 szubcellularis
elemek aggregdcidjdt, ami az elvdlasztdsi lépéseket
zavarta.

A szorbitol hatasat 0-3 M koncentrdcié-tartomanyban
vizsgdltuk. 0,5-2 M k&z6tt 1 6réds inkubdlas utdan is jol
megdrzdtt sejtmagokat figyeltiink meg. Magasabb
koncentraciéban (3 M) ilyen inkubdlds utdn a sejtmagok
kisebbeknek, kompaktabbaknak ladtszottak. Csak
szorbitolt tartalmazé oldatban egy résziik rgttn sérilt
és az épen maradtak is nagyon érzékenynek bizonyultak
mechanikai hatésokra. Mg2+ tartalmia (1-2 mM) szorbitol
oldatban ez a sériilékenység sokkal kevésbé volt

észlelhetd.

(b) A vizsgdlt ionok (Ca2+ és Mg2+) az izoladlt
sejtmagokra gyakorolt hatasukat tekintve egyen-
értéklieknek bizonyultak. A feltdrdépufferben, . 1-10 mM
k6z8tti koncentracidéban fenntartottdk a mag normdl
morfoldégidjit és ndvelték a magok stabilitdsdt. Ez a
stabilizdldé hatds Ficoll Jjelenlétében még ozmdétikum
nélkil is megtartotta a magok integritéséf, bar

hosszabb inkubalas utan alacsonyabb Mg=2+
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koncentracioénal (1-2 mM) kismértékben duzzadtak.
Magasabb koncentriaciéndl (20 mM), inkubalds utan a
magok jelentds része torzult, vagy szétesett. Kizardlag
MgClz-ban (0-20 mM) felszuszpenddlt sejtmagok gyors
l1izdldsdt figyeltiik meg. A magasabb Mg2+ koncentraciéd
(10-20 mM) fokozta a sejtmagok aggregdcidés hajlamat
egymdssal és egyéb sejtalkotdkkal.

A megfeleld ionkoncentracid a magmembran
integritdsdnak meg8rzésén tul sziikséges a kromatin
kondenzdlt &llapotban tartdsdhoz (Bradbury és Matthews,
1981) tovabba, befolydsolhatja a Jjelenlevd nukledazok
aktivitdsat. A. nidulans ismert nukledzai (pl. DN-&az 4)
elslYsorban Mn2+ és CaZ+ jelenlétében aktivak (Campbell
és Winder, 1983). Mivel Jjelent8s nukledz aktivitast
taldltak a sejtmaghoz kdtve is (Koa és mtsi., 1990)
csak a minimdlisan szlikséges kétértékil ionkoncentracidt
célszertt alkalmazni.

Mindezek figyelembevételével az oldataink 2 mM-os

koncentrdaciéban tartalmaztak Mg2+-ot.

(¢) Kisérleteinkben Ficoll, PVP és glicerol mag-
membranra gyakorolt hatdsdat vizsgdltuk.

Legaldabb 1 mM Mg2+ jelenlétében 12-18 % Ficoll
ozmétikum nélkiil is megtartotta a sejtmagok egységét,
bar hosszabb inkubdlds utdn azok  észrevehetlen
duzzadtak. Ionok nélkiili Ficoll oldat stabilizdlé
hatdsa sokkal kisebb wvolt. A Ficoll észrevehetden

fokozta a sejtmagok rezisztenciéjét kil6nbdzs
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mechanikai feltarasok sordan is. Mindezek
figyelembevételével az oldatainkban 7,5-15 % kozdtti
koncentraciéban alkalmaztuk.

A PVP (Ms: 40 000) és a Ficoll hatasa lényegében
hasonlé volt. Tartésabb inkubdlds utdn PVP tartalma
kbzegben tobb wvolt a sériilt sejtmag, mint Ficoll
jelenlétében.

A glicerol kisebb koncentracidkban (5-10 %)
stabiliz4lé hatdst volt. Ilyer koncentraciék mellett,
Mg2+ Jjelenlétében szorbitol nélkiili feltardépufferben
megakaddalyozta a sejtmagok duzzadasat. Nagyobb
koncentrdcidéban (20 %) azonban sok sejtmag lizisét
figyeltiik meg. Jelenléte a feltarépufferben

csdkkentette a feltdrdés alatt sériilt sejtmagok szdmat.

(d) A sliriiséggrddiensek formdldsdra hasznalt
Percoll és Nycodénz hatasat vizsgdaltuk. A feltaro-
pufferben a Percoll jelenléte (0-35 %) semmilyen
észlelhetd hatdst nem gyakorolt a megfigyelt sejtmagok
morfolégidjara. Hasonléképpen a Nycodenz 0-40 % kozdtt
2 mM Mg2+ és 1 M szorbitol Jjelenlétében hosszabb
inkubdlds utdn sem okozott észlelhet8 vdltozdst. Csak
Nycodenzt tartalmazé oldatban a sejtmagok gyorsan

szétestek.

(e) A kozeg pH-jdnak hatdsdt 4,0 és 8,0 kozdtt
vizsgdlva az optimdlisnak a 6,5-7,2 kdzdtti tartomany

bizonyult. Ligosabb kdzegben 1 6rds inkubalds a sejt-
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magok jelentbs részének szétesésével jart. Az
optimdlisndl savasabb kozegben ilyen kédrosoddsukat nem
észleltik, de kiildénésen ©pH 6,0 alatt fokozottan
aggregdlddtak. Elbnytelen a ligos kdzeg azért is, mert
a kordbban emlitett Aspergillus nukledzok mindegyikének
pH optimuma 7 és 9 kizé esik.

A megfeleld pH (7,0) bizositdsdra a HEPES-KC1l
puffert taldltuk a legalkalmasabbnak, mert csak kis

mértékben kot meg kétértékll ionokat.
4.2.3. Sejtfeltdrdsi eljdrasok vizsgalata

Az ultrahanggal torténd feltaras rendkivil
hatékonyan ejtette szét a protoplasztokat (1.
tadblazat). Céljainkra ugyanakkor alkalmatlannak
bizonyult, mert a kiszabaduld sejtmagok szinte kivétel

nélktil mar révid kezelési id8 (15 sec) alatt is

szétestek.
kegelési leadott teljesitmény (W)
(;22) 35 70 105 140
15 3.1 2.2 0.4 0.2
30 1.5 0.9 0.1 <0.01
45 0.4 0.1 0.01 -
60 0.2 0.07 * -

1. tédbléazat: Protoplaszt tulélés %-ban kifejezve
ultrahangos feltdrdst kovet8en.
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A Potter-homogenizatorral torténd protoplaszt
feltdrds eredményeib8l lathatdé (2. tdblazat), hogy még
maximdlis fordulatszdm mellett is taGl hosszt kezelési
id8re volt sziikség, hogy elfogadhatdan kis talélést
kapjunk. Az ilyen tartdés homogenizdlds azonban a méar

kiszabadult sejtmagok nagy részének dezintegrdlddasaval

Jjar.
kezelési fordulatszam (rpm)

ids

(perc) 300 600 900 1200
1 94 82 65 56
2 68 53 37 22
4 34 27 15 10
8 22 15 4 3

2. tdblazat: SZMC 1157 protoplaszt tulélés Potter-
homogenizatorral torténd feltarast
kovetben %-ban kifejezve.

A French press kezelés megfeleld .nyoméson mar
egyszeri feltdrdssal is a protoplasztok dnt8 tobbségét
szétejtette (3. tdbldzat). Bar a sejtmagok Jjelentds
része 1is sériilt, de mintegy 50 %-ukat a fény-
mikroszképos megfigyelés épnek mutatta a feltdrds utan.
Kisérleteinkben ezért ezt a feltarasi nédot

alkalmaztuk.
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alkalmazott nyomds (psil)
kezelési
szdam 500 1000 2000 3000
1X 11 6 2 0.01
2X 10 2 0.4 <0.01
3X 6 1 0.1 <0.01

3. tédbldzat: Protoplaszt talélés %-ban kifejezve
French-press kezelést kovetden.
1psi = pound per square inch

A kémiai Gton és.ozmétikus sokkal tortént feltarast
csak durva magprepardtummal folytatott kisérletekben
haszndltunk. Itt azokat a koriilményeket kellett meg-
teljes protoplaszt pusztuldst

hatdroznunk, amelyek

eredményeztek. Nisztatinnal ez 150 ug/ml-es
koncentrdciéval 10-12 perces kezelés utdn volt elérhetd
4 oC-ok ké6riil tartott mintdban. Magasabb h&mérsékleten
a szétesés joval gyorsabb. Triton X-100 0,1 %-os
koncentrdcidéban 1 perc utdn adott tokéletes feltdrast.
Mindkét kezelés  utan jelentbs szamban voltak
megfigyelhet8k szétesett sejtmagok. Ozmdétikus sokkal 5
perces kezeléssel értink el tokéletes feltarast. Ebben
a kbzegben a protoplasztokbdl kijutd magok mikroszkdpos

megjelenése normdlis volt.
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4.2.4. Sejtmagizoldlas eredményei

Kordbban S. cerevisiae és N. crassa sejtmag
izoldldsdra leirt néhany mdédszert (Ide és Saunders,
1981; Kamimura és mtsi., 1981; Hautala és mtsi., 1877)
illetve ezek szadmos moédositdsat is kiprébaltuk, de A.
nidulansra kevésbé bizonyultak hasznalhatdénak.

A Nycodenzt kedvez$ tulajdonsdagai (pl. biolégiai
inertség, kis ozmbétikus érték) élkalmassé teszik
kil6nbozl elvalasztasokban valé felhaszndldsra
(Rickwood, 1983; Vagvolgyi és mtsi., 1988; Véagvolgyi és
mtsi., 1990). Az Adltalunk kidolgozott mdédszerrel
sikerilt A. nidulans protoplasztokbdl tiszta, Jjé
dllapotban 1lév8 sejtmagokat tartalmazd magprepardtumot
nyerni. Esetiilnkben a Nycodenz gréadiensen toérténd
centrifugdlas utan a sejtmagok egy diffiz sdvban, annak
k&zéps8 részében falélﬁaték (2. kép). Az épen maradt
protoplasztok és a citoplazmatikus maradvanyok (pl.
mitokondriumok) nagy része é graddiens felsd részén, mig
a sejtfalas szennyeztdés (hifadarabok) az alsé részen
koncentrdlédnak. A sejtmag kitermelést, néhdny més
modszer eredményével Osszevetve a 4. tdblazat mutatja.
Megfigyeléseink szerint ‘a legnagyobb veszteséget a
feltdrds okozta, amikoris a sejtmagok mintegy 50 %-a

karosodott.
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2. kép: Nycodenz gradiens centrifugdlds utdni képe
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Kitermelés(%)

Aspergillus nidulans

Gealt és mtsi., 1976. 18,8

Vagvolgyi, 1990. 26
Neurospora crassa

Dutta, 1969. "low''*

Hautala és mtsi., 1977. 29

Hsiang és Cole, 1973. 46

Krumlauf és Marzluf, 1978. B67-75

Reich és Tsuda, 1961. <101
Physarum polycephalum

Mohrberg és Rusch, 1971. 40-50
Saccharomyces carlsbergensis

Rozijn és Tonino, 1964. 70-80
Saccharomyces cerevisiae

Bhargava és Halvorson, 1971. 46,7

Doi és Doi, 1974. 24

Kamimura és mtsi., 1981. >20%*

Mann és Mecke, 1980. 30

Sajdel-Sulkowska és mtsi., 1974. 30-40

Wintersberger és mtsi., 1973. 36
Sbhizosabcharomyces pombe

Duffus, 1968. 10-20

Duffus, 1969. 10

2. tédblazat: Izolalt sejtmagok kitermelése a tiszta
magfrakcidéban DNS mérés alapjén.
*becsléssel ’
**magszdmoldssal
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4.3. Nycodenz gradiensen nyert magfrakcidé analizise

4.3.1. Fénymikroszkdépos vizsgalatok

Sejtmagfestésre a- DAPI  bizonyult a leg;
hasznadlhatébbnak, mivel kevésbé halvdnyult UV fényben,
mint a t8bbi kiprébdlt festék. Segitségével mind a
sejtfonalakban és a - protoplasztokban, mind a
protoplaszt homogenizdtumban és a végst magfrakcidban
(3. kép) Jjél1 megfigyvelhetden festtbdtek a magok. Az
izoldlt és az in situ sejtmagok azonos megjelenéslek
voltak. Kerekded, ovdlis vagy enyhén szabdlytalan alaku
testeﬁ, kissé vadltozd atmér8vel. JA1 lehatdrolt, fényes
sadrga-sargasztld fest8déstik lehetbvé tette a mas
sejtalkotdktdl vald joé elkiildnitésiiket, ép vagy sérilt
voltuk megédllapitasat. Ezen fénymikroszkdépos
vizsgdlatok szerint a sejtmagfrakcid lényegében mentes

volt az ép protoplasztok, fonaldarabok és a

citoplazmatikus maradvanyok okozta szennyezdtdéstdl.
4.3.2. Elektronmikroszképos vizsgdlatok

Az elektronmikroszkdépos vizsgdlatok megerdsitették
fénymikroszképos megfigyeléseinket. Az 1izoldlt sejt-
magok és a protoplasztokban megfigyeltek azonos meg-
jelenéstiek voltak (4. kép). A magok atmérdje 0,8-1,5 um
k6z6tti volt. Egy résziknél a magmembran Jjelenléte is
megfigyelhetd. Szennyez8désként els8sorban, a fel-

tehet8leg az elektronmikroszkdépos mintakészités sordn



3. kép: Fluoreszcensen festett sejtmagok hifdban (A),

protoplasztban (B), protoplaszt homogenizdtumban (C) és

izolalt &llapotukban (D). (A feltiintetett méret 10 um-t

Jeldsl.)
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141t sejtmagok

1ZO

SZMC 1157 protoplaszt (A) és

kép

4.

(B) elektronmikroszkdépos képe

161.)

Jje

(A feltiintetett méret 0,5 um-t
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dezintegrdlédott magokbdl szarmazd kromatiqﬁéredékek

voltak jelen.
4.3.3. Izolalt sejtmagok kémiai &sszetétele

A 5. tablézatban az A. nidulans SZMC 1157-bd1l
izolalt sejtmagok kémiai analizisének eredménye
ldthatd, kordbbi sejtmagizoldldsi eljarasokban kapott

értékekkel bHsszevetve.

4.3.4. Enzimolégiai vizsgdlatok

A G-6-PDH a citoplazma egyik marker enzime. Meg-
hatdrozva és Osszevetve a teljes protoplaszt
homogenizdatum és a Nycodenz gréddiensrdl nyert
magfrakciéd G-6-PDH aktivitdsdat, a magfrakcidéban az
eredeti aktivitéé'mindﬁssze atlagosan 1,93%-t talaltuk.
Ez is jelzi a citoplazma eredetll szennyez8dés minimdlis

voltat.

4.3.5. Regenerdaciés vizsgdlatok.

A regenerdcidés vizsgdlatok szerint a magfrakcidban
alig van Jjelen regenerdldédni képes protoplaszt illetve
hifadarab. Ozmétikusan nem érzékeny sejtes szennyezldés
(hifadarab), a protoplasztdlds mindségétdl figgden
vdltozd, de adltalaban a regeneralddni képes

protoplasztokndl kisebb szdmban hozott létre telepeket



DNS RNS Fehérje Megjegyzés

Aspergillus nidulans

Gealt és mtsi., 1976. 1 2,8 8,7 diploid

Vagvolgyi., 1990. 1 3,0 10,8 haploid
Neurospora crassa

Dutta, 1969. 1 = 8 =

Hautala és mtsi., 1977. 1 3,5 i =

Hsiang és Cole, 1973. 1 6,3 = =
Physarum polycephalum

Mohrberg és Rusch, 1971. 1 1 5 =
Saccharomyces carlsbergensis

Rozijn és Tonino, 1964. 1 3,7 35 =
Saccharomyces cerevisiae

Bhargava és Halvorson, 1971. 1 2:5 15,6 =

Doi és Doi, 1974. 1 2nl 13,7 tetraploid

Kamimura és mtsi., 1981. 1 4 17 haploid

Mann és Mecke, 1980. 1 8,6 43 haploid

1 7,8 38,7 diploid

Wintersberger és mtsi., 1973. il 4,2 17,3 diploid
Schizosaccharomyces pombe

Duffus 1968. 1 5,8 36,5 =

Duffus 1969. 1 9,4 114,58 =

5. tdbldzat: Izoldlt gombasejtmagok kémiai Osszetétele a DNS tartalomhoz
viszonyitva.

0G
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4.4. Sejtmagbeviteli kisérletek eredményei
4.4.1. Durva magpreparatummal folytatott kisérletek

100 %-os protoplaszt pusztuldst kovetBen a lehetd
legrdvidebb id8n beliil kiséreltilk meg elérni a sejtmag
protoplasztba jutdasat, hogy minimdlisra cstkkentslik az
enzimatikus degradicidé lehet&ségét (Kokileva, 1979).
Bizonyitott magbevitelhez nem jJutottunk. Ennek
valdészinll oka a sejtmag kdrosodadasa volt a feltaraskor.
Feltehetd, hogy a detergens és a nisztatin
haszndlatakor a magmembrdn sériilése, mig hipoozmdétikus
kbzegben a magtartalom egy részének elvesztése tette

funkcidképtelenné a magokat.
4.4.2. Tisztitott sejtmag beviteli kisérletek

Izo0lalt sejtmagok protoplasztﬁa jutasanak
lehet8ségeit mutatja be sematikusén az 5. 4&4bra. PEG-
Caz+ fuziés rendszerben csak a b. vdltozat
eredményezhet magbevitelt, mert az a. mechanizmussal -
a mag- és a sejtmembradn fuzidéjakor - a magtartalom
mintegy beiiriil a citoplazmdba. A magbevitelbdl szarmazd
hibrid létrejsttének tovabbi feltétele, hogy a
fuziondald protoplasztok &dltal kérbezdrt és igy bejutéd

sejtmag intakt, funkcidképes legyen.
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ORORAR
o_/ @ O

5. dbra: A magbevitel lehetséges mechanizmusai
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Az SZMC 1157 izolalt sejtmagjainak atvitelét célzd
kisérletekben kis gyakorisdaggal ugyan, de VBM tap-
talajon is novekedni tuddé fuzids termékeket kaptunk (5.
kép). Tekintettel arra, hogy mindké£ partner auxotrdof
mutdns, VBM tdptalajon nodvekedni képes telep csak
auxotrdofia komplementacidé révén johet 1létre. Ilyen
komplementdcidét protoplaszt-protoplaszt fazid vagy\és
mag protoplasztba Jjutdsa eredményezhet. A regeneracids
tesztek &ltal az SZMC 1157 magpreparatumdban kis.
szamban kimutathaté ép, regenerdcidéra (és esetleg
fuziéra) képes protoplaszt. A sikeres kisérleteinkben a
VBM taptalajon kifejlods fauzids telepek szama
szignifikdnsan meghaladta a magprepardtumbdl kimutatott
protoplasztok szadamdt. Ezek a hibridek tehdt csak a
sejtmag protoplasztba Jjutdsa révén johettek létre. A

beviteli gyakorisdg 5+10-7-108-on kozé esett (6.

tablazat).
kisérlet szama 1 2 3
beviteli
gyakorisag 5,010°7 5,310°7 8,110 7

bevitellel kapott
telepszam 5 6 11

6. tédblazat: Hdrom sejtmagbeviteli kisérlet eredménye

Nem vezettek eddig eredményre az elektroftziés mag-
beviteli kisérleteink, badr a haszndlt paraméterek

hasonldéak voltak, mint amilyenekkel sikeres fuziét
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5. kép: Sejtmagbevitelb8l szdrmazd regenerdlddd telep

mikroszkdépos képe
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valésitottak meg A. nidulans protoplasztok (Lynch és
mtsi., 1989a), illetve A. nidulans és Apium graveolens
(zeller) protoplasztok (Lynch és mtsi., 1989b) kozott.
Ennek ellenére magbevitelbdl szdrmazd hibridet nem
kaptunk. Nyilvanvaldé, hogy olyan elektrofizidés para-
méterek bedllitdsa eredményezhet majd magbevitelt, ahol
a c. helyett a b. mechanizmushoz hasonléan (5. &bra)
protoplaszt-protoplaszt fuzidéval Jjutnak sejten belilre

a magok.

4.5. Fazidés hibridek analizise

A sejtmagbevitelb8l szdrmazd, a fuzidés csészéken
kindv8 hibridek jellegzetes, szabdlytalan morfoldgidja,
kiegyenstlyozatlan ndvekedésli telepeket fejlesztettek
(6. kép). Ezek néhdny napos inkubdcié utédn erds
konidium képzbdést mutattak. Hifadarabkat oltva
stabilizdlatlan VBM tdptalajra a kifejlddd telepek
szabdlyosabb ndvekedéstiek lettek. Konidiumaik és
telepdarabok leoltdasanak eredményeit ki116nbdz6

taptalajra a 7. tdblazat mutatja.

Konidium Telepdarab
VBM - PABA ~ =
VBM = +
VBM + adenin + +
VBM + lizin + +
CM + +

7. tédblazat: Fazids telepek leoltdsdnak eredménye
kiilonboz8 taptalajokra.
+ = van ndvekedés
- = nincs névekedés
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6. kép: Heterokaridétikus telepek magbeviteles faziéds

csészén
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Morfolégiai jellemz8ik illetve biokémiai sajatos-
sdgaik alapjan a kifejlddstt telepek heterokarionoknak

bizonyultak.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn A. nidulans sejtmagjainak proto-
plasztokbdl t6rténd izolalasat, jellemzését és
recipiens protoplasztokba torténd bevitelét

valésitottuk meg.

(a) Meghatdroztuk azokat a feltételeket, melyek
lehet8vé tették a sejtmagizolalashoz sziikkséges nagy
mennyiségl 'protoplaszt el8allitasat folyadék-
tenyészetbdl.

(b) A protoplészt populdcié heterogenitasa alapjan
meghatdroztuk, hogy a két tdrzs kdziil melyik (az SZMC
1157) alkalmasabb sejtmag izolalaséara.

(c) Optimalizdltuk a magizoldlds sordn haszndlt
oldatok 6sszetétélét. Elstsorban az ozmétikum, mag-
membran étabilizélé polimerek, kétértékﬁ'ionok és a pH
hatasat Vizsgéltuﬁ. Osszefoglalva ezen kisérletek
eredményeit megdllapithats, hogy az Aspengilius sejtmag
sok tekintetben az élesztd sejtmaghoz hasonldan
viselkedett.

(d) Szamos sejtfeltdrasi eljidrdsnal vizsgdltuk a
protoplaszt feltaras hatékonysagat, 6sszevetve a
kiszabaduld sejtmagok &llapotdval. Kedvezdnek a French
press hasznalatdt taldltuk, mert kevés sériilt magot (=
50 %) eredményezett kis protoplaszt tulélés mellett (=

0,01 %).
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(e) Sejtmagizoldldsi eljardast dolgoztunk ki -
utolsé 1lépéseként Nycodenz silirlUséggrdadiensen t8rténd
elvdlasztast alkalmazva - mely lehetdvé tette A.
nidulans SZMC 1157 t&rzséb8l megfeleld magprépérétum
készitését. A kiindulaskor jelenlevd sejtmagok
atlagosan mintegy 26 %-a nyerhetd igy ki.

(f) Az izoldalt sejtmagok &dllapotdt és tisztasagat
tobbféleképpen vizsgaltuk. A fény- és
elektronmikroszképos megfigyelések feltartdk, hogy az
izolalt sejtmagok szamottevd szennyezbdést8l mentesen,
jé . allapotban vannak jelen a magfrakcidban.
Meghatdaroztuk az izolalt sejtmagokban a DNS:RNS:fehérje
aranyt is (1:3,0:10,8), tovabba, hogy a G-6-PDH
aktivitds hény szidzaléka marad vissza a magfrakcidban
(1,93%). Mindkét eredmény azt mutatja, hogy a sejtmagok
mentesek a szamottevd citoplazmatikus szennyezddéstdl.

(g) Izolalt Aépergillus'sejtmagok felhaszndlasaval
kiilénbozb sejtmagbeviteli kisérleteket is végeztiink. Az
un. durva; magpreparatummal folytatott kisérletek nem
vezettek eredményre. Hasonldéképpen nem sikeriilt eddig
tisztitott sejtmagot elektrofiizidéval protoplasztokba
Juttatnunk. Ugyanakkor kis gyakorisdga (5-10-7-10-8),
de reprodukdlhatd bevitelt sikeriilt megvaldsitani PEG-
Ca2+ indukdlta fuzidval. Az igy kapott hibridtelepek

Jjellegzetes heterokaridétikus tulajdonsagokat mutattak.
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Eddigi eredményeinkre tdamaszkodva a joév8ben tovabb
kivdnjuk tokéletesiteni a sejtmagizolédlast (pl. a
feltdras finomitdsaval) tovdbbd megkiséreljik névelni a
magbevitel 'hatékonysééét (ﬁl. elektrofuzid alaposabB

vizsgdlatdval, a PEG-CaZ2+ rendszer optimalizalasaval).
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