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BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

Munkémban az Aspergillus nidulans penészgombdt hasz-
ndltem kisérleti objektumként. Az eredmények értelmezé-
séhez roviden ismertetem ennek az organizmusnak a leg-
fontosabb jellemz8it.

Rendszertani besoroldsa a kovetkezs:

XI. Ph, Mycophyte /Valdédi gombdk/
3. Cl. Ascomycetes /Témlis gombdk/
3. O. Plectascales
l. F, Aspergillaceae /Kannapenész/
Aspergillus nidulans csoport
sSp. Aspergillus nidulans

Az Aspergillus nidulans a természetben gyakran eld-
forduld, penész kiilseju szaprdfiton szervezet, Néha em-
beri mikdézist /tiid§/ is okozhat, ez azonban szerencsére
ritka betegség. Iparilag bizonyos tdrzsekbdl celluldz-
bontdé enzimet 41litanak eld.

Vegetativ micéliumdnak hifdi keresztfalakkal osztottek,
és erdsen eldgazdk. A keresztfalakon egyszerii pdrus lat-
haté /6. dbra/.

A sejtfal elektronmikroszkdp alatt nem mutat lemezes
felépitést. Kémiailag kitinbdl és gliikdnbdél 411, Jellemzd
a tomlSs gombdkra, hogy nemf -1,4 poliglukdz /celluldz/
ven jelen, henem fdlegp-1,3 és [3-1,6 x6tésii, néha £ -1,3
sk -1,4 kotésii is lehet. Kis mennyiségben D manndz,

D galaktéz, D galaktdz-amin is elSfordul, de D xildz és
D fruktdz nem.

Az Agpergillusok morfoldgiei felépitését Czapek-Dox
féle tdptalajon szokjék megadni, mert a kiilonbdzd téapta-
lajokon nagyon nagy eltérések mutatkoznak a morfoldgidban.,

A telep eleinte fehér, majd megjelenik a konidiumok
s0tétzold szine. E1l84llitottak a konidiumok szinképzésé-
ben sériilt sdrga, fehér, barna, "chart" /vildgos zold/
mutdnsokat is, ezek értelem szeriien a megfeleld szini
telepeket adjdk /4/.
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A konidium tarté sima falu, fels$ részén sdrgdsbarna
szinii, 60-130'pm hosszu. A végén gomb alaku vezikulum
1l4dthaté, dtmérdje 8-10 pm. A sterigmdk a tér minden ird-
nydban dllnak, két sorosek /elsldleges és mésodlagos
sterigmdk/. A konidiumok sorban fiizédnek le a sterigmdk
végén, a vad tipus esetén sotétzdldek, érdes gombok, At-
mérdjik 3-5 pm. A konidium fej /vezikulum+sterigmék+koni-
diumok/ rovid oszlop alaku, 40-80 x 25-40 um méretil,

A bioszintetikus folyamatok mechanizmusdban egy érdekes
jellemzd taldlhatd, nevezetesen az, hogy a lizin bioszin-
tézise nem a 2,6-diamino-pimelinsav uton, hanem a 2-amino-
adipinsav uton jdtszddik 1le.

Az Aspergillus nidulans ivaros szaporoddsa ismert, de
vannak olyan tdrzsek is, ahol nagyon nehezen vagy egyal-
taldn nem indukélhatd az ivaros folyamat /31/.

A faj homotallikus, nemzedék-vdltakozdsdnak menete az
5. abrédn ldthatd., A peritéciumokat jellegzetes hifdkbdl
4116 dlszbvet veszi koril, az un. "Hille-sejtek". A ter-
métest gombdlyded, zdrt kleisztotécium, dtmérdje 100-175
e A termStestek szabdlytalanul helyezkednek el a véd§
hifdk /peridium/ 41ltal kdzrezdrt micélium kdtegben. A ben-
nilkk szintén szabdlytalanul elhelyezkedd 8-8 db haploid
aszkospdra sima falu, az ekvatoridlis bardzda szélén két
taraj ldthatd, mely ép szélil, keresztben rovdtkds, 0,5-
1,8 pm széles. Az aszkospdrdk biborviorisek.

A gombdkban, igy az Aspergillus nidulensban is, a ve-
getativ szaporodds /sejtosztddds/ kiilonos médon, az un.
gomba mitdzissal torténik, A centroszdma nem a citoplaz-—
mdban, hanem a sejtmagburokban taldlhatd, igy osztddds-
kor a magburok nem 0ldddik fel, a huzdéfonalak a sejtmag-
on belil alakulnek ki.

Az 0rckl5d8 sajdtsdgok rekombindcidjdrae egyes gombdk-
ndl, igy az Aspergillus nidulansndl, szabdlyos ivari
folyemat hidnydben is nyilik lehetdség /1,27/.
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A paraszexualitds sordn két haploid egyed fonalai kodzott
vegetativ anasztomdézis tdrténik, ezzel heterokarion in-
terszeptum jon létre. A heterokarionban a kariogdmia is
fellép, és a létrejott diploid sejtmag a haploidokkal
egylitt szaporodik az uj interszeptumok képzddése sordn.
A genetikai rekombindcidra a diploid magok mitézisai so-
rén torténd crossing-overekkel nyilik lehetdség. A szeg-
regdcid pedig a diploid magok iddnként fellépS haploidi-
zdcidja révén valdsul meg /32,33,34/.

Jellemzd a paraszexualitdsra, hogy az egyes fdzisok
hossza /szemben a normdl ivari folyematéval/ szabdlyta-
lan és az egyed fondlzatdn belill a kiilonbdzd fdzisok
pdrhuzemosan is elSfordulhatnak. Annyi szabdlyszeriiség
mégis van a folyamatban, hogy olyan fajndl, mely normdlis
ivari folyamatra is képes, a kétféle géntérképezés
azonos eredményt ad /31,32/.

Az irodalomban viszonylag részletes géntérkép taldl-
haté az Aspergillus nidulans genomjérdl, ez ldthatd a
4, dbrédn /27/.

A 1dkuszok a Clutterbuck dltal javasolt jeldlésrend-
szerrel vannak feltiintetve, a centromeront —e— jeloli
/5/.

Nemcsak a gombdk, de dltaldban a mikroorganizmusok
protoplasztjainak fuzidjdrdl nagyon sok kdzlemény lel-
hetd fel az irodalomban.

Auxotrdéf Gram-pozitiv baktérium mutdnsok vagy antibio-
tikum rezisztens mutdnsok protoplasztjainak fuzidjdval
tobb esetben sikerililt rekombindns utddokat ellSdlliteni
/Bacillus megatérium, Eacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus lactis, Bacillus thuringiensis/
T2 20/,

Beszdmoltak Gram-negativ baktériumok szferoplasztjai-
nak fuzidjdval nyert komplementdcidrdl és rekombindns
utddok észlelésérdl is /Escherichia coli, Providencia
alcalifeciens/ /12,28/.
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Az antibiotikumok termelésében rendkiviil jelentGs
Actinomycetales csoport szdmos fajaval végeztek fuzids
kisérleteket eredményesen. Kiilonosen jelentds Hopwood
és munkatdrsai a Streptomyces coelicolorral végzett mun-
kdja, de szdmos mds Streptomyces és Micromonospora faj-
rél is jelentek meg kdzlemények /12,22/.

Az eukaridta mikroorganizmusok koziil a fonalas gombadk,
az élesztlk és az algdk egyardnt alkalmasak fuzids vizs-
gdlatokra. llegfeleld enzimes kezeléssel, esetleg kémiai
eldkészités utén protoplasztok nyerhetdSk beldlikk, ezek
ozmotikusan stabilizdlt kozegben fuziondltathatdk, re-
generdcidra késztethetdk. A fuzids termékek koziil hetero-
karion és diploid is izoldlhaté. A gének komplementdcidja,
a tulajdonsdgok rekombindciéja megfigyelhetdé /11,14,15,

D - L ¢ 4

Eredményes fuzidé végezhetd kiilonbozd fajhoz tartozéd
organizmusok k&zott /pl: Aspergillus nidulans x Asper-
gillus fumigatus, Penicillium roqueforti x Penicillium
chrysogenum, Aspergillus nidulans x Aspergillus ruguldsus,
Penicillium chrysogenum x Penicillium notatum, Kluyvero-
myces lactis x Kluyveromyces fragilis/.

Mitokondriumok, kloroplasztok és virusok protoplaszt
fuzid segitségével végzett transzfuzidjdrdl is jelentek
mezZ beszdmoldk /18/.

Bacillus megatérium protoplasztokkal ugy végeztek fu-
ziét, hogy 50 C-on 120 percig hdkezelték az egyik part-
nert. A hiGkezelés hatdsdra a protoplasztok elvesztették
regenerdcids képességiiket, de ha nem hdkezelt protoplasz-
tokkal fuziondltattdk Sket, a fuzids termékben a hdkezelt
partner genetikei anyaga is kifejezddésre jutott /20/.

Kisérleteimben alapvetd szerepet jédtszott a benomil,
és az utébbi 15 évben szdmos benzimidazol szdrmazék ke-
Tiilt gyakorlati felhaszndlésra is. Alkalmezzdk dket mint
széles spektrumu fungicidet /benomil, fuberidazole, thia-
bendazole/, mint nematocidet /fenbendazole, mebendeazole,
parbendazole, thiabendazole/, sSt antitumor gydgyszer is
ven kozdttilk /oncodazole/. oy
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Kimutattdk, hogy kismértékii ovocid hatédssel is rendel-
keznek, azaz elpusztitjdk a rovarok és atkdk tojdsait.

A fentebb emlitett vegyiiletek kereskedelmi elnevezése,
szerkezeti képlete, valamint pontos kémiai elnevezése
az 1,2,3, édbrédkon ldthaté /37/.

A benomil /benlate, fundazol, methyl 1-/butylcarbamoyl/-
2-benzimidazolyl-carbamate/ nukleofil tdmadds vagy UV-be-
sugdrzds hatdsdra elbomlik, MBC /methyl 2-benzimidazole-
carbamate, benzimidazolecarbamate methyl ester, carben-
dazim/ keletkezik beldle, mely az eddigi vizsgdlatok
szerint a gombasld hatdsért felelds alapvegyiilet. Vizes
oldatban a benomil szintén elbomlik, MBC és butylisocya-
nate keletkezik beldle /7,36/.

A benomil ekut toxicitdsdra jellemz3 LD 50 érték szdjon
at /per os/ adagolva, patkdnyon mérve: 9,5 g/kg.

Hasonldan alacsony toxicitdst mutatott a benomil mds
emlds dllatokban is: egérben, nyulban, juhban. Az ala-
csony toxicitds a vegylilet nagyon gyors metabolizmusdnak
és hidroxildlt alskban valdé kivdlasztdddsdnak kdszdnhetd.

Erdekes kiildnbséget taldltaek a kiilonbozd benzimidazol
vegyliletek k6z6tt, ha intraperitonedlis vagy per os ada-
golds utdn vizsgdltdk az dllatok szérumdnak citotoxici-
tdsdt /host-mediated assay/. Intraperitonedlis adagolds-
ban az BC, a benomil és a PPO10 /methylbenzothiadiazine/
hasonld mértékii toxicitdst mutatott. Per os adagolva
azonban a benomil kezelés 10O-szeresen alacsonyabb érté-
ket adott, mint‘a tobbi. A jelenség magyardzata valdszi-
niilleg abban rejlik, hogy az LBC az a degraddcids termék,
amely felelds a PPOl10 és a benomil citotoxikus hatdsdért
is. A killonbdz6 adagoldsi méd esetén eltérd az egyes
vegyliletek stabilitdsa, adszorbcidjdnak mértéke, vagy
metabolizmusa /37/.

Eukaridétdkban a benomil befolydsolja a ploiditdst.
ilappas és munkatdrsai beszdmoltaek arrdl, hogy a benomil
és az MBC erdsen ndveli a diploid és a részlegesen hap-
loid szegregdnsok szdmdt egy diploid Aspergillus nidulans

torzsben.
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A legfontosabb hatdsnek szerintilkk e non-disjunctid ki-
vdltédsa tekinthetd, de a mitotikus crossing-overek gya-
korisdganak kismértékii novekedését is megfigyelték /23,
24,25/,

A benomil haeploidizdldé hatésdnak mechanizmusa viszony-
lag részletesen ismert. Tobb cikk jelent meg arrdl, hogy
bizonyitottdk a mitdzis huzdfonalainak kialakitdsdban
szerepet jdtszd tubulinnal vald kapcsoldédédsdt /9/. Beno-
milra rezisztens Aspergillus nidulans torzsekbdl a szen-
zitiv t6rzsekétdl eltérd felépitésii tubulin volt izoldl-
hatdé. Ez a vdltozds felell8s lehet a benomil reziszten-
cia kialakuldsdért /8/.

Allium cepa /vdrdshagyma/ gyokér sejtjeiben 96 és 48
ppm benomilt tartalmazd oldatban vald 15 dSrds kezelés
utdn, a kromoszdéma rendellenességek gyakorisdgdnak no-
vekedését figyelték meg. A sejteket a prometafdzisban
és a metafdzisban befolydsolja a benomil. Mdr 12 ppm
benomil koncentrdcidé fragmentdcidt indukdl.

Beszdmoltak arrdl is, hogy a benomilt és az MBC-t
mutagén hatdsra tesztelve, Salmonella his G 46 és
TA 1530 torzseken mutagénnek taldltdk, de nem bizonyult
mutagénnek a TA 1531, TA 1532, TA 1534 Salmonella tor-
zseken /35/.

A benzimidezol szdrmazékok mutagén hatdsdnak mechaniz-
musdra sziiletett egy érdekes elképzelés; mely szerint
uj tipusu bdzis-analdg mutagénekként viselkednének. Ez
a feltevés még tovdbbi megerisitésre szorul a szerzdk
sajdt véleménye szerint is /25/.

Torchinsky vizsgdlatai alapjén tudjuk, hogy a benomil-
nak teratogén és embriotoxikus hatdsa is kimutathatd
patkdnyokon. A ndstény dllatokat a parosodds elltt egy
hénapig, mejd a terhesség alatt is benomillal kezelték.
A benomil hatdsdra ndvekedett a spontdn postimplantdcids
elhaldlozdsa az embridknak, és a torzok aridnya is.

Styles és Garner kdzdlte, hogy a benomil és az LBC

citotoxikusnak bizonyult, amikor megvizsgdltak specifi-
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kus kdérokozdktdl mentes tdrzsii patkdnyokon és killonbszd

eml3s sejtvonalekon /felndtt ember mdj, Hela, egér kotl-

szovet, sziriai horcsdg vese, Kinai hdrcsog tudd/. Meg-
figyelték, hogy a hatds a mitdzis megdllitdsdra, illetve
kégleltetésére és kis gyakorisdgu kromoszdma kidrosoddsok
létrehozésdra irdnyul.

Szovetkulturdkon végzett vizsgdlatokbdl tudjuk azt is,
hogy a benomil és az MBC 107221072 M koncentrécidban
pykndézist valt ki. A sejtek magvainak anyaga homogén,
erlsen festddd tomeggé alakul hatdsdra, mely a sejtel-
halds egyik jele. 1072 M feletti benomil koncentrdcid
megdllitja a sejtosztdddst a metafdzisban, ndveli a
pyknotikus magok szdmidt és ndveli a morfoldgiailag ab-
normdlis magok szamit.

Orvosok megfigyelték, hogy a benomil a vele tartdsan
érintkezdkon kétoldali konjunktivitist /kotShdrtya gyul-
ladds / és kontekt dermatitist /bdr gyulladds/ okozhat.
A kdérfolyamatban az immun rendszernek fontos szerepe van,
allergia elleni gydgyszerekkel a tiinetek mérsékelhetdk.
Valdészinii tehdt, hogy ezek az anyagok hapténként visel-
kednek.

K#fer és Upshall rendkiviil érdekes megfigyelést kozol-
tek aneuploid Aspergillus nidulans tdrzsekrdl. llorfoléd-
giai kililonbségeket taldltak, ha egy kromoszdémdra mono-
szémids, diszdémids vagy triszdmids torzs telepeit hason=-
litottdk Ossze /26/.

Az eddig ismertetett irodalmi adatok felhaszndldasaveal
- A 1lys” mutdcid kromoszdémélis elhelyezkedésének vizs-

gdlata a 1157 jelii Aspergillus nidulans torzsben.

- Stabil aneuploid tdrzsek megjelenésének kimutatdsa
diploid heterozigdta Aspergillus nidulans tdrzsek beno-
mil kezelése utdn.

- Atmeneti poliploidok létrehozédsa haploid Aspergillus
nidulans mutdnsokbdl.

- Protoplaszt fuzid az egyik partner hé-inaktivdldsavel.



l. dbra, Benzimidazol szdrmazékok

-NH-CH,-CH ,-CH,~CH

2 2 2

0
\u -NH-C-OCH3
N

benomil /fundazol/
methyl 1-/butylcarbamoyl/ benzimidazol-2-yl carbamate

T

1
2-/2 =furyl/ benzimidazole

3

Z2—-Q=0

fuberidazole

H

N

q§§§7
\\\\1[__-“i::i;____s
thiabendazole

’ . . »
2-/4 =-thiazolyl/ benzimidazole
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2, abra. Benzimidazol szarmazékok

0 ﬁ
]
C _NH-C-O—CH3

oncodazole /R 17934/
methyl 5-/2-thienyl-carbonyl/ benzimidazol-2-yl carbamate

H
]
N 0
1.
~NH=C=0=CII
3
N

methyl benzimidazol-2-yl carbamate

carbendazim /1.BC/
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3. dbra. Benzimidazol szdrmazékok

H

[::::::::J[__ __[:::::::::H//// —NH-E-O—CH
S 3

fenbendazole
methyl 5-phenylthiobenzimidazol-2yl carbamate

H
1
f
\\\\“-NH—C—O-CHB
N

mebendazole
methyl 5-benzoylbenzimidazol-2-yl carbamate

z—

Q=0

-

4

0
U - NH=C=0=CH
“9C4 NH=C=0 n3

methyl 5-butylbenzimidazol-2-yl carbamate

L

parbendazole
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50 ébra

Az Aspergillus nidulans nemzedékvdltakozdsa
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6., abra
Egy Aspergillus nidulans sejt vazlata
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Jelmagyardzaet:
c: centridlum folt, er: endoplazmds retikulum,

€3]
n

: egyszeri pdrusu szeptum, F: sejtfal, G: Golgl-készi-

16k / diktioszéma /, L: lipidcsepp, mt: mitokondriunm,

N: nukleusz, n: nukleolusz,

p
limetafoszfdt szemcsdk, v: vakudlum, vt: Voronin-test,

0)]



7. ébra
A membrénfuzid elvi vdzlata
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ANYAGOK ES MODSZEREK
Mikroorganizmusok

A mutdcidk jelolésére a Clutterbuck altal javasolt rend-
szert haszndltam.

FGSC 90
Aspergillus nidulans
Vad izoldtum. Diploid.

FGSC 92
Aspergillus nidulans
Vad izoldtum. Haploid.

FGSC 350
Aspergillus nidulans
1. bi A1 3. phe A2 6. lys Al s B3

FGSC 407
Aspergillus nidulans
l. ad E20 bi A1l 2. Acr A1l 3. phe A2 4. pyro A4
5. lys B5 6. lac A1 7. cho A1 8. ribo B2 che Al

FGSC 473
Agpergillus nidulans
1. sul Al ad E20 2. Acr Al w A3 3. Act Al
4. pyro A4 5. fac A303 6. lac Al s B3
To 0oli A2 cho A1 8. ribo B2 cha Al

FGSC 476
Aspergillus nidulans
1. sul Al ad E20 2. Acr A1l w A3 3., Act Al
5« lys B5 7. cho A1l 8. cha Al



R-21

Aspergillus nidulans

l. paba y

1156

Aspergillus nidulans

1. paba y ad

Az R-21-b31 késziilt UV besugdrzdssal.

1157
Aspergillus

E

nidulans

N - g—

l. paba y ismeretlen helyzetii: 1lys

Az R-21-b61 késziilt UV besugdrzdassal.

5662
Aspergillus
Diploid. ad”

nidulans

Protoplaszt fuzidval késziilt: 1156

5756
Aspergillus

Diploid. y
Protoplaszt

5760
Aspergillus
Diploid.
Protoplaszt

5761
Aspergillus
Diploid.
Protoplaszt

nidulans
paba”
fuzidval

nidulans

fuzidval

nidulans

fuzidval

késziilt:

készlilt:

késziilt:

1157

1157

1157

X

FGSC 476

1156

FGSC 407

FGSC 473
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Tr
Aspergillus nidulans
Protoplaszt fuzidval késziilt: 1157 x 5662.

Te
Aspergillus nidulans
Protoplaszt fuzidval késziilt: 5662 x 5756.

A tOrzsek szdrmazédsa:
- Az FGSC jelu torzsek
Fungal Genetics Stock Centre
Humbold State University
Arcata, CA 95521 USA
- R-21, 1156, 1157 torzsek a JATE Mikrobioldgiei
Tanszékének torzsgylijteményébll szdrmaznak.
- 5662, 5756, 5760, 5761, Tr, Te torzseket vizsgdlataim
sordn protoplaszt fuzidval dllitottam eld, az eldzd
torzsekbdl.

Specidlis Vegyszerek

Iiofilezett csigaenzim preparidtum
A JATE Nikrobioldgiai Tanszékén késziilt a kdvetkezd
médon: Helix pomatia héjdt az dllat 24 Srds éheztetése
utdn feltorjiik, a zsigerzacskdt felnyitjuk, a gyomor-
nedvet jéggel hiutdtt edénybe fejtjik, 20 percig
8000 rpm-mel centrifugdljuk. A feliiluszdt mélyhiitjiik,
majd liofilezziikk. Felhaszndlds eldtt a "csigaenzim ol-
dat" cimszd alatt leirt mdédon feloldjuk, 0,45 pm-es
membrdn sziirén sterilre sziirjiik.

Benomil /fundazol/
A Chinoin Gydégyszer és Vegyészeti Termékek Gydrdnak

/Budepest IV Té u 1-5/ készitménye. Analitikailag
tiszta prepardtum.
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Trypaflavinum /Akriflavin,Xanthacridinum,Tripaflavin/
A vegyszert a "REANAL" Koziileti Vegyszerboltbdl szerez-
tilk be, at. mindségben, kataldgus szdma: 1385. A készit-
mény narancsvoros szinii, keserii izi por, 3,6-diamino-
10-metilakridiniumklorid és 3,6-diaminoakridiniumklorid
kb.2+1 ardnyu keveréke.
"REANAL" Kozileti Vegyszerbolt
Budapest, XIV. Telepes u. 58-60. Telefon: 632-047

Oligomicin
A vegyszert a "REANAL"™ Koziileti Vegyszerboltbdl szerez-
tilk be. Kataldgus szdma: 1115. Osszegképlete: C24H4OO6
Molekulasulya: 424,58

Aktidion /cikloheximid/
Beszerezhetd: Boehringer Mannheim Gmbh
A-1201 Wien, Pasettistrﬁpe 64.
Kataldgusszdm: 103675 Osszegképlet: Cy5Hp 50,

Molekulasuly: 281,3
Téptalajok, oldatok
A tenyésztéshez haszndlt tdptalajok

Maldta torzsoldat
Kereskedelmi maldtakivonatbdl csapvizzel olyan higitdst
készitettem, mely refraktométerrel 10 % cukortartalmat
mutatott.
Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

llaldtds-élesztdkivonatos tdpoldat
Bacto Yeast Extr.
llaldta torzsoldat
Glukdz
Csapvizzel oldjuk. pH: 6,5
Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

t£%

/0

w wm O
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Maldtds-élesztikivonatos tédptalaj

Bacto Yeast Extr. 0,5 %
Maldta torzsoldat 5 t£%
Glukdz 3 %
Szdlas agar 2 %

Csapvizzel oldjuk. pH: 6,5
Sterilezziikk 20 percig 120 C-on.

A protoplaszt fuzidhoz sziikséges tdptalajok és oldatok

Fuzids minimdl tdptalaj

/NH4/2504 0,5 %
KH, PO, 0,1 %
MgSO, . TH,O 0,05 %
Glukdz 1 %
Bacto agar 2 %
KC1/0,6M/ 4,47 %

Desztilldlt vizzel oldjuk. pH: 6,5

Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

Gentamicin 50 Fg/ml
Esetleges tdpanyagkiegészitéseket hozzdadjuk.

Fuzids minimdl lemezdntd tiptala]

a/

b/

Ugyanaz az Osszetétel alkalmazhatd, mint a fuzids mi-
nimdl tdptalajé, csak a Bacto agar koncentrdcidjat

1 %-ra csdkkentjlik.

A téptelajt 40 C-os vizfiirddbe téve megvdrjuk, mig
hémérséklete 40 C-ra csdkken, és igy haszndljuk.
Bacto agar 1 %
KC1/0,6li/ 4,47 %
Desztilldlt vizzel oldjuk. pH: 6,5

Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

A tdptalajt 40 C-os vizfiirdSbe helyezve megvarjuk,
mig hémérséklete 40 C-ra csodkken, és igy haszndljuk.
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6M KC1l oldat

KC1/0,6M/ 44,7
0ldjuk 1000 ml desztilldlt vizben.
Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

Csigaenzim oldat

Liofilezett csigaenzim 1;5
Streptomicin 50
0ldjuk 0,6li-os KC1l oldatban.

7o
pe/ml

Sterilezés: Centrifugdljuk 10 percig 4000 rpm-el.
Sziirjiik O,45,nm-es membrénsziirdn.

Fuzids oldat

A

PEG 4000 30
CaClz.EHZO/O,lM/ 1,47
Desztilldlt vizzel oldjuk. pH: 6,5
Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

DNS meghatdrozdsdhoz haszndlt oldatok

Perkldrsav oldat /PCA/

Perkldrsav 10
Desztilldlt vizzel oldjuk.

Difenilamin oldat

Difenilamin 4
Jégecetben o0ldjuk, frissen.

Acetaldehid oldat

Acetaldehid 1,6
Desztilldlt vizzel oldjuk.
Haszndlat eldtt tizszeresdére higitjuk.

%

N
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DNS standard oldat
Csirke eritrocita DNS 400 pg/ml
5 mM NaOH desztilldlt vizes oldatdban oldjuk.
Heszndlaet elltt:
20 % perkldérsav oldattal kétszeresére higitjuk.
Hidrolizdlunk 70 C-on 15 percig.
10 %-os perkldérsav oldattal kétszeresére higitjuk.
Az igy kapott standard oldat lOO‘pg/ml tartalmu.

A mutdcidk teszteléséhez haszndlt tdptalajok és oldatok

Pontecorvo minimdl tédptalaj

NaNO3 0,25 %
KH2P04 0,1 %
MgS0, . TH,0 0,05 %
KC1 0,05 %
Glukéz 2 %
Bacto agar 2 %
Desztilldlt vizzel oldjuk. pH: 6,5

Sterilezziikk 20 percig 120 C-on.

Czapek-Dox minimdl tdptalaj

Nal0, 043 7
KH2P04 0,1 7
MgSO4.7H20 0,05 %
KC1 0,05 %
FeS0, . TH,0 0,001 %
Szachardz 3 %
Bacto agar 1,5 %

Desztilldlt vizzel oldjuk. pH: 6,5
Sterilezziik 20 percig 120 C-on.

Komplettdld kiegészitd Czapek-Dox taptalajhoz
Tripton vagy kazein hidrolizatum 1 7
Elesztd kivonat 0,1 %



Lodder féle vitaminkeverék

Folsav 0,2 mg
Biotin 0,2 mg
Ca-pantotenat 40 ng
Inozitol 200 ng
Niacin 40 ng
Paba 20 ng
Pirodoxin HC1l 40 ng
Aneurin HCl /tiamin/ 40 ng
Riboflavin 20 ng

100 ml steril desztilldlt vizzel oldjuk.
1 liter tdptalajhoz 1 ml Lodder oldatot adunk.

Aminosav és vitemin igények, a szulfdt fel nem haszndlds
tesztelése

A vizsgdlatokat két metodikdval végeztem, az egyiket csik-
oltdsos médszernek, a mdsikat korongos tesztnek neveztem el.

Csik oltédsos mddszer

40 C-ra lehiitdtt Pontecorvo minimdl tdptalajba oldottam
fel a megfeleld kiegészitd keverdket. A kiegészitd keverék
valamennyi igényelt anyagot tartalmazta, annak az egynek
a kivételével, melyre a vizsgdlat tortént. Emellett termé-
szetesen bedllitottam valamennyi igényelt anyagot tartal-
mazd, és semilyen kiegészitést nem tartalmezd kontrol csé-
széket is. A kiegészitd anyegok koncentrdcidja a tdpta-
lajban a kovetkezl volt:

Biotin, pirodoxin, riboflavin, paba 5 pg/ml
Adenin, L lizin, L metionin 50 Fg/ml
DL fenilalanin 100 pg/ml
Cholin HC1 20 pg/ml

A tédptalajt petricsészékbe Sntottem ki, és megszildrdulds
utdn sugdr irdnyban 1-1,5 cm hosszu csikokat huztam a
konidiumokba martott oltdkaccsal. 1 csészére 8 csikot
oltottam le. 30 C-on inkubdltam. Az értékelést 20 Sra
utdn mikroszkdpos vizsgdlattal, és 48 Sra utdn szabad-
szemmel is elvégeztem.



Korongos teszt

Ellendrzdtten tiszta petricsészékbe Pontecorvo minimdl
tdptalajt ontdttem. 1 ml 107 konidium/ml szuszpenzidt
egyenletesen szétfolyattam a tdptalaj feliiletén, a feles-
leget letntSttem, majd steril boxban a tdptalaj feliileté-
re szdritottam a konidiumokat. Fontos, hogy az oltdshoz
haszndlt konidium szuszpenzid friss és kellden siirii le-
gyen. 30 C-os termosztdtban 5 Srdt inkubdltam a csészé-
ket, majd felhelyeztem a tépanyagkiegészitd anyagokat
tartalmazd papirkorongokat. A korongok felhelyezése csi-
pesszel tortént, a csipeszt minden korong utdn alkohollal
leégettem. Egy csészére négy korongot raktam fel, a csé-
sze s2816t81 2 cm tdvolsdgra. A tdpanyagkiegészitést
tartalmazd korongokat sziirpapirbdél vdgtam ki irodei lu-
kasztdval. A korongokat dtitattam a megfeleld kiegészi-
t8t tartalmazd torzsoldattal, megszdritottam, majd 10
percig 120 C-on sterileztem JSket. Hutdszekrényben a
szdraz korongok eltarthatdk. A tdrzsoldatok valamennyi
igényelt anyegot tartalmaztdk, annak az egynek a kivé-
telével, melyre a vizsgdlat tdrtént. Természetesen min-
den igényelt anyagot tartalmazd korongot is készitettem.
A torzsoldatokban a kovetkezd koncentrdcidkat alkalmaz-

tam.
Biotin, pirodoxin, riboflavin, paba 1 mg/ml
Cholin HC1l 5 mg/ml
DL Fenilalanin 20 mg/ml
Adenin, L lizin, L metionin 10 mg/ml

A korongok felhelyezése utdn 30 C-on inkubdltem a csészé-
ket. 20 dra utdn mikroszkdppal, majd 48 dra utdn szabad-
szemmel értékeltem a ndvekedést a korongok koriil.

legjegyzések
- A biotin igényt egyik mddszerrel sem tudtam vizsgalni,

ugyanis biotin kiegészités nélkiil is ndvekedtek a tor-

zsek. A jelenség oka valdsziniileg a felhaszndlt vegy-
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szerek nem megfeleld tisztasdga, biotinnal vald szeny-
nyezettsége.

- A pyro, a ribo, a paba, az ad, és a lys igény mindkét
médszerrel jol vizsgdlhatd.

- A fenilalanint azért alkalmaztam dupla mennyiségben,
mert csak DL keverék készitmény 411t a rendelkezésemre.

- A cholin igény érdekes mddon jelentkezett. A konidium-
ok csirdzdsa cholin nélkiil is megindult, majd megdllt
a novekedés. Emiatt a korongos teszt nem alkalmazhatd
a vizsgdlatra. Fontos, hogy a cholint viszonylag ala-
csonyabb koncentrdcidéban haszndljuk, toményebben ugya-
nis toxikus hatdsa kezd jelentkezni.

- A szulfdt fel nem haszndldst metionin igényként tesz-
teltem. ElSzetes vizsgdlataimbdl kideriilt, hogy NaZSOB-t,
Na28203-t nem képesek felhaszndlni a mutédns torzsek, de
metionin vagy cisztein jelenlétében ndvekednek. A koni-
diumok csirdzdsa metionin, vagy cisztein nélkiil is
megindul, majd megdll a novekedés, hasonldan a cholinndl
tapasztaltakhoz. A korongos teszt tehdt itt sem hasz-
ndlhatd vizsgdlati mddszer.

A rezisztencia mutdcidk tesztelése
Az ekriflavin koncentrdcid - novekedés fliggvény

Malatds - élesztdkivonatos tdptelajt 40 C-os vizfiirdd-
ben lehiitottem, majd hozzdadtam a megfeleld mennyiségii
akriflavint. A tdptalajt petricsészékbe ontdttem, a ki-
hiillés utdn kozépre, oltdtiivel, egy pontba konidiumokat
vittem fel. 30 C-on 4 napig inkubdltam, majd lemértem
a telepek 4tmérdjét. Az eredmény a 8. dbrdn, grafikonon
lathatd.

A rezisztens FGSC 407 lényegesen magasabb akriflavin
koncentrdacidt visel el, mint az érzékeny 1157. Feltiind
e beldlik fuzidval elddllitott torzs /diploid/ laposen
lefutd gorvéje.
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8. dbra. Akriflavin koncentridcid-ndvekedés fiiggvény
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Csik oltdsos mddszer

Vizfiird8ben 40 C-ra hiitdtt maldtds-élesztSkivonatos
tdptalajban feloldottam a megfeleld mennyiségii drogot.
A tdptalajt csészékbe ontottem, majd steril fogpiszkd-
1éval esetleg oltdkaccsal sugdr irdnyben 1,5-2 cm-es
csikokat huzva oltottam le a konidiumokat. Egy csészére
nyolc csikot. 30 C-on inkubdltem. 2 és 4 nap utdn érté-
keltem a novekeddst. A drogokat a kivetkezd koncentrd-

cidban alkalmaztam:
Akriflsvin
Aktidion

Korongos teszt

100 }zg/ml
100 pg/ml

Pontecorvo minimdl tdptalajhoz az aminosav-vitamin

igények tesztelésénél leirt mennyiségben kevertem a

kovetkezd kiegészitl8 anyagokat: vi, pyro, ribo, paba,

phe, lys, ad, cho, met. A tdptalajt petricsészékbe on-

tottem és hagytem megdermedni. A tdptalaj feliiletére
1 ml lO7 kon/ml szuszpenzidt szélesztettem, a felesleges

folyadékot ledntottem és a lemez feliiletét megszdritottam.
30 C-on 3 dérdt inkubdltam a csészéket, majd felraktam a

drogot tartalmazd papirkorongokaet. Egy csészére nég
| <) X o (=1

korongot helyeztem a csésze szélétdl 2 cm tdavolsdgra. A

korongokat csipesszel sterilen kezeltem, &s minden korong

utédn alkohollal leégettem a csipeszt. A sziirépapirbdl

irodai lukasztdval kivdgott papirkorongok dtitatdsdhoz

ez aldbbi koncentricidju torzsoldatokat heszndltam. A

kapott

zatban l4thatd.

gdtldsi zdndk dtlagos 4dtmérdje szintén a tibla-
1<) S

A drog neve

A torzsoldat

A gdtldsi zdna &dtmérdje mm-ben

koncentrdcidja rezisztens szenzitiv
Akriflavin 50 mg/ml 15 30
Aktidion 50 mg/ml 0 15
Oligomicin 10 mg/ml 0 20
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A korongok felhelyezése utdn 30 C-on inkubdltam, a ndve-
kedést 20 és 48 Sra utén értékeltem.

Megjegyzések

- Az akriflavin és az aktidion rezisztencia a csik oltéa-
sos és a korong teszt mddszerrel egyardnt jol vizsgal-
haté.

- Az oligomicin rezisztencia vizsgdlatokhoz a korongos
médszert alkalmaztam, hogy minél kevesebbet haszndl-
jak fel az értékes antibiotikumbdl.

- A szulfonemid rezisztencia vizsgdlatokhoz a kovetkezd
kiilonleges szabdlyokat is be kell tartani. A tdptalaj
pH-jdt T7,2-re 4dllitottam, a szulfonamid készitmény jobb
0ldddédsa végett. A tesztet a tdptalaj felilletére helye-
zett Sumetrolim kristdllyal végeztem és ha gdtldsi zd-
ndt nem észleltem, rezisztensnek tekintettem a torzset.
A Sumetrolim rezisztencia vizsgdlatdhoz haszndlt tép-
talaj nem tartalmazhatott paba-t, mely antagonizdlja
a szulfonamidok hatdsiat.

- A fluorecetsav rezisztencidt acetdt fel nem haszndlds
formdjdban teszteltem, a rendkiviil mérgezd anyag nehéz
beszerezhetdsége és a vele vald munka veszélyessége
miatt. A médszert a laktdz fel nem haszndlds vizsgdla-
tdandl ismertetem.

Kiilonféle szénforrdsok hasznosithatdsdgdnak vizsgdlata

Az aminosav-vitamin keverék optimdlis koncentridcidjdnak
meghatdrozdsa

A kisérlethez dupla koncentrdcidéju Pontecorvo-minimdl
sdkeveréket készitettem. Sterileztem 120 C-on 20 percig,
majd 60 C-ra hiitdttem. Kiilon sterileztem 100 C-on 5 per-
cig 4 % Bacto agar és 1 % glukdz steril desztilldlt viz-
zel készitett oldatdt, majd ezt is 60 C-ra hiitottem.
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A két oldatbdl azonos mennyiségeket kevertem Ossze, majd
hozzdadtam a kiegészitd anyagok megfelelld mennyiségét.

A tédpanyagkiegészitésekbll harmadold koncentracidsort
alkalmaztam, 4 1lépésben. A kiinduld koncentrdcidk az
2ldbbi tabldzatban lathatdk:

Biotin, pirodoxin, riboflavin, paba 5 pe/ml
Adenin, L lizin, L metionin 50 Pg/ml
DL fenilalanin 100 pg/ml
Cholin HC1 20 pg/ml

A kiegészitett tdptalajt ellendrzotten tiszta petricsé-
székbe ontdttem dermedni, majd steril fogpiszkdldval,
esetleg oltdkaccsal sugdr irdnyben 1,5-2 cm-es csikokat
huzva oltottam le a konidiumokat. Egy csészére 8 csikot.
A vizsgdlathoz a 1157, az FGSC 407, az FGSC 476, az

FGSC 473 torzseket haszndltam. 30 C-on inkubdltam. 2 és 4
nap utdn értékeltem a ndvekedést. Az eredmény a kiovetkezd
volt:

A kiegészitd anyagkeverék lidvekedés
higitdsa
1 jé
153 jé
1/9 bizonytalan
1/27 nem nd

Kiilonbdzd szinforrdsok tesztelése

Az eldkisdrlet alapjdn a tovébbiakban e szénforrdst

0,5 /~-van, a kiegészitd anyagokat pedig = kdvetkezd kon-
centrdcidkban alkselmaztam:
Biotin, pirodoxin, riboflavin, paba 245 Pg/ml
Adenin, L lizin, L metionin 25 pg/ml
DL fenilalanin 50 Fg/ml
Cholin EC1 10 /ug,/ml

Egyebekben az eldz3 kisdrletben leirtakhoz hasonldé médon
jartam el. Az értékeldshez kétfdle kontrolt haszndltem:
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a/ Szénforrdst nem, csak kiegészitld anyagokat tartalmazd
tdptalajt.
b/ 0,5 % glukdz szénforrdst és a kiegészitd anyagokat
tartalmazdé tdptalajt. ;
A teszt tdptalaj a kiegészitd tdpanyagokat és 0,5 % szén-
forrdst tartalmazott. A hdrom tdptalajon mutatott ndve-
kedést Osszehasonlitva dontottem el, hogy a vizsgdlt torzs
képes-e a tesztben szerepld szénforrds hasznositdsdra. A
két vizsgdlt szénforrds a laktdz és az acetdt volt. Az
acetdtot ndtriumacetdt formdjdban alkalmaztam. Itt uta-
lok arra, hogy az acetdat fel nem haszndldst a fluorecet-
sav rezisztencia mutdcid kimutatdsdra haszndltam.

A szin mutdcidk kimutatdsa

Kisméreti petricsészébe maldtds-élesztlkivonatos tdp-
talajt ontottem. A csésze kdzepére 0,5 cm hosszu csikban
oltottam le a konidiumokat, majd 30 C-on 5 nap inkubdlés
utén értékeltem a szinkdépzést.

(D~

Protoplaszt szuszpenzid készitése

0t petricsészébe maldtds-élesztSkivonatos tdptelajt
ontottem, mely 50 ug/ml streptomicint is tartalmazott.
A tdptalaj feliletére sterilen nedves celofdnt helyeztem.
A celofénra ecsettel kis pottydk formdjdben oltottam le
a konidiumokat, kb. 106 kon/ml szuszpenzidbdl. Fontos,
hogy az oltashoz heszndlt konidiumok fiatal, 3-5 napos
tenyészetbdl szdrmazzenak. A csészéket 30 C-on inkubdl-
tam 20 drat. A celofdnokat csipesszel sterilen 5 ml
csigaenzim oldatot tartalmazd petricsészékbe helyeztem,
a rajtuk kindtt micéliummal lefele forditva. A csészdket
30 C-on 2 érdt rdzattem, majd mikroszkdppal ellendriztem,
kipzdddtt-e- elegendd protoplaszt. A csészék tartalmdt
Osszeont8ttem, a celofant egyszer lemostam 0,6 1! KC1 ol-

dattel, és ezt a mosSfolyadékot is egyesitettem az 13z
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szuszpenzidéval. A szuszpenzidt 17P02 /G2/ sziirdn atszir-
tem. A sziir8t haszndlat eldtt 0,6 M KCl oldattal dtobli-
tettem az esetleg jelenlev$ viznyomok eltdvolitdsa cél-
jdbdél. A sziirletet egy 50 ml-es centrifugacsdben fogtam
fel. A sziirletet centrifugdltam 10 percig 1500 rpm-el

4 C-on. A feliluszdt vizlégszivattyura kapcsolt Pasteur-
pipettdval szivtam le. Az ililedéket 1-2 ml 0,6 M KCL-el
felszuszpenddltam és egy 10 ml-es centrifugacsdbe szivtam
dt . A szuszpenzid sejtszdmdt Blirker-kamrdval hatdroztam
meg, majd 0,6 M KCl-el higitva 107 protoplaszt/ml-re 4l-
litottam be.

Protoplaszt fuzid

A fuziondlandd két torzsbdl 107 protoplaszt/ml szusz-
penzidt készitettem. 1-1 ml szuszpenzidt egy 10 ml-es
centrifugacsébe jdl Osszekevertem, majd 10 percig 1500
rpm-el, 4 C-on centrifugdltam. A feliiluszdt vizlégszivaty-
tyura kapcsolt Pasteur-pipettaval szivtam le. Fontos a
felilluszdé minél alaposabb eltdvolitdsa, mert a KCl gdtol-
Ja a fuzidt. Az lledékhez 2 ml fuzids oldatot pipettdztam.
A kémcsovet mozgatva, mejd erSteljesebben keverve felszusz-
pendédltam a protoplasztokat. 10 percig inkubdltem a szusz-
penzidt 30 C-on. A fuzidt mikroszkdppal ellend8riztem. A
szuszpenzidbdél 0,2 ml-t jdl elkevertem 20 ml 40 C-os
fuzids minimdl lemezdnt3 tdptalajba. EbbSl 5-5 ml-t ré-
tegeztem a petricsészébe Ontdtt 20 ml fuzids minimdl tdp-
talajra. A csészéket 30 C-on inkubdltam. Kb. 2-4 nap kell,
mig megjelennek a fuzids telepek. A kindtt telepekbldl
néhdnyat /10-50 db/ steril fogpiszkdldval Pontecorvo-mini-
mdl tdptalajra helyeztem 4t, és 30 C-on 4-5 napig inku-
bdltam. A kindvd telepek legnagyobb része jellegzetes
gyokeres ndvekedésii heterokarion, de dltaldban néhdny
szabdlyos, tomdtt novekedésii- diploid is megjelenik. A
diploid telepek a szinmarkerek konidiumokban t3rténd
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komplementdcidja alapjdn is felismerhetdk, ha megfeleld
partnereket vdlasztunk a fuzidhoz. Ha nem jelent meg
diploid telep, akkor a heterokarion telepekbdl 1,5 cm
telepdtmérd elérésekor kis darabkdkat fogpiszkdldéval &t-
helyeztem Pontecorvo-minimdl tédptalaj feliiletére helye-
zett celoféanra. A csészéket 7 napra 4 C-ra helyeztem,
majd 30 C-on inkubdltam tovdbb. Ekkor nagy valdszinliség-
gel sikeriilt diploid telepet vagy szektort taldlni. A
diploid teleprdl konidiumokat szélesztettem Pontecorvo-
minimdl tdptalajra, majd egy izoldltan ndv3 teleppel meg-
ismételtem a szélesztést. Igy tisztdn izoldltam az uj
diploid torzset, és a tovdbbiakban maldtds-élesztdkivo-
natos tdptalajon tartottam fenn.

Anasztomdzis

A vizsgdlandd torzsekbdl konidium szuszpenzidt készi-
tettem. A toménység 106 kon/ml, a szuszpenddld oldat ma-
lidtéds-élesztlkivonatos tdpoldat volt. Két tOrzs szuszpen-
zi8jdbSél 1-1 ml-t félkémcsSbe pipettdztam, Osszekevertem,
steril vattadugdval zdrtam. 3 napig inkubdltem 30 C-on.
Ekkor a tidpoldat tetején gombafonalakbdl erds hdrtya kép-
z8dik. A fonaltomeget steril léndzsatiivel elvdlasztottam
a kémcsS faldtdl, kis petricsészébe kiemeltem, steril
vizzel egyszer ledblitettem a rdtapadt tapfolyadékot. A
tovdbbiakban a lependéket feldaraboltem, és steril fog-
piszkdldval megfelellen kiegészitett vagy kiegészitést
nem tartalmazd Pontecorvo-minimdl tdptalaj felilletére
raktam. 5-7 napig inkubdltam 30 C-on, ekxor kifejlodtek

a telepek.

A benomil koncentrdcid-ndvekedés fligzvénydnekx felvétele
l'alatds-&élesztlkivonatos tédptalajt 40 C-ra hiitottem,
majd hozzdkevertem a megfeleld mennyiségli benomilt. A

tdptalajt petricsészékbe ontottem, és hagytam megdermed-



ni. A csésze kozepére oltdtiivel egy pontba vittem fel
a konidiumokat. 30 C-os termosztdtban inkubdltem 4 nap-
ig, majd lemértem a telepek Atmérdjét. Az 4tmérdkbdl ki-
szédmitottam a relativ ndvekedés szdzalékos értékét.
rel. nov. % = a drogon ndtt telep dtmérbje x 100 /
a kontrol telep &dtmérdje
Az eredmények a 11, 12, 13, 14, 15. grafikonokon lathatdk.

Benomiles kezelés szegregdnsok elddllitdsdra

A benomilt a ndvekedés-benomil koncentrdcid fliggvények
alapjédn 1,2 pug/ml koncentrdcidban kevertem a maldtds-
élesztSkivonatos tdptalajba. A tdptalaj felililetére ha-
rom kacsnyi konidiumot szélesztettem, majd inkubdltem a
csészéket 30 C-on 14 napig. Ekkor 10-50 aprd telep jelent
meg. A telepeket steril fogpiszkdldkkal kis petricsészék-
be ontott maldtds-élesztlkivonatos tdptalajra helyeztem
dt. Ez a tdptala] mar nem tartalmazott benomilt. Kb. 7
napos 30 C-os inkubdcid utdn 2-3 cm dtmérdju telepeket
keptam, melyeken jél felismerhetd szektorok voltak ldat-
hatdk. Minden szektorrdl steril fogpiszkdldkkal konidiu-
mokat oltottam 4t kis csészében levl maldtds-élesztdkivo-
natos tdptalajra, igy izoldltam és tisztén fenntartottam
a szegregansokat.

A DNS-tartalom kémiai meghatdrozdsa

A vizsgdlandd torzseket maldtds-élesztdkivonatos tdp-
talaj feliiletére oltottam le. A petricsésze kOzepére a
konidiumokba mdartott kaccsal 3-3,5 cm hosszu csikot huz-
tam. Egy vizsgdlathoz torzsenként tiz csészét haszndltam
fel. 14 napig inkubdltam 30 C-on. Ekkor az egész csésze
feliiletét bendtte a gomba, és kelllen konidiumosodott. A
csészékre 5 ml 0,05 %~os hideg SDS oldatot mértem, és a
tdptalaj feliletét livegbottal kapargatva a konidiumokat



szuszpenddltam. A tiz csészérdl készitett szuszpenzidt
egyesitettem, és 20 percig 4000 rpm-el hiitve centrifugdl-
tam. A feliiluszdét leontdttem, az iiledéket 5 ml vizzel
szuszpenddltam. A szuszpenzidt 20 ml 25 %-os szahardz
oldatra rétegeztem és az asztalon jégbe dllitva 3 drat
lilepitettem. A konidiumokat szennyezd nagyobb részecskék
kiiiltek a cukoroldat aljdra. A konidiumok néhény mm-t
iilepedtek a cukoroldatban. Lesgzivtam a konidiumokat tar-
talmazé részt, és 10 percig 4000 rpm-el hiitve centrifu-
gdltam. Az liledéket 5 ml hideg PCA oldattal szuszpenddl-
tam, és 30 percig jégen 4llni hagytam. A szuszpenzidt

10 percig 4000 rpm-el centrifugdltam, majd 5 ml PCA-val
gszuszpenddltem az liledéket. 1 dre hidrolizis kovetkezett
70 C-os vizfiirdében. Kdzben az egyenletesen szuszpenddlt
anyagbdl mintdt vettem, és 100-szoros higitdasban Biirker-
kamrdval meghetdroztam a szuszpenzid mililiterenkénti
konidium szdmdt. A hidrolizis utdn 10 perc 4000 rpm cent-
rifugdlds kovetkezett. 2 ml feliiluszdt, 0,1 ml acetalde-
hid oldatot, 2 ml difenilamin oldatot pipettdztem Ussze,
és ezt a keveréket inkubdltem 30 C-on 20 Srat. A DNS-tar-
talmat az 595 nm-nél mért fényelnyelésbdl hatdroztam meg,
kalibrdcids gdrbe segitségével. A kalibrdcids gorbe csir-
ke eritrocita DNS-oldat felhaszndldsaval késziilt. Az ered-

ményeket pi¥:s DNS/konidium formdban adtam meg.
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9. dbra. Protoplaszt képzddés csigaenzim hatdsdra

10, é&bra. Egy diploid és t5bb heterokarion fuzids telep




11. 4bra. Az FGSC 407 t8rzs benomil koncentrdcid-ndveke-

dés fiiggvénye

rel, nove. %

100

80 -+

60 J

40 -
20 rs
0 + + el + + t +—> benomil konc.

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 /Pg/ml/

12. 4dbra. Az PGSC 473 torzs benomil koncentracid-noveke-

dés filiggvénye
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13, &bra, Az 1157 torzs benomil koncentricid-ndveke-

dés fiiggvénye

rel., név. %
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14, &bra., Az 5760 tdrzs benomil koncentricid-ndveke-

dés filiggvénye
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15, dbra, Az 5761 torzs benomil koncentrdcid-ndve-

kedéa filiggvénye

rel. nov. %

+—> benomil konc.
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A LIZIN-IGENY MUTACIO KROMOSZOMALIS ELHELYEZKEDESENEK
VIZSGATATA A 1157 JELU ASPERGILLUS NIDULANS TORZSBEN

STABIL ANEUPLOID TORZSEK MEGJELENESENEK KIMUTATASA
DIPLOID, HETEROZIGOTA ASPERGILLUS NIDULANS TORZSEK
BENOMILES KEZELESE UTAN

Célkitiizéseim

Kisérleteim eredeti célkitiizése a 1157 Aspergillus
nidulans torzsben elhelyezkedd lys mutdcid /UV-besugdr-
zdssal dllitotta eld Oravecz Gyula/ kromoszdémdlis elhe-
lyezkedésének meghatdrozdsa volt. A 1157 tdrzs a nemzet-
kdzi irodalomban R-21 jellel ismert tdrzsbdl szdrmezik,
melyrdl mér kordbban megdllapitottdk, hogy a y és a paba
mutdcidja az I. kapcsoldddsi csoportban foglal helyet.
Vizsgdlataim sordn vetddstt fel, hogy a benomil kezelés
hatdsdra nem csak haploid, hanem aneuploid &dllapotu szeg-
regénsok is keletkeznek. Ekkor célul tliztem ki az aneup-
loid 4dllapotu szegregdnsok kimutatdsdt. Stabilitdsuk meg-
hatdrozdsdt nem szelektiv, benomil mentes tdptalajon.
Annak eldontését, hogy az aneuploidoknak bizonyuld szeg-
regdnsokban ismételt benomil kezeléssel ujabb kromoszd-
mék elvesztése kivdlthatdé-e. Megvizsgdlni, hogy mely
kromoszdmapdrok hajlemosak diszdmids dllapotban maradni.

Diploid, heterozigdta t0rzs létrehozdsa a 1157 és az
FGSC 407 torzsekbdl, az 5760 torzs szegregdnsainak
vizsgdlata

Protoplaszt fuzidval dllitottam eld az 5760 jelzési
diploid, heterozigdta Aspergillus nidulens torzset,
melynek egyik sziildje a vizsgdlandd 1157 jelzésii torzs,
a médsik pedig a nemzetkdzi irodalomban FGSC 407 jellel
ismert, minden kromoszdémdjian jelolt master torzs.



A fuzids eljédrds utdn az Osszecsapott protoplasztokat
fuzids minimdl illetve lizinnel kiegészitett fuzids
minimgl tdptalaj foliilontdjébe vittem ki. Az ozmotikus
stabilizator 0,6 M KCl volt. Mindkét esetben kb. azonos
szédmu telep jelent meg, a két torzs lizin igénye komple-
mentdlta egymédst, ebbdl kdvetkezik hogy killonbszd cisztron-
ba esnek. Egyszeriibben szdlva: a 1157 lys mutdcidja nem
lehet az 5. kromoszdémdn elhelyezkedd 1YS B cisztronban.
Az izoldlt fuzids telepek nagy része laza, szabdlytalan
/gyokér szerii/ micéliumot képzd, flleg sdrga, de kevés
vildgos 261ld konidiumot is termeld heterokarion volt.

A kisebb gyakorisdggal megjelend diploid telepeket tomdt-
tebb, rendezett micdéliumukrdl és sotétzdld konidiumaikrdl
konnyen felismertem. A fuzids telepek diploid illetve
hneterokarion voltdt az auxotrdfia és & szin markerek ko-
nidiumokban vald komplementdcidja és a konidium atmérdk
mikroszkdépos mérése alapjédn valdsziniisitettem.

A heterokarion telepek esetén a micéliumban mindkét szii-
16i sejtmag jelen volt és miikddott, igy a micélium nove-
kedéséhez nem igényelt kiegészitd anyagot. A konidiumok-
ba azonban csak egy sejtmag juthatott be, ez nyilvan csak
az egyik vagy a mdsik sziilével egyezd tulajdonsdgu lehe-
tett. Valdban a heterokarion telepek az egyik,illetve a
mdsik sziilének megfeleld auxotrdéfidju és szini /sdrga és
vildgoszold/ konidiumokat termeltek. A konidiumok atmé-
réje is a szlildi torzsekével azonos volt.

A diploid telepek esetében a sziildi magvak Osszeolvadtak,
igy egy magon beliil jott 1étre a hibds gének komplemen-
tdcidja. A micélium novekedéséhez természetesen itt sem
igényelt kiegészitd anyagot, sét a konidiumok is protot-
rof tulajdonsdguak és sdtétzdld sziniiek voltak. A koni-
diumok dtmérdje lényegesen nagyobb volt mint a haploid
gszlil8ké, illetve a heterokarion telepek &dltal termelt

konidiumok?é.
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A konidiumok mikroszkdposan mért dtmérdje:

1157 3,5 pm
FGSC 407 3,5 pm
Heterokarion 3,5 pm
5760 4,2 pm

Az 5760 diploid és a haploid tdrzsek konidium térfogata-
inak ardnya: V diploid / V haploid = 1,72

Az 5760 tdrzs stabilan fenntarthatd volt prototrdf for-
méban, nem szelektiv koriilmények kozott is, és mindig
csak prototrof konidiumokat termelt. Ez kizdrta annak
lehetdségét, hogy tobb 6ndlld, haploid, de egyetlen sejt-
ben levd mag révén jott létre a komplementdcid.

Erdekes kovetkeztetds vonhaté le abbdl, hogy a heteroka-
rion telepek vildgoszold és sdrga, a diploid telepek
pedig s6tétz6ld konidiumokat termelnek. Logikus, hogy a
konidiumok szinanyagképz3déséért felells gének miikcdése
csak azutdn indul be, miutdn a konidiumokba keriild egyes
sejtmagok mdr izoldlddtak egymdstdl.

Megvizsgdltam az 5760 tdrzset akriflavin érzékenység
szempontjdbdl is, és a varakozdsnak megfelelden akrifla-
vin rezisztensnek mutatkozott. Az Acr Al mutdcid domindns
hatdsa tehdt drvényre jutott. /ldsd: Anyeg-mddszer feje-
zetben az akriflavin koncentrdcid-novekedés grafikont/

A protoplaszt fuzidval kapott heterozigdtabdl benomil
kezeléssel prdbdltam haploid szegregdnsokat elddllita-
ni. A kapott szegregdnsokat csik oltasos mdédszerrel vizs-
gédltam meg, hogy milyen markerek nyilvdnulnak meg benniik.
Elméleti megfontoldsok alapjdn az egyes markerek /mutdns
fenotipusok/ eldforduldsi gyekorisdga a haploid utddok-
ban 50 %-nak vérhatd, mivel vagy a mutdns gént hordozd
kromoszdéma vagy a mdsik keriil az utddba.

A szin markerek esetén nem egy, nhanem két zén alléljeinek
kGlcsonhatdsa hatdrozza meg a fenotipust. Igy ndgy lehe-
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t8ség 411 elS, melyek az aldbbi tdbldzatban ldthatdk.

Az 1. kromoszémdn|A 8. kromoszdéman | Fenotipus vart
v locus allélje |cha locus allélje gyakorisig

v cha Barna 25%

y vad Sérga 25%

vad cha Vildgoszold 25%

vad vad S6tétzold 25%

Specidlis esetet jelent a lys  marker, melynek helyzete a
1157 tdrzsben nem ismert. Két lehetiséggel kell szdmolni.
Elsé lehet8ség: Ha a 1157 lys mutdcidéja az FGSC 407 lys
mutdcidjdval azonos kromoszdémén, az 5. kromoszémdn helyez-
kedik el, akkor a haploid utddokban a lys fenotipus meg-
jelenése 100%-os gyakorisdggal vdrhatdé. Ugyanis vagy az
FGSC 407-b81l szdrmazd lys B5 mutdcidét hordozd 5. kromoszé-
mét tartalmazzdk. Itt jegyzem meg, hogy a komplementdcid
segitségével, a fuzids kisérlet alapjdn mdr kizdrtam azt a
lehet8séget, hogy a 1157 lys mutdcidéja a lys B cisztronban
helyezkedik el.

Védsodik lehet3ség: Ha a 1157 lys mutdcidja nem az 5. kro-
moszdmdn helyezkedik el, a lys  fenotipus megjelenése T75%
gyakorisdggal vdrhatd a haploid utddokban,

A tovdbbiak szempontjdbdél még a két marker egylittes eld-
forduldsdnak gyakorisdgat kell megvizsgdlnom,

Tudottan egy kromoszdmén elSforduld markerek a kdvetkezlk:

ad E20, bi Al az FGSC 407 1. kromoszdémdjan
paba”, y a 1157 1. kromoszdémdjén
ribo B2, cha Al az FGSC 407 8. kromoszdémdjan

Az egy kromoszdémdn levS markerek egylittes elSforduldsa
100%-nak vdrhatdé, vagy anndl csak nagyon kicsivel alacso-
nyabb értéknek, a crossing-over miatt.

Ha két olyan markert vizsgdlunk, melyek azonos kromoszd-
mapdr egyik, illetve mdsik kromoszdémdjén fordulnak eld,
egylittes eldforduldsuk 0%, illetve a crossing-over miatt
egy nagyon alacsony érték.




f
Két olyan marker esetén, melyek kiilonbdzd kromoszdmapdrok
tagjain fordulnak eld, 25% egylittes eléforduldsi gyakori-
sdg varhatd.
Az eddigiek alapjdn ldathaté, hogy a markerek egyiittes eld-
forduldsi gyakorisdgdnak vizsgdlatdval remény van a 1157
lys mutdcid kapcsoldddsi csoportjdnak meghatdrozdsdra.
Az "5760 szegregdnsok adatai" tdbldzatban az 5760 torzs
elsS benomiles kezelése utdn izoldlt szegregdnsok jellem-
zése ldathatd.
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Az 5760 szegregdnsok adatai

Sorsz. lys paba y ad
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Osszesen 54 db izoldtumot vizsgédltam meg, melyek 23
kiilénb6z8 tipusba voltak sorolhatdk. Feltiind az 5.

tipusu szegregdnsok kiugrdan magas gyakorisdga / 25 db,
46,3 % /. A jelenség magyardzatdt a késGbb ismertetésre
keriild stabil aneuploid dllapotu szegregdnsok létrejotté-
ben létom.

Az eredmények megerdsitették, hogy a paba és a y markerek
az 1. kromoszémén helyezkednek el, mert a paba és a y
mindig csak egyiitt fordult eld, és egyik sem pdrosodott
az ad E20-szal. Olyan szegregdnst, mely sem adenint, sem
paba-t nem igényelt, nem taldltam, tehdt az elsd kromo-
széma szétvdldsa mindig tdkéletes volt, diszdémia nem for-
dult eld.

A szinek 5rdoklidésére a kidvetkezl sémdt 4d1litottam fel:

Az 1. kromoszdémin A 8. kromoszdmén Fenotipus
y cha barna
y vad sarga
vad cha vildgoszold
vad vad sotétzold

Az egyes markerek gyakorisdga a szegregdns tipusokban:

Marker |Kapcsoldddsi csoport | E1Sfordult: db %

lys 5y 2 15 65,2
paba 1 12 52,2
¥ 1 12 | 52,2
ad E20 1 11 47,8
acr® 2 1T 73,9
phe A2 3 8 34,8
pyro A4 4 10 43,5
cho Al i 11 47,8
ribo B2 8 10 43,5
cha Al 8 10 43,5




A lys 65,2 %os gyakorisdga vagy arra utal, hogy a 1157
lys nem az 5. kromoszdémén helyezkedik el, vagy ha mégis
ezen a kromoszémén van, akkor az 5. kromoszdémire a szeg-
regédns tipusok 34,8 %-a diszémids.

Az egyes markerek gyakorisidga a lys  szegregdns tipusokban:

Kapcsoldéddsi csoport| A marker jele db %
1. ad E20 7 46,7
2. acr® 14 93s3
3 phe A2 7 46,7
& pyro A4 T 46,7
T cho Al 9 60,0
8. ribo B2 9 | 60,0

A lys™ szegregdns tipusok kdzdtt 50 % gyakorisdggal var-
haté azon markerek megjelenése, melyek a 1157 lys muté-
cidtbél kiilonbszd kromoszdémédn helyezkednek el. Az a mar-
ker, amely a 1157 lys mutdcidjdval azonos kromoszdémapdr-
on helyezkedik el, 33,3 %~ban vdrhaté a lys  szegregédn-
sok ko6zott. A fentiek alél kivételt jelent az acr® mar-
ker, amely a 1157 2. kromoszémdjdt jelzi. Ha ezen a kro-
moszdémdn van az ismeretlen helyzetii lys mutdcié, akkor
kapcsoltan kell hogy 6rdklidjék az acr-el.

A fenti tdbldzatbdl 1ldthatd, hogy a 1157 lys minden va-
16sziniliség szerint nem az 1, 3, 4, 7, 8 kromoszdémdn he-
lyezkedik el. Az acr® 93,3 %os gyakorisdga arra utal,
hogy a 1157 lys kapcsolt vele, tehdt a 2. kromoszdmén
van. Ezen kovetkeztetésnek azonban nyomdés érvként ellene
sz61, hogy a 9. szegregéns tipus lys~ acr®, és a lizint
nem igényl8 szegregdnsok k&zdtt 3 db acr® van /37,5 %/.
Hogy mégis miért olyan ritka az Acr® & lys~ szegregénsok
k6zott, arra eddig kielégitd magyardzatot nem talaltam.
Gondolni lehet valamiféle kdlcsdnhatds jelenlétére az
egyes kromoszdémapdrok kdzdtt, de ez a feltételezés min-
denképpen tovédbbi vizsgdlatokat igényelne.
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Az 5760 szegregédnsainak elemzésekor felvetddstt a gyanu,
hogy a benomil kezeléskor nem tdkéletes a kromoszdéma pé-
rok szétvdldsa, nem csak haploid, de aneuploid &llapotu
torzsek is 1étrejdnnek, és stabil dllapotban maradnak
fenn a benomil eltdvolitdsa utan.

Kisdrleteimben az 5. dtoltds utdn, a benomil mentes
maldtéds-élesztSkivonatos tdptalajon fenntartott szegre-
gdnsokban vdltozds nem volt kimutathaté.

Aneuploidok jelenlétére a kdvetkezd jelenségek miatt gon-
doltam:

Az 5. tipusbdél kiugréan nagy szdmu szegregdnst /46,3 %/
izoldltam. Feltiind az is, hogy ezekben a szegregdnsokban
csak egy marker jelent meg. A szegregédnsok néhdny mds
csoportjédban is nagyon kevés marker jelent meg /1, 3, 5,
6, 8 tipusokban/. Hipotézisem igazoldsdra az 5760 szegre-
génsok minden tipusdbél egy reprezentativ torzset 1,2 ug/ml
benomillal kezeltem. A benomiles kezelés utdn az egyes
csészéken kiilonbdzS morfoldgidju szektorok megjelenését
igyekeztem kimutatni, és izoldlni Sket. Az 1, 2, 5, 6,
T, 8 tipusu szegregdnsok esetén ez sikeriilt. A tovdbbi
vizsgdlatokhoz a szin markerek jellegzetes ordklésmene-
tét haszndltam ki, mely segitségével a 8. kromoszdma di-
szémidja viszonylag kdnnyen kimutathatd. A biztonsdg ked-
véért a ribo marker, mely kapcsoltan helyezkedik el a
cha ™ markerrel a 8. kromoszdmdn, megjelenését is megvizs-
gédltam az izoldlt mésod szegregdnsokban.

Az ismételt benomil kezelés kisérletének elvi attekintése
az aldbbi tdbldzatban lathatd:

Jeldlések:
S = sdrga fenotipusu konidium RY = riboflavint
Z = s0tétz6ld fenotipusu konidium nem igényel
C = vildgoszsld fenotipusu konidium /fenotipus/
B = barna fenotipusu konidium R™ = riboflavint

igényel
/fenotipus/



y = mutdns gén a y ldkuszban r = mutdns gén a ribo
y' = vad gén az y lékuszban 1lékuszban
¢” = mutdns gén a cha 1ldkuszban r' = vad gén a ribo
¢t = vad gén & cha 1ldékuszban 1l4dkuszban
Az elsd szegregdns Lehetséges mdsod szegregdnsok
Fenotipus|Lehetséges genotipus|Lehetséges genotipus |Fenotipus
l. kr.|8. kromoszdéma|l. kr.|8. kromoszdma '
s, rRY v letrt/ e vy et ¢t s, RY
vy ¢ r B, R~
v H o v 5t s, R*
z, RY vyt ot et/ em 27 vyt et rt z, RY
> c. r ¢, R™
+¥ & o v+ o z, rF
B, R~ vy T r vy cT B, R™
¢, R vyt T r vt ¢ C, B

Az ismételt benomi

1

kezelés kisérletének eredménye:

Az elsl szegregéns

Milyen mdsod szegregdnst

Az elsl szegregdns

sorszdma adott 8. kromoszdémidja
Cc R|B R|s RYz R*
1 igen | nem | nem |igen |diszdmids
2. igen | nem | nem |nem monoszdmids
B nem | igen | igen | nem diszémids
6, nem | igen | igen | nem diszdmids
Te nem |igen | igen | nem diszdmids
8. nem |(nem | igen [ nem monoszdémids

Azokndl a hasadést
misod szegregdnsai

mutatdé elsd szegregénsoknidl, melyek

k6z6tt szinbeli varidcidk nem mutat-
hatdk ki /2, 6/, az izoldtumok ndvekedési sebességében
ld4thatdé kiilonbség. Ezek esetében nem a 8. kromoszdma
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diszémidjdrél van szd, hanem valdsziniileg valamely més
kromoszdéme diszdémids. Ennek kdzelebbi meghatdrozdsédra
nem t3rtént kisérlet.

Osszefoglalve megdllapithatdé tehdt, hogy aneuploid szeg-
regdnsok léte kimutatdst nyert a kisérlet alapjén.

Diploid, heterozigdta torzs létrehozdsa a 1157 és az
FGSC 473 torzsekbll, az 5761 torzs szegregdnsainak vizs-
gdlata

Az 5761 diploid, heterozigdta torzset a 1157 jelu torzs-
b8l és az FGSC 473 jelzésii master torzsbdl protoplaszt fu-
zidval dllitottam eld. Az izoldlt fuzids telepek nagy ré-
sze prototrof micéliumu, szabdlytalan novekedésii, fehér
és sdrga, a sziil8kével egyezl tulajdonsdgu konidiumokat
termelS heterokarion volt.

A kisebb gyakorisdggal megjelend diploid telepek micéliuma
prototréf volt, és szabdlyos ndvekedésii. A konidiumok si-
tétzodldek, prototréfok, és a haploid sziilékénél lényegesen
nagyobb atmérdjiiek.

A konidiumok mikroszkdéposan mért dtmérdje:

1157 3,5 pm
FGSC 473 3,2 pm
Heterokarion 3,5 pam
5761 4,3 pm

A vizsgdlatokat az 5760 tdrzshdz hasonldan végeztem el,

igy itt részletes tdrgyaldsuktdl eltekintek. A haploidi-
zdlds 1,2 pg/ml benomillal tortént, az "Anyagok és mddsze-
rek'" részben leirt mdédon. A szegregdnsok tesztelésének
eredménye az "5761 szegregdnsok adatai" tdbldzatban ldthatd.
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Az 5761 szegregénsok adatai

Sorsz. lys ad y Acr w Act pyro fac lac s cho ribo cha Szin db

1. - + - 8 + S=R + + + + + + + S B
2. - + =3 + S-R - + + + + + + S 3
3. - + - R - R + + + + + o+ + F 2
4. - + - R - R - + + + + + + F 2
5 - = + S + S + o+ + + + + + Z 4
6. - = + 35 + S -+ o+ + + o+ + 2 2
Te - - + S + S - + + + + - - Cha 1
8e - = 4+ 5 + S-R + + + + + + + Z 4
s - = + S + S-R - + + + + + + Z |

10, - - + R - R + + + + + + + F 1

1ls - =- + R - R - + + + + + + F 1

12, + + - S + R + - - - - - - B

13. + + - S-R +/-R + = = = = % + S

14. + + = S-R +/-R + - = - - = - B

15. + + - R - R - - - - - + + F

16. + - + S + R - - - - - = - Cha

17. + = + S-R +/- R - - - - - kS + 2

Osszesen 110 db szegregdnst izoldltam.
EbbSl 1lys 26 db /23,6%/ volt.

JelSlések: lint az "5760 szegregdnsok adatai" tdblazatban.
F = fehér konidium szin

Osszesen 110 db szegregdnst vizsgdltam meg, ezekbdl elsd
1épésben kivdlogattam a lizin igényeseket. 26'db /23,6%/
lys™ szegregdnst kaptam. Valamemyit és még néhdny rep-

rezentativ lys+ szegregédnst a tobbi markerre is megvizs-

gdltam. Azt a tényt, hogy a lys* szegregénsok gyakorisdga
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az elméletileg vérhaté 50% helyett csak 23,6%, aneuploidok
fellépésével magyardztam.

Erdekes eredményt adott & 2. és a 3. kromoszémdn elhelyez-
kedS akriflavin és aktidion rezisztencia markerek vizsgd-
lata. A markerek megnyilvédnuldsdt a mérget tartalmazd ma-
ldtds-élesztlkivonatos tdptalajon mutatott ndvekedés alap-
jén, a leoltdstdl szdmitott 2. és 4. napon birdltam el.

Az izoldtumok nagy része a 2. és a 4. napon értékelve azo-
nos elbirdlds ald esett /rezisztens vagy szenzitiv/.Volt
azonban néhdny izoldtum, amely a 2. napon nem mutatott né-
vekedést /szenzitiv volt/, de a 4. napon mdr a reziszten-
gseknek megfelellS ndvekedést mutatott. Akriflavinra a 13,
14, 17, aktidionra az 1, 2, 8, 9 tipust taldltam ilyennek.
A jelenség értelmezéséhez a 2. kromoszdémén kapcsoltan el-
helyezked3 domindns Acr és a recessziv w mutdcié adta meg
a kulcsot. A 13, 14, 17 tipusokban a recessziv w mutdcid
nem nyilvénul meg, pedig az &6t hordozd kromoszdéma jelen-
léte a domindns Acr mutdcid megnyilvdnuldsdbdl kdvetkezik.
A magyardzat szerintem: ezekben a szegregédnsokban a mé-
sodik kromoszdmapdr mindkét tagja jelen van. A w allél
hibds miikédését komplementdlja a mdsik kromoszdmdn jelen-
levs vad allél, a domindns Acr® allél pedig diszdémids
dllepotban is érvényre jut, bdr ldthatdan kis iddbeli ké-
ségsel.

Kovetkeztetésem®' tehdt: a 13, 14, 17 szegregdns tipus a

2. kromoszémara, az 1, 2, 8, 9 tipus pedig a 3. kromoszd-
mére diszdémids.

Purcsa jelenség,hogy az 5, 6, 7 kromoszdmdn elhelyezkeds
markerek ugy viselkednek, mintha kapcsoltan oroklddnének.
Ez valamiféle, a kiilonbdzd kromoszdmapdrok kdzott miikddds
kdlcsOnhatédsra utal, de mélyebb vizsgdlatdra nem keriilt
sor.

A szin markerek Ordklédése az 5760 tdrzsnél leirtakhoz
képest a w mutdcid hatdsdval bonyolddik. Az Srdklésmenet

a kdvetkezd:
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1. kromoszdémdn|2. kromoszdémédn|3. kromoszdémén|Fenotipus
yt w chat F
v w cha™ F
yt w cha™ F
vy W cha® F
y+ wh chat Z
y wt cha”™ B
vyt wt cha™ Cha
vy wt chat S

Lithatd, hogy a w allél domindns hatdst mutat a y és a
cha 16kuszok f6lott. Biokémial szempontbél valdsziniileg
arrdl van szd, hogy a w gén terméke a szinanyagképzddés
anyagcsereutjdban egy a y és a cha 1ldkusz enzimje kata-

lizdlta reakcidlépést megeldzd lépésben jdtszik szerepet.

Az egyes markerek el8forduldsa a lys szegregédns tipusokban.

Kromoszdma Marker ElSforduléds
db %
1. ad E20 7 63,6
2. Acr® 7 63,6
3 Act® 3 27,3
4., pyro A4 6 54,5
Ds fac A303 0 0
s lac Al 0 0
Te cho Al 0 0
B ribo B2 1 9,1

A tédbldzatban 1ldthatd adatok alapjdn a 1157 lys mutdcid
1, 2, 3, 4 kromoszdmén vald elhelyezkedése valdsziniileg

kizdrhaté. Az 5, 6, 7, 8 kromoszdémdra nem vonhatdé le ko-

vetkeztetés.




Komplementdcids vizsgdlat a 1157 lys és az FGSC 350 1lys Al
kozott

A kisérlet célja annak elddntése volt, vajon a 1157
lys nem a 6. kromoszdémén elhelyezkedd lys A cisztronban
van-e. Protoplaszt fuzidét végeztem a 1157 és az FGSC 350
torzsek kozott. A minimdl és a lizinnel kiegészitett mi-
nimdl tdptalajon azonos szdmu telepet kaptem. EbbSl ko-
vetkezik, hogy a két mutdcid komplementdlje egymést, te-
hdt kiilonbozd cisztronba esnek.

Kigérlet a 1lys B5 és a 1157 lys mutdcid elkiilonitésére
2-aminoedipinsav felhaszndldsi képesség alapjén

A vizsgdlatot abbdl a megfontoldsbdl kiindulva végeztem
el, hogy ha a két lys mutdcid kozil az egyik a szintézis ut
2-aminoadipinsav eldtti, a mésik pedig egy késdbbi 1épé-
sében okozott hibdt, akkor a két mutdcid a 2-aminoadipin-
sav felhaszndldsi képesgség alapjdn elkiilonithetd. Ebben
az esetben pedig az 5760 lys szegregdnsok koziil kivdlo-
gathatdk a 1157 lys mutdcidéjdt hordozdk, és elemzésiikkel
tovdbbi adatokhoz jutottam volna az ismeretlen helyzetii
mutdcidrdél.

A kisérlet eredménye sajnos kedvezltlen volt. Egyik torzs
sem volt képes lizin helyett 2-aminoadipinsav jelenlété-

ben ndvekedni. Annyi kdvetkeztetés azonban igy is levon-

hatd, hogy mindkét mutdcidé a 2-aminoadipinsav utdni 1épé-
sek valemelyikében okozott hibét.

Osszefoglalds

A 1157 lys mutdcidé elhelyezkedésérdl Osszegylilt adato-
kat az aldbbi tdbldzatban foglaltam Sssze:



Kromogzdma

Az irodalomban leirt
lys cisztronok

A 1157 lys mutdcié

lys F /1R/

5760, 5761 szegregénsokbdl az
1. kromoszdémén vald elhelyez-
kedés kizdrhatd.

2.

5761 szegregansok alapjén a 2.
kromoszdémdn valdé elhelyezkedés
nem valdszini.

3.

5760, 5761 szegregdnsokbdl a
3. kromoszdémdn vald elhelyez-
kedés kizart.

4.

5760, 5761 szegregédnsokbdl a
4, kromoszémén vald elhelyez-
kedés kizért.

5e

lys B, lys E

FGSC 407 lys BS5-el vald komp-
lementdcid alapjén lys B kizdr-
hatd.

lys A /6R/

FGSC 350 lys Al-el vald komp-
lementdcidé alapjén lys A ki-
zdrhatd.

lys D

5760 szegregdnsok alapjén a
7. kromoszdémdn valdé elhelyez-
kedés nem valdszinii.

5760 szegregansok alapjén a
8. kromoszdémén vald elhelyez-
kedés nem valdszindi.

Valdszinii tehdt, hogy a 1157 lys mutdeid az 5. kromoszdé-

médn elhelyezkedl lys E cisztronban van, vagy pedig egy eddig

le nem irt cisztronban, melyrSl feltehetd, hogy az 5. vagy

a 6. kromoszdmidn van.

Az aneuploid torzsek 1létrejottérdl a benomil kezelés hatdsdra

Megallapitottam, hogy a diploid Aspergillus nidulans tor-




zsek benomil kezelésekor aneuploid dllapotu szegregédnsok
izoldlhatdk. Ezek az aneuploid torzsek nem szelektiv,
benomil mentes tdptalajon /maldtéds-élesztlkivonat/ stabil-
nak bizonyultak. Benniik ismételt benomil kezeléssel to-
vdbbi kromoszdémdk elvesztése idézhetl elS. Az egyes kromo-
szémdkra vonatkozdan a kovetkezl Osszefoglald tdbldzatot
készitettem.

Kromoszdéma | Diszdémia kimutathaté? | Utalds a konkrét kisér-

leti eredményre.

1. nem 5760, 5761 elsd szegre-
gédnsok paba-ad markerei.

2 igen 5761 szegregdnsok Acr-w
markerei

;. igen 5761 szegregdnsok Act
markere

4. 2 -

5. igen? 5760 lys’ szegregdnsok

6. ? -

Te ? -

8. igen 5760 ismételt benomiles
kezelése az elsd szegre-
gansoknak

Lathatdé, hogy a kiilonbozd kromoszdémapdrok nem egyformén
hajlamosek diszdémids dllapotban maradni, az 1. kromoszdma
egetén nem tudtam ilyet kimutatni.




ATMENETI POLIPLOIDOK LETREHOZASA HAPLOID ASPERGILLUS
NIDULANS MUTANSOKBOL

Célkitiizéseim

Az Aspergillus nidulans haploid, auxotrdéf mutédns tor-
zseib3l viszonylag konnyen képezhetiink heterokarion,illet-
ve diploid dllapotu torzseket. A protoplaszt fuzid és az
anasztomézis is alkalmas médszer elS4llitdsukra, A termé-
szetbll izoldlt torzsek kozdtt is taldlunk néha diploidot,
példa erre az FGSC 90 tdrzs. Erdekes kérdés azonban, hogy
ha rendelkezésre 411 egy megfelelld szelekcids rendszer,
milyen termékek izoldlhatdk egy haploid és egy diploid,
illetve két diploid torzs fuzidja vagy anasztomézisa utédn.
A kérdés megvédlaszoldsdra a kovetkezd vizsgdlatokat vé-
geztem el: Meghatdroztam, hogy a 1156 tdrzsben elhelyez-
kedS ad mutdcié mely komplementdcids csoportba /cisztron/
tartozik. Protoplaszt fuzidval elddllitottam az 5756 és az
5662 diploid torzseket, jellemeztem Sket. Létrehoztam egy
diploid és egy haploid /1157 x 5662/, illetve két diploid
/5662 x 5756/ tdrzs protoplaszt fuzidjdt. Izoldltam és
Jellemeztem a fuzids terméket. Néhdny tdrzsdn megvizsgil-
tam, hogy létrehozhaté-e anasztomézis két haploid, egy
haploid és egy diploid, illetve két diploid tdrzs kozotte.
Jellemeztem az enasztomézis termékeit. Megmértem valameny-
nyi kiindulé toérzs, két Ssszehasonlitd torzs, és a fuzids
kisérletekbll izoldlt torzsek konidiumainak dtmérdjét.
Meghatdroztam a konidiumok DNS-tartalmdt. Jellemeztem a
torzseket a micélium tomeg folyadékkulturdban valdé ndve-
kedése alapjdn. Festés utédn mikroszkdpos vizsgdlatot vé-
geztem, a konidiumokban elhelyezkedd magvak megfigyelésére.

Megfeleld kiinduldsi tdrzsek kivdlasztdsa. A 1156 ad mutd-
cié komplementdcids csoportjdnak meghatdrozdsa

Vizsgdlataim alapvetd feltétele volt olyan diploid tor-
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zsek 1étrehozdsa, melyekben legaldbb egy auxotréfia mutd-
cié nem komplementdlddott. Ezek felhasznédldsdval reméltem
ugyanis megvaldsitani a diploid-diploid és a haploid-diploid
fuzidé szelekcids rendszerét.

Az egyik diploid kiépitéséhez a 1157 és a 1156 tdrzset va-
lasztottam. Tudtam réluk, hogy a paba és a y mutdcié mind-
két tdrzsben azonos ldkuszon helyezkedik el, az 1. kromo-
szémédn. A belllilkk 1étrejovd heterokarionban illetve dip-
loidban sem fognak komplementdlddni. A 1157 lys mutdcidja
és a 1156 ad mutdcidja viszont lehetSséget nyujt a fuzids
termék szelekcidjédra.

A 1156 ad mutdciéjdnak azonositdsdt az FGSC 476 tdrzzsel
valé fuzid tette lehetdvé. A fuzids termékben az ad igény
nem komplementdlddott, tehdt a két tdrzs ad igénye azonos
cisztronban /ad E/ van., A diploid izoldldsdhoz a 1156 paba
és az FGSC 476 lys és cho mutdciéit haszndltam fel. A 1lét-
rejovd diploid ad igényes, igy alkalmas a tovdbbi fuzids
vizsgdlatokra.

Az 5756 elfdllitdsa és jellemzése

A 1157 és a 1156 tSrzsekbSl az "Anyagok és mddszerek™
részben leirt médon protoplasztokat készitettem, majd fu-
ziondltam Sket. A fuzids terméket paba kiegészitést tar-
talmazé fuzids minimdl tdptalajon izoldltam. Lodder-keve-
rékkel kiegészitett Pontecorvo minimdl tdptalajra tovdbb
oltva sok heterokarion és néhdny diploid telepet kaptam.
A heterokarion telepek sdrga szinii, a sziildkével egyezd
auxotréfidju konidiumokat termeltek. A telepek gydkér-
szeri novekedést mutattak.

A diploid telepeket egyenletes, tom&tt ndvekedési képiik-
ré1 ismertem fel. A konidiumok sdrgdk és paba auxotrdéfok
voltak. A lys és az ad igény a vdrakozdsnak megfelelden
komplementdlédott benniik. A diploid tdrzs nem szelektiv



korilmények kozott / maldtds-élesztSkivonatos tdptalaj /
is stebilan fenntarthaté volt. A tovdbbiakban 5756 jellel
hivatkozok az 1z0l14lt diploid tOrzsre.

Az 5662 elGdllitdsa és jellemzése

Az FGSC 476 és a 1157 torzsekkel protoplaszt fuzidt vé-
geztem, A fuzids minimdl tdptalaj adenin kiegészitést
tartalmazott. A fuzids termékbdl itt is nagy gyakorisdg-
gal heterokarion telepeket kaptam, de néhdny diploid is
megjelent. A heterokarion a sziildkével egyezd szinii és
auxotréfidju konidiumokat termelt, ndvekedése gydkeres
jellegii volt. A diploid szabdlyos ndvekedést mutatott,
86tét2z61d adenin auxotrof konidiumokat termelt. Az izoldlt
diploid torzs stabilnak bizonyult, és az 5662 jelet ad-
tam neki.

Egy diploid /5662/ és egy haploid /1157/ tdrzs fuzidja

A fuzidés termék izoldldsdhoz az 5662 ad markerét és a
1157 lys és paba markerét haszndltam szelekcids rendszer-
ként. A protoplaszt fuzidét a szokdsos médon végeztem. A
fuzids minimdl tdptalaj nem tartalmazott kiegészitd anya-
got. A fuzids termék életképesnek bizonyult, nagyszdmu
telep jelent meg. A telepek tdbbsége gydkeres ndvekedésii,
mindkét sziild eredeti tulajdonsdgait hordozd konidiumo-
xat termeld heterokarion volt. Kisebb gyakorisdggal ta-
ldltam szabdlyos, tomott ndvekedésii, sctétzold, protot-
réf konidiumokat termelS telepeket is. EzekbS1l izoldltam
a Tr jeli torzset, melyet a tovdbbiakban megvizsgdltam,
vajon triploid genomot tartalmaz-e? A Tr torzs stabilan
fenntarthatd nem szelektiv tdptalajon / maldtds-éleszts-
kivonatos tdptalaj / is.

Két diploid torzs fuzidja

A kisérletben az 5662 /ad™/ és az 5756 /paba / torzseket
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haszndltam. A protoplaszt fuziét a szokdsos médon végeztem,
a fuziés minimdl tdptalaj nem tartalmazott kiegészitd anya-
got. Sok gydkeres ndvekedésii, a szillkkel egyezl szinii és
auxotréfidju konidiumokat termeld heterokarion telepet kap-
tam. Kisebb gyakorisdggal jelentek meg a tométt ndvekedésii,
s6tétz61ld, prototrdf konidiumokat termeld telepek, melyek
nem szelektiv kdriilmények kozott /maldtds-élesztSkivonat/
sem mutattak szegregdciét. A tdrzsre a tovdbbiakban Te
jellel hivatkozok.

Anasztomézis haploid-haploid, haploid-diploid és diploid-
diploid torzsek kozott

A sikeres fuzids kisérletek utdn felmeriilt a kérdés:
vajon anasztomézis is létrehozhatbé-e a kiilonbdzd tdrzsek
kozott?

Az "Anyagok ég mddszerek" részben leirt metodikdval az
aldbbi pdrositdsokat vizsgdltam meg: 1157 x 1156,

1156 x FGSC 476, 1157 x FGSC 476, 1157 x 5662, 5756 x 5662.
Valamennyi esetben sikeriilt komplementdldédott telepeket
kapni. A telepek nagy része gydkeres novekedésii, sziildi
tipusu konidiumokat termeld heterokarion volt, de néhény
tomott ndvekedésii, a konidiumokban is komplementdcidt mu-
tatd telepet is izoldltam, valamennyi varidns esetén.

A konidiumok DNS-tartalma

Annak tisztdzdsdra, hogy a haploid-diploid és a diplo-
id-diploid fuzidéban nyert egyenletes ndvekedésii, a koni-
diumokban is komplementdldédott torzsek /Tr és Te/ ploi-
ditdsfoka milyen, kémiai DNS meghatdrozdst végeztem. A
vizsgdlat az "Anyagok és mdédszerek" részben leirt metodi-
kdval tortént. Az aldbbi eredményt kaptam:



A torzsek jele DNS-tartalom
pg DNS/kon.

1157 4,1+ 0,62 x 1078
1156 4,1+ 0,48 x 1078
FGSC 476 4,3+ 0,59 x 1078
FGSC 92 3,9+0,74 x 1072
5756 9,1+ 0,66 x 1072
5662 9,6+0,70 x 10~
Tr 9,4+0,63 x 1078
Te 9,2+0,72 x 1078
FGSC 90 8,9% 0,74 x 1078

Szdras: Sx =

Liathaté, hogy az 5756 és az 5662 torzsek a vdrakozdsnak
megfelellen kétszeres DNS-tartalmat mutatnak, diploidok.
Erdekes a Tr és a Te torzsek ugyancsak kétszeres DNS-tar-
talma, mely ezek diploid voltdara utal. A két vad tipusu
/természetbdl iz0ldlt/ Osszehasonlitdé torzs kdziil /FGSC 90
és FGSC 92/ az FGSC 90 ugyancsak diploid, ami azért érde-
kes, mert a penészgombdk dltaldban haploid formdban for-
dulnak eld,

A konidiumok dtmérsije

A konidiumokat 1 Jdrdig duzzasztottem vizben, majd targy-
lemezre szdritva immerzids objektivvel fényképeket készi-
tettem réluk. Ugyanezzel a bedllitdssal lefényképeztem egy
objektiv mikrométert is. A filmet kivetitve toldémérdvel le-
mértem a konidiumok 4dtmérdjét és az objektiv mikrométer
ogsztdskbzeit. A két adatbdl kiszdmitottam a konidiumok ab-
szolut dtmérdjét.
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A torzsek jele A konidiumok &tmérdje
jpm
1157 3,60%*0,15
1156 3,32%0,21
FGSC 476 3,40 *0,26
FGSC 92 3,62 +0,30
5756 4,96 *0,27
5662 4,72+0,29
Tr 4,96 £0,32
Te 5,08 £0,28
FGSC 90 4,98 % 0,31

A DNS-tartalom alapjdn diploidnak bizonyult tdrzsek ko-
nidium dtmérSje hatdrozottan nagyobb, mint a haploid tor-
zseké. A haploid és a diploid torzsek egymds k&zott nem
mutatnak szdmottevd eltérést.

Kisérlet sejtmagdtmérd mérésére protoplasztokban, elekt-
ronmikroszkdpos felvételek alapjén

A konidiumok fénymikroszkdpos 4tmérS mérései alapjéan
arra gondoltunk, hogy taldn a protoplasztok sejtmagjai-
nak 4tmérSjében is kifejezddésre jut az egyes torzsek
ploiditédsdnak foka. Az elektronmikroszkdpos felvételeket
megvizsgdlva azonban azt tapasztaltuk, hogy a protoplasz-
tokban a sejtmag szabdlytalan alaku, nem goémb. Igy mére-
tének meghatdrozdsdra sem nyujt lehetdséget a metszetek
elektronmikroszkdpos fényképezése. A fentiek szemlélteté-
sére a 1157 torzs protoplasztjainak egy elektrommikrosz-
képos metszeti képét mutatja a 16. dbra.

Sejtmagok festése konidiumokban

A DNS-meghatdrozdshoz haszndlt konidium szuszpenzidt
vettem igénybe a vizsgdlathoz. A 30 percig O C-on PCA-val
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végzett hidrolizis utédn mintdt vettem, és vizzel hirom-
szor mostam. Ezutdn 1 mg/ml desztilldlt vizben oldott ak-
ridinoranzzsal festettem 20 percig. Héromszor tiz perc
mosds kovetkezett desztilldlt vizzel, majd tdrgylemezre
szdritottam a szuszpenzidt. A vizsgdlatot immerzids ob-
jektivvel végeztem ldthaté fényben, illetve ultraibolya
fényben BG 3 fényforrds sziird és 0G 4 okuldr sziiré alkal-
mazdsdval., Megszdmoltam 1l4thatd fényben a ldtémezdnkénti
részecskék szdmdt, és ehhez viszonyitottam az ultraibolya
fényben z5ld fluoreszcencidt mutatd sejtmagok szdmét.

A konidiumoknak csak egészen kis része /5%/ nem tartal-
mazott sejtmagot, és a tdrzsek kozdott nem mutatkozik 1lé-
nyeges kiildnbség ebbll a szempontbdl. Tobb magvat tartal-
mazd konidium nem fordult eld.

A micéliumok tomegnovekedése tdpoldatban

A kiilonbozd torzsek jellemzésére végeztem el a vizsgé-
latot. Maldtds-élesztdkivonatos tdpoldatot oltottam be
azonos mennyiségi konidiummal. 30 C-on rdzattam a tenyé-
szeteket. 24 Srénként lemértem az egy-egy mintdban ter-
melSdstt micélium szdraz tdmegét. Az eredmények az aldbbi
tdbldzatban é€s a 17. &brén lédthatdk.

A torzs jele mg micélium / 24 dra
PGSC 92 T4
FGSC 476 32
1156 28
1157 50
FGSC 90 76
5662 56
5756 81
Tr 115

Te 104
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A haploid, hibds géneket hordozd torzsek mutatjdk a leg-
rosszabb ndvekedést /1156, FGSC 476, 1157/. A mutdns fe-
notipusu diploid torzsek /5662, 5756/, illetve a proto-
tréf haploid /FGSC 92/ és diploid /FGSC 90/ tdrzs mér ér-
zékelhetSen erdteljesebb hozamot mutat. A prototrdf Tr és
Te tdrzs feltiinlen jé hozama valdsziniileg azzal magyardz-
haté, hogy benniik a gének olyan kedvezd kombindcidja sze-
lektdlddott ki, mely a magas hozamot lehetdvé teszi.

A micélium tSmeg-idS grafikonon ldéthatd, hogy a ndvekedés
kb, 15 éra utdn jut linedris szakaszba. A jelenség a ko-
nidiumok csirdzdsdhoz sziikséges latencia iddvel magyardz-
haté.

Osszefoglalds, kovetkeztetések

Kisérleteim alapjdn megdllapitottam, hogy egy haploid
és egy diploid, illetve két diploid tdrzsbSl is létrehoz-
haté heterokarion. A protoplaszt fuzid éppugy alkalmas
erre, mint a hifdk anasztomézisa. A heteromarion a haplo-
id tdrzsekbll képzett heterokarionokkal teljesen azonos
médon viselkedik.

A heterokarionokban kis gyakorisdggal a sejtmagok Gssze-
olvaddsa is megtdorténhet, és dtmeneti triploid illetve
tetraploid dllapot jon létre. A triploid és a tetraploid
dllapot eazonban nem stabil, azonnal szétesnek diploidokkd,
melyek mér stabilan viselkednek. A szelektiv tdptalajon
természetesen azt a diploidot fogjuk izoldlni, melyben a
kromoszdmék olyan kombindciéja fordul eld, hogy prototrdf
fenotipust eredményez. A nagyobb ndvekedési sebesség szin-
tén szelekcids eldnyt jelent, az ilyen torzs izoldldsa te-
hdt valdsziniibb.

A Tr és a Te torzsek diploid voltdt a konidiumok DNS-tar-
talma alapjan dllitom. A konidiumok nagyobb dtmérdje is
jellemzi a diploid torzseket. A Tr és a Te konidium 4tmé-
rdje nem kiildnbdzik lényegesen a diploid t&rzsek konidium
atmérdjétdsl.
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16, &ébra. A 1157 torzs protoplasztjdnak elektronmikrosz-

képos fényképfelvétele
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17. dbra. A micéliumok t8megndvekedése tdpoldatban

szdraz suly
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18. 4bra. Az anasztomdézis eredményeként 1létrejott telepek

Elrendezés:

1157 x 1156 1156 x FGSC 476 1157 x FGSC 476
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PROTOPLASZT FUZIO AZ EGYIK PARTNER HO-INAKTIVALASAVAL
Célkitiizéseim

A nagy termeldképességii mikroorganizmus torzsek létre-
hozdsdra gyakran alkalmaznsk kiilonféle genetikai manipu-
l4cidkat. A protoplaszt fuzid is az egyik legreménytkel-
t8bb ilyen eljdrds. A fuzids termék kinyeréséhez valami-
féle szelekcids rendszert kell kiépiteni. A leggyakrabban
killénbdz8 auxotrdf mutdnsokat alkalmaznak erre a célra.
Nagyon sokszor azonban nem Adllnek rendelkezésre a megfe-
leld mutdnsok. E1881litdsuk nagyon munkaigényes, esetleg
kiillonféle problémdk is felmeriilnek, példdul a mutagén ke-
zelés hatdsdra az organizmus termellképessége csdkken,
Ezért célul tiiztem ki olyan szelekcids rendszer kidolgo-
zédsdt, ahol a tdrzsek genetikal anyagdt kevésbé éri sé-
riilés, és a mutdnsok készitése elkeriilhetS. Elgondolédsom
szerint az egyik gzlild a szokdsos auxotrdf muténs lehet,
esetleg, ha rendelkezésre &4ll, akkor egy "master" torzs
is, a mdsik sziil§ protoplasztjait pedig hdkezeléssel inak-
tivdlndm. Ezalatt azt értem, hogy olyan hékezelésnek vet-
ném ald, mely tonkreteszi a protoplasztok regenerdcids ké-
pességét, de nem insktivdlja a genetikai anyagukat. A mii-
koddképes genetikal anyag azutdn a mdsik sziild ép proto-
plasztjaival egyesiilve kifejezldésre juthat.

Célom elérésére megvizsgdltam:

A vegetativ gombafonalek ndvekedési sebességét kiilonbozd
hémérsékleteken

A konidiumok pusztuldsdt kiilonbszd hlmérsékleteken

A protoplasztok regenerdcidjat kiilonbszd hémérsékleteken
végzett kiilonbszd ideji hdkezelések utdn

A hlkezeléskor a fonalakban és a protoplasztokban fellépd
vidltozdsokat

A protoplaszt-konidiumok, illetve a protoplaszt-fonalda-
rabkdk egyméssal vald fuzidjénak lehetlségét

A protoplasztok-hdkezelt protoplasztok fuzidjdnak eredményét



A gombafonalak ndvekedési sebessége kiilonbszd hémérsék-
leteken

A vizsgdlatokat a 1157 és a 1156 jelii Aspergillus nidu-
lans torzseken végeztem el. Petricsészékbe kiontott mald-
tds-élesztlkivonatos tdptalaj kozepére tiivel nagyon kis
terilletre konidiumokat juttattam, majd kiilonb6zé hdémér-
sékletii termosztdtokban inkubdltam a csészéket. 24 Srén-
ként 5 napig mértem a fejldd5 telepek dtmérSjét. Az ered-
mény a 19. és a 20. 4dbrdn ldthaté. A gorbéket elemezve
megédllapithatd, hogy a novekedés a leoltds utdn 15 dréval
linedris filiggvényt mutat. A latencia periddus valdszinii-
leg a konidiumok csirdzdsdval van Osszefiiggésben. Mindkét
térzs 33-34 C hémérsékleten mutatja a maximdlis novekedé-
sl sebességet, és 48 C-on mdr egyik sem ndvekszik érté=-
kelhetS mértékben., Huzamosabb ideig /7 nap/ 50 C-on tar-
tott csészékben rendkiviil kis méretii, gyakorlatilag alig
novekvs telep jelenik meg. A telep morfoldégidja nagyon
"tomott". Mikroszkdép alatt fonalas szerkezet ldthaté, a
fonalak nagyon rovid szakaszokon sokszor eldgaznak, nem
ozmoszenzitivek, konidium képz5dés egydltaldn nem ldthatd.
A 7 napig 50 C-on tartott csészét 30 C-on inkubdlva to-
vdbb, 3 nap mulva teljesen szabdlyos telep ndtt ki. A sej-
tek tehdt nem pusztulnak el ezen a hémérsékleten, csak
fejlddési, novekedési folyamataik akaddlyozottak.

A konidiumok pusztuldsa hdkezelés hatédsdra

A konidiumok vizes szuszpenzidjdt kémcsdben, ultrater-
mosztdt 50 C-os vizfiird§jébe dllitva hdkezeltem. 5 per-
cenként mintdkat vettem 30 percen dt. A mintdkbdl azonos
higitdsokat készitettem. Maldtds-élesztlkivonatos tdpta-
lajon, lemezdntéses mddszerrel meghatdroztem a csirdzé-
képes konidiumok szdmdt. Az eredmények a 21. dbran ldt-
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haték. A konidiumok nagymértékben ellendlltak a hlkezelés
pusztité hatédsdnak, szdmuk kb. 27 perc alatt felezddott
meg. Mikroszkdp alatt nem észlelhetd morfolégiai vdltozés
még 30 perc hdkezelés utdn sem.

Protoplasztok regenerdcidja a hdkezelés fiiggvényében

Protoplaszt szuszpenzidt készitettem az "Anyagok és
médszerek" részben leirt médon. A 0,6 M KC1l oldatban
szuszpenddlt protoplasztokat kémcslben, ultratermosztdt
vizfiirdGjébe 4dllitva hdkezeltem. 2 percenként mintdt vettem
automate pipettdval 10 percen 4t. A 0,5 ml térfogatu min-
tdkat 2 ml szobahimérsékletili desztilldlt vizbe, illetve
0,6 M-os KCl-be fecskendezve azonnal lehiitéttem. A rege-
nerdléddéképes részecskeszédm meghatdrozdsa lemezdntéssel
tortént. A taptalaj 0,6 M KCl-lel stabilizdlt, illetve
stabilizdtor nélkiili maldtds-élesztdkivonatos agar volt.

A 22, 4dbrdn az un. ozmorezisztens frakcié héérzékenysége
ldthaté. Itt a mintdkat a hdkezeléds utdn desztilldlt vi-
zes kezelésnek vetettem ald, mely hetdsdra a protoplasz-
tok szétrobbantak. Azok a részecskék tehdt, amelyekbll
telep képes fejlddni, nem protoplasztok, hanem fonaldarab-
kék vagy konidiumok voltak. 106 részecskébll kevesebb mint
100 telep nétt ki, tehdt szdmuk nagyon kevés a protoplasz-
tokéhoz viszonyitva. HGérzékenységiik lényegesen kisebb,
mint a protoplasztoké, hasonlé a konidiumok,illetve a hi-
fdk héérzékenységéhez,

A 23. és 24. 4dbrén a protoplasztok hdérzékenysége ldthatd.
A vizsgdlatokat a 1157 és a 1156 torzzsel egyardnt elvé-
geztem. A hlkezelés 50 C-on tdrtént, a mintdk hiitése pedig
2 ml szobahdmérsékletii 0,6 M KCl oldatba vald fecskende-
zéssel, Lathatdé, hogy a két torzs nagyjdbdl azonos lefutd-
su gorbét ad. Mindkét grafikon két szakaszbdl 411, A kez-
deti meredek rész mutatja a protoplasztok hdérzékenységét,
majd elleaposodik a fiiggvény, az ozmorezisztens frakcid ki-
sebb hiérzékenységii részecskéinek nagyobb ellendlldsa miatt.




... —-—

Morfoldgiai vdltozdsok a protoplasztokban a hikezelés
hatdsdra

A protoplaszt szuszpenzidkbdl 50 C-on hdkezelve, mik-
roszkdpos vizsgdlat céljdra, percenként mintdkat vettem.
A 4. perctdl kezdve a protoplasztok citoplazmdjdban sa-
jdtsdgos rogdsddés lépett fel, mely a 25/b. dbrdn ldathatd.
A rogdk szédma kb. 30 db/protoplaszt. A protoplasztok szd-
me még 10 perc hdkezelés utdn is vdltozatlan, szétesés
vagy tormelék megjelenése nem figyelhetd meg.

Puzids kisérlet konidiumok és protoplasztok, illetve fo-
naldarabkdk &és protoplasztok kidzdott

Az "Anyagok és mddszerek"részben leirt szokdsos fuzids
metodikdval kisérletet tettem fuzid létrehozdsdra az egyik
torzs konidiumai és a mdsik protoplasztjai kozott. Fuzids
telepeket sem igy, sem a partnereket megcserélve nem kap-
tam. Akkor is eredménytelen volt a kisérlet, amikor a ko-
nidiumokat 10 érdt elSzetesen maldtds-élesztlkivonatos
tdpoldatban ellcsirdztattam. EbbSl az eredménybll kovet-
kezik, hogy a protoplaszt szuszpenzid un. ozmorezisztens
frakcidja nem jatszik szerepet a fuzidban, zavard ténye-
z0ként nem fog jelentkezni.

Protoplasztok fuzidja az egyik partner hdékezelésével

Mindkét torzsbdl /1157 és 1156/ protoplaszt szuszpen-
zidt készitettem az "Anyagok és mdédszerek" részben leirt
médon. A szuszpenzidkat hdrom részre osztottam. Az egyik
részt szobahdn tartottam, a mdsik rész 50 C-on 5 percig,
a harmadik 50 C-on 10 percig kapott hdkezelést. A hdke-
zelés kémcsbben, ultratermosztdt vizfiurddjébe dllitve
tortént. A kezelési idsd lejdrta utdn jeges vizbe mdrtva
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hiitottem le a kémcsdveket. A szuszpenzidkbdl 0,1 ml-es
mintdkat vettem regenerdcidéra, melyet 0,6 M KCl-lel sta-

" bilizdlt maldtds-élesztlkivonatos tdptalajon vizsgaltam
lemezontéses médszerrel.

A fuzidhoz 0,5 ml-es mintdkat vettem. A fuzidt az "Anyagok
és médszerek" részben leirt mddon végeztem. A lemezintés-
hez haszndlt fuzids tdptalaj Lodder vitaminkeverék kiegé-
szitést tartalmazott. Eredményeimet az aldbbi tabldzatban
foglaltam Ossze:

A protoplaszt szuszpenzidk részecskeszdma:
5 % 106 protoplaszt/ml

Kigérleti varidns Telepek szédma az agar lemezen
1157 x 1156 70-80 telep/cm®
1157 H5 x 1156 20-30 telep/cm?
1156 H5 =x 1157 20-30 telep/cm?
1157 H10 x 1156 10-15 telep/cm®
1156 H10 x 1157 10-15 telep/cm®
R 1157 5sszefolyd, kb. 5 x 105/csesze
R 1156 osszefolyd, kb. 5 x 10 /csesze
R 1157 H5 80-90 telep/csésze
R 1156 H5 100-120 telep/csésze
R 1157 H10' 20-30 telep/csésze
R 1156 H1O0 35-50 telep/csésze
Jeldlések:
H5 = hdkezelve 50 C-on 5 percig
H10 = hdkezelve 50 C-on 10 percig
X = fuzid
R = 7regenerdcid



ML, J; R,

Az eredményt elemezve megdllapithaté, hogy a protoplaszt
fuzié megvaldsithatd az egyik partner hdkezelésével, a
fuzids telepek szdma kb. 15=-25%-a a nem hlkezeléssel vég-
zett fuzié telepszdmdnak. Az egyik partner hdkezelése al-
kalmas szelekcids rendszer a fuzids termék kinyerésére,
mert a hdkezelt protoplasztok regenerdcidja kb. négy nagy-
sdgrenddel kisebb a hlkezeletlen protoplasztokhoz képest.

Osszefoglalds

Eredményeim alapjdn megdllapithatd, hogy lehetséges
olyan szelektiv médon hékezelni a protoplasztokat, mely
regenerdcids képességiiket megsziinteti, de nem kdrositje
a genetikai anyagukat. Az inaktivdlt protoplasztok infor-
micid tartalma egy nem hdkezelt partnerrel vald fuzid
utdn ujra niikédéképes, a fuzids termékben megjelenik. A
héinaktivdldssal végzett protoplaszt fuzid uj lehetdséget
jelent a genetikai vizsgdlatok szdmdra, és esetleg az ipa-
rilag felhaszndlt torzsek nemesitésénél is hasznidlhatd me-
todika.
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19, dbra. A 1157 torzs héfok-ndvekedés fliggvénye
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20, &dbra. A 1156 torzs hSfok-ndvekedés fiiggvénye
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21. dbra. A 1157 konidiumok pusztuldsa hlkezelés hatdsara
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23, &bra. A 1157 protoplasztok regenerdcidja a hlkezelési

idé fiiggvényében
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24, dbra. A 1156 protoplasztok regenerdcidja a hdékezelési
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25, &bra. Protoplasztok mikroszkdépos felvételei
a/ H8kezeletlen protoplasztok

b/ HSkezelt protoplasztok
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