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Elézmények és célkitiizések

A mikroszkopikus gombak vilagaban genetikai informacio sejtek kozotti atvitelére és/vagy
kicserél6désére természetes uton a szexualis folyamat ad lehetséget. Alapvetd szerepe,
hogy a genetikai variacionak és az élet soran bekovetkezé DNS karosodasok kijavitasanak
lehet&ségével lassa el az organizmust. Fajokon beliil mesterséges uton protoplasztfiizioval
nyilt méd a konjugacio és anasztomozis természet szabta akadalyainak lekiizdésére. Ez a
teljes életciklusu éleszt8knél a szexualis fazis parosodasi tipustol fliggetlen beindulasat, a
fonalasgombaknal a paraszexualis ut kezdetét biztositja. Fajok kozott természetes
korilmények kozott nincs, vagy nagyon korlaiozott az informaciocsere. A
mikroorganizmusok akadalyokat épitenek ki az idegen informacio bejutasaval €s
expressziojaval szemben. Ezaltal védekeznek az olyan organizmusok ellen, amelyek
él6skodnek a szervezeten (pl. virusok), ill. segitségével maradnak a fajok kilonalloak,
megeldzendd a genetikai rendezettlenséget. Mesterséges korilmények kozott,
protoplasztfiizi segitségével interspecifikus, s&t intergenerikus keresztezéseket meg lehet
valositani. Kisérleteink megkezdésekor nem tudtuk, hogy milyen széles hatarok kozott
lehetséges a genetikai informacio atvitel, €s hogy milyen tipusa életképes utodok varhatok
egy-egy fuzids "termék" képzddesekor. Kérdés volt tovabba, hogy alkalmas-e a
protoplasztfiizid rokonsagi viszonyok meghatarozasara, az akkor még nagyon hianyos
molekularis taxonomiai modszerek kiegészitésére. Célul tliztiik ki a harom éleszt6gomba
csoportban (Ascomycota, Basidiomycota és Deuteromycota) a morfologiai €s fiziologiai
elemzések alapjan kozel rokonoknak tartott fajok kozotti hibridizaciot; a magi €s
citoplazmas (mitokondrium, DNS plazmid ill. virus) genetikai informaci6 atvitelét €s a
termékek molekularis szint(i analizisét valamint az eseményeket befolyasolo tényezdk

felderitését.



Vizsgalati modszerek

1. Torzsek:
Kisérleteink soran a Centraalbureau voor Schimmelcultures, Yeast Division, Delft
gyljteménybdl szarmazo élesztégombakat hasznaltuk.
2. A torzsek markerezése:

Nuklearis markerek
Auxotrofia mutaciokat idéztiink el torzseinken UV-sugarzas, EMS (etil-metanszulfonat)
és NTG (N-metil-N-nitro-N-nitrozoguadinin) kezel€s segitségével. Homothallias
torzsekben haploid spora populaciokat, heterothallias torzsekben stacioner fazisu
kulturakat kezeltiink 1-5%-os tulélésig. Az auxotrof fenotipusokat meghataroztuk.
Alacsony gyakorisagli mutans el6fordulas esetén a mutagen kezelést kovetden nystatinos
(Snow, 1966) vagy sejtfal bonto enzimmel torténd dusitast ( Ferenczy at al. 1974)
vegeztink.

Mitokondrials markerek
Drog / antibiotikum rezisztencia €s petite mutaciokat épitettiink ki. Mutagénként elébbi
esetben Mn2" ionokat (Putrament, 1973), utobbi esetben etidium bromidot (Hauswirth et
al. 1987) alkalmaztunk. A mutaciok mitokondrialis eredetét tetradanalizissel, illetve a
vegetativ szegregacio eléfordulasaval, nem parosodé gombak esetében protoplasztfiizioval
bizonyitottuk.
3. Hibridizaciés modszerek:

Konjugacios hibridizdldas
Egymast komplementiﬂé auxotrof szuldi toérzsek parosodasat komplett taptalajon
indukaltuk, az utodokat minimal taptalajon szelektaltuk.

Protoplasztfuzioval tdrté115 hibridizacio

A sejtek falanak enzimatikusoldasa utan a protoplasztokat polietilénglikol (PEG) 30%-0s



oldataval aggregaltattuk €s az utodokat ozmotikusan stabilizalt minimal taptalajon
izolaltuk ( Maraz et al. 1978).
4. Az utodok jellemzése:

Citologiai modszerek
Fény- és fluoreszcens mikroszkopikus eljarasok.

Fiziologiai tesztek - biokémiai modszerek
Szénhidrat hasznositas aerob €s anaerob kérilmények kozott, egyeb vegytiletek
hasznositasa €s velitk szembeni érzékenység ellendrzése (Kreger-van Rij 1984), feromon
termelés €s érzékenység tesztelése, killer fenotipus meghatarozasa (Philliskirk and Young
1975), cellularis citokrom spektrum felvetele alacsony hémérsekleten (Rickwood et al.
1988).

Genetikai modszerek
Komplementacios analizis, allélikussag €s dominancia viszonyok meghatarozasa,
szomatikus markerek szegregaciojanak tesztelése, indukalt mitotikus
szegregacio/haploidizacio, randomspora-analizis €s tetrad-analizis (Sherman et al. 1986)

Molekularis modszerek
Kromoszomalis DNS elvalasztasa CHEF és OFAGE technikaval (Carle and Olson 1985),
DNS izolalas, magi és mitokondrialis DNS-ek RFLP analizise, DNS-DNS hibridizacio

(Sambrook et al. 1989), viralis RNS-ek izolalasa, izoenzim vizsgalatok ( Davis 1964).

Fontosabb kutatasi eredmények és megallapitdasok

1. Nukledris genetikai informacio atvitel kozel rokon élesztdgomba‘c kozott
1.1. Deuteromycotik:
Kiserleteinkben a Candida genus néhany faja szerepelt. Az aszexualis C. albicans és C.

tropicalis opportunista human patogének, amelyek mind feliileti, mind szisztémas



mikozist okozhatnak. A C. albicans utan a masodik legvirulensebb faj a C. rropicalis.
Model organizmusok a dimorfizmus és a peroxiszoma biogenezis tanulmanyozasaban
(Corner and Poultner, 1989). A Candida guiilliermondii fakultativ szaprofita, amelyet a
B2 vitamin ipari termeltetésére hasznalnak.
Ezen imperfekt gombak korében elért eredményeink a kovetkezd pontokban foglalhatok
gssze: |

Candida albicans és Candida tropicalis természetes Uton a nagymeérvii morfologiai
és fiziologiai hasonlosag ellenére nem hibridizalhatok, protoplasztfizioval elGallitott
utodjaik kéttéle tipusba sorolhatok: stabilak, valosziniileg rekombinansok ill. mitotikusan
instabilak, valoszindleg aneuploidok (Kucsera and Ferenczy 1979). Az eredmények alapjan
a fajok szeparalasa jogos.

Candida tropicalis és C. guilliermondii csak instabil fizios utodaik léteznek,

kozottik tavoli evolucios kapesolatok feltételezhetdk (Vallin et al. 1979).

1.2. Ascomycetik:
Az Ascomyceta éleszté gombak két nagy csoportjat, a hasado és sarjadzo élesztdket

alkalmaztuk vizsgalataink soran. Eredményeink a kovetkezdk:

1.2.1. Schizosaccharomycesek:

A Schizosaccharomyces genus alabbi tagjait vizsgaltuk: Schiz. japonicus , Schiz.
malidevorans, Schiz. octosporus, Schiz. pombe.

A termeszetes uton, konjugacioval torténd keresztezhetdségiik €s szomatikus
hibridizaciojuk alapjan az eredeti négy helyett a fajok szama haromra csokkenthet
(Sipiczki et al. 1982, 1985). Interspecifikus keresztezésekben csak a Schizosaccharomyces
pombe ill. a Schizosaccharomyces malidevorans mutatkozott interfertilisnek, hibridjeik
diploidok (minden kromoszoma markerezett volt és minden markert Gjra lehetett izolalni),

sporulalnak, bar a sporak életképesse ;e korlatozott. A meiozis €s spora képzes alatt



mindkét sziil§ kromoszomai fliggetlen szegregaciot mutattak, tovabba a kromoszomak
kozotti szabalyos rekombinaciot tapasztaltuk.

A Schizosaccharomyces pombe var. pombe ¢es a S. pombe var. malidevorans mating
rendszere is nagyon hasonld, tobb geén regulacioja alatt all, ami egy fajba sorolasukat
megerdsiti.

A genus tagjai homothallikusak, de fajonként valtozd gyakorisaggal eléfordulnak
heterothallikus vagy pseudoheterothallikus valtozatok is.

A kuilonbozd fajok hibridizalhatok protoplaszt fuzioval. Kis gyakorisaggal €letképes

termekeket nyertiink.

1.2.2. Saccharomycesek:

Az 1970-es években van der Walt a Saccharomyces genusba 41 fajt sorolt, amelynek
szamat 1983-ban Barnett monografiajaban 7-re csokkentettek, de az ujabb kiadasban
1990-ben, mar 10 faj szerepelt { Barnett, 1992). A tipus torzsek hibridizaciojaval és
elemzesével a kovetkezd szeparalhatd csoportokat hataroztuk meg, illetve jogosultsagukat

igazoltuk:

Sensu stricto csoport:

Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus és S. paradozus tagokkal

Elektroforetikus karyotipus analizissel altalaban tobb (11-16) kilonbozd méretd (500-
1200kbp) kromoszomalis DNS-t taldlunk (Kucsera et al, unpublished; Vaughen-Martini et
al. 1993).

A fajok homo- €s heterothallias valtozatban fordulnak elé, egymas feromonjaira reagalnak
s kompatibilis parosodasi rendszerik szabalyozasa alatt, természetes fiziologiai

koriilmenyek kozott parosodnak.



A konjugacio soran keletkezd diploidok jol sporulalnak, de infertilisek. A ritkan életképes
sporak (5x102/103 aszkuszonként egy vagy néhany spora) mindkét sziilé kromoszomait
tartalmazhatjak, de extra kromoszomaik is lehetnek, altalaban diszomok néhany
kromoszomara nézve. Eredményeinket €s irodalmi adatokat (Hawthorn and Philippsen
1994) ¢sszevetve megallapithato, hogy valoszintleg a meidzis I szakaszaban a homolog
kromoszomak parosodasa €s szétvalasa problématikus, amely a legtobb esetben olyan
sporakat eredmeényez, amelyek inkomplett kromoszoma garnituraval rendelkeznek, igy
nem életképesek. A kromoszoma parosodas valamilyen mertékben lejatszodik, igazolja ezt
hogy rekombinacio észlelhetd, azonban a gének kozti kis mertékd homologia miatt ez a
normalistol eltérd.

Protoplaszt flizioval kontrollalt korulmények kozott a hibrid keépzes jol reprodukalhato,
tekintet nélkiil a partnerek parosodasi allapotara. Az utodok tobbsége viszont magasabb
ploiditasu (triploid vagy tetraploid) a partnerek homothallikus jellege miatt, €s jo sporazo

kepesseggel rendelkezik.

Az eredmények alapjan a sensu stricto csoport tagjai igen szoros evulucios kapcsolatban
vannak egymassal. K6zos okologiai eléfordulasuk (borélesztdk), €s intenziv tenyésztesik
magyarazhatja a nagy mérvi hasonldsagot. Bar a S. paradoxus a természetben is eldfordul

{Naumov 1986), ennek ellenére beleillik a csoportba.

Sensu lato csoport:

S. castellii, S. dairensis, S. exiguus, S. kluyveri, S. servazzii és S. unisporus tagokkal

Elektroforetikus karyotipus vizsgalat alapjan a sensu stricto csoportnal kevesebb (6-11) a
kromoszomak szama, de kozepes (500-850 kb) és nagyobb méret(i (800-1200 kb)

kromoszomakat tartalmaznak. Kiilongsen nagy a hasonlosag a §. servazzii és a



S. unisporus karyotipusa kozott. Kromoszoma polimorfizmus figyelheté meg a

S. dairensis CBS 421 és CBS 4309 torzsében, mely utobbit az Gjabb rendszer szerint S.
castellii névvel jelolik.

A csoport minden tagja homothallias, egy (S. unisporus)-, kettd (S. dairensis)- és négy

(S. exiguus, S. kluyveri, S servazzi)-sporas aszkusz képzéssel.

Saccharomyces cerevisae és a sensu lato tagok kozotti hibridizacios kisérleteink a

kovetkezd eredményeket adtak:
Saccharomyces cerevsiae és S. dairensis: feromon kereszthatast nem tapasztaltunk,
természetes uton nem keresztezhetdk, protoplasztfuzioval sem hibridizaltathatok, nincs
eletképes utodjuk.
Saccharomyces cerevisiae és S. exiguus: bar gyenge feromon kereszthatas van,
természetes uton nem keresztezhet8k, protoplasztfiizioval €letképes hibridek
nyerhetdk, melyek infertilisek és kezdetben instabilak, majd néhany atoitas utan stabilla
valnak.
Saccharomyces cerevisiae és S. kluyveri: nem keresztezhetk, ersebb feromon
kereszthatas, mint a S. exiguus esetében, protoplasztfiizioval stabil €s instabil utodok
nyerhetSk. Instabil esetben a S. k/uyveri kromoszomai mellett nehany S. cerevisiae
kromoszomat is talalunk. A terméekek néhany passzalas utan stabilla valnak, a
S. kluyveri sziiléi hibas informacio rekombinacio vagy transzformacio réven
korrigalodik és a felesleges S. cerevisiae kromoszomak eliminalodnak (Kucsera et
al.1994).
Saccharomyces cerevisiae és S. servazzii: nem keresztezhetdk, ugyanakkor a
protoplasztflizio atmeneti instabil termékekhez vezet, melyek késobb a S. cerevisiae
genotipusat mutatjak.
Saccharomyces cerevisiae és S. unisporus. nem keresztezhet6k, ugyanakkor a

protoplasztfizio itt is az el6bbi kombinacidohoz hasonlo instabil termekekhez vezet.



A sensu lato csoport tagjai kozotti fuziok eredmenyei:
A fajok ko6zotti hibridizaciot mind természetes uton, mind protoplasztfizidval
elvégeztiik a lehetséges kilenc kombinacioban. A kisérletekben hasznalt auxotrof mutans
torzsekkel sem természetes sem mesterséges uton nem nyertiink hibrideket, kivéve a
Saccharomyces kluyveri és Saccharomyces servazzii és Saccharomyces kluyveri és
Saccharomyces unisporus kombinaciot, ahol protoplasztfizioval instabil termekeket
kaptunk.
A sensu lato tagok kozott a kromoszoma analizis €s a fiziologiai sajatsagok alapjan
kozelebbi rokonsag allapithato meg a S. servazzii €s S. unisporus kozott, a S. exiguus ¢€s
S. kluyveri kozott.
Ugy tiinik, hogy a S. kluyveri a genus "altalanos recipiens” tagja, amely a hat nagy
kromoszomaja mellett a kisebb, idegen eredet(i kromoszomak replikaciojanak atmeneti
toleralasara képes. A fuzidt kovetden killonboz6 stabilitasu termékek keletkeznek,
amelynek mértékét nem feltétleniil a partnerek rokonsagi foka (pl. hasonlé kromoszoma
szam ¢€s meret) szabalyoz. Mivel az extrakromoszomak tobbnyire eliminalodnak, a
kromoszoma szakaszok szelektiv koriilmenyek indukalta integracidjat sokkal inkabb a
kornigalando gen és kornyezete homologiajanak mértéke szabalyozhatja. Ez, egyes gének

eseteében, akar tavoli fajok kozott is lehet nagyon hasonlo.

2. Mitokondiumok Saccharomyces fajok kozotti atvitelének lehetdségei:

Mitokondrialis sajatsagaikat illetéen a Saccharomyces genus tagjai igen heterogének. Az
¢lesztdgombakra legjellemz3bb mutacio, a petite mutacio spontan eléfordulasa, ill.
indukathatosaga szempontjabol a S. exiguus €s S. kluyveri petite negativ, a tobbi faj petite

pozitiv.
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A tipus torzsekben nem fermentalhatd szénforrason valo tenyésztés alatt a kiilonb6zd
antibakterials antibiotikumokkal és mas gatlo anyagokkal szembeni érzékenységik
rendkiviil eltéré. Rezisztenciakat ezen vegyiiletekkel szemben Mn2* kezelés hatasara a
legtobb esetben kiépithetiink.

Az izolalt mt DNS-ek mérete é€s restrikcios enzim mintazata is eltérd, a legnagyobb méreti
mtDNS-sel a S. cerevisiae (78 kb ) és S. kiuyveri, a legkisebbel a S. exiguus (23,7 kb ) és
a S. unisporus rendelkezik (Clark-Walker et al. 1983; Kucsera et al. unpublished).

Mitokondrium szubsztituco Saccharomyces cerevisiae-be

A mitokondriumok biogenezise a két szeparalt genom, a mag €s a mtDNS
egyuttmikodésének figgvénye. A kiilonb6zo fajok ilyen jellegli informacid tartalmanak
Osszehasonlitasara a Saccharomyces cerevisiae p°, mtDNS-sel nem rendelkezd torzsébe a
taxon tobbi tagjanak mitokondriumat probaltuk bejuttatni. Eredményeink szerint még a
sensu stricto csoporton beliil sem lehetséges a helyettesités.

olyan interspecifikus hibrideket kaptunk, amelyek a magi és mitokondrialis genom
kiilénb6ozd kombinacidjat tartalmaztak. A hibridek kozott 1égzés deficiens mitokondriumut
is talaltunk, mely normalis mikudést csak oligomycin jelenlétében mutatott. A
magyarazat: 1. a két kulénbozd eredeti mtDNS rekombinacidja, amely a sziil6i tipustol
eltéré méretd €s megvaltozott mikodési mtDNS-t eredményezett,

2. a mag-mitokondrium interakcid zavara: a magasabb ploiditast utodokban a két szil6i
tulajdonsag kiegyensulyozott (diploid, tetraploid) vagy kiegyensulyozatlan (triploid)
aranyban fordul el8, amely a mitokondrialis genomra, és mikodésére is hatassal lehet. A

fent emlitett magyarazatok igazolasa tovabbi kisérleteket igényel.
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3. Saccharomyces cerevisiae killer virusainak atvitele mas Sacchar-myces fajokba

A S. cerevisiae killer fenotipusat egy kisebb éS egy nagyobb dsRNS molekula (LdsRNS ill.
MdsRNS) hatarozza meg. Az RNS-ek virus szeri partikulumokba (VLP) csomagolédnak
a citoplazmaban (Tipper and Schmitt, 1991).

Ezen virusok atvitele a sensu stricto csoporton beliil lehetséges, az utédokban
fenotipikusan megnyilvanulnak.

A sensu lato csoportban a S. cerevisiae-bdl a S. kluyveribe csak az L dsRNS vihet§ at.
Ha az utodba mar korabban bejuttatttuk ezt a virust, amely az RNS dependens RNS
polimerazt kodolja, és ezt kovetSen Gjabb virus bevitelt hajtunk végre, a toxin termelésért
felelés MdsRNS ekkor sem tud fenn maradni (Kucsera et al. 1994). Az eredmények azt

jelzik, hogy az MdsRNS fennmaradasat biztositd magi gének nincsenek a S. k/uyveriben.

4. Az interspecifikus magi informacio atvitel gyakorisaginak befolyisolisa

Proteinek funkciondlis inaktivaldseval
Fonalas gombak korében ismeretes a szomatikus inkompatibilitas jelensége, amely
kulonbozd genotipust sejtek kozott jatszodik le az anasztomozist kovetden. A folyamat
tobbféle mdédon nyilvanul meg: nem képzddnek stabil utod sejtek, a fiziot kovetden sejt
lizis figyelhetd meg, vagy barrage képzddik. Podospordban 1j tipusu proteazok
szintetizalédnak az utdd sejtben (Labarere and Bernet, 1987), Neurospordban viszont
megszuntethetd a protoplazmas inkompatibilitas proteazokkal (Perkins, 1990).
Eleszt6gombakban a jelenség fajon beliil nem ismeretes, interspecifikus koriilmények
kozott pedig nem tanulmanyoztak. Kisérleteinkben megprobaltuk a lehetséges
protoplazm:. inkompatibilitast ugy megszintetni, hogy a flizids partnerek valamelyikének

fehérjéit etil-maleinimiddel inaktivaltuk. A S. cerevisiae €s S. kluyveri hibridizaciojakor



12

egyik partner kezelésével sem segithetd az interspecifikus hibridek létrehozasanak esélye,
vagyis inkompatibilitas citoplazmatikus szinten nem all fenn (Kucsera et al 1994).
A fenti inaktivalasi modszer viszont kivaloan alkalmas fajok kozotti hibridek létrehozasara,
a térzsek markerezés céljabol torténd mutagén kezelése nélkiil (Ferenczy and Kucsera,
1985).

Mitokondriumok eliminaldasaval
A protoplasztfiizié alatt a két partner mitokondrialis genomyja is interakcioba lép
egymassal, melynek hatéasa lehet a komplementaciora is. Eredmeényeink szerint a mtDNS S.
cerevisiae-bdl térténd eliminalasaval az interspecifikus komplementacios gyakorisag egy

nagysagrenddel megemelhetd.

5.A Saccharomyces dairensis CBS421 killer fenotipusanak jellemzése

A Saccharomyces cerevisiae virus kodolta killer sajatsaga alapjan a torzsek toxin termeld,
toxinra érzékeny és sem nem érzékeny sem nem termeld (neutralis) csoportokba
sorolhatok. Kisérleteink soran megallapitast nyert, hogy a S. dairensis CBS421 torzse
toxin termeld (Kucsera, 1990).

A toxin termelés sajatossagai
A toxin termelése a legaktivabb a sejtek stacioner novekedési fazisaban. A toxin fehérje
természetd, mivel protedzokkal a termelddott toxin hatastalanithato. Aktivitast a pH 4,2-
5,2 tartomanyban mutat, optimuma pH= 4,3.

A hatasspektrum
A toxinra érzékeny élesztdgombak feltérképezése alapjan a hatas spektruma eltér a S.

cerevisiae killer fehérje hatasspektrun«::ol.
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Genetikai determinaltsaga
A toxin termelését a Saccharomyces cerevisiae esetében dsRNS virus kodolja, amelynek
magasabb hdmérsékleten valo tenyésztés hatasara. A S. dairensis-ben a fenti kezelések
valamint etidium bromid és akriflavin sem eredményezték a killer sajatsag eliminalasat.
Plazmid, ill. dsRNS kimutatasaink szerint egyik extrakromoszomas elem sem talalhato a
S. dairensis CBS421 torzsében. Sikeriilt viszont UV sugarzassal killer negativ mutansokat
eldallitanunk, amelynek eldfordulasi gyakorisaga nem haladta meg az egy¢€b, pl. auxotrof
mutansok el6fordulasi gyakon'ségét. Killer pozitiv és negativ egymast komplementalo
auxotrof mutansok keresztezésével kideritettiik, hogy a killer pozitiv fenotipus dominans

és "diad analizissel", hogy magi gének kodoljak.
6. Basidiomyceta élesztdk fuzidja

A Basidiomyceta éleszt8k koziil a Phaffia rhodozyma a kisérleteink kezdetén a
Deuteromycota tagozatba tartozott, mivel szexualis €letciklusa nem volt ismert. A sejtfal
ultrastrukturalis szerkezete, ill. az ubikinon enzim tipusa alapjan tartottak szamon, mint
lehetséges bazidiumos gombat. Jellegzetes tulajdonsaga, hogy fermentaciora kepes, hogy
asztaxantint termel, ill. hogy csak viszonylag alacsony hémérsekleten szaporodik (Miller et
al. 1976).

Hibridizacios lehetdségek a Phaffia rhodozyma torzsek kozort
Hat Phaffia rhodozyma torzs egymas kozotti hibridizacios lehetdségeit vizsgalva
bebizonyosodott, hogy ezen fajok kozott is lehetséges protoplasztfiizioval a magi
genetikai informacio atvitele. Auxotrof mutansok flizidjabol az utédok stabil, prototrof
sajatsaguaknak bizonyultak. Indukalt mitotoikus haploidizacié utan mindkét partner

markereit visszanyertiik, bizonyitvan, hogy karyogamia tortént. Allitasunkat a partnerek, a
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hibridek ill. a haploidizaltatott szegregansok karyotipus elemzése is bizonyitotta. A
citodukciot dsRNS virusok atvitelével kovettitk nyomon.
zexudlis életciklusa

Az ezidaig aszexualisnak tartott Phaffia rhodozyma-t specialis koriilmények kozott
parosodasra tudtuk birni €s igy bizonyitast nyert, hogy Basidomyceta élesztdgomba. A
parosodas feltétele, hogy az intenziv szaporodasi ciklusban lévd sejtektdl megvonjuk a
nitrogén forrrast, vagy teljes mértékd tapanyag megvonas torténjen. Ilyen koriilmeények
kozott két sejt, vagy az anya- és leanysejtje egymas felé rovid konjugacios csovecskeét
fejlesztenek és osszeolvadnak. Ezt kovetden a sejtbdl egy vékony holobasidium nyulik ki,
a csucsan 3-7 basidiospora képzésével. Auxotrof és szin markerekkel ellatott mutansok
keresztezésével bizonyithat6, hogy a holobasidiumban karyogamia, ill. meidzis torténik. A
basidiosporulacio ribitol szénforrasként torténd alkalmazasakor fokozhatd (Golubev,
1995). A Phaffia rhodozyma életciklusa homothallias, mivel a szabalyos meio6zis
eredményeként keletkezd 4 basidiospora mindegyike jfent sporulaciora képes. Tovabbi
kisérleteket terveziink a Phajffia rhodozyma mating rendszerének felderitésére, amelyhez
pillanatnyilag a parosodasban defektes mutansok el6allitasa €s analizise folyik.

Mitokondrialis sajatossagaik jellemzése
Egyediil allé a Basidiomyceta élesztdk kozott, hogy a Phaffia rhodozyma-ban spontan
keletkezd pici telepek megjelennek. Ezek a pici telepek oxidativ koriilmények kozott is
fermentacioval nyerik energiajukat, vagyis a faj petite pozitiv. A mutacio gyakorisaga
egyes torzsekben 100%-ra emelhetd etidium bromid kezelés hatasara. A mutansokbol
izolalt mitokondriumok oxigén fogyasztasa csokkent mértékd, €s antimycin A jelenlétében
nincs gatlo hatas ugy, mint a vad grand térzsek esetében. A kis telepiség mitokondrialis
funkci6 kiesése miatti eredete igy bizonyitott.
Nem fermentalhat6 szénforrasokon tenyésztve néhany antibakterialis antibiotikummal

szemben érzékeny, amelyekre nézve rezisztencia markerek kiépitése folyik.
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A két féle mutacio segitségével a tovabbiakban szeretnénk meghatarozni, hogy a petite
fenotipust a mtDNS vagy a nuklearis DNS-en bekdvetkez6 mutaciok idézik-e el6?
Tovabbi kisérletek folynak a mutacio természetének meghatarozasara, mivel a tobbi
élesztdgombatdl eltéréen a mutansok indukalhatok UV sugarzas hatasara is mintegy 50%-

os gyakorisaggal.
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