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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A gombdk az él6lények egyik kulondlld és igen sajét-
sdgos csoportjat képviselik, Telepes testi szerveze-
tek, amelyek kilénboz6 differencidltsagu fonalakbdl,
a fonalak pedig eukariotikus sejtekbdl épulnek fel,
Citoplazmdjukban egy vagy tébb magot tartalmaznak,

Utébbi esetben homo- vagy heterokarionok lehetnek,

Fajon belil, gombasejtek egyesilése vagy fuzidja,
ezdltal pedig a genetikai informécié 4tvitele a
szexudlis és a paraszexudlis szaporodds sordn vald-
sul meg, Szexudlis /ivaros/ folyamatok sorén vagy
homotallikus pérosodés, vagy pedig heterotallikus
parosodds zajlik le, Mindkét folyamat a partnerek
plazméjénak Osszeolvaddsédval /plazmogédmia/ kezddédik,
amit a magok Osszeolvadésa /kariogdmia/ kdvethet,
diploid zigéta jon létre, melynek sorsa a kilénbdzd
gombdkndl eltérd lehet:
- a diploid zigéta mitotikus osztddédsdval
stabil diploid generacié nd fel, amely csak
meghatdrozott kérulmények kézdtt vadlik hap-

loidda,
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- a diploid zigéta azonnali meiotikus osztdda-

sdval négy haploid spdéra keletkezik,

A meiotikus osztéddsok sordn, a kromoszdémak vélet-
lenszeri szétvaldsaval, valamint a "crossing overek"
révén genetikai rekombindcié jétszédhat le, amely
kulénboz6 genetipusu, Uj tulajdonsédg-kombindacidju

egyedek keletkezéséhez vezet,

A gombéknak egy jelentés része viszont ivari folya-
matra képtelen, Ennek ellenére lehet lehetlség a kiuloén-
b6z6 genetikai informdcidk &tvitelére, cseréjére az
un, paraszexudlis folyamatok révén: kompatibilis
haploid vegetativ sejtek anasztomézisa /6sszendvése/
sordn két egymds mellé keruld sejt konjugdl és plaz-
matémlén &t az egyik sejt magja & mésikba véndorol,
heterokarion dllapot j6n létre, Kariogdmia csak rit-

kén, kb, 1077 gyakorisédggal koévetkezik be,

A természetes mdédon lejdtszddd informécidcsere mel=-
lett Ujabban egyre tébb manipulédciés technika ala-
kult ki két, tetsz6leges genetikai rendszer egy
szervezeten beluli egyesitésére /pl, sejtfﬁzié, gén-
dtvitel szubcelluldris alkotékkal, virusokkal, bak-

tériumokkal, transzformdciés kisérletek/,
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Az igy alkotott sejthibridek egyrészt a legkiilonbsz8bb
kutatdsi teriileteken alkalmazhatdk: pl. lehetdvé teszi
az €10 sejtek géntranszferének és génreguldcidjdnak
mikrobidlis szinten vald tanulményozdsdt, informativ
nukleinsavat tartalmazdé citoplazmatikus organellumok
bevitelével pedig / pl. mitokondrium / ezek biogenezisé-
nek genetikai, biokémiai vizsgdlatdt, stb.Misrészt, e-
zekkel az uj médszerekkel lehetdvé vdlik , a szexudlis
hibridizdcid, a keresztezési akaddlyok / genetikai i-
zoldcid, inkompatibilitds / megszﬁntetés?, és olyan uj
génkombindcidju hibrideket éllitgnak el6, amelyek gaz~-
dasdgilag nagy jelentdségiiek /pl. fokozott entibiotikum-
vagy enzimtermels, valamint eszencidlis aminesavakban
gazdag fehérjével rendelkezS mikroorganizmusok, betegsé-‘

gekkel szemben rezisztens, nagy termlképességii nsvények/.

Gombdkndl a mesterséges uton t8rténd hibrid, illetwe hetero-
karion képzést protoplasztok kényszeritett fuzidjdval F' Qﬁ

A
e1l8szor Ferenczy és mt31 veldsitottdk meg, Geotrichum

candidum aminosav auxotréf mutdnsainak alkalmazisdval
[iT o A médszer finomitdsa lehetdévé tette a fuzidé gya-
korisdgdnak ndvelését {é]'. Kao és Michayluk [}T 1974-ben
novényi protoplasztok fu;iéjét hatdsossan tudték



indukdlni polietilénglikol /PEG/ magas koncentraci-
6ju oldataval, Az Uj, fuzidét indukdld szer alkalma-
z4dsdval lehet6vé valt gomba protoplasztok igen nagy

gyakorisdgu fuzidja is [ﬁ,é].

Azt, hogy PEG indukdlta fiuzidval az éleszt8gombdak
padrosodds tipusbeli kildnbségei /mating-type barrier/

legy6zhet6k, azonos mating tipusu intraspecifikus fu-

zidval igazoltadk Saccharomyces cerevisiae-ben [é-li]

Schizosaccharomyces pombe-nél [: 12ih Rhodosporidium

toruloides-ben [}3,14], Saccharomycopsis lipolytica-nél,

[15,16], valamint Hansenula wingei [?7] és Pichia

guilliermondii llé] esetében, A keletkezett fuzids

termékek stabil vagy instabil diploid illetve magasabb
ploiditdsly szervezetek voltak, amelyek a fuzidban részt-
vevl partnerek teljes kromoszdéma készletét egy magon
belil tartalmazzédk, Elesztészeri gombdk /pl, Candida/
esetében is, ahol pdrosoddsi tipusrdél, szexudlis vagy
paraszaxudlis szaporoddsmédrdél nem tudunk, a fajon
belili fuzidé megvaldsithaté, Ennek eredménye instabil

heterokarion, amely azutédn diploidként stabilizaléd-

hat E}Q, 2@]. Candida fajokndl ez az Gj médszer a

genetikai munkadk megkezdését teszi lehetdvé, hiszen
semmiféle természetes keresztezést ezideig nem lehe-

tett elvégezni,



A fuzidés technika alkalmazdsaval a mag-gén transzfer
mellett lehet8ség van mitokondridlis genom &tvitelé-
re is EZl-zé] , valamint fajok kézétt hibridek létre-

hozéséra, élesztégombék koérében Candida tropicalis és

Saccharomycopsis fibuligera [2@],Saccharomycopsis

lipolytica és Candida guilﬁérmandii ils]]Kluyveromyces

lactis és K, fragilis [27] valamint Schizosaccharomyces

pombe és S, octosporus E?S] sikeres keresztezését

kozolték, Egyméastél nagyon tévolesd fajok protoplaszt-

fuziéjéval /pl, Schizosaccharomyces pombe és Saccharomyces

cerevisiae/ valdédi, intergenerikus hibridek nem nyerhe-

ték [29] .

Ebben a dolgeozatban ujabb interspecifikus fuzidét irunk

le, A két partner /Candida albicans és Candida tropicalis/

rendszertanilag igen koézel &ll egymédshoz, Morfolégiai
elkilonitésiuk nehézkes, megkialénbéztetésiikhoz fiziold-
giai, biokémiai tulajdonsédgaikat is fel kell hasznil-
ni, Kivéncsiak voltunk, vajon e két faj esetében 1lét-
rehozhatdék-e életképes hibridek és ha igen, milyen tu-

lajdonsdgokkal rendelkeznek,



Candida albicans és Candida tropicalis jellemzése

A Candida génusz éleszt8szeri mikroorganizmusok rend-
kivil heterogén csoportjabdl 4ll, Kozés jellemzéjuk

az ivari folyamat hidnya, illetve ismeretlen volta,
valamint az, hogy jol differencidlt micéliumokkal vagy
pszeudomicéliumokkal rendelkeznek, Az idesorolt fajok

élesztbészeru Ascomycetesek és Basidiomycetesek imper-

fekt alakjai,

Mivel a fuzids munka soradn alkalmazott Candida albicans

partner szexudlisan aktiv formdjat 1967-ben Van der Walt
[3Q] megtaldlta, Uj rendszertani helye és neve:
divisio: Zymomycota
classis: Endomycetes
ordo: Endomycetales
femilia: Syringosporaceae

species: Syringospora albicans

Eletciklusdt az 1, dbra mutatja: a szexudlis folyamat
néhany lépése még mindig kérdéses, nem kellBen tiszté-
zott,

A Candida tropicalis partner szexudlis szaporoddsimdéd-

jérél a mai napig nincs tudomésunk, Bar életciklusdt[2-abra]

mar tanulmdnyozték, sem sejtek konjugédcibdjéat,sem pedig



A Candidg albicans életciklusa

1 szexudlisan aktiv haploid sejtek sarjadzdsa, mitotikus
sejtmagosztédés

2-5. konjugéacié, kariogdmia és a diploid sejtek sarjadzasa,
mitotikus sejtmagosztdédas

6. endespébra képzés /?/

7-8. meidzis és meiokonidium képzés, valamint a meiokoni-
diumokbdél visszadlld haploid nemzedék

9-12. szexudlisan inaktiv sejtek 6ndiploidizécidéja 7?7/,
klamidcspére képzése, meibzisa, a klamidospérék csirdzésa

13-14. diploid sejtek klamidospéra képzése és meibzisa

15. diploid sejtek endospéra képzése /?/

16-18. klamidospdéra képzés, meidzis

1.abra



A Candida tropicalis feltételezett eletcikiusa

2T
Q\

‘,‘/8\ MITOZIS % 38/

S .

1. szexudlisan inaktiv haploid sejtek sarjadzédsa, mitotikus
sejtmagosztddas

2. klamidospérak képzédése /?/

3. szexuélisan aktiv haploid sejtek sarjadzédsa, mitotikus
sejtmagosztddas

4. diploid sejtek sarjadzasa

(6]

. sarjadésos meiozis /?/
2 haploid mag

# diploid mag
% poliploid mag

2.abra



sejtmagvak fuziéjdt nem tapasztaltédk, Atmeneti diploid
dllapot csak az un, autoploidizdcié sorédn jétt létre

t317. Rendszertani helye:

form-divisio : Deuteromycota

form-classis : Blastomycetes
form=ordo : Cryptococcales
form-genus: Candida

species : Candida tropicalis

Mivel a rendszerezés soran a filogenetikai Osszefligge-
seket leginkdbb tukroz6é ivari folyamatokat felhasznél-
ni nem lehet, hiszen nem ismertek, a rendszer mestersé-

ges, amelyet a "form" kifejezéssel jelslunk,

Eleszt8gombédk rendszerezéséhez jelenleg mintegy 50 fé-
le morfolégiai és fiziolégiai tulajdonsédgot vizsgélnak,
De ha a fajok azonositédsa illetve elkilénitése érdeké-
ben mindez nem bizonyul elégségesnek, akkor egyéb feno-
tipikus jellemz8k meghatdrozdsat is elvégzik, makromole-
kuldris szinten, Pl,: megdllapitjdk a kérdéses torzsek
ONS-ének bdzis 6sszetételdt /GC %/ vagy a bazis szekven-
cia homolégia mértékét a DNS-DNS vagy DNS-RNS hibridi=-
zacidé alapjén, kilénféle szeroldégiai teszteket végez-

nek, és az ezzel szoros 0sszefliggésben levd sejtfal



mannan,é illetve mannéz tartalmu fal-pdiszacharidok pro-
ton magneses rezonancia /P,M,R,/ spektrumat vizsgéljék'
esetleg az elektrontranszport rendszerek izoprenoid
kinonjait osztdlyozzdk, elektroforetikus enzimrendszere-

ket tanulmanyoznak, stb,

Mikromorfoldgi 8j 4t tekintve mind a C, albicans mind a

C, tropicalis éleszt8szerl, szaporoddsuk multipolaris

sarjadzédssal torténik, Megfeleld korulmények kozott
pszeudomicéliumokat képeznek, amelyek pszeudohifékra
és blasztospordkra kilénithetdék, Valddi micéliumok

a C.albicansree
szintén el8fordulnak, tovabbadYjellemzd a klamidospdrak
képzédése meghatdrozott tenyésztési korilmények soran,
A két partner fizioldgiai sajdtsdgaiban is sok hasonldség
mutatkozik, Ezeket Lodder "The Yeast" cimiU munkdjanak
Utmutatdsa alapjan vizsgdltuk EBZ] ¥
Lodder fizioldgiai tesztként cukrok és més szénforrasok
oxidativ felhasznélésénakésfermentéciéjénak vizsgalatat,
a nitrat kizdardélagos N-forrasként vald felhaszndlasét,
antibiotikum érzékenység vizsgdlatat, stb, haszndlja
fel a fajok leirdsdhoz, jelleimzéséhez, A cukor asszimi-

lacidés és erjesztési spektrum szélesebb a Candida

tropicalis esetében, a NaNO,-ot egyik faj sem asszimi-

lalja, mindkettejik maximdlis novekedési hdmérséklete

hasonld /41-44 OC/,



Szerolsgiai vizsgédlatok szerint vélasztott partnereink
sejthl antigén tulajdonsagaik alapjan azonos fajcso-
portba tartoznak, de a fajcsoporton belidl elég téavol

-
allnak egymastodl &?3-3@?

1968-ban Stenderup és Leth Bak E;jj megadllapitotta,

hogy a C, albicans és C, tropicalis DNS~-gnek igen

alacsony és csaknem azonos a guanin- citozin mdél szé-
zalékala Tm és az uszddenzitéds alapjan: 35,1 7%, illet-
ve 34,9 %, A DNS szekvencia homoldgia, a DNS-r- RNS
hibridizécié alapjén, a megvizsgdlt Candida fajok kdziil

a C, tropicalis és C, albicans koézdtt a legnagyobb,

mintegy 86 % E;S] y

Mitokondridlis DNS-re vonatkozé vizsgdlatokat csak

egyetlen Candida fajrél, a C, parapsilosisrdél koézol-

tek E39,4Q], O’ Connor ¢és munkatarsainak kutatdsai

6

alapjédn a mt-DNS nagysédga 11,14 ,um, molsulya 23,1 x 10

F
dalton, Uszddenzitdsa a magéval csaknem megegyez8: a
zart koralakd mt-DNS-4 1,698 g/cm3, a magsave

1,700 g/cm3, Candida albicans és C, tropicalis ilyen

Jellegl Osszehasonlitdé vizsgdlatdt még nem kézolték,

Az orvosi diagnosztikai laboratériumokban - egyes Candida

fajok patogenitasa miatt - nagy intenzitéssal folynak
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enzimaktivitdsi vizsgdlatok, A C, albicans-rél 1849
dta tudott, hogy szisztémds mikozisokat, olykor ha-
ldlos kimenetell betegséget okozhat, bar normdlis
kéralmények koézétt minden emberben eléfordul anélkil,

hogy betegséget okozna, A C, tropicalis viszont td6bb-

nyire csak kisérdéként fordul el candidiazisos betegek=-
oen, Ezt a fajt néhdny orszagban takarményélesztdként
is gyartjak, A C, albicans patogenitésat savas fosz-
fatazok [%d] , észterdzok és protedzok aktivitésdval

prébdltédk kapcsolatba hozni L4i{;
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ANYAG ES MODSZER

Alkalmazott mikroorganizmusok

Candida albicans CBS 562T lys auxotrdéf mutédnsa
Candida albicans CBS 5627 met auxotrdf mutdnsa
Candida tropicalis CBS 94T ade auxotrdéf mutdnsa

Candida tropicalis CBS 94T ade, met " muténsa

Felhaszndlt anyagok

A, : TAPTALAJOK
l,/ Komplett téptalaj /KM/

a,/ élesztd kivonatos tépoldat
1 % glukoéz
0,5 % yeast extract /Oxoid/

b,/ éleszté kivonatos tépagar
1 % glukéz
0,5 % yeast extract /Oxoid/

2 % agar /Bacto/

2./ Ozmotikusan stabilizalt komplett tdpagar /OKM/
1 % glukéz
0,5 % yeast extract /Oxoid/

1,5 % agar /Bacto/

0,7 M KC1l vagy 0,3 M CaCl2
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2,/ Minimal taptakj /MM/
~0,5 % /NH,/, SO,
=0.,1 % KH2PO4
—0,05 % Mg SO,-7H,0
-1 % glukéz
-2 % agar /Bacto/

-1 ml Wickerham-féle vitamin oldat /1000 ml

4,/ Ozmotikusan stabilizdlt minimdl téptalaj /OSM/
mint MM

+ 0,7 M KC1 vagy O,3 M CaCl2

5,/ Fedéd tépagar
—0,3 M CaCl,

-1,5 % agar /Bacto/

6./ Asszimildcids tdptalaj
~0,5 % /NH,/,S0,
- o
@, L 2 KH2PO4
"0,05 % MgS0, « 7H,0
=1 ml Wickerham-féle vitaminoldat /1000 ml

—1,5 % agar /Bacto/

- 0,1 % a megfeleld diagnosztikus cukorbdl
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7./ Tépoldat erjesztési proébdhoz
0,8 %/NH4/2 SO0,
-0,1 % KH2PO4
-0,05 % MgsO, . 7H,0
=1 ml Wickerham-féle vitaminoldat/1000 ml
- 10 mg brémkrezol bibor/ 1000 m1

- 0,5 % a megfeleld diagnosztikus cukorbdl

8.,/ Kukoricalisztes agar

40 g kukoricalisztet 1 liter vizben 1 4ran 4t
60 °c-on kevergetunk, szlrjuk, hozzdad unk

20 g agart és sterilizdljuk,

B, : EGYEB ANYAGOK

1,/ Protoplasztédld enzim oldat
-1,5 % liofilezett csigaenzim

0,1 % p-merkaptoetanol

0,7 M KCl=ben oldva

2,/ El8kezel® oldat protoplasztdlashoz
-5 mM EDTA
-a,1 M TRISZ pH = 8

~ 1 % |i-merkaptoetanol

3./ Polietilén glikol /Karbowax, M,s: 4000/

—~30 %-o0s deszt,vizes oldat

- 10 mM C8012
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4,/ Sejtmag festéshez felhaszndlt anyagok
a,/ tomény HCl és deszt,viz 1:3 arényu keveréke
b,/ 0,5 mg/ml koncentréacidéju metilénkék festék-
oldat deszt,vizben

pH = 7

5.,/ Az egy sejtre vonatkoztatott DNS mennyiség megha-
tarozédsédhoz felhasznalt anyagok:
a,/ 10 és 20 %-os perklérsav /deszt,vizben higitva/
b./ 4 % difenilamin /petroléterben &tkristalyo-
sitott/ jégecetben oldva
c./ acetaldehid 16 mg/ml térzsoldata deszt,vizben
d./ DNS standard: 400/ug/ml csirke vorodsvérsejt
DNS 5 mM-os NaOH-ban oldva
Felhaszndléds eldtt kétszeresen higitva 20 %-os
perklérsavban/70 ®C-on 15 perc/, utédna ujabb
2-szeres higitds 10 %-os perklérsavban, Vég-

koncentrécid: lOO/ug/ml,

8./ Mitokondridlis DNS szepardldshoz felhaszndlt anyagok:
a./ protoplaszt 1iz4l4 oldat:
15 ml TRISZ-HCl puffer /pH = 8/
1,7 m1 1 M EDTA

0,34 g sarcosyl / FLUKA /
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b,/ cézium klorid /LTD Biochemicals/
c,/ Hoechst - 33,258 vegylilet 10 mg/ml oldata

deszt,vizben

Haploidizdld szerek

- akriflavin /Reanal/ 1 mg/ml oldata etanolban

klorélhidrat /Reanal/ 10 mg/ml oldata deszt,
vizben

- benomyl /Chinoin/ 1 mg/ml oldata etanolban

- p-fluorofenilalanin /Serva/ 1 mg/ml oldata

etanolban

Diagnosztikus cukrok

Glukéz, galaktéz, szaharéz, maltdz, laktéz, raffindz,
melibidéz, fruktdz, szorbdz, L-ramndéz, D-xilédz,
L-arabinéz, D-arabindéz, D-ribdéz, cellobioz,

arbutin, szalicin, eszkulin, « -metil glukozid,
trehaléz, melecitéz, keményitd, inulin, etanol,
glicerol, eritritol, adomitol, mannitol, szorbitol,
dulcitol, inozitol, Na-acetdt, Ca-Na-laktat,

K-Na-tartarat, Na-glukonét,

Izoenzim vizsgdlatok sordn felhasznilt anyagok:
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Gél Osszetétel:

Akrilamid A 10,1 ml
Deszt. viz 3,4 ml
Gél=puffer 15,0 ml
Ammdénium perszulfdt / 10%-os / 1,5 ml
N,N,N?,N’-tetrametil-etilén-diamin 0,045 ml

Akrilamid A : 22,2 g akrilamid

0,6 g N,N’-metilén-bigz-akrilamid

deszt. viz 100 ml-re

Eszterdz vizsgdlatok :

Gél-puffer: 0,02 M bdrsav

pH=8,62 /' 2 N NaOH-val bedllitva /
Hid-puffer: 0,3 M bdrsav

0,03 M NaCl

pH=8,0 / 2N NaOH-val bedllitva /
Festés: 200 mg Blue RR salt / 100 ml O0,. 5 >-naftil-

acetdt

0,08 M TRISZ / pH=7 /
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Médszerek

1, Protoplaszt_képzés

A protoplasztdland6é C, albicans és C, tropicalis

torzsek 24 6ras, komplett tdptalajon eldnevelt te=-
nyészetéb8l 1 kacsnyi mennyiséggel 100 ml komplett
tdpoldatot beoltunk, 10 érén keresztul, 30 %c-on
rédzatva inkubdljuk, Ekkorra a sejtkoncentrécié
kérulbeldl 107 sejt/ml, a tenyészet logaritmikus
ndvekedési fézisba keriul, amely optimdlis a pro-
toplaszt képzéshez, A gomba sejteket tdpoldatukbdl
kicentrifugaljuk /2000 g/5 perc/, steril koérilmé-
nyek koézott 0,7 M KCl-dal atmossuk és ismét cent-
rifugdljuk, El8kezelé oldatban felszuszpendaljuk,

a sejt koncentréacidét kb, 108/m1-re allitjuk, 30 ©c-on
torténd 20 perces inkubdlast, ujabb centrifugédlést
és 0,7 KCl-dal vald &tmosdst kdvetden protoplasztdlsd
enzimoldatba tesszik a sejteket, A 30-40 perces ke-
z=lés sordn az intakt sejtek 95-100 %-ban atalakul-

nak protoplasztokk4,

Az enzimoldatbdl kicentrifugdlt C, albicans ¢és

C. tropicalis protoplasztokat 0,3 M CaClz-dal

kétszer &tmossuk, majd Birker-kamrés sz&molassal



meghatdrozzuk a szuszpenzidé 1 ml-re vonatkozo sejt-

szamot, A fuzidban résztvevd partnerek mindegyikébdl

5.108 protoplasztot 4sszecentrifugdlunk, a fellul-

Uszdét elontjuk és 2 ml 30 %-os PEG-et rétegzink

bvatosan a centrifugacsfbe, A protoplasztok inten-

ziv aggregacidja sokszor szemmel is jol koévethetd,

20 perces inkubacidé utan a regenceracidhoz szikséges

higitdsok elvégezhetdk,

a./ A PEG-es kezelés soréan képz6doétt aggregdtumokat

b,/

kelld higitds utadn /PEG-ben/ 42 °C-os fed6é-tép-
talajba kevertik és olyan Petri-csészébe oOntottik
vékony rétegben /1 ml/csésze/, amely mar megszi-
lardult, ozmotikusan stabilizdlt szintetikus mi-
nimdl ill, ozmotikusan stabilizdlt komplett tap-
talajt tartalmazott.ﬁz;%g napos, 30 °C-on térté-

nd inkubdcid utén afﬁegjelenﬁ fuzids telepeket

friss minimal téptalajra izolaltuk,

Az egyes partnerek regenerdcidés képességét ki~
18n-kilsn is meghatdroztuk, A protoplasztokat
0,3 M CaC12-dal vald dtmosds, Blrkerkamrés
sejtszam ellen8rzés utdn Ugy higitottuk, hogy
@ szuszpenzid ml-ként 104 sejtet tartalmazzon,

EbbS1 0,5 ml-t 10 ml 42 °C-os fed&étaptalajba
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kevertlink és az el8bb ismertetett mdédon ozmo-
tikusan stabilizalt komplett alaplemezre 6n-
tottuk, 3 napos inkubdcid utén a regenerdacids

%-ot meghatdroztuk:

regeneraldédott telepek szdma/csésze 100
[ ]

leoltott protoplasztok szédma/csésze

A komplementdcids gyakorisdgot a kdvetkezdképpen

szamoltuk ki:

OSM téptalajon megjelend telep szdm/c¥sze

OSK taptalajon megjelend telep szém/csésze, higitds

c, Back-mutacidé ellené6rzése
Az eldéz8ekben ismertetett regenerdcids mdédszer-

rel 5.107 protoplasztot tesztelink OSM taéptalajon,

A fazids termékek és a partnerek sejtjeib8l kene-
tet készitlnk tdrgylemezen, beszaritjuk, majd cc,
HCl : desztviz = 1 : 3 keverékében a scjtplazma
ANS-ét 30 percig hidroliz&ljuk, Csapvizes 6blitést
€s szdritdst kdvetden metilénkékkel 30 percig fest-
Jik a sejteket, Ujabb csapvizes 6blités és szarités
utan 100 x-os nagyitasu immerzids lencsével vizsgdl-

Juk a prepardtumot,
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Seitek térfogat mérdss

A hibrid sejteket komplett tédpoldatban razatva
tenyésztettik 48 éran keresztidl ;30 oC-on. A sejtek=-
rél mikroszkdépikus fotdét készitettink, a negativ

filmet kinagyitottuk és 50 sejt roévid és hossz-

tengelyét lemértik, Sejt térfogatot szamoltunk:

A 7 ab2 a: a hossztengely fele
3

V =
b: a réovid tengely fele

A hibrideket és a fuzids partnereket minim&l,

illetve a megfeleld aminosavakkal kiegészitett
minimdltédptalajon neveltik 48-72 &érén keresztul,

0,5 %-os csigaenzimbe &tmostuk és kb, fél éréan
keresztil 30 °C-on rézattuk, Az inkubdcidé soran

a sejtek aggregédcidja megszinik, az anyasejthez
tapadt sarjak is levdlnak, Enzimmentesitést deszt,
vizes mosédssal végeztink, kétszer ismételtik, A sejt-
koncentrdciét Birker-kamrdban meghatdroztuk, A DNS
extrandldshoz Burton [42] médszerét alkalmaztuk,
mennyiségét difenilamin reagenssel mértik [4ég,
Minden vizsgélandd térzsbsl 5'109 sejtet centrifugdl-
tunk 5 ml-es centrifugacsébe, Szuszpenddltuk 5 ml

10 %-o0s perklérsavban és 30 percig jégfirdén extrahsl-
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tuk a savoldékony anyagokat, Ujabb centrifugdlést
kévetben 5 ml 10 %-os perkldérsavban 70 %C-on a
DNS-t extrahdltuk, 30 perc mulva a sejteket cent-
rifugdltuk, A felllldszét megtartottuk, 2 ml extrak=-
tumhoz 2 ml difenilamin reagenst és 0,1l ml acet-
aldehid oldatot pipettéazunk, 17 éréas 30 °C-on tér-
ténd inkubdlds utdn a mintdkat 595 nm-nél fotomet-
rédltuk, Ismert koncentrdcidju csirke v@rosvérsejt
DNS-b81l kalibrécidés gorbét készitink és az egy

sejtre vonatkoztatott DNS mennyiségét meghatdrozzuk,

a,/ Cukor asszimilécié
A vizsgdlandd édlesztdk 24 éras tenyészetédbfl
indulunk ki, 5 ml steril vizben 1 kacsnyi sej=-
tet szuszpendalunk, majd gereblye oltéssal a
kilénboz8 szénforrdsokat 0,1 %-ban tartalmazd
minimal, ill, a megfeleld aminosavakkal kiegé-
szitett minimdl téptalajra szélesztettik, A le-
mezeket 30 °C-on inkubdljuk, a harmadik és 6to-
dik napon &4llapitjuk meg, hogy a mikrobdk mely
szénforrdsokat hasznositjédk, Mértékét 0-3-ig érté-
keljiuk, Kontroll kisérletet szénforras nélkiili

taptalajon végzink,
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b,/ Erjesztési spektrum
Az erjesztési tépoldatokat a vizsgdlanddé torzsek
1-1 kacsnyi mennyiségével beoltjuk, A csoveket
2-3 cm magasan vazelin :paraffinolaj 1l:1 aranyu
steril keverékével lezarjuk,
25 %C-on inkub&lunk és 2 naponként 2 héten ke-
resztil értékelink, Pozitiv erjesztési csdben gaz-
buborékot, valamint az indikdtor elszinezddését

lathatjuk,

Egy hetes tenyészetekbd8l kiindulva, a megfeleld
aminosavakkal kiegészitett minimdl tédptalajra, amely
a haploidizdldé szert is tartalmazta, 1 cm atmérdjui
foltban kb 5-106 sejtet oltunk, Egy hetes 30 °c-on
vald inkubdlds utdn a sejteket 5 ml deszt, vizben
szuszpendaljuk és gereblyeoltédssal komplett tptalaj-
ra szélesztjiuk, 24-48 d6ra miulva a kifejlédd telepek

auxotrofiajat replika technikdval meghatdroztuk,

A vizsgdlandd toérzsek 5~1O9 sejtjébl6l mar az eld-
z8ekben ismertetett médon protoplasztokat képeztiink,

Enzimmentesités utdn 60 °C-on 15 percig protoplasztii-
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z4ldé oldattal a sejtek membranjdt feloldottuk, Gyors
hiittés utdn /0 C-ra/ tisztitd centrifugdlédst végez-
tink Janetzki VAC 60l-es ultracentrifugéval

/12000 rpm, 4 OC-on/. A feluliuszé 3,9 ml-ében 4 g
CsCl-t feloldottunk és 10 mg/ml koncentrécidju
Hoechst 33 258-as vegytulet 0,1 ml-ével jél &ssze-
kevertik, 48-72 éran &t 30 000 rpm-mel 20 °c-on
centrifugdltuk, A centrifugdlds soran kialakuld
gradiensen a mag és mt-DNS eltérd denzitdsuk
alapjan szétvédlnak, A DNS-hez irreverzibilisen
kotédott festék pedig hosszlU UV-ben fluoreszkial,
igy a savok lathatévéd tehet8k, Ertékelést Philips

HPV 125 W-os lampdkkal megvildgitva végeztiink,

Izoenzim vizsgdlatok /Brewer és Sing szerint L4§}/

A vizsgalandd torzsek 24 6rés, komplett tédpoldatban
eldnevelt sejtjeit centrifugdlds illetve deszt,vi-
zes mosés utdn French Press-szel 15000 psi-nél, kit-
szer hitdtt koriulmények koézott feltdrtuk, 2000C rpm-
mel Janetzki T24-es centrifugédban a mintdbdl a sejt-
tormeléket és az ép sejteket letlepitettuk, a felul-
uszdt megtarottuk, Gélre vitelkor az egyes mintak

10 "0 glicerint és 0,001 7 brémfenolkék jelzé festé-
et tartalmaztak, SO/ul—nyi mennyiségeket helyeztink

az elfre elkészitett giflapok egy-egy mintahelyére,
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i futtatdst Frigomix berendezéssel hiitStt Pharmacia gydrt-
ainyu gél elekiroforétikus késziilékkel végeztilk, kb 8-10

v/ 241 cm-nél illetve 10 mA/gél ZramerSsséggel 4-8 Jrdn
yvaresztill, amig a brdémfenolkék marker elérte a gél alsé szé-
16t. Az elektroforézis utdn a gélblokkokat 37 C-on 30 per-
ciz sttétben a festdoldatban inkubdltuk, majd pedig 50%-os

etanoclban festék mentesitettiik. A 24 drds kezelés utdn a

sélvlokkokat 4°C-on 50%-0s etanolban tdroltuk.



1.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Protoplasztképzés, regeneracid

Candida fajok sejtfalénak olddsa mind csigaenzimmel
[ 45| mind pedig bakteridlis eredeti enzimmel [}7]
megvalésithatd, A létrejovd sejtfal nélkiali sejtek
a protoplasztok, Ha mikroszképosan kovetjik a pro-
toplasztképzést, az intakt, tojasdad alaku sejtek
lekerekedését, az anyasejtekhez tapadt sarjak le-

valasat figyelhetjuk meg /l1-4 kép/. Candida tropicalis

esetében egy éréan belll teljes a protoplaszt képzés

a C, albicansndl 1,5 6réan belili loo %-os protoplaszt

képzést érhetunk el elékezld oldattal vald kezelés

nélkul,

Kisérleteink szerint a sikeres protoplaszt képzés
meghatdrozdja a tenyészetek kora, Vizsgdlataink

soran az exponencidlis ndvekedési fazisu kulturdbdl
szadrmazé fiatal sejtekb8l /kb 10 éréds/ mindig konnye-
dén nyerhetiink protoplasztokat, mig a stacioner fa-
Zisbdél szarmazo idés sejtek /16-18 6ras/ reziszten-
sex voltak a faloldd enzimmel szemben. Ezt a sejtek

oregedésével jaro sejtfal struktura vdltozdsok okozzak,
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A protoplasztképzés szempontjdbdl maésik fontos
tényez8 a sejtek eldkezelése valamilyen szulf-
hidril reagenssel /pl: cisztein, 2-merkaptoetanol,
vagy ditiotreitol/, A hatés a sejtfal-proteinek
diszulfid hidjainak redukdlasan alapszik, A sejt-
falban levd fehérjemolekuldk felnyilnak, a litikus
enzimek pedig hozzaférnek az egyéb /glukédn, mannén/

sejtfal alkotdkhoz,

El8kezelés nélkil a sejteknek csak kb, 60-75 %-a
alakithaté &t protoplasztokkd, ha az enzimoldat

merkaptoetanolt nem tartalmaz,

Az enzimkezelés soran létrejovdé protoplasztok oz-
motikusan érzékenyek, ezért harmadik feltételként
ozmotikusan stabilizdlt kornyezetet kell biztosita-
nunk, Esetiinkben 0,7 M-1,2 M KC1 a megfeleld ozmo-

laritdsu stabilizdld szer,

A megfeleld koru tenyészetb8l kiindulva az alta-
lunk alkalmazott elékezeld oldattal 100 %=-0s pro-
toplaszt képzés érhetd el 30-40 percen belul, mind-

két Candida faj esetében,

Necas és munkatdrsai 1961-ben leirtak, hogy megfe-

lels tdptalajon a protoplasztokban makromolekul&k



szintézise folyik, képesek sejtfaluk regenerdlédsa-
ra és tovabbi osztddésra [48} . A regenerdldodéas
mértéke a tédptalaj min6ségének flggvénye és az al-

kalmazott fajra specifikus,

Kisérleteink sordn kulonbdz6é koncentrécidju MgSOA—t
KCl-t és CaClz-t prébdltunk ki stabilizdtorként a

regeneracidhoz,

Az eredményeket az 1, tédbldzat tartalmazza,

Regeneréacidé /%/

Stabilizator
C, albicans /lys / C,tropicalis
/ade”, met /
0,5 M KCl1 10 5
0;6 M KCl 25 20
0,7 M KC1l 45 35
0,8 M KC1l 30 30
1,0M KC1l 10 15
0,2 M Ca012 15 10
0,3 M CaC12 30 25
0,4 M CaCl2 25 15
0,5 M CaCl2 15 10
0,6 M MgSO0, 30 20
0,8 M Mgs0,, 50 35
1,0 m mMgso, 25 20

|

1, tablazat
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Mivel protoplasztot leggyorsabban és legtisztdbban
KCl jelenlétében nyerhetink és a fuzidé megvaldsu-

ldsdhoz a PEG mdlett Ca2+

ionokra is szikség van,
a fuzidés telepek regenerdltatédsdhoz e kétféle sta-
bilizdldé szert, szénforrdsként pedig 1 Ji glukdzt
védlasztottunk, A 0,7 M KCL és a 0,3 M CaCl, hason-
16 mértékid regenerdcidt biztosit mindkét Candida
faj esetében, Alaptédptalajban 0,7 M KCl-t, fedd=-
tdptalajban 0,3 M CaClZ-t haszndlva, a regeneréacids

rata 20 %,

Az auxotrof torzsek fuzidja, a fuzidt befolydsold
tényezf6k,

Ahhoz, hogy két fuziondlt protoplaszt kozotti
komplementdcidét fel tudjunk ismerni, a partnerek-
nek ismert, vagy legaldbb jelzett genetikai kész-
lettel kell rendelkeznitk, Mivel pedig a proto-
plasztoknak csak csekély hényada fuziondl, a komp-
lementécid jeleinek olyannak kell lennie, hogy azt
kénnyen nyomon tudjuk kdvetni, Ezért a kildénbszé
megbizhaté auxotrofidt hordozdé torzsek protoplaszt-
jai rendkividl alkalmasak a fuzid bizonyitdséra, hi=-
szen minimal taptalajon csak a komplementdlddott,
egymést genetikailag kiegészitett fuzids hibridek

eletkép_esek, Kuldénosen eldnyds az adenin auxotréf



mutédnsok haszndlata, mivel ezek telepei pirosak,

a sejtekben felhalmozddott poliribozilaminoimidazol
pigment miatt, Ez a megkilonbdztetd tdepmorfoldgia
pedig kényelmes szelektiv rendszert biztosit,

A fuzids kisérletek megkezdése eldtt ellenbriznink
kellett, vajon el6fordul-e back-mutédcid az &ltalunk
alkalmazott torzseknél és ha igen, milyen gyakorisag-
gal, Ebb8l a célbdél minden auxotrdéf mutédns 5'107
sejtjét teszteltik az "Anyag és mddszer" c, feje-
zetben leirt technikaval, Az eredményeket a 2, téb-

ladzat tartalmazza,

Térzs Back-mutacié gya-
korisaga
C, tropicalis
A “ 10’7

ade
C, tropicalis 1,10-7

ade met’
Ce ,al_t_?.iEéDS. 10~/

lys
C, albicans 5.10-7

met

2, tablézat

Ha két kalsénbdzé auxotrdf toérzs intakt sejtjeit vagy
Protoplasztjait PEG hozz&addsa nélkiul egyitt nevel=-

Jik, minim4l téptalajon nem jelennek meg makrosz-

(P . 2 -
“Opikus méreti telepek, legfeljebb egyet-kett&t

O8ztdédnak, amelyet mikrosz-
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kopikusan ellen8rizhetiink, Ez bizonyitja, hogy a
partnerek egymadssal nem tudnak parosodni és
az &t .-etetés" /cross-feeding/ lehet8sége is ki-

zart,

Amikor Candida albicans és Candida tropicalis

auxotrof torzseinek 1:1 ardnyd keverékét PEG-gel
kezeltuk /5, kép/ és ozmotkusan stabilizdlt minimdl
tédptalajon neveltik, 7-10 nap utédn kis gyakoriséag-
gal prototréf telepek jelentek meg /3, tédblazat/.
Fuziés telepeket a genetikai markerek minéségétél

figgetlentil minden esetben nyertink,

Keresztezés Komplementécids
gyakorisag

C, tropicalis ade” -6

C, albicans lys

C, tropicalis ade met

C, albicans lys

C, tropicalis ade” .

C, albicans met

3., tablizat
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3., A fuziés termékek analizise /C, tropicalis ade + C,

albicans lys /

Az els8 fuzids telepek a 6 - 10. nap kozott jelen-

tek meg.

Kiinduldsi partnereinket telepszinik alapjén tud-

tuk megkiilonbéztetni: @ C, tropicalis telepei az

adenin auxotro6fia miatt pirosak voltak, a C, albicans-é¢
pedig fehérek, A fuzidé kovetkezményeként megjelend
hibridtelepek a szelektdld minimél tdptalajon szin-

tén fehérek, A sejtek alakja a legtoébb térzsnél
élesztdszerl, tojasdad, bar egyes fuzids termékek

sejtjei pszeudomicéliumokat is fejlesztettek,

A_fuzigs_ termékek stabilitésa

A szelekcidés minimdl tdptalajon megjelend telepeket
azonnal friss minimélra oltottuk &t, Az izoldtumok

10 %-a nem szaporodott tovabb, nem volt életképes,

A megmaradd 90 -4t a stabilitdsuk alapjan 3 csoport-

ba tudtuk osztani:

A tipus: Komplett tdptalajon &llanddé szeg-

regaciot mutatd fuzids termékek

/7. kép/

A telepek tulnyomé tébbsége /60-80 %/ fehér, 15-30 %-a
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piros szektoros, illetve 1-2 %-ban kizédrdélag piros,

- Ha a piros telepekrdl komplett tédptalajra szélesztink,
majd minimadlra, ill, adeninnel, lizinnel, valamint
adeninnel és lizinnel kiegészitett téptalajra rep-
likdzunk, minden telepet adenin auxotrdéfnak taldlunk

/C. tropicalis sajatség/,

- Ha a szektoros telepekkel végezzik el ugyanezt a
vizsgdlatot, a komplett tdptalajon mintegy 70 %-ban
fehér telepeket, 10 7%-ban szektoros, 20 %-ban pedig
piros telepeket nyerink, A fehér telepek prototréfok,
a szektorosokbdl a fehér rész minimélon szaporodni
tud, szintén prototrof, a piros szektor és a piros
telepek adenin auxotréfok,

- Ha a komplett tédptalajon eredetileg nagy fehér te-
lepeket szélesztjuk, szintén komplett tapagarra,
akkor a kifejldéd6 telepek 90-95 %-a fehér, protordf,
5-10 %-a tovabbra is szegregdld, piros szektoros,
/Ez az ardny 1 éves intenziv tenyésztés soran
csékken, de szektoros telepek még mindig el8fordul-

nak,/

Minimal tdptalajon tenyésztve ezt a tipusy fuzids ter-
méket, semmiféle szegregédcidt nem tapasztalunk, a né-

vekedés intenzitdsa pedig megegyezik vagy gyorsabb a
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C, tropicalis vad tipusu torzseével, bar a telepnagy-

s&dg igen heterogén,

Mar a szelekcidés téptalajrdél megtortént az egy sejt-
ben lev6é magok szdmanak meghatdrozédsa, Metilénkékkel
torténd festés alapjan minden egyes hibridsejtben
csak egy magot taldlunk, /6, kép/

/A gombak DNS tartalma csak néhdnyszorosa a baktéri-
umok DNS tartalmanak, Ez a vizsonylag kis genom is
tébb kromoszéma kozstt oszlik meg, vagyis a kromo-
szémék olyan kicsik, hogy fénymikroszképpal nem,
vagy csak nehezen vizsgdlhatdk, ezért karioldgiai

analizist a legtobb gomba esetében nem lehet végezni,/

Mivel a fluzids termékeink nem tdbb magvuak, nem he-
terokarionok, a komplett tédptalajon vald szegregécid
ezen hibrid tipus erfteljes instabilitdsat jelzi,
Csak a szelektiv minim&lon stabilak, de amint a
"taplédlkozasi" kényszeritd erd megszinik és a komp-
lementdcid tovabb mar nem szikséges, azonnal szegre-
gédlnak auxotrof és prototrdéf sejtekké, Minden esetben

csak az egyik partner, a C, tropicalis adenin markerét

talaljuk meg, a lys hidnyos C, albicanst sohasem, annak
ellenére, hogy az auxotrdéf sejtek dusitdsdt csigaen-

zimmel is elvégeztik,
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B tipus: Komplett taptalajon nem szegregdlé,

stabil fuzidés termékek /8., kép/

Az el6z6 tipussal ellentétben mind minimdlon, mind
pedig a megfeleld aminosavakkal kiegészitett mini-
mélon stabilak, tobbszdéri 4dtoltds utan is, Novekedés
intenzitdsuk vagy megegyezik a sziilékével, vagy né-
hany esetben anndl lassubb, Pszeudomicélium képzést
sem figyelhetink meg optimédlis tenyésztési koérilmé-
nyek koézott annak ellenére, hogy megfeleld tdptalajon
/burgonyas-glikoézos v, kukoricalisztes agar/ erre
kényszeritheték, /Az A tipusban optimdlis tenyész-
tés sordn is eléfordult pszeudomicélium ill, valddi
micélium képzés/, HosszU ideju /1 év/ tenyésztés
soran a hibridek 20 %-ban a partnerek auxotréf
markerei megjeldhek. Magfestéssel mindenlitt csak

egy magot taldltunk sejtenként,

C tipus: A kezdetben prototréf sajatsdgukat
néhédny adtoltds utan elveszt8 fuzids
hibridek

Ebbe a csoportba sorolhaté a fuzids termékek azon
10 %-a, melyben a prototréfia mar a szelektdldas

utani elsf A&toltaskor megsziunt,



Ez a csoport kezdetben /1-2 atoltds utan/ a B ti=-

pusba tarto zott,de tovabbi tenyésztés sordn vagy

a C, albicans lys  torzsét vagy a C, tropicalis

ade markeres térzsét tudtuk csak fenntartani,

sel

A szUléi torzsek és a fuzids termékek sejtjeinek

nagysagat,
fejezetben leirtak alapjan mértik,
tottuk

Az eredményeket az 5,

ki,

térfogatat az

tabldzat tartalmazza.

"Anyag és modszerek" c,

illetve szédmi-

Fuzids termék Sejthossz szélesség térfogat DNS
g i u3 tart/sejt
/ / / fg
C. tropicalis 7 62.0,53 5,84:0,64 135,9 70,4
C. ?igzcans 7,04+0,47 5,40+0,53 107,4 61,7
3 = - - 104,1
A tipus
R = - - 98,6
4 7,58+0,52 5,73+0,61 132,9 74,0
8 7,25+0,58 5,91+0,62 132,3 79,2
10 7,36+0,53 5,80+0,60 129,58 74,8
11 . 7,08+0,56 5,97+0,68 182,05 71,3
B tipus - -
12 7,84+0,60 5,96+0,64 145,7 85,1
14 7,71+0,51 5,61+0,58 126,1 78,5
20 7,33+0,56 5,72+0,43 124,6 73,8
22 7,12+0,45 5,45+0,47 110,14 69,7
5, tabléazat
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Az A tipusba tartozd sejtek nagységat nem mértik az
intenziv pszeudomicélium képzés miatt, Ilyenkor
ugyanis a sejtek alakja nem szabdlyos, ezért térfo-
gat szamolast nem végezhetink, A B tipushoz tartozd
hibrid sejtek alakja csaknem szabdlyos ellipszoid,
igy a térfogat szdmitds elvégezhetd, Mint az 5, tdb-
lazatbdl léathatdé, a hibridsejtek térfogata nem ki-
16nbdzik lényegesen a két partnerétél, /Irodalmi
adatok szerint diploid sejtek képzddése esetén tér-

fogatnovekedés varhatd gb,13,20,2£} ,/

Elesztésejtek esetében a ploiditéds mértékének meg-
hatdrozédsdra elfogadott médszer az egy sejtre vo-
natkoztatott DNS mennyiségi megdllapitdsa, Diploid
kromoszdéma garnitura esetén kdszer annyi, triploid
allapotban hdromszoros, stb, az egy sejtre vonatkoz-
tatott DNS mennyisége 5457 ., Fluzidbds termékeink vizs-
gélata soran meghatédroztuk a két szild,valamint a ki-

16nb6zd hibridek 1 sejtre jutd DNS tartalmdt /5, téb-

lazat/,

Az A tipustu hibridek mind a C, tropicalis, mind a

C, albicans partnerndl magasabb DNS tartalommal ren-

delkeznek, A B tipusl hibridekben a C, tropicalis

partnerhez koézelesf, szignifikénsan nem kilénbozd

értékeket mértink,
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Mint azt mar az eldz8 fejezetekben emlitettik, az
éleszt8k egyik igen jelleg zetes sajadtosséga az,
hogy szénforrasként mely cukrokat képesek felhasz-
nédlni asszimilécidval, illetve anaerob koériulmények
kozotti erjesztéssel, Ma mar tébb mnt harminc féle
cukrot, illetve egyéb szénforrdst tesztelnek a tel-
jes spektrum megdllapitasdhoz, Kisérleteink sorén

elf8sz6r meghatdroztuk a C, albicans és C, tropicalis

spektrumdt, majd a fuzids termékek tesztelése ko-
vetkezett,

Eredményeinket a 6, tabldzat tartalmazza,



- B w

C-forréasként hasznosi- C, albicans C. tropicalis
tott szénhidrdatok lys~ ade~
D-glukéz

3 2

galaktdz 3 3
szaharoéz 3 3
maltdz 3 3
laktéz 0 0
rafindz 0 0
melibidz 0 0
fruktéz 3 3
mannoz 2 2
L-szorbdz 0 4
L-ramnodz 0 0
D-xiléz 2 2
L-arabinéz 0 0
D-arabindz 0 0
D-ribéz 0 0
cellobidz 0 1
arbutin 0 1
szalicin 0 1
#~Me=glukozid 3 3
trehaldz 3 3
melecitdz 0 z
keményité z 2
inulin 0 0
etanol 2 2
glicerol & 2
eritritol 0 0
adonitol 0 2
mannitol 3 3
szorbitol 2 7
inozitol 0 0
laktat 1 1

1 1

0 0

0 0

0] 0

0 0

0 0

0 0

0 0

szukcinat
fumarat
malat

citrat
tartarat
mezotartarat
malonat

glukuronat

6 tablazat
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A 7, tédbldzatban a fermentdcids spektrumot tintettik

fel,

R T fermentécid
C,albicans C,tropicalis
lys™ ade-

glukéz 3 3
galaktdz 3 3
szacharéz 0] 3
maltéz 3 3
laktéz 0 0
rafinéz 0] 0
melibidz 0 0

7., tablazat

A 8, tédbldzat a partnerek asszimildcidés és fermen-
tacidés spektruma kozti jelent8sebb kiilénbségeket és
az A és B tipusba tartozé néhdny hibrid szénforrids

hasznositdsadt mutatja;
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Térzs AsszimiléciéskﬂlénbségekFermentéciés
melecitéz adonit szacharoéz
C., albicans lys~ 0 0 0
C., tropicalis ade” 2 2 g
F3 2 2 3
A tipus
R 2 2 3
4 2 2 3
8 2 2 3
10 2 2 3
11 B tipus 0 0 0
12 2 2 3
i3 2 2 3
14 0 1 o)
20 2 2 3
22 0 0 0

8, tablazat

Amint az adatokbdél kitunik, az A tipusu hibridek mind
asszimilécids, mind pedig fermentdcids képességiikben

a C, tropicalis-hoz hasonléak, A B tipus jelent8sebb

része szintén a C, tropicalis sajatossédgaival rendel=-

kezik, mig a ll-es és a 22-es torzs a C, albicans
spektruméanak megfclel6en hasznositja a szénhidrdto-

kat,
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Diploid élesztdsejtekb8l haploidizédcidt indukald
vegyuletekkel aneuploid, esetleg haploid sejteket
nyerhetiunk vissza, A haploidizdlé szerek nagy része
mitotikus szegregacidét /mitotikus crossing-overt,
génkonverzidét és kromoszémalis "non-disjunctio”"-t/
okoz, amely spontan is eléfordul, kis gyakorisaggal

/50-56/,

Kisérleteink sordn négy kiulénbdzd vegylletet tesz-
teltink, Haploidizdcié indukdlésdra azt a vegyile-
tet vdlasztottuk ki és olyan koncentracidban, amely
mar erdésen gatolja a nodvekedést, de még lehetdvé
tesz néhdny sejtosztdédédst, Az egyes agenseknek a
kilonboz6 torzsekre vonatkozé kritikus koncentrécio-

jat a 9, tabldzatban foglaltuk ossze,

Torzsek Kritikus koncentréci¢ /mg/ml/
akriflavin p-fluorofenil- beno- klora:
alanin myl hidra:
C.tropicalis ade 0,3 - - 5
C.albicans lys~ 1,0 0,1 - 5
E3 0,3 - - 8
F1) 0,8 0,3 - B

9., tébléazat



Haploidiz4dld szerként a tovabbiakban az 5 mg/ml

koncentraciéju klordlhidrédtot hasznaltuk fel,

Az A tipusU hibridek haploidizécié indukalasa nyo-

mén csaknem 100 %-ban visszanyertik a C, tropicalis

adenin markeres térzsét /9, kép/. A B tipusbsl fé-

leg csak a C,

tropicalis adenin auxotrdéfidjat, de

egyes torzsekbdl a C, albicans lizin auxotréfidjat

kaptuk vissza /10, téblézat/ /10, kép/.
Torzsek Tesztelt te- Prototrdf Auxotréf
lepek széma ade” lys~
3 1267 1,4 % 98,6 % -
A tipus

R 1328 0,8 % 99,2 % -

4 1947 95,5 % 5 % -

8 1296 94,3 % 8.1 % -

11 g tipus 1730 92,1 % - 7.9 %
12 1466 86,2 % 13,8 % -

20 226 78,0 % 22,0 % -

22 544 97,0 % - 3,0 %

. tablazat

Az éleszt6 sejt citoplazmajdban 1évd kétféle DNS mo-

lekuldt eltérd denzitdsuk alapjdn izopiknikus CsCl



- A4 -

gradiensen szét tudjuk vdlasztani &s a nukleinsavak-
hoz szelektiven kotdddé UV fényben fluoreszkdld fes-
tékekkel lathatévd tudjuk tenni, Ezt a mdédszert el-

sfsorban Saccharomyces cerevisiae DNS-ének szeparalé-

sdra irtak le {}41 . Megprobdltuk az &ltalunk vizs-
galt partnerek és fuzids termékek nukleinsavainak
elvdlasztdsdt ezzel a médszerrel, Mint az a 3, 4b-
rarédl lithatd, a DNS szétvadlasztdsa nem sikerllt, va-
lészinlGleg a nagyon kicsiny denzitas kulonbségek

miatt,

3.c;bvcg
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Izoenzim vizsgdlaok

Az izoenzim vizsgdlatok alkalmat adnak kiilénboz6
fajok azonos funkcidéju enzimeinek Osszehasonlitdsara,
A homolég enzimfehérjék szerkezetében a fejlédés so-
ran vadltozédsok torténnek, és igy az izoenzimek elek-
troforetikus mobilitédsa eltérd az egyes fajokban,

A Candida albicans és C, tropicalis esetében lényeges

kilonbséget taldltunk az aspecifikus észterdzok

izozim mintdzatédban, A Candida albicans vad és mu-

tdns, a C, tropicalis vad és mutidns tdrzseit, valamint

a fuzidés termékek koézul minden csoport egy-egy rep-
rezentansat vizsgdltuk meg, A futtatds eredményét a

4, ébra mutatja,
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A vad C, albicans g a mutdns 5 izozimmel, a vad.

C., tropicalis €s a muténs 3 izozimmel rendelkezik, Az

Rf értekek:

C, albicans 562 T: 0,4l O\ 050 063 068> [lsav|

C, albicans lys™: ™% €531 O~ 0€a 083 [dsay)
C. tropicalis 94 T: 0,52 06§ 041 it sau]
C, tropicalis ade : ¢.63 0,65 041 lu. savl

A fuzibés termékek izozim mintdzata megegyezik annak a
partnernek a mintézatéval, amelyikre spontén /F3 - C,

tropicalis ade” / vagy indukéltan /F 18 - C, albicans

lys / szegregdl, Uj észterdz tipus megjelenését vagy
észterdzok keveredését nem tapasztaltuk, Egyéb enzi-
mek /ADH, LDH, MDH/ gélelektroforetikus vizsgédlata

folyamatban vanp.

5, Intraspecifikus fuzié /C, albicans lys + C, al-

bicans met /

Az inter- és intraspecifikus fuzidk Gsszehasonlitdsa

céljabol a C, albicans lys és met auxotréf torzseit

is fuziondltattuk,

A legfontosabb adatoks

lbicans lys : 10~
lbicans met : 5x1077
&

4ta /0,3 M CaCl,, 0,6 M KCl/: 45 %
3

s gyakorisdq: 3-5 x 10~

- e - - - —
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Az elsé fuzidés telepek mar a 3-4, napon megjelentek,
A telepeket izoldlva, 5-10 %-uk nem tenyészik tovabb
minimal tapkdzegben /valdszinuleg azonnal szegregil a
szUléi torzsekre /, Magfestés soran 2-3 magndl tobbet
egyetlen sejtben sem taldltunk, viszont 2-3-szori 4t-
oltds utdn mar csak 1 magvlu sejteket lattunk, A fuzids
termékek spontidn szegregdcibéjat vizsgdlva &.oldtum-
ban 4-73 % met auxotréf és prototréf /F 2, 3, 4, 10,
12, 15, 18/, 2 izol&tumban 5-8 % met , 2-5 % lys~ és
prototréf /F 13, 19/, valamint 5 izol4tumban kizaré-
lag prototr6f telepeket /F 5, 6, 8, 16, 14/ taldltunk,
A prototrdéf telepek tovdbbi analizisével csak az els$
csoportban figyelhettink meg Ujabb spontén szegregé-
cidét /20-50 % met /.

A sz(l6i tdérzsec és a fuzidés termékek 1 sejtre vonat-

koztatott DNS tartalmadt a 12, téblazatban &sszegeztiik:

TORZS fg DNS/sejt
F 4 82
F 10 85
F 12 87
al n

F 13 1ys- 75 61,7
F 19 79

C. albicans
ik met™ 7 5743
F 14 74
F 16 77

12, tablazat
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A fizids termékek mindegyike magasabb DNS tartalommal
rendelkezik, mint bdrmely sziUl6i partner, de a kettd
0sszegét sohesem érik el,

Klordlhidréttal indukdlt haploidizécidval mindkét
auxotréf partnert valamint prototréf egyedeket nyer-
tunk vissza, /13, tabladzat/ Mivel mindkét szilfi sa-
jatsédgot megtaldltuk a fuzids termékek 1 magvi utddai
kézétt, bizonyitékunk van arra, hogy az &tmeneti he-
terokarion dllapot utédn kariogédmia is lejdtszdédott és
valészintleg diploid, esetleg magasabb ploiditdst ter=-

mékeket nyertink,

TORZSEK Tesztelt te-  Prototréf _ Auxotroéf _
lepek szama met lys met

F 4 1106 25 % 65 % 25 % -
F 10 975 15 % 58 % 27 % -
F 12 783 30% 56% 14 % -
F 13 953 48 % 30 % 22 % -
F 19 1064 57 % 19 % 24 % -
F 8 1137 29 % 33% 38 Y% -
F 14 1201 22 % 40 % 38 % -
F 16 985 32 % 37 % 31 % -

13, tablazat
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OSSZEFOGLALAS

Candida albicans és Candida tropicalis kilénbdzé

auxotrof muténsainak sikeres fuzidjat valdsitottuk
meg, Protoplasztokat fiatal logaritmikus tenyészté-

si fdzisU sejtekb8l képeztunk 1,5 %-os csigaenzim
segitségével 0,7 M-os KCl oldatban, Fuzidét PEG 30 %-os
oldatéaban, Ca2+ ionok jelenlétében indukaltunk, A fuU-
zidés gyakoriség 2-8.107° volt, A hibrid sejtek telep
és sejt morfolégidban, a sejtek térfogatédban a szuldi
partnerekhez hasonlitottak, Minden fuzids termékink
sejtenként egy'magot tartalmazott, a DNS mennyisége
csak alig néhany esetben volt lényegesen magasabb a

C, albicans ill, C, tropicalis-énadl, A termékeket

stabilitds szempontjdbdél harom csoportba tudtuk so-
rolni, A tipus: a megfelelé aminosavakkal kiegészi-
tett minimdl tdptalajon 4llandd, spontadn szegregdciot

mutaté hibridek, amelyekb8l mindig a C, tropicalis

adenin igényes partnere hasadt ki, A ndvekedés in-
tenzitdsa, egy sejtre vonatkoztatott DNS mennyisége
meghaladta a szildéi értékeket, cukor asszimilécids

spektrumokban megegyeztek a C, tropicalis-szal,

Haploidizdldé szerekkel csaknem 100 %-ban adenin

auxotréf telepeket nyertiunk vissza, Mivel ebben a
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tipusban is sejtenként csak egy mag van, lehetséges,

hogy ezek a termékek C, tropicalis sejt kromoszéma

készletét, vagy annak egy-egy részét és a C, albicans
azon kromoszémédjat, vagy kromoszéma darabjat tartal-
mazzdk, amely az adenin auxotréfidt megszinteti,

B tipus: kiegészitett minimdl tdptalajon stabil fu-
zidés termékek, Sejttérfogat, az 1 sejtben lev® DNS

mennyiség vagy a C, tropicalis vagy a C, albicans

értékeihez hasonlé, Ugyanez vonatkozik a cukor asszi-
milacidés és fermentdcids képességre, A termékek mi-
totikus szegregéaciéjanak indukdléséval vagy csak az
egyik, vagy csak a mésik partner auxotrdéf markerét
kaptuk vissza, Kb, 1 éves tenyésztés sordn ez tipus
20 %-a. is spontan visszaalakul /kés6i kromoszéma
elimindcig/,

C tipus: néhdny &toltds utédn instabilld vald termé-
kek, Szintén egy magvu hibridek, amelyek névekdés
intenzitédsat kezdetben valamelyik partner auxotré-
fidjat kielégit6 aminosavak stimuldljdk, de 1l-2 atol-

tés utén vagy a C, albicans-szd vagy a C, tropicalis-sz4

alakulnak vissza, amit cukor asszimildciés spektrumuk

is bizonyit /fkorai kromoszdéma elimindciéd,/

A kisérletek eredményei alapjdn kijelenthetjiuk, hogy

fuzidés termékeink "aneuploid" szervezetek voltak,
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amelyek 1 magon belil valamelyik partner teljes kro=-
moszémakészletét és a masik partner egy vagy néhany
kromoszéméjat tartalmaztak, Ezt a kromoszémat tobb-
ségik szelektiv tdptalajon hosszu ideig meg tudta

tartani,

A bevezetl részben mar emlitettik, hogy a C, albicans

és a C, tropicalis egymashoz igen kozel &l11é6 fajok,

ElktGlonitésuk minddssze néhany morfoldgiai /C, albicans

klamidospora képzése/, és fiziolégiai-biokémiai krité-
riumon /melezitéz asszimilécid, szacharéz fermentdcid/
alapszik, Az intra- és interspecifikus protoplaszt

fizié tovébbi megerf8sitését adhatja a fenti dllitdsnak:

Irodalmi adatokbdl //319,20 /ismert, hogy a C. tropicalis

intraspecifikus fuziéjéval 7-8 magvu heterokarionok jén-
nek létre, igen nagy komplementdcids gyakoriséggal

/10_3/. A C, albicans intraspecifikus fuziéjdt hasonlé

technikdval, hasonlé gyakorisédggal tudtuk indukéalni,

/Ez a nagysagrend megegyezik az élesztd gombdk kérében
elérhet gyakorisdggal,/ A termékek szintén tébbmagvu
heterokarionok voltak, amelyek igen gyorsan egymagvi-
akként stabilizglédtak, A két faj koézdétti komplementdcids
gyakorisdg hdrom nagységrenddel csékkent /10—6/, a fuzids
termékek pedig csak egy maggal rendelkeztek, amely bar-
melyik partnert8l szdrmazhatott, Azaz a kétféle ere-

detl mag nem tudott egymds mellett funkciondlni, csak
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az életben maraddsukhoz szikséges kromoszdémarészek
maradtak meg, Ahhoz, hogy idegen eredetiu DNS-ek
hibridiz4ldédhassanak, a kettd koézott /legalédbb egyes sza-
kaszokon/ er6s homolégidnak kell lennie, ami ritkdn
fordulhat el§ két dég tévol 4116 faj esetén, még

akkor is, ha ugyanazon funkcidét irdnyité génszakaszok-
rél van is szd, Kapcsoldédasuk emiatt labilis lehet,
vagy az idegen eredeti DNS szakasz a genom més-méas
részébe beépllve médsféleképpen mikédhet, mésképpen
fejti ki hatdsédt, Az, hogy bédrmelyik partner képes
volt a mésikkal valé részleges kiegésziilésre, jelez-
heti, hogy tulajdonképpen valamilyen mérvi rokonség
fenndllhat, /Egymdstdél igen tévol &lld gomba fajok

kéz6tt "Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces

cerevisiae" életképes hibridek nem is nyerheték,/

Eredményeink alapjén megkockdztathatjuk: C, tropicalis :

= Syringospora tropicalis ?
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FUGGELEK



1. kép: 2, kép:
C. albicans intakt sejtek C. albicans protoplasztok

o - GUO x~es nq_%xj’:H:: <

3, kép: _ 4, kép :
€. tropicalis intakt sejtek C. tropicalis protoplasztok

kb: GO -cs hclg&g\\l(\'_(



5. kép ¢ C. albicans és C. tropicalis protoplasztok
PEG -gel indukdlt aggregdcidja
i ko 350x-cs hoc&s"@q‘& |

6. kép : F3 interspecifikus fuzids termék mikroszkds-
pos képe / metilénkékes magfestés / i I6OO x - os
nﬂcg.x\"(l's



8. kép: B tipusu fuzids termék / F1l2 / komplett tdpagaron



9. kép: A tipusu hibrid haploidizdcid utén, komplett tépagaron

10. kép: B tipusu hibrid haploidizdcid utédn, komplett tdpagaron



Koszonetet mondok dr, Ferenczy Lajos tanszékveze-
t8 docensnek, aki doktori értekezésem elkészité-
sét lehetdvé tette, elméleti és gyakorlati tana-
csaival munkamat messzemenfen tdmogatta, Ugyan-
csak megkoszonom Juhdsz Erzsébet labordnsnak a
kisérleti munkdkban, Nagy Lajos Gergely techni-
kusnak pedig a fotdanyagok elkészitésében nyuj-

tott segitségét,





