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BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS

A gombák az élőlények egyik különálló és igen saját­

ságos csoportját képviselik. Telepes testű szerveze­

tek, amelyek különböző differenciáltságú fonalakból, 

a fonalak pedig eukariotikus sejtekből épülnek fel, 

Citoplazmájukban egy vagy több magot tartalmaznak. 

Utóbbi esetben homo- vagy heterokarionok lehetnek.

Fajon belül, gombasejtek egyesülése vagy fúziója, 

ezáltal pedig a genetikai információ átvitele a 

szexuális és a paraszexuális szaporodás során való­

sul meg. Szexuális /ivaros/ folyamatok során vagy 

homotallikus párosodás, vagy pedig heterotallikus 

párosodás zajlik le. Mindkét folyamat a partnerek 

plazmájának összeolvadásával /plazmogámia/ kezdődik, 

amit a magok összeolvadása /kariogámia/ követhet, 

diploid zigóta jön létre, melynek sorsa a különböző 

gombáknál eltérő lehet :

- a diploid zigóta mitotikus osztódásával 

stabil diploid generáció nő fel, amely csak 

meghatározott körülmények között válik hap- 

loiddá.
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- a diploid zigóta azonnali meiotikus osztódá­

sával négy haploid spóra keletkezik.

A meiotikus osztódások során, a kromoszómák vélet­

lenszerű szétválásával, valamint a "crossing overek" 

révén genetikai rekombináció játszódhat le, amely 

különböző genetipusú, új tulajdonság-kombinációjú 

egyedek keletkezéséhez vezet.

A gombáknak egy jelentős része viszont ivari folya­

matra képtelen. Ennek ellenére lehet lehetőség a külön­

böző genetikai információk átvitelére, cseréjére az 

un, paraszexuális folyamatok révén: kompatibilis 

haploid vegetativ sejtek anasztomózisa /összenövése/ 

során két egymás mellé kerülő sejt konjugál és plaz­

matömlőn át az egyik sejt magja a másikba vándorol, 

heterokarion állapot jön létre, Kariogámia csak rit­

kán, kb, 10 7 gyakorisággal következik be.

A természetes módon lejátszódó információcsere mel­

lett újabban egyre több manipulációs technika ala­

kult ki két, tetszőleges genetikai rendszer egy 

szervezeten belüli egyesitésére /pl, sejtfúzió, gén­

átvitel szubcelluláris alkotókkal, vírusokkal, bak­

tériumokkal, transzformációs kísérletek/.
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Az igy alkotott sejthibridek egyrészt a legkülönbözőbb 

kutatási területeken alkalmazhatók: pl. lehetővé teszi 
az élő sejtek géntranszferének és génregulációjának 

mikrobiális szinten való tanulmányozását, informativ 

nukleinsavat tartalmaz» citoplazmatikus organellumok 

bevitelével pedig / pl. mitokondrium / ezek biogenezisé­
nek genetikai, biokémiai vizsgálatát, stb.Másrészt, 
zekkel az uj módszerekkel lehetővé válik , a szexuális 

hibridizáció, a keresztezési akadályok / genetikai i-
zoláció, inkompatibilitás / megszüntetése, és olyan uj

1

génkombinációju hibrideket állítanak elő, amelyek gaz­
daságilag nagy jelentőségűek /pl. fokozott antibiotikum­
vagy enzimtermelő, valamint eszenciális am idősavakban 

gazdag fehérjével rendelkező mikroorganizmusok, betegsé­
gekkel szemben rezisztens, nagy termőképességü növények/.

e-

Gombáknál a mesterséges utón történő hibrid, illetve hetero- 

karion képzést protoplasztok kényszeritett fúziójával
i\

először Ferenczy és mtsitvalósították meg, Geotrichum 

candidum aminosav auxotróf mutánsainak alkalmazásával

\í>

W • A módszer finomítása lehetővé tette a fúzió gya-
Kao és Michayluk jj3~| 1974-ben 

növényi protoplasztok fúzióját hatásossan tudták
ÍXI-koriságának növelését
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indukálni polietilénglikol /PEG/ magas koncentráci­

ójú oldatával. Az új, fúziót indukáló szer alkalma­

zásával lehetővé vált gomba protoplasztok igen nagy 

gyakoriságú fúziója is [^4,5^,

Azt, hogy PEG indukálta fúzióval az élesztőgombák 

párosodás tipusbeli különbségei /mating-type barrier/ 

legyőzhetők, azonos mating tipusú intraspecifikus fú­

zióval igazolták Saccharomyces cerevisiae-ben 

Schizosaccharomyces pombe-nál £_ 12~i, Rhodosporidium

M.
valamint Hansenula winqei ^17"1 

guilliermondii ^ I8~j 

termékek stabil vagy instabil diploid illetve magasabb 

ploiditású szervezetek voltak, amelyek a fúzióban részt­

vevő partnerek teljes kromoszóma készletét egy magon 

belül tartalmazzák, Élesztőszerü gombák /pl. Candida/ 

esetében is, ahol párosodási tipusról, szexuális vagy 

paraszaxuális szaporodásmódról nem tudunk, a fajon 

belüli fúzió megvalósitható. Ennek eredménye instabil 

heterokarion, amely azután diploidként stabilizálód-

• 2cG-
genetikai munkák megkezdését teszi lehetővé, hiszen 

semmiféle természetes keresztezést ezideig nem lehe­

tett elvégezni.

[б-ii]
/

toruloides-ben Saccharomycopsis lipolytica-nál,

és Pichia

esetében. A keletkezett fúziós

Г.hat i 19 Candida fajoknál ez az új módszer aÍZ
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A fúziós technika alkalmazásával a mag-gén transzfer 

mellett lehetőség van mitokondriális genom átvitelé- 

^21-25] , valamint fajok között hibridek létre­

hozására, Élesztőgombák körében Candida tropicalis és 

Saccharomycopsis fibuligera [2б], Saccharomycopsis 

lipolytica és Candida guilliermcmdii ^16^ Kluyveromyces 

lactis és fragilis |^27j valamint Schizosaccharomyces 

pombe és octosporus ^28^j

közölték. Egymástól nagyon távoleső fajok protoplaszt- 

fúziójával /pl, Schizosaccharomyces pombe és Saccharomyces 

cerevisiae/ valódi, intergenerikus hibridek nem nyerhe­

tők [29] .

re is

sikeres keresztezését

Ebben a dolgozatban újabb interspecifikus fúziót Írunk 

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

rendszertanilag igen közel áll egymáshoz. Morfológiai 

elkülönitésük nehézkes, megkülönböztetésükhöz fizioló­

giai, biokémiai tulajdonságaikat is fel kell használ­

ni, Kiváncsiak voltunk, vajon e két faj esetében lét- 

rehozhatók-e életképes hibridek és ha igen, milyen tu­

lajdonságokkal rendelkeznek.

,_____, _________ í ___________
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Candida albicans és Candida tropicalis jellemzése

A Candida gónusz élesztőszerü mikroorganizmusok rend- 

kivül heterogén csoportjából áll. Közös jellemzőjük 

az ivari folyamat hiánya, illetve ismeretlen volta, 

valamint az, hogy jól differenciált micéliumokka1 vagy 

pszeudomicéliumokkal rendelkeznek. Az idesorolt fajok 

élesztőszerü Ascomycetesek és Basidiomycetesek imper- 

fekt alakjai.

Mivel a fúziós munka során alkalmazott Candida albicans

partner szexuálisan aktiv formáját 1967-ben Van der Walt 

Гзо] megtalálta, új rendszertani helye és neve: 

divisio: Zymomycota 

classis : Endomycetes 

ordo: Endomycetales 

familia: Syringosporaceae 

species: Syringospora albicans

Életciklusát az 1, ábra mutatja: a szexuális folyamat 

néhány lépése még mindig kérdéses, nem kellően tisztá­

zott.

A Candida tropicalis partner szexuális szaporodás^mód- 

járói a mai napig nincs tudomásunk. Bár életciklusát D 

már tanulmányozták, sem sejtek konjugációját(sem pedig

í

í. J'.....- i-.f . * -J- «:.■ ■■Л i> • »■ I



4 Candida albicons életciklusa

il

I

:
'

szexuálisan aktiv haploid sejtek sarjadzása , mitotikus 

sej tmagosztódás 
2-5. konjugáció, ka г iogárr. ia és a diploid sejtek sarjadzása, 

mitotikus sejtmagosztódás 
6. endoepóra képzés /?/
7-8. meiózis és meiokonidium képzés, valamint a meiokoni- 

diumokból visszaálló haploid nemzedék

1

f

9-12. szexuálisan inaktiv sejtek öndiploidizációja 7?/,
а к lam időspórák csirázásaklamidcspóre képzése, meiózisa,

13-14. diploid sejtek klamidospóra képzése és meiózisa 
15. diploid sejtek endospóra képzése /?/
16-18. klamidospóra képzés, meiózis

1. ábra



I

4 Candida tropicalis feltételezett életciklusa

ME/OZ/S

i
-

1 szexuálisan inaktiv haploid sejtek sarjadzása, mitotikus 

sej tmagosztódás
2. к lámidospórák képződése /?/
3. szexuálisan aktiv haploid sejtek sarjadzása, mitotikus 

sej tmagosz t ódás
4. diploid sejtek sarjadzása
5. sarjadásos meiozis /?/

£ naplóid mag 
e diploid mag 
/t poliploid mag

2 ábra

., \»í Litt*

.
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sejtmagvak fúzióját nem tapasztalták. Átmeneti diploid 

állapot csak az un. autoploidizáció során jött létre 

31 . Rendszertani helye:

form-divisio : Deuteromycota

form-classis : Blastomycetes

form-ordo : Cryptococcales 

form-genus: Candida 

species : Candida tropicalis
ч

Mivel a rendszerezés során a filogenetikai összefüggé­

seket leginkább tükröző ivari folyamatokat felhasznál­

ni nem lehet, hiszen nem ismertek, a rendszer mestersé­

ges, amelyet a "form" kifejezéssel jelölünk.I

Élesztőgombák rendszerezéséhez jelenleg mintegy 50 fé­

le morfológiai és fiziológiai tulajdonságot vizsgálnak. 

De ha a fajok azonosítása illetve elkülönítése érdeké­

ben mindez nem bizonyul elégségesnek, akkor egyéb feno- 

tipikus jellemzők meghatározását is elvégzik, makromole- 

kuláris szinten. Pl,: megállapítják a kérdéses 

DNS-ének bázis összetételét /GC %/ vagy a bázis szekven­

cia homológia mértékét a DNS-DNS vagy DNS-RNS hibridi­

záció alapján, különféle szerológiai teszteket végez­

nek, és az ezzel szoros összefüggésben levő sejtfal

törzsek

__________ ____
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mannán,illetve mannóz tartalmú fal-pdiszacharidők pro­

ton mágneses rezonancia /P.M.R./ spektrumát vizsgáljál^ 

esetleg az elektrontranszport rendszerek izoprenoid 

kinonjait osztályozzák, elektroforetikus enzimrendszere­

ket tanulmányoznak, stb.

Mikromorfológi áj át tekintve mind a albicans mind a

C, tropicalis élesztőszerü, szaporodásuk multipoláris

sarjadzással történik. Megfelelő körülmények között

pszeudomicéliumokat képeznek, amelyek pszeudohifákra

és blasztosporákra különithetők. Valódi micéliumok
Cl C . Qlb'CGnУТСл,

szintén előfordulnak, továbbélj ellemző a klamidospórák 

képződése meghatározott tenyésztési körülmények során,

A két partner fiziológiai sajátságaiban is sok hasonlóság 

mutatkozik. Ezeket Lodder "The Yeast" cimü munkájának 

útmutatása alapján vizsgáltuk 1^32

Lodder fiziológiai tesztként cukrok és más szén források 

oxidativ f elhasználásának t's fermentációj ának vizsgálatát, 

a nitrát kizárólagos N-forrásként való felhasználását, 

antibiotikum érzékenység vizsgálatát, stb, használja 

fel a fajok leirásához, jellelmzéséhez, A cukor asszimi­

lációs és erjesztési spektrum szélesebb a Candida

t r opicalis esetében, a NaNO^-ot egyik faj sem asszimi­

lálja, mindkettejük maximális növekedési hőmérséklete

hasonló /41-44 °C/.

1 tfi y-, fT?
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Szerológiai vizsgálatok szerint választott partnereink 

sejtfel antigén tulajdonságaik alapján azonos fajcso­

portba tartoznak, de a fajcsoporton belül elég távol 

állnak egymástól >J33-36rí

1968-ban Stenderup és Leth Bak jj37J megállapította, 

hogy a C^_ albicans és C^_ tropicalis DNS-ánek igen 

alacsony és csaknem azonos a guanin- citozin mól szé-

Tm és az uszódenzitás alapián: 35,1 %, illet- 

A DNS szekvencia homológia, a DNS-r- ШТЗ 

hibridizáció alapján, a megvizsgált Candida fajok közül 

а C^_ tropicalis és albicans között a legnagyobb, 

mintegy 86 % jj38_H[ .

za lé ka .a/

ve 34,9 %.

Mitokondriális DNS-re vonatkozó vizsgálatokat csak 

egyetlen Candida fajról, a CC_ parapsilosisról közöl-

Connor és munkatársainak kutatásai

molsúlya 23,1 x 106 

dalton. Uszódenzitása a magéval csaknem megegyező: a

a magsávé

Candida albicans és C. tropicalis ilyen 

jellegű összehasonlitó vizsgálatát még nem közölték.

J 39,40]. 0'

alapján a mt-DNS nagysága 11,14 ,um,

tek

/

zárt köralakú mt-DNS-é 1,698 g/cm^, 

1,700 g/cm3.

Az orvosi, diagnosztikai labora tóriumokban - egyes Candida 

fajok patogenitása miatt - nagy intenzitással folynak

>• -/

___
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enzimaktivitási vizsgálatok. A albicans-ról 1849 

óta tudott, hogy szisztémás mikozisokat, olykor ha­

lálos kimenetelű betegséget okozhat, bár normális 

körülmények között minden emberben előfordul anélkül, 

hogy betegséget okozna. A t ropicalis viszont több­

nyire csak kísérőként fordul elő candidiazisos betegek­

ben. Ezt a fajt néhány országban takarmányélesztőként

is gyártják. A albicans patogenitását savas fosz-

fatázok 40j , észterázok és proteázok aktivitásával

próbálták kapcsolatba hozni !4l!i

__ ___ ____ ___ Ш



11 -

ANYAG ÉS MÓDSZER

;
-!
í

i

Alkalmazott mikroorganizmusok

Candida albicans CBS 562T lys auxotróf mutánsa 

Candida albicans CBS 5627 met auxotróf mutánsa
1;
í

Candida tropicalis CBS 94T ade auxotróf mutánsaí

Candida tropicalis CBS 94T ade, met " mutánsa

Felhasznált anyagok

A. : ТАРТАLADOK

1./ Komplett táptalaj /КМ/

a./ élesztő kivonatos tápoldat 

1 % glukóz

0,5 % yeast extract /Oxoid/ 

b./ élesztő kivonatos tápagar

1 % glukóz

0,5 % yeast extract /Oxoid/

2 % agar /Bacto/

2,/ Ozmotikusán stabilizált komplett tápagar /ОКМ/ 

1 % glukóz

0,5 % yeast extract /Oxoid/

1,5 % agar /Bacto/

0,7 M KC1 vagy 0,3 M CaCl2!

■•V
;■V

A' V____



12

3./ Minimál táptabj /ММ/

-0,5 % /NH4/2 S04 

-o,i % kh2po4
-0,05 % Mg S04.7H20

- 1 % glukóz

- 2 % aga г /Bacto/

- 1 ml Wickerham-féle vitamin oldat /1000 ml

$

4./ Ozmotikusán stabilizált minimál táptalaj /0SM/

mint MM

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

í
5,/ Fedő tápagar 

-0,3 M CaCl2 

-1,5 % agar /Bacto/

6./ Asszimilációs táptalaj

- 0,5 % /NH /2S04

- 0,1 % KH2P04 

"0,05 % MgS04 . 7H20

”1 ml Wickerham-féle vitaminoldat /1000 ml 

1,5 % agar /Bacto/

-0,1 % a megfelelő diagnosztikus cukorból

Ш w
- M
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7./ Tápoldat erjesztési próbához 

-0,5 %/NH4/2 S04 

-0,1 % í<h2po4

- 0,05 % MgS04 . 7H20

'Imi Wicker ham-féle vitaminoldat/1000 ml

- 10 mg brómkrezol bibor/

- 0,5 % a megfelelő diagnosztikus cukorból

*000 ml

8,/ Kukoricalisztes agar

40 g kukoricalisztet 1 liter vizben 1 órán át 

60 °C-on kevergetünk, szűrjük, hozzáad unk 

20 g agart és sterilizáljuk.

B. : EGYÉB ANYAGOK

1./ Protoplasztáló enzim oldat

"1,5 % liofilezett csigaenzim 

-'0,1 % ß-merkaptoetanol 

0,7 M KCl-ben oldva

2./ Előkezelő oldat protoplasztáláshoz

-5 mM EDTA

-0,1 M TRISZ pH = 8

- 1 % }i-merkaptoetanol

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

-30 %-os deszt.vizes oldat 

- 10 mM CaCl2

Г Ч
.IX -h
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4,/ Sejtmag festéshez felhasznált anyagok

a. / tömény HC1 és deszt.viz 1:3 arányú keveréke

b, / 0,5 mg/ml koncentrációjú metilénkék festék­

oldat deszt.vizben

pH = 7

5./ Az egy sejtre vonatkoztatott DNS mennyiség megha­

tározásához felhasznált anyagok:

a. / 10 és 20 %-os perklórsav /deszt.vizben higitva/

b. / 4 % difenilamin /petгоГéter ben átkristályo-

sitott/ jégecetben oldva

c. / acetaldehid 16 mg/ml törzsoldata deszt.vizben

d. / DNS standard: 400^ug/ml csirke vörösvérsejt

DNS 5 mM-os NaOH-ban oldva

Felhasználás előtt kétszeresen higitva 20 %-os 

per klórsavban/70 °C-on 15 perc/, utána újabb 

2-szeres higitás 10 %-os per klórsavban. Vég­

koncentráció : lOO^ug/m1,

6./ Mitokondriális DNS szeparáláshoz felhasznált anyagok: 

a./ protoplaszt lizáló oldat:

15 ml TRISZ-HCl puffer /pH = 8/

1,7 ml 1 M EDTA

0,34 g sárcosy1 / FLUKA /
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b./ cézium klorid /LTD Biochemicals/

c./ Hoechst - 33,258 vegyület 10 mg/ml oldata

c\eszt, vizben

7./ Haploidizáló szerek

- akriflavin /Reanal/ 1 mg/ml oldata etanolban

- klorálhidrát /Reanal/ 10 mg/ml oldata deszt,

vizben

- benomyl /Chinoin/ 1 mg/ml oldata etanolban

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

etanolban

8,/ Diagnosztikus cukrok

Glukóz, galaktóz, szaharóz, maltóz, laktóz, raffi^óz, 

melibióz, fruktóz, szorbóz, L-ramnóz, D-xilóz, 

L-arabinóz, D-arabinóz, D-ribóz, cellobioz, 

arbutin, szalicin, eszkulin , ez-metil glukozid, 

trehalóz, melecitóz, keményitő, inulin, etanol, 

glicerol, eritritol, adonjtol, mannitol, szorbitol, 

dulcitol, inozitol, Na-acetát, Ca-Na-laк tát,

K-Na-tar tarát, Na-glükön át.

3./ Izoenzim vizsgálatok során felhasznált anyagok:

. '
о HiTív-ll
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Gél összetétel:

Akrilamid A 10,1 ml 

3,4 ml 

15,0 ml 

1,5 ml 

0,045 ml

Deszt. viz

Gél-puffer

Ammonium perszulfát / 10%-os / 

N,N,N*,N’-tetrametil-etilén-diamin

Akrilamid A : 22,2 g akrilamid

g NjN’-metilén-bisz-akrilamid 

deszt. viz 100 ml-re

0,6

Eszteráz vizsgálatok :

űélmR-Uffer: 0,02 M bórsav

pH=8,62 / 2 N NaOH-val beállítva /
I

I-4d-j}uffe_r_: 0,3 M bórsav 

0,03 M NaCl

pH=8,0 / 2N NaOH-val beállítva /

200 mg Blue RR salt / 100 ml 0,GGöM«--naftil- 

acetát

0,08 M TRISZ / pH=7 /

Pes_t_é_s'i
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Módszerek

1. Protoglaszt_kégzés

A protoplasztálandó albicans és C^_ tropicalis 

törzsek 24 órás, komplett táptalajon előnevelt te­

nyészetéből 1 kacsnyi mennyiséggel 100 ml komplett 

tápoldatot beoltunk, 10 órán keresztül, 30 °C-on 

rázatva inkubáljuk. Ekkorra a sejtkoncéntráció 

körülbelül 107 sejt/ml, a tenyészet logaritmikus 

növekedési fázisba kerül, amely optimális a pro- 

toplaszt képzéshez, A gomba sejteket tápoldatukból

kicentrifugáljuk /2000 g/5 perc/, steril körülmé­

nyek között 0,7 M KCl-da1 átmossuk és ismét cent­

rifugáljuk, Előkezelő oldatban felszuszpendáljuk, 

a sejt koncentrációt kb. 108/ml-re állitjuk. 30 °C-on 

történő 20 perces inkubálást, újabb centrifugálást 

és 0,7 KCl-dal való átmosást követően protoplasztáló

enzimoldatba tesszük a sejteket, A 30-40 perces ke­

zelés során az intakt sejtek 95-100 %-ban átalakul­

nak protoplasztokкá.

Az enzimoldatból kicentrifugált C^_ albicans és 

£*_ t r opicalis protoplasztokat 0,3 M CaCl2-dal 

kétszer átmossuk, majd Bürker-kamrás számolással

■

______________________________ ,________
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meghatározzuk a szuszpenzió 1 ml-re vonatkozó sejt­

számot. A fúzióban résztvevő partnerek mindegyikéből
p

5*10 protoplasztot összecentrifugálunk, a felül- 

úszót elöntjük és 2 ml 30 %-os PEG-et rétegzünk 

óvatosan a centrifugacsőbe, A protoplasztok inten­

zív aggregációja sokszor szemmel is jól követhető,

20 perces inkubáció után a regenerációhoz szükséges 

higitások elvégezhetők.

3, Regeneráció

a./ A PEG-es kezelés során képződött aggregátumokat 

kellő higitás után /PEG-ben/ 42 °C-os fedő-táp- 

talajba kevertük és olyan Pétri-csészébe öntöttük 

vékony rétegben /1 ml/csésze/, amely már megszi­

lárdult, ozmotikusán stabilizált szintetikus mi­

nimál ill. ozmotikusán stabilizált komplett táp­

talajt tartalmazott. 7-10 napos, 30 °C-on törté-
СйИ1-4»\.

nő inkubáció után artXnegj elenő fúziós telepeket 

friss minimál táptalajra izoláltuk.

b./ Az egyes partnerek regenerációs képességét kü~ 

lön-külön is meghatároztuk. A protoplasztokat 

0,3 M CaCl^-dal való átmosás, Bürker-kam rás

sejtszám ellenőrzés után úgy higitottuk, hogy 

a szuszpenzió ml-ként 104 sejtet tartalmazzon. 

Ebből 0,5 ml-t 10 ml 42 °C-os fedőtáptalajba

IL
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kevertünk és az előbb ismertetett módon ozmo­

tikusán stabilizált komplett alaplemezre ön­

töttük, 3 napos inkubáció után a regenerációs 

%-ot meghatároztuk:

regenerálódott telepek száma/csésze ,100
leoltott protoplasztok száma/csésze

A komplementációs gyakoriságot a következőképpen 

számoltuk ki :

OSM táptalajon megjelenő telep szám/csésze

OSK táptalajon megjelenő telep szám/csésze, higitás

c, Back-mutáció ellenőrzése

Az előzőekben ismertetett regenerációs módszer­

rel 5.107 protoplasztot tesztelünk OSM táptalajon.

A. Sejtmag festés

A fúziós termékek és a partnerek sejtjeiből kene­

tét készitünk tárgylemezen, beszáritjuk, majd cc. 

HC1 : desztviz = 1 : 3 keverékében a sejtplazma

RNS-ét 30 percig hidrolizáljuk. Csapvizes öblitést 

es száritást követően metilénkékkel 30 percig fest­

jük a sejteket. Újabb csapvizes öblités és száritás 

után 100 

J uk
x-os nagyitásu immerziós lencsével vizsgál-

a preparátumot.
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5. Sejtek térfogat mérése

A hibrid sejteket komplett tápoldatban rázatva 

tenyésztettük 48 órán keresztül,30 °C-on, A sejtek­

ről mikroszkópikus fotót készítettünk, a negativ 

filmet kinagyítottuk és 50 sejt rövid és hossz- 

tengelyét lemértük. Sejt térfogatot számoltunk:

a: a hossztengely fele 

b: a rövid tengely fele
— II a b2V =
3

6. tgv sejtre vonatkoztatott DNS mennyiségi megha­

tározása

A hibrideket és a fúziós partnereket minimál, 

illetve a megfelelő aminosavakkai kiegészített 

min imái táptalaj on neveltük 43-72 órán keresztül. 

0,5 %-os csigaenzimbe átmostuk és kb, fél órán 

keresztül 30 °C-on rázattuk. Az inkubáció során

Ü

a sejtek aggregációja megszűnik, az anyasejthez 

tapadt sarjak is leválnak. Enzimmentesitést deszt. 

vizes mosással végeztünk, kétszer ismételtük. A sejt­

koncentrációt Bürker-kamrában meghatároztuk. A DNS

extraháláshoz Burton ( 42] módszerét alkalmaztuk, 

mennyiségét difenilamin reagenssel mértük 

Minden vizsgálandó törzsből

tunk 5 ml-es centrifugacsőbe. Szuszpendáltuk 5 ml 
10 %

Г;43: .
g

5'10 sejtet centrifugál-

/э-os per klórsavban és 30 percig jégfürdőn extrahál-

S • •кщ
■
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tuk a savoldékony anyagokat. Újabb centrifugálást 

követően 5 ml 10 %-os per klórsavban 70 °C-on a 

DNS-t extraháltuk, 30 perc múlva a sejteket cent­

rifugáltuk, A felülúszót megtartottuk, 2 ml extrak- 

tumhoz 2 ml difenilamin reagenst és 0,1 ml acet- 

aldehid oldatot pipettázunk, 17 órás 30 °C-on tör­

ténő inkubálás után a mintákat 595 nm-nél fotomet-

ráltuk. Ismert koncentrációjú csirke varösvérsejt 

DNS-ből kalibrációs görbét készitünk és az egy 

sejtre vonatkoztatott DNS mennyiségét meghatározzuk.

7, Cukor_asszimilációs_és_erjesztési spektrum meghatározása

a,/ Cukor asszimiláció

A vizsgálandó élesztők 24 órás tenyészetéből 

indulunk ki. 5 ml steril vizben 1 kacsnyi sej­

tet szuszpendálunk, majd gereblye oltással a 

különböző szénforrásokat 0,1 %-ban tartalmazó 

minimál, ill. a megfelelő aminosavakka1 kiegé­

szített minimál táptalajra szélesztettük. A le­

mezeket 30 °C-on inkubáljuk, a harmadik és ötö­

dik napon állapítjuk meg, hogy a mikrobák mely 

szén f or r ás oka t hasznosítják. Mértékét 0-3-ig érté­

keljük. Kontroll kísérletet szénforrás nélküli 

táptalajon végzünk.
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b,/ Erjesztési spektrum

Az erjesztési tápoldatokat a vizsgálandó törzsek

1- 1 kacsnyi mennyiségével beoltjuk. A csöveket

2- 3 cm magasan vazelin : paraffinolaj 1:1 arányú

steril keverékével lezárjuk. 

25 °C-on inkubálunk és 2 naponként 2 héten ke­

resztül értékelünk. Pozitiv erjesztési csőben gáz­

buborékot, valamint az indikátor elszinezödését

láthatjuk.

S. Haglo±dizáoió_±oduкá1ása

Egy hetes tenyészetekből kiindulva, a megfelelő 

aminosavakkal kiegészített minimál táptalajra, amely 

a haploidizáló szert is tartalmazta, 1 cm átmérőjű 

foltban kb 5*10^ sejtet oltunk. Egy hetes 30 °C-on 

való inkubálás után a sejteket 5 ml deszt, vizben 

szuszpendáljuk és gereblyeoltással komplet t tápta la j - 

ra szélesztjük. 24-48 óra múlva a kifejlődő telepek 

auxotrófiáját replika technikával meghatároztuk.

9, Mag és mitokondriális DNS szeparálása Williamson 

módszerével _[44~^

9A vizsgálandó törzsek 5*10' sejtjéből már az elő­

zőekben ismertetett módon protoplasztokat képeztünk, 

Enzimmentesités után 60 °C-on 15 percig protoplaszdi-

■
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záló oldattal a sejtek membránját feloldottuk. Gyors 

hűtés után /0 °C-ra/ tisztitó centrifugálást végez­

tünk Oanetzki VÁC 601-es ultracentrifugáva1 

/12000 rpm, 4 °C-on/. A felülúszó 3,9 ml-ében 4 g 

CsCl-t feloldottunk és 10 mg/ml koncentrációjú 

Hoechst 33 258-as vegyület 0,1 ml-ével jól össze­

kevertük. 48-72 órán át 30 000 rpm-mel 20 °C-on 

centrifugáltuk. A centrifugálás során kialakuló 

gradiensen a mag és mt-DNS eltérő denzitásuk 

alapján szétválnak. A DNS-hez irreverzibilisen 

kötődött festék pedig hosszú UV-ben fluoreszkál, 

igy a sávok láthatóvá tehetők. Értékelést Philips 

HPV 125 IV-os lámpákkal megvilágítva végeztünk.

t °'< /Brewer és Sing szerint ^45^/

A vizsgálandó törzsek 24 órás, komplett tápoldatban 

előnevelt sejtjeit centrifugálás illetve deszt.vi­

zes mosás után French Press-szel 15000 psi-nél,kát- 

szer( hütött körülmények között feltártuk, 20000 rpm- 

mel Oanetzki T24-es centrifugában a mintából a sejt-

10.

törmeléket és az ép sejteket leülepitettük, a felül-

úszót megtarottuk. Gélre vitelkor az egyes minták



- 25 -

A futtatást Frigomix berendezéssel hütött Pharmacia gyárt­

mányú gél elektroforétikus készülékkel végeztük, kb 8-10 

V/ gél cm-nél illetve 10 mA/gél áramerősséggel 4-8 órán 

V3re3ztül, amig a brómfenolkék marker elérte a gél alsó szé­

lét. Az elektroforézis után a gélblokkokat 37*C-on 30 per­

cig sötétben a festőoldatban inkubáltuk, majd pedig 50%-os 

standban festék mentesítettük. A 24 órás kezelés után a 

gél blokkokat 4°C-on 50%-os etanolban tároltuk.

жШШЖтш ш'MÁ



_______

26

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

1. Protoplasztképzés, regeneráció

Candida fajok sejtfalának oldása mind csigaenzimmel 

Г46^ mind pedig bakteriális eredetű enzimmel 47j 

megvalósítható. A létrejövő sejtfal nélküli sejtek 

a protoplasztok. Ha mikroszkóposán követjük a pro-
!

l}
toplasztképzést, az intakt, tojásdad alakú sejtek 

lekerekedését, az anyasejtekhez tapadt sarjak le­

válását figyelhetjük meg /1-4 kép/. Candida tropicalis

esetében egy órán belül teljes a protoplaszt képzés 

a albicansnál 1,5 órán belüli loo %-os protoplaszt 

képzést érhetünk el előkezlő oldattal való kezelés

1

nélkül.
5
A

iKísérleteink szerint a sikeres protoplaszt képzés 

meghatározója a tenyészetek kora. Vizsgálataink 

során az exponenciális növekedési fázisú kultúrából 

származó fiatal sejtekből /kb 10 órás/ mindig könnye­

den nyerhetünk protoplasztokat, mig a stacioner fá­

zisból származó idős sejtek /16-18 órás/ reziszten- 

Se< v°ltak a faloldó enzimmel szemben. Ezt a sejtek 

öregedésével járó sejtfal struktúra változások okozzák.

!
%I
í

;

■

!
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A protoplasztképzés szempontjából másik fontos 

tényező a sejtek előkezelése valamilyen szulf- 

hidril reagenssel /pl: cisztein, 2-merkaptoetanol, 

vagy ditiotreitol/, A hatás a sejtfal-proteinek 

diszulfid hidjainak redukálásán alapszik, A sejt­

falban levő fehérjemolekulák felnyilnak, a litikus 

enzimek pedig hozzáférnek az egyéb /glukán, mannán/ 

sejtfal alkotókhoz.

Előkezelés nélkül a sejteknek csak kb, 60-75 %-a

alakitható át protoplasztokká, ha az enzimoldat 

merkaptoetanolt nem tartalmaz.

Az enzimkezelés során létrejövő protoplasztok oz­

motikusán érzékenyek, ezért harmadik feltételként 

ozmotikusán stabilizált környezetet kell biztosita­

nunk. Esetünkben 0,7 M-1,2 M KOI a megfelelő ozmo- 

laritásu stabilizáló szer.

A megfelelő korú tenyészetből kiindulva az álta­

lunk alkalmazott előkezelő oldattal 100 %-os pro- 

toplaszt képzés érhető el 30-40 percen belül, mind­

két Candida faj esetében.

Necas és munkatársai 1961-ben leirták, 

lelő
hogy megfe-

táptalaj on a protop lasz tokban makromolekulák
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szintézise folyik, képesek sejtfaluk regenerálásá-

|48j . A regenerálódás 

mértéke a táptalaj minőségének függvénye és az al­

kalmazott fajra specifikus.

ra és további osztódásra

Kisér léteink során különböző koncentrációjú MgS04-t

KCl-t és CaCl2~t próbáltunk ki stabilizátorként a

regenerációhoz.

Az eredményeket az 1, táblázat tartalmazza.

Regeneráció /%/Sta bilizátor
C, albicans /lys-/ C,t ropicalis

/ade , met /

0,5 M KC1 10 5
0,6 M KC1 2025
0,7 M KC1 3545
0,8 M KOI 30 30
1,0 M KC1 10 15

0,2 M CaCl2 15 10
0,3 M CaCl2 30 25
0,4 M CaCl2 25 15
0,5 M CaCl2 15 10

0,6 M MgS04 30 20
0,8 M MgS04 50 35
1,0 M Mgso4 25 20
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Mivel protoplasztot leggyorsabban és legtisztábban 

KC1 jelenlétében nyerhetünk és a fúzió megvalósu-

ionokra is szükség van, 

a fúziós telepek regeneráltatásához e kétféle sta­

bilizáló szert, szénforrásként pedig 1 % glukózt 

választottunk. A 0,7 M KC1 és a 0,3 M CaCl2 hason­

ló mértékű regenerációt biztosit mindkét Candida 

faj esetében. Alaptáptalajban 0,7 M KCl-t, fedő­

táptalajban 0,3 M CaCl^-t használva, a regenerációs 

ráta 20 %,

2 +lásához a PEG mdlett Ca

2. Az auxotróf törzsek fúziója, a fúziót befolyásoló

tényezők,

Ahhoz, hogy két fuzionált protoplaszt közötti 

komplementációt fel tudjunk ismerni, a partnerek­

nek ismert, vagy legalább jelzett genetikai kész­

lettel kell rendelkezniük. Mivel pedig a proto- 

plasztoknak csak csekély hányada fuzionál, a komp- 

lementáció jeleinek olyannak kell lennie, hogy azt 

könnyen nyomon tudjuk követni. Ezért a különböző 

megbízható auxotrofiát hordozó törzsek protoplaszt- 

jai rendkívül alkalmasak a fúzió bizonyítására, hi­

szen minimál táptalajon csak a komplementálódott, 

egymást genetikailag kiegészített fúziós hibridek 

életképesek. Különösen előnyös az adenin auxotróf
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mutánsok használata, mivel ezek telepei pirosak, 

a sejtekben felhalmozódott poliribozilaminoimidazol 

pigment miatt. Ez a megkülönböztető tdepmorfológia 

pedig kényelmes szelektiv rendszert biztosit.

A fúziós kisérletek megkezdése előtt ellenőriznünk 

kellett, vajon előfordul-e back-mutáció az általunk 

alkalmazott törzseknél és ha igen, milyen gyakoriság­

gal, Ebből a célból minden auxotróf mutáns 5*10 

sejtjét teszteltük az "Anyag és módszer" c. feje­

zetben leirt technikával. Az eredményeket a 2. táb­

lázat tartalmazza.

7

Back-mutáció gya- 
korisáqa

Törzs
j

C. tropicalis
< 10" 7 

< 10" 7

I
ade

C, tropicalis
ade met" 

C. albicans 

lys""
C. albicans

< 10"7

5.IO-7 i
met

l

2. táblázat i

Ha két különböző auxotróf törzs intakt sejtjeit vagy 

protoplasztjait PEG hozzáadása nélkül együtt nevel­

jük, minimál táptalajon nem jelennek meg makrosz­

kopikus méretű telepek,

°sztódnak, amelyet mikrosz—

■ legfeljebb egyet-kettőt*
t
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kópikusan ellenőrizhetünk. Ez bizonyltja, hogy a 

partnerek egymással nem tudnak párosodni és

át.-etetés" /cross-feeding/ lehetősége is ki-az
zár t.

Amikor Candida albicans és Candida tropicalis 

auxotróf törzseinek 1:1 arányú keverékét PEG-gel 

kezeltük /5, kép/ és ozmotkusan stabilizált minimál 

táptalajon neveltük, 7-10 nap után kis gyakoriság­

gal prototróf telepek jelentek meg /3. táblázat/. 

Fúziós telepeket a genetikai markerek minőségétől 

függetlenül minden esetben nyertünk.

Keresztezés Komplemen tációs 
gyakoriság

C, tropicalis ade 5.IO-6
lys" +C, albicans

C, tropicalis ade met 
C. albicans lys- 2,4-IO'6+

C. tropicalis ade" + 

C. albicans met"
8.IO*6

3. táblázat

-4I



3 2-

3. A fúziós termékek analízise /С^ tropicalis ade + С. 

albicans lys-/

Az első fúziós telepek а 6 - 10» nap között jelen­

tek meg.

Ieleg_és sei_t morfológia

Kiindulási partnereinket telepszinük alapján tud­

tuk megkülönböztetni: a tropicalis telepei az 

adenin auxotrófia miatt pirosak voltak, a albicans-é 

pedig fehérek. A fúzió következményeként megjelenő 

hibridtelepek a szelektáló minimál táptalajon szin­

tén fehérek. A sejtek alakja a legtöbb törzsnél 

élesztőszerü, tojásdad, bár egyes fúziós termékek 

sejtjei pszeudomicéliumokat is fejlesztettek.

A fúziós termékek stabilitása

A szelekciós minimál táptalajon megjelenő telepeket 

azonnal friss minimáira oltottuk át. Az izolátumok 

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

A megmaradó 90 %-át a stabilitásuk alapján 3 csoport­

ba tudtuk osztani:

A tipus: Komplett táptalajon állandó szeg­

regációt mutató fúziós termékek

/7. kép/

A telepek túlnyomó többsége /60-80 %/ fehér, 15-30 %-a

Л
_____ ,__ _____ ______ ___________________ _______ ’Г'»»
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piros szektoros, illetve 1-2 %-ban kizárólag piros,

- Ha a piros telepekről komplett táptalajra szélesztünk, 

majd minimáira, ill, adeninnel, lizinnel, valamint 

adeninnel és lizinnel kiegészített táptalajra rep- 

likázunk, minden telepet adenin auxotrófnak találunk 

/С, tropicalis sajátság/,

- Ha a szekto-os telepekkel végezzük el ugyanezt a 

vizsgálatot, a komplett táptalajon mintegy 70 %-ban 

fehér telepeket, 10 %-ban szektoros, 20 %-ban pedig 

piros telepeket nyerünk. A fehér telepek prototrófok, 

a szektorosokból a fehér rész minimálon szaporodni 

tud, szintén prototróf, a piros szektor és a piros 

telepek adenin auxotrófok,

- Ha a komplett táptalajon eredetileg nagy fehér te­

lepeket szélesztjük, szintén komplett tápagarra, 

akkor a kifejlődő telepek 90-95 %-a fehér, protoróf, 

5-10 %-a továbbra is szegregáló, piros szektoros.

/Ez az arány 1 éves intenziv tenyésztés során 

csökken, de szektoros telepek még mindig előfordul­

nak,/

Minimál táptalajon tenyésztve ezt a tipusú fúziós ter­

méket, semmiféle szegregációt nem tapasztalunk, a nö­

vekedés intenzitása pedig megegyezik vagy gyorsabb a
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C, tropicalis vad tipusú törzsével, bár a telepnagy­

ság igen heterogén.

Már a szelekciós táptalajról megtörtént az egy sejt­

ben levő magok számának meghatározása. Metilénkékkel 

történő festés alapján minden egyes hibridsejtben 

csak egy magot találunk. /6. kép/

/А gombák DNS tartalma csak néhányszorosa a baktéri­

umok DNS tartalmának. Ez a vizsonylag kis genom is 

több kromoszóma között oszlik meg, vagyis a kromo­

szómák olyan kicsik, hogy fénymikroszkóppal nem, 

vagy csak nehezen vizsgálhatók, ezért kariológiai 

analizist a legtöbb gomba esetében nem lehet végezni./

Mivel a fúziós termékeink nem több magvuak, nem he- 

terokarionok, a komplett táptalajon való szegregáció 

ezen hibrid tipus erőteljes instabilitását jelzi.

Csak a szelektiv minimálon stabilak, de amint a 

"táplálkozási" kényszeritő erő megszűnik és a komp- 

lementáció tovább már nem szükséges, azonnal szegre­

gálnak auxotróf és prototróf sejtekké. Minden esetben 

csak az egyik partner, a tropicalis adenin markerét 

találjuk meg, a lys hiányos C_j_ albicanst sohasem, annak 

ellenére, hogy az auxotróf sejtek dúsitását csigaen­

zimmel is elvégeztük.
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В tipus: Komplett táptalajon nem szegregáló, 

stabil fúziós termékek /8. kép/

Az előző tipussal ellentétben mind minimálon, mind 

pedig a megfelelő aminosavakkai kiegészített mini­

málon stabilak, többszöri átoltás után is. Növekedés

intenzitásuk vagy megegyezik a szülőkével, vagy né­

hány esetben annál lassúbb, Pszeudomicélium képzést 

sem figyelhetünk meg optimális tenyésztési körülmé­

nyek között annak ellenére, hogy megfelelő táptalajon 

/burgonyás-glükózos v. kukorica lisztes aga г/ erre 

kényszer ithetők. /Az A tipusban optimális tenyész­

tés során is előfordult pszeudomicélium ill. valódi 

micélium képzés/. Hosszú idejű /1 év/ tenyésztés 

során a hibridek 20 %-ban a partnerek auxotróf 

markerei megjelenek. N&gfestéssel mindenütt csak 

egy magot találtunk sejtenként.

C tipus: A kezdetben prototróf sajátságukat 

néhány átoltás után elvesztő fúziós 

hibridek

Ebbe a csoportba sorolható a fúziós termékek azon 

10 %-a, melyben a prototrófia már a szelektálás 

utáni első átoltáskor megszűnt.
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Ez a csoport kezdetben /1-2 átoltás után/ а В tí­

pusba tartó zott.de további tenyésztés során vagy 

a albicans lys- törzsét vagy a C^_ tropicalis 

ade’markeres törzsét tudtuk csak fenntartani.

Se^t térfogat és DNS tartalom:

A szülői törzsek és a fúziós termékek sejtjeinek

nagyságát, térfogatát az "Anyag és módszerek" c. 

fejezetben leírtak alapján mértük, illetve számí­

tottuk ki.

Az eredményeket az 5. táblázat tartalmazza.

Fúziós termék Sejthossz szélesség térfogat DNS
3 tart/sejt

/U /U /U fg
C, tropicalis 

ade“
C. albicans 

lys-

135,97,62+0,53 5,84+0,64 70,4

7,04+0,47 5,40+0,53 107,4 61,7

3 104,1
A típus

R 98,6

4 7,58+0,52
7,25+0,58
7,36+0,53
7,08+0,56
7,84+0,60
7,71+0,51
7,33+0,56
7,12+0,45

5,79+0,61 

5,91+0,62 

5,80 +0,60 

5,97+0,68 

5,96+0,64 

5,61+0,58 

5,72+0,43 

5,45+0,47

132,9
132,3
129.5 

132,05 

145,7 

126,1
124.6 

110,14

74,0
79.2 

74,8
71.3 

95,1
78.5
73.6
69.7

8
10
11 В típus
12
14
20
22

5. t ábláza t

fr-"'
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Az A típusba tartozó sejtek nagyságát nem mértük az 

intenzív pszeudomicélium képzés miatt. Ilyenkor 

ugyanis a sejtek alakja nem szabályos, ezért térfo­

gat számolást nem végezhetünk. А В típushoz tartozó 

hibrid sejtek alakja csaknem szabályos ellipszoid, 

igy a térfogat számítás elvégezhető. Mint az 5. táb­

lázatból látható, a hibridsejtek térfogata nem kü­

lönbözik lényegesen a két partnerétől. /Irodalmi 

adatok szerint diploid sejtek képződése esetén tér­

foga tnövekedés várható ;9,13,20,23j ./

Élesztősejtek esetében a ploiditás mértékének meg­

határozására elfogadott módszer az egy sejtre vo­

natkoztatott DNS mennyiségi megállapítása. Diploid 

kromoszóma garnitúra esetén ké'szer annyi, triploid 

állapotban háromszoros, stb, az egy sejtre vonatkoz­

tatott DNS mennyisége j49j . Fúziós termékeink vizs­

gálata során meghatároztuk a két szülő .valamint a kü­

lönböző hibridek 1 sejtre jutó DNS tartalmát /5. táb­

lázat/.

Az A típusú hibridek mind a tropicalis , mind a 

C, albicans partnernál magasabb DNS tartalommal ren­

delkeznek, А В típusú hibridekben a tropicalis 

partnerhez közeleső, szignifikánsan nem különböző 

értékeket mértünk.
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vizsgálata

Mint azt már az előző fejezetekben említettük, az 

élesztők egyik igen jelleg zetes sajátossága az, 

hogy szén forráskánt mely cukrokat képesek felhasz­

nálni asszimilációval, illetve anaerob körülmények 

közötti erjesztéssel. Ma már több mint harminc féle 

cukrot, illetve egyéb szénforrást tesztelnek a tel­

jes spektrum megállapításához. Kísérleteink során 

először meghatároztuk a C^_ albicans és tropicalis 

spektrumát, majd a fúziós termékek tesztelése kö­

vetkezett ,

Eredményeinket a 6. táblázat tartalmazza.
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C. albicans 
lys“

C-for résként hasznosí­
tott szénhidrátok

C, tropicalis 
ade“

D-glukóz 

galaktóz 

szaharóz 

maltóz 

laktóz 

ra finóz 

melibióz 

f r u к t ó z 

mannóz 

L-szor bóz 

L-ramnóz 

D-xilóz 

L-arabinóz 

D-arabinóz 

D-ribóz 

cellobióz 

arbutin 

szalicin 

a-Me-glukozid 

•tr eha lóz 

melecitóz 

keményítő 

inulin 

etanol 
glicerol 
er it ritol 
adonitol 
mannitol 
szóróitól 
inozitol 
laktát
szukcinát 
furna r át 
ma Iá t 
cit rát 
tar ta rát 
mezotarta rát 
malonát 
glukuronát

3 3
3 3
3 3
3 3
0 О
0 О
О О
3 3
2 2
О 1
о о
2 2
О О
о о
о о
о 1
о 1
о 1
3 3
3 3
о 2
2 2
О О
2 2
2 2
О О
о 2
3 3
2 2
О О
1 1
1 1о оо оо оо оо оо о
о о

б táblázat
I

J
• ' /':•

. .
______

__
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A 7, táblázatban a fermentációs spektrumot tüntettük

fel.

fermentációSzén for rás
C.albicans 

lys~
C. tropicalis 

ade~

glukóz 

galak t óz 

szacharóz 

maltóz 

laktóz 

ra finóz 

melibióz

3 3
3 3
0 3
3 3
0 0
0 0
0 0

7, táblázat

A 8, táblázat a partnerek asszimilációs és fermen­

tációs spektruma közti jelentősebb különbségeket és 

az A és В tipusba tartozó néhány hibrid szénforrás 

hasznositását mutatja;
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Asszimilációs FermentációskülönbségekTörzs
melecitóz adonit szacharóz

C, albicans lys- 

C. tropicalis ade”
О О О

22 3

F3 2 2 3
A tipus

R 2 2 3

4 2 32
8 2 2 3
10 2 2 3
11 8 tipus О О О
12 2 2 3
13 2 2 3
14 О 1 О
20 2 2 3
22 О О о

8. táblázat

Amint az adatokból kitűnik, az A tipusú hibridek mind 

asszimilációs, mind pedig fermentációs képességükben 

a £j_ t ropicalis-hoz hasonlóak. А В tipus jelentősebb 

része szintén a tropicalis sajátosságaival rendel­

kezik, mig a 11-es és a 22-es törzs a albicans 

spektrumának megfelelően hasznosítja a szénhidráto­

kat.

i

:••=



42

Mitotikus sze2re2áció_indukálása_hagloidizáló_sze-

rekkel

Diploid élesztősejtekből haploidizációt indukáló 

vegyületekkel aneuploid, esetleg haploid sejteket 

nyerhetünk vissza. A haploidizáló szerek nagy része 

mitotikus szegregációt /mitotikus crossing-overt, 

génkonverziót és kromoszómális "non-disjunctio”-t/ 

okoz, amely spontán is előfordul, kis gyakorisággal

/50-56/.

Kísérleteink során négy különböző vegyületet tesz­

teltünk, Haploidizáció indukálására azt a vegyüle­

tet választottuk ki és olyan koncentrációban, amely 

már erősen gátolja a növekedést, de még lehetővé 

tesz néhány sejtosztódást. Az egyes ágenseknek a 

különböző törzsekre vonatkozó kritikus koncentráció­

ját a 9. táblázatban foglaltuk össze.

Kritikus koncentráció /mq/ml/Törzsek
к 1 о r á 1 
hidrát

akriflavin p-fluorofenil- 
alanin

beno-
myl

C,tropicalis ade- 

C.albicans lys-
50,3

l.o 0,1 5

5F3 0,3
Fl 1 0,8 50,3

9. táblázat

■-Щ
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Haploidizáló szerként a továbbiakban az 5 mg/ml 

koncentrációjú klórálhidrátot használtuk fel.

Az A tipusú hibridek haploidizáció indukálása nyo­

mán csaknem 100 %-ban visszanyertük a C_j_ t r opica lis 

adenin markeres törzsét /9. kép/. A E3 tipusból fő­

leg csak a C^_ tropicalis adenin auxotrófiáját, de 

egyes törzsekből a albicans lizin auxotrófiáját 

kaptuk vissza /10. táblázat/ /10. kép/.

Törzsek Tesztelt te- Prototróf 
lepek száma

Auxotróf
ade- lys~

12673 1,4 % 93,6 %
A tipus

R 1328 0,8 % 99,2 %

1947
1296
1730
1466

95,5 % 

94,9 %
4 4,5 % 

5,1 %8

H В tipus 92.1 %
86.2 % 

78,0 %

7,9 %
12 13,8 % 

22,0 %20 226
22 97,0 %544 3,0 %

10 . táblázat

A_macj_és mitokondriális DNS szeparálása

Az élesztő sejt citoplazmájában lévő kétféle DNS mo­

lekulát eltérő denzitásuk alapján izopiknikus CsCl
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gradiensen szét tudjuk választani és a nukleinsavak- 

hoz szelektiven kötődő UV fényben fluoreszkáló fes­

tékekkel láthatóvá tudjuk tenni. Ezt a módszert el­

sősorban Saccharomyces cerevisiae DNS-ének szeparálá­

sára Írták le i44J . Megpróbáltuk az általunk vizs­

gált partnerek és fúziós termékek nukleinsavainak 

elválasztását ezzel a módszerrel. Mint az a 3. áb­

ráról látható, a DNS szétválasztása nem sikerült, va­

lószínűleg a nagyon kicsiny denzitás különbségek

miatt.

ГТ n
1

f

3. cibvci
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Izoenzim vizsgáltok

Az izoenzim vizsgálatok alkalmat adnak különböző 

fajok azonos funkciójú enzimeinek összehasonlitására. 

A homológ enzimfehérjék szerkezetében a fejlődés so­

rán változások történnek, és igy az izoenzimek elek- 

troforetikus mobilitása eltérő az egyes fajokban,

A Candida albicans és C, tropicalis esetében lényeges

különbséget találtunk az aspecifikus észterázok

izozim mintázatában, A Candida albicans vad és mu­

táns, a C, tropicalis vad és mutáns törzseit, valamint 

a fúziós termékek közül minden csoport egy-egy rep­

rezentánsát vizsgáltuk meg. A futtatás eredményét a 

4. ábra mutatja.

4. ábra

<* ___
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A vad С. albicans és a mutáns 5 izozimmel, a vad 

С, tropicalis és a mutáns 3 izozimmel rendelkezik. Az

Rf értékek:

C, albicans S62 T: О-Д! 0^0 0,69 ОДЗ>
0(&3> l'b%cK\j[

j <■ $dи j 

I k. sávi

О M'o.'ilO. i lC, albicans lys-:

C, tropicalis 94 T: G,S2, 0,£9 OAi 

0,69

A fúziós termékek izozim mintázata megegyezik annak a 

partnernek a mintázatával, amelyikre spontán /F3 - C~. 

tropicalis ade-/ vagy indukáltan /F 18 - C, albicans 

lys-/ szegregál, Uj észteráz tipus megjelenését vagy 

észterázok keveredését nem tapasztaltuk. Egyéb enzi­

mek /ADH, LDH, MDH/ géle lektгоfоretikus vizsgálata

C, tropicalis ade-: о,5z

folyamatban ra&.

5. Intraspecifikus fúzió /С, albicans lys” + C, al­
bicans met-/

Az inter- és intraspecifikus fúziók összehasonlitása 

céljából a C, albicans lys és met auxotróf törzseit 

is fuzionáltattuk.

A legfontosabb adatok“,

Back- mut_áció gy_akgr_isága :

10-7C, albicans lys-:
C, albicans met”: 5xl0-7

£^®n-.er4cJ-ósL rá_ta /0.3 м Ca Cl,,, 0,6 M KCl/: 45 % 

KojnpJLementációs .gyakoriságj 3-5 x 10
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Az első fúziós telepek már a 3-4, napon megjelentek,

A telepeket izolálva, 5-10 %-uk nem tenyészik tovább 

minimál tápközegben /valószinüleg azonnal szegregál a 

szülői törzsekre /, Magfestés során 2-3 magnál többet 

egyetlen sejtben sem találtunk, viszont 2-3-szori át- 

oltás után már csak 1 magvú sejteket láttunk, A fúziós 

termékek spontán szegregációját vizsgálva 8.jg:olátum- 

ban 4-73 % met auxotróf és prototróf /F 2, 3, 4, 10, 

12, 15, 18/, 2 izolátumban 5-8 % met", 2-5 % lys" és 

prototróf /F 13, 19/, valamint 5 izolátumban kizáró­

lag prototróf telepeket /F 5, 6, 8, 16, 14/ találtunk, 

A prototróf telepek további analizisével csak az első 

csoportban figyelhettünk meg újabb spontán szegregá­

ciót /20-50 % met"/,

A szülői törzse^ és a fúziós termékek 1 sejtre vonat­

koztatott DNS tartalmát a 12, táblázatban összegeztük:

TÖRZS fg DNS/sejt

F 4 82
F 10 

F 12
85
87

C. albicans
F 13 

F 19
61,7lys” 75

79
C, albicans

F 8 71met” 57,3
F 14 

F 16
74
77

12, táblázat
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A fúziós termékek mindegyike magasabb DNS tartalommal 

rendelkezik, mint bármely szülői partner, de a kettő 

összegét sohasem érik el,

Klorálhidráttal indukált haploidizációva1 mindkét 

auxotróf partnert valamint prototróf egyedeket nyer­

tünk vissza, /13. táblázat/ Mivel mindkét szülői sa­

játságot megtaláltuk a fúziós termékek 1 magvú utódai 

között, bizonyitékunk van arra, hogy az átmeneti he- 

terokarion állapot után kariogámia is lejátszódott és 

valószinüleg diploid, esetleg magasabb ploiditású ter­

mékeket nyertünk.

TÖRZSEK Tesztelt te- Prototróf 
lepek száma

Auxotróf
met lys" met lys

F 4 1106 25 % 

15 % 

30 %

65 % 

58 % 

56 %

25 % 

27 %
14 %

F 10 

F 12
975
783

F 13 

F 19
953 48 % 

57 %
30 % 

19 %
22 % 

24 %1064

F 8 1137
1201

29 % 

22 % 

32 %

33 % 

40 % 

37 %

38 % 

38 %
31 %

F 14 

F 16 985

13. táblázat



A-- . ;;

- 49 -

ÖSSZEFOGLALÁS

Candida albicans és Candida tropicalis különböző

auxotróf mutánsainak sikeres fúzióját valósitottuk 

meg. Protoplasztokat fiatal logaritmikus tenyészté­

si fázisú sejtekből képeztünk 1,5 %-os csigaenzim 

segitségével 0,7 M-os KC1 oldatban. Fúziót PEG 30 %-os

ionok jelenlétében indukáltunk. A fú­

ziós gyakoriság 2-8'10~6 volt, A hibrid sejtek telep 

és sejt morfológiában, a sejtek térfogatában a szülői 

partnerekhez hasonlitottak. Minden fúziós termékünk 

sejtenként egy magot tartalmazott, a DNS mennyisége 

csak alig néhány esetben volt lényegesen magasabb a 

C, albicans ill, C. tropicalis-énál. A termékeket

oldatában, Ca

stabilitás szempontjából három csoportba tudtuk so­

rolni, A tipus: a megfelelő aminosavakkal kiegészí­

tett minimál táptalajon állandó, spontán szegregációt 

mutató hibridek, amelyekből mindig a C^ tropicalis 

adenin igényes partnere hasadt ki. A növekedés in­

tenzitása, egy sejtre vonatkoztatott DNS mennyisége 

meghaladta a szülői értékeket, cukor asszimilációs 

spektrumokban megegyeztek a jc. t rooicolis-szal. 

Haploidizáló szerekkel csaknem 100 %-ban adenin

auxotróf telepeket nyertünk vissza. Mivel ebben a



..1

- 50

tipusban is sejtenként csak egy mag van, lehetséges, 

hogy ezek a termékek tropicalis sejt kromoszóma 

készletét, vagy annak egy-egy részét és a albicans 

azon kromoszómáját, vagy kromoszóma darabját tartal­

mazzák, amely az adenin auxotrófiát megszünteti,

В tipus: kiegészitett minimál táptalajon stabil fú­

ziós termékek. Sejttérfogat, az 1 sejtben levő DNS 

mennyiség vagy а tropicalis vagy a albicans 

értékeihez hasonló. Ugyanez vonatkozik a cukor asszi­

milációs és fermentációs képességre, A termékek mi- 

totikus szegregációjának indukálásával vagy csak az 

egyik, vagy csak a másik partner auxotróf markerét 

kaptuk vissza, Kb. 1 éves tenyésztés során ez tipus 

20 %-a. is spontán visszaalakul /késői kromoszóma 

elimináció/.

C tipus: néhány átoltás után instabillá váló termé­

kek, Szintén egy magvú hibridek, amelyek növekvés 

intenzitását kezdetben valamelyik partner auxotró- 

fiáját kielégítő aminosavak stimulálják, de 1-2 átol­

tás után vagy a albicans-szá vagy a tropicalis-szá 

alakulnak vissza, amit cukor asszimilációs spektrumuk 

is bizonyit /korai kromoszóma elimináció,/

A kisérletek eredményei alapján kijelenthetjük, hogy 

fúziós termékeink "aneuploid" szervezetek voltak,
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amelyek 1 magon belül valamelyik partner teljes kro­

moszómakészletét és a másik partner egy vagy néhány 

kromoszómáját tartalmazták. Ezt a kromoszómát több­

ségük szelektiv táptalajon hosszú ideig meg tudta

tartani.

A bevezető részben már emlitettük, hogy a C, albicans 

és a C, tropicalis egymáshoz igen közel álló fajok. 

Elkülönítésük mindössze néhány morfológiai /С, albicans 

klamidospora képzése/, és fiziológiai-biokémiai krité­

riumon /melezitóz asszimiláció, szacharóz fermentáció/ 

alapszik. Az intra- és interspecifikus protoplaszt 

fúzió további megerősítését adhatja a fenti állításnak: 

Irodalmi adatokból /'19,20 /ismert, hogy a C, tropicalis 

intraspecifikus fúziójával 7-8 magvú hete rókarionok jön­

nek létre, igen nagy komplementációs gyakorisággal 
“3/10 /, A C, albicans intraspecifikus fúzióját hasonló

technikával, hasonló gyakorisággal tudtuk indukálni,

/Ez a nagyságrend megegyezik az élesztő gombák körében 

elérhető gyakorisággal,/ A termékek szintén többmagvú 

heterokarionok voltak, amelyek igen gyorsan egymagvú- 

akként stabilizálódtak, A két faj közötti komplementációs 

gyakoriság három nagyságrenddel csökkent /10-6/, a fúziós 

termékek pedig csak egy maggal rendelkeztek, amely bár­

melyik partnertől származhatott. Azaz a kétféle ere­

detű mag nem tudott egymás mellett funkcionálni, csak

________



- 52 -

az életben maradásukhoz szükséges kromoszóma részek 

maradtak meg. Ahhoz, hogy idegen eredetű DNS-ek 

hibridizálódhassanak, a kettő közöttДедаlább egyes sza­

kaszokon/ erős homológiának kell lennie, ami ritkán 

fordulhat elő két dég távol álló faj esetén, még 

akkor is, ha ugyanazon funkciót irányitó génszakaszok­

ról van is szó. Kapcsolódásuk emiatt labilis lehet, 

vagy az idegen eredetű DNS szakasz a genom más-más 

részébe beépülve másféleképpen működhet, másképpen 

fejti ki hatását. Az, hogy bármelyik partner képes 

volt a másikkal való részleges kiegészülésre, jelez­

heti, hogy tulajdonképpen valamilyen mérvű rokonság 

fennállhat, /Egymástól igen távol álló gomba fajok 

között "Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces 

cerevisiae" életképes hibridek nem is nyerhetők,/ 

Eredményeink alapján megkockáztathatjuk: C, tropicalis = 

= Syringospora tropicalis ?
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