
Rezistencia mikroorganizmov proti antifungd,lnym ldtkam
Biochemicky a genetickf zS,klatl rezistencie kvasiniek proti mucidinu

Jednym z faktorov negativne ovplyviujircich v praxi efektivnost antimikr6b-
nych l6,toh je rezistencia mikroorganizmov proti nim. V popul6cii mikroorga-
nizmov, di uZ bakt6rii, kvasiniek alebo vlS,knitliich hrib, vznikajrl rezistentn6
mutanty, ktor6 v d6sledku Specifickych zmien v Btruktrlre alebo obsahu bun-
kor'6ho gendmu sri schopn6 tolerovat vySSie koncentrd,cie biocidnl'ch ld,tok
ako p6vodn6, popul6,cia mikroorganizmov [], 2].

V mikroorganizmoch rezistencia proti antimikr6bnym L4tkam m6Ze vznik-
nfrt v d6sledku mut6,cii bunkov6ho gen6mu, pridom g6ny rezistencie m6Zu b5't
umicsten6 na chromoz6moch (jadrov6, D\TA, bakterid,lny clrromozdrn) alcbo
na extrachromozon6lnr.ch geneticklf'ch elementoch (mitochondririlnr,, DNA,
plazmidov6, Dl{A). V bakt6riS,ch rezistencia rn6Ze vznikat aj v d6sledku ziska-
nia dodatkov6ho genetick6ho determinantu podmieiujriceho rezistenciu od
in;fch bakt6rii. Prenos tak;fchto rezistentnych fakt'orov v bahteriilnej popu-
I6cii sa m6ie uskutodiiovat i medzidmhovyn-r sp6soborn f il.

Za normd,lnvch okolnosti rnutantv liil<r:oorganizmov rezistentn6 proti
antirnikr6bnr-m l6,tkam r-zniliajf spont6nnc a ich selckcia pri:bieha v plitom-
nosti tyclito ltitoi<. Neprekvallujo pretc.. Zt v istych pripadoch rntrtantv Lc-
zisttrntn6 prot,i antimikr6bnvm l6,tliam vzniliii dd,vno pred ze,r'ed-enim tychto
li,tok do praxe f3l.

Prirodzenri, potetrcirilna schopnost ririkroolganiznrov vvvinrit rczi;rtL'nciLr
ploti biocidu ztivisi od t-r'pu biocidu a povalrr- mikroorge"nizmir. Tirto scirop-
nost. litolej rozsah ud,iva frekvencia spcntinnvch rnutricii. l'nc.rlri,.r .,'i'znam-
nc zvyiit irdinliom rczliinych fvziki,lnl.ch r-rlebo cht'miclii'ch tttrrtir!J6nor-

l1l.
Vzrik lezisterucie ploti antinrik'-dbn5arr Ititlia,m n6i.v z biocheuricl<6lro hlla-

disl<a sp6sobova,f zlncr]\. v nrilir:obitil116rj f lrnl<r', ktor6 r' rt't<,niom :r,lc,bo viiiSorrr
t'ozqtth't zabrrr,irujir Jriocidu dosialrnut miestlr svojlio iri'illlr. 'l':',k6to zn'relI\r
zrrlifirn,iir zni:zt.ttir polmeabilit,tr piazmaticliej nrembrd,rir- p'r' inhibitol r,,it'bo
zvi'ir'irir cletoxikririrt inhibitolu cile prcd cl,.r';;rhnr-itir.n triesta iriinku. Air je
inhilritor: schoprri'iotc miesto dosi:l,hnut, rezistencia nr6Z^ 'r'znihal' r. dOsii,.-lkti
zrtitr't),'J :r,flnitv nrcdzi inhi].ritororn a jeho rer-r,kin5'rn lniestoni, obclr;llrizliou
lrlr,rkr,rr:ri6li,o tnicst'r-r, r. c'l-6slcdku funlicie illternr"tivnoi rnctaboiicki:j cli'rilrv
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trlebo kompenzri,ciou efektn inhibicie, napr. zvyleuou synt6zou inhibovan6ho
c,nzyrnu p, 2, 5].

Na pochopenie biochemick6ho a fyziologick6ho pozaclia rezistencie miklo-
(rrsi'r,rlizmov prot'i inhibitorom je potrcbn6, znalost spdsobu irdinku prisluBn6ho
inhibitora. Na druhej strane vSak ittidiurn kmeriov rczistentnych proti inhi-
bitororn m6Ze dopiriat ziskan6 irdaje alebo niekedy rn6ie viest i k lozrieleniu
zrrtial neobja,snolt6ho mechallizmu jeho p6sobenia.

Yzhladom llir to, Ze pri eukarvot'ickych nriliroorganizmoch srr biochernick6
a genetich6 aspekty mikrobitilnej rezistencie preStudov&n6 ovcla lncnej uez
r- plipade proharyotickych bakt6rii, rozhodli sme sa skrima,t na modelovom
svst6me zri,klacln6 otizkl'tykajrice sa lezistencie rnikroorganizmov prot'i a,nt'i-
fung6lnym ld,tknm. Ako aniifungS,lnu l6,tku sme pouZili antibiotikum l.nuciditl,
ktory je Specifick;fm inhibitorom oxid5,cie mitochondli6lneho cytochr6mu b

f 6. 71, a ako mikroorganizmus sme si zvolili kvasinku Su,ccharomyces ceteais'iae,
ktorej genetika a biochernich6 vlast'nosti sfi dobre preSt'udovan6 [8].

Materi6l t-r, rnet'ddv

L PouZit6 rnikroorgallizm5r

\rprd,ci sme pouZili tieto kmene kvasiniel< 
^Saccharonxyces 

cereui,sicle:D 225-54
(r. a,del 11s2 9- CsB-*O'qlIS), DPI-18 (e. hisl trpl o+ r,r+ CSESOSMS), IL8-8I)
(n, ural g+ r,.l- C|!1 Elisl OSMS), IL 126-lC (a tttal p+ co- C{rrr E.S1 OSMS),
1L458-lA (a hisl g. C,Sr El! OSMS), 55R5-3C/l (o ural o+(o- CSESOIUS)
tr 55R5-3ClIl (a ural g-), pcchddzajfrce zo zbierky prof. P. P. Slonimsk6ho
(C1NRS, Gif sur Yvettc, Francfzsko) a kmei 26-1 (ra leul thr 2-1 qr
(iSESOSMS) pochd,dzajrici od dr. A. Putrarncntovej (PAN, Warszal'a, Polsko).

2. I(rrltivadn6 podrnienhy

Rrmky kvasirriek r'5st'li pli 30 "0 zrr, aer6bnych podrnienol< v lastovych m6-
rliriclr tolrto zlnionit'.

Gluk6zov6 rn6diurn - sbs2lhslrtr,lo v I litli 20 g gluk6zv, 5 g pept6nu, 5 g
I'vasnidn6ho extrakt,u, 100 rng adeninu :r, zmes tniner6,lnl'ch soli i6].

Glycerolov6 nr6dium - 
alio plluli6zov6 m6dium, rr,le ttamiesto glult6zy obst'l-

hovalo 20 g glyceloh.r.
llinimirlne m6diun - obstr,hovtr,lo gluk6zu (2 o/), zmcs soli irko v glnli6zo-

r-orn rtr6diu & zmes vitantinor.'pozosth,r-ajrlcicir z l0 mg inozitolu, I mg tia,min-
-HCl,6f)0 pg pvridoxin-HCl,600 prg livselinr- iriliotinovej. 600 pg livseliuv
p-arninolleuzoovcj, 60{) pg pa,ntot'euarirt vi,1ie,'uat6ho, l() 1lg biotinu r'r, 200 pg
liboflar-inri r. t litli rn6dia). \r doplnenfch mirrimtilrrr-ch rit6cli6ch kon,-,6u6
honeeni,r':icie l,rrrinol<.r'sr-,lin ir adclirru boli: 30t) pg,'nrl tr-11't-otriuu, 30 pg/ml
1,-lcucinrr, 30 pg/nrl ['-lyzirttr a l0{) ,rzg/rnl trdeuitrtr.

Cllr-cr.rr',.'lor-6 m6di[ s tr,ntilliot,.[<&l]Ii - plipravili sa llricltllriln rozltustetr6ho
riritibiotilia \- ct:r,nolc li autol<lilvovir,n6rntr glr-cerolor'6rnu m6diu (20 rtriu/120
'(l) schllrk'n6nrrr nu (t0'Cl. Ak nie sfi in6 ritlrrje, lionein6 l<oncentriicie:r,niibiotili
lioli: 4 tng^ chloli-"rnfenilioluiml , 10 pg^ oliqornr-cintr/rnl . * mg i.r:t.ttonrr-cintr/rll
r: 0.5 ,ug rnrrciclinrrirnl .
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V pevnych m6di6,ch sa agar pouZil v 2 oA koncentr'6,cii s v;fnimkou minimtil-
neho m6dia, hde bol 3 !,(.

Predsporuladn6 m6diurn 
- 

obsahovalo 0,2 o,b (NH4)2SO t, 0,2 o/o KH,PO,,
0,5 oA kvasnidny ext'rakt, 2 o/o agar:,2 o/o ghkozu a 2 o/o laktd,t.

Sporuladn6 m6dium 
- obsahovalo i o/o acetit' draselny, 0,L o/o kvasniinj'

extralrt, 0,05 % gluh6zu a 2 o/o t'r,gar'.

3. Izol6,cia bunick zbar.t-'nycrh rnitochondriSr,lnej DNA

Bturk;' kvasinioli v;rasten6 v tekutonr gluk6zovom m6diu obsahujricorn
25 p,M etidiuutbromidu pri 30 "Cj sa inokulovali do m6dia toho ist6ho zioZenia
a iuktrbovali d'aliich 24 hodin. Po premyti sa btrnk;' vysiali rr.a pcvn6 glycerolo-
v6 m6dium a liol6nic buniel< ncschopnych d;ichat pre stratu mitochondriS,lnej
DNA sa identifikovtr,li farbenim lloulocou trifenl.ltc,traz6lirimchloridu.

4. Mitotickei segreg6,cia fl0l

Kv6li tvorbe zygot haploidn6 knrene kvasiniek opadnych pohla,vnych typov
obsnhujfcich prisltr5n6 genetick6 znakv r:istli 24 hodin v terkutom gluk6zovom
m6cliu alebo 3 dni na pevny'cli glycclolor';ich m6ditich, obsahujfrcich prisluin6
r'r,ntibiotihum. 106 aZ I07 brurieli obidvoch pohlivnych tvpov sa zmicSir,lo
v derst'r.om gluk6zovom m6diu, ccntrifugovalo (5 min pri tti00 g) a po dr.oj-
l'roclirrovom stiti oprit prenrieia,lo. Po 24 hodinlr,ch sa,0,l ml kultfiry vr.sialo
nil llevn6 mininrd,lne nr6diun. Vyrasten6 zygoty sa po 2-3 diioch rastu zrnvli
z rnisieh a opti,d sa v1-si:r,li na peivn6 rninimellne m6diurn tak, abt' ich podet na
jodnej miske bol pribliZnc 50 bunich. Takto vl.rast'en6 sar.nostatn6 kol6nie str,

po t'roch drioch replihovali na prisluBn6 gll'cerolor'6 rn6diri obsa,hujirce dany
inhibitor. Rast replili sa kontroloval po troch a iiest'ich cliroch inhnbS,eie pri
30 "c].

5. Tetr6,dovti analyza 18]

Diploidn6 brurhv po mitot'iclic,j segrcg6,cii rllstli 24 hodiri na p.rcdsporulainom
ilgir,lc il, ltotoru su umiestnili nn, sporuladny agtrr. Po troch aZ piatich diioch rasttr
pri 30 oQ 1'5'spomlovan6 liirltirrv sa natr6,vili c,uzyrnatickym r';itaZkom zo :zit-

lircllirr, slimS,hov a ask1. obst'r,lrujircc 2, 3, resp. ;l sptiry sa rozrezali mikromaniprr-
l1r,t,crrom. Izolovan6 spdrv sa inhubor-tr,li 2 at 4 dni na pevnom gluh6zovom nrri-
ditr a l.rreniesli na, to ist'6'delstr'6 nr6dinm. Te1,r'ticlr. s,'r, potom tc,slovali na schop-
nosf' rtist na glr-cc.rolovych m6di6ch obsahujircich prisluin6 antibiotihti i nsr,

plislrrin6 genet'icli6 zniil<r-.

0. Urdcnie rcspirainej rychlosti

Spotreba kyslil<rr, cel;fch bunicll t rro.irlieh sa rudila pol:r,rcgrafick1' vibradnou
zliltou elektrddorr r. rea,hdnej znrc.si obsahujircej v 2 ml: 50 mlVI glutard,t dra-
.i.liii'. l0 mll I(H"PO', 100 nrll IiCl,0,25 o/o glukdzu, 0,18oA o'tanol, bunl<r-
lii'irsinick (1-4 nrg sr"riinv) tr, inhibitor, koncdn6 pll 4,3.

Spotlebrr ll'sliha mitochondrii kvasinieli izolovan;ich postupom podltr,
Iior-iirl'ir, a s1lol. llll se. urdile'r, polarograficky v reakdnej ztnesi obsahujricej
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: , -i s r'linimkou minim6l-

; -. ->or, 0,2 o/o LH2PO4,
- lrrlitS,t.
-: - -ny, 0,1 o/o kvasnibn5?

l:-.-nej DNA

:7 , m6diu obsahujfrcom
:..':- ' tolio ist6ho zlolenia
.-. -..li na pevn6 glycerolo-

f r'-- r: l'.rttl mitochondrid,lnej
r- r,-, z(ilinmchloridu.

:. :-r-clt pohlavn;i'ch tYPov
,i,:- r- tekutom gluk6zovom
i,::..,rlrsa,hujfcich prisiu5n6
l-.:.;ih t,Srpov sa zmie3alo
:-.-:- pli 1600 g) a Po d.voj-
. -:, rl.I ml kultriry vysialo
: , l-3 dioch rastu zmYli
i-'rrrr tak, aby ich podet na
r.::.a Strrlostatn6 kol6nie sa
-.-: ni6did, obsahujrice danY
---:ich drioch inkubS,cie Pri

v 2 ml: 0,6 M manitol, 20 mM KCl, 1,5 mM EDTA, 10 mM Tris-maled,t,, l0 mM
fosforeinan dr-aseln;i, 0,25 mM ADP, mitochondrie (l-3 mg bielkovin),
substrd,t a inhibitor ako bolo udan6, konedn6 pH 6,+. Mitochondii6lne bielkol
viny sa stanovili biuret'om !21.

V5etky merania respiradnej r;i?chlost'i prebiehali pri 30'C.

7. Urdenie aktivity AlP6,zy

Aktivita mitochondrid,hiej ATP6,zy sa merala 6 minrit pri 30 oC v I ml
reakdnej zmesi obsahujircej l0 mM KCl, 0,5 mM EDTA, b0 mM Tris-HCl,
2 mM MgClr, 4 mM ATP, 0,1 mg mitochondrS,lnych bielkovin a inhibitor ako
bolo udan6. Konedn6 pH bolo 9,5. Anorganick;f fosfS,t sa stanovil Sumnerovon
rnetddou [13].

8. PouZit6 chemik6,lie

PouZili sa tieto chemikd,lie: oligomycin, .lV, iV, ly'', /tr'-tetrametyl-p-fen5.l6n-
diamin (TMPD), antimicin A, karbonylkyanid-riz-chldrfenylhy draz6n (CCCP)
a etidiumbrornid (Serva, Heidelbelg), chloramfenikol (Spofa, Praha), erytro-
mycil b6,za alebo laktobion6t (Abbot Laboratories, No-rth Chicago, rllinois).
Mucidin bol dar dr. V. Musilka (Mikrobiologicky fistav OSAV, Pr.aha). Dimer-
kaptopropanol (BAL) a 2-heptyl-4-hydroxvchinolin--l/-oxid (HQNO) boti
dar dr. G. s. P. Groota (university Amsterdam, Holandsko). ostatn6 chemi-
kdlie sir vy'robky firmv Lachema, Brno.

V;f sledky

l. Biochemick6 aspekty rezisteucie kvasinick proti mucidinu

7.7 Ra,stoud, cha,ralcteri,st'i,ka mutantoa rez,i,stentnlclt, na mucicl,i,n

Mtrcidin v koncentrdcii 0,2 pglml inhiboval rast v5ethfch testovanych kme-
riov kvasiniek s. cerea'i'siae na pevn;f'ch glycerolovych m6di6ch. Mutanty kva-
siniek rezistentn6 proti mucidinu bolo moZn6 preto izolovat na zS,klade ich
schopnosti r6st na glycerolovy?ch m6di5,ch v pritomnosti mucidinu. Frekvencia
vzniku mutantov rezistentnych proti nr.ucidinu pri Btandardnom kmeni
D 225-54 ule yysledok spontd,nnych mut6,cii bola l0-8 at I0-e. Ak sa v5ak
bunky kultivovali v tekutom gluk6zovom m6diu bez horednatri'ch i6nov v pri-
tonurosti 6 ai, r0 mll MnCl" [b], frekvencia vzniku nut6cii sa zvyiila takirer
ston6,sobne.

Tabulka I ud6va niektor6 vlastnosti vybranych spontr{,nne vzniknutych
kmeriov kvasinklr S. cereui,si,ae rezistentnych proti mlcidinu [9], ktor6 'azS,klade ziskan;ich v5?sledkov sa dali rozdelit na tri odli3n6 fenoiypick6 skupin;'.
Mutanty l. skupiny, tvoriace vti,dsinu izolovanych umtantov, irl,rzovali idrir-
Zenir rezistenciu proti inhibitorom svnt6zy bielhovin, aho aj proti inliibitcrom
d;ichania a oxidativnej fosforyld,cii. Mutantv 2. skupiny boli Specificky rezis-
tentn6 proti mucidinu. Jecliny mut'ant tvoriaci 3. skupinu rnal rozsah zdruZenej

+ l-,-'clin na predsporuladnom
::,-,,rh aZ piatich dioch rastu
:r-,,ticliym vftaZkorn zo La-
:- -..r. l'oZr€z&li mikromaniPu-
,-.. 1,"vnom glukdzovom m6-
1.-- 1r, rtolr1 testovali na schop-
'. :,r'ishiBn6 antibiotikS, i na

.- :1 l)ol a,rografickY vibradnou
' I inl: 50 rnM glutarS,t dra-

--: 
',zrr. 0,48 o/o et'anol, bunkY

ir +.J.
- '.'',ni-ch postuPom Podl'a
:' ,liiirei zmesi obsahtrjricej
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Tab. 1. Tolerancia na mueiclin a zdluZeni rezistencia mutantov rczistentn;lch proti rluciclintr.
Rezistencia proti muciclinu je definovani ako maximri,lna koncentr6cia umoZirujirca norrndlnr-
last kmeira. Pri urieni zdruZenej rezistencie inhibicia funkcie mitochondrii ie vyjaclrenti. ako
priemer z6ny inhibicie rastu n& pevnom glycerolovom m6diu sp6sobenlf inhibitorom po troch
rliroch rastu. MnoZstvo inhibitorov aplikovanl/ch na disk je uveden6 v tabulko

Zdtri:end rezistencia k inhibitorom

Genotyp

'Iolerancia
na mucidin

in vivo
(lrgiml)

Priemer zriny

b0

b

a

b0

N
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I
I
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o
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2,{ r
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25

42

26

6l)

.14

40

t4

21

45

Standarrlni, D lt5-5A

rezistetlcie podobnli ako tntrtirnt.r' 1. slirrlriu)-, ale na\riac bol rezistent,ny proti
erxtr6mne vr-soliim koncent lirciti nr rnucidintr.

Pi'r detailnejiorn Stirdiu .,'ia,stnolti rrveclenicli lltlrta,nto\. sa zistilo, Zc rastor-6
r;ichlost,i nlut'alrtov lD a 2D sa v\;zrri.,iliue lteli;ia ocl rtr,i:,tor jclr r:ychlosti
it,andardn6ho limc'ira D 22rl-5A, kcrl bunli.r' r1r:rtii aeltil;lrc. rra l)€,vrlych glvcer-
t'o1,1...ych alebo v toi'ritych g-ltrliriz'rr-j-cli rrr6clii-,ch s 0.lt ofo gluliclzorr t,lio zdrojortr
rrhliiiil. \l posit'ditr.rrtl pf ip&d( sri, ,;t:r-ciond,r'lri!, fLizi., rastu closiiuhlt', iro 24 hodinich
ktrltivll,ci,-'. Nr-,pr:oti totlir riirrtrlut ;il) clos.ir,.lrcl siaciontimu liizu lrlsttr po 7l
hotlintich rr,strir, nl,.rtant\- l0l t l0l-4B lto-40 hoclirr:iclr. Rozdie l.r' v ljciilosti
1&stlt iii, ilcrikr,'r"r,:itcrlirycir strl,.str'{,tocli si-., Plejrr,vili r,j v oclliinej vcl'lirrsti kol6nii
1-to t'r,lit' rntrts,ntov r:czisl,erntr.irch ploti rntrciclinri tra l)o\.nonl g-i.t'cerolor-onr
ltl6clitl. Aer6bnc ri',sto\'6 r-1rtaZl.:i' a, cr-toclrr'6nto\.6 sl)elitt'11 uruttr.iitov, clcrlaste-
iryclr do stacicrtl,,rircj ft,z;. r-tr'l<utr:r'rh ni6r-Iii,cli. r-yzr-ialnnr: sa neliiili od lasto-
v3icir i-ytaZkcir- tr c\-tochriiir{.r.,'6hr-r sl.r.-litla, itairdardn6ho .lirneritl D 22J-5A.
'l'ieto zisi-enit'r, na,znait',jft, 'it: r'ur'r'{rltic,li6 irplirhllutie v ltlitc,chorr.clliicll nt'-
ovplvr.riujir lritrtiicie pocLnric'irLrjt'rt:c, r't'zistt'ncitr plol,i nrrir:idirnr.

1.2 Ttplyt: rttttt.'irllnu u itt ;ith r,tltibltoi'ot' tte, 'i't!tul;tn.l buiLky u iuilrtL'rrtti titilr,'
choncl rie.

\',-Vsi'tur inliibicic tl;?ci',i',rr ii', rr li'rli btinit-'li titirt,iclinotir uliirzril,l-r: r'|t.rrovltr,iti
s lrdi orLrr?ril n'\rlt('r'sliit.it ltiiror"r<trn D l2; ji'\ jr. t.it ji.,',tst rrtrrtar-rtt.rr. pr.oti
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r.: r' :.-zistentn5ich proti muciclinu.
:-:: licia umoZiujirca norrnd,lnl'
* =:::'chondrii je vyjadrend, akcr
-.:.:+:'ben1f inhibit'orom po troch

:ra::. \' tabUlke

t::.',-t:r c ltol rezisl,entn;f proti

'-:.' -r,\' sit zistilo, ze rastov6
i-.. ,,1 rtr,stovich rychlosti
,.:. ,1-..ne ria l)evnych glyce-

,..1 : , c-lnli6zori ako zdrojorn
s:,: ,i,rsiahla po 24 hodinS,ch
r,-: r,r,,rnu ftizu rastu po 72
i':-. L. Rozcliel;, v rfchlosti
. '. .lliinej velkcsti ko!6nii
. l,:i lrt-'\-llo1n gl)-CefOlOVOln
i: --i:r'i, nlut&ntoY, doraste-
z: -. rrrr(-, sa ncliBili od rasto-
rl:-eircr lirneia D 225-54.
---: \' lrlitclchondri6,ch ne-
:: ::,i,-ic1iurt.

':' 1,r,iLk!/ u 'izolouani, milo-

, iltiizrLl, le 1. poLovnat-r.r
i,, r-)iit tnlltaut'ov proti

Oilr'. l. Vplyv ulrcidinu na rt'spiraduir uk-
tir itrr izoloi'arri'ch nritochor,rIr.ii ositlu jri-
, ic'r lir r',it nl<o srrl;stlit. (D - - 1$ irir,-
rlartlrri' I<mcir D 225-5A: a 

--- 
il 2D:

)i -- -- x 101

rnucidilru 2- at 460-nirsobne niZdia. Mutant l0l bol najrezistentnejsi, do srihlasi
: ,i9gj^i rastovej charakteristiky tohto kmeia. v-qlyv mucidinu I prib.,znlich
inhib_itorov_dly'chacieho retazca. na spotrebu kvslikl celfmi bunkaimi *uidrtabulka 2. Vidiet, Ze respira6n6, aktivita kme{ov ZD a "tOt ie rezistentneiiia
tak proti mucidinu, ak9_aj proti antimyefnu A a HeNO, tyfm ay"n*"i" b;t"k
'rutantov 3D a 101-48 bolo specificliy rezistentn6 iba, pioti mucidinu.

Tab. 2. rnhibicia d;ichania cel;fch buniek r6znymi inhibitormi cl;fchacieho teta,zca

(pl Orlhod/mg su$.)
Qo,

Iro hodnoty inhibitorov
@elmt)

Mucidin I 
Antimvcin IIQNO

I
2

2D
3D

101-4B
l0l

I04,0
26,8
25,8
35,2

0,03
2,40
0,40
7,40

0.016

0,015
'0,005
0,006
0,020

16,0
3,0
3,0

18,2

lf;;,."u"f I o,ru_ro 0,0045

. YplJ'r. mucidin_u na d;ichanie izolovan;ich nutantn;?ch mitochondrii znitzor-
riuje obr6zok 1. v porovnani so Standardnym kmeiom mutantn6 kmene 3D,
i01-4B a 101 na rozdiel od kmeria 2D boli menej citliv6 na mucidin. Koncen-
tracie potrebn6_na 50 o/o inhibiciu dychania pri kmeiochD 228-SA, 2D, gD,
i0l-48 a 101 boli: 0,019, 0,020, 1,8,0,48 a 0,S0 prg mucidinu na I mg mito_
chondlir{,lnych bielkovin. Takto iba mutanty 2. a 3.'siiupiny ukazovali zilenenri
odpcved na mucidin tak iu vir.o, ako trj nir, filovni izolovanych mitochondr:ii.

i itiiitrlN tpS/nel
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Citlivost na mucidin mutanta 10f-4B bola rovnakr4, ako v pripade kmeila l0l
na mit'ochondriS,lnej firovni, hoci bola ovela vv55ia na frrovni celych bu-
n'ek.

Vplyv in;ich inhibitorov cytochr6mu bc, oblasti respiradn6ho retazca ne,
biologickri oxidriciu sa sledoval aj ria rirovni izolovan;i'ch mitochondrii. Ako pri
Zivodi3nych mitochondriS,ch, titradn6 krivky pre antimycin A boli sigmoidd,lnc
pre Standardnll? kmeii i pre v5etky testovan6 mutanty. Koncentr6,cie dS,vajfce
50 ,o/o inlribiciu dychania kmeiov D 225-5A, 2D, 3D a l0l-4B boli 0,035,
0,035, 0,042 a 0,053 p,g antirnycinu A na I mg bielkovin. Tak6to vjznamnej5ie
zvf5enie rezistencie proti antimycinu sa nepozorovalo ani pri jednorn z testo-
van}ich mutantov. Podobnlii z6,ver r.yplynul aj pre HQNO, t. j. inhibitor mies-
tom svojho fdinku podobnlf antimycinu A [1]. KoncentrS,cie potrebn6 na
50 o/o inlribiciu d)ichania kmeiov D 225-54,2D,3D, f0l-48 a 101 boli:
0,35, 0,32, 0,28, 0,26 a 0,30 prg HQ\O na I mg bielkovin. Citlivost dfchania
mitochondrii na inhibidnf ildinok 2,3-dimerkaptopropanolu sa tcstoval iba
s mutantmi 3D a f0f-48. V;iznamn;f'rozdiel medzi l<mei.mi rezistentnS?'rui
na mucidin a Standardn;im kmeiom sa v5ak ani v tornto pripade nepozoroval.
Koncentrdrcie 2, 3-dimerkaptopropanolu vyvold,va j irce 5 0 o/o irrh ibiciu d;ichania
izolovan'fch mitochondrii kmeiiov 3D, l0l-4B a D 225-5A boli: 0,7, 0,85
a 0,6 pmol/mg biclko-rin.

V d6sledku zdruZenej rezistencie mutantov rezistent'nych na mucidin 1. a 3.
skupiny proti oligomycinu, pre$tudovali sme aj vlastnosti Mg'- aktivovanej
ATPizy mitochondrii izolovan5?ch zo Standardn6ho krneia a mutantov 2D, 3D.
101-48 a 101 (t'tr,b. 3). Nijak6 vyznamn6 rozdiell' v citlivosti mitocliondririlnej

'Iab. 3. Viastnosti mitochonclridlnej ATP6zy mutantov lezistcntn;ich ploti rnuciclinu

Specifickri, aktivita
(4mo} P/min/mg bielkovin)

2D
3D

l0r-tlB
101

3,9
3,6

St.anclardnly'
kmer'r

D 225-5,\

ATP6,z1'na oligomycin medzi Standardn5i'm krneriom a rmrtantmi rezistentnj-
rni proti mucidinu sa v$ak nenaSli. Zra(ito, Ze mutd,cie v Studovanych mutan-
toch neovplyviujf z6,kladn6 r'lastnosti enerrgiu transdtrkujriceho syst6rnu
rnitochondrid,lnych membriin. Pri mutantoch l. skupiny rezistencia proti
oligomvcinu (pravdepodobne i proti inyrir inhibitorom), podobne ako rezisten-
cia ploti rnucidinu sa d6, takto demonBtrovat iba na frovni celyclt buiriek
a nepozol'ovala sa na frovni izolovanych mitocirondrii.
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2. Genetick6 aspekty rezistencie kvasiniek proti mucidinu

2.7 Jad,road; a mi,tochondri,alna d,edidnost rezi,stenci,e proti muci,d,(,nu

Vdetky mutanty kvasiniek rezistentn6 proti mucidinu boli stabiln6 a vhodn6
na geneticki analj,za. Anal;izu dominancie/recesivnosti avddza tabulka 4.
Urovefi rezistencie diploidov pochddzaj'icich z mutantnfch kmefiov lD a 2D
bola rovnako nizka ako v pripade diploidov pochri,dzajricich zo Btandardnlich
kmeiov. V diploidoch odvodenfch z mut'antn}?ch kmefiov 3D a l0l-4B
rezistencia proti mucidinu bola rovnako vysok6, ako v pripade haploidov.
Rezistencia diploidov odvodenych od mutanta 101 bola nii5ia ako v pripade
haploidn6ho kmeia, av5ak vyS5ia ako v pripade Btandardn6ho kmefia. Mutr4,cie
rnutantov 1. skupiny sri takto recesivne, kfm mutS,cie mutantov 2. skupiny
sri dominantn6. Povahu semidominantne sa prejavujricich mutd,cii kmeia tOl
v dal5ej dasti prr4,ce vysvetlime jej komplexnfm genetickl;?m pozadim.

rab' 4' Rezistencia uto"'$;J,nj:liufrl"ujli;,rlil*i"1"."*ffi1fim kmeiov rezisterrtn;ich

Tolerancia k mucidinu Argk"l)
Skupina

Haploidy Diploidy

I

2

Standardnlf
kmeri

ID
2D
3D

l0l-48
l0l

0,5
0,5
2,0
1,0

> 40,0

0,1
0,r
2,O
1,0
1,0

1,9
1,9
2,0
2,0

D 225-54

Kvantitativnou anal5izou diploidn6ho potomstva F0, 15] po genetickom
kriLeni haploidn;fch buniek sa zistilo, Ze mutanty l. skupiny lD a 2D nevyka-
zujri mitotickri segregd,ciu (tab. 5). VBetky bunky diploidn6ho potomstva boli
citliv6 na mucidin, 6o odpovedS, jadrov6mu sp6sobu dedidnosti. Mitotickr{,
segregd,cia typov buniek rezistentn;ich proti mucidinu a citlivfch na mucidin
sa pozorovala iba s mutantmi 3D, l0l-48 a 101, 6o naznabuje cytoplazmatick;i
sp6sob dedidnosti.

Rast mutantov 3D, l0l-48 a l0l v pritomnosti et'idiumbromidu m6' za
n6sledok transform6,ciu tfchto mutantov na cytoplazmatick6 petity (q-).
Toto malo za nr4,sledok riplnri stratu determinantov mucidinovej rezistencie,
6o sa prejavilo vlastnostami odpovedajricich diploidov (tab. 5). Na druhej
strane, ked sa mutanty 3D, l0l-48 a 101 kriZili so sestersk;imi kmeilmi trans-
formovanSimi etidiumbromidom na petity (pravdepodobne p0), mitotickd,
segregS,cia sa nepozorovala - vBetky diploidy boli rezistentn6 proti mucidinu.
Tieto vlilsledky naznadujri, Ze obidve mut6,cie rezistentn6 prot'i mucidinu,

BUr,r,E TrN XVIr /4-1 I 7 8

L a nlutantmi rezistentn5i-
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rra:rsclukujriceho syst6mu
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Tab. 5. Mitotickd, segreg6cia: kvantitatfvna analj,za diploidn6ho potomstva

KriZenie

Q+MR s q'IIS

g-zMRBQ+MS

Q+MRsg-zMS

I(riZenie,
z ktor6ho diploidy

sporulovali
d.)<a,

lD x 26-4
2D x 26-4
3D x 26-4

r0l-4B x 26-4
l0l x 26-4
lD x 26-4
2D x 26-4
3D x 26-4

l0I-4B x 26-4
l0l x 26-4
rD x 26-4
2D x 26-4
3D x 26-4

l0l-4B x 26-4
l0l x 26-4

Kmefi
uxg

Diploidy rezistentn6
proti mucidinu

(t" z polbu kol6nii)

Podet
analyzovanlich

kol6nii

950
r032
893
494

t02g
930
945

r020
744
859
630
842

1063
r034
1629

0
0

68,9
62,4
72,3

0
0
0
0
0
0
0

r00
100
r00

Mlo pri kmeni 3D a Mft, pri kmeni l0f-48 a l0l, sri lokalizovan6 na rnito-
chondririlnom gendme.

V)?sledky tetrr4,dovej erLalj,zy vybranl;ich mutantov kaZdej fenotypickej
skupiny uv6dza, tabulka 6. V6etky tetrr{,dy ziskan6 z mutanta, 2D ukazovali
segregadnf pomer 2 :2 (R, : S) pre rezistenciu proti mucidinu, poskytu jric
d6kaz, Zo mutri,ciu vyvoldvajircu fenotyp zdruZenej rezistencie kdduje jedin;,;
jadrovli g6n, oznadeny m,ucPR. Na druhej strane segregA,cia" alel pri mei6ze
se nepozorovala s mntantom 3D, do potwdzuje mimojadro.i'ri povahu jeho
mut6,cie.

1'ab. 6. Anal1y'za tetrd,cl

Fenotyp diploidov

senzitivny na rnucidin
senzitivny na muciclin
rezistentn;i proti mucidinu

senzitivny na muciclin
rezistentn;f proti mucidinu

Po6et tetrrid
fpln;ich netplnli'ch

Ileiotickd,
segregdcia

tetrrid+
(R:S)

2D x 26-4
3D x 26-4
3D x 26-4

t7
t6
4

t .)- !

0:4
4:t)
ll:t)
2:{.}
2 :2"
4:f)
li:[]

t4
.)

l0r
l0r

x 26-4
x 26-4

+ Jadrov6 genetickd markery seglegovali normd,lne vo v3etklich pripadoch.
++ Ten istf segregadrrf pornel'sa pozoroval aj ple lezistenciu proti chloramfenikoll.
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C.: =-.: i a

Podet
a:al1-zovanSi,ch

kol6nii

LJ5t,r

I il31
\93
{9{

I 129
!3t I

lt{5
I r r.)ir

;11
:i9
rr 3il
i{l

I r ri.jtj

1,,:11

na nrito-

aP';-' . -:rrr-ri.r-111aL"i
a:_:: _Lr .:ka.zo\'tlli
r i-: r,, ,sk.rtujric
L-.' :. "l'le Jectlny
r-: ' .- I ti rpei{ze
[: -- r ..-,., lrrr jeho

t.

Dedidnost rezistencie proti mucidinu pri mutante 101 bola komplexnejiia.
\-Setky tetrS,d;,- odvoden6 z diploidov citlivlfch na, mucidin po mitotickej
segregdcii ukazovali segregadnli pomer 2 :2 (R : S) pre rezistenciu proti muci-
clinu. Tieto vfsledky indikujri, Ze mutant 101 obsahuje jedinyi recesivny jadro-
v.i g6n podmiefiujrici rezistenciu proti mucidinu a sfrdasne aj proti inliim
itruktrirne a funkdne odliBn;im inhibitorom. Na druhej stra,ne viak segregadn;i
pomer 4 : 0 (R, : S) pri tetr6dach odvodenfch z diploidov rezistentnlich proti
rrrncidinu naznadlrje, Ze mutant 101 popri g6ne mucPR obsahuje eBte aj d'al5i
cvtoplazmaticklf geneticklf determinant (M{[,), ktorf je zodpovedn;i za rezis-
tenciu proti mucidinu. Tent'o z6,ver potvrdzujri aj vlastnosti mutanta, f0l-4B
izolovan6ho po mei6ze z diploida l0lR rezistentn6ho proti mucidinu, vzniknu-
t6ho kriZenim kmeiov l0l a 26-4, obsahujriceho jedine mitochondririlnu
tr,lelu Mftr, ktor6, zodpovedit, za rezistenciu proti mucidinu tak in vivo, ako aj
in vit'ro.

2.2 Alel,i,zmus nzutd,cii, rez'istentn{ch proti, muc'id,'[,nu

Ako sme uZ uviedli, mutanty lD, 2D a 101 rezistentn6 proti mucidinu,
izolovan6 z kmei.a D 225-54, obsahujri recesivne jadrov6 mutri,cie podmief,ujir-
ce rezistenciu proti mucidinu. Aby bolo moZn6 urdit, di sa tieto mut'6cie t'fkajri
jedn6ho alebo viacer;fch genetickfch l6kusov, vykonali sa kriZenia alelick6ho
testu opisan6 v tabulke 7. Pred kriZenim bolo v5ak potrebn6 transformovat
rrrtrtd,citr kmeia 2D prostrednictvom mei.6zy (2D X 26-4) do kmef,a 2D-22D
pohlavn6ho typu a (a adel leul mucPR). Podobne kmeri l0l-7C (a adel
lvs2 rzacPR) sa izoloval po meidze z diploida citliv6ho na mucidin (IOt x 26-4)
vvbran6ho po mitotickej segreg6,cii. Ako vidiet z tabulky 7, v uvedenych dvoch
liriZeniach nevznikali nijak6 diploidy citliv6 na mucidin. V5etky tri jadrov6
rnrrt'anty rezistentn6 proti mucidinu moZno preto pokladat za alelick6, nesirce
rrrnt'deiu rnucPR v tom istom g6ne.

Tab. 7. Alelick6 testl'medzi .jadrovfmi mritantmi lezistentnfmi proti rnucidinu

I(r'iZcnie
/.xa

Podet
analyzovanlch

kol6nii

llo r 2D-22D
i(|1-7C x 2D-22D

Air:lick;i test savykonalaj s c;-toplazmatickymi mutantrni 3D a 101-4B. Po
lJre\-edeni mut6,cii Mpo mei6zou (3D x 26-4) do pohlavn6ho t'.v*pu n knrerior-
3DCl-lB (n,leul thr2-l MFo)u 3DC-7A (r,,aclel lvs2 leul lllo), ui'obilisakriZenia
ol.risiin6 v tabulhe 8. Zistilo sa, Ze bunky vzniknut'6ho diploidn6ho potomstva
rnoZnc r:ozdelit na 4 odli5n6 skupiny: M!"1\{1i,1-doLl:e rasiirce diploidy rezi-
stentr16 proti inucidinu, fenotypicky podobn6 mut'antu 101, MFnMfr, - pomalr'
r:a,stritre diploidl r:ezistentn6 proti mucidinu, fenot'ypicky podobn6 raut'antu
3D. MiDlIi., - dobrt rastfrce diploidy citliv6 na rnucidin, neschopnd tolerovat
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Tab. 8. Alelick6 testy medzi mutantmi rezistentn;fmi proti mucidinu

Diploidy (o/o z celkov6ho podtu)

aMfhr X aM
I"l;,:;

$o rvrlbrlnn*" M?o'lu8o M?o,iu*o *n,l Hifj,illll**"^'

31,5 I r,2

Priemern6 o/o prenosnosti Mc alel: Mtor
Priemern6 /o rekombinantov: 16,7.

: 62,?, MtD : 20,2.

I,
o
4
5

6
7

75,2
72,0
82,7
7 5,5
64,0
64,9
57,5

70,2
67,8
82,7
77,8
50,9
43,6
52,2

66,7
63,5
76,9
72,0
45,6
33,4
47,3

0,2 pg mucidinu na I ml pevn6ho glycerolov6ho m6dia, fenotypicky podobn6
Standardn6mu kmefiu a nakoniec MP"Mftr - diploidy nerastfce na glycerolo-
vom m6diu, nerastrice na etanole ako zdroji uhlika a prejavujrice sa deficien-
ciou v cytochr6me b. Vysledky jednoznadne ukazujri, Ze po kriZeni dvoch
mitochondrid,lnych mutantov rezistentn;ich proti mucidinu, 3D a l0l-48,
moino zachytit vcelku zn:adni percento rekombinantov (citlivfch na mucidin
a s nedostatkom cytochr6mu b). V podstate rovnak6 qfsledky sa ziskali aj
po kriZeni kmeia 101-48 s kmeiom 3DC-7A. Priemernd, celkovri frekvencia
rekombinantov z viacerfch nezd,vislfch kriZeni bola 16,7 o/o. Znabi to, i,e
mutant 3D rezistentnS? proti mucidinu nie je alelicklii s mutantom I0f-48.
Rezistencia proti mucidinu pri kvasinkr{,ch je takto k6dovan6, dvoma nealelic-
klfmi genetickfmi miestami na mitochondrid,lnej DNA. Tieto dva l6kusy sa
oznadili ako MUCI a MUC2, 6o odpovedr{, mutr4,cir6,m Mpo a M{fr.

2.3 Vztah rni,tochond,ridlnych rnutdci,t, rezi,stentn{ch proti, muoid,i,nu k inljm
rni,t o cho nd, r id,lny m mut d c id,m

Mitochondrirl,lne mutanty rezistentn6 proti mucidinu sa kriiili s kmeirmi
nesricimi mitochondrid,lne mutricie CR, ER a OR, odpovedajrice miestam
RIBI, RIB3 a OLII [15-17]. V;fsledky kriZeni uvrldza tabulka 9. V kriZe-
niach zahfiajricich mut6,cie CR, ER a MR sa nepozorovala, vjra,zn6, polarita
rekombinri,cie medzi CR a ER markermi [I7, l8], hoci kmene 3D a 101-48
sa kriZili s obidvoma kmeimi obsahujricimi alely ro* a, ot-. Polarita rekombin6,-
cie sa nepozorovala ani v podobnfch kriZeniach vykonanych so Standardnym
kmeriom D 225-5A. Za tlch istlich experimentdlnych podmienok vdak kontrol-
n6 kriZenie kmeiov DPI-IB (aar+CsEs; X ILI26-1C (o a;- CnEn) ukazovalo
silnu polaritu rekombinS,cie s prevahou rekombinantov typu CSER. Tieto
v11?sledky poukazujri na zvld,Stnost ar l6kusu a nie je vyhi6on6, jeho pritomnost
vo forrne alely o-rn [17, t9] v Btandardnom kmeni i v mutantoch pochSdzajricich
z neho.
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Tab. L Rekombin6cia medzi mutri,ciami v l6kusoch RIBI, RIB3, OLIf a MUC

Prenosnost (o/o)
Podet

analvzo-
vanj'ch
kol6nii

KriZenio
axg

Rekombinricia medzi
p6,rmi markerov (%)

c-E c-M E-M o-M

20,3

16,7

6,6 23,0

NIa

r{l
ls2
395
+50
Il4
165

3D X IL8-8D
upp x ro+c$rnPrn
3D x ILl26-lC
rupn * o-cf21nf2t
3D x 55R,5-3Cir
ulp x ar-of
r0l-4B x IL8-8D
Mftr 

" 
c0+c}z1Ep14

l0r-48 x ILl26-lC
MItt * a;-c$1o!21
l0l-48 x 55R5-3C/1
M{11 x ro-of

28,8

37,L

36,7

24,8

28,9

34,6

29,8

30,7

32,6

35,5

20,4

17,5

t 9,8

9,6

4,5

pirkl podobn6
e !:1 ,rl\-celolo-
icr .a deficien-
Iai2:tii dvoch
3D :. l(ll-4B,
rh. I'r'- mucidin
s sa ziskali aj
rri fi'ekvencia
. Z'-':ar':i to, Lo
\::.-'nl 1l-)I-48.
F,:,:l]a llealeli0-
dra ld'kusv sa

i'

:irii, ,r l: dn{m

ziii s kmerimi
jut'. ruiestam
ka i. \- kriZe-
roz:-.i polarita
3D ',. l0i-;tB

tta rekombin6-
, Sta:lclardnJirn
: ririk kontrol-rP 

'-rkazovalo{'.ER. Tieto
t,:, r,ritournost

':*.i-'-:ilzajfrcich

Vysok6 frekvencie rekombind,cie (okolo 20 %) medzi MR mutd,ciami & mu-
td,ciami CR, ER naznadujd, Ze l6kusy MUCI a, MUC2 sa ma,pujfl mimo tesne
spAtf C-E obiast mitochondrid,lneho gen6mu [18]. Na druhej strane niZ5ie
frekvencie rekombinantov (okolo l0 %) medzi MR mutS,ciami a OR mut6,ciou
naznadujf, Ze l6kusy MUCf a MUC2 sa m6Zu nachd,dzat bliZ5ie k OLII l6kusu.
Tieto vfsledky spolu s pozorovanou kovarianciou prenosnosti g6nov kontrolujir-
cich rezistenciu proti mucidinu, chloramfenikolu, erytromycinu a oligornycinu
sri v srilade s predstavou, Ze mut6cie MSo a Mftr sf umiestnen6 na, t'ej istej
molekule mitochondrid,lnej DNA ako mutd,cie l6kusov RIBI, RIB3 a OLII
lr7, 181.

3. SynergickS, interakcia jadrovfch a mitochondrid,lnych mu-
t6,cii podmieilujrica rezistenciu proti vysok;fm koncentrri-
ci6,m mucidinu

Ako sme ui uviedli, mutant t0I je rezistentnS? proti v;-sokym koncent'r6,ci5,m
mucidinu a sf dasne je rezistentnli aj proti mnohym funkdne a dt'ruktirrne odli5-
n;i'm inhibitorom vrdtane chloramfenikolu a oligomlcinu. Ked sa tieto viac-
ndsobne rezistentn6 haploidn6 kmene krii:ili s citliqim krneriom 26-4, vBetky
vzniknut'6 diploidy v potomstve boli citliv6 na chloramfenikol (a mg/ml)
a oligomycin (f 0 pglml), ale popritom vykazoyali rnitotickir segregriciu pre
rezistenciu proti mucidinu (diploidy tolerujrice ntaximum I prg mucidinu/ml),
resp. citlivost nai (diploidy nerastilce pli 0,2 prg mucidinu/ml).

I(ed sa diploidy citliv6 na mucidin podrobili tetrddovej arrali/ze (tab. l0),
pozoroyala, sa jasnri, jadrov6, segregd,cia pre rezistenciu proti mucidinu (2R, : 25).
Rezistencia proti mucidinu segregovala spolu s rezistenciou proti chloramfeni-
kolu a oligomycinu. Pomer meiotickej segregr4,cie tetrrid odvodenlfch od diploi-
dov rezistentnfch proti mucidinu pri koncentrri,cii mucidinu I pg/ml bol
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Tab. 10. Segregadn6 pomery v tetr6dach prisl0chajdcich r6znJrm kriZeniam dvojitfch mutantov rezistentnfch proti mucidlnu

+ J_adrov6 genetick6 markery segregovali normd,lne vo v$etkfch pripadoch.
++ IJpln6 tetrridy nebolo moZn6 izolova0 z d6vodu nizkej sporuladnoj ichopnosti a livotaschopnosti sp6r.

F
ts

Fl
H
z
X
H
H

I

@

lF

l0l x 26-4

mucltPMlbl x mlcSMS

2D x 3DC-rB

r0l-70 x 3DC-IB

musPlt]lfS x mucSMIb

(27,7) senzitivny
na mucidin
(72,3) rezistentnj,
proti mucidimr
(43,0) rezistentn;i
proti mucidinu
(30,0) rezistentn;i
proti mucidinu

0:4

4.0

4:0

3:0
3:0

0:4
o.q

q.o

2 tl
I z2

Segreg6cia v tetr6dech+ (R : S)

chloramfenikol I mycin
(a mg/ml) 

| 
,t,o_f,*,

-.= 

-
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4R, : OS, ale pri koncentrd,cid,ch mucidinu l0 alebo 40 pglml bol 2R : 23.
Rezistencia proti chloramfeniliolu a oligornycinu v tychto pripadoch segrego-
vala spoltr s rezistenciou proti vysokym koncentrd,ciS,rn mucidinu.

NajjednoduchHim v5rsvetlcnirn t;ichto qisledhov je, Le existuje tecesivna
jednogdnovdr mut,6,cia (tnu"c7.rt), ktor6, podmiciiuje rezistenciu proti mnohym
inhibitorom, ztr,hfiiajfc chlor:lmfenikol, oligorn)rcin a rnucidin (mucidin y kon-
cent'r6,cii do 0,5 pg/ml). Diploidy rezistentn6 proti rnucidinu a tetrS,dy z nich
odvoden6 obsahujri aj mitochondriS,lnu mut6r,ciu Ml|r. Vnepritomnosti jadrovej
rnntd,cie nlucPrt, nritochondririlna mutS,cia Mli,, podrnieinjc rezistenciu proti
rnncidinu do koncentrS,cie 1,0 pglml. Ked sa obidve mut6,cie 

- 
jadrovS, mucPR

a rnitochondrid,lna ilIlo, 
- v)'skytujll sfdasne spoll v haploidlej kvasinkovej

bunke, ich vztljomn6, interakcia je synergickS, (fenotypick6, interakcia nie je
aditivna) 61 1'ytr'6,ta rezistencirt proti extr6mne vysokym koncentr6ci6m nmci-
dinu (r'iac ako 40pg/ml).

V srilade s uvrldzanym modelom dvoch rnutiicii tvorili sa v kriZeniach medzi
krnerimi nesircimi mut6,cie mtLcPR a UIlo tak diploidy citliv6 na mucidin, ako
aj diploidy rezistentn6 proti mucidinu (tab. l0). Segregadny pomer tetrid,
odvodenych od dipliiidov rezistentnych proti rnucidinu bol 4R : OS (3R : OS)
pri koncentrS,ciS,ch mucidinu I pgfml, alo 2R :25 (lR :25, alebo 2R: IS)
pri koncentrh,ciS,ch nucidinu l0 pg/ml. Rczistencia proti vvsokej koncentrlrcii
mucidinu segregovala spolu s rezistenciou proti chloranifenikolrr.

Disktrsia

V;vlsledk;' lilticc ukazujri. Ze pri livasinkS,ch SaccharonlAces ceretisio.e tezistc,n-
citr, proti ant'iftLirgh,hremu antibiotillr rnucidinu, ktory inhibuje mitochondritilnl-
transport ek.ktr'6r.or. v nriestc nrt,dzi cvtochr'6marni b a c 16, 7), m6Ze vznikat
v d6sledku rnrrtf,cii jadrovdho i nritochondlii,lneho gen6mu. llutricia jediu6hcr
jadrov6ho g6nu srr, trliizala b1't zodpovednou za lezistencirr proti mucidinu
tr sridasne aj za, rezistencitr ploti r6zuvnr itruktirrne & filnhdne oclliinynr.
inhibitoronr- rnitochoirdlitlllnyclr funlicii. I)loto:Ze r. priparlc tjchto mut'ant<.rv
t,r.oriacich l. i:liuirinu Studor.anych knreior- sil rezistencia proti inlibitoronr
llel)ozoro\rillr, na, irror-ni izolova,nycir nritocliondrii. ic: 1un,r'rle1iodobn6, Zc, ztr,

fonotr-tr zrilrrlt rrci ltrzistencie ttttttatttor' 1 skupint' btido zodpovednd, zn1(.lla,
pelint abiiitv cr-topii',zrnaticlicj rncrnbtd,nv. Podobn6 jadror'6 rnut'a,ntr- sirdasne
li'zistcll,rii 1n'trii i.rr,celfur inhibitorom opisa,li aj ini aLrtori l'20 23]. Ostrlr.tr,
viiuli c'bjri.;nif, t:i vo ,.-ietl<ych nt'zlr,visle izolor,anycir rnuizr,ntocli irle r-i mrrtr'r,ciu
t,t;iro ill i.'lro q,liiir.

Pli ir-rrtirt::irocir f . skrrlriur- t'czist'encit-l pr:oti rrnrcicliirtr sir, zi-r,cltovala a,j na
itloi'rti i2ll1;1-11,,-1i'1'11 iiritochonch'ii a je cl6nlt'clliorn ilrrt.ir,cii rnniestenych na,
rtiiirr,-'lro:rcl-,'itilnorn geiitirnc. (iort,ticJiti arr.",lri'zri, o<1lr:rlilt'" r'xistr.neirr fl1.s611 1r.o-

i-i.t:lr rritocirorrr',ritii,rr-eii gr,nr-ficrki'cir iirlirrirci ozni,,i',',ri'irlr lltT('l a IIU(-|2.
Zlrli:i io, Zo irrirrirrrlilrr.c. clvrl g(rrroi.tl 1x'otlri.lri.i'liriicchr;rrcl.r'i11 irir-,i l-)l{A Specifil<rr-
jii leziltent:i i: proii rrrt:cidirrrr.'l'r'li o ipr,cifilliri i't'zirttnliLr 'ipirsobuje rlrrtdifi-
liticia, vtizi-roli-r'li illi'lto iuliibit:ni-r,lr rtiii'st pr','iilLLr'illir riir, rrri'{.o'choirdrii,lrrrj
ttte'ntbrtint'.'lli,'trr rriestii, sir, rrliiiztrli lrr-t iPcr'iiirli6 plc rrrrrcirlirr a zdu,nlir.tl
odliiri6 cr(l nr!i.; .i pi'rr trllirnr-r'irr -{. l{QNO ;,1r.!r,-. j.3-dinrr.i'J.:'i.rtopi:oPp,llrl.
Yi.slr'cliir- lriocirc'iiricli,r-gt.ricti<,lrt,j i-r,iri',li'zt- lt,zisi r'iu.:t' livlsliii,'1.: l;r',..'ti lnucidinrr
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takto jcdnozrla,i,ne potvrclili, Ze ilrccifickynr miestom iririnhu antifung6lncho
a,ntibiotika n'nrciclinrr je nritoclionch'itilna ubicliinol : c;tochr6n c oxidoreduk-
thzr-t.

Zo zisl<anych vfsledliov prc przrhtic,k6 porrZitic mucidintr a inlrch rtntifungd,l-
nych lir,toli v1-plyvaifr olircm in6ho tieto pozna'tli1';

1. Spont6,nna, muttrinh, rfclilost ycclircir, k rezistencii mikloorganiznrov llroti
mucidinu je ponrcrne nralh,. l{ontinu6,lnu selekcirr aj talito vznilinutych mihro-
olgilnizrnov rezistr:ntny-cli ploti rnucidinu moZno obmedzit vhodnym -qtlic''cltr,-
ninr firng^icidov s oclliinj-nr s1'r6soborn iriinku.

2. Ptezistentn6 llnenc tolcnrjir ibir, definoviur6 lionccntrS,cic rnucidinu a, ich
11sf je frplne inliibor-atelni vr-iXinri licinccnt,r'tlciiirni :lntibiotiliti. Preto sa jtr,r'i
f dcllloj Sie po trZivn t Lel rlti vne vviiir' honct'ntlilcir, fungiciclov.

3. Rychlost rnuti,cii zodpovednych zil rt'zistcnciu rniliroorgrr,nizrnov proti
rnucidinu rn6Ze r.i,'lt'r,zne zvr-ior-tr,t rnrrttr,96nnr- iri'irroli jcdnochrchy'ch tutltrgit-
ntr,ti'cli soli. Pret'o str, trebtr, vyliybat porrZititr fungicidov r' plostredi s rnolnorL
t,xpoziciorr rnikroolganizrnov mtrtag6nonr.

S-irlrr:rr

Izojot-rlli str, rnutrlntt'livasinitf;. Srtcr.:ltrrtoutyrr:.s c.err'.tise'rtr, rt'zistttntn6 llloti
r'"ntif\uigtilnentr anlibiotilirr rrrrrciclilirr. IJir.rcir<'nriclio-gcneticliorL ilurrlrl-zou ti'c'lt-
to rnutrlntov sa zistilo, le lcziiitt'ricitr, ploti rirrrcidinrr rn6le r.zniku't v tl6-
slcctlir. zniZenej ircrrnt,abilitr' plazmlitickej nlr,urblliny prt, rrrucidirr illebo
v cl6sleclhu zuiZenej rr.finitv antilriotilia ii rrritocliondri:ilrrej tttr,ntbt'Itttt. \- 1ti'v,rttr
1n'illrr,clc lt,zistcnciu poclmicririr-r"ltr nrutliciri jtldror-6ho gen6rnu, v clrulionr irli-
llackr ri-nrtticic v nritcichoncir:ih,lnc.j 1)NA. Vzijolnn:i intelalir,ia, ja,rh:ovych
tl nliiochorrdli6lnr-crh rirrrtricii srl ulii'r,zrr,ltr, irr-t syner'gicliri.
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CouporunlrReMocrb Mrrnpoopl'aHr{31\{oB alrrlr{yraJrb}IblM BeIrIecrBaM :

6noxlrMra.recHoe u reHerutrecxoe ocnoBarrnfl corrporr.rBJrfleMocrrr Aporxmer:r
MyrlrrAr{Hy

B rrno4r,r

llrotupoaauu MyraErbr Apoxxeft Saccharomyces cerevisiae, ctofixnx x geiictruro
anru(pyransuol'o aRra6uortrKa MyqtrArrua. buoxnuuqecfto-renertrrrecntrM aEaJrIlBoM orllx
MyraEToB 6ulo 1'crauonJrego, rITo coflporlrBJrgeMocrb MyrIItAItEy Motfier Bo3guxarb BcireA-
cisue nos[xeunor:r nporuqaeMocrrr MeM6paxbr trJraBMr,I A.rrrl MyqtrAnEa IIJIU BcJreAcrBEo
rroar{rr(enrorojpoAcrBa anrra6uornna H lteu6paue ruutoxongpuii. B uepnou cflyqae conpo-
TxBJrfieMOCrb ol,rJra ooycJroBerra MyTaqrrer4 flApoBoro rerroMa. Bo BTopoM cfiyqae-MyTallllaMl4
n ,{HA runroxou;1plu'r. Baauuo4eircTBne E,IpoBBrx Il Muroror.rJplraJrbrrbrr ruyraqufi or{aaallocb
cuHefp r4rrHhIM.

Subik J. - 
Takdcsovri G.

Resistance of microorganisms to antifungal agents: biochemical and genetic
background of resistance of yea,st to mucidin

Summary

Mutants of yeast Saccharomyces _cerewisiae resistant to the antifungal antibiotic
mucidin have b-een isolated. The biochemical-genetic analysis of these mutants revealed
that resistance to mucidin can result either from reduced permeability of plasma membra-
ne for mucidin or from the decreased affinity of antibiotic to the mitochondrial membrane.
In the first case, rosistance to mucidin was determined by mutation in nuclear gene while
in the second case by rnutations in the mitochondrial DNA. The mutual interaction of
nuclear and mitochondrial mutations was shown to be synergistic.
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