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2. BEVEZETES

Az Aspergillus niger fajaggregatum molekularis jellemzésével vilagossa valt,
hogy az imperfekt fekete Aspergillus fajok extrakromoszémalis elemei (mtDNS, RNS
virusok, plazmidok) erdteljes polimorfizmust mutatnak, szemben a teljes életciklussal
biré fajokkal (Aspergillus nidulans, Neurospora crassa). Az imperfekt gombak kevésbé
ismert voltukat szexudlis életciklusuk hianyanak koszonhetik. A klasszikus genetikai
modszerek alkalmazasdhoz a fajon beliili keresztezhetoség elsddleges szempont. A
paraszexualis ciklus felfedezése 1j tavlatokat nyitott az imperfekt gombak korében, de a
teljes életciklussal bird fajok esetében is bdviti az elemzések lehetdségét. A
paraszexualis ciklus jol hasznalhaté genetikai vizsgalatokban kapcsoltsagi viszonyok
meghatdrozasara és extrakromoszomalis elemek rekombinalédasanak vizsgalatara.
Felhasznalhatésdgianak egyediili korlatja az imperfekt gombak (igy a fekete
Aspergillusok) korében tapasztalt nagyfoku genetikai diverzitas, és ennek kovetkeztében
a széleskorii intraspecifikus vegetativ inkompatibilitas, mely azonban protoplasztfuzié
segitségével esetenként athidalhatd. Vegetativ inkompatibilitas esetén az anasztomézis
itjan 1étrej6vo heterokarion allapot nem tud kialakulni. Bizonyos esetekben a
heterokariotikus allapot gdtja az anasztomoézisra vald képtelenség, s ilyenkor
protoplasztfuzi6 alkalmazasaval mesterségesen heterokariotikus allapot hozhato létre. A
vegetativ inkompatibilitasi rendszer megakadilyozhatja a nukledris allomédnyok
keveredését, ugyanakkor lehetoséget nyujt az extrakromoszémalis elemek
transzmisszidjara, és azok esetleges rekombinalodasara. A vegetativ kompatibilitasi
kapcsolatok hatterében egy Osszetett, sok gént érinté genetikai rendszer all (Glass és
Kuldau, 1992; Leslie és mtsi, 1993; Esser és Blaich, 1994), melyet a human
szovetspecifitast determinalé genetikai rendszerrel lehetne parhuzamba vonni. Szamos
gén tobb allélja hatarozza meg egy egyed kompatibilitasi genotipusat, igy két egyed
akkor tud természetes koériilmények k6zott heterokariont létrehozni, ha kompatibilitasi

rendszeriik minden génje, s azoknak minden allélja megegyezik. Minthogy a szexualis



életciklussal nem rendelkezé6 gombak rekombinalédasanak egyediili lehetosége a
‘paraszexuélis ciklus, melynek koriilményei és feltételei tisztazotta valtak, az imperfekt
gombak tanulmanyozasa is fellendiilt.

Ezek az el6zmények indokoltdk tanszékiinkén a heterokarion kompatibilitési
viszonyok vizsgalatat a fekete Aspergillus fajok (4. niger fajaggregatum, A. japonicus
és A. carbonarius) kdrében. Az eredmények azt mutattak, hogy nagyfoku a heterokarion
inkompatibilitis, nem csak a fent emlitett kozel rokon fajok kozott, de még az egy
fajhoz tartozé izoldtumok kérében is. Annak felderitésére, hogy a jelenség létrejottében
milyen meghatdrozé tulajdonsagok allnak, molekularis modszereket vezettek be az
egyedi izolatumok jellemzésére. E vizsgalatok ha a jelenséget megmagyarazni nem is, a
kompatibilitasi viszonyokat azonban valdszinisiteni tudjak. A jellemzésre bevezetett (j
moédszer volt az izoenzim analizis, a magi rDNS RFLP (restriction fragment length
polymorphisms), a mtDNS RFLP vizsgélatok, tovabba a RAPD-PCR (random
amplified polymorphic DNA) analizis. A fekete Aspergillusokon beliil az A. niger
fajaggregatum korében jellemezték eldszor a polimorfikus bélyegeket. A sejtmagi rDNS
és a mtDNS RFLP mintazatai alapjin a fajaggregatum tagjait harom f6 csoportba tudtak
sorolni, melyrél utébb kideriilt, hogy a fajaggregatumot alkoté harom Aspergillus faj
képviseldi, név szerint az A. niger, az A. tiibingensis és az A. brasiliensis fajoké (Varga
és mtsi, 1994). A fo csoportokon beliil tovabbi alcsoportokat tudtak elkiiloniteni,
melynek alapja a mtDNS Haelll-Bg/ll restrikciés endonukleazokkal torténd
kettosemésztése volt. A mitokondrialis DNS mérete az 4. brasiliensis kivételével 30-33
kb kozétt valtozott. Az A. japonicus és A. carbonarius fajokat mint kiilsé kontrollt
hasznaltdk az A. niger fajaggregitum jellemzésekor. Ezek a fajok mar akkor kitiintek
jelentosen eltéré molekularis jellegeikkel. Foként a mtDNS méretiik alapjan valtak
érdekessé szamunkra, amely az 4. niger fajgytlijtemény tagjaihoz viszonyitva kétszeres
méretet is elérhetett. A kutatasok ezen stadiuméban keriiltem szakdolgozoként a JATE
Mikrobiologiai Tanszékére, ahol feladatomul a két, mtDNS szempontjabdl "kiilonleges"

A. japonicus és A. carbonarius fajok izolatumainak molekularis markerekkel torténé



jellemzését kaptam. PhD dolgozatom targya is e két faj, melyek korében tapasztalt
‘nagyfoka mtDNS polimorfizmus eredetét, okait igyekeztem feltdimi. Az A. japonicus
fajon beliil végrehajtott mitokondrium transzmisszids kisérletek eredményeként létrejott
mitokondrialis rekombinans utédokat hoztunk 1étre. Ezek vizsgéalataval a mitokondrium

rekombinécidjanak molekularis szintii értelmezését igyekeztem megadni.
CELKITUZES

Célom: két Aspergillus nemzetségbe tartozd faj izolatumainak molekuldris markerekkel
térténd vizsgalata. A mitokondridlis DNS polimorfizmust mint molekularis markert
vizsgaltam. Az A. carbonarius faj izolatumainak mitokondrialis genomja kozott
megfigyelt kiilonbségeket fizikai térképekkel és szekvenciaadatokkal magyaraztam.

Az egyes Aspergillus japonicus izolatumok kozott protoplasztfizidval végrehajtott
sikeres mitokondrium transzmisszié soran létrejott rekombindns mitokondrialis
genommal biré utédok mitokondridlis DNS-eit sszehasonlitottam a két sziildivel és a

rekombinacids eseményeket szekvenciaszinten értelmeztem.



3. IRODALMI ATTEKINTES

Az Aspergillus nemzetség rovid attekintése

Az Aspergillus fajok teleomorfjai, szexualis alakjai a fonalas aszkuszos gombak
kozé sorolhatok. A Webster-féle rendszertani besorolas szerint (Webster, 1986) a valddi
gombak torzsébe (Eumycota), az aszkuszos gombak (Ascomycotina) altdrzsébe, az
Eurotiales rend, Trichocomaceae csaladjaba tartoznak. Az Alexopoulos-féle taxonémiai
kézikonyv 1996-ban megjelent negyedik kiadasa (Alexopoulos és mtsi, 1996) a rend és
csalad besorolds érintetleniil hagyasaval, az Aspergillus-okat a valdédi gombak
(Kingdom Fungi) orszagan belill az 6nallé Ascomycota torzsnek abba a Filamentous
Ascomycetes osztaly rangi csoportjaba sorolja, amelyre a kleisztotéciumos termotest
képzés jellemzo.

Az Aspergillus nemzetség az eukaridta fonalas mikroszervezetek egyik
legintenzivebben vizsgélt csoportja. A taxondmusok a nemzetség tagjait ugynevezett
fajcsoportos rendszerbe soroltak. 18 fajcsoportot kiilonitettek el, névaddjukként az
egyes csoportok legismertebb fajai szerepelnek (Raper és Fennell, 1965). Az Aspergillus
niger fajcsoportot, amely vizsgalati objektumainkat magaba foglalja, a szakzsargon
"fekete Aspergillus"-okként emliti. A fajcsoport kifejezés helyett Gjabban a section-t
hasznaljak (section Nigri) (Gams és mtsi, 1985). Az A. niger fajcsoporton beliil
korabban nagyszama fajt irtak le. Az arra vonatkozdé Gsszehasonlit6é elemzések, hogy a
kiilon fajként leirt egyedi izolatumok halmazan beliil a valédi fajhatarokat probaljak
koriilirni, mindossze 7 faj elkiilonitését eredményezték (Croft és mtsi, 1984). Ezek kozé
tartoznak a jol koriilithatd A. japonicus és A. carbonarius fajok, tovabba az 4. niger
gyujtofaj vagy fajaggregatum.

A génusz tagjai fontossagukat két tényezonek koszonhetik. Egyrészt hasznosak,
ipari termelésben alkalmazzak tobbféle metabolit gazdasigos eldallitidsdra, masrészt

kartevok, illetve kozegészségiigyi szempontbdl kdrokozoként tartjak Sket szamon.



Az iparilag jelentds fajok kozott vezetd helyen taldljuk az 4. niger torzseket, de
fontosak pl. az A. terreus, A. wentii, A. fumigatus kiilonb6zé izolatumai, ezek az
élelmiszer- és gyogyszeriparban nélkiilozhetetlen szerves savakat, enzimeket és
antibiotikus hatasi anyagokat termelnek.

Egészségiigyi szempontbdl két ok miatt jelentds az Aspergillus nemzetség. Egyrészt
szamos faja — A. flavus, A. ochraceus, A. fumigatus — emberre és allatra veszélyes
mikotoxinokat termelhet, melyek az emberi, Aallati fogyasztasra keriild6 névényi
termékeket szennyezve, toxinnal "fertézik" meg a fogyasztot. Hazai vonatkozasban
elsésorban a gabonafélék fert6zottsége okozhat problémat. Az import névényi termékek
kozott a foldimogyoré és a kavé komoly szennyezésével kell szamolnunk. A
mikotoxinok kiilonb6z6 kéros élettani (pl. az ochratoxin nefrotoxikus) hatasa mellett,
azok karcinogén kdvetkezményeivel is szamolni kell. Egyes Aspergillus-ok més jellegii
egészségkarosit6 hatasa is jelentds. Mint opportunista patogének, tiiddmikdzisok okozoi
lehetnek. A tiidé mélymikézisok kialakitdsaban az A. fumigatus-€é a vezet0 szerep, de
sok gondot okoz az A. niger is. Extrém foglalkozasi betegségként jegyezték fel a
fiiszerpaprika kézi feldolgozasa idészakaban a paprika hasitasat végzo asszonyok kezén
kialakulé koromagy mikézist, amit a szaritas soran elszaporodod, elsésorban A niger
okozott. Egyes biotopokon valé nagytdmegli elszaporodasuk esetén lokalisan
nagymennyiségii spora (konidium) levegbbe keriilésével szamolhatunk, ami igen erds
allergén lehet, sokszor faji hovatartozastol fliggetleniil is.

Az Aspergillus fajok szamos ndvényi megbetegedést is okozhatnak, ilyen pl. a mogyoré
koronarothadasa, a mandulafak klorézisa, a hagyma rothadasa. A génusz egyes tagjai
alacsony vizaktivitas értékek mellett, magas ozmétikus nyomas mellett is képesek
szaporodni, emiatt fontos szerepiik lehet a raktarozott termények, tarolt gyilimolcsok,
z6ldségfélék kdrositdsaban. Mint mdsodlagos raktari kartevék, az A. glaucus, A.
halophilus, A. restrictus, A. chevalieri, A. amstelodami térzsek emlithetok. A szarazabb
termoteriileteken az A. flavus és A. parasiticus fajok mint a gyapot és kukorica kértevoi

is szamottevoek (Cotty és mtsi, 1994).



Az Aspergillus nemzetség gazdasagilag legfontosabb képvisel6i, mint arra mar a
fentiekben utaltunk, a fekete Aspergillus fajok (sectio Nigri). E szekcioba tartozd
torzseket széles korben alkalmazzak kiilonféle szerves savak, a citromsav, glukonsav
eléallitasara. Nélkiilozhetelen enzimeket termeltetnek veliik, a kiilonb6z6 amilazok,
pektindz, laktdz, mellett a névényi eredetii keményitd feltdrdsat biztosité egyik
alapenzim, a gliikkoamilaz termelése is a fekete Aspergillus fajokhoz kotédik. Az A.
niger torzsek altal termelt kiilonféle enzimek (pektinaz, cellulaz, lipaz, glukéz-oxidaz,
katalaz), illetve a citromsav és a glukono-8-lakton rendelkeznek az amerikai FDA (Food
and Drug Association) altal adott GRAS (Generally Regarded As Safe) minositéssel,
amely étel- és italfélékben valé kozvetlen forgalmazasukat biztositja (Roehr, 1992;
Berka és mtsi, 1992). Hasonl6 engedéllyel az Aspergillus fajok koziil csak az A. oryzae
altal termelt enzimek rendelkeznek.

A nemzetség biologiai szempontbdl legjobban ismert faja az A. nidulans
(teleomorfja Emericella nidulantes), amelyet a fonalas aszkuszos gombak kozott a
Neurospora crassa-val, valamint a Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces
pombé élesztégombakkal egylitt a legrészletesebben tanulmanyozott eukaridta
modellszervezetként tartanak szamon (Smith és mtsi, 1977).

Elméleti, bioldgiai fontossagukat az adja, hogy a nemzetségen beliil egyarant
taldlkozhatunk olyan szekcidokkal amelyekbe teljes életciklusu szervezetek tartoznak
(sectio Nidulantes), olyanokkal, ahova csak imperfekt fajok sorolhatok (sectio Nigri), és
vannak, amelyekbe imperfektek mellett perfekt fajok is talalhatdk (sectio Fumigati).

A fekete Aspergillusok tagjai imperfektek, szexuadlis életciklussal nem rendelkeznek.
Nagy genetikai heterogenitas, sokszinliség jellemzi Oket, melynek egy markans

megnyilvanulasa az izolatumok k6z6tti nagyfoku paraszexualis inkompatibilitas.



Vegetativ kompatibilitasi kapcsolatok

Mint ahogy a bevezetoben is elhangzott, a vegetativ kompatibilitasi kapcsolatok
hatterében bonyolult genetikai rendszer all. Hogy ennek jelentdségét konnyen
attekinthessiik, szélni kell a paraszexudlis ciklus fobb staddiumairol és azok
jellegzetességeirdl.

A paraszexualis ciklust bevezetd esemény két sejt anasztomdzisa, mely soran
heterokariotikus allapot jon létre. Ekkor kis gyakorisdggal ugyan, de bekovetkezhet
kariogamia, mely a nukledris genetikai informaciocsere szempontjabdl fontos allapot.
Ezt kovetéen tobb generacion keresztiil megvaldsuld haploidizacié révén létrejon az vj
egyed, mely a kiindulasi két egyed nuklearis alloméanyahoz képest eltérd, rekombinans
genetikai dllomannyal rendelkezik. A kariogdmia nagyon kis valdsziniiséggel jon létre
(10-5-10-9), a gyakorisigot a keresztez6dd torzsek tulajdonsigai befolydsoljak. A
paraszexualis ciklusnak azonban a sejtmagi rekombinaci6tol ﬁiggetléniil is jelentds
szerepe van, ugyapis végbemehet alatta az extrakromoszomailis elemek (igy a
mitokondrialis genom) szabad rekombinacidja. Igy lehetdség nyilik a mitokondrialis
genom rekombinacidjanak vizsgalatara, mely rekombinacid csak akkor torténhet meg,
ha nincs kiilsé korlatozé tényezd, mely ezeket a folyamatokat megakadalyozhatja. Ilyen
tényezd a szexualis ciklus létezése. A teljes ciklussal bird mikroorganizmusok
mitokondriumai a szexualis keresztezések soran uniparentdlis (foként maternalis)
oroklédést mutatnak (Birky, 1978; 1983; 1994; Smith és mtsi, 1990; Yang és Griffiths,
1993; Boynton és mtsi, 1987; Kawano és mtsi, 1995). A szexudlis ciklus kizérja a
mitokondriadlis DNS rekombinacidjat, igy az imperfekt gombéak azok a szervezetek,
amelyek szexualis ciklus hidnydban nem rendelkeznek a mitokondrialis genom
rekombinacidjat korlatozé6 mechanizmusokkal. Részben ez is eredményezhet a
természetben el6forduld imperfekt gombékat jellemz$ erds mitokondridlis DNS
polimorfizmust. Az eléz6ekben emlitett okok a mar meglévé polimorfikus valtozatok

részben eliminaloddsat, masrészt fennmaradasat és gazdagodasat biztositjdk, de a



természetes mitokondrium valtozatok keletkezése az evolicios 1éptékii mutaciés
események kdvetkezménye.

Visszatérve a vegetativ inkompatibilitdst meghatdrozé rendszerekhez, a
paraszexualis ciklus els6 mozzanata, az anasztomézis, tobbféle képpen is gatlddhat. Az
egyik, mely protoplasztfuzié segitségével athidalhaté, feltehetéen a falszerkezet
valtozasabol, illetve az anasztomdzist "levezénylo" autokatalitikus enzimrendszer
miikodésképtelenségébdl ered. A masik, mely még protoplasztfizioval sem keriilhet6 el,
a kompatibilitasi gének bonyolultabb rendszerének kovetkezménye. A Podospora
esetében megfigyeltek egy "killing" effektusra visszavezethetd inkompatibilitasi
jelenséget (Esser és Blaich, 1994), amely esetben a vegetativ inkompatibilis torzsek
talalkozasakor un. "barrage" reakci6 alakul ki, proteolitikus enzimek tevékenysége
révén.

A kompatibilitasi rendszer lehet allélikus, és nem-allélikus (illetve atfedd). Egy-egy
mikroorganizmus faji  hovatartozastél fiiggéen rendelkezhet nem-allélikus
(Heterobasidion annosum; Chase és Ullrich, 1990a; 1990b), vagy allélikus
kompatibilitasi rendszerrel (4. nidulans, Esser és Blaich, 1994), illetve egyszerre
mindkettével (P. anserina; Turcq és mtsi, 1990; Esser és Blaich, 1994). A nem-allélikus
rendszernél egyedi génekhez kapcsolhaté a kompatibilitas. Ha két szervezet
kompatibilitasi génjeikben megegyezik, akkor azok potencialisan képesek heterokarion
képzésre. Ha egy génjikben is eltérést mutatnak, akkor az eltérd gén
inkompatibilitdsban bet6ltott szerepétdl fiiggben vagy kizarja a heterokarion képzést,
vagy pedig csokkent fitness-szel, de képes heterokariont létrehozni (Croft, 1987). Az
allélikus rendszereknél tobb gén szamos alléljanak Osszessége hataroz meg egy
kompatibilitasi genotipust. Csak akkor johet 1étre teljes értékii heterokarion, ha két
szervezet minden érintett génjének minden allélja megegyezik. Ebben a rendszerben is
vannak kisebb illetve er6sebb befolyasold szereppel bird gének, vagy allélok, melyek
két szervezet relacidjaban ha eltérést mutatnak vagy kizard, vagy megengedd szereppel

birnak a heterokarion képzést illetéen (Leslie és mtsi, 1993; Glass és Kuldau 1992).



10
Polimorfizmus vizsgalatok

A teljes életciklussal rendelkezd A. nidulans esetében intraspecifikus
polimorfizmust még heterokarion inkompatibilis torzsek kozott sem tudtak kimutatni
(mtDNS, rDNS, izoenzim analizis) (Croft és mtsi, 1984; 1987). Kézeli rokon fajok
kozott kismértékii mtDNS polimorfizmust észleltek, a jelenséget intronok jelenlétével
vagy hidnyaval, szadm és méretbeli eltérésével magyaraztak (Croft és mtsi, 1987; Earl és
mtsi, 1981; Turner és mtsi, 1982). Fajon beliili heterokarion inkompatibilitds létezik, de
protoplasztfiiziéval létrehozhatok heterokarionok, tovabba a section Nidulantes rokon
fajai kozott interspecifikus fajhibridek is (Kevei és Peberdy, 1977; 1985). MtDNS
rekombinacié kettds sziildi magkontroll mellett szelekciés nyomas nélkiil is
bekovetkezett (Croft és mtsi, 1987).

Az altalunk vizsgalt imperfekt fekete Aspergillus torzseknél erdteljes inter- és
intraspecifikus polimorfizmus figyelhetd meg (izoenzim, mtDNS RFLP, magi rDNS
RFLP). Fajon belﬁl kiterjedt a paraszexudlis inkompatibilitds, s a parcialisan
heterokarion inkompatibilis izolatumok kivételével protoplasztfuzidéval sem hozhatdk
létre heterokarionok (Kevei és Varga, 1994). Rokon fajok kozott interspecifikus
fajhibridek nem hozhatok létre, de mitokondrium transzmisszi6 és mtDNS

rekombindcié fajon beliil €s kozeli rokonsagi fajok kozott is megvaldsuthat.

A mitokondrialis DNS szervezddése fonalas gombakban

A gombak mitokondridlis genom mérete igen valtozd. A Schizosaccharomyces
pombe 17,4 kb-os mitokondrialis genomjatdl az Agaricus bitorquis 174 kb-os mtDNS-
¢ig valtozé méretiiekkel taldlkozhatunk (Hudspeth, 1992). A gombak mtDNS mérete a
névény- és allatvildig mitokondridlis genomjahoz képest kozéputat jelent. Az éllatok
minimalis mtDNS mérete (16,5 kb) kisebb mint a gombaké, a novények mtDNS mérete

pedig joval tilhaladja azt (tobb szaz kb). A genommeéretek kozott kozel rokon fajok
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esetében is jelentds eltérés lehet (S. cerevisiae: 72-78 kb, S. exiguus: 23,7 kb; Coprinus
.cinereus: 43 kb, Coprinus stercorarius: 91 kb) (Grossman és Hudspeth, 1985). A
gombak mitokondrilis genomja zémmel cirkularis szervez6désii, néhany faj azonban
linearis mtDNS-t hordoz (Physarum polycephalum, Hansenula mrakii) (Grossman és
Hudspeth, 1985). A gombak mitokondridlis DNS szervezddésérdl ujabban az a kép
alakult ki, hogy az é16 sejtben a mitokondridlis DNS fiiggden a replikacids aktivitastdl
cirkularis és linearis formaban egyarant jelen lehet (Bendich, 1993).

A mitokondriilis DNS kdédold és nem kddol6 régidkat hordoz. A nem kddold
egységeket intergénikus régioknak nevezték el, hiszen a koédolé régidkat 6sszekotd
szekvenciat jelentik. Ertelmes informéciétartalmuk nincs, de fajra jellemzd
szekvenciamotivumokat hordozhatnak. Ilyen ismert motivumok a magas képiaszamban
ismétlédd repeat szekvenciaként megjelend GC kluszterek a S. cerevisiae-ben, a Sacll
helyek a Kluyveromyces lactis-ban, a GC gazdag elemek az Allomyces macrogynus-ban,
a Pstl palindromok a N. crassa-ban és a MUSE elemek (mitochondrial ultra short
elements) a P. anserina-ban (Koll és mtsai, 1996).

A mtDNS altal kédolt géneket négy csoportba sorolhatjuk. Az elsé csoportba
tartoznak azok a proteineket kédolé gének, melyek a mitokondrialis elektrontranszport
lancban jatszanak szerepet. Ilyenek a NADH dehidrogenaz alegységeit kédold gének
(ndh1-6), az apocitokrom b (cob), és a citokrdm oxidaz alegységeit kddold gének (cox1-
3). Az elektrontranszport lanc tovabbi fehérjéi a magi kromoszémakon kodoltak, a
citoplazma riboszomain transzlalédnak, majd a mitokondriumba transzportdlédnak. A
gének masodik csoportja a mitokondrialis ATP-4az egyes alegységeit kddolja (arp6, 8,
9), a tobbi alegység magban kddolt. A gének harmadik csoportja a mitokondrialis
transzlacids apparatus molekulait kodolja. Idetartoznak a nagy és kis riboszdmalis RNS
génjei (rnl, rns), a mitokondrialis tRNS gének (legalabb 22) és egyes riboszomalis
proteinek (pl. S. cerevisiae Varl génje). A gének negyedik csoportjdba a nem
azonositott ORF-ek (URF-unidentified reading frame), melyek funkcidja jelenleg még
nem ismert (pl. az A. nidulans URFA3 génje) (Hauswirth és mtsi, 1987). Végiil kiilon
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kell emliteni az intronok ORF-jait amelyek a mtDNS szervezddésében fontos szerepet
jatszanak.

Ha az endoszimbionta elméletbdl kiindulva ugy tekintiink a mtDNS 6sére, mint
egy prokaridta informaciohordozé egységre, akkor napjaink mtDNS-e feltiinéen kevés
informdciét tartalmaz. Az evolicié soran informacié ataramlds tortént az eukariéta
sejtmagba, ezaltal szamos addig kizarélag mitokondrialis gén kédja a sejtmagba keriilt
at, illetve magi gének termékei a mitokondriumba transzportilédva ott latnak el
funkcidkat. Az, hogy a sejtmagba torténd génaramlas milyen géneket érintett,
taxonomiai egységenként eltérd lehet. A jol ismert S. cerevisiae élesztégomba, és
szamos rokon fajainak mtDNS-e nem kodolja a NADH dehidrogenaz enzim alegységeit,
szemben a jol ismert fonalasgombakkal, ahol jelenlétiik altalanos (Hudspeth, 1992). A
S. cerevisiae ATP-az 9 alegysége mtDNS-ben kddolt, mig a fonalas gombaké lehet
mtDNS-ben, sejtmagban (Podospora), vagy mindkettoben kédolt (Neurospora). Utébbi
esetben a miik6d6 gén vagy a sejtmagi, vagy a mitokondrialis koépia, vagy pedig
alternativan életciklushoz kotétten vagy egyik, vagy masik gén fejezodik ki (Ridder és

mtsai, 1991; Brown és mtsai, 1984).
Intronok eloszlasa kiilonb6zé fonalasgomba fajok mitokondriilis genomjaban

A fonalasgombak introntartalom tekintetében extrém szélséségek képvisel6i. A
két részletesen tanulmanyozott faj mtDNS-€t 6sszehasonlitva jelentdés méretbeli eltérést
lathatunk: az Aspergillus nidulans 33 kb, a Podospora anserina pedig 102 kb-os
mitokondridlis genommal rendelkezik, s koztes méretii példaul a Neurospora crassa 63
kb-os mtDNS-ével. A nagy méretbeli kiilonbség nem a kdédolé gének szdmanak
eltéréseibdl, hanem a hordozott intronok szamabdl adodik, hiszen a kédolé régidk a
mitokondridlis DNS-ben behataroltak (néhany, az oxidativ foszforilaciéban szerepet
jatszé fehérje génje, és a mitokondridlis transzlacids apparatus génjei). Ezen beliili

variacids lehetoségek nem indokoljak az akar 70 kb-nyi méretbeli kiilonbséget.
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Cummings €s munkatarsai (1990) a Podospora anserina 102 kb-os mtDNS
Vszekvenciéjz’mak felderitése sordan ugyanazokat a géneket detektaltak, amik példaul az 4.
nidulans mtDNS-ét is felépitik, s kimutattak, hogy a mintegy 70 kb-nyi eltérést tisztan
intronalis szekvencidk okoztik. Az a tény, hogy az intronok képesek extrém modon
"benépesiteni" a mtDNS-t, alatdmasztja az intronok mobilitasira vonatkozo
elképzeléseket, tovabba magyardzza a kiilonb6zd gombafajok mtDNS-ének
diverzitidsaban betoltott szerepiiket. Vannak olyan gének, melyekre az jellemzd, hogy
intronokat hordoznak (cox1, cox2, rnl), és olyanok, melyekben az intronok el6forduldsa
ritka (atp9, atp8, atp6). A P. anserina cox] génje jol szemlélteti a nagy mitokondrialis
genommal biré fajok mtDNS szervezodését. Maga a teljes gén 24'503 bp, ebbol
mindossze 1'606 bp az exonalis szekvencia, a "maradék" 22'897 bp-t pedig tizenhat
intron teszi ki. Ha sz4zalékosan fejezziik ki, akkor a teljes gén 6,55%-a kodold rész,

93,45%-a pedig intron.
Az intronok révid altalianos jellemzése

Szamos gén kodold szekvencidit nem kodolé DNS szakaszok szakitjadk meg,
melyeket kozbevetett szekvencidknak, intronoknak neveznek (Lambowitz és Belfort,
1993). Az intronok minden esetben a mRNS transzkriptumbdl precizen ki tudnak
vagodni (splicing), és igy a kodolé régidok (exonok) eredeti olvasasi keretiik
megvaltozdsa nélkiil ujra illeszkedve érett formaba keriilnek. A megfigyelt splicing
mechanizmusok alapjan az intronokat négy kategoridba soroljak: 1. és II. tipusa
intronok, magi mRNS és tRNS intronok (Lambowitz és Belfort, 1993; Cech, 1990). Az
I. és II. tipusu intronok egyben ribozimek is, tehat enzim aktivitdssal bir6 RNS-nek
tekinthetjiik 6ket, mely aktivitas révén 6nmaguk preciz kivagddasat tudjak végrehajtani.
Ezt az Onkivagd aktivitast a szaknyelv self-splicing-nak nevezi. A magi mRNS-ek
ugynevezett splice-szomakban szabadulnak meg intronjaiktol, ahol szimos segitd

molekula (pl.: Ul, U2 kis magi ribonukleoproteinek) katalizilja az intronok
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kivagodasat. A magi tRNS-ek intronjai szdmos enzim segitségével vagddnak ki
(endonukleaz, kinaz, ligaz, foszfatiz).

Az I és 1L tipust intronok nem csak arrél nevezetesek, hogy sajat kivagodasukat (self-
splicing) katalizalni tudjak (ribozimek), hanem mobilitasukrél is, ezért mobil genetikai
elemeknek tekintik 6ket (Lambowitz és Belfort, 1993). Mobilitasuk alatt azt értjiik,
hogy intronmentes allélokat intronhordozéva alakithatnak, sajat kornyezetiiktol eltérd (j
szekvencialis kornyezetbe is be tudnak épiilni, ugyanakkor introntartalmi gének
elveszthetik intronjaikat. Mobilitasuk fiigg az altaluk ORF-ekben koédolt fehérjék
jelenlététol, melyek endonukledz illetve reverz transzkriptdz aktivitassal birhatnak,
amellett hogy maturaz aktivitassal is rendelkezhetnek, azaz magat az intron kivagdédasat
segitd funkciot lathatnak el. Az 1. tipust intronok ORF-jeire az endonukledz aktivitas, a
II. tipusa intronok ORF-jeire pedig a reverz transzkriptaz aktivitds jellemzd. Ezek az
intron kodolt enzimek teszik mobilissé, mozgékonnya az I. és II. tipusu intronokat
(Lambowitz és Belfort, 1993; Dujon, 1989). Jelenlegi ismereteink szerint az intron
ORF-ek oOnmagukban is mobilisek, azaz egy adott ORF képes megjelenni Uj
szekvencialis kornyezetben is (Sellem és mtsi, 1996). Az intron ORF-ek 6nallo
mozgasat gyakran az intronnal szomszédos két exonnak az intronnal hatiros néhany
nukleotidjdnak megvaltozasa kiséri. Ezek az exonalis atrendezédések feltehetden
evolucids szereppel is birnak, mivel véltozdst okoznak a kddolt fehérje aminosav

szekvenciajaban.
Az intronok jellemzése, kiilonos tekintettel az 1. tipusi intronokra

1. elterjedés

I. tipusi intronokat szamos szekvenciakdrnyezetben lokalizaltak kiilonboz6
szervezetekben (eukari6tdk mitokondrialis, kloroplaszt vagy sejtmagi DNS-ében).
Szamos taxonomiai egységben elterjedtek, beleértve a gombdkat, ndvényeket,

protozoakat és a prokaridtikat is. Ma mar a metazoéakat is az intronhordozok korébe
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soroljak bar kordbban ennek a lehet6ségét az addigi eredmények birtokaban kizartak
(Beagley és mtsai, 1996). Ha szekvenciakomnyezetiiket tekintjiik, akkor azt lathatjuk,
hogy egy adott intron kiilénb6z6 organizmusban megjelenhet ugyanazon gén ugyanazon
szekvenciakdrnyezetében, illetve megjelenhet mas génben is. Ez a jelenség kozvetve

alatdmasztja a mobilitasukkal kapcsolatos elképzeléseket (Dujon, 1989).

2. lokalizacidjuk

Az 1. tipusi intronok (a magi rRNS-ek néhany intronja kivételével) kompartmentekben
lokalizéalhatdk, ahol a transzkripcio és transzlacié folyamatai fizikailag nem kiiloniilnek
el. Ilyen rendszerek az eukariota sejtek mitokondriumai €s kloroplasztjai, illetve maguk
a prokariota sejtek. Ez a fizikai kozelség biztositja, hogy az intronok ORF-jei
fennmaradnak, mivel az intronok RNS-einek transzlacidja a kompartment riboszémain

folyik. (Ezek a megallapitasok a II. tipusu intronokra is jellemzok.)

3. self-splicing
Az intron kivagddasanak mechanizmusa transz-észterifikacids lépések sorozatabdl all,
melynek részletei szamos munkaban rogzitettek és kisérletesen alatamasztottak (Cech,

1990; Dujon, 1989; Lambowitz és Belfort, 1993).

4. intron mobilitdssal kapcsolatos fogalmak: intron nyerés (intron homing, intron
transzpozicid), intron vesztés

Mind az intron nyerés (intron acquisition), mind az intron vesztés (intron loss)
folyamata ismert, molekularis mechanizmusukrél a szakirodalom részletesen beszamol
(Lambowitz és Belfort, 1993; Dujon, 1989). Az ORF-et hordozé I. tipusi intronok
korében az intronnyerés folyamata nagy gyakorisaggal bekovetkezd esemény. ORF-iik
altalaban endonukle4z aktivitassal bir, melynek mind szekvencia-felismer6helye, mind
pedig a restrikcids hasitohelye specifikus. Az eldbbi 18 bp vagy annél t6bb nukleotidnyi

motivumot takar, az utébbi pedig néhiny bazisparnyi (4 bp) szekvenciih
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(Dujon és mtsi, 1989). Az endonukledz, ha ép hasitohellyel taldlkozik, akkor elvégzi
feladatat, azaz hasitja a kett6sszala DNS-t. Ezt kovetden a jol ismert DSBR (double
strand break repair) mechanizmus javitja a DNS torést. A mechanizmus soran el8szor az
eltsrt DNS 5'-3' és 3'-5' exonukleazok altal emésztédik, agressziv talnyulé egyszala
DNS-ek keletkeznek, melyek homolég szekvencidkhoz prdébéalnak elsésorban
illeszkedni. A tilnyulé egyszali DNS-ek befirjak magukat homoldg kettds szala
parjukba, és létrehozzak a rekombinacids folyamatok kezdeti stddiumara jellemzé D-
loop struktirat. A talnyulé egyszali DNS-ek a tovabbiakban a homoldgjaikkal
parosodva primerként szolgalnak a DNS polimeraz szdmaéra, mely templatnak a
homoldg szekvenciat tekinti. Kialakul a kettés Holliday struktiura, a DNS polimerdzok
feltoltik a degradalodott torott végek kozotti rést, majd kettds crossing over zérja a
folyamatot, melynek eredményeképpen ketté darab kettds szala DNS rﬁolekula jon
létre. Amennyiben a templatként felhasznalt homolég DNS szakasz az adott gén intront
hordozé vatozata, akkor a DSBR révén az addig intronmentes exondlis szekvencia
intronhordozéva valik. Ez a mechanizmus ha beindul a mitokondriumban, ahol a
mtDNS tobb tucat képiaszamban lehet jelen, kaszkddszerlien intronhordozéva tehet egy
exonalis régiot, ami addig nem tartalmazott intront. Ha az intron a szdrmazasi helyével
azonos kérmyezetbe és helyre épiil be, azt a szakirodalom "intron homing"-nak, azaz az
intron hazatérésének nevezi. Idegen, azaz Uj kérnyezetbe is beépiilhet az intron, ha a
felismerGhely és a restrikcids hasitéhely motivumok ezt lehetdvé teszik, illetve ha nem
homolég rekombinécié torténik a DSBR soran. Ekkor intron transzpoziciordl beszéliink.
Az intronvesztés jelensége a fent idézett szakirodalmak adatai szerint sokkal
Osszetettebb, és nagysagrendekkel ritkabban bekovetkezd esemény, mint az intron
nyerés. E szerint a mar érett mRNS reverz transzkriptaz aktivitas révén egyszalu cDNS-
sé irédik at, mely intronhordozé homolégjaval rekombindciora lép. Ily moédon az
introntartalmi forma intronjat elveszti. A homolég rekombinacié "kiterjedtsége”
(extenzidja) valtozd, igy egy, kettd vagy tébb szomszédos intron egyidejli elvesztése

térténhet meg (Dujon, 1989; Lambowitz és Belfort, 1993; Moran €s mtsi, 1994; Derr és
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mtsi, 1991). A folyamat sikeres kimeneteléhez sziikséges reverz transzkriptaz aktivitast
gyakran a kloroplaszt DNS, vagy a mtDNS-ben jelen levd II. tipusd intronok ORF-
jeiben kodolt reverz transzkriptazok (Baltimore, 1985), illetve reverz transzpozonok
aktivitdsa biztositja. A reverz transzkriptiz mikodés fontossagat kisérletesen is

bizonyitottak (Derr és mtsi, 1991; Baltimore, 1985).

5. intron loss az evolicid kovetésére és génterapidra

A napjainkban folyé kutatdsok soran rafinalt moédszerekkel "vadasszak" nuklearis
génekben az intronvesztés tényét, mely segitségével fajok diverzitasat, evolucios
események idGbeliségét, sorrendjét tudjdk nagy biztonsdggal megallapitani (Hager és
mtsi, 1996; Frugoli és mtsi, 1998). Génterdpia szempontjabdl is fontossa valt az
intronvesztés kérdésének tanulmanyozasa. Szamos human betegséget, tiinetegyiittest
tudnak kotni introndlis muticiokhoz (Huang, 1998; Smyth és mtsi, 1998). Elégtelen
sejtmilk6déshez, enzimfunkcidk hidnyahoz vezethet ha egy introntartalmu gén intronja
mutacio kévetkeztében képtelen kivagddni, azaz nem tud érett mRNS létrejonni (Moran
és mtsi, 1994). Silyos betegségek alakulhatnak ki, ha egy jelmolekula, masodlagos
hirvivé, vagy egyéb fontos funkciokat ellaté molekula iktatédik ki ily moédon a
szervezetbdl. A természet azonban tudja gyégyitani 6nmagat. Kisérletesen igazolt tény
(Moran és mtsi, 1994), hogy a sériilt, self-splicing-ra képtelen intron ellenére nagyon
minimalis szinten, de képzddik érett mRNS. A réluk reverz transzkripcidval késziilt
c¢DNS rekombinalédasa a homoldg szekvencidkkal ugyszdlvan gydgyitja a defektes
régidkat. Extrakromoszémalis elemek genomjaban (plazmidok, kloroplaszt és mtDNS)
is detektaltdk az intronvesztés eseményét (Wallace és mtsi, 1996; Freyer és mtsi, 1995;
De Jonckheere é€s mtsi, 1994), kisérletesen igazoltak molekuléris mechanizmusat (Derr
és mtsi, 1991), de tovabbra is ritka eseménynek tartjak, és nem vetddott fel az, hogy az
organellumok orokité anyaga a magas kopiaszdm ellenére homogénné tud valni

intronvesztett jellegére nézve.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Felhasznalt mikroorganizmusok, vizsgalt gombatérzsek

4.1.1. Baktérium transzformacid soran felhasznalt mikroorganizmus

Escherichia coli DHS5a

4.1.2. Vizsgalt gombatorzsek

Az adatokat az I. tablazat tartalmazza.
4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

4.2.1. Kiegészitett Pontecorvo minimal (PM) tapoldat
(Pontecorvo és mtsi 1953) a fonalasgombak razélombikos tenyésztésére
0,25% NaNO;
0,10% KH,PO4
0,05% MgSO4
0,05% KCl
2,00% gliikéz

0,50% élesztokivonat

4.2.2. Malita taptalaj ferdeagaron torténd torzsfenntartashoz és szaporitashoz, tovabba
protoplasztképzéshez torténd eloneveléshez.

1,00% malata

1,00% gliik6z

0,50% élesztékivonat

1,00% agar (Bacto)



I. tabldzat

Faj

Torzs V.
izoldci6s szam

Eredet (Gyijtemény
v. szerz0)

Izol4cid eredete

A. japonicus

1126
340
327
422
426
427
443
557
558
564
INS
IN6
INS8
IN9
IN10
IN12
IN13
IN14
IN15
IN16
IN17
IN18
IN30
KF2
KF3
KF5
KEO1
M1.3.1
In2.1.15
Fr.1.2.1
Fr.1.2.2
1.4.32
1.7A.5
1.7A.6
1.5A.11
Zebra
No55
440
JPO1
JPO2
JPO3
JP04
JPO6
JPO7
JPO8
JPO9
JP10
JP12
JP14

IMI 119894
J.H.Croft

Kovics Eva

B. Megnegneau
F. Debets

B. Megnegneau

F. Debets

Kevei F.
CBS 114.51
Szegedi M.
Pénzes Zs.

India

Magyarorszag

Marokké
Indonézia
Franciaorszag

Indonézia

Magyarorszag

Ausztralia
Panama
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Az 1. tablazat folytatasa

Faj Torzs v. | Eredet Izolacio eredete
izolacids (Gyiijtemény
szam szerzo)

A. japonicus No57 CBS 172.66 India

var. aculeatus | IN19 Kevei F. -
419 J.H. Croft Marokké

A. carbonarius | 1118 IMI 016136 -
677 IMI 041875 -
N/1 J.F.Peberdy Nottingham, UK
N/2 J.F.Peberdy Nottingham, UK
No50 CBS 111.26 -
M.14.1 B. Megnegneau Marokké
Isr.1.1.1 B. Megnegneau Izrael
ETH ETH 8969 -
1.4.29 F.Debets Indonézia
In1.2.11 A. Dipeningen Indonézia
In.1.2.16 A. Dipeningen Indonézia
Haren Kevei F. Hollandia
NRRL NRRL 67 -
IN7 Kevei F. India

4.2.3. LB tapoldat baktérium tenyésztéshez
1,00% triptor}
0,50% élesztékivonat

1,00% NaCl

4.2.4. LB taptalaj baktérium tenyésztéshez
LB tapoldat
2% agar

20
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4.3. Felhasznalt oldatok, pufferek, enzimek

4.3.1. Mitokondrialis DNS izolalashoz hasznalt oldatok
ETS-1: 10 mM Tris; 5 mM EDTA; 0,44 M szachar6z pH 7,5
ETS-2: 10 mM Tris; 100 mM EDTA; 0,44 M szachar6z pH 8
MTS: 20 mM Tris; 5 mM MgCl,; 0,44 M szacharéz pH 7,5
TS: 50 mM Tris; 10% szachar6z
TEN: 0,25 M Tris; 100 mM EDTA, 1 M NaCl
TESDS: 0,25 M Tris; 100 mM EDTA; 1% SDS
TE: 10 mM Tris; 1 mM EDTA
4 M Na-acetat oldat
5 M NaCl oldat
Kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu keveréke
PCI: fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke (Maniatis és mitsi,

1982)

4.3.2. Total DNS tisztitdsahoz hasznalt oldatok
LETS: 0,1 M LiCl; 10 mM EDTA; 0,5% SDS; 10 mM Tris pH 8

4.3.3. Plazmid tisztitashoz hasznalt oldatok
Lizis oldat: 50 mM gliikéz; 25 mM Tris; 10 mM EDTA pH 8; 2 mg/ml lizozim
Alkalikus SDS oldat: 0,2 M NaOH; 1% SDS
"High salt": 3 M Na-acetat pH 4,5

4.3.4. DNS blottolashoz €s hibridizaciohoz hasznalt oldatok
A hibridizaciés kisérletek sordn a Boehringer Mannheim cég "DIG DNA Labeling
and Detection Kit"-jét haszniltuk. A reagensek és oldatok nagy részét mar

elkészitett formaban hozza forgalomba a cég.
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0,25 M HCI

0,4 M NaOH

0,2 MEDTA, pH 8

4 M LiCl

20xSSC (0,3 M Na-citrat, 3 M NaCl, pH 7)

Hibridizacids puffer (5xSSC, 0,1% N-laurylsarcosine, 0,02% SDS, 1% blocking
reagens)

Mos6 pufferek:

2xSSC, 0,1% SDS

0,1xSSC, 0,1% SDS

1. puffer (0,1 M maleinsav, 0,15 M NaCl, pH 7,5)

2. puffer (1% blocking reagens 1. pufferben oldva)

3. puffer (0,1 M Tris\HCl, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5)

dimetil-formamid

4.3.5. Egyéb felhasznalt oldatok, anyagok, reagensek és enzimek
50 mM CaCl, kompetens sejt készitéshez
TCM: 10 mM Tris pH 7,5, 10 mM CaCly; 10 mM MgCl, E. coli
transzformaciéhoz
TBE puffer agaroz gélelektroforézishez: 1 I-hez 10,8 g Tris pH 8; 5,5 g boérsav;
0,75 g EDTA
TAE puffer preparativ agaréz gélelektroforézishez: 50 1-hez 242 g Tris pH 8;
57,1 ml jégecet; 18,6 g EDTA
"Loading" oldat: 40% szachar6z; 0,25% brémfenolkék; 0,2 M EDTA, pH 8
25% PEG (Ms 4000) 0,1 M CaCl, tartalommal protoplasztfuziéhoz
PCI: fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyt keveréke (Maniatis és mtsi,
1982)

RN-az (Sigma, bovin pancreas): 10 mg/ml torzsoldat
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DN-4z (Sigma, bovin pancreas)

Ampicillin (Sigma): 50 mg/ml] térzsoldat

IPTG (Sigma): 25 mg/ml térzsoldat

X-gal (Sigma): 25 mg/m] térzsoldat DMF-ban

Agardz (Reanal)

Etidium-bromid (SIGMA): 10 mg/ml térzsoldat

T4 DNS ligaz (Boehringer, Fermentas)

Restrikciés endonukleazok(Amersham, Fermentas)
BamHI, Bglll, EcoRI, EcoRV, Hincll, Hindlll, Haelll, Hhal, Kpnl, Pstl,
Pvull, Smal, Xbal, Xhol
Az enzimekkel tértént kezelésekhez a gyartdé cég altal forgalmazott

puffereket hasznaltuk.

4.3.6. Felhasznalt génprobak
4.3.6.1. Aspergillus nidulans (Glasgow torzs) mitokondridlis DNS-b6l (Brown és mitsi,
1985) altalunk készitett génprobak.
rnl: 6,7 kb EcoRI fragment
rns: 1,44 kb HindllI-BglII fragment
cox2-ndh3-atp9: 5,5 kb BamHI fragment
coxl: 4,3 kb HindIl1-BglllI fragment
cob: 1,17 kb Bg/ll fragment
cob-ndhl: 3,45 kb Hindlll-Hhal fragment
ndhl-ndh4: 1,78 kb Hindlll-Hhal fragment
ndh4-atp8-atp6: 2,17 kb Hindlll fragment
orf364: 0,58 kb Hindlll-Hincll fragment
Ad-AS5-orf364: 2,77 kb HindllI-Pvull fragment (A4 és AS az ndh2 gén részei
Hauswirth és mtsi, 1987)
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A6 (az ndh2 gén egyik 300bp-os részlete; Hauswirth és mtsi, 1987): 0,55 kb
Hindll-Pvull fragment
cox3-ndh6: 2,72 kb HindllI-Pvull fragment
atp9: PCR reakcidval felamplifikdlt 198 bp-os fragment. A reakcioban
alkalmazott primer-t az A. nidulans (Brown, 1984) ismert szekvencidja alapjan
terveztiik, és szintetizaltattuk (forward primer: 5'-CGAATTCTCTTTAAATGCT
AATGTATTAGGGAA-3'; reverse primer: 5'-“-TATCTCGAGTTGAGCTTGAA
TAAATGCGATA-3").
4.3.6.2. Aspergillus carbonarius 1118-as izoldtum mitokondrialis DNS-ébdl szarmazo,
altalunk készitett génprobak
ndh5: 1,66 kb EcoRI-BamHI fragment pSK vektorba klénozva
ndh4l: 828 bp Pstl-Xbal fragment pSK vektorba klénozva
intergénikus régio: 614 bp EcoRI-Xbal fragment pSK vektorba klénozva
4.3.6.3. Aspergillus carbonarius Isr.1.1.1 jelli izolatum mitokondridlis DNS-€bol
szarmazo, altalunk készitett génproba
cox2 gén elsé intronja: 540 bp Hincll fragment pSK vektorba klénozva
4.3.6.4. A. japonicus izolatumok mtDNS-ébdl szarmazé éltalunk készitett introndlis
probak
4.33 cox1-iB: A 4.33 jelii rekombinans utéd EcoRV/9. fragmentuménak 700 bp-
os EcoRV/BamHI régidja, mely a cox1 gén altalunk B-nek jelolt intronjanak 700
bp-os része.
4.33 cox1-iC: A 4.33 jelii rekombinans utdod EcoRV4b/EcoRI4 fragmentumanak
900 bp-os HindIll régidja, mely a cox1 gén éltalunk C-nek jelslt intronjanak 900
bp-os részét hordozza.
4.33 cob-il: A 4.33 jeli rekombindns utéd EcoRV/6. fragmentumanak egy
Haelll restrikcios hasitéhely és egy altalunk tervezett reverse primer (5'-GTCAA
GGTATTCTACTC-3") altal hatarolt 880 bp-os régidja, mely a cob gén elso

intronjat tartalmazza.
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1287 cox1-iB: Az 12870R izoldtum coxl génjébdl szarmazé génpréba. A B
intron preciz klénozdsahoz a szekvenciaelemzések sordn a V4/E4d
fragmentumrdl rendelkezésiinkre allé adatok birtokdban primereket terveztiink
PCR reakcié szamara, melyek 5' végeire EcoRI és Xhol restrikcids enzim
felismer6é szekvencidkat épitettiink (forward primer: 5'-TTTTCCTCGAGCAT
GGAGCCAATACGCCTGAG-3'; reverse primer: 5'- GGAATTCGTTTAACAT
AAGATCTAACTC-3"). A felamplifikélt 814 bp PCR terméket jel6ltiik meg.
4.3.6.5. Sejtmagi rDNS polimorfizmus vizsgalatdnal hasznalt nuklearis rDNS-t hordozé
génprdoba
pMNI1: Borsuk és mtsi, 1982
4.3.7. PCR-hoz, RAPD-PCR-hez felhasznalt anyagok (Promega)
4.3.7.1. "CORE" puffer (20 reakciora)
10-10 pul ANTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
50 pl 10x inkubécids puffer
50 pl MgCl, oldat
10 pl steril bidesztillalt viz
4.3.7.2. "COCTAIL" (10 reakciora)
1 pl Taq polimeraz (5 U/ul)
5 pl primer (10 pM) (OPC random primerek illetve altalunk tervezett primerek)

144 pl steril bidesztillalt viz
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4.4. Vizsgalati médszerek, kisérleti technikak

4.4.1. Mitokondrialis DNS izolalasa médositott Osman (1987) szerint
Fonalas gomba 36 6ras micéliumtenyészetét sziiréssel Osszegyujtottiik, hideg
csapvizzel, majd ETS-l1-gyel mostuk. A sejtfeltarast {iveggyongydk
hozziadasaval Bead-Beaterrel (Biospec Products) 2,5 percen keresztiil jégfiirdos
hiitéssel ETS-1-ben végeztilkk, majd a sejtfaltormelékeket 15 perc 3000 rpm
centrifugilassal tavolitottuk el. A mitokondriumokat 40 perc 12000 rpm
centrifugalassal iilepitettiikk, majd DNaz kezelés céljabol 30 ml MTS oldatban
szuszpendaltuk fel 6 mg/ml DNaz hozzaadasaval. 1 6ra 4°C-on torténd kezelés
soran az ép mitokondriumok mell6l a magi eredetii nukleinsavakat eliminaltuk.
A reakciot 80 ml ETS-2 oldattal allitottuk le, majd a mitokondriumokat ismét
Osszegyujtottikk 15 perc 18500 rpm centrifugaldssal. A pelletet 1 ml TS-ben
szuszpendaltuk fel, majd 16 ml TESDS hozzdadasaval 15 percig 65°C-on
inkubdlva feltirtuk a mitokondriumokat. 3 ml 5 M-os NaCl hozzdadiséaval
megnoveltiik a sokoncentraciét, majd elobb 30 perc 15500 rpm centrifugalassal,
majd 2 ml 4 M-os Na-acetit hozzdadédsa utan 5 perc 15500 rpm centrifugalassal
tisztitottuk a mintit. A feliilisz6hoz azonos térfogati izopropanolt adva 1
éjszakan at -20°C-on kicsaptuk a mitokondrialis DNS-t, melyet azutan 15 perc
12000 rpm centrifugaldssal iilepitettiink. A DNS-t 1 ml TE-ben oldottuk fel, 1
oran 4t RNaz kezeltik 10 ul 10 mg/ml RNazzal 37°C-on, majd tobbszor
fenolozva tisztitottuk. Ezt kovetden a DNS-t abszolut etanollal kicsaptuk, végiil

200 pul TE-ben oldottuk.

4.4.2. Total DNS izolalasa Leach és mtsi (1986) alapjan
0,2 g liofilezett micéliumot d6rzs mozsarban elporitottunk, majd 2 ml LETS
pufferben alaposan felkevertiink. Ezutan 2 ml PCI-t hozzdadva az elegyhez

alapos vortexelést kovetden 4°C-on 10 percig 3000 g-vel centrifugdltunk. A
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feliiliszohoz azonos mennyiségii etanolt adtunk, majd a DNS-t 30 percig -70°C-
on kifagyasztottuk, majd centrifugalassal (10 perc, 3000 g, 4°C) kiiilepitettiik. A
csapadékot vakuum alatt beszéritottuk, majd 600 pul desztillalt vizben
felszuszpendaltuk. Az igy kapott DNS oldatot tobbszori fenolozassal tovabb
tisztitottuk. A végso tisztitdsi lépés utan a DNS-t ismét kicsaptuk, végiil 100 pl

TE-ben felszuszpendaltuk.

4.4.3. Protoplasztképzés
Fonalasgomba sejtek protoplasztképzését szilard malata taptalaj feliiletére
helyezett celofanon (Kevei és Peberdy, 1984), illetve folyadékkultirdban nevelt
tenyészetekbdl (Hamari és mtsi, 1997) végeztikk 0,02% NovoZym-mel (Novo
Trade Industry) kiegészitett sajat készitésl, indukalt Trichoderma torzsekkel
termeltetett litikus enzimmel. A litikus enzimet szénforrasként csak A4. niger
sejtfalpreparatumot tartalmazé Pontecorvo minimal oldatban razatva nevelt
Trichoderma' harzianum kultirabol nyertiik, a fermentlé besturitésével (Kevei és
Peberdy, 1984). A protoplasztalé enzimoldatot 0,7 M KCl-dal egészitettiik ki, a

protoplasztok stabilizalasa érdekében.

4.4.4. Protoplasztfuzio és regeneracio Kevei és mtsi (1997) alapjan
A fuziés partnerek frissen izolélt protoplasztjainak 1:1 ardnyu keverékét (5x106
protoplaszt/ml paronként) centrifugilassal iilepitjikk, majd a stabilizalé oldat
eltavolitaisa utan 25% PEG oldatban felszuszpendéljuk ugy, hogy az
aggregalodas eldtti protoplasztszam 107/ml érték koriil legyen. A vizsgélati
célnak megfelelden kivalasztott, 0,7 M KCl-dal stabilizalt taptalajokra 5-5 ml
0,8% agar tartalmi fedOagart oOntiink, melyek a regeneraltatandé mintat
tartalmazzak. A regeneracid értékelése a mikroba novekedési gyorsasagatol

fliggben a leoltastol szamitott 3-10 napon torténik.
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4.4.5. DNS izolalasa agar6z gélbdl
' Agaréz gélen elvalasztott DNS fragmentek izoldldsa Benore és Anderson (1995)

altal leirt modszer alapjan tortént.

4.4.6. Nukleinsavak elvalasztasa gélelektroforézissel, méretiik meghatarozasa
A nukleinsavak elvalasztasara agar6z gélelektroforézist alkalmaztunk (Sambrook
és mtsai, 1989). A fragmentek méretének meghatarozasat a "GelBase/GelBlot

Pro" (Ultra Violet Product Ltd) gél dokumentald- és kiértékeld szoftver

segitségével végeztiik.

4.4.7. DNS fragmentek klonozasa, baktérium transzforméacié
A DNS fragmentumokat pBluescript SK vektorba ligaltuk. A ligalast T4 DNS
ligdzzal (Fermentas) végeztiik, a gyarto éltal javasolt feltételek kozt. Kompetens
sejtek készitését és a sejtek transzformécidjat a Sambrook és mtsai (1989) éltal
ismertetett médon hajtottuk végre. A DNS fragmentet hordozé transzformaéns
sejtek szelektildsa 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB taptalajon tortént,

melyre 40 pl X-gal-t és 40 pl IPTG-t szélesztettiink.

4.4.8. Plazmid tisztitas
Baktérium sejtekbol alkalikus lizis mddszerrel tisztitottunk DNS plazmidokat
(Sambrook €s mtsai, 1989). DNS szekvencia meghatarozashoz a plazmid tisztitas

Kovalenko és mtsai (1994) szerint tortént.

4.4.9. Restrikcids térképek készitése Hamari €s mtsi (1999) alapjan
A restrikcios térképezéshez hasznalt moddszerek soran figyelembe vettikk a
vizsgalt organizmus mitokondrialis DNS-ének méretét. Ez alapjan a kicsi, 40 kb
mtDNS-sel bir6é izolatumok térképezését a leggyorsabban A és B enzimmel

torténd preparativ emésztés soran kapott mtDNS fragmentek DNS tartalménak
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visszaizolalasat kovetoen B és A enzimekkel tortént reciprok emésztéssel tudtuk
végrehajtani (Hamari ¢és mtsai, 1999). Az A ¢és B fragmentek
egymasutanisiganak meghatarozasahoz agaréz gél egyik oldaldra felvittiik az
izolalt A fragmentek B-vel emésztett mintdit, a masik oldalara az izolalt B
fragmentek A-val emésztett mintdit, a gél kozepére pedig a térképezendd
izolatum mtDNS-ének A-val, B-vel, és A/B-vel kettGsemésztett mintait
kontrollként, egy DNS molekulasuly marker kiséretében. Ezt kovetden 1%-os
agardz gélen elektroforézist hajtottunk végre, kozben korai, koézepes és késdi
futasi stadiumokban dokumentaltuk az elektroforetikus képet. A gélfotok jobb és
bal oldalan szereplé fragmentek egymadssal, és a kozépre felvitt kontroll
kettGsemésztett mintaval megegyez6 szamu és méretli fragmenteket hordoztak,
mely alapjan vizualis médon "Ossze lehetett olvasni" az A és B emésztéskor
kapott fragmentek sorrendjét. A nagyobb, 50 kb feletti mtDNS-ek térképezésekor
a fenti moddszert kombindlnunk kellett az A és B fragmentek pSK vektorba
torténé klénozasdval, mivel az emésztéseket gyakran tiz-tizenot feletti
fragmentszam jellemezte, amit még az is bonyolit, hogy gyakori az azonos, vagy
kozel azonos méretii fragmentek szdma, melyek a gélen azonos tavolsagra, azaz
egyiitt futnak. Ilyenkor minden egyes A és B fragmentet pSK vektorba
klénoztunk, majd ezen klonok reciprok emésztéseit végeztiik el, és a fentiekben
megegyezd elvek szerint 1%-os agardz gélben futtattuk meg Oket. Ekkor a
vizudlis "fragment Osszeolvasis" mellett sziikség volt az adott fragmentek
méretének  pontos  meghatdrozdsara is. A  méretmeghatirozast a
"GelBase/GelBlot Pro" (Ultra Violet Product Ltd) gélelemzd szoftver
segitségével allapitottuk meg. Igy tudtuk a leggyorsabban a legnagyobb mtDNS-
ek restrikcios térképeit létrehozni. Az egyes izolatumok mtDNS-ének valds
mérete kivétel nélkiil a restrikciés térképek szerkesztésekor hatdrozhaté meg,
ugyanis a nagy méretii fragmentek meghatarozasakor adddott tévedések

kikiiszobolodnek.
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DNS blottolas és hibridizaci6

Az agardz gélelektroforézissel elvalasztott DNS-t alkalikus transzfer médszerrel
vittitkk 4t Hybond N+ membranra (Reed és Mann, 1985).

A génprobak digoxigennel torténd jelolését és a hibridizaciot a gyarté altal eldirt
modon végeztilkk el. A hibridizdciét, valamint a nem kotédott, jelolt DNS

eltavolitasat a filterrdl minden esetben 68°C-on végeztiik el.

DNS szekvencia meghatarozasa, 6sszehasonlitisa adatbankokkal

A klénozott DNS fragmentumok szekvenciajanak meghatarozasat a Szegedi
Biolégiai Kozpontban végezték el, ABIPRISM Model version 2.1.0 automata
szekvenatorral, a Maxam-Gilbert mddszer alapjan. A szekvencidk adatbankokkal
torténd Osszehasonlitaisit az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) "on-line service"-én a BLAST (Altschul és mtsi, 1990) és FASTA

(Pearson és Lipman, 1988) programok felhasznélaséval végeztiik.

PCR reakci6

1. PCR reakcié RAPD analizishez

500 pl-es Eppendorf csébe az alabbi komponenseket mértiik 6ssze: 7,5 pl CORE
puffer, 15 pl COCTAIL és 2,5 ul templat DNS (0,03 pg/ul). A reakcidelegyet
elkevertiikk, majd 30 pl asvanyi olajat rétegeztiink rd. A PCR reakciét az alabbi
korilmények szerint végeztiik: 92°C-on 1 perc denaturacid, 35°C-on 1 perc
annealing, 72°C-on 2 perc elongacié. A miiveletet 45x ismételtiik, majd a
reakci6t 7 perc 72°C-on torténé utopolimerizacidval zartuk. A reakcidhoz OPC-
02, OPC-04, OPC-05, OPC-06, OPC-07, OPC-08, OPC-09, random primereket
hasznaltunk.
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4.4.12.2. PCR reakcié szubklonozashoz az altalunk tervezett "forward" és "reverse”

‘szintetikus primerekkel
A reakcidelegy 50 ul végtérfogatba bemért 8 pl egyes nukleotidokra nézve 2,5
mM-os nukleotid keveréket, 5 ul inkubacids puffert, 5 ul MgCl, oldatot, 1 ul 0,2
pg/ul forward primert, 1 pl 0,2 pg/pl reverse primert, 1 pl templat DNS-t és 1 pl
Taq polimerazt tartalmazott. A reakcidelegyre 40 pl asvanyi olajat rétegeztiink.
A primerek "olvadaspontja" altal meghatirozhaté legmagasabb annealing
homérsékletet valasztva az aldbbi reakcidkoriilmények kozott 45 ciklust
hajtottunk végre: 94°C 45 masodperc denaturaci6, 50°C 45 masodperc annealing
72°C 1 perc polimeraz reakcid, majd a 45 ciklust lezaré 7 perc 72°C-on torténd
utépolimerizacid. A felhasznalt primerek ismert szekvencidk alapjan forward és
reverse primerek voltak. A primerek tervezésekor a primerek 5' végeire EcoRI
illetve Xhol felismerdhelyeket terveztink a pSK vektorba torténd egyszeri

klonozas érdekében.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELES
5.1. DNS polimorfizmus vizsgilata és értelmezése

A bevezetdben megfogalmazottak alapjan, a fekete Aspergillus-ok heterokarion
inkompatibilitasanak értelmezése céljabol kezd6dott meg a biodiverz jellegek populacio
szintii vizsgalata, azaz a fenotipikus és molekularis jellegek elemzése. Munkdm targyat
az A. carbonarius és A. japonicus fajok korébe tartozé izolatumok képviselték (I.
tablazat). Az eredmények és értékelés fejezetben elséként az A. carbonarius
izolatumokkal kapcsolatos eredményeimet (Kevei és mtsi,1996; Hamari €s mtsi, 1999),
majd ezt kovetben az A. japonicus izolatumokkal végzett kisérleteket targyalom

(Hamari és mtsi, 1997; 1999).

5.1.1. A mitokondrialis genom és a nuklearis rDNS polimorfizmus vizsgalata A.

carbonarius izolatumok koérében

Az A. carbonarius fajt képviselo, 15 rendelkezésiinkre allo, eltérd foldrajzi
teriiletekro6l szarmazo egyedi izolatumok kozott (I. tablazat) anasztomozis létrehozasara
tétt kisérleteink sikertelennek bizonyultak, az izolatumok egymassal heterokariont nem
képeznek, teljes vegetativ inkompatibilitas jellemzi 6ket (Kevei, nem publikélt adatok).
A heterokarion inkompatibilitds értelmezése céljabél megkezdtik a kiilonb6zo
molekularis jellegek populécié szinti vizsgalatat, mely a konzervativnak tekintett magi
rDNS RFLP (restriction fragment length polymorphism) és mitokondridlis DNS
(mtDNS) RFLP analizisére terjedt ki. A magi rDNS RFLP analizisét total DNS Smal
resrtikcios enzimmel toérténd emésztésének magi rDNS prébaval torténd hibridizacios
mintazatelemzésével végeztilk el. Igaz, hogy a Smal enzim a totdl DNS készletet
teljesen felaprézza, agardz gélen torténd elektroforetikus elvalasztassal egybefiiggd

"smear"-t hoz létre, de a repetitiven eléfordulé DNS allomany - igy a magi rDNS-ek is -
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jOl koérvonalazhaté fragmentumok formadjaban jelenik meg. A "smear"-es hattérben
megjelend fragmentumok magi rDNS-ként valé azonositasat Southern hibridizacidval
végeztiikk el, génprobaként jelolt magi rDNS-t alkalmaztunk. A hibridizald
fragmentumok altal mutatott RFLP mintazatokat hasonlitottuk Ossze. A rendelkezésre
allo osszes vizsgalt izolatum kétféle tipusba (magi rDNS I. és II. csoport) volt sorolhato
(1. abra). A II. rtDNS RFLP tipust mindossze egyetlen izolatum, az IN7-es torzs

képviselte. Az eredményeket a II. tablazat foglalja 6ssze.

II. tablazat

A. carbonarius mtDNS rDNS A. carbonarius mtDNS rDNS
torzsek izolacids tipusa | tipusa | torzsek izolécids tipusa tipusa
szama szama
1118 la I Haren la I
N/1 la I In.1.2.11 la I
N/2 la I In.1.2.16 la I
No50 la I ETH 1b I
1.4.29 la I Isr.1.1.1 1b I
677 la I M.1.4.1 1b I
NRRL la I IN7 2 II
M 1 2 3
43 kb — -
e
2.3 kb I .
20 kb —
1. abra

A. carbonarius izolatumok sejtmagi rDNS polimorfizmusat mutat6 abra, mely a Smal

emésztett totall DNS pMN1 probaval tortént hibridizalasanak eredményét abrazolja. M:

HindIll emésztett A DNS molekulastuly marer; 1: IMI 016136 (I. rDNS tipus); 2: ETH
8969 (1. rDNS tipus); 3: IN7 (II. rDNS tipus)
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A mitokondrialis DNS RFLP vizsgélatat totdl DNS Haelll restrikcids enzimmel tﬁﬁéné
emésztésével végeztiik el, kihasznalva a fekete Aspergillusok kérében jellemzd eltérd
magi €s mitokondridlis DNS bazisdsszetételt, valamint a Haelll enzim sajatos
hasitéhely felismeréd motivumat (5'-GG/CC-3"). A fonalas gombiak egy részére AT
gazdag mitokondridlis genom jellemzé (Hudspeth, 1992), szemben a GC gazdag
nukledris DNS allomédnnyal. Mig Haelll emésztéssel a sejtmagi DNS teljesen
felapr6zodik, addig a mtDNS-ben az enzim csak néhany helyen tud hasitast végezni.
Totdl DNS Haelll emésztését kovetd agardz gélelektroforetikus elvilasztds soran a
sejtmagi eredetli DNS éllomany frontkdzelbe fut, a mitokondridlis DNS pedig az
alkalmazott 4ltalanos DNS molekulastly markerekkel dsszevethetd néhany fragmentum
formajaban jelenik meg. A modszer elénye, hogy nagyszamu izolatum gyors

azonositasat teszi lehetvé.

19.32 kb —

7.74 kb
5.52 kb
4.25 kb
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0.69 kb —

042 kb —

2. abra
A. carbonarius izolatumok Haelll-mal emésztett mtDNS-ét mutatja. M: A-pUC Mix
DNS molekulasily marker (Fermentas); 1: IMI 016136 (1a mtDNS tipus); 2: ETH 8969
(1b mtDNS tipus); 3: IN7 (2. mtDNS tipus)
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A vizsgélt 15 izoldtum mtDNS RFLP mintézat alapjan (2. abra) két csoportba volt
sorolhaté (mtDNS 1. és 2. tipus), mely korrelaciét mutatott a sejtmagi rDNS RFLP
mintazatok alapjéan kialakitott I. és II. csoportokkal. A 2. mtDNS RFLP csoportot itt is
az IN7 nevil izoldtum képviselte. Az 1. mtDNS csoportba sorolt izoldtumok RFLP
mintdzatai nem mutattak teljes azonossagot. Kozottiik kis eltéréseket lehetett felfedezni,
mely alapjan az 1. csoporton beliil 1a és 1b altipusokat kiilsnboztettiink meg (2. 4bra).
Az eredményeket a II. tabldzat mutatja. A kiilonb6z6 mtDNS RFLP csoportok
létjogosultsagat RAPD-PCR modszerével is alatamasztottuk. Szamos primerrel végzett
reakcido eredményeként az 1. és 2. mtDNS tipusok mindig jol elkiilonitheték voltak

egymastol (3. abra).

M1 M2 K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

.

3. abra
A. carbonarius izolatumok RAPD-PCR mint4zatai. Primerként az Operon kit OPC-01
dekamer-jét hasznaltuk. M1: 100 bp-os DNS létra molekulasily marker (Sigma); M2: A
-EcoT141 DNS molekulasily marker (Amersham); 1: NRRL 67; 2: Haren; 3: IN7; 4:
ETH 8969; 5: IMI 041875; 6: 1.4.29; 7: Isr 1.1.1; 8: M 1.4.1; 9: CBS 111.26; 10: N/2;
11: N/1; 12: 0465; 13: IMI 016136
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A késbbbiek soran Osman (1987) modszerével izolalt mitokondriumbdl tisztitott

mtDNS-el dolgoztunk, és t6bb restrikciés enzim (EcoRI, EcoRV, Pstl, Kpnl, Xhol

BamHI, ill. Hhal) (4. abra) alkalmazasaval igazoltuk a mtDNS-nek a fentiekben

megadott tipusokba sorolasanak valddisagat.

1.15
0.92

0.69

0.42

kb

kb
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kb
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2345 6M7 8 9101112M 13 1415 16 17 18

4. abra

A. carbonarius izolatumok izolalt mtDNS-ének szamos enzimmel tortént emésztésekor
kapott RFLP mintazata. M: A-pUC mix DNS molekulasuly marker (Fermentas); 1-6: az
IMI 016136 t6rzs (1a mtDNS tipus) emésztési mintdzatati (1) EcoR], (2) EcoRV, (3)
Pstl, (4) Kpnl, (5) Xhol és (6) BamHI; 7-12: az Isr 1.1.1 izoldtum (1b mtDNS tipus)
emésztési mintazatati (7) EcoRl, (8) EcoRV, (9) Pstl, (10) Kpnl, (11) Xhol és (12)
BamHI; 13-18: az IN7 torzs (2. mtDNS tipus) emésztési mintazatai (13) EcoRlI, (14)

Hhal, (15) Pstl, (16) Kpnl, (17) Xhol és (18) BamHI,
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A mitokondrialis genomok hozzavetdleges méretét a kiilonbozé enzimekkel tortént
emésztések soran kapott RFLP fragmentadatokbdl gélanalizdlé szoftver segitségével
hataroztuk meg. A valds értékekrdl csak akkor nyertiink adatokat, amikor késébb
megszerkesztettik a harom mtDNS tipus (la, 1b és 2) részletes fizikai térképét. Igy a
mitokondridlis genomok tényleges mérete 62,0 kb (1a), 63,1 kb (1b) és 43,3 kb-nak
bizonyult tipusonként. A mitokondrialis DNS meérete az addig tanulméanyozott fekete
Aspergillusokhoz viszonyitva (az 4. niger fajaggregatum tagjai) jelent6sen nagyobb. Az
A. niger komplex tagjainak tulnyomé része 30-33 kb méretli, az 4. carbonarius
izolatumok mtDNS-e pedig ehhez viszonyitva 10-t6] akar 30 kb tobblettel rendelkezik.
Ez a szignifikans, j6l koriilirhato eltérés felkeltette érdeklédésiinket, és a tovabbiakban
figyelmiink a mitokondridlis genom felé iranyult. Elsésorban magyarazatot szerettiink
volna adni az 4. niger fajaggregitum tagjainak mtDNS-éhez viszonyitott néha kétszer
akkora genomméret okdra, valamint arra is, hogy az 4. carbonarius fajon beliil a
mitokondrialis genomok eltér6 mérete (la, 1b, 2 tipusok esetében) mire vezethetd
vissza. Kérdéseink megvalaszolasara elkészitettikk a harom eltérd tipusi mtDNS fizikai

és funkcionalis térképét. Az eredményeket az S. abra mutatja.

5. abra (Isd. 38. oldal)

a., Az 1a mtDNS tipus (IMI 016136) fizikai és funkciondlis térképe. b., Az 1b mtDNS
tipus (Isr 1.1.1) fizikai és funkcionalis térképe. ¢., A 2. mtDNS tipus (IN7) fizikai és
funkcionalis térképe. E: EcoRI; V: EcoRV; P: PstI; K: Kpnl; X: Xhol; B: BamHI; H:

Hhal; h: Hincll; "a": 391 bp Hincll-BamHI fragmentum, mely a cox2 els6 exonjat
kddolja; "A": 508 bp Hincll fragmentum, mely a cox2 els6 exonjat, valamint a 221 bp-
jatol a cox2 elsé intronjat kédolja; "B": 540 bp Hincll fragmentum, a cox2 els6
intronjanak szekvenciafolytatasa; "C": 308 bp Hincll-BamHI fragmentum a cox2 elsd

intronjanak 3' vége; A6: 300 bp-os részlete a ndh2 génnek (Hauswirth és mtsi, 1987); A

nyilak a jelolt fragmentumok bizonytalan sorrendjét jelolik.
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5. abra
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A restrikcios térképezéshez olyan modszert fejlesztettiink ki, mely alkalmas volt a
nagyméreti mtDNS-ek egyszerl és gyors térképezésére. Az la és 1b tipusi mtDNS
fizikai térképe az EcoRIl, EcoRV, Pstl, Kpnl, Xhol és a BamHI, a 2. tipusi mtDNS
térképe az EcoRl, Hhal, Pstl, Kpnl, Xhol és a BamHI restrikciés enzimek
hasitohelyeirdl késziiltek. A restrikcios térképeket dsszehasonlitva, az 1a és 1b térképe
egy kis régio kivételével azonosnak mutatkozott. Az eltérést hordozd régid jol
lokalizalhat6 az 1a DNS 5Sc jelzésti BamHI fragmentumara (B5c), illetve az 1b DNS 4.
fragmentumara (B4). A tovabbiakban ezen régio6 részletes analizisével foglalkoztunk. A
BSc és B4 fragmentumokat pBluescript SK (pSK) vektorba klonoztuk BamHI helyre,
majd az inszert DNS Hincll szubklonozéasat hajtottuk végre. A Hincll restrikcids
endonukleaz mutatkozott egyediil alkalmasnak, hogy az la és 1b kozott megfigyelhetod

eltérést a legkisebb DNS régidra szilikitse (6. abra).

425 kb —
328 kb —

232 kb —
1.88 kb —

149 kb —
1.15 kb —
092 kb —
0.69 kb —

LIt E

042 kb —

6. abra
Az 1a mtDNS tipus B5c jelli fragmentuma és az 1b mtDNS tipus B4 jelli fragmentuma
pSK klénjainak BamHI/Hincll kettésemésztést koveté RFLP mintdzata. M: A-pUC Mix
DNS molekulasuly marker (Fermentas); 1: az 1btipus B4 fragmentuménak pSK klénja;

2: az la tipus B5c fragmentumanak pSK klonja
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Az 5. abran ezeket a régiokat a térképek alatt felnagyitva kivetitettilk. Az la-ban a
kérdéses legkisebb fragmentumot "a"-val jeldltiik, az 1b mtDNS térképén pedig "A",
"B" és "C"-vel. A fragmentumok méretét és klénozohelyét a III. tablazat mutatja be. A
késobbiek soran ezen fragmentumokat megszekvenaltuk és  adatbankok
szekvenciaeredményeivel 6sszehasonlitottuk. (Az "a" fragment szekvencidja a National
Center for Biotechnology Information [NCBI] on-line service adatbankban az
AF051833 azonositd szamon, az "A, B, C" fragmentumok szekvencidja pedig az

AF059605 szamon kérhetd le.)

I11. tablazat
"a" fragment "A" fragment "B" fragment "C" fragment
391 bp 508 bp 540 bp 308 bp
BamHI/Hincll Hincll Hincll BamHI/Hincll

Az adatbankokkal tortént szekvenciadsszehasonlitdsok soran fény deriilt ezen régidk
funkcionalis szervezddésére. Az 1a mtDNS-bdl szarmazo6 "a" fragmentum az 57. bp-tél
kezdddoen (ATG start kodon) a citokrém oxiddz masodik alegységét kddolo gén (cox2)
exonalis szekvencidjat tartalmazza. Az 1b-bél szarmazé "A" fragmentum a 287.
nukleotidig teljes homoldgiat mutat az "a" jelii rokondval, azaz a cox2 gén elsd exonjat
hordozza. A 287. bp-t6l kezdodben tortént valtozas az "a"-hoz képest. Az dsszehasonlito
elemzések alapjan az "A" fragmentum 287. bp-jatél a "B" és "C" fragmentumokon
keresztiil egy I. tipust intront azonositottunk, mely GIY-YIG motivumot hordozé

endonukledz tipusi ORF-et kodol (7. abra).

7. abra (Isd.41. oldal)
a., Arajza"a" és "A" jeli régiok felépitését és homoldgia viszonyait szemlélteti. start:
a cox2 gén start kodonja, sziirke savok: a "a" és "A" régidk 100%-os homoldgiat mutatd

részei. b., Az "a" és "A", "B","C" régidk nukleotidszekvenciaja.



7. abra
"a" régio >
cox2 exon
start
_—l
0 57 391 bp
Hincll BamHI
|'A'| régié llBl', 'lcll
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1b mtDNS
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57 287 508 b
Hincll

"a" regidja

10 20 30 40 50

| | | | |
GTTGACTAAA TTGGACTAGC TATAAAAATA AATGAATATC TTATATAAAT
ATATAAATGT TTTTAGATAT ATTAAAAGGA CATATACTAT TGGATGCTCA
TACTCCTTGA GGAGTATTCT TCCAAGATAA TGCTTCACCT CAAATGGAAG
GAATAGAAGA ATTACATAAT AATATTATGT TTTATTTAGC TATTATTTTA
TTCACAGTTA CATGAATGAT GATAATAATT ATAAAAAATT TTGTAGCAAC
TAAATCTCCT ATTGCTCACA AATATATGAA TCACGGTACA TTAATAGAAT
TAATATGAAC AATTACACCT GCGTTTATAT TAATATTAAT TGCATTCCCT
TCATTCAAAT TATTATATTT AATGGATGAA GTTATGGATC C

npn, wpw wgw régiéja

10 20 30 40 50

| | | | |
GTCGACTAAA TTGGACTAGC TATAAAAATA AATGAATATC TTATATAAAT
ATATAAATGT TTTTAGATAT ATTAAAAGGA CATATACTAT TGGATGCTCC
TACTCCTTGA GGAGTATTCT TCCAAGATAA TGCTTCACCT CAAATGGAAG
GAATAGAAGA ATTACATAAT AATATTATGT TTTATTTAGC TATTATTTTA
TTCACAGTTA CATGAATGAT GATAATAATT ATAAAAAATT TTGTAGCAAC
TAARATCTCCT ATTGCTCACA AATATATGAA TCACGGTAGA GATGTGCCTA
TTCAAAAGTG TTCTAAGTTT AATATTAATA ATAATACTTT TTTAAAAAGT
AAAATGTACA TTCCTTTACG TACTTATACT ACTTTACCCG GTAATCTTTT
AGACAAGAAT AATAATAATA TAAATTATGT TAAATTTTAT GAAGATGCTT
ATGAAATGAG AAAAGACATC TTAAAAGAAA ATAAAGCAARA ATCGGGTATT
TATATGTTAC TAATAAATTA ACAAATGAAT ATATATATTG GACAGTCTAT
TGATATATCG AAAAGGTTTC GAAATTACTT TAATCTTAGT TATTTAAAAA
GTAAAGATAG TTATATAATA AGTAGGGGCT TAATTAAGTA CGGATATTCT
AATTTTTCTG TTACGATATT AGAATATTGT GATATATCTG ATTTAACTTT
AAGAGAACAA TACTACTTTG ATAAATTTAA TCCACAATAT AATATATTAA
AAGTAGCAGG TAGTTCTCGG AATTTTAAGC ATTATGAAAA GACTAAAACT
AAAATTAGTA AGTCTTTAAA AGGAATTTAT GTAAAAGAGA AGTCAGCTTT
ATTTGGTCGT TTTCATACAG AAAGAACTAA AAAACTGATG AGTTTAAAAA
AAAARAAATGG AARATAATCC TTTGTTTGGA AAAAACTCCA TAGTTGAATA
TACTATAGAG TTTGATGAAA CAAAAGGCAT TAGGTTAGAA TTACATTCCG
AAGGGAAACT AATTTAAAAA ATGAGTGCTA TAATTGGGAA ATCCTGTTAA
CATTTATGAA AAGTGTCTTC ACAACACTTT AAATTAATAG GTAGTTTTGT
TTCAGCTAGA AGAGCTGGAA AATTTTTAGA TATAAGTGGA AGTACTGTAA
TAAAATATAT GAGATCAGGT GAAATATTTA AAGAAAGATA TAAATTTTCA
TCCAAATAAA CTTAGAAAAA CTATGAATAA AATTCACTAT ATGCTGGAAA
CTCCTAAAGC CTTAAATACT ATATTATTAG TGACAATTTT AATGGATGTA
ACAATGGACA ATCAGCAGGA AACCAACGGA TACTTACATG TATCTTAGTA
GGATCC

-»
p

41
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Az la és 1b tipusu mitokondridlis genomok kozott tapasztalt 1,1 kb méreteltérés tehat
'egy L. tipusi intron opciondlis jelenlétére vezethetd vissza. A valtozas bekdvetkezésének
sorrendjét, illetve eredetét nem tudjuk megallapitani, hiszen a valtozast vagy az la
mitokondrium vizsgalt cox2 régidjat érintd intron inszercidja (ezzel létrehozva az 1b
tipust), vagy pedig az 1b mitokondrium cox2 génjének elsé intronjanak elvesztése
okozta. Az I. és II. tipusu intronok mobilitasara vonatkozé eddigi ismereteink mindkét
eseményt egyarant valoszinlisitik (Dujon, 1989; Cech, 1990; Lambowitz és Belfort,
1993).

A 2. tipusu mitokondridlis genom, elézéekhez viszonyitott, majd 20 kb-os kisebb
méretére magyarazatot csak kozvetett bizonyitékokkal szereztiink. Ezek az la és 1b
mtDNS-bol szdrmazd szekvenciaeredmények ismeretében készitett génprébakkal
végzett hibridizacios kisérleteken alapulnak. A hibridizacids kisérletek intronalis és
intergénikus szekvencidkat hordozé DNS prébéakkal torténtek. Intronalis probaként az
1b 540 bp-os "B" jeli Hincll fragmentjét hasznaltuk. Intergénikus probaként pedig a
ndh4l és ndh5 (NADH dehidrogené.z 4] és 5. alegysége) gének kozott szekvenalads soran
feltart 596 bp-os intergénikus régiot alkalmaztuk. A 2. tipust képviselé IN7 izolatum
mitokondrialis DNS-e a rendelkezésiinkre all6 intronalis, illetve intergénikus probak
egyikével sem adott pozitiv reakciét. Kozvetett bizonyitékok alapjan feltételezziik, hogy
a mintegy 20 kb méreteltérést eltérd introntartalom és eltérd intergénikus szervezdédés
okozza. |

A. nidulans mtDNS-b6l, illetve 4. carbonarius mitokondridlis genombdl szarmazd
génprébak segitségével funkcionalis térképeket hoztunk létre (5. abra), valaszt adva arra
a kérdésre, hogy a kiilonboz6 RFLP mintdzat vajon a mitokondridlis DNS eltérd
organizacidjat takarja-e? Az A. nidulans mitokondriumabdl szarmazé génprobakat a
szakirodalomban kozzé tett restrikciés és funkciondlis térképek felhasznaldsdval a
hivatkozott A. nidulans izolatumbdl készitettik el. Az A. carbonarius eredetii
génprobakat pedig sajat szekvenciaadataink alapjan hoztunk létre (ndhdl, ndhS). A

funkcionalis térképek felbontasit korlitozta részben a restrikcids térkép helyenkénti
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részlet szegénysége, mas részt pedig az A. nidulansbdl szairmazé génprobak komplex
volta (egyes probak kett6-harom gént is hordoznak). Néhany egyedi génprobét az A.
nidulans esetén ugy hoztunk létre (atp6, atp9), hogy az adott gén adatbankbol szarmazo
szekvencigjarol tervezve PCR reakcid szamara primereket szintetizéltattunk, s a
kérdéses gént a hivatkozott torzs mtDNS-én végrehajtott PCR reakcidval
felamplifikaltuk, pSK vektorba klénoztuk, s az inszertet megjeldltik. A 4. abran
bemutatott harom eltérd tipusi mtDNS génsorrendje a felbontas adott szintjén
azonosnak tlnik, de géntartalom tekintetében eltéréseket fedezhetiink fel. Az A6 jeld
génproba, mely a ndh2 gén mintegy 300 bp-os részletét tartalmazza (Hauswirth és mtsi,
1987) a harom kiilonb6z6 mtDNS esetében eltérd eléfordulast mutat. Az 1a és 2. tipusu
mtDNS tartalmazza az A6-ot, az 1b pedig nem. A ndh2 gén "maradék" szekvenciai nem
hibridizaltak egyik mitokondrialis genomhoz sem. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
NADH dehidrogenaz masodik alegységét kodoldé gén az A. carbonarius izolatumok
mitokondridlis genomjabdl "tavozofélben" van. Esetiinkben tehat egy ismert evolicids
esemény szemtanuii lehetiink, miszerint bizonyos funkciondlis gének eltlinnek a

mitokondrialis DNS-bdl, s szerepiiket magi gének veszik 4t (Hudspeth, 1992).
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5.1.2. A mitokondridlis genom és a nuklearis rDNS polimorfizmus vizsgalata A.

Japonicus faj izolatumai korében.

Az A. japonicus fajon beliil mintegy 50, eltéré foldrajzi teriiletekrdl szdrmazé egyedi
izolatum (I. tablazat) nukledris rDNS és mtDNS polimorfizmusat vizsgaltam, az A.

carbonarius izolatumoknal fent bemutatott modszerekkel.

IV. tablazat

A. japonicus és A. | mtDNS | rDNS | 4. japonicus és A. | mtDNS | rDNS
aculeatus torzsek | tipusa tipusa | aculeatus torzsek | tipusa tipusa
izolacids szama izolacids szama

1126 1 I IN10 2 I
340 1 I No55 3 I
327 1 I 422 3 1
INS 1 I 426 3 I
IN12 1 I 427 3 I
IN13 1 I 443 3 I
IN14 1 I KF3 3 I
IN15 1 I IN6 3 I
IN16 1 I INS8 3 I
IN17 1 I IN9 3 I
IN30 1 I IN18 3 I
KF2 1 I FR.1.2.1 4 I
KF5 1 I FR.1.2.2 4 1
KE02 1 I JP02 4 I
Zebra 1 I JPO6 4 I
M.1.3.1 1 I JPO8 4 I
In.2.1.15 1 I JP0O9 4 |
1.4.32 1 I JP14 4 I
1.7A.5 1 I 557 5 I
1.7A.6 1 I 558 5 I
1.5A.11 1 I 564 6 I
JPO1 1 I No57 7 I
JPO3 1 I IN19 7 I
JP04 1 I 419 ] I
JPO7 1 I 440 8 I
JP10 1 I

JP12 1 I

Sejtmagi rDNS polimorfizmust az 52 vizsgalt izolatum nem mutatott, minden esetben
azonos RFLP mintazatot kaptunk (még a 7. csoportot reprezentald A. japonicus var.

aculeatus izolatumok esetében is). Az A. japonicus var. aculeatus fajt késdbb A.
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aculeatus-ként kiilonitették el. Az eredményeket a 8. abra és a IV. tdblazat foglalja

Ossze.

M1 2 3 45 6

23.1 kb —@§
94 kb —
65 kb —
43 kb —
23 kb —
20 kb —
0.56 kb —=

8. abra
Az A. japonicus és A. japonicus var. aculeatus izolatumok sejtmagi rDNS RFLP
mintdzatat mutatja. Az abran totdl DNS Smal emésztését kovetéen pMN1 probaval
tortént hibridizacio eredménye lathato. M: HindIlI-al emésztett A DNS molekulasily
marker (Amersham); 1: IMI119894; 2: Fr.1.2.1; 3: 558; 4: IN19; 5: 419; 6: CBS 172.66

A mitokondridlis DNS vizsgélatakor azonban gazdag polimorfizmust detektaltunk, mely
alapjan az izoldtumok 8 mtDNS RFLP csoportba voltak sorolhatok (IV. tablazat, 9.
abra). A mitokondrialis genomok méretei S0 és 60 kb kozottinek bizonyultak elézetes

becslés alapjan.
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M1 2 3 4 5 6 7 8M

19.32

7.74
5.52

4.25
3.28
2.69

2.32

1.88
1.49

L.15
0.92

0.69

0.42

9. abra
A. japonicus izolatumok mtDNS-ének Haelll emésztett RFLP mintdzatai. M: A-pUC

Mix DNS molekulasily marker (Fermentas); 1: IMI 119894; 2: IN10; 3: 427; 4:
Fr.1.2.1; 5: 557; 6: 564; 7: CBS 172.66; 8: 440

A kiilonbozé mtDNS tipusokat csoportonként eltér6 szamu izoldtum képviselte, mely a
természetben is meglevd eléforduldsi gyakorisdg viszonyait tiikrézi. Az izolatumok
z6me az 1. mtDNS tipust képviselte, bar egészen tavoli foldrajzi teriiletekrdl szarmaztak
(I. és IV. tablazat), s bizonyos tipusokhoz csak egy (2., 6., 8. tipus) illetve kettd (5.
tipus) izolatum volt rendelhetd. A kiilonb6zd mtDNS RFLP csoportok létjogosultsagat
RAPD-PCR moédszerévek is aldtdmasztottuk. Szamos primerrel végzett reakcio

eredményeként a kiilonbzé mtDNS tipusok mindig jol elkiilonithetdk voltak egymastol

(10. 4bra).
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10. abra

A. japonicus és A. japonicus var. aculeatus izolatumok RAPD-PCR RFLP mintazatai.
A PCR reakcioban primerként az Operon kit OPC-02 dekamer-jét hasznaltuk. M: DNS
molekulastuly marker IIT (Boehringer Mannheim); K: kontrol reakcié; N1 és N2: 4.
tiibingensis IMI 172296 és CBS 120.49, kiils6 kontrollok; 1: Zebra; 2: 1.7A.6; 3:
1.7A.5; 4: 1.4.32; 5: KE02; 6: KFS5; 7: KF2; 8: In.2.1.15; 9: M.1.3.1; 10: IN30; 11:
IN17; 12: IN16; 13: IN15; 14: IN14; 15: IN13; 16: IN12; 17: INS; 18: 340; 19: 327; 20:
IMI119894; 21: 564; 22: 558; 23: 557; 24: Fr.1.2.1; 25: Fr.1.2.2; 26: IN10; 27: CBS
172.66; 28: IN19; 29: 419; 30: KF3; 31: CBS 114.51; 32: IN18; 33: IN9; 34: INS; 35:
ING; 36: 443; 37: 426; 38: 422; 39: 427
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5.2. Mitokondrium transzmisszié, mitokondrialis rekombinacié értelmezése

A mitokondriumok transzmisszidjara iranyul6 kisérleteink elézményeként az A.
niger fajaggregdtum torzsei kozott protoplasztfGzioval megvaldsitott intra- és
interspecifikus mitokondrium atviteli kisérletek tapasztalatai (Kevei és mtsi, 1997)
szolgaltak. Az interspecifikus mitokondrium transzmisszids kisérletek soran a kozel
rokon A. tibingensis torzsekbe sikerrel vittiikk 4t a donor 4. niger oligomycin rezisztens
mitokondriumat, de tavolabbi rokoni kérhoz tartozd A. japonicus, és A. carbonarius
izolatumokba a transzmisszié sikertelen volt.

Az A. japonicus mtDNS 1. tipust reprezentald fehér konidiumszinii lizin
auxotrof térzsébol (1287) mitokondrialis oligomycin rezisztens (oliR) mutanst sikeriilt
izolalnunk (12870R), mely lehetdvé tette az 4. japonicus faj esetében is a széleskorii
mitokondrium transzmissziés kisérletek megvaldsitasat. Ennek az oligomycin
rezisztencia markernek protoplasztfuzié moédszerével torténd atvitelét minden eddig
vizsgalt mtDNS RFLP osztilyt reprezentilé torzsbe megkiséreltiik, megfelelo
szelekcids koériilmények kozott. Célunk kettds volt. Egyrészt azt kivantuk megallapitani,
hogy az életképes utédokat eredményez6é mitokondrium transzmisszié milyen hatarok
kozott valdsithatd meg olyan torzsek kozott, amelyeket sejtmagi komplementacio
szempontjabdl a teljes inkompatibilitas jellemez, masrészt a létrejott mitokondrium-
hibridekben lezajlé rekombinacids események molekularis szintdi torténéseinek
magyarazatat kivantuk megadni, a rekombindns utédok mtDNS fizikai térképeinek
sziilokkel torténé Osszehasonlitasival, tovabba a valtozdst magaban foglalo régiok
szekvencia-szintli 6sszehasonlitasaval.

Protoplasztfizié segitségével mitokondrium 4tvitelt valdsitottunk meg
kiilonb6z6 mtDNS RFLP csoportokhoz tartozé egy-egy torzs felhasznalasdval. A
mitokondrium transzmisszié mindig egyiranyu volt, az 4tvitel soran donor partnerként
minden esetben az 1. mtDNS tipus\, oligomycin rezisztenciat mitokondridlisan hordozé

12870R térzs szerepelt. A recipiensek a kiilonbdz6 mtDNS RFLP osztalyt reprezentalé
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szenzitiv, prototr6f izolatumok voltak (V. tablazat). A protoplasztfuziot kovetd
szelekcios koriilmények (oligomycint tartalmazé minimadl téptalaj) miatt a szenzitiv

torzsek markerezése mell6zheto volt.

V. tablazat

Mitokondrium
atviteli kisérletekben | Torzsek eredete Izolatum eredete mtDNS
alkalmazott térzsek tipusa
azonosito szamai

1287 lys— white IMI 119894 mutagenezis 1
12870R Kevei F. szelekci 1287-bdl 1
IN10 " India 2
427 J. H. Croft Marokko 3
Fr.1.2.1 B. Megnegneau Franciaorszag 4
557 J.H.Croft Ausztralia 5
564 " % 6
IN19 Kevei F. India 7
440 Szegedi M. Ausztralia 8

A megvaldsitott transzmisszids kisérletek a donor és recipiens torzsek kozt a mtDNS
restrikciés mintazatira nézve rekombinans és egyszeri un. "szubsztiticios" jellegli
klénokat eredményeztek. Azaz fizidt kovetden oliR regeneralt utédok mtDNS RFLP
mintazatat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy rekombindns (midkét sziiloi
mintazattdl eltéré) mtDNS profillal jellemezhetd torzsek mellett nagy gyakorisaggal
olyan utédok izolalhatok, amelyek a donor oliR mitokondriumara jellemz6 RFLP
mintazatot mutatjak (ezeket nevezziik helyettesitett, vagy szubsztiticios utédoknak). A
mitokondrium helyettesités az 4. niger fajaggregatum izolatumai kozotti mitokondrium
transzmisszid soran igen ritka, 1% alatti gyakorisagi eseménynek szamitott (Kevei és
mtsi, 1997; T6th és mtsi, 1998). A mitokondrium transzmisszids kisérletek eredményét

a VI. tablazat 6sszegzi.
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VI. tablazat

mitokondrium | rezisztens valodi rekombinans donor mtDNS-ét
transzmisszié | regeneralt | rekombinans | tipusokat képviseld hordoz6
iranya utodok utédok egyedi izolatumok szubsztiticios
szama aranya (%) (l4sd 1.4bra) utdédok szama (%)

152 118 0 - 100

1-3 52 22 3.120; 3.127 78

1—>4 120 100 4.01; 4.14; 4.33; 4.35 0

15 10 20 5.01; 5.06 80

1-6 132 0 - 100

17 0 = - -

158 4 0 - 100

A kisérletek soran alkalmazott sziil6i partnerek és az §sszes valdodi rekombinans utod

mtDNS RFLP mintazatat a 11. abra szemlélteti.

19.32 kb
P ~ S S Y
5.52 kb - . =8 . B
4.25 kb el - |
- -
v Sy [ -
3.28 kb b
2.69 kb a5

o 9 ww

- e -

1.15 kb
0.92 kb

0.69 kb

0.42 kb

11. abra
Az V. tablazatban feltiintetett sziil6i és a VI. tablazatban felsorolt valédi rekombinans
mitokondriummal rendelkez6 utodok mtDNS-ének EcoRV enzimmel tortént
emésztésével kapott RFLP képet mutatja be. M: A-pUC Mix DNS molekulasuly marker
(Fermentas), 1: CBS 172.66, 2: IN10, 3: 440, 4: 564, 5: 557, 6: 427, 7: Fr.1.2.1, 8:
12870R, 9: 3.120, 10: 3.127, 11: 4.33, 12: 4.35, 13: 4.01, 14: 4.14, 15: 5.01, 16: 5.06




51

A kisérleti eredményeket Osszefoglald VI. tiblazatban feltiintettilk a protoplasztfizié
utdn regenerdlodott rezisztens utédok szamat. Lathatjuk, hogy a kiilonbozd
térzsparokkal elvégzett protoplasztfiiziokbdl akar egy nagysagrendben eltérdé szamban
kaptunk rezisztens utédot. Ennek okat jelenleg nem ismerjiik, de a protoplasztfiiziokat
megismételve a gyakorisagok ujra a fenti értékeknek feleltek meg, igy kizartuk annak a
lehetoségét, hogy esetleges technikai okok kovetkeztében kaptunk alacsony szamu
rezisztens utddot.
Az A. japonicus 152, 156 és 158 mtDNS RFLP osztalyok k6zotti mitokondrium
atvitel utédainak 100%-a szubsztiticios torzs volt (V1. tablazat), azaz recipiens sejtmagi
hattér mellett az oliR donor mitokondrium RFLP mintazata jelent meg.
Az 153 és az 155 mtDNS RFLP csoportok k6zotti mitokondrium transzfer utdodainak
kisebb hanyada volt valédi rekombinans utdd volt, amelyek gyakran tobbféle mtDNS
RFLP mintizatot mutatnak (11. abra, VI. tablazat). Az utédok nagyobb hianyada
azonban helyettesitett donor RFLP-jii mitokondrium hordozénak bizonyult.
Az 14 mtDNS tipusok kozotti transzmisszi6 utédainak 100%-a valddi
rekombinansnak bizonyult, melyek négyféle mtDNS RFLP mintdzatot mutattak (11.
abra, VI. tablazat).
A 7. mtDNS csoportot képviselo izolatumok kiilondllo fajnak (Aspergillus aculeatus)
tekinthetok. A transzmisszids kisérletek (1—7) ezekkel a térzsekkel nem adtak pozitiv
eredményt, azaz egyéb A. japonicus torzsektdl eltérd molekuldris jellegek mellett
(Hamari és mtsi, 1997) az extrakromoszomalis elemek kozti inkompatibilitas is
indokolja a kiilén fajba torténd besorolasukat.

A transzmissziot koévetd mtDNS rekombindcio értelmezése céljabol
kivalasztottunk egy, az 1—4 csoport kozétt lezajlé mitokondrium atvitelbdl szarmazo
rekombinans utédot (4.33 jelli izolatum), és elkészitettilk a két sziilivel egyiitt azok

fizikai térképét (12. 4bra).
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12. abra
donor (12870%)
1287 cox1-iB
= o %qm,lgzg = e ms _cob_
1 “5c15a‘7‘4c 4b 4aoLb‘6‘ 3
— Jiwl\, | R L ,J, 11, -
3 ‘10‘«»‘ 2 | & | 1 8 ‘
U ] | b
rekombinans (4.33)
4.33 cox1-iC
4.314:0)(:1—&5
4.33 cob-i1
e ’:Q&i = naha "5 ___ms cob
‘ - e — 7 — e
E 2 l 4 1 JGb GcB‘Sa 5bo‘-05co‘-o6a177 3
PN L | l il
} [ I N
V 10k 8 5 (9| 4 |70 3 |[1e 2 | 4a 1 6 |
recipiens (Fr.1.2.1)
. 4.33 cox1-iC
_nats_433 obt .
s .  pow) ___ cob e
2 7 9 5b 3 | 4 1 6 T8 5a
Vv - ‘ | T T T { T [ _— HV
‘ N 8a ‘ 2 3a 5 4a | 8b 3b 6 4b 9 1
g ] | I I Y ' I
m 1 kb
12. abra

A donor (12870R), a 4.33 rekombinans utdd és a recipiens (Fr.1.2.1) torzsek mtDNS-
ének két enzimmel létrehozott fizikai térképét mutatja be. E: EcoRI, V: EcoRV.
Sotétitett fragmentumok: a rekombinéciés események altal érintett régiok. Sotét csikok:
az adott génproba altal lefedett teriilet. Ures csikok: intronpréba altal lefedett teriilet.

A fizikai térképek Osszehasonlitasaval valodsziniisiteni tudtuk, hogy a fuziét kdvetoen
alapvetéen a donor mitokondriuma szelektalodik ki a recipiens mitokondrialis DNS-
ének egy-egy szekvencia-részletével médosulva. A térképek alapjan a donorhoz képest a
rekombinians mtDNS-ében bekdvetkezett modosulasokat lokalizaltuk, klénoztuk, majd

szekvenaltuk. Két egymastol tavoli régidt érintett a valtozas. Ezek a donor E4d és a Vb
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jeli fragmentjeihez, valamint a rekombinians E4, V9 és a V6-os fragmentjeihez
kapcsolhatdk (a 12. abran ezek a régidk sziirke szinnel vannak kiemelve).

A donor V9b és a rekombinans Vé6-os fragmentek szekvencia-analizise soran (13. abra)
kideriilt, hogy a valtozas a cob génben tortént (14. dbra). A donor cob gén 368.
bazisparja utan egy 1149 bp-os, a recipiens sziil6tol szarmazdé intron épiilt be (1. tipust
intron, ORF-et tartalmaz) a rekombinans utéd mtDNS-ébe (14. dbra). Az intron eredetét
az intronnal, mint DNS prébdval elvégzett hibridizaciés kisérletekkel igazoltuk (az

intront 4.33 cob-il jelzéssel lattuk el).

13. abra (Isd. 54. oldal)
A rekombinaciés események altal érintett cob génnek a donor €s a rekombinéans
' torzsekre jellemz6 szekvenciarészlete.

14. abra (Isd. 55. oldal)
A rekombinicids események altal érintett szekvenciaadatok értelmezése a donor és a
rekombinéns torzsek analég mtDNS régidin. Az dbra a recipiens eredeti intron cob
génbe torténd inszertalédasat mutatja be.



13. abra
Cob régio

donor V9b fragmentum rekombinans V6 fragmentum
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
ECORV | | | | | | EcCoRV | | | | | |
1 GATATCCAAT AGAGCAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAAT AGGACTATTT TTTGATGAAC 1 GATATCCAAT AGAGCAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAAT AGGACTATTT TTTGATGAAC
61 GGCCAATAAA TAGAGATTTT AATATAGAAT ATGAACAAAC TAGAGATCCA TTGTTTGAAT 61 GGCCAATAAA TAGAGATTTT AATATAGAAT ATGAACAAAC TAGAGATCCA TTGTTTGAAT
121 TTGTATCACG ACCAACAATT AATATACAAG AAGCTTATTT TAACAATCTA GATTATATAA 121 TTGTATCACG ACCAACAATT AATATACAAG AAGCTTATTT TAACAATCTA GATTATATAA
181 ATGATCTTAA TTTTGGTAAT TATTATTATT TTTTGTTTAA TGGATTCTCA ATAAATAGAA 181 ATGATCTTAA TTTTGGTAAT TATTATTATT TTTTGTTTAA TGGATTCTCA ATAAATAGAA
241 TTTATAGATT TGAAGAAATA GATAGAGTAC CTGCTAATAT TAATAATAAT AATAACAACA 241 TTTATAGATT TGAAGAAATA GATAGAGTAC CTGCTAATAT TAATAATAAT AATAACAACA
301 ATAATAATAA CAATAATAAT AATAGCAATC CAGAAGTTAA TAACCCGCAA CATAATAATT 301 ATAATAATAA CAATAATAAT AATAGCAATC CAGAAGTTAA TAACCCGCAA CATAATAATT
361 CAGAACTTAA TTTAAATAGT AATAACTTAG AAATTAATTT GAATAATAAT GGACAATCTA 361 CAGAACTTAA TTTAAATAGT AATAACTTAG AAATTAATTT GAATAATAAT GGACAATCTA
421 TAGCAGGTAC TAATATGTTA AATAATAATC CTAACAATTT AGAATCTAAC TCGAGTTTGG 421 TAGCAGGTAC TAATATGTTA AATAATAATC CTAACAATTT AGAATCTAAC TCGAGTTTGG
481 GTGAARATAGT TAGAAATTCA ACACCTGATT TGAGTGATTG CTCAACAGTA TCAGAACAAT 481 GTGAAATAGT TAGAAATTCA ACACCTGATT TGAGTGATTG CTCAACAGTA TCAGAACAAT
541 CAGTGTTAGA CCCTGGGCAT TTTTCAGATA TAGCGTCAGT AATTTCCGAG ATATTAAGTA 541 CAGTGTTAGA CCCTGGGCAT TTTTCAGATA TAGCGTCAGT AATTTCCGAG ATATTAAGTA
601 ATTTTTAATA TTATTTTAGG GGTAGAATAA AATTAAGTAA TTTTTAATCT TATTTTAGGG 601 ATTTTTAATA TTATTTTAGG GGTAGAATAA AATTAAGTAA TTTTTAATCT TATTTTAGGG
661 GTAGGATAAT ATTAAAAATT TAAATTTAGT TTATTAATGA TTAAAGACTA GAAACATAAA 661 GTAGGATAAT ATTAAAAATT TAAATTTAGT TTATTAATGA TTAAAGACTA GAAACATAAA
721 AAARAAAARA TAAAAACAAA AAATAAAATA AGAATCAGAT AAATGTTAAT AGTGAACTAA 721 AAAAAAAAAA TAAAAACAAA AAATAAAATA AGAATCAGAT AAATGTTAAT AGTGAACTAA
781 AAAAAAAAARA ATTTTTTTTT TATTTCACAT GAGAATTTTA AAAAGTCATC CTTTATTARA 781 AAAAAAAAAA ATTTTTTTTT TATTTCACAT GAGAATTTTA AAAAGTCATC CTTTATTAAA)
841 [GATAGTAAAT TCATATATAA TAGATTCACC ACAACCAGCT AATATTAGTT ATTTATGAAA 841 (GATAGTAAAT TCATATATAA TAGATTCACC ACAACCAGCT AATATTAGTT ATTTATGAAA|
901 |TTTTGGATCT TTATTAGCTT TGTGTTTAGG TATACAAATA GTTACAGGTG TTACATTAGC 901 |TTTTGGATCT TTATTAGCTT TGTGTTTAGG TATACAAATA GTTACAGGTG TTACATTAGC
961 [TATGCATTAT ACACCTAGCG TATTAGAAGC ATTTAATTCA GTAGAACACA TTATGAGAGA 961 |TATGCATTAT ACACCTAGCG TATTAGAAGC ATTTAATTCA GTAGAACACA TTATGAGAGA)
1021 |TGTTAATAAT GGTTGATTAG TACGTTATTT ACATGCTAAT ACAGCTTCAG CTTTCTTCTT 1021 [TGTTAATAAT GGTTGATTAG TACGTTATTT ACATGCTAAT ACAGCTTCAG CTTTCTTCTT
1081 [TTTAGTATAT CTACCCATAG GTAGAGGTTT ATATTATGGT TCATACAAGC ACCCTAGAAC 1081 [TTTAGTATAT CTACCCATAG GTAGAGGTTT ATATTATGGT TCATACAAGC ACCCTAGAAC
1141 |ATTAACTTGA GCTATAGGTA CAGTAATACT TATCGTTATG ATGGCTACAG CTTTCTTGGG 1141 [ATTAACTTGA GCTATAGGTA CAGTAATACT TATCGTTATG ATGGCTANNA ATNTGGGCCA
1201 [ATATGTTTTA CCTTATGGTC AAATGAGTTT ATGAGGTGCA ACAGTTATTA CTAACCTTAT 1201 AATTGACTAA GGATTTTAAA ATTAAATATA CAAAGAATGA TATTTTTTCT GTTTTACCTT
1261 |GAGTGCTATA CCTTGAATAG GTCAAGATAT TGTTGAGTTC ATATGGGGAG GTTTCTCTGT 1261 TTATTAAAGG TAGAACTAAA GCCATACAAA GAATTGGTCC ACATAATAAG GATGTCCTAT
1321 (RAACAATGCA ACTTTAARACA GATTCTTTGC ATTACACTTC TTATTACCTT TTGTATTAGC 1321 CTTTAATAGT ATGTGGAATG TTAGGAGATT GATGAGGTAA TAAAATAAAA GGTAAACAAA
1381 |TGCATTAGTA TTAATGCACT TAATAGCTAT GCACGATACA GTAGGATCAG GAAATCCATT 1381 TAGATAGTGT TAGATTTTGT ATTGAACAAG GTATAAAAAA TTCTGCATAT ATTCATCACC
1441 [AGGAATATCA GGTAACTATG ATAGATTACC ATTTGCACCA TACTTTATAT TTAAAGATTT 1441 TTAACATTAC TTTACATAAT TTAGGTTACT GTTCAACAGT AACACCTAAA TTAATTGTAA
1501 (AGTAACTATA TTTATTTTCT TTATAGTTTT ATCAATATTT GTATTCTTTA TGCCTAATGC 1501 AATCTGAATC AAAAAATAGT AAAAGATTAG ATCAGACATC AATTCGTTAT AACTATAGAT
1561 [ATTAGGAGAC AGTG. Al TT 1561 TAACAACCCA TAGTTTTACT AATCTATTAT GGATATATAA TTCCTTTTAT TACGAAGTAA
1621 |ACCAGAGTGA TATC 1621 ATGGTACTAT AACAAAAAAA GTACCAGATT GAATAGGGGA ATATATAACA CCAATAGGTT
B 1681 TAGCTCATTG AATTATGCAA GACGGGTCAA GACAAAAAARA TCAAGGAATA AATATTGCAA

1741 CTAATAATTT TTCATATAAA GATTGTGTTT ACTTAAGTAA AATACTTACT GAAAAGTATG
1801 GGTTAAAAAC TAGTGTTATA AAAGCAGGAG TTGTAGACCA ATGAAAAATA AGTATTTGAA
1861 AACAATCTAT GAATGATTTA GTTTCAATAG TTAAACCATA TATAGTAGAC GAAATGAAAT
1921 ATAAATTTAT AGGGTATATT TAATTTTATT TCTTAGATCA AAGTCCTACT CTACTTAGAG
1981 TATATGCAAT ATATAATTAA AAATATACTG TTATAATTAA TAGTTTTTGC ATTAATTATA
2041 ACTAGAGTAG GATACCCTGA CAGGGTATTG GTTATAACTG GCATATTAGT GAAACGGTTA
2101 AATATTCGTT ATCTGTTATA GCCGTCGGTT AATTATATAT TCGNTACAGA CTGGGTCATT
2161 AGTGGGTATN TGAAATGATA CCTAATGTAC AGTCGGAAGT TCNTAATCGT AAAGATTACA
2221 CAGGCTTTAG ATGAGATATA TTATAAAGAT ATTTGNTAAA TATCGGGGAC TAATATATTG
2281 ATAAAGTACA GGGGCACTAT ACAGATAAAT TTAGGTTATA GTTAGCCGGA ?
2341 |CTTTCTTGGG ATATGTTTTA CCTTATGGTC AAATGAGTTT ATGAGGTGCA

2401 |CTAACCTTAT GAGTGCTATA CCTTGAATAG GTCAAGATAT TGTTGAGTTC ATATGGGGAG
2461 |GTTTCTCTGT AAACAATGCA ACTTTAAACA GATTCTTTGC ATTACACTTC TTATTACCTT
2521 | TTGTATTAGC TGCATTAGTA TTAATGCACT TAATAGCTAT GCACGATACA GTAGGATCAG
2581 | GARATCCATT AGGAATATCA GGTAACTATG ATAGATTACC ATTTGCACCA TACTTTATAT
2641 | TTAAAGATTT AGTAACTATA TTTATTTTCT TTATAGTTTT ATCAATATTT
2701 | TGCCTAATGC ATTAGGAGAC AGTGAAAATT ATGTAATGGC TAATCCAATG

2761 |CTGCAATTGT ACCAGAGTGA TAT(
EcoRV

14



14. abra

V9b
< b
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A valtozast érinté masik régiéo a donor E4d, V4 és a rekombinans E4, V9, V4b
fragmentek atfedo teriiletére lokalizalhaté. Ezeknek a fragmentek szekvencia-analizise
azt mutatta (15. abra), hogy a donor cox1 gén altalunk vizsgélt szakaszanak mésodik
exonjaba egy recipiens eredetii intron épiilt be (ORF-et hordozé I. tipusu intron), mely

1359 bp méretnovekedést okozott (16. abra).

15. abra (Isd. 57. oldal)
A rekombindcids események altal érintett cox1 génnek a donor és a rekombinédns

torzsekre jellemzo szekvenciarészlete.

16. abra (Isd. 58. oldal)
A rekombinacids események altal érintett szekvenciaadatok értelmezése a donor és a
rekombinans t6rzsek analog mtDNS régidin. Az abra a recipiens eredetii intronok cox1

génbe torténo inszertalédasat, tovabba egy donor intron elvesztését mutatja be.

Az intron recipiens eredetét, annak hibridizaciés probaként torténd felhasznalasaval
igazoltuk (az intronalis probat 4.33 cox1-iC-ként jeloltiik). A donor és a rekombinans
utdd szekvenciaeredményeinek 6sszehasonlitisabol egy masik rekombindcids esemény
bekovetkezését is valoszintsitettik. Ez az esemény detektalhaté méretbeli valtozassal
nem jart, csak a szekvenciaadatok bizonyitjak a lezajlott eseménysorozatot. A vizsgalt
cox] régiod els6 exonja a donorban €s a rekombinansban is tartalmaz intront (ORF-et
hordoz6 I. tipust intron), de azok nem identikusak, egymassal nem mutatnak szekvencia
azonossagot. A donorban levé 1230 bp-os intron a donorra jellemzd (1287 cox1-iB), a
rekombindnsban levo 1239 bp-os intron pedig a recipiens sziildre jellemz6 (4.33 cox1-
iB), mely megallapitast a szekvenciaelemzéseken tul az intronokkal végzett
hibridizacios kisérletek tamasztjak alda. A donor és a rekombindns ezen intronja nem
azonos exonalis kornyezetben helyezkedik el, de egymashoz kozeli (15 nukleotid
tavolsag) pozicidban foglalnak helyet. A fenti tények alapjan valdsziniisithetd, hogy két
esemény jatszodott le ebben a kis régioban. Az egyik a donor 1038 bp-tél kezd6dd

intronjanak elvesztése



donor V4/E4d fragment

10 20 30 40 50 60
seoiy I I I I I

1 [GATATCATGA ACCAATGAGT CAAGAAATAC GAGAAAGATT ACGTAAACAA AGAGGTATTC

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

CTGTTTATAT ATATAATGCA GATGACTTTG CATTAATATA TGTTTTTGAG TCAAAACAAC
ATATGTATGA TTCAATCAAT ATTCATCATA AAAGTTTAAA CGATTGTTTA AATTTAGGAA
CCTTATATCT AGATACTTTC TTTTTTTCTT TAGATTTAAT TGAGGAATCA ACTAAAACTA
ATATACTCAC TTTAGAAGAG ATTAAAAGTT TAGTTAGCGA TAAACGAGAT AAATATCTCG
TTAAACATCC TGCAGCTAAA TCTATTTTAG CTGAGTTTAA AGACGATTCA AGTAAAAATT
TAGTATTTCA ATCCTTGAAT AGTTTAGCTA ACAATCTAAA AGGTGACCGT CAAGTTATTA
GAGAATACCT AAAAGGAAAA AAATCAGGTT ATTATCGAGG TAAATGAAAA TTTACTTACA
TAAATTAAAG ATATTATATA AAAAAAAAAG GCATGGCCGG GTAAGGTAGA AATATCCTAC
TTATTTTCAC TGTATGCTGG AATCCCTTTA GAGCTTTTGG ACTAGTACTG CAGACTTTCT
TTTAATAGAA AAGCGGCAGA ATACAGTAAC ATTTCAAAAG ATTAGGCAAT CGCCGGAACC
AAAAATAAAA GGGCCCCTGT NCATTAACAC TTTATTTAGT AGGATCCTCA GAGACTACAC
GTGAAATACC TTAGTAAATA TTATATATAT TTAAAGGTAA AGATATAGTC CAAACATTAA
TGAAAATTAA TGAGAAGTCC CCAAGAGAAA GTCCCCAAAA TTTCTCGTAA mquMTT
TGATTTGATT ACAABAAAGT TGTATGCCAG CTTTAATTGG AGGATTTGGT AATTTTTTAT|
TACCATTATT AGTCGGAGGG CCAGACATGG CATTCCCTAG ACTAAATAAT ATAAGTTTCT]
GATTATTAGT ACCTAGTTTA CTATTATTTG TATTCTCGGC AACTATAGAA AATGGAGCA

1021 |
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

GTACAGGTTG AAC AATAGGGAGT TGCTTAGAGG TGACTCTAAG GCAATAAAAC
TCTTTTCGAT GCGTGAACAT CTTCAAGTAT TTAAATTAAT AAAAATACAC GTTATAGACT
ACTCATGCTT ATTATTAACT AAAGCATATG TNAAAATGTC TATTGCATGG AGCCAATACG
CCTGAGTAAA TAATAAATAT TATTCTACTC ATCAGAGACT AAATAAAGAG TATCTTGATA
ACAATAAAAA TTGATTTAAA CAATGATTAG TTGGTATGAC TGATGGTGAT GGGACTTTTC
ATATATCATA TCAAAATGGT AAATGGAATC TAGTATATAA AATAGCTTTA TCTAGATATA
ATTTAAGAGC TCTTTTTTAT ATTAAAAGAC AATTAGGTGT AGGTTCTATC ACTAAAGATA
ATACAAAAGG ACAATTTGTT ATTAGAGATA GGAAAAAACT AGCTCAAGTT ATATTTCCTA
TTTTTGATAA ATATCCTTTA TTAACTAGTA AACAATTTGA TTACATAAAA TTAAAAAAAG
CATATGATAT ATTAGAAGAT ATTAATTTAT CTAAAAGTTG AAAAATATAA ATTATTATTT
GAAATAAAAC AAAAAACTAT CCCTTTTTAA TTATAGATCA AATGCTTGAG AAAAAATAAA
ACTACCTTTT GAAACTGTAC AAGATGTTAC TTGTGTAATG ACTAAACCTT GAGTAGTTGG
ATTTATAGAA GCTGAAGGAA GTTTTTATTT AGTTTCAAAA GATAGTACTA GAATTGTACA
TGGTTTTGGA ATAACTCAAA AATTAGATCC TATAGTTTTA GAGAGTATAA GACGTATATT
ACATATCTCT ACTACTATAA GATTTAAATC AAAACATAAT TATTATATTT TAGATACAAC
TAATTCTAGA GCTATTGAAA ATATTATACA TTATTTTTAT AATACAATGA AAGGTATGAA
ATCAATAGAA TATAGAATAT GAGTTAGATC TTATGTTAAA CATAAGGGAA ATTATGATAA
ATTGTCAAAA ATTAGAGATA TTATAAGAAA ACTTAAAANT AAATTTAATG GAAATTAATG
ATTTCGAATT ATTTAAGTAA AATTTTACTT AAATAATTTA AATTGTAAGT TTTTTTTTAT
TATTGTTATC AAGATAAAGG TATAGTCCGA ACAATAAAGA AATTTATTGA GTGTAACGAT
AGTTTCTTTT TTTTTTAATT TAAGAAATGA GGTTACCAAC ATAAATG'Iﬂx ECCACCTTTA]

2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

TCAGGAATAC AATCTCACAG TGGACCAAGT GTTGATTTAG CAATATTTGG TTTACACTTA|
AGTGGAATTA GTAGTATGTT AGGAGCTATG AACTTCATAA CAACAATTTT AAATATGAGA|
AGTCCAGGTA TACGTTTACA CAAATTAGCT TTATTTGGTT GAGCTGTAAT AATAACAGCA|

GTGTTAT! T, T ATAGAAAACT GTCGGCGTTA
AATTTGGCTA TATACTGGAA ACTGTTATAT ATTTATAGAT ATATAACACA ATCAGTAGGA
AACCTTTTAG GTTTGAACCT AGAGGGATTC TTCAGAGACT ACACGCCAAA GTATTTTCAT

TGTAGATTAT TGCATTCTTC GTTTAATAAT AAEgK:?P
CO!

15. abra

cox1 rég

rekombinans V9 és V4b/E4 fragmentek

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

10 20 30 40 50 60
ECoRV | | | | | |
[GATATCATGA ACCAATGAGT CAAGAAATAC GAGAAAGATT ACGTAAACAA AGAGGTATTC
CTGTTTATAT ATATAATGCA GATGACTTTG CATTAATATA TGTTTTTGAG TCAAAACAAC
ATATGTATGA TTCAATCAAT ATTCATCATA AAAGTTTAAA CGATTGTTTA AATTTAGGAA
CCTTATATCT AGATACTTTC TTTTTTTCTT TAGATTTAAT TGAGGAATCA ACTAAAACTA
ATATACTCAC TTTAGAAGAG ATTAAAAGTT TAGTTAGCGA TAAACGAGAT AAATATCTCG
TTAAACATCC TGCAGCTAAA TCTATTTTAG CTGAGTTTAA AGACGATTCA AGTAAAAATT
TAGTATTTCA ATCCTTGAAT AGTTTAGCTA ACAATCTAAA AGGTGACCGT CAAGTTATTA
GAGAATACCT AAAAGGAAAA AAATCAGGTT ATTATCGAGG TAAATGAAAA TTTACTTACA
TAAATTAAAG ATATTATATA AAAAAAAAAG GCATGGCCGG GTAAGGTAGA AATATCCTAC
TTATTTTCAC TGTATGCTGG AATCCCTTTA GAGCTTTTGG ACTAGTACTG CAGACTTTCT
TTTAATAGAA AAGCGGCAGA ATACAGTAAC ATTTCAAAAG ATTAGGCAAT CGCCGGAACC
AAAAATAAAA GGGCCCCTGT NCATTAACAC TTTATTTAGT AGGATCCTCA GAGACTACAC
GTGAAATACC TTAGTAAATA TTATATATAT TTAAAGGTAA AGATATAGTC CAAACATTAA
TGAAAATTAA TGAGAAGTCC TCAAGAGAAA GTCCCCAAAA TTTCTCGTAA AAAQETAATT
TGTATGCCAG CTTTAATTGG AGGATTTGGT AATTTTTTAT TACCATTATT AGTCGGAGGG
CCAGACATGG CATTCCCTAG ACTAAATAAT ATAAGTTTCT GATTATTAGT ACCTAGTTT.
CTATTATTTG TATTCTCGGC AACTATAGAA AATGGAGCAG GTACTAACAA CCCTGTGCCT
GAGTAGTAAG CAATTACTAT ATAGATTATC ACCATATGCT GGAAAGTCCT ACAATAGATA
GTTCATAATA GTATATGCTA TGTTATTGCA AGGACAATCA GCAGGAAACC AACAACTAGT
TGGATCCTTC AGAGACTACA CGTGATACAC NTTAAAAGGT GAAAATATAG TCCAATTTTA
TATGAAAGTA TAAACCAAAT GAACTATATT TTACTTTAAT AGTGAAAGGA TTAGGTAAAA
TATGGAARATC TCTCTTTAAT CATCGTTTAT CGCACTCTTT AGCTAAAAAT AATCCCTGAA
ATATTATTAG GTCATTACTT AGCAGGGTTG ATAGAAGGTG ATGGATCTCT TATCGTACCT
AAGACGATTC GAAATCAAAA AGGTAAGTTG TTATATCCCT GTAGTAAAAA TCACTTTTGT
AGAAAAGGAT GCACCATTAG CCAATAAAAT TAAGGAAGTC TTAAATGGAG GTACTTTGGT
GTATTCTAAA AATTCAAAGT ATTTAGATCT TTTATTTCAA GATCTAAATT CAATACAAAA
GATTGCTGTA CTTCTTAATG GGAAAATGAG GACACCTAAA ATAGAAGCTC TACATAGATT
AATTGATTGA TTAAATGCTA GATCAAGTGA AAACTTAAAA ATGTCTAAAC TTGGTTTAGA
TCATAGCTCA TTAGGAAATA ACCCGTGATT AACTGGTTTT ATCGAAGCTG ACGGTAATTT
TTACTGTGGT TTCGGTTTAA ATTCAGAAGG TATAGCAGAG GTAGTAAAAA GTTATATGAG
AATTTCTCAA AAACAAATAT ATAAAATTAC CTCAGATATC TCTAAAGAAA ATAACTCTAA
TTTTCAAATT ATGGAAAAAA TTAGAGTATT CCTTGATGTA AAAAACGTTA ATGAAATTAA
AAGAATCAAG GATAATTATG TTGAATTATC TTATGAAGTT AGAACAACTA AAAAAACTTC
TTGTGATAAT TTAATAGATT ATTTATCAAC ATATCCTTTA TTTAGTTCTA AACATCAAGA
CTTCTTAGAT TGACGGGAAT TTCATCGAAT AAGATTATCT AGAGGGTATA AAACTACGGA
AGGTAGATCT AAATTAATAT CCCTAAAAAA CGGCATGAAT ACTAAAAGAA CTCAATTTAA
TTGAGATTCA TTGAACAGTT TTTACTGTAC AATGTAATCA GGGTTAACAA TAATGAGATA

TCTCACAGT GGACCAAGTG TTGATTTAGC AATATTTGGT TTACACTTAA GTGGAATTAG]
AACTTG GCACGTATTT GTTTTATTAA GTAATAAAAA
TTTGATAAGC TTTAAACTAA CAAAGCGAAA TTTTAACAGT AACGGTAATT TAAATAATAA
TAAACTATCC GATCCCAATA AAAATAAAGA TAAATGAAAA ATTATCTTAG GGAAAAGTGG
TGTTAATCAA TTTGTTCACA GATTAGCTTT TGAACAAATA AAATCAGGTA AACCTGTAAC
GGTAAAAGTA ATTAACGAGA TATTATCTTC TTGTGATATA GAAATTACTG AAGAGATATT
AAAAGATCTT GTTCAAAGAA AAAGATATAT TTATGATAAT TTAGATAAAA ATGAAACAAT
AAAAAGGCTT AAAGCTCAAA TTGGTTCACC GTCTAATAAG ATTCAAGTTT CAGGAGTATA
CATATTCAAA CACCAAGAAA CGGGAGATAA GTATATTGGT TCTTCTTCAC AATTAGCAAT
TAGATTAAAT GGTTATTTGA AAGATACACA TAAAGCAATT GGTCTATTAA TTCCGCAATT
AARAAGGGAAA TTTAGATAAA TTTACTTTGG AAGTAATACC TTTGTATGAT AATTATGAAT
TTAGATCGGA AATAGTCTTG GAACAATATT ATTTATTGGA TCCTTCTTTT AATTTAAATA
CAGTAAGAGT AGTAAATAAT CCCTAGTGGA TCTAATGCGA AACCTTTGTA TATGTATAAT
AGAGATAAAA CTATCTTGTA TTACTCTTCA ATGCAGCAAA AAGATTTTAT TACTAATCTT
AATATTCATT ATGTTACATT TAATAAGCAT TTAAATAAGG GTACTTATTA TTTAGGTAAA
TATTTATTTA CTAGAGAACC TTCATTAAAT GTTAAAATAA ATGATATGTC TATTACAGAT
TTATCATTAA TGTTAGAAAA GGATAGGGTT AAATATAATA GAATTAAACC TCTTAGTAGT
CTTAGTAGAC CAGTAATATT AATAAATGAA AAAGATAGTA ATAAAACTGA GTTCTTTCCT
AGTTTAGGTA AGTGTGTTGA ATATTTAAGA AGTAAAGGTT TACCTGCAAC TCAAGTTACG
TTAATTAAAT GTATAAATAC AGATAAAGCT TATCATAGTT ACAAATGTAA ATACGCATAA
AACAATATTT TAAGTATGGG TTCATATAAA AAATCTAACT ATATGCTGGA ACAGCTTAGT
GTTTATAAGT ACGTTGTTAT ATAAACACGT GAAAATCTTA TAGGCTATGC TCAATCAGCA
GGAAACCAAA GGATACTTCT TTGTATCTTA GTAGGATCCT CAGAGACTAA ACGTTAGACA
CCGTAACGTA AAATACGATA CGCTGAAGAT ATAGTCCATT CATTATCAAT AATGATAATG
GTGzATMC AACAATTTTA AATATGAGAA GTCCAGGTAT ACGTTTACAC AAATTAGCTT]
ATTTGGTTG AGCTGTAATA ATAACAGCAG TGTTATTATT ATTATCATTA CCAGTATTIEI
TA TAGAAAACTG TCGGCGTTAA ATTTGGCTAT ATACTGGAAA CTGTTATATA
TTTATAGATA TATAACACAA TCAGTAGGAA ACCTTTTAGG TTTGAACCTA GAGGGATTCT
TCAGAGACTA CACGCCAAAG TATTTTCATT GTAGATTATT GCATTCTTCG TTTAATAATA
AGAATTC
EcoRI

LS
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("intron loss"), a masik pedig a recipiens eredetli 1003-2242 bp-ig tart6 intronjanak
beugrasa ("intron acquisition”, vagy intron nyerés). Figyelembe véve, hogy az I. tipusa
intronok altal ORF-ekben kddolt specifikus endonukledzok restrikcios felismerShelye
18 bp terjedelmii (Dujon és mtsi, 1989), a két intron inszercidja pedig egymashoz képest
15 nukleotid tavolsigra pozicionaldédott, arra kovetkeztethetiink, hogy a donorban és a
rekombindnsban detektalt két intron szekvenciafelismeré6 motivuma atfedést mutat
egymassal. Ennek értelmében a bekovetkezett két esemény idobeli sorrendjét is
valészintusiteni tudjuk, miszerint csak a donor intronjanak elvesztését kovetden
inszertalodhatott a recipiens eredetli masik intron, ugyanis a donor intronjanak
elvesztésével allhat csak helyre az a szekvencia felismer6 motivum, melyet a recipiens
eredetil intron altal kddolt endonukleaz igényel. A két ellentétes iranyd esemény, mely
szinte ugyanazon poziciéban zajlott, a mtDNS RFLP mintazatdban az altalanosan
alkalmazott | restrikciés  endonukledzokkal nem okozott valtozast. Ha a
szekvenciameghatarozisra nem Kkeriilt volna sor, ez a valtozas valdsziniileg rejtve
maradt volna. A szekvenciaadatok Osszehasonlitisa sordn egyéb nukleotid
atrendezodéseket is megfigyelhetiink, melyek a rekombinans utdd exonalis szekvencidit
érintetik. A donor 1287 cox1-iB intron S5' és 3' végét hatdrolé exondlis szekvencidk
megvaltoztak. Az intron 5' vége felé es6 exon 3' végének utolsé négy nukleotidja (a 15.
abran fekete pontokkal jeloltiikk) és az intron 3' végét hatdrolé exon 5' végének elsd
harom nukleotidja (a 15. abran fekete pontokkal jeloltiik) az intron elvesztésekor, illetve
a recipiens eredeti 0j intron beépiilésekor szubsztituciés valtozasokat szenvedett. A
rekombindns utédban a donorban jelzett hét nukleotid helyett hét, attdl eltérd
nukleotidot azonositottunk. Hasonlé jelenséget részletesen leirtak Podospora
izolatumok intronalis ORF-jei opcionalis el6fordulasdnak tanulményozasakor (Sellem
és mtsi, 1996). Ezen kiviil egy 20 bp-t érint6 delécids eseményt is megfigyeltiink, azaz a
donor 843-862. bp-ig terjedd révid exonalis szekvencidja (a 15. dbran so6tét keretben
kiemelt régid) a rekombinans analog részébdl hianyzik. Az irodalmi adatok ismeretében

ugy gondoljuk, hogy a recipiens eredetli intron inszerciéja okozta az exonalis
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szekvencidk szubsztiticios atrendezddését, de a delécids események okat jelenleg nem
ismerjiik, irodalmi adatok nem allnak rendelkezésiinkre a jelenséggel kapcsolatban.

Az 12870R (donor), a Fr.1.2.1 (recipiens) és egy rekombinans utod (4.33) részletes,
szekvenciaszintli analizise soran négy intront azonositottunk, melyek a vizsgalt utéd
relacidjaban a rekombinacidés események résztvevoi voltak. A tobbi, hét kiilonbozo,
valodi rekombinans utdd viszonylatdban térképek, szekvenciaadatok nem allnak
rendelkezésiinkre, de a négy ismert intront introndlis prébaként alkalmazva
hibridizacios kisérletekben, mégis bepillantast nyerhetiink azok rekombinécios
eseményeire. A négy intront hibridizaltattuk a kisérletek soran alkalmazott 6sszes sziild
mtDNS-éhez, tovabba a kisérletek soran izolalt nyolc kiilonb6z6 valédi rekombindns

utéd mtDNS-éhez. Az eredményeket a VIII. tablazat foglalja 6ssze.

VIII. tiablazat

torzsek 4.33 cox1-iB 4.33 cox1-iC 4.33 cob-il 1287 cox1-iB

5.06 - - - )

5.01

4.14
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4.35
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+{+ |+ ]+ ]

|||+
+ |+ |+ ]+
1
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3.120 -

1
1
+|+ |+

12870R

Fr.1.2.1

427

+ |+ [+

357

564

440

|+
1
1
1

IN10

No57 - - - -
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A hibridizacids eredmények alapjan lathatjuk, hogy a donor cox1-iB intronja a Fr.1.2.1
izolatummal vald transzmisszié sordn minden esetben (4.01, 4.14, 4.33, 4.35) elveszett,
a tobbi transzmissziobdl szarmazé valdodi rekombinans utédok esetében pedig nem. Az,
hogy az intronvesztés gyakorisiga az 1—4 transzmisszio soran 100 szazalékos, a
szakirodalmi adatok tiikrében figyelemremélt6, de magyarazni jelenleg nem tudjuk. Az
utddok kozott vannak olyan rekombindns tipusok, melyek rekombindns karakterének
kialakitasaban, a négy vizsgalt intron egyike sem jatszott szerepet (3.120, 5.01, 5.06).
Ezen utédok rekombinans jellegét valdsziniileg mas intronok mozgasa formalta.

Az intronvesztés gyakori lehetdségének ismeretében vissza kell témiink a szubsztiticios
mitokondriumd rekombinans utédokhoz. Azok mtDNS RFLP mintazata a donor torzs
mtDNS RFLP mintdzatival mutat teljes azonossigot. A fenti ismeretek birtokaban
azonban az is elképzelhetd, hogy az azonos RFLP mellett introntartalomban eltérnek
egymastol, és a donortdl. Nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy koézeli pozicidban
lezajlott intonvesztés és intonnyerés révén a mitokondrium helyettesitett utodok
mtDNS-e introntartalom vonatkozasaban eltér a donorétdl, s igy valddi rekombindns
mtDNS-sel rendelkezhetnek. A kérdést kovetkez6 munkaink sordn kivénjuk tisztazni.
Amennyiben Ujabb valédi rekombinans utédok szekvenciaszintli analizisébol wjabb
mobilis intronokat tudunk azonositani, €s kellden sokféle mobilis intronnal
rendelkeziink, akkor hibridizacids kisérletek sorozataval megprébalunk informaciét
nyerni a szubsztiticids utédok mtDNS-ének introntartalmarol.

Mindezek alapjan valésziniisithetjiikk, hogy az altalunk megfigyelt rekombinaciés
események intron-mozgason alapulnak. Az intronok akar I., akér II. tipustak, képesek
intronmentes régiok benépesitésére bizonyos természetes torvényszeriségek miatt
(Lambowitz, 1993). Valészini, hogy a. rekombindcié tényét és a bekovetkezd
események gazdagsagat a két partner introntartalma hatdrozza meg, fliggéen a két
partner kompatibilitdsi hajlamatél, rokonsagi fokatél. Az intronok mozgasat

tulajdonséagaik hatirozzdk meg, teszik szabalyszerivé (pl. az I. tipusu intron ORF-ek



62

altal kédolt endonukleazok felismerd helyei specifikusak). A specifitds bizonyos
'rokonségi (kompatibilitasi) koron beliili mozgast tesz lehetévé, de ezzel nem zarjuk ki a
tavoli bioldgiai rokonok kozétt végbemend horizontalis géntranszfer lehetdségét, hiszen
egy-egy intronnak csak néhany bazispiros szekvencia-felismerdhelyre €s hasitéhelyre
van sziiksége a mozgashoz (Lambowitz, 1993), ezt a szintii molekularis kompatibilitast

pedig tavoli esetek is biztosithatjak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az altalunk vizsgalt két imperfekt gombafaj (4. carbonarius, A. japonicus)
polimorfizmusat gytijteményes és szabadfoldi izolatumok mtDNS és magi rDNS RFLP
analizisével tanulmanyoztuk.

Az A. carbonarius fajon beliill vizsgalt 15 izolstum mtDNS RFLP
polimorfizmus alapjan harom mitokondrialis genom tipust reprezentalt (1a, 1b és 2). A
magi rDNS az 4. japonicus izolatumokkal ellentétben az 4. carbonarius fajon beliil két
tipust reprezentalt (1., II.), mely korrelaciéban 41l mtDNS RFLP csoportjaival. Az 1a és
1b mtDNS tipust képviseld izolatumok a magi rDNS 1. tipusiit RFLP profiljat mutattak,
a 2. mtDNS tipust reprezentalé egyetlen izolatum pedig a II. tipusi rDNS-t képviselte.
A fajra jellemzé harom kiilonb6z6 megjelenési formdji mtDNS méreteit mar
kutatasunk kezdeti fazisaban megbecsiiltilk, és Osszehasonlitva az A. niger
fajaggregatum tagjaira jellemz0 értékekkel (30-33 kb), kiugréan nagynak talaltuk oket.

A mitokondrialis genom méretbeli kiilonbségeit értelmezni szerettiik volna, ezért
fordult figyelmiink ezek utin a mitokondridlis genom szervezodése felé. Kidolgoztunk
egy egyszerli és gyors restrikcios térképezési modszert, mely alkalmas volt a
nagymeéretii mtDNS-ek térképezésére. Elkészitettiik a harom kiilonb6z6 mtDNS hat-hat
enzimes fizikai, tovabba mitokondridlis génprobak segitségével funkcionalis térképeit.
A térképezés soran meghataroztuk a mitokondrialis genomok pontos méretét, mely az
la, 1b és 2 mtDNS tipus esetén 62,0 kb, 63,1 kb és 43,3 kb-nak bizonyult. A 2. mtDNS
tipust képviseld egyetlen, IN7 nevii izolatum mitokondridlis genom mérete mintegy 20
kb-sal kisebb a tobbinél. A mtDNS és magi rDNS jellege is eltér a tobbi izolatumétol,
ezért taxonémiai szempontbdl tavolabbi rokoni kapcsolatot feltételeziink, s ezt a tipust
az A. carbonarius faj alfajanak tekintjiikk. Az la és 1b mtDNS-ek restrikcids térképei a
kozottiik megfigyelt jol lokalizalhaté 1,1 kb méreteltéréstdl eltekintve azonosak. Az
eltérést okozo régié szekvenciaanalizisébol kideriilt, hogy az a cox2 gén egyik I. tipusu

(GIY-YIG motivumos ORF-et hordozd) intronja, mely az 1b mtDNS-ben jelen van, az
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la-bél pedig hidnyzik. Az intronnal tortént hibridizaciés kisérletekkel igazoltuk, hogy a
2. tipusi mtDNS-ben sincs jelen ez az intron. Intergénikus régidkkal tortént
hibridizacids kisérletek ravilagitottak arra, hogy a 2. tipusu mtDNS intergénikus régioi
is eltéré6 modon szervezddnek. A funkciondlis térképek eredményei alapjan a harom
kiilonb6zé6 mtDNS géntartalma és génsorrendje alapvetéen azonosnak bizonyult. A
NADH dehidrogenaz hét lehetséges alegysége koziil a ndh2 gén kivételével mindegyik
kédolva van a mitokondrialis genomokban. A ndh2 gén az 1b mtDNS-bél teljesen
hianyzik, mig az 1a és 2. tipusu mtDNS pozitiv hibridizaciét mutatott a gén egy 300 bp-
os darabjaval. E szerint a ndh2 gén részlegesen jelen van még az la és 2. mtDNS-ben,
de ez egy atmeneti allapot lehet a teljes eltiinés iranyaba. Mindezek alapjan azt
mondhatjuk, hogy az A. carbonarius faj polimorfikus mtDNS megjelenése alapvetden
intronalis varidcidkra vezethetd vissza, melyet az intergénikus régiok eltérd
szervezOdése is formal.

Az A. japonicus fajon beliill 52, foldrajzilag tavoli teriiletekr6l szdrmazé
izolatum polimorfizmusat tanulmanyoztuk mtDNS és magi rDNS RFLP vizsgalataval.
A mtDNS RFLP analizis eredményeként nyolc eltéré tipust taldltunk. A kiilonb6zo
polimorfikus csoportot reprezentald mitokondrialis genomok mérete az A. niger
komplex tagjaihoz képest 20-30 kb-sal bizonyultak nagyobbnak (50 és 60 kb kozott
valtoztak). A fajon beliil, magi rDNS szinten polimorfizmust nem tapasztaltunk, annak
ellenére, hogy alfajként elkiilonitett torzsek vizsgalatara is sor keriilt (4. japonicus var.
aculeatus), melyeket késobb kiilonallé fajként 4. aculeatus néven soroltak be.

Mitokondrium transzmissziés kisérleteket végeztink az A. japonicus faj és
rokonséagi korének nyolc mtDNS RFLP csoportjat képviseld torzsei irdnyaba. Donor
partnerként mindig az 1. csoporthoz tartozé mitokondrialis oliR torzset alkalmaztuk. A
mitokondrium transzmissziOk az A. japonicus var. aculeatus iranyaba torténé atviteltdl
eltekintve sikereseknek bizonyultak. A sikertelenség az A. japonicus var. aculeatus
izolatumok kiilénalld, 4. aculeatus fajba torténé besorolasdnak tovabbi bizonyitékanak

tekinthetd. A tobbi mitokondrium 4tviteli kisérlet soran valédi mtDNS rekombinacios
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és egyszeri mitokondrium helyettesitési események jatszédtak le transzferenként
kiilonb6z6 gyakorisaggal, valtozatos eloszlasban.

Egy kivalasztott rekombindns utdd fizikai térképének és bizonyos régidinak a
sziil6ivel torténd szekvenciaszintli 6sszehasonlitdsa igazolta azt, hogy a rekombinacios
események lényegében az intronok mozgasét jelentik. Ezt a kovetkeztetést az 4. niger
fajaggregatum torzsei kozt megvaldsitott mitokondrium transzmisszids kisérletekbol
szarmazé rekombinans utédokon hasonlé mddon elvégzett, 6sszehasonlit6é elemzések is
alatdmasztjak (Hamari és Toth, nem publikalt adatok). A szakirodalomban leirthoz
képest nagy gyakorisaggal bekovetkezd intronvesztést valdszinisitettiink, melynek
hatterében eddig még nem ismert szabalyoz6é tényezOk allnak. Az intronvesztés
jelensége napjaink egyik kozponti érdeklodésre szamot tarté témajat jelenti mind az
evollcids, mind az orvosi kutatasok terén. A jelenség részletes tanulmanyozésa, pontos
megismerése a jovOben komoly gyakorlati felhasznilasi lehetoséget jelenthet
(génterapia). Kisérleti rendszeriink nagy gyakorisagii intronmozgis megfigyelését
biztositja, a molekuldris torténések j6 modellrendszere. A  transzmisszid
eredményessége a sejtmagtol fiiggetlen kompatibilitasi viszonyok értelmezését segiti.
Fontosnak tartjuk azt, hogy az A. japonicus fajon beliili mitokondrium transzmissziékat
kovet6en nagy gyakorisaggal jottek létre mitokondrium helyettesitett utédok, ugyanis az
A. niger fajaggregitum korében végzett intra- és interspecifikus mitokondrium
transzmissziok soran az un. transzmissziés donor mitokondrium megjelenése recipiens
sejtmagi hattérrel 1% alatti, ritka eseménynek szamitott. Az erételjes mitokondrium
szubsztiticiot iranyit6 tényezoket és szabalyszeriiségiik hatterét ma még nem ismerjiik,
bar a kozel azonos pozicidoban zajlo intronvesztés és nyerés események lehetdségével
szadmolva el6bb bizonyitanunk kell, hogy a szubsztiticiés mitokondriumok valéban
léteznek.

Kisérleteink sordn a természetben lezajlé mitokondridlis rekombinéaciét modelleztiik.
Bizonyitottuk, hogy a rekombinaciés események alapvetden intronmozgason alapulnak.

Valészinisithetd, hogy az imperfekt fajok esetében tapasztalt nagyfoki intraspecifikus
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mtDNS  polimorfizmus a természetben lezajlé rekombindciés események

kovetkezményeként jott 1étre.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALAS

Imperfect filamentous fungi like black Aspergilli exhibit a wide range of
variability in their morphological and physiological characteristics (Raper & Fennell
1965; Al-Mussallam 1980). Since phenotypic characters are highly influenced by
growth conditions and consequently by gene expression, molecular characterisation
might provide an important contribution to the classification of these fungi. Detailed
molecular analysis of individual isolates might also be useful for detecting intraspecific
variability within these asexual species. In previous studies, a large number of collection
strains and field isolates of the Aspergillus niger aggregate were examined by molecular
methods (Varga et al. 1994). On the basis of their nuclear DNA and mitochondrial DNA
RFLPs, these strains showed strong intraspecific polymorhic characteristics. In contrast
to these results there were not any intraspecific mtDNA polymorphisms within the well
studied A. nidulans species, possessing whole life cycles, even between their
heterokaryon incompatible strains (Croft 1987). Only closely related species of section
Nidulantes show slight alterations based on intronal differences (Earl et al. 1981).

The strains of A. niger aggregate could be divided into three main groups on the basis of
rDNA and mtDNA RFLPs. RFLP types one and two correspond to the 4. niger and A.
tubingensis species, respectively, while RFLP type three is represented by only a few
Brazilian field isolates. MtDNA types 1 and 2 consist of several subgroups (la-le and
2a-2f) (Varga et al. 1994). These studies also involved some A. carbonarius, A.
ellipticus, A. heteromorphus and A. japonicus strains as closely related outgroups of
section Nigri (Aspergillus niger species group). In contrast to A. niger complex, A.
Japonicus and A. carbonarius possess extreamly large mtDNA. One of the goals of this
study is to learn the organisation of these large mtDNAs, and to determine reasons for
RFLP variability and size differences. The goals of this work have also been motivated
by the idea that the natural occurring intraspecific mtDNA variants might be a reflection

of evolutionary divergence of mitochondrial genome. R
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Thirteen collection strains and field isolates of Aspergillus carbonarius were
examined by using various genotypic approaches. RAPD-PCR and RFLP analysis of the
ribosomal RNA gene cluster; and the mitochondrial DNA, were developed. On the
bases of RFLP studies of rDNAs, thirteen isolates could be divided into two groups
(rtDNA type I and II). In the cases of analysis of mtDNAs, two molecular groups (type 1
and 2) could be distinguished among examined strains. The groups of rDNA I and II of
isolates showed correlative relation with their mtDNA RFLP groups. On the basis of
slight alterations in RFLP patterns the mtDNA type 1 could be divided into two
subgroups (type la and 1b) (Kevei et al. 1996).

MtDNA sizes of three types (1a, ib and 2) of A. carbonarius strains proved to be
61.2, 62.2, and 42.7 kb, respectively. For interpretation of intraspecific polymorphism
and the considerable differences in the size of mtDNAs among three groups of A.
carbonarius, restriction maps were constructed from several enzymes. Functional maps
were also developed to compare genome organisations and gene content. The
appearance of various mtDNAs of 4. carbonarius strains are different in size, but their
gene content is almost identical. The 1.1 kb size difference between two closely related
subgroups (la, 1b) can be attributed to the presence or absence of an intron in cox2
gene. This phenomenon demonstrates that the migration of introns is possibly
responsible for the development of variable mitochondrial genomes in nature. The
striking differences in size and restriction patterns between two main mtDNA groups
might derive from both the intronal variations and the altered intergenic organisation
(Hamari et al. 1999).

Fifty A. japonicus and A. japonicus var. aculeatus strains, most of them wild-
type isolates, were examined using various molecular techniques, RAPD-PCR and
RFLP, as in the case of 4. carbonarius. On the basis of RFLP analysis the rDNAs
proved to be invariable (even strains of the species 4. japonicus var. aculeatus exhibited
the same restriction profile), while the strains could be classified into eight different

mtDNA RFLP groups. The sizes of mtDNAs in A. Japonicus and A. japonicus var.
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aculeatus strains were calculated on the basis of their restriction patterns generated by
Single Haelll, and EcoRI digestions. Average molecular sizes were estimated as 50-60
kb for different mtDNAs. The products of RAPD-PCR reflected the eight mtDNA
RFLP groups. Apart from differences among the eight RFLP groups, some strain
specific variations could also be detected within these groups (Hamari et al. 1997).
Strains belonging to different mtDNA RFLP types of black Aspergilli exhibit a
strong incompatibility. Even strains originated from the same molecular group might
also show heterokaryon incompatibility (Kevei and Varga, 1994). Intra and interspecific
mitochondrial transmission were carried out among strains of A. niger aggregate, by
using protoplast fusion technique (Kevei et al. 1997). A mitochondrial oligomycin
resistant donor was used in the unidirectional transmissions. The progenies were
selected for recipient nuclei and olygomycin resistance.
When mtDNA transmission were performed between A. japonicus strains, the donor
represented the most frequently occurring typed mtDNA group. All attempted transfers
(except A. aculeatus) were successful and resulted in different varieties of resistant
recombinant mitochondrial progenies at various frequences. Resistant progenies can be
divided into two groups. One is represented by real mtDNA recombinants. The other
consists of "substituted" progenies (These harbour unchanged donor mtDNA RFLPs
and recipient nuclei). Ratios between substituted and recombinant progenies were
different in various transmissions.
Results of mtDNA RFLP analysis suggest that the progenies inherit basically the
resistant donor mitochondrial DNA, which may remain unchanged or may be modified
by the sequences of recipient mtDNA.
One of the recombinant strains derived from the transmission which resulted in the
highest numbers of recombinants were analysed in detail. Maps of mtDNA of
olygomycin resistant donor strain and recombinant strain were constructed, obtained by
EcoRI and EcoRV restriction enzymes. These proved to be similar which suggests that

the recombinant characters emerged from the changes of the donor mtDNA. On the
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similar restriction maps of the donor and recombinant, two regions proved to be
different. Sequence analysis revealed that these regions covered the genes of cob and
cox1. In the case of cob sequences, an 1149 bp intron was inserted after the 381. bp of
the exon. The recipient origin of the intron was proved by hybridisation when intron

was used as probe.

The further alterations could be localised to the coxl sequences. On the basis of
sequence analysis, two distinct sites of the cox1 gene were proved which played a role
in recombination events. In one of the sites a simple intron acquisition occurred. A 1359
bp intron was inserted in the sequenced downstream region of coxl fragment. The
recipient origin of intron was proved by hybridisation. The other site involved in
recombination process could be localised to the sequenced upstream region of coxl.
Recombination process seemed to be more complex in this site because it involved
mobility of two distinct introns. A 1230 bp intron of the donor strain was lost and in
nearly the same position a new 1239 bp one with recipient origin was gained. The order
of these two opposite events could be recognized. Intron acquisition must occur only
after the loss of the previous intron, because these two mobil introns have overlapped
recognition sequences. The recognition sequence of the recipient intron has been
interrupted by the placement of the donor intron. When the donor intron was lost from
the coxl gene, the recognition sequence of the recipient intron was rebuilt which
provided a possibility for the isertion of the recipient originated intron. In our
experiments a high frequency of intron loss could be detected. This observation is novel
because it was predicted as a rare event by Dujon (1989). Apart from the intron loss and
acquisition, two kinds of sequence conversions of neighbouring exons could be
recognised. One of the changes was the deletion of 20 nucleotide from donor upstream
exon, and the other was an eight base pair substitution of exonal sequences of the
upstream and the downstream exon. Exon rearrangements were already detected due to

the mobility of some intron ORFs of Podospora (Sellem et al. 1996).
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Summarised, the recombinant progenies basically inherit the mitochondrial DNA of the
.resistant donor strain, which may remain unchanged or may be modified by the introns
of recipient ones under selection conditions. MtDNA profiles of recombinant progenies
are strongly influenced by the intron content of both parental mtDNAs. Both intron loss
and acquisition play a role in development of recombinant characters. These
experiments elucidate the processes and molecular events which may take place in

nature, causing the wide range divergence of mitochondrial characters of imperfect

fungi.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Ez tGton szeretnék koszonetet mondani Dr. Kevei Ferenc-nek aki elinditott a
kutatdmunka labirintusaba, aki faradhatatlan odafigyeléssel €s mély szakmai tudasaval
formalta latdsmodomat, minden igyekezetével tamogatta tevékenységemet, s akivel
jelen pillanatban is kiizdiink, hogy egyre gyarapodo6 kérdéseinkre vélaszt talaljunk.

Koszonetet mondok Dr. Pfeiffer Ilonanak (Icanak), aki végtelen nyugalommal és
tiirelemmel viseltetett irantam, akivel gyakran hosszan gondolkodtunk, toprengtiink
egy-egy probléma megoldéasén.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Kucsera Juditnak, aki mind emberi
tulajdonsagaival, mind pedig naprakész mély szakmai tudaséaval segitette munkamat.

Koszonetet mondok prof. Ferenczy Lajos-nak, aki a kezdetektdl fogva lehetové
tette szamomra azt, hogy a JATE Mikrobioldogiai Tanszékén dolgozhassak, aki
bizalommal tdmogatta és egyengette kiilonbdz6 palyamunkdim €s nem utolsé sorban

jomagam sorsat.

K&szonetemet fejezem ki Nagy Lajos Gergelynek a technikai segitségért,
valamint Paladgyi Andrasnénak (Ilanak), hogy munkdmmal és jomagammal kapcsolatos

hivatalos ligyeket elrendezte.





