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1. BEVEZETES

Az éleszték a vildg minden részén megtalalhato, valtozatos életteret elfoglalo egysejtii
szervezetek. Képviseloiket megtaldlhatjuk a talajpban éppigy, mint allatokon, vagy
ndvényeken. Fontos mezdgazdasagi €s orvosi jelentdséggel birnak lebontd folyamatokban
valo részvételik, illetve betegségek kivaltasaban jatszott szerepﬁk révén. Legismertebb
képviseloik a ,,pékélesztd” (Saccharomyces cerevisiae), illetve a humanpatogén Candida és
Cryptococcus (Filobasidiella) fajok. Mivel éleszték mind az Ascomycetes mind a
Basidiomycetes gombacsoportban elo6fordulnak, igy ezeknek a mikroorganizmusoknak a
taxonomiai helye, illetve filogenetikai viszonyainak tisztdzdsa sok vitat valtott ki. A
rendszerezés altalanosan elterjedt klasszikus modszerei mellett napjainkban elétérbe keriilnek
a kiilonb6z6 molekularis alapokon nyugvo eljarasok, melyek segitségével a gombak
rendszere egyértelmiibbé valik.

A basidiomycota élesztok csoportjara elsosorban a napjaink pestiseként emlegetett
AIDS iranyitotta rd a figyelmet. Ebbe a rendszertani egységbe tartozik ugyanis a
cryptococcosis-t okozd Cryptococcus neoformans. Vannak azonban maés, gazdasagi
jelentéséggel bird basidiomycota fajok is. Az északi orszagok haldszati dgazatanak (lazac-,
illetve raktenyésztés) egyik fontos kiegészitd ipara az astaxanthin termeltetés
mikroorganizmusokkal. A halak és rdkok husanak ,mesterséges” szinezése nagyban
hozzajarul azok piaci értékének noveléséhez. A mezdgazdasagi, illetve orvosi vonatkozasu
basidiomycotdkon kivil mas, ebbe a csoportba tartozé képviseloket igen keveset
tanulmanyoztak. Filogenetikai rendszerilk, illetve fiziologiai, genetikai tanulmanyozasuk
jelentésen hattérbe szorult, jollehet szamos citologiai, biokémiai és Okoldogiai
kiilonlegességiik egyértelmiivé teszi, hogy genetikai vizsgédlatuk nem vélthatdo ki mas
gombacsoportok tanulmanyozasaval.

Ezért céljaink kozott szerepelt:

1. A C. hungaricus intraspecifikus genetikai variabilitdsanak felderitése.
2. Kiilonbozo fiziologiai és molekularis technikékkal nagyszamu marker azonositésa.
3. Az extrakromoszomalis genetikai rendszer tanulményozésa.

4. Ezen vizsgalatok eredményei alapjan taxonémiai kdvetkeztetések levonasa.



Kisérleti munkank eredményeként, elészor ismertiik meg nagyobb részletességgel és
mélységig a basidiomycota élesztd, a C. hungaricus genetikai dllomdnyat. A magi és a
mitokondridlis DNS genetikai markerezése utat nyit a tovabbi genetikai elemzés el6tt. Uj

adatokat nyertiink ezen gombék taxonémiai viszonyair6l.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Basidiomycota élesztogombak rendszerének dttekintése

Az élesztégombak vilagszerte elterjedt mikroorganizmusok, rendkiviil valtozatos
€lohelyeken fordulnak el6, talajban, novényeken, allatokon épplgy, mint folyok és tengerek
vizében, szamos fajuk iparilag hasznositott, masok pedig megbetegedéseket okoznak. A
legismertebb képviselojiik kétségkiviil a pékélesztoként ismert Saccharomyces cerevisiae
(ascomycota), illetve a napjainkban kétes hirnévre szert tett huménpatogén Candida
(ascomycota) fajok, vagy a Filobasidiella (Cryptococcus) neoformans (basidiomycota). Az
ismert élesztéfajok mintegy 1%-a tartozik a basidiomycotdk torzsébe, s mivel e
mikroorganizmusok koziil szamos rendelkezik gazdasagi, mezOgazdasagi illetve orvosi
jelentBséggel, napjainkban egyre novekvé igény jelentkezik biodiverzitasuk, illetve okologiai
szerepik tisztdzasara. A basidiomycota élesztok azonositdsa, filogenetikai helyiik
meghatarozasa sokszor nehéz feladat, polifiletikus természetiiknek koszonhetden.

Napjaink molekularis biologiai modszereinek alkalmazésaval bebizonyosodott, hogy
a basidomycota €lesztok a Basidiomycotak torzsének hdrom osztalyaban, (Fell €s mtsi 2000)
az Ustilaginomycetes, Urediniomycetes és a Hymenomycetes osztalyokban fordulnak elé. A
mikroorganizmusok a szeptumok morfologidja, a sejtfal 9sszetevdi és a riboszomalis DNS
(rDNS) elemzése alapjan sorolhatok a harom osztdly valamelyikébe. A vegetativ és
reproduktiv biologiai jellemzok vizsgélata, kiegészitve fiziologiai tesztekkel, mint példaul az
inozitol szénforrasként torténd felhasznélasa, vagy az extracellularis keményitészerli anyagok
termelése, azok az 4ltaldnosan elterjedt alapvetd rendszerezési elvek, amelyek segitségével
pontosan meghatdrozhaté a taxonomiai rendszerben elfoglalt hely. A taxonomiai eljarasok
fejlodésével elotérbe keriiltek a fajspecifikus PCR primerek hasznalatdn (Fell és mtsi 1995;
Haynes és mtsi 1995; Mannarelli és Kurtzman 1998; Mitchel és mtsi 1994), RFLP
mintazatok elemzésén (Magee és mtsi 1987), kromoszomamintazatok meghatarozasara
alkalmas eljarasokon (PFGE, CHEF), és RAPD vizsgalatokon (Boekhout és mtsi 1997)
alapulo technikdak. A legnagyobb elrelépést a basidiomycota élesztok rendszerezésben az
rDNS kis, illetve nagy alegységének szekvenciaszintli elemzése jelentette (Boekhout és mtsi
1995; Fell és Kurtzman 1990; Fell és mtsi 1995; Gueho és mtsi 1989, 1993; Nakase és mtsi
1993; Sugiyama és Suh 1993; Suh €s Sugiyama 1993; Suh és Nakase 1995; Swann és Taylor
1995b; Van der Peer és mtsi 1992; Yamada €s Kawasaki 1998; Yamada és Nakagawa 1992).



A tovabbiakban a Fell és munkatarsai altal, a nagy riboszomalis DNS alegység D1/D2
régidjanak szekvenciaanalizisén alapuld basidiomycota élesztérendszert mutatom be
részletesebben (1. dbra) (Fell és mtsi 2000).

2.1.1 A basidiomycotak rendszerezésében altalanosan hasznalt jellemzdk

A basidiomycota élesztok karakterizalasa soran felhasznalt elsédleges filogenetikai
jellemzok a réteges szervezddésii elektrondenz sejtfal (Kreger-van Rij és Veenhuis 1971,
Simmons és Ahearn 1987), illetve a szeptumok felépitése (Boekhout €s mtsi 1998, Moore
1998). Mivel ezek a mikroorganizmusok reproduktiv €letszakaszuk soran fonalas képleteket
hoznak létre, ezért a sejteket elvéalaszté szeptumok morfologidja ennél a csoportndl is fontos
hatarozé szempont.

A legtobb bazidiumos gombara jellemzé a- dolipdrusos szeptumok jelenléte a
harantfalak kdzepén. Ennek a szerkezetnek a szerepe a sejtmagvak szomszédos sejtekbe valo
dramldsanak megakadalyozasa, ami alapfeltétele a dikariotikus allapot fenntartasanak. A
doliporusok peremén a sejtfalak megvastagszanak. A szeptumot nagy elektrodenzitasa zard
anyag (occlusion) tolti ki, és a poérust mindkét oldalon félgomb alaku sapka, az un.
parentoszoma zarja le.

A zaré anyag és a parentoszomak morfologidja fontos rendszertani bélyeg. A zard
anyag lehet szemcsés (O1), illetve savos szerkezetii (O2). A parentoszoma lehet szabalyosan
perforalt (P1), folytonos (P2), kiilonboz6 alaka vezikulumokbol allo (P3-P5), illetve
hidanyozhat is (P6). A parentoszéma €s a zard anyag tipusa alapjan a bazidiumos gombak
szamos csoportba sorolhatok. A Hymenomycetes osztalyba tartozé fajok szeptumai O1/P1
tipustiak. A Tremellales rendbe tartozé fajok tobbségének O1/P2, a Sirobasidium fajoknak
(Tremellales) O2/P3, néhany Tremella fajnak O2/P4 tipusu doliporusa van. A Wallemia fajok
(bazidiumos élesztok) szeptumai O2/PS, mig az Ustilaginomycetes osztaly fajaira, egyes
bazidiumos élesztOkre (Filobasidiellaceae) és a Tulasnellales rendbe tartozo Stilbotulasnella
fajokra O2/P6 tipusu szeptumok jellemzéek. Az Uredinomycetes osztalyba tartozéd élesztok
ndvekedésének hifas fazisaban altaldban egyszerl szeptumok figyelhetok meg, azonban a
Kriegeria eriophori (McLaughlin és mtsi 1995) esetében Osszetett szeptum jellemzo.
Sejtfaluk felépitésében altalinos a mannéz, a gliikéz, eléfordulhat ramn6z, illetve fruktéz a
xil6z azonban hidnyzik (Prillinger és mtsi 1991). Az Uredinomyceta élesztok inozitolt nem
hasznositanak, keményitoszeri anyagokat nem termelnek. Az Ustilaginomyceta osztaly
tagjait a mikropor-szeri szeptumok jellemzik (Bauer €s mtsi 1989, 1997; Boekhout és mitsi



1992, 1998; O’Donnell és McLaughlin 1984). Az Ustilaginomyceta sejtfal dominansan
gliikézt, galakt6zt és manndzt tartalmaz, a xiloz itt sem figyelheté meg (Prillinger és mtsi
1990). Inozitolt néhany reprezentansuk képes szénforrasként hasznositani, azonban vannak
az osztalynak olyan tagjai, melyek erre nem képesek. Keményit6szer(i termékeik nincsenek.
Mindezekkel ellentétben a Hymenomyceta osztalyba tartozd mikroorganizmusok szeptumai
ugynevezett “dolipor” szerkezettel birnak, sejtfaluk gliikdzt, mannozt és xilozt egyarant
tartalmaz (Prillingert és mtsi 1991, 1993; Roeijmans ¢és mtsi 1998; Weijman és Golubev

1987). Inozitolt rendszerint asszimildlnak, keményitdszerli anyagok termelése altalanosan

jellemz6 a csoportra.
2.1.2. Hymenomycetdk osztalya

A riboszomalis RNS kis alegységének szekvencidit felhasznadlva Swann és Taylor
(1995¢) két alosztalyt kilonitett el az osztalyon beliil. A Hymenomycetidae alosztaly tagjai
kizarélag nagygombdk, mig a Tremellomycetidae alosztdly tagjai kozott olyan
mikroorganizmusokat is taldlunk, amelyek elsddlegesen az egysejtii ndvekedést részesitik
elonyben. Fell és munkatarsainak (2000) munkaja, amely a nagy riboszomas RNS gén D1/D2
régidjat elemezte, bebizonyitotta, hogy ebben az alosztalyban négy rendet kiilonithetiink el, a
Tremellales, Trichosporonales, Filobasidiales, illetve a Cystofilobasidiales rendeket. A
Cryptococcus genus kivételével, amely polifiletikus jelleggel bir és igy mind a négy rendben
eléfordul, az egyes rendeket a kdvetkezo fajok jellemzik:

o Tremellales — Bullera, Bulleromyces, Fellomyces, Filobasidiella, Kockovaella, és

Tsuchivaea;

e Trichosporonales — ide tarozik az Osszes Trichosporon faj kivéve a Trichosporon
pullulans-t, mely a Cystofilobasidiales rend tagja;

e Filobasidiales — Filobasidium:;

o Cystofilobasidiales rendbe a Cystofilobasidium, Mrakia, Phaffia, Udeniomyces és

Xanthophyllomyces fajok tartoznak.

2.1.2.1. Tremellales rend

Az idetartozd fajok életciklusuk haploid fazisdban éleszté alakban, dikariotikus
fazisdban fonalasan ndvekszenek. CsatképzOdés van, dolipérusos szeptumokat is



megfigyeltek. Korabbi nézetek alapjan (Wells 1994) a Tremellales rendet hét csalad alkotja,
azonban Fell és munkatdrsainak (2000) molekuldris taxonomiai vizsgalata ezeket az
eredményeket nem tamasztotta ald. Ha megvizsgéaljuk az alosztaly filogenetikai fajanak
képét, lathatjuk, hogy szamos bels6 elagazasndl nem talalunk “bootstrap” értéket, mely
egyértelmilen jelzi a taxonomiai egység heterogenitdsat. Korabbi vizsgalatok, melyek a
vizsgalt fajok szama miatt korantsem tekinthetdk teljesnek azt eredményezték, hogy a
Tremella genus 6t taxonomiai csoportra oszthat6 (Indecorata, Fuciformis, Aurantia, Foliaces,
Mesenterica) (Chen 1998). Fell és munkatarsai, azonban bebizonyitottdk, hogy a fenti
csoportokba nem csupan Tremella fajok tartoznak, mivel 100%-os “bootstrap™ érték igazolja
a Cryptococcus skinneri Foliacea clusterbe valo tartozdsat, az Indecorata csoportba tobb
Bullera és Cryptococcus faj tartozik (Bullera unica, Bullera pseudoalba, Bulleromyces albus,
Cryptococcus cellulolyticus, Cryptococcus laurentii) (1. 4bra) (Fell és mtsi 2000). A
Tremellales renden beliili vizsgalatok ramutattak ' szdmos Cryprococcus faj kozeli
rokonsagara a Bullera-kal (Bullera pseudoalfa / Cryptococcus cellulolyticus, Bullera
armeniaca / Cryptococcus hungaricus). Taxonomiai szempontbol a Bullera és a
Cryptococcus fajok kozotti legfontosabb eltérés a ballisztokonidium képzés képessége, mely
a Bullera-k sajatja szemben a Cryptococcus-okkal. Azonban ez a jelleg nem szignifikans
filogenetikai karakter. Hasonlo viszony irhaté le a Kockovaella és a Fellomyces fajok kozott.
Fontos megemliteni, hogy Fell kisérletei szerint, a korébbi nézetekkel ellentétben, a fontos
huméan vonatkozassal rendelkezé Filobasidiella neoformans var. neoformans és var.
bacillispora nem a Filobasidiales (Bandoni 1995; Boekhout és mtsi 1998) hanem a

Tremellales rend tagja, amit 100%-o0s “bootstrap” érték igazol.

2.1.2.2. Trichosporonales rend

A rend a Trichosporon fajok mindegyikét magaban foglalja, kivéve a Trichosporon
pullulanst, amely a Cystofilobasidiales rend tagja. A rendbe tartozik két, a rendre nem

jellemzé médon arthrospérat nem képzé faj, a Cryptococcus curvatus, ill. az Apiotrichum

porosum.

2.1.2.3. Filobasidiales rend

A rend eredeti képviseldi a Cystofilobasidium, Filobasidiella, Filobasidium, Mrakia
€s Xanthophyllomyces fajok voltak (Bandoni 1995; Boekhout és mtsi 1998; Wells 1994).



Késobb Swann és Taylor (1995¢) javasoltdk a rend udjraosztasat, mivel a Filobasidiella
nemzetséget a 18S rDNS vizsgalata alapjan kozelebbi rokonnak taldltak a Tremellales-szel
mint a Filobasidium-mal, illetve ramutattak, hogy a Cystofilobasidium és Mrakia nem

alkotnak monofiletikus csoportot a Filobasidium-mal.
Fell és mtsi (2000) a vizsgalatokat tovabb folytatva megallapitottak, hogy a rendben

négy csoport kiilonithetd el. A “cluster”-ek mindegyike nagyszamu antarktikus szarmazasu

Cryptococcus fajt tartalmaz.
2.1.2.4. Cystofilobasidiales rend

A napjainkban leirt rend egyik kiilonleges sajatja a teliospora képzés, mely a
teleomorf Hymenomycétak kozott egy kiilonleges tulajdonsdg, mivel ez elsdsorban az
Uredinomycétak jellemzoje. Egy masik fontos karakter, amely a rendet jellemzi, a
holobazidium, illetve a dolipor hifaszeptumok. A renden beliil két csoportot kiilonitettek el,
amelyek egyikébe Mrakia, Cryptococcus és Udeniomyces, a masikba Cystofilobasidium,
Phaffia, és Xanthophyllomyces fajok tartoznak.

2.1.3. A Cryptococcus hungaricus faj jellemzése, taxonomiai helye

A Cryptococcus hungaricus faj tipustorzsét 1957-ben Zsolt Janos irta le Dioszegia
hungarica néven. A Tihanyi félsziget talajabol izolalt faj jellegzetessége a hidegtiirés €s a
karotenoid szinanyag termelés. Késobb Phaff és Fell (1970) a Dioszegia hungarica-hoz
hasonlé vegetativ szaporodasi modot a Crypfococcus genus egyes fajainal is megfigyeltek,
igy feleslegesnek tartottak a faj ij nemzettségbe vald soroldsat.

A Cryptococcus hungaricus vegetativan sarjadzéssal szaporodik, a 6-9 um hosszu, 4-
4,5 pm széles sejteken a sarjak rovid nyelecskén, szterigmén keletkeznek. A sarjak a
hosszukas sejteken legtobbszor lateralisan jonnek Iétre. Megfigyelésiink szerint a hossza
ideig fenntartott, idés tenyészetekben nagy, gombolyl, vastag fald oOrids sejtek is
megfigyelhetok. Az Oridssejtekbol ismét a normélis sejtek sarjadzanak, azonban ilyenkor
gyakran csoportosan.

Irodalmi adatok alapjan és sajat kisérleteink eredményei szerint szénhidratokat nem
erjeszt, nitrdtot nem hasznosit. Etanolos taptalajon nem novekszik. Minimal taptalajon

vitamin sziikséges a novekedéséhez. A Cryptococcus hungaricus lassan ndvé faj.



1. 4bra Basidiomycota éleszték Hymenomycetidae alosztélyanak filogenetikai viszonyai a 26S rDNS D1/D2 régidjanak
szekvenciaanalizise alapjan (Fell és mtsi 2000).
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A ndvekedéséhez alacsony homérsékletet igényel, optimélis a 15-20°C, 30°C f5l5tt
egyaltalan nem szaporodik. A faj ivaros €letciklusa nem ismert.

Az eredeti torzs (D. hungarica) kapszulat képez (S-forma), de kapszula nélkiili
variansokat is izolaltak (R-forma) (Zsolt 1961). A kapszulaképzés a Cryptococcus és a
Rhodotorula nemzetség mas fajaira is jellemz6. Néhany évvel késdbb a Cryptococcus
hungaricus-t szexualis ciklussal rendelkez6 gombénak tekintették, mivel az életciklusat egy
redukalt Ustilaginales életciklussal azonositottdk. Valoédi bazidiumképzést azonban nem
figyeltek meg. Rendszertanilag a faj tipustorzsét (CBS 4214) a Basidiomycota torzs
Hymenomycetes osztdlya, Hymenomycetidae alosztalyanak, Tremellales rendjébe soroltak
(Fell és mtsi 2000).

2.2. A gombdk mitokondridlis DNS-ének dltalanos jellemzése

A gombék mitokondridlis genomja zommel cirkuldris szervezodési, néhany gombafaj
azonban linearis mtDNS-t hordoz (Physarum polycephalum, Hansenula mrakii) (Grossman
és Hudspeth 1985). A gombak mitokondridlis DNS szervezodésérél ujabban az a kép alakult
ki, hogy az él6 sejtben a mitokondrialis DNS, fliggéen a replikacios aktivitastol, cirkularis és
linearis formaban egyarant jelen lehet (Bendich 1993). A gombak mitokondridlis genomja
széles mérettartomanyt dlel fel. A Torulopsis glabrata 18,9 kb-os mitokondrialis genomjatél
az Agaricus bitorquis 174 kb-os mtDNS-éig valtozé méretii mtDNS-ekkel talalkozhatunk
(Hudspeth 1992). A gombdk mtDNS mérete a novény és allatvilig mitokondridlis
genomjahoz képest kdzéputat jelent. Az allatok minimalis mtDNS mérete kisebb mint a
gombaké (16,5 kb), a novények mtDNS mérete pedig joval tulhaladja azt (t6bb szaz kb). A
genomméretek kozott kdzel rokon fajok esetében is jelentds eltérés lehet (S. cerevisiae: 72-78
kb, S. exiguus: 23,7 kb; Coprinus cinereus: 43 kb, Coprinus stercorarius: 91 kb) (Grossman
¢s Hudspeth 1985).

A mtDNS altal kodolt géneket négy csoportba sorolhatjuk. Az elsé csoportba
tartoznak azon fehérjéket kodolo gének, amelyek a mitokondridlis elektrontranszport-
lancban jatszanak szerepet. Ilyenek a NADH dehidrogenaz alegységeit kodold gének (ndhl-
6), az apocitokrom b (cob), és a citokrom oxidaz alegységeit kodolo gének (cox1-3). Az
elektrontranszport-lanc tovabbi fehérjéi a sejtmagi kromoszomakon kddoltak, a citoplazma
riboszémain transzlalédnak, majd a mitokondriumba transzportalédnak. A gének masodik
csoportja a mitokondridlis ATP-4z egyes alegységeit kodolja (afp6, 8, 9), a tobbi alegység a
sejtmagban kodolt. A gének harmadik csoportja a mitokondrialis transzlacios apparatus
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molekulait kodolja. Ide tartoznak a nagy €s kis riboszomalis RNS génjei (rnl, rns), a
mitokondridlis tRNS gének (legalabb 22) és egyes riboszomalis proteinek (pl.
Saccharomyces 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 kell emliteni az
intronok ORF-jait, amelyek a mtDNS szervezddésében, belsé atrendezédéseiben fontos
szerepet jatszanak. Egyes mitokondridlis gének intronokkal erdsen tagoltak, illetve a gének
kozott kiterjedt ,.spacer” régiok lehetnek. Ezek felelosek a kdzel azonos génkészlet mellett is
tapasztalhaté méretbeli eltérésekért. Elesztégombak esetében az AT gazdag, nem kédold
régiok eltérd hosszisiga a magyarazat (Clark-Walker 1992), mig fonalas gombak esetében a
génekben eléfordulé intronok szadmbeli eltérései a f6 okai (Cummings és mtsi 1989). Az
allati, vagy emberi sejtek mitokondriumaiban joval kisebb a nem funkcionaldé mtDNS
hanyad mint a gombakban, igy az éllati mtDNS méretekhez viszonyitva a gombdk (és
kiilonosen a novények) mtDNS-ei nagyobbak. A 1. tablazat adatai jol tiikrozik ezeket a
kiilonbségeket.

A gombdk korében foként az ascomycotdk mitokondrium szervezddését
tanulméanyoztak: el6rehaladott kutatiasok folynak az Aspergillus fajcsoport tagjai kozott,
illetve a klasszikus modellszervezetnek tartott Saccharomyces nemzetségen beliil. Napjaink
egészségiigyi, jarvanyligyi helyzete - kiilonds tekintettel a modern kor pestisének tartott
AIDS rohamos elterjedésével, melynek egyik legveszélyesebb kisérd megbetegedése a
basidiomycotak kdzé tartozd Cryptococcus neoformans altal kivéltott mélymikézis — tette
sziikségessé a mas rendszertani egységekbe tarozo gombafajok behatobb vizsgalatat. Mivel a
sejt egyik legkonzervativabb, és funkcidja alapjan a legérzékenyebb organelluma a
mitokondrium, igy a korokoz6 gombdk elleni hatékony védekezés egyik igéretes vonulata
lehet a mitokondrium behat6 tanulmanyozasa.

A basidiomycota gombdk mitokondridlis szervez6désérdl rendkiviil kevés adat all
rendelkezésiinkre, és ezek a kozlemények is fonalas gombdkon végzett vizsgalatokat
ismertetnek (pl. Agrocybe aegerita Mouliner és mtsi 1992; Agaricus brunnescens Hintz és
mtsi 1988; Coprinus cinereus €s Coprinus stercorarius Weber és mtsi 1986; Schizophyllum
commune Specht és mtsi 1992; Armillaria ostoyae Smith és Anderson 1994). A
basidiomycota éleszt6k mitokondrialis genetikai rendszerérdl alig rendelkeziink adatokkal. E
hidnyossag a basidiomycota élesztégombdk, illetve a mitokondridlis genom evolucidjanak

megismerését nagymértékben akadalyozza.
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1. Tablazat A mtDNS jellemzi: géntartalma, mérete.

Allomyces Phytophthora Marchantia Arabidopsis Plasmodium Reclinomonas
Homo sapiens A : X
cerevisiae macrogynus infestans polymorpha thaliana Salciparum americana
16S és 23S
2 2 2 / 2 2
rRNS . 3
5S rRNS 0 0 0 0 1 1 0 1
Z;a“"fe' S 22 24 25 25 27 22 0 26
5 e 0 1 0 0 0 0 0 1
komponens
fiibppahmiliy 0 1 1 16 16 7 0 27
proteinek
Elongécios
0 0 0 0 0 0
faktor " :
RNS polimeraz 0 0 0 0 0 0 0 4
i, B 7 0 7 10 8 9 0 12
komplex)
AR Vsl 0 0 0 0 2 0 0 3
komplex)
Cob (1L 1égzési i 1 1 1 1 1 | 1
komplex)
Cox (IV. 1égzési 3 3 3 3 3 3 5 3
komplex)
ATP (V. légzési ’ 3 3 4 4 4 0 5
komplex)
Protein import 0 0 0 0 3 3 0 4
S—— 0 0 0 0 0 0 0 1
biogenézis
Citokrom
oxidaz 0 0 0 0 0 0 0 1
Osszerakas
KERE—_s 13 8 5 40 37 27 3 62
gének
Osszes gén 37 35 42 67 67 53 5 92
Meéret (kb) 17 75 57 38 187 367 6 69
SH—— . N Sanderd . Standard  Standard  Standard e Standard
standard standard standard
Intronok szama 0 8 28 0 32 23 0 1

2.3. Genetikai variabilitas vizsgdlatara alkalmas molekularis modszerek

A genetikai variabilitdas, a DNS polimorfizmus kimutatasdhoz tobbféle eljarast biztosit
a polimeraz lancreakcio alkalmazéisa (Foster és mtsi 1993). Lehetoség van tobbek kozott a
genom egy adott régidjanak (pl. ITS szakaszok az rDNS-ben) amplifikdlasara (Liu és mtsi
1993), vagy a totdl DNS-en random, szintetikus oligonukleotid (altalaban 10 tagi) primerek
alkalmazasara (RAPD analizis; Williams €s mtsi 1990). Ez ut6bbi eljaras abban tér el a tobbi
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altalanosan hasznalt PCR technikatol, hogy itt egyetlen primer alkalmazasa is elegendd, és
nem sziikséges ismerni az amplifikalodo lokusz szekvencidjat sem. Ezzel a modszerrel a
kimutathatésagi szintig felszaporithatok azok a DNS szakaszok, melyek megfeleld
tavolsagban, a primerekkel homolég invertalt ismétlodé szekvencidk kozé esnek. A
kiilonb6z6 mikroszkopikus gombatorzsek kozotti genetikai  hasonlésag nagyon jol
jellemezheté azaltal, hogy feltarjuk, milyen gyakorisdggal ismétloédnek genomjukban
bizonyos szekvencidk. A RAPD technikat, mint az RFLP analizis alternativ médszerét, széles
korben alkalmazzak; ugyanis rendkiviili érzékenysége mellett tovabbi szamos elénnyel
rendelkezik az utobbihoz képest. Lényegesen gyorsabb, nem igényel specifikus génprobakat,
a minta DNS igen kis mennyisége is elegendé hozza — mig pl. a Southern blotthoz jelentds
mennyiségl és j6 mindséglii DNS-re van sziikség.

A RAPD mar szamos mikroszkopikus gomba esetében bizonyult - elsdsorban fajon
beliili - kiilonbségek kimutatdsara alkalmazhaté6 médszernek. Azon tilmenden, hogy a RAPD
technikaval akar egyedszintii kiilonbségek foltarasara is modunk nyilik, segitségével nagy
specifitasu diagnosztikai probakhoz is hozzajuthatunk (Foster és mtsi 1993). A moédszer
szegregacids analizisre (Fabritius és Judelson 1997; Judelson és mtsi 1995), genetikai
térképezésre (Williams és mtsi 1991; Judelson és mtsi 1995) egyarant lehet6séget kinal
Tovabbi alkalmazast tesz lehetové, hogy a RAPD termékek kozvetleniil szekvenalhatok,
valamint  felhasznalhatok  hibridizaciés  probaként is, pl.  pulziltatott mezeji
gélelektoforézissel (PFGE) elvalasztott kromoszomak markerezésére (Tudzynski és Weltring
1993).

2.4. Szekvencia-analizis, mint a molekularis taxonomia eszkoze

A pontos taxonomiai meghatdrozas fontossiga jol ismert mindazok 4altal, akik
mikroorganizmusokkal foglalkoznak. Szamos lényeges kérdés mutatkozik ezen a teriileten,
kezdve a fajok meghatdrozasatol egészen a rokonsagi viszonyok meghatarozasig. A kezdeti
idokben a mikrobiologia klasszikus modszerei, majd a modern molekularis technikak
keriiltek alkalmazasra, létrehozva a molekuldris taxonomiit. Bizonyossa valt, hogy a
konvencionalis €leszté-taxonomia, amely morfologiai €s fiziologiai jellemzokon alapszik,
kozel sem nyujt teljes rendszert, €s gyakran eredményez téves meghatdrozasokat. A
molekularis taxonomia ezeket a problémakat kiiszoboli ki. Kétség kivil a DNS-DNS
reasszociacié az a modszer, amely a legkényelmesebb a kozeli rokon fajok elkiilonitésére,

azonban az eljaras tavolabbi taxonok Osszehasonlitasakor korlatozott felhasznalhatosagu

15



(Burns és mtsi 1991; Kurtzman 1992: Kurtzman és Phaff 1987). A mikroorganizmusok
meghatarozasara, rendszertani besoroldsara, szamos molekuldris taxonomiai modszer all
rendelkezésiinkre. Altalanosan elfogadott, ,klasszikus” metodikdk: a 1égzési lanc ubiquinon
tipusanak, illetve a magi DNS guanin és citozin aranyanak meghatarozasa, kiilonboz6 DNS
régiok restrikcios elemzése, izoenzim elektroforézis, elektroforetikus kariotipizalas,
szerotipizalas, valamint a RAPD (Lehmann és mtsi 1993; Naumov €s mtsi 1992; Pernice és
mtsi 1998; Shen és Lachance 1993; Xu és mtsi 1999; Yamada és mtsi 1977). Ezek a
modszerek azonban gyakran csupan korlatozott meértékben szolgaltatnak adatokat. A
nukleinsav szekvencia elemzése sok esetben joval igéretesebb megoldast kinal. Egyrészt
kozeli, illetve tavolabbi kapcsolatban lévé mikroorganizmusok ko6zotti viszonyokat is
felderithet a vizsgalt DNS régio konzervativ jellegétol fliggden, masrészt a szekvenciaadatok
részletgazdagsaga noveli a statisztikai elemzés megbizhatosagat. Mivel a mikroorganizmusok
genomjanak kiilonbozé régioi, kiilonbozd fokban ‘képviselnek &si jelleget ezért a
szekvencianalizis egyik kardinalis kérdése az elemezni kivant régio kivalasztasa (McCaroll
és mtsi 1983). A napjainkban gyakrabban elemzett régiok felsorolasat, illetve azt, hogy a
rendszerezés milyen szintjén alkalmazhatok, a 2. tablazat mutatja. A kiilonb6z6 régiok
elemzése PCR termékek szekvencia analizisével, valamint direkt szekvendalassal torténik, az
alkalmazandé PCR primereket és a keletkez6 DNS szakasz varhato hosszat, a 3. tablazat
mutatja be.

Szekvenciaszintii vizsgalatok tovabbi kedvelt célpontja a mitokondrialis DNS.
Elterjedt taxonomiai bélyeg lehet a mitokondridlis gének szekvendlidsa mellett a teljes
mitokondridlis DNS restrikcios elemzése is (Giménez-Jurado €s mtsi 1995). Guillamon és
mtsi  (1994) mitokondrialis RFLP mintazat alapjan azonositott négy sensu stricto
Saccharomyces torzset, Piskur és mtsi-nak (1995) ezen molekularis marker felhasznalasaval
sikeriilt szamos sensu stricto Saccharomyces fajt elkiiloniteni maés, kozeli rokon
Saccharomyces-tol. Késobb Piskur és mtsi (1998) bebizonyitottak, hogy a modszer alkalmas
taxonomiai vizsgalatokra, szamos fajt és izolatumot sikeriilt azonositaniuk és elkiiloniteniiik.
Bebizonyosodott, hogy a mitokondridlis DNS restrikcios elemzése alkalmas kozeli rokon
organizmusok megkiilonboztetésére (Erikson 1995; Hibbett és Donoghue 1995). Egyes
szerzok szerint a mitokondrialis restrikcios elemzések, térképek mas taxonomiai markerekkel
kombinalva alkalmasak rendszertani besorolasokra (Coria és mtsi 1990).

Napjainkban a filogenetikai vizsgédlatok soran leginkabb az rDNS szekvenciak
elemzésének eredményeit részesitik elényben. Mivel lényegében minden organizmusban

elofordul, koOnnyen Osszehasonlithatoak akar tavoli fajok 1is, nagy kopiaszamanak
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2. Tablizat Filogenetikai vizsgilatok sorin alkalmazott DNS régiok, illetve alkalmazisi lehetdségeik

(Valente és mtsi 1999 nyoman).

Molekula Rigié S Cwid  Gass W T;f‘o”:‘ s
5S rDNS Teljes + +
5,8SrDNS  Teljes +
18SrDNS  Teljes + ++ +H+
18S rDNS 18S — 1627 (1451 — 1618) #+ PRI B 1
25S — 635 (D2, V3, B vagy 493 — i v X
26S rDNS 622) 1 "
26S rDNS 25S — 1841 (1611 — 1835) 5 o &
26SrDNS  DI/D2 B et ;
ITS Teljes 5 + 4
IGS Teljes vagy részleges szekvencia = + 4
mtDNS Restrikcios analizis, részleges ¥ i 3

szekvenciak

+ hasznalhat; ++ jol hasznalhat6; +++ kiilonosen jol hasznalhaté

3. Tablédzat Filogenetikai vizsgilatok sordn alkalmazott régiok szekvenilisakor felhasznalt primerek és a

létrejové termék hossza (Valente és mtsi 1999 nyoman).

Régié Primer szekvencia méret (bp) Irodalom
4 e e > Walker ¢€s
5.8S rDNS teljes Az ITS régio tartalmazza a gént 150 Doolittle 1982
Direkt szekvendlas:
S"TGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCS?
18S rDNS teljes S’CCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCC3’ 1750 Suh és mtsi 1996
5" TCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGY
5°GACGGGCGGTGTGTGTACAAAGGGCAG3®
PCR termék szekvenalas:
NS1-5°GTAGTCATATGCTTGTCTC3’ S s Tav
18S rDNS teljes NS8-5"TCCGCAGGTTCACCTACGGA3® 1800 ];Vg%““ il
5’CTGTTAAGACTACAACGGAGCAGGC3’
S"AGAGTGTTCAAAGCAGGC3®
18S rDNS (1451- Direkt szekvenalas: 167-172 Gueho és mtsi
1618) 5’ACGGGCGGTGTGTACS’ 1990
26S rDNS (D2, B, Direkt szekvendlas: 200-300 Gueho €s mtsi
V3 vagy 193-622) 5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3® 1990
26S rDNS (1611- Direkt szekvenalas: 225 Gueho és mtsi
1833) 5" TTGGAGACCTGCTGCGG3”® 1990
PCR termék szekvenalas:
26S rDNS D1/D2 F63-5"GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’ 600 Fell és mtsi 2000
LR3-5"GGTCCGTGTTTCAAGACG3’
PCR termék szekvenélas: Viltozé W A
ITS ITSS vagy ITSI-SGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGY 400->800) 1996 o
ITS4 5°TCCTCCGCTTATTGATATGC3'
PCR termék szekvenalds: Viltozo
IGS AC10-5"GAGGCTAGAGGTGCCAG3® (<2.4) Fan és mtsi 1995

AC19-5"ATTCGAGAAGTTATTATG3®
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koszonhetéen pedig konnyen felszaporithato, tisztithato. Az rDNS régid rRNS
strukturgéneket tartalmaz, atirodd “transcribed” €s nem atirddé “non-transcribed’ spacer
régiok épitik fel. Az evolicios eltérés mértéke ezekben a régiokban nem azonos, ezaltal valik
alkalmassa a teriilet kiilonbozé szinti rokonsagi viszonyok tisztazasara (Valente és mtsi
1999). Mikroorganizmusok kozotti rokonsagi fokok megallapitasara  eloszor az 5S rDNS
szekvencia adatait alkalmaztdk. A magas evolicios rata, illetve a viszonylag kis méret, amely
ezt a régiot jellemzi, elsésorban a gombak magasabb rendszertani eg&ségeinek
Osszehasonlitasara teszi alkalmassa (Fan és mtsi 1995; Walker és Doolittle 1982). Késébb
Swann és Taylor (1993, 1995a) egy olyan rDNS régiot talalt, amely rend, csalad, illetve faj
szinten teszi lehetové a gombak taxonomiai viszonyainak Osszehasonlitasat. A 18S rDNS
szekvencia mérete, valamint evoliicios stabilitasa révén tavoli és kozeli kapcsolatban 1évo
mikroorganizmusok Osszehasonlitasat is lehetévé teszi. A régid felhasznalasaval Swann és
Taylor (1995b; 1995¢) basidiomycota élesztok €s fonalas gombdk nagyszamu képviseldjét
illesztették be a filogenetikai rendszerbe. Napjainkra a 18S rDNS részleges, illetve teljes
szekvenciaadataibol egy rendkiviil jo1 hasznalhaté, mind asco- mind basidiomycotakra
vonatkozo, adatbazis allt 6ssze. Legujabban a “fekete” élesztok fajaira nézve is tartalmaz
szekvencidkat. Mindez lehetové teszi Ujabb fajok beillesztését a gombak filogenetikai -
rendszerébe (Cai és mtsi 1996; Guého és mtsi 1990; Haase és mtsi 1995; Hendricks €s mitsi
1991; James és mtsi 1997, 1998; Kurtzman 1990; Kurtzman €s Robnett 1994; Liu és
Kurtzman 1991; Mendonca-Hagler és mtsi 1993; Messner €s mtsi 1995; Nakase €s mitsi
1993; Peterson és Kurtzman 1990, 1991; Prillinger és mtsi 1997; Sugiyama és Suh 1993; Suh
és Nakase 1995; Suh és mtsi 1996; Takashima és Nakase 1998; Takashima és mtsi 1995;
Yamada és mtsi 1994a,19945,1994¢). James €s munkatarsai a 18S rDNS csaknem teljes
szekvenciajat felhasznalva bizonyitottdk, hogy a Saccharomyces genus nem monofiletikus.
Vizsgalataik hozzajarultak harom Saccharomyces torzs rendszertani helyének tisztazasahoz,
melyek koziil kettot 4j fajként irtak le. Mivel azonban Peterson €s Kurtzman (1991) munkéja
bebizonyitotta, hogy ez a teriilet nem alkalmas kozelebbi rokonsagi viszonyok tisztazasara,
megindult a vadaszat egy olyan régié keresésére, amely a testvér fajok elkiilonitésére
alkalmas. A 26S rDNS szekvenciajanak elemzésekor szamos régiot (26S-635 493-622, 1611-
1835) vontak be a filogenetikai vizsgélatokba (Valente €s mtsi 1999). A valasztast elsésorban
az az ismeret indikalta, miszerint a fenti régiok variabilisak, igy filogenetikailag hasznosak

(Gutell és Fox 1988). Fell és munkatarsainak (2000) munkdja nyoman bebizonyosodott, hogy
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crer

felhasznalasaval.
Ez a - mintegy 600 nukleotid hosszusagii - régié alkalmasnak bizonyult a szinte
attekinthetetlen basidiomycota rendszer egyszer(sitésére és filogenetikai viszonyainak
tisztazasara. A fenti DNS szakasz elemzése varietasok, fajok, csaladok kozotti elkiilonitést
tesz lehetové (Fell és Kurtzman 1990; Fell és Statzell-Tallman 1992; Fell és mtsi 1992; Fell
és mtsi 1995). Mannarelli és Kurztman (1998) a D1/D2 szakasz szekvencidja alapjan
szerkesztett PCR primerekkel 14 humanpatogén éleszt6 elkiilonitését végezte el. |

A keresés tovabb folytatodott, és a figyelem a riboszomalis DNS koztes spacer
terlileteire iranyult. Az rDNS cluster-ek kozott elhelyezked6, nem kodolo régiok IGS
(InterGenic Spacer) szekvencidinak restrikciés elemzését mar korabban populacios
markerként alkalmaztdk (Lachance 1990). Az IGS régié szekvencigjanak illetve RFLP
mintdzatanak felhasznalasaval tobb élesztd fajon belill sikeriilt varietas-okat elkiiloniteni. Fan
¢és mitsi (1995) Cryptococcus neoformans fajon beliil két varietas IGS teriileteit vizsgaltak,
megallapitottdk, hogy az RFLP mintdzat alapjan jelentés méretbeli eltérés detektalhatod
kozottiik, ugyanakkor rDNS RFLP mintazataik csaknem megegyeztek. Carlotti és mitsi
(1997) Candida kruseii izolatumainak vizsgalata soran szintén hosszpolimorfizmust allapitott
meg, azonban ugy talalta, hogy az IGS régi¢ vizsgalata nem nyujt megfeleld megoldast a
testvérfajok és varietas-ok elkiilonitésére. A szoros rokonsagi viszonyban 1évo
mikroorganizmusok kozotti rokoni viszonyok tisztazasara az ITS (Internal Transcribed
Spacers) szekvencia elemzését tartjdk ma a legmegfelelobbnek. A filogenetikai elemzések
ramutattak, hogy az ITS régio szekvenciaclemzése nem csupan é€lesztok, hanem fonalas
gombak és novények estében is alkalmazhaté (Baldwin és mtsi 1995; Hamelin és Rail 1997;
Holst-Jensen és mtsi 1997). Az ITS régio szamtalan esetben bizonyult megfelelé eszkdznek a
fonalas- és élesztogombak taxonomidjaban, mivel a teriilet hossza viszonylag allando,
azonban szekvencia tartalmat tekintve jelentos valtozatossagot mutat (Valente €s mtsi 1996,
1997; James és mtsi 1996). Az éleszt6é taxonomiai vizsgalatok soran az ITS régio elemzését
elsésorban RFLP mintazatok alapjan végezték (Belloch és mtsi 1998; Guillamén és mitsi
1998; McCullogh és mtsi 1998a. 19985; McCullogh és mtsi 1999; Molina és mtsi 1992;
Montrocher és mtsi 1998; Ramos ¢s mtsi 1998; Williams €s mtsi 1995), ugyanis a szekvencia
analizise soran szamos nehézség meriilt fol, elsdsorban a szekvenciaadatok Osszerendezése,
az “alignment” folyamataban a nagyfoku divergencia miatt (James és mtsi 1996). Ez
magyarazza azt, hogy a teriilet elemzése leginkabb nagyon kdzeli rokon fajok (testvér fajok,

varietas-ok), illetve faj alatti szintek (izolatumok) kapcsolatainak elemzésére alkalmas (James
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¢és mtsi 1998). A szamos ITS régiét érinté munka eredményeképpen az ITS adatbazis egyre
nOvekszik, ¢€s kitind lehetoséget biztosit Osszehasonlitdé elemzések kivitelezésére
(Gouliamova és mtsi 1998; Lott és mtsi 1998; Messner és mtsi 1995; Montrocher és mitsi
1998; Oda és mtsi 1999; Prillinger és mtsi 1997; Steels és mtsi 1999). A kiilonbdz6 régiok
kiilonboz6 szinteken adnak tehat felvilagositast az élesztok filogenetikai viszonyairdl, az
oOriasi adatbazis barmely fent emlitett teriilet elemzésekor nagy segitséget nyujt, és gyakran
elengedhetetlen az Gj fajok elhelyezésében, illetve a régi rendszerek ujragondolasaban

(Valente és mtsi 1999).
2.5. A filogenetikai analizis alapfogalmai, kladisztika

Munkam sordan a molekuldris biologiai és klasszikus mikrobioldgiai modszerek
alkalmazasat kévetden szamos adat allt rendelkezésemre,' amelyek felhasznalasaval lehetGség
nyilt taxonomiai kovetkeztetések levonasara. Ehhez azonban részletesebben meg kellett
ismernem az evolucids utak rekonstrukciojara szolgalé modszereket. Ezek a filogenetikai
modszerek a taxondOmiaban kozponti fontossagi leszarmazadsi viszonyokrol adnak
tajékoztatast, ezaltal alapot szolgaltatnak az élovilag filogenetikai osztalyozasahoz. A
leszarmazasi mintazatokat keresé metodologiat kladisztika néven foglalhatjuk Gssze. Fontos
megemliteni, hogy az alkalmazott modszerek sokszor a kivant cél elérése érdekében
felaldozzak az objektivitast, igy a személyes dontésektdl valo fliggetlenséget is (Podani
1997). Az ilyen tipusu vizsgalatok alkalmazasakor ezért nagyon sok mulik a kutaton, az
evoluciorol alkotott altalanos nézetén, illetve az adott csoportra alkalmazott specidlis
elképzelésein. A kladisztika egyik alapvetd sajatsaga, hogy eredményeinket fa formdjaban
kapjuk meg, ezeket az abrakat kladogrammoknak nevezziik (gor. kladosz: ag) (Camin és
Sokal 1965). A fak ,levelei” maguk a tanulmanyozott taxonok, vagy a numerikus taxonémia
szaknyelvén OTU-k (operational taxonomic unit, Sneath és Sokal 1973). A kladogramm rész
fait kladoknak nevezziik az ide tartozé OTU-k egy ugynevezett monofiletikus (egy Ostol
szarmaz0O) csoportot alkotnak (2a. dbra). Abban az esetben, ha a kozds Ostdl szarmazo
taxonok koziil akar csak egyet is kihagyunk, a csoport mar parafiletikusnak tekintendd (2a.
abra) (Henning 1966). Meg kell emliteni még a sokszor latott polifiletikus csoportokat, ebben
az esetben olyan kisebb csoportok egyesitésér6l van szo, ahol a sajat kozvetlen 6s6k

kimaradnak (2b. abra).
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parafiletikus mono-filetikus polifiletikus
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2. dbra Taxonok leszarmazési relaciéi. A kladisztikai értelemben vett monofiletikus csoportban minden leszirmazott
szerepel, a parafiletikus csoport nem tartalmazza a kdz9s 6s minden leszarmazottjat. A polifiletikus csoportbol a kozvetien

6sok kimaradnak (Podani 1997).

A kladisztika masik alapelvének tekintend$ az tgynevezett minimdlis evolicids utak
elve, ami annyit jelent, hogy (mint minden tudomanyos munkaban) az egyszertibb hipotézist
kell megtartanunk a komplikaltabbakkal szemben, vagyié adott esetben ez azt jelenti, hogy
azt a fat kell optimalisnak tartanunk, amely a taxonok legkisebb megvaltozasaval jar. Ezt az
elvet parsimony néven emlegetjiik, amelyet takarékossagi-elvnek fordithatunk magyarra
(Rédei 1987).

Kladisztika tavolsagok alapjan:

A kladisztika szdmos matematikai modszert alkalmazhat a filogenetikai fak
létrehozasara. Az egyik legrégebbi javaslat, evolicios tdvolsagok fakkal torténd
reprezentalasara, Cavalli-Sforza és Edwards (1967) nevéhez fiizddik. Bonyolult algoritmus
segitségével szamoltak, és olyan fat tekintettek optimdlisnak, amelyben az élek
Osszhosszusaga a legkisebb volt. Késobb Saitou és Imanishi (1989) egy sokkal gyorsabb és
egyszerlibb szamoldsmenetet fejlesztett ki, ugyanerre a célra.

A dendogrammoknak azt a hibdjat, miszerint konstans evoliciés valtozassal
szamolnak, Saitou és Nei (1987) altal leirt szomszéd-Gsszevond (neighbor joining)
modszerrel probalja kikiiszobolni. A modszer lényege abban rejlik, hogy az egymas mellé
rendelés feltételeinek vizsgalatakor a taxonoknak az Osszes tobbi vizsgalt objektummal
alkotott tavolsagait is figyelembe veszi. Az ilyen modon létrejott, ugynevezett médositott
tavolsag, annal kisebb lesz az eredetinél, minél nagyobb a két taxon vagy objektum tévolsaga
a tobbitol, hiszen a nagy érték végeredményben megnoveli kettejiik relativ kozelségét.

Karakter-kladisztika:

A sziikebb értelemben vett kladisztikat értjiik karatker-kladisztikan. Hennig (1950,
1966) elmélete, akit ezen nézetek atyjanak tekintenek, azon alapszik, miszerint a karakterek
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(tulajdonsagok, bélyegek) 0Osi (pleziomorf) és leszarmaztatott (apomorf) csoportokba
sorolhatok. A csoportositas alapja, hogy k6z6s leszarmaztatott (szinapomorf) karaktereket
taldljanak. Ezek a karakterek csak azon egyedekben lehetnek jelen, amelyek attél a kozds
Ost6] szarmaznak, ahol elészor megjelent az adott tulajdonsag. A karakter-kladisztika két
modszercsaladot alkalmaz a fakészitésnél. A jelentdsebb csoportba tartoznak az tgynevezett
parsziménia modszerek, melyek lényege az evolicios fa 4gai Osszhossziisaganak
minimalizaldsa. Ez azt jeleni, hogy olyan fat tekint a mddszer optimalisnak, ahol az adott
kiindulasi és végallapot kozott a lehetd legkevesebb evolicids esemény, azaz “kéra.kter-
allapotvaltozas™ bekdvetkezése volt sziikséges. Swofford és Olsen (1990) képlete alapjan
meghatarozhatjuk a fa hosszat (jree length”), és ezt az értéket a vizsgalatok soran
meghatarozott fa esetében foltiintethetjiik. Ilyen evolucios valtozas, pl. a nukleotidcsere, vagy
restrikcios felismerOhelyek elvesztése. A megfelelé torzsfa kivéalasztasa utdn a modszer
kivalasztja az Osi format, és az agak hosszara is megad egy kozelitd értéket. A moddszer
hatranya, hogy kvantitativ karakterek nem hasznalhatok, €s a tavoli rokon taxonok esetében
félrevezeté eredményeket ad. A "parsimony" analizis t6bb rokon médszert foglal magéba,
amelyek célja azonos, de az alapjukat képez6 evoluciés modellek eltéréek. Az elébb emlitett
eljarasok els6sorban olyan karakterek elemzésére szolgalnak, amelyek a klasszikus
mikrobiologiai fiziologiai tulajdonsagokra vonatkoznak. A molekularis modszerek el6térbe
keriilésével a nukleinsav-szekvencidk elemzése valt a molekuldris taxonomia legfobb
eszkozévé. llyen adatok analizisekor a nukleotid-valtozasok megfeleld interpretalasa, illetve
modellezése keriil elotérbe. A maximalis valosziniiségen ("maximum likelihood"™) alapuld
modszer azt a tOrzsfat tekinti a legjobbnak, mely esetében az észlelt nukleotidcserék a
legnagyobb valdsziniiséggel kovetkezhettek be. A modszer alkalmazasakor adatokat kell
szolgéltatni a varhaté nukleotidcserék gyakorisagarél. Ez a modszer egy konkrét evolicios
modell alkalmazasat igényli, gyakorlatilag adatokat kell szolgéltatunk arra nézve, hogyan
alakult 4t az egyik szekvencia a masikba. Az eljaras képes kivalasztani a sok lehetséges fa
koziil azt, amelynek kialakulasa a legvaldsziniibb (Felsenstein 1981).

Az eredmények értékelésekor a létrehozott fak, illetve a fa belsd csoportjai, elagazasai
valosagtartalmanak ellen6rzésére nagy sziikség van. Erre alkalmas statisztikai modszer az un.
“bootstrap” eljaras. A modszer lnyege, hogy véletlenszerli médon éatrendezve az eredeti
adathalmazt, ujabb és ujabb filogenetikai fakat hoz létre. Az eljarast nagy szamban ismételve
(altalaban 1000 replikacio) adatokat szolgaltat arra nézve, hogy milyen szazalékban kapta
ugyanazt az elagazast. A kapott értéket “bootstrap™ értéknek nevezziik, és a vizsgalt elagazas

valosziniiségérdl ad felvilagositast (Valente és mtsi 1999).
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Ebben a fejezetrészben nem vallalkozhattam a kladisztika, illetve a numerikus
taxonomia meglehetésen boséges irodalmanak a teljesség igényével torténd leirdsara, mar
csak azért sem, mert ez a tudomanyag rendkiviil szertedgazé és nehezen attekinthetd.
Azonban vallom, hogy mindezek az ismeretek nélkiilozhetetlenek a mikroorganizmusok
taxonOmiai viszonyainak megvilagitasara, illetve rokonsagi kapcsolataik felderitésére. Fontos
megemliteniink, hogy a nagy mennyiségli adathalmazok kezelése elképzelhetetlen lenne
szamitégépes programok alkalmazasa nélkiil. A kladisztikai programcsomagok piacat urald
softwerek koziil kiemelem a PHYLIP programcsomagot (Felsenstein 1981), amelyvszémos
opciot alkalmaz. Gyakorlatilag a fent emlitett modszerek mindegyikét alkalmazhatjuk
filogenetikai fik létrehozasara, napjainkban elétérbe keriilé Windows operaciés rendszer
alapfeliiletét hasznalo PAUP (Swofford 1990) programcsomag elterjedése ndvekszik,
altalanos vélemény szerint a parsziménia modszerekre ez a softwer alkalmasabb, mint az

elébb emlitett.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgdlatok soran felhaszndalt mikroorganizmusok jegyzéke (4. és 3.
tdbldzat)

3.2. Taptalajok, tapoldatok és egyéb oldatok

2xYPD tapoldat 1% élesztokivonat
2% pepton
2% glukoz

2xYPD taptalaj 2xYPD tapoldat
2,5% agar

Malatas taptalaj 3% malata
0,5% élesztOkivonat

2,5% agar

Vitaminos minimal tapoldat 0,5% (NH4)2S04

0,1% KH,PO4

0,05% MgSO4

1% glikkoz

0,1 ml Wickerham-féle vitaminoldat
Wickerham-féle vitamintorzsoldat (100 ml-re)

0,2 mg folsav

0,2 mg biotin

40,0 mg Ca-patotenét

200,0 mg inozitol

40,0 mg niacin

20,0 mg p-aminobenzoésav

40,0 mg piridoxin. HCL

40,0 mg aneurin. HCL

20,0 mg riboflavin
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4. Tablazat A filogenetikai anlaizisbe bevont basidiomycota éleszték és a 26S rDNS D1/D2 szekvencidinak
GeneBank azonositoi (Fell és mtsi 2000).

Toérzsek Térzsszam D1/D2 szekvencia GeneBank azonositd
Bullera armeniaca CBS 70917 AF189883
Bullera crocea CBS 67147 AF075508
Bullera dendrophila CBS 6074" AF189870
Bullera derxii CBS 72257 AF189857
Bullera globispora CBS 69817 AF075509
Bullera miyagiana CBS 7526" : AF189858
Bullera oryzae CBS 7194" AF075511
Bullera pseudoalba CBS 727" AF075504
Bullera sinensis CBS 72387 AF189884
Bullera unica : CBS 8290" AF075524
Bullera variabilis CBS 7347" AF189855
Bulleromyces albus CBS 5017 AF075500
Cryptococcus adeliensis CBS 83517 AF137603
Cryptococcus aerius CBS 155" AF075486
Cryptococcus albidosimilis CBS 77117 AF137601
Cryptococcus albidus CBS 1427 AF075474
Cryptococcus amylolentus CBS 6039" AF105391
Cryptococcus antarcticus CBS 7687" AF075488
Cryptococcus aquaticus CBS 5443" AF075470
Cryptococcus bhutanensis CBS 62947 ‘ AF137599
Cryptococcus cellulolyticus CBS 8294" AF075525
Cryptococcus curvatus CBS 570" AF189834
Cryptococcus dimennae CBS 5770" AF075489
Cryptococcus diffluens CBS 160" AF075502
Cryptococcus elinovii CBS 70517 AF137604
Cryptococcus favus CBS 331" AF075497
Cryptococcus friedmannii CBS 7160" AF075478
Cryptococcus fuscescens CBS 7189" AF075472
Cryptococcus gastricus CBS 2288" AF137600
Cryptococcus gilvescens CBS 75257 AF181547
Cryptococcus heveanensis CBS 569" AF(075467
Cryptococcus himalayensis CBS 62937 AF181502
Cryptococcus huempii CBS 8186" AF189844
Cryptococcus humicolus CBS 571" AF189836
Cryptococcus humicolus CBS 8371 AF189854
Cryptococcus hungaricus CBS 42147 AF075503
Cryptococcus kuetzingii CBS 1926" AF137602
Cryptococcus kuetzingii CBS 9227 AF181504
Cryptococcus laurentii CBS 139" AF075469
Cryptococcus luteolus CBS 943" AF075482
C }yptococcus macerans CBS 2206T AF 1 89848
Cryptococcus magnus CBS 140" AF181851
C}yptococcus marinus CBS 52357 AF189846
Cryptococcus podzolicus CBS 6819" AF075481
& ryptococcus skinneri CBS 5029" AF189835
C}yptococcus terreus CBS 1895T AF075479
Cryptococcus terricolus CBS 4517 AF181520
Cystofilobasidium bisporidii CBS 6346" AF189832
Cystofilobasidium bisporidii CBS 6347 AF075464
Cystofilobasidium capitatum CBS 6358: AF075465
Cystofilobasidium lari-marinia CBS 7420 AF075466
Cystofilobasidium feraegula CBS 72011 AF(075487
Cystofilobasidium infirmo-miniatum CBS 323 AF075505
Fellomyces borneensis CBS 82827 AF189877
Fellomyces chinensis CBS 82787 AF189878
Fellom'yces fuzhouensis CBS 6]337 AF075506
Fellomyces horovitziae CBS 751 5T AF189856
Fellomyces penicillatus CBS 54921 AF177405
Fellomyces polyborus CBS 60721 AF189859
Fellomyces sichuanensis CBS 8318 AF189879

Filobasidiella neoformans var. neoformans CBS 1327 AF075484
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4. Tablazat folyt. A filogenetikai anlaizisbe bevont basidiomycota élesztdk és a 26S rDNS D1/D2
szekvencidinak GeneBank azonositéi (Fell és mtsi 2000).

Torzsek Torzsszam D1/D2 szekvencia GeneBank azonosito
Filobasidiella neoformans var. Bacillispora CBS 6289" AF075526
Filobasidium capsuligenum CBS 4736 AF075501
Filobasidium elegans CBS 7640 AF181548
Filobasidium floriforme CBS 62417 AF075498
Filobasidium globisporum CBS 7642 AF075495
Filobasidium uniguttulatum CBS 1730" AF075468
Holtermannia corniformis CBS 6979 AF189843
Kockovaella imperatae CBS 75547 AF189862
Kockovaella thailandica CBS 75527 AF(075516
Mprakia frigida CBS 5270" AF075463
Mprakia gelida CBS 52727 AF189831
Naganishia globosa CBS 5106" AF181539
Phaffia rhodozyma CBS 5905" AF189871
Sirobasidium magnum CBS 6803 AF075475
Sirobasidium intermedium CBS 7805 AF075492
Sterigmatosporidium polymorphum CBS 8088" AF(075480
Torulopsis liquefaciens CBS 968" AF181515
Torulopsis pseudoaeria CBS 41927 AF181544
Tremella aurantia CBS 6965 AF189842
Tremella brasiliensis CBS 6966 AF189864
Tremella cinnabarina CBS 8234 AF189866
Tremella coalescens CBS 6967 AF189865
Tremella encephala CBS 6968 AF189867
Tremella foliacea CBS 6969 AF189868
Tremella fuciformis CBS 6970 AF075476
Tremella globispora CBS 6972 AF189869
Tremella mesenterica CBS 6973 AF075518
Tremella moriformis CBS 7810 AF075493
Trichosporon aquatile CBS 59737 AF075520
Trichosporon asahii CBS 2479" AF105393
Trichosporon asteroides CBS 24817 AF075513
Trichosporon brassicae CBS 63827 AF075521
Trichosporon cutaneum CBS 2466" AF075483
Trichosporon coremiiforme CBS 24827 AF139983
Trichosporon coremiiforme CBS 2478 AF189863
Trichosporon domesticum CBS 82807 AF075512
Trichosporon domesticum CBS 8111 AF189874
Trichosporon dulcitum CBS 8257" AF075517
Trichosporon faecale CBS 4828" AF105395
Trichosporon gracile CBS 8189" AF105399
Trichosporon guehoae CBS 85217 AF105401
Trichosporon inkin CBS 5585" AF105396
Trichosporon jirovecii CBS 6864" AF105398
Trichosporon laibachii CBS 5790" AF075514
Trichosporon loubierii CBS 7065" AF075522
Trichosporon moniliiforme CBS 2467" AF105392
Trichosporon montevideense CBS 67217 AF105397
Trichosporon mucoides CBS 76257 AF075515
Trichosporon multisporum CBS 2495* AF139984
Trichosporon ovoides CBS 7556" AF075523
Trichosporon pullulans CBS 25327 AF105394
Trichosporon sporotrichoides CBS 8246" AF189885
Trichosporon veenhuisii CBS 7136" AF105400
Tsuchiyaea wing Leldii CBS 7118" AF177404
Udeniomyces megalosporus CBS 7236: AF075510
Udeniomyces puniceus CBS 5689T AF075519
Udeniomyces pyricola CBS 6754T AF075507
Xanthophyllomyces dendrorhous CBS 7918 AF075496
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5. Tdblazat A vizsgilt C. hungaricus torzsek, szirmazisi helyeik, és az iltalunk szekvenalt régiok

GeneBank azonositoi.

Torzsek GenBank azonositok

D1/D2 region ITS1-5.88 rDNA-ITS2 18S rDNA
Chptococins Ingeices CRE M AF075503 AF272014 AB032638
Mo., Kiils6-16, J. Zsolt, 1946
Cryptococcus hungaricus CBS 5124
Lewesia pygmaea viraga, JW. Fell & A. Statzell-Tallman, AF314231 AF272664 AF314232
1997
Cryptococeus hungaricus CBS 6324 AF314233 AF272665 AF314234
tengerviz, J.W. Fell & A. Statzell-Tallman, 1997
Cryptococcus hungaricus CBS 6569 AF314236 AF272666 AF314235
tengerviz, J.W. Fell & A. Statzell-Tallman, 1997
Cryptococcus hungaricus CBS 6576* AF314238 AF272667 AF314237
tengerviz, J.W. Fell & A. Statzell-Tallman. 1997
Cryptococcus hungaricus CBS 6953 AF314240 AF272668 AF314239
gabona, J.W. Fell & A. Statzell-Tallman. 1997

J.W. Fell , személy

Bullera armeniaca CBS 7091 AF189883 M R

adatkozlés

Glicerines taptalaj

LB tapoldat

LB taptalaj

Protoplasztok képzéséhez hasznalt oldatok:

a, elokezel6 oldat

b, enzim oldat

Total DNS izolalashoz hasznalt oldatok:

LETS puffer

vitaminos minimal tapoldat gliik6z nélkiil

2% glicerin

1% trypton

0,5% élesztokivonat

1% NaCl
pH 6,5

LB tapoldat

2% agar

10 mM Tris pH 8; ImM EDTA
2% csigaenzim

0,5% Novozym

0,8 M szorbit

0,1 M LiCI,
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10 mM EDTA;
10 mM Tris pH 8;
0,5% SDS

DNS blottolashoz, hibridizaciohoz hasznalt oldatok:

Hibridizacios puffer:

Moso pufferek:

stripping oldat

0,25 M HCI

0,4 M NaOH

0,2 M EDTA, pH 8

4 M LiCl

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

5xSSC,

0,1% N-laurylsarcosine,

0,02% SDS,

1% blocking reagens

2xSSC, 0,1% SDS
0,1xSSC, 0,1% SDS
0,1 M maleinsav,

0,15 M NaCl, pH 7,5
1% blocking reagens 1. pufferben
oldva

0,1 M Tris,

0,1 M NaCl,

50 mM MgCl,, pH 9,5
0,2 N NaOH,

0,1% SDS

Oldatok izolalt mitokondrialis DNS tisztitasahoz:

ETSI (pH 7,5)

ETS2 (pH 8)

0,12% Tris
0,18% EDTA
15% szacharoz
0,12% Tris
0,36% EDTA
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MTS (pH 7,5)

TESDS (pH 8)

15,6% szacharoz
0,24% Tris
15,6% szacharoz
0,1% MgCly

3% Tris

3,7% EDTA

1% SDS

Nukleinsavak izolalasahoz és elvalasztasahoz hasznalt oldatok:

lizis puffer

alkalikus SDS

hight salt

Fenol-kloroform-izoamilalkohol elegy

TBE puffer ( 1000 ml-re )

TAE puffer (5000 ml-re)

Agar6z gél

TE puffer

Loading oldat

3,33 ml 30% glikoz
0,5 ml 1 M Tris, pH 8,0
0,5 ml 0,2 M Na-EDTA
0,67 ml desztillalt viz
0,5 ml 10% SDS

0,1 ml 10 M NaOH

4.4 ml desztillalt viz

3 M Na-acetat, pH 4,5
25 ml fenol

24 ml kloroform

1 ml izoamilalkohol
10,8 g Tris

5,5 g borsav

0,75 g Na-EDTA pH 8,0
242g TrispH 8

57,1 ml jégecet

18,6 g EDTA

TBE puffer

0,7% agaroz

1 ug/ml etidium bromid
10 mM Tris

1 mM EDTA

70% glicerin

0,1% bromfenol-kék
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Kariotipizalashoz hasznalt pufferek, oldatok:

Triss EDTA 50 mM EDTA

10 mM Tris pH 7,5
LET puffer 0,5 MEDTA

10 mM Tris pH 7,5
NDS puffer 0,5 M EDTA

10 mM Tris

1% N-lauryl-sarcosin pH 9,5
Img/ml proteinaz K

Az ITS; D1/D2 régio; 18S rDNS-PCR reakciohoz sziikséges oldatok:

CORE puffer (10 reakciora) 10-10 pul INTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP és dTTP)
50 ul 10x inkubacios puffer (500mM KCI, 100 mM Tris/HCI)
50 ul MgCl, (25mM)
10 ul steril desztillalt viz

COCKTAIL (10 reakciora) 2,5 ul 7aq polimeraz (5 U/ul)
5-5 pl primer (100 uM)
287,5 ul steril desztillalt viz

500 pl-es Eppendorf-csébe:

15,0 ul CORE puffer
30,0 ul COCKTAIL
5,0 ul templat DNS (0,02 pg/ul)

ITS-PCR-hoz hasznalt primerek szekvenciai:
ITS-1: 5“TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS-4: S-“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

D1/D2 régi6 PCR-hoz hasznalt primerek szekvenciai:
F63: 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
LR3: 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’

18S rDNS PCR-hoz hasznalt primerek szekvenciai:
5’-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’
5’-GATCCTTCCGCAGGTTCA CC-3’
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RAPD analizishez hasznalt oldatok:

CORE puffer (20 reakciora) 10-10 ul dNTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP és dTTP)
50 ul 10x inkubéacios puffer
50 ul MgCh
10 pl steril desztillalt viz

COCKTAIL (10 reakciéra) 1 pl Taq polimeraz (5 U/ul)
5 pl primer (10 uM)
144 pl steril desztillalt viz

500 pl-es Eppendorfba dsszemért anyagok:

7,5 ul CORE puffer
15,0 ul COCKTAIL
2,5 ul templat DNS (0,02 pg/pl)

RAPD analizis soran alkalmazott primerek szekvenciai (Operon primer kit C):
OPC-04 5'-CCGCATCTAC-3'
OPC-06 5'-GAACGGACTC-3'
OPC-08 5'-ACCTGGCCAC-3'
OPC-10 5'-TGTCTGGGTG-3'
OPC-11 5'-AAAGCTGCGG-3'
OPC-18 5'-TGAGTGGGTG-3'

Pigmentizolalashoz hasznalt anyagok:
dietil-éter
futtat6 elegy (petroléter-aceton 80:20)

3.3 Vizsgalati modszerek

3.3.1. Szénforrdshasznositdsi vizsgalatok (Kregen-van Rij, 1987 nyomdn médositva)

A tesztekben alkalmazott szénforrasok mindegyike egyediili szénforrasként szerepelt,
0,5%-0s koncentracidban minimal taptalajban. Megfeleld mennyiségii forré6 minimal taptalajt
Ontottiink steril lombikba, amelybe mar beletettik a tesztelendd vegyiilet sterilre sziirt
oldatat. Miutan jol elkevertiik, kiontottik Petri-csészékbe, mindegyikbe ugyanannyi
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mennyiséget (20 ml). A kozeg kémhatasa mindig pH 5-6 kozott volt. Csészénként 6 torzset
oltottunk le csikhuzassal sejtszuszpenziobdl, majd 20°C-on inkubaltunk. A torzsek
novekedését 4, 7 és 14 nap utan hasonlitottuk Ossze a szénforras nélkiili kontrol csészén,

illetve a glitkdz-tartalmu taptalajon mutatott ndvekedésiikkel.

3.3.2. Mitokondrialis DNS izoladlas (Laday és mtsi, 2001 nyoman)

A torzseket 100 ml 2xYPD-ben, nagy mennyiségben (minimum 1000 ml) 18°C-on 72
oran keresztiil 200 rpm-mel razatva tenyésztettiik. A sejteket 3000 rpm-es centrifugalassal
gyujtottik Ossze, hideg ETS-1 ‘oldattal mostuk, majd ETS-1-ben szuszpendaltuk. A
sejtszuszpenziot 5-szor 30 mp-ig "Bead-Beater"-rel (Biospec. Products, USA)
homogenizaltuk, kézben 1-1 perc sziinetet tartva, mindvégig hiitott koriilmények kozott, ezt
kovetéen 3000 rpm-mel 20 percig centrifugdltuk a sejttormeléket. A feliilluszot szirtik
(nejlonsziird, lyukatmérdje 60 pm), majd 40 percig 12000 rpm-mel centrifugéltuk. Az igy
Osszegy(ijtott mitokondriumokat tartalmazé csapadékot 30 ml MTS-ben szuszpendaltuk és
0,2 mg/ml DNaz-zal 4°C-on 90 perces inkubacié soran a szennyezd nukledris DNS-t
eltavolitottuk. 80 ml ETS-2-vel ledllitottuk a reakciét és a mitokondriumokat 15 percig 18500
rpm-mel 4°C-on centrifuglva sszegytjtottik. A mitokondriumok liziséhez 2 ml LETS
pufferben szuszpendaltuk fel a pelletet és 65°C-on 15 percig kezeltiik. Ezt kovetéen a mintat
kétszer fenoloztuk azonos térfogatnyi fenollal (PCI) és egyszer kloroformoztuk (CI). A vizes
fazisb6l a mtDNS-t kétszeres térfogati absz. etanollal kicsaptuk, majd 10 perces 12000 rpm-
mel 4°C-on torténd centrifugélassal dsszegyujtottikk. A csapadékot vakuumban széritottuk,
majd 1 ml 5 pg/ml RN4z tartalmi TE-ben szuszpendaltuk. A RNaz kezelést 60 percig 37°C-
on végeztilk. Ezt kovette egy fenolos (PCI)-os kezelés és egy kloroform/izoamilalkohol
extrakcio. A vizes fazisbol a DNS-t absz. etanollal kicsaptuk, a csapadékot 70%-os etanollal
kétszer mostuk és vakuum alatt beszaritottuk. A DNS-t 100 pl TE-ben vettiik fel és

felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

3.3.3. Total DNS izoldlas (Leach és mtsi, 1986 nyomdn, médositva)

0,2g liofilizalt sejtet dorzsmozsarban alaposan elporitottunk majd 2 ml LETS
pufferrel alaposan vortexeltiink, majd 2 ml fenolt (PCI) adtuk hozza, és a vortexelést
kovetéen 10 percig 3000 rpm-el centrifugaltuk. A DNS-t kétszeres térfogatnyi etanollal
kicsaptuk, 5 perces 3000 rpm-es centrifugalds utan a csapadékot vakuumban beszaritottuk, €s
0,7 ml TE pufferben vettiik fel. Kétszer PCI-vel, majd egyszer kloroform-izoamilalkohol
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24:1 aranyu elegyével extrahaltuk. A vizes fazist Eppendorf-csobe vittiikk, kétszeres
térfogatnyi etanollal kicsaptuk, beszaritottuk, és 100 pl TE-ben felvettiik a beszaritott DNS-t.
A DNS-preparatumokat -20°C-on taroltuk felhasznalasukig.

3.3.4. Restrikcios térképek készitése Hamari és mtsi (1999) alapjan
A restrikcios térképezéshez a Hamari és mtsi altal kifejlesztett modszert hasznaltuk.

Ez alapjan az izolatumok mitokondridlis DNS-ének térképezését A és B enzimmel torténd
preparativ emésztéssel kezdtilk. Az igy kapott mtDNS fragmentumok DNS tartalmanak
visszaizolalasat kovetdéen B és A enzimekkel tortént reciprok emésztéssel tudtuk végrehajtani
(Hamari és mtsi 1999). Az A és B fragmentek sorrendiségének meghatarozasdhoz az
alabbiak szerint jartunk el: agar6z gél egyik oldalara felvittilk az izolalt A fragmentumok B-
vel emésztett mintdit, a masik oldaldra az izolalt B fragmentumok A-val emésztett mintdit, a
g€l kdzepére pedig a térképezendd izolatum mtDNS-ének A-val, B-vel szimpla emésztett és
A/B-vel kettGsemésztett mintait vittik fel kontrolként, egy DNS molekulastly marker
kiséretében. Ezt kovetden 1%-os agar6z gélen elektroforézist hajtottunk végre, kdzben korai,
kozepes és késoi futasi stadiumokban dokumentaltuk az elektroforetikus képet. Mivel tudtuk
hogy a kettés emésztési képben minden a gélen szereplé fragmentnek meg kell jelennie,
illetve a reciprokemésztés soran létrejott savokat §sszevetve vizualis médon sszeallithatova
valt a DNS fizikai térképe. A vizualis "fragment &sszeolvasas" mellett sziikség volt az adott
fragmentek méretének pontos meghatarozasara is. A  méret-meghatdrozast a
"GelBase/GelBlot Pro" (Ultra Violet Product Ltd) gélelemzé szoftver segitségével
allapitottuk meg. Az egyes izolatumok mtDNS-ének valos mérete kivétel nélkiil a restrikcios
térképek szerkesztésekor hatdrozhat6 meg, ugyanis a nagy méretii fragmentek

meghatarozasakor adddott tévedések kikiiszobolodnek.

3.3.5. Nukleinsavak elvdlasztasa gélelektroforézissel, méretitk meghatdrozdsa
A nukleinsavak elvalasztasara agar6z gélelektroforézist alkalmaztunk (Sambrook és
mtsi 1989). A fragmentek méretének meghatarozasat a "GelBase/GelBlot Pro" (Ultra Violet

Product Ltd) gél dokumentalé- és kiértékeld szoftver segitségével végeztiik.
3.3.6. DNS izoldldsa agaroz gélbol

A visszaizolalni kivant DNS-t 1%-os TAE-t tartalmazé gélben megfuttatjuk
preparativ mennyiségben (20-100 ul). UV fény alatt a kivant DNS savot kivagjuk a gélbol.
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Az agar6z blokkot szike segitségével aprora daraboljuk, majd egy t6ltéssel nem rendelkezd
vattagolyot tartalmazo félbevagott Eppendorf-csébe helyezziik. A felezett csé végén kis
atmér6ji lyukat szurunk. Ezt kovetéen belehelyezziik egy masik, egész Eppendorf-csébe,
melynek a zar6 kupakjat eltavolitottuk (a centrifugalds soran akadalyozna). A kovetkezd
lépésben centrifugaljuk, eleinte kis fordulatszammal (3000 rpm) 2 percig, majd fokozatosan
elérjiik a 12000 rpm-et. 10 perces centrifugalas utdn az alsé egész Eppendorf-csében
Osszegyiilt folyadékhoz tized térfogatnyi 3M-os Na-acetatot adunk, majd abszolut etanollal
kicsapjuk a DNS-t. 60 perces -20°C-on torténé inkubalas utan 10 percig 12000 rpm-mel
centrifugaljuk. A Kkeletkezé pelletet 70%-os etanollal mossuk, majd vdkumban szaritjuk,
végiil 10 pl TE-ben szuszpendaljuk.

3.3.7. DNS blottolas és hibridizacio

Kisérleteinkben a digoxigenines DNS jelolé és  detektdld készletet (DIG DNA
Labeling and Detection Kit- Roche) hasznaltuk. A DNS jelolést és a hibridizalast a gyarto
instrukcidi alapjan végeztiik el.
DNS jelolés:
15 pl templat DNS oldatot (0,5-3,0 ug DNS) 1500 pl-es Eppendorf csébe tettiink, a DNS-t 10
percig forr6 vizben torténd hokezeléssel denaturaltuk. A denaturalast kovet6en jégen hirtelen
lehtitottiik a mintat, majd 2 pl hexanukleotid keveréket (5. csd), 2 pl ANTP keveréket (6. cs6)
és 1 ul Klenow enzimet (7. cs6) adtunk hozza. A mintat sszekevertiik, centrifugaltuk és 12
6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. A jelolési reakciot 2 pul 0,2 M EDTA (pH 8,0) oldattal
allitottuk le. A jelolt DNS-t 2 ul 4M LiCl és 75 pl el6hiitott etanol hozzdadéasaval kicsaptuk,
és fél orara —70°C-ra tettilk. A mintat 15 percig centrifugaltuk, a csapadékot 50 pl etanollal
mostuk. A DNS-t vakuum alatt beszéritottuk és 50 pl TE-ben vettiik fel. A jelolt DNS
mennyiségének meghatarozasat a gyarté instrukcidi alapjan végeztiik el.
Southern-blot:
Az agar6z gélben a DNS fragmentumokat 0,25 M sésavban 10 percig enyhe razatassal
depurinaltuk, majd a gélt 3-4-szer desztillalt vizben mostuk. A blottolashoz az alkalikus
transzfer modszerét alkalmaztuk (ehhez 0,4 M NaOH oldatot hasznaltunk). A DNS-t 12 6ras
kapillaris blot segitségével Hybond N+ membranon (Amersham) rogzitettiik. A membrant
2xSSC-ben 10 percig mostuk. Ezt kovetéen UV fényben masfél perc alatt a DNS

.....

membranra 20 ml 68°C-ra elomelegitett hibridizacios puffert mértink. A 68°C-os
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hibridizaciés kamraban végzett 1 oOras el6hibridizaci6 utdn a hibridizacios puffert a
membranr6l leéntéttik és 2,5 ml/ 100 cm2 jelolt DNS probat tartalmazé hibridizaciés puffert
tettiink a csdbe (a probat elézdleg 15 percig tarté forraldssal denaturaltuk és jégen hirtelen
lehiitottiik). 12 o6ras 68°C-on végrehajtott hibridizaciét kovetéen a kovetkezd lépéseket
végeztiik el egyenletes forgatas mellett:

1. A membrant 2x5 percig mostuk szobahémérsékleten 50 ml/100 cm2 membran

2xSSC+0,1%SDS oldattal.

2. A membrant 2x15 percig mostuk 68°C-on 50 ml/100 cm’ membrén 0,1xSSC+0,1%SDS
oldattal.

3. A membrant 1 percig mostuk 100 ml/100 cmz-nyi 1. pufferrel szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden minden lépést szobahdmérsékleten hajtottunk végre.

4. A membrant 30 percig inkubaltuk 100 ml/100 cmz-nyi 2. pufferrel.

5. Antitest konjugatumbdl (8. csd) 2. pufferrel higitast készitettiink gy, hogy 75 mU/ml
legyen az oldat koncentracidja. Az antitest oldatbol 20 ml/100 cmz-nyi mennyiséget
tettiink a membrénra, és 30 percig inkubaltuk konstans forgatas mellett.

6. A membrant 2x15 percig mostuk 100 ml/100 cmz-nyi 1. pufferrrel.

7. A membrant 2 percen keresztiil 20 ml/100 cmz-nyi 3. pufferrel mostuk.
8. Festékoldatot készitettiink a kdvetkezok szerint: 10 ml 3. pufferbe 45 ul NBT-oldatot (9.
cs6) és 35 ul X-foszfat oldatot (10. csd) tettiink. A membrant zarhaté folidba tettiik és 10

ml/100 cmz-nyi festékoldatot adtunk hozza. A festéket egyenletesen eloszlattuk a
membranon és a folidt lezartuk. A szinreakcié néhany perc mulva megindult és min. 16
6réan beliil befejez6dott. A reakcio ledllitdsara a membrant S percre 50 ml desztillalt vizbe
vagy TE-be helyeztiik.

3.3.8. RAPD analizis

A RAPD reakciok Osszeallitaisait Hu és Quiros (1991), valamint Williams és
munkatarsai (1990) szerint végeztiik.
A mar ismertetett reakcioelegyet elkevertilkk, majd 30 pl asvanyi olajat mértiink ra, és
betettiik a PCR késziilékbe (MJ Research Inc), melyet 45 ciklusra programoztunk. Egy ciklus
a kovetkezo lépésekbal allt:
1 perc 92°C-on (denaturacio), 1 perc 35°C-on ("annealing"), 2 perc 72°C-on (elongécid).
Az amplifikalt DNS-t 1% agar6z gélben valasztottuk el, és UV fényben fotoztuk.
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3.3.9. ITS, D1/D2 régio, 18S rDNS PCR- ITS régié RFLP
Téptalajok, tapoldatok és egyéb oldatok cimii fejezetben leirtak alapjan Osszemért
elegyeket osszekevertiik és a reakcidelegyek tetejére 50-50 pl 4svanyi olajat tettiink. A
mintdkat a PCR késziilékbe helyeztiik (MJ Research Inc) és a kdvetkezd 1épésekbdl &llo
programot hajtottuk végre:
1. 1épés: 5 perc, 95°C- denaturélas
. Iépés: 2 perc, 40°C- "annealing"
. Iépés: 3 perc, 72°C- elongacié
. Iépés: 1 perc, 95°C- denaturélas
. [épés: 2 perc, 40°C- "annealing"
. Iépés: 3 perc, 72°C- elongécio
.1épés: a 4., 5., 6. 1épésbol allo ciklus ismétlése 4-szer
. Iépés: 1 perc, 95°C- denaturélas
. Iépés: 2 perc, 55°C- "annealing"

\F . = gy th &£ B N

10. 1épés: 3 perc, 72°C- elongéciod

11. 1épés: a 8., 9., 10 1épésbdl all6 ciklus ismétlése 24-szer

12. Iépés: 5 perc, 72°C- elongaci6
A PCR termékeket agardz gélelektroforézissel, 1,5%-os agar6z gélben, 1xXTAE pufferben
valasztottuk el.
Az RFLP analizisben 1500 pl-es Eppendorf-csébe a kivetkezd reakcidelegyet mértiik Ossze
20 ul végtérfogatra:

5 ul az amplifikalt DNS-t tartalmazé PCR elegybol

2 ul 10xenzimpuffer

12 pl steril desztillalt viz

1 pl enzim (6-12 U/ul)
Az emésztéseket 2 Oran keresztiil, 37°C-on végeztiik (kivéve a Taql enzimes emésztéseket,
melyeket 65°C-on, paraffinolaj alatt végeztiink). A reakciot kovetéen 5 pl brémfenolkéket
tartalmazo glicerinoldatot adtuk a mintakhoz. Az emésztett DNS fragmenteket 1,5% agar6z
gélben valasztottuk el.

3.3.10. Kariotipizalas CHEF rendszerrel
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Protoplaszt készités: A sejteket 2xYPD-ben neveltiikk 72 6ran at, majd a tenyészetbdl
10 ml-t vittiink at 100 ml 2xYPD-t tartalmazé lombikba, 24 6raig novesztettiik 18°C-on, a
felfrissitett tenyészetbdl 20 ml-t oltottunk 100 ml 2xYPD-s tapoldatba, majd 3 6raig 200 rpm-
mel razattuk 18°C-on. A tenyészetet rovid centrifugélassal iilepitettilk, majd 5 ml elékezel
oldatban szuszpendaltuk, az oldathoz tized térfogatnyi B-merkaptoetanol-t is adtunk, 20
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Harom perces 12000 rpm-mel tortént centrifugéalast
kovetden protoplasztalé enzimoldatban szuszpendéltuk a sejteket, az inkubécios id6 3 oras

volt. A protoplasztalast kovetden a plasztokat centrifugélassal (3000 rpm) iilepitettiik, majd

0,8 M szorbittal haromszor mostuk. A protolasztokat (4x108 protopaszt/ml) 1 ml Tris’EDTA
pufferben szuszpendaltuk, majd centrifugalassal ilepitettik, ezt a lépést haromszor
megismételtiik, majd 150 pl Tris/EDTA-ban felvettiik.

Agarézblokk készités: Az elokészitett protoplasztokat alacsony olvadasponti
agar6zzal (SIGMA) (1,4 %) 0,8 M szorbit jelenlétében elegyitettiikk, ezutan agar6zblokk
készitd formaba ontottilk. Dermedés utan 1 ml LET puffert adtunk hozza 37°C-on 10 6rat
inkubdltuk. A tovabbiakban a blokkokrdl a puffert lecseréljik 1 ml NDS-re. 24 6raig 50°C-
on inkubaljuk. Befejezé Iépésként Tris/EDTA oldatban 4-szer mossuk a blokkokat. 4°C-on
Tris/EDTA pufferben taroljuk.

CHEF futtatdsi jellemz6k: A futtatast 1%-os agar6z gélben (0,5% TBE-ben oldva)

végeztitk, CHEF-DRTM [I, BIO-RAD késziilékkel.

3.3.11. Petite mutdcié indukdldsa, mutansok izoldaldsa

A torzseket 72 6ra elbtenyésztést kovetben frissitettiik 24 ordig 2xYPD tépoldatban,
majd kiilonbdz6 koncentracioji EtBr (etidium-bromid)-ot tartalmazo6 téapoldatba oltottuk ugy,
hogy a 10 ml 2xYPD-tartalmazé tapkozegben 10°db sejtet tartalmazzon milliliterenként. 48
6ras 18°C-on tortént inkubéacié utdn a tenyészetbol 10-20-50 pl-t malatds tapagarra
szélesztetiink. 3 hetes inkubaciot kovetden az egyedi telepeket csikhuzéssal glicerint
tartalmazé téptalajra vittik és 14 napig inkubdltuk. A petite muténsok, sériilt
mitokondriumuk miatt a nem fermentalhat6 szénforrast tartalmaz6 taptalajon nem képesek a

novekedésre.
3.3.12. Szinanyag vizsgadlata vékonyréteg kromatogrdfidaval

A sejteket 500 ml-es lombikban 100 ml 2xYPD-ben 72 éraig 20°C-on eléneveltik. A
sejteket centrifugdlassal Osszegytijtottik, majd egy éjszakan 4t vakuumban széritottuk. A
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szaraz terméket dorzsmozsarban iivegporral eldorzsoltiik, majd kémcsobe toltéttiik. A porra
1,5 ml dietil-étert rétegeztiink, majd Ovatosan Osszeraztuk a keveréket Eppendorf-cs6be
pipettaztuk, majd hitott koriilmények kozott centrifugaltuk. A feliiliszot lepipettaztuk,
felhasznélasig hiitében taroltuk. A veékonyréteg-analizishez folidra vitt gélt hasznéltunk
(Merck 5553), az alapvonal bejellése utan futtatokadban 60 percig inkubaltuk. A kapott gélt
vizualisan értékeltiik napfénynél és UV alatt.

3.3.13. Filogenetikai analizis

A D1/D2 régi6 és a 18S rDNS egy teriiletének szekvenciaadatait hasonlitottuk dssze
filogenetikai szempontbol, a vizsgalatba bevontuk a Hymenomycetidae alosztaly Tremellales
rendjébe tartozd élesztdket (4. tablazat). A filogenetika elemzéseket a PHYLIP
szoftvercsomaggal végeztiik (Felsenstein 1995). A szekvenciadatok osszerendezését “align”
manudlisan ellendriztiik, az elemzéshez az “outgroup rooting” kiilsé &sszehasonlito eljarast
alkalmaztuk ahol az “outgroup” az 6sszehasonlité fél Rhodotorula sp. volt. A parszimo6nia
analizis soran a DNAPARS programot alkalmaztuk. A belsd elagazasok valoszinliségének
mértékét a “bootstrap” értéket 1000 ismétléssel hataroztuk meg a SEQBOOT, DNAPARS,
CONSENSE programok segitségével. A tavolsagi matrixok a Kimura két paraméteres
modellt (Kimura 1980) felhaszndlo DNADIST program felhasznaldsaval keriiltek
kiszamitasra. A SOAP (Stability Of Aligned Positios) program segitségével elemeztiik a
szekvencidk Osszerendezettségének “alignment” stabilitasit (Loytynoja és Milinkovich

elokésziiletben).

3.3.14. Elektronmikroszkopiai vizsgalatok

A mintael6készitést a Lang és Mitani (1970) 4ltal leirt spontédn-adszorpciés technika
alapjan végeztiik. A mintdkat palladiummal arnyékoltuk, a vizsgélatokat TESLA BS 500
transzmisszios elektronmikroszkoppal végeztik. A DNS molekuldk hosszit kurviméter

segitségével hataroztuk meg.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Cryptococcus hungaricus intraspecifikus variabilitasasnak
vizsgalata

4.1.1. Morfoldgiai, fiziologiai és biokémiai jellemzok

4.1.1.1. Morfologiai vizsgalatok

srer

Az C. hungaricus torzsek morfologidjat, ndvekedési sebességét kiilonbozo
taptalajokon, kiilonféle homérsékleteken tanulmanyoztuk (6. tablazat). A tdrzsek
morfologidja egymastol igen eltérd volt. Fénymikroszkopos képiiket a 3. dbra mutatja. Harom
izolatum (CBS 6324, 6576 és 6953) azonos megjelenést mutatott. Ezen izoldtumok sejtjei
ovalis jellegliek, ellentétben a tipustdrzsével, amelyek jellegzetesen megnyult, hosszikas
képet mutatnak. A sarjsejtek rdvid nyakkal kapcsolodnak az anyasejthez, illetve a fiatal
tenyészetekben viszonylag nagyszamu ovalis forma is megtaldlhato. A CBS 6569-es
izoldtum sejtjei nagymértékben kiilonboztek a tébbi C. hungaricus torzsétdl, azonban
hasonl6sagot mutattak a Cystofilobasidium capitatum azonos koriilmények kozott tenyésztett
sejtjeivel. Mindkét mintéra jellemz6 a kissé megnyilt, lekerekitett végii sejtforma, illetve a
nagyfokd méretbeli heterogenitas. Egyedi megjelenésii sejtképet tapasztaltunk a CBS 5124-es
torzs esetében is, ahol a kissé megnyilt sejtek csucsban végzodnek, és a sarjsejtek gyakran az
anyasejtekkel egyiitt maradnak.

A Kkiilonb6z6 taptalajokon, kiilonbozé homérsékleteken tenyésztett torzsek koziil szinte
valamennyi gyorsabban ndvekedett 2xYPD-n, mint YPD-n illetve Malatas-oxoidon. A
legtobb torzs szaméra a 20°C-os homérséklet volt a legmegfelelobb, de a torzsek jelentds
része 25°C-on is nott (6. tablazat). Ez 6sszhangban van a faj psychrophil jellegével. A torzsek
egy része eltér6 ndvekedési sajatsdgokkal rendelkezett mas-mas homérsékleten. A CBS
42147 szami csak 20°C-on nétt, 10°C és 25°C-on egyaltalan nem szaporodott. A torzsek
egyike sem novekedett 30°C-on. A CBS 6569-es izoladtum azonban 10°C-os inkubéciés
hémérsékleten is szaporodott, azonban ebben az esetben a karotenoid termelés visszaszorult,

és a telepek szine kevésbé intenziv volt.
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3. 4bra C. hungaricus torzsek és a C. capitatum fénymikroszkopos képe (a: CBS 42147; b: CBS 5124; c: CBS
6324 d: CBS 6596; e: CBS 6576; f: CBS 6953; g: Cystofilobasidium capitatum)



6. Tablazat Cryptococcus hungaricus izolitumok Kiilonbozé hémérsékleteken mutatott nivekedési

profilja.
torzs Homérséklet
CBS 10°C 20°C 255C 30°C

48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
4214 = - - - v +++ - - b - - -
5124 - & - + ++ +++ - + ++ E 2 E
6324 = - - - v o - - A% - - -
6569 " PR i e = = S v v - - -
6576 - - - e e SR - &= o - = -
6953 . » & - +H . v + 5 " >

v: <106 +: 106 — 107 db sejt/ml ++:107

4.1.1.2. Fiziologiai jellemzdk

~108 db sejt/ml +++: >108 db sejt/ml fh:kevésbbé pigmentalt sejtek

4.1.1.2.1. Szénforrashasznositas vizsgalata

A szénasszimilaci6 vizsgalatat

hat

C. hungaricus torzsnél, illetve a

Cystofilobasidium capitatum egy izolatumanal végeztik el. A vizsgalatba bevont 22

szénforras (7. tablazat) koziil 19 hasznositasaban tudtunk jellegzetes eltéréseket kimutatni (8.

tablazat). Ennek mértéke kiilondsen kifejezett volt a CBS 6569 és a C. capitatum esetében,

amelyek spektrumai jelentésen eltértek a tobbi C. hungaricus t6rzsétél. Eredményeink

alapjan az egyes egyedi szénforrasok hasznositéasa jellegzetes. Ilyen példaul a citromsav és az

eritritol hasznositasa, illetve a melibiozon torténd ndvekedés hidnya, amely a CBS 6569 és a

C. capitatum jellemzéje. A tovabbi 6t C. hungaricus torzs hasonlé szénforrasokat volt képes

hasznositani.

7. Tablazat. C. hungaricus torzsek vizsgalatiban tesztelt szénforrasok.

Minden izolatum altal egyforman hasznositott szénforrasok

Kiilonbdz6 mértékben hasznositott szénforrasok

Egyetlen izolatum &ltal sem hasznositott szénforrasok

szacharoz; raffinoz; maltéz;

arabinoz cellobioz; citromsav;
eritritol; galaktoz; glicerol; inozitol;
lakt6z; mannitol; melibidz; ramnéz;
ribitol; ribéz; keményitd; szorboz;
xiloz

xilan; myo-inozit; gliikoronsav
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8. Tablazat C. hungaricus torzsek szénforrashasznositasi profilja

Torzs Ar Ch «Cs EroiGa Gl In La Ma Mn Me Ra Rm Ri Rb vk Sz Sz

CBS =
42141- + + - - \' \' Vg - + v + + v v ' A - +
chi \' \' v - L v v - + v - + + - \' \' - +
g}%ﬁ e 3 3 . + v 2 v + v L + v 2 v v v +
235372 g % A 2 + \ v v + + : + + \ + v A +
?9;? % v 5 B $ v v e o + 2 + v v + v 2 +
6?22 v % - v + + + + - + + + + ™ + + +
wpﬁ;’"m v + e v - - - * - L * + - - - + *

Ar: Arabin6z, Cb: Cellobidz, Cs: Citromsav, Er: Eritritol, Ga: Galakt6z, Gl: Glicerol, In: Inozitol, La: Laktoz,
Ma: Maltéz, Mn: Mannitol, Me: Melibioz, Ra: Raffin6z, Rm: Ramndz, Ri: Ribitol, Rb: Riboz, vk: vizoldékony
keményitd, Szo: Szorbéz, Sza: Szacharoz, Xi: Xiloz

v: gyenge, s: lasst, *: nem tesztelt

4.1.1.3. Biokémiai sajatsagok

4.1.1.3.1. Karotenoid tartalom vizsgdlata

A basidiomycota éleszték iranti novekvé érdeklodés elsddleges oka, hogy a
mikroszkopikus gombdk kozott egyediilalldé modon az ide tartozd Phaffia rhodozyma 16
szinanyagként asztaxantint (3,3’dihidroxi-4,4’dioxo-karotin) szintetizdl (Andrewes €s mitsi,
1976). Ez a vegyiilet a természetben viszonylag ritkan eléfordulé6 pigment, bar néhany
édesvizi, illetve tengeri algaban is megtaldlhatd. A mikroszervezeteken kiviil egyes
madarakban, rdkokban, pisztrangban és lazacban fordul el6. Az asztaxantin gazdasagi
jelentdsége ez utobbi eléfordulassal kapcsolatos. A mesterséges koriilmények kozott nevelt
lazac évi mennyisége ma mar t6bb mint 200.000 tonna (An és Johnson 1990), amelynek
nélkiilozhetetlen, ugyanakkor legdragabb takarmany kiegészitéje az asztaxantin. Bér
szintetikusan is eldallithat, de rendkiviil dragan, raadasul a fogyasztéi elvarasoknak jobban
megfelel egy természetes eredetli szinezOanyag. Az asztaxantin igen jo antioxidans
tulajdonsaga (Schroeder és Johnson, 1993) tovabb fokozta a vegyiilet irdnti érdeklodést.
Mivel a tdrzs szamos tagja termel karotenoid tipust szinanyagot igy a biokémiai
karakterizalas egyik 1épéseként a sejtek szinanyag kivonatat vékonyrétegen valasztottuk el (4.
abra). P. rhodozyma asztaxantin standardot hasznalva megéllapitottuk, hogy a C. hungaricus
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izolatumok 4ltal termelt szinanyag nem 3,3’-dihidroxi-4,4'dioxo-f-karotin. A profilok 6t C.
hungaricus esetében azonosnak bizonyult, azonban a CBS 6569-es torzs mintdzata eltérd
volt. Az egyes komponensek biokémiai elemzése tovabbi adatokat szolgiltatna a torzsek
jellemzésére.

£
=
c
]
&
»
[
S
I
~

standard
rhodozyma

P.
cBsS
6953
cBS
6576
CBS
6569
CBS
6324
CBS
5124
CBS
4214

4. abra C. hungaricus izolatumok szinanyag spektruma K : astaxhantin; K : hianyzé, vagy eltérd
komponensek

4.1.1.3.2. Etidium-bromid (EtBr) érzékenység vizsgadlata

Az etidium-bromid érzékenységében jelentds eltéréseket sikertiilt detektélnunk az
egyes izolatumok kozott. A kiilonbség esetenként nemcsak a kiilonbdz6 koncentraciok
alkalmazasdban, hanem az egyes torzsek kozott is kifejezett volt. A CBS 6569-es torzs
minden tekintetben eltért a masik &t izolatumtol. A 9. tablazat adatai jOl dbrazoljak ezt a
kiilonbséget. Az er6sen mutagén, interkalald vegyiilet hatdsira muticiok keletkeznek a
mitokondridlis DNS allomanyéban, igy az EtBr kivéaléan alkalmas petite mutdnsok
eldallitasara. Kisérleti rendszeriinkben 20-30-50-100 pg/ml EtBr tartalmi tdpoldatban
neveltik a sejteket. Eredményeink szerint, &t izoldtum a rendkiviil magas 100 pg/ml
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koncentracioban jelenlévé mutagént is toleralta, a CBS 6569-es torzs ndvekedését viszont
mar a 20 pg/ml-es koncentracioban jelenlévé EtBr erdsen gatolta. Petite mutansok tesztelése
soran, a nem fermentdlhaté szénforrast tartalmazo taptalajon torténd nevelés soran

bebizonyosodott, hogy valamennyi t6rzs petite negativ.

9. Tablazat C. hungaricus izolatumok etidium-bromid (EtBr) érzékenységének vizsgalata

torzs EtBr koncentréci6 (ug/ml)
CBS 10 20 50 100
48ihent=72 hz SOkt A8 H=pF2hy. (Oel-FYAR Y2 h &8 9o h OaqB i) peig6 h

4214 4 ++ - - - . - 4+ - v -
5124  ++  +++  +H+ - =+ -+ - - - = N v
6324  + 4 (Ol + o+ - ¥ + - v +
6569 - “r ar - AV v = = = = - -
6576 4+ +H+ +++ + ++ +++ - v o= - A4 -
6953  ++ ++ + + . L + 3 v v

v: < 100 +: 106 — 107 db sejt/ml ++:107 — 108 db sejt/ml +++: >108 db sejt/ml

4.1.2. Molekuldaris jellemzék

4.1.2.1. Total DNS Haelll elemzése

A genetikai moédszerekkel torténd vizsgalatokat, a mitokondridlis DNS RFLP
vizsgalatat egy, a fonalasgombaknal jol ismert jelenség felhaszndlasaval kezdtiik el
Ismeretes hogy a fonalasgombak korében a magi és mitokondridlis DNS bazisosszetétele
eltéré. A fonalasgombék egy részére AT gazdag mitokondridlis genom jellemz6 (Hudspeth,
1992), szemben a GC gazdag nuklearis DNS allomannyal. Mig Haelll (felismer6 helye: 5'-
GG/CC-3") emésztéssel a sejtmagi DNS teljesen felapr6zédik, addig a mtDNS-ben az enzim
csak néhany helyen tud hasitast végezni. Total DNS Haelll emésztését kovetd agardz
gélelektroforetikus elvalasztas sordn a sejtmagi eredetti DNS allomany frontkozelbe fut, a
mitokondridlis DNS pedig az alkalmazott altalinos DNS molekulasily markerekkel
Osszevethetd néhany fragmentum forméjaban jelenik meg. Esetiinkben azonban nem igy
tortént, a Cryptococcus hungaricus totdl DNS mintdinak emésztési képén nem kiiloniilt el
egymastol a magi, illetve a mitokondridlis DNS allomanya. Az azonban j6l kitlint, miszerint a
hat izolatum koziil minddssze ketté (CBS 6324, CBS 6576) mutat hasonlosagot, a tobbi

minta eltérd volt.



4.1.2.2. RAPD elemzés

RAPD-PCR eljarassal nyert molekularis markerek vizsgélatat is elvégeztiik, hogy
tovabbi adatokat nyerjink a C. hungaricus intraspecifikus variabilitdsanak jellegérdl és
mértékérél (a RAPD markerek sokkal inkabb neutrdlisnak tekinthet6k, mint a fiziologiai
jellemzdk). Osszesen 20 OPC primert teszteltiink, ezek koziil 6 primer bizonyult alkalmasnak
az iterspecifikus variabilitds kimutatasira. Az eredmények stabilnak és reprodukalhatonak
bizonyultak ebben az esetben. Az amplifikalt fragmentek szama 1 és 10 kozott, mérete pedig
0,39 és 3,95 kb kozott valtozott. Az OPC-12 (TGTCATCCCC), OPC-20 (ACTTCGCCAC),
illetve az OPC-05 (GATGACCGCC) primerekkel végzett kisérletek nem eredményeztek
egyetlen detektalhaté amplifikacios terméket sem.

A kiilonboz6é primerekkel nyert mintazatok nagy mértékili polimorfizmust mutattak (5.
abra). Nem tapasztaltunk azonban kiilonbséget az OPC-01 (TTCGAGCCAG)
felhasznalasaval nyert markerek esetében; mind a hat izoldtum azonos, 3 amplifikdcios
savbol (0,95; 1,25; 1,88 kb) 4all6 mintazatot adott. A polimorfikus jelleg vizsgéalatara
leginkabb alkalmas primerek az OPC-04; OPC-06; OPC-08; OPC-10; OPC-11; OPC-18
voltak (5. 4bra). A tipustorzs (CBS 4214") illetve a CBS 5124-es izoldtum minden primer
esetében egyedi mintazatot mutatott, kivéve két azonos savot az OPC-04 primer esetében
(0,70; 0,85 kb) és az OPC-08 alkalmazasakor (1,45; 1,5 kb). A CBS 6324-es izolatum
mintazata teljesen eltérd volt a tipustorzsétdl, azonban az OPC-08 alkalmazasakor teljesen
azonosnak bizonyult a CBS 6576-0s torzsével. Ez a két izolatum szdmos azonos savot adott
az OPC-04; OPC-11 és az OPC-18 primerekkel torténd amplifikalds soran. Az OPC-10-es
primer alkalmazasakor a két izoldtum mindossze egy 1,43 kb méretli termék meglétében
illetve hianyaban tért el egymastél, ez a primer altalaban nem adott amplifikdtumot a tobbi C.
hungaricus izolatumndl, kivéve az 5124-es torzs esetét, ahol egy 1,65 kb méreti DNS

fragment jelent meg. A RAPD fragmentek méreteit a 10. tablazat foglalja 6ssze.
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OPC-04 OPC-06 OPC-08

iy

3% 5.8 "M

A

(1111C

f

B
e
-
A
.- g
.-
-

L
.

—19.32 kb

7.74 kb
5.52 kb
4.25 kb

— 3.28 kb
— 2.69 kb
— 2.32 kb

1.88 kb
— 1.48 kb

— 1.15kb
— 0.92 kb

— 0.69 kb

= T : :
5. 4bra. C. hungaricus izolatumok amplifikacios mintazata 1: CBS 4214",2: CBS 5124, 3: CBS 6324, 4: CBS

6569. 5: CBS 6576, 6: CBS 6953, M: A PUC-Mix molekulasily marker Fermentas.
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10. Tablazat C. hungaricus izolatumok RAPD-PCR eljarassal létrehozott mintizatanak fragmentumhossz
adatai.

Torzsek 14T 5124 6324 6560 6576 6953
Primerek Fragmentum méretek (kb)
OPC-04 3.40 3407
, ; 2.40 2.40 3.90
1.49 1.70
g = 1.79 1.79 3.50
£ g 170 1.70 1.69
oo = 128 115 128 1.10
= o 0.98 0.80 0.98 0.80
, ’ 0.59 0.59 0.59
e 2.0 12 £9 2,07
0.80? ’ ’ 0.98 1.60
121 1.60 g
130 ;
OPC-08 o 3.95
3.50
3,50 2.40
2.40 2.40 2
1.50 1.88 ;
1,58 1.45 1.45 .43
1.40 pe o 1,54 120 1,15
’ ’ 0.90
OPC-10 104 2.30
o 1,65 o 2.30
OPC-11
330 3.00 3.00
2.80 2.70 2.70
1.80 2.30 2.20 220
1.78 1.70 1.54 173 1.54 o
1.30 1.45 1.45 1.79 1.45 .
1.10 1.0 132 1.45
0.90
OPC-18 2.71 331 i
2.68 1.88 2,61 !
2,24 1,78 o 2.70 1,887 1.88
1.79 1.68 1.88 ;
1.69 1.48 1.48
128 1.35 1.35 ,
1.30 1.30
113 115 0.90 o L
0.86 0.75 : 907
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4.1.2.3. ITS régio RFLP elemzése

A gombék molekularis genetikai jellemzoinek vizsgalatdhoz az rRNS gének mellett
az ITS régi6 RFLP analizise is felhasznalhato. Ezen teriilet analiziséhez elsé Iépésben a
megfeleld szekvencidkat kellett polimerdz lancreakcioval amplifikilnunk. Ehhez a
génklaszter egyes szakaszaival homolog primereket hasznaltunk, melyek koziil az ITS-1 és
az ITS-4 egyiittes hasznalatdval az ITS régi6, mintegy 630 nukleotidnyi szakasz
amplifikalhat6. ‘
Esetiinkben a felszaporitott DNS szakaszokat EcoRI, illetve Hhal enzimekkel valamint a két

enzim kettds emésztéssel torténd RFLP vizsgalatnak vetettiik ala (6. dbra).

Hhal 2 EcoRI-Hhal 3 EcoRI

-

Mi: 1.2..3 .48 Biis.d dwdafte s b oudy 2oghnclasd B

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1200 bp

1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp

600 bp
500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

6. bra C. hungaricus izolatumok 1TS-régiéjanak RFLP mintézata 1: CBS 4214";2: CBS 5124; 3: CBS 6324; 4:
CBS 6569; 5: CBS 6576; 6: CBS 6953; M: molekulasuly marker Fermentas

Az emésztési mintazat alapjan feltételezhetd volt a nagymértékii eltérés a régié
nukleotid sorrendjét tekintve. Az amplifikalt fragmentek vizsgalata hosszpolimorfizmust
mutatott, amely fajon beliil ritkan figyelhet6 meg a régié konzervativ jellege miatt.

Mivel az ITS régié elemzése a fajon beliili polimorfizmus egyik leginkabb érzékeny

markere, ezért az RFLP mintazatok kiilonbozdsége szekvenciaszintli elemzést indokolt,
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melynek eredményérdl a ,,C. hungaricus izoldtumok rendszertani helyének vizsgdlata” cimii
fejezetben szamolok be.

4.2. Extrakromoszomalis elemek vizsgalata, kiilonos tekintettel a

mitokondridlis genom szerkezetére
4.2.1. Mitokondrialis DNS izoldalasa basidiomycota élesztégombdkbdl .

A C. hungaricus mitokondrialis genomjanak izolalasara alkalmazott médszert Laday
¢s mtsi (2001) altal leirt modon végeztik. A CsCl siiriséggradiens centrifugalas nem
alkalmazhat6 a C. hungaricus izolatumok mtDNS-ének tisztitasa esetében, mert rendkiviil
kismennyiségi DNS-t eredményezett. A fenti mddszer alkalmazasa megfeleld mennyiségii és
mindségli izolalt mitokondridlis DNS-t eredményezett, amely wgynevezett preparativ

mennyiségli emésztések alkalmazasat is lehetové tette.
4.2.2. Mitokondrialis genomszervezddés elektronmikroszkopos vizsgalata

Elektronmikroszkoppal vizsgalva a mtDNS molekuldk tobbsége véltozatos méreti
linearis format mutatott, amelyek kozott a genomméretnél nagyobbak is voltak. Hasonlo
jelenséget szamos mas gombanal is tapasztaltak (pl Schramke és Orlowski 1993; Sekiguchi
és mtsi 1990). Bendich és mas szerzék PFGE, elektron- és fluoreszcens-mikroszkopos
vizsgalatok alapjan allitjak, hogy az €16 sejtben a 30 kb méretiinél nagyobb mitokondriélis
genom tulnyomorészt linearis, konkatamer molekuldk forméjéban van jelen, és ez a mtDNS
funkcionalis formaja (Bendich 1993; Maleszka és mtsi 1991). A genomméreti gyiirtk,
Bendich szerint, vagy a rolling circle” replikacios mechanizmus iniciiciojaban vehetnek
részt, (amennyiben ez a replikaciés forma jellemzd a mtDNS-re), vagy a lineéris mtDNS
molekuldkon beliili direkt ismétlodd szekvencidk kozott esetenként lejatsz6dé rekombinécid
termékei. Ebbdl a szempontbdl a rekombinacié szamos olyan fontos folyamathoz sziikséges
mint a DNS replikécié, vagy .repair” és esetenként a genomméretnél kisebb gytirtiket
generalhat (Bendich 1993).

A linearis formé4nal joval kisebb szamban taldltunk cirkularis DNS molekula-
formakat is. Ezek tobbsége a genomméretnek megfeleld felnyilt (,,open circular”) gyira és
részlegesen ,supercoiled” struktura volt. Ezeken kiviil gyakran figyeltiink meg kiilonbdzd
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szubgenomi méretii gyiiriiket (hasonlét tapasztalt Schramke és Orlowski 1993), valamint
esetenként kiterjedt halézatos képeket is megfigyeltiink. A tipustorzs esetében a felnyilt,
relaxalt allapotu gytirtik atlagos kontirhossza alapjan szamitott molekulaméret 27,32 kb-nak
adddott (7. abra).

4.2.3. Cryptococcus hungaricus CBS 4214" mitokondridlis DNS-ének mérete, fizikai és

funkciondlis térképezése

A C. hungaricus tipustorzsének (CBS 4214") mtDNS-ét 5 restrikcioés endonukleézzal
(Bglll, BamHl, EcoRl, EcoRV ¢és Hindlll) emésztve kaptunk jol reprodukalhatd
elektroforetikus mintdzatot. A mitokondridlis genomok hozzavetdleges méretét a kiilonb6zo
enzimekkel tortént emésztések soran kapott RFLP fragmentumok méretébdl allapitottuk meg,
gélanalizalé szoftver segitségével. Az 11. tablazat tartalmazza az 5 enzimmel kapott
restrikcids fragmentum- és genomméreteket; ebbdl jol lathatd, hogy a kiilonb6z6 restrikcios
endonukledzok fragmentumainak méretdsszegei kozelitbleg azonos mtDNS méretet
eredményeztek. A valés mtDNS méretet azonban csak akkor allapithattuk meg, amikor
késdbb megszerkesztettiik a hat C. hungaricus izolatum mtDNS részletes fizikai térképét.

11. Tablazat C. hungaricus tipustorzsének RFLP elemzése sorin GelBase/Pro szoftver segitségével

szamitott fragmentumméretek.

Enzimek
Meéret (kb) Bglll BamHI EcoRI EcoRV Hindlll
781 16,32
Fragmentumok 6,56 23.52 4,22 15,47 9,42
512 5 4 2,51 5,03 5,77
121 121 1,48 3,41 4,93
135 ’ 1,32 .81 4,93
120 0,84 0,89 2.34
: 0,59
Ossz: 26,25 27,15 27,28 27,67 27,36
Atlag: 27,14 kb

A C. hungaricus tipustdrzs mitokondridlis genomjanak az egyedi fragmentumok
atlagméretéb6l szamitott mérete 27,14 kb volt, ami igen jol illeszkedik az

elektronmikroszkopos vizsgalatok soran megallapitott értékhez (27,32 kb).
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7. abra C. hungaricus tipustdrzsének elektronmikroszképos képe. a: cirkuldris forma, b: linearis megjelenési
forma; c: kisméretii cirkulum
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A fizikai térképezés soran a reciprok emésztések alkalmazisival méginkabb pontos méret-
meghatérozast tudtunk elvégezni, mivel a nagyméretli restrikciés fragmentumok mérése
soran keletkezd méréshibak kikiiszobolédnek. A nagyméretli restrikciés fragmentumok
mérete a térképezés soran, egy masik restrikciés endonukledz altal létrehozott kisebb
szubfragmentumok méretdsszegébdl pontosabban meghatirozhaté. Ezzel a moddszerrel
kalkulalt pontos genomméret 27,10 kb-nak adodott, amely a gombak vilagdban a kis
mérettartomanyba tartoz6 mtDNS-t jelent. Az 12. tablazat néhany mikroszképikus gomba
mitokondridlis genomméretét tartalmazza. :

A. nidulans mtDNS-bol, illetve 4. carbonarius mitokondridlis genombdl szarmazé
génprobak segitségével funkciondlis térképet hoztunk létre (8. abra). Az A. nidulans
mitokondriumabdl szarmaz6 génprobakat a szakirodalomban ko6zzé tett restrikcids és
funkcionalis térképek felhaszndldsdval a hivatkozott A. nidulans izolatumbol, az A.

carbonarius eredetii génprobakat pedig sajat szekvenciaadatok alapjan hoztuk létre

12. Tablazat Néhany mikroszképikus gomba mitokondridlis genommeérete.

Fajnév A mtDNS mérete (kb)
Aspergillus carbonarius 45-57 Kevei és mtsi (1996)
Saccharomyces cerevisiae 75 Zamaroczy and Bernardi (1985)
Claviceps purpurea 45 Tudzynski és mtsi (1983)
Fusarium oxysporum 45-55 Fernandez és mtsi (1994)
Neurospora crassa 63,5 Taylor és Smolich (1985)
Penicillium urticae 27,8 Sekiguchi és mtsi (1990)
Cummings és mtsi (1979);
Podospora anserina 85-102

Kuck és mtsi (1985)

(nad4lL, nadS) (Hamari és mtsi 1999). A funkcionélis térképek felbontasat a restrikcios
térkép helyenkénti részlet szegénysége, valamint az A. nidulansbdl szarmazé génprobak

komplex
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Bgill 1 4 6 3 2 5

BamHI 1 3 2 1

EcoRV 1 2 3 4 5 1

EcoRI1 1 4 S |7 2 6 3 1

HindIIl 1 3b - 3a 2 1
m— kb

Cryptococcus hungaricus CBS 4214" mtDNS (27,1kb)

8. abra Cryptococcus hungaricus CBS 4214 mtDNS-ének fizikai, illetve funkcionalis térképe

volta (egyes probak kett6-harom gént is hordoznak) korlatozza. A pontositas érdekében a
komplex heterolog génprobak helyett probaltunk egyedi homolég génprobdkat eléallitani.
Ehhez felhasznaltuk az A. nidulans mitokondridlis szekvencia-adatbazisat és szamos génhez
PCR primereket terveztiink. A PCR reakciot C. hungaricus és P. rhodozyma izolalt mtDNS-
én végeztik. Az igy kapott termékek génprobaként torténd felhasznalasaval mar egyedi
homolég gének hibridizacios eredményeit tudtuk vizsgalni. A fizikai térkép helyenkénti nagy
felbontasan azonban csak tovabbi restrikcidos enzimek bevondsaval, azok hasitohelyének
megallapitasaval tudunk javitani. Az alkalmazott heterolog és homolég génprobak listajat az
13. tablazat tartalmazza.
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13. Tablazat A funkcionalis térképek elkészitése soran alkalmazott génprébak.

Heterolog génprobak
mtDNS restrikcios hasitassal PCR reakci6 altal létrehozott génprobak
nyert probak
Aspergillus nidulans (Glasgow rnl: 6,7 kb EcoRI fragmentum atp9: PCR reakci6val amplifikalt 198 bp-os
torzs) mitokondridlis DNS-bél rns: 1,44 kb Hindl11-Bglll fragmentum. (Hamari és mtsi 1999)
(Hamari és mtsi 1999) fragmentum
cox1: 4,3 kb Hindl11-Bglll
fragmentum

cob: 1,17 kb BgllI fragment
Aspergillus carbonarius 1118-as  nadS: 1,66 kb EcoRI-BamHI

izolatum mitokondrialis DNS- fragment pSK vektorba klénozva

¢bdl szarmazé génprobak nadA4l.: 828 bp Pstl-Xbal

(Hamari és mtsi 1999) fragmentum pSK vektorba
klénozva

PCR reakci6 altal létrehozott génprobak

Homolog  “forward” primer “reverse” primer

egyedi

génprobak

nad3 5’-CCAGTATTAGCAATAATCTTGC-3’ 5’-GCAAAACCTAATGTTCCTAC-3’

nad5 5’-GTAGGAGTAACAGGTGCAC-3’ 5’-CTCTTAGAAGTTTGACCACC-3’

cob 5’-ATGAGAATTTTAAAAAGTCATCC-3’ 5’-CTAGGGTGCTTGTATGAACC-3’

nadl 5’-GAAGGTCTTTTAGTAATTGTTCCTGC-3* 5’-GGTATTATACCTAGACCATATAC-3’

rns 5-TTTTCTAGAAAATTTTGAGTTTGATGATGGC-3’ 5’-TTTTCTAGATAATTCATCCCGTGCAATTT-3*
atp8 5’-ATGCCACAACTAGTACCATTC-3’ 5-TTATAATTTATTTATATATATACGTG-3’
nad4 5’-GGTGTAATAACTATATTATATGC-3’ 5-ATATTATATATTAAATAAGAAACTG-3’

A tipustérzs mitokondridlis DNS restrikcids térképén az apocitokrom b (cob); a NADH
dehidrogenaz masodik, harmadik, negyedik, 6todik alegységének (nad2; nad3; nad4; nads)
és a riboszomalis RNS kis illetve nagy alegységének génjeit lokalizaltuk. Az ATP-az gének
koziil az atp8 illetve citokrom oxidaz egyes alegységének egy részletét (cox/) sikeriilt
elhelyezniink.

4.2.4. Tovabbi Cryptococcus hugaricus izolatumok mtDNS-ének elemzése

A tovabbiakban a tipustdrzsnél leirt moédszer alapjan meghataroztuk az egyes
izolatumok mtDNS méretét, illetve elvégeztik mtDNS-iik RFLP analizisét (9. abra),
elkészitettiik fizikai és funkcionalis térképeiket (10. dbra). Két izolaitum, a CBS 6324 és a
CBS 6576 az éltalunk alkalmazott restrikcios enzimekkel vizsgalva teljesen azonos

mitokondridlis genomszervezédést mutatott. A hibridizaciés kisérletek soran alkalmazott
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génprobak is azonos lokalizaciot adtak. A CBS 5124-es és a CBS 6953-as torzsek
mitokondridlis DNS-e mind a tipustorzst6l, mind a tobbi izolatumtdl kiilonbozd volt. A
funkciondlis elemzés sordn megallapitottuk, hogy a génsorrend tekintetében nagy
valtozatossagot mutatnak a tdrzsek. Mivel a basidiomycota élesztok mitokondridlis DNS-érél
nem all rendelkezésre szakirodalmi adat, ezért a jelenséget a gombak korében megfigyelhetd
véltozatos génsorrendekkel magyarazzuk. A jelenség okaként egyes szerz0k a
gombagenomban szétszortan elhelyezkedé GC gazdag szekvencidkat jelolik meg, melyek
elosegitik a mtDNS molekuldk kozotti, illetve a molekulan beliili atrendezddéseket
(Grossman és Hudspeth 1985).

EcoRV <« ECoRI . ___Hindlll i Bghi

NGS5 d43 2166432985463 248.8"asann

= o b i & —19.32 kb
- - . 7.74 kb

s 5.52 kb

4.25 kb
3.28 kb
2.69 kb
2.32 kb

1.88 kb

i1 s8¢

— 1.48 kb

~— 1.45 kb
~— 0.92 kb

— 0.69 kb

—— 0.42 kb

9. dbra Cryptococcus hungaricus izolatumok mtDNS-ének RFLP mintdzata EcoRV, EcoRl, HindIll és Bglll
restrikcios enzimek alkalmazasaval. 1: CBS 4214, 2: CBS 5124, 3: CBS 6324, 4: CBS 6569, 5: CBS 6576, 6:

CBS 6953, M: A PUC-Mix molekulasily marker Fermentas.

4.2.5. Egyedi szervezédésii mtDNS C. hungaricus CBS 6569, illetve a Cystofilobasidium
capitatum esetében

Kisérleteink soran a CBS 6569-es torzs mitokondrium szerkezetét, az RFLP profil
illetve mas fiziologiai adatok alapjan részletesebb tanulméanyozasra érdemesnek talaltuk. A
tisztitott mitokondridlis DNS RFLP elemzése soran kapott CBS 6569-es profil jelentds
eltérést mutatott mas izolatumokétol. A tenyésztési koriilmények optimalizalasa kdzben

kideriilt, hogy a torzs oxigén igénye nagyobb, mint mas torzseké. Az emlitett
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EcoRV

Bglt

Xhol

EcoRI

EcoRV

Bgi

Xhol

EcoRI1

Bgil

EcoRI1

10. 4bra C. hungaricus CBS 5124, 6324, 6576, 6953 izolatumok mtDNS-ének fizikai és funkcionlis térképei

R

ms
— ——— nads
2 8 6 : 4 s 1 4 3
1 & 3 8 2 5 “
3 4 1 2
4 8 2 6 1 3 5 7

=2 n == =22, =222
nad4l
1 6 4 2 3 s 7
1 8 s E 2 6 4 4 3 1
2 1 ¥ 4 8 1ad . § 3 4 6 ° 2
3 - 4 s 8 6 4 1 2 }Zilltlio 3
—_— kb

Cryptococcus hungaricus CBS 6324, 6576 mtDNS (28,41kb)

=== =
===

nett sty pads ~ _nads
=== == o]

1 6 4 3 2 5
9 3 3 6 2 8 4 1
g 1 4 2 6 3
A 6 1 s 2 8 7 9‘ 3 4

S 1kb

Cryptococcus hungaricus CBS 6953 mtDNS (30,07kb)
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izolatum killer tulajdonsagu, ami annyit jelent, hogy a vonal éltal termelt toxin az érzékeny
torzsek sejtjeit elpusztitja. A jelleget kettdsszali RNS virus jelenlétéhez kothetjik (Pfeiffer és
mtsi 1998). A torzs mtDNS preparatumat restrikcios emésztés nélkiil agar6z gélen futtatva az
11. 4bran megfigyelheté szamos, kiilonbozé méreti DNS molekuldk alkotta képet kaptuk.
Nyolc jol elkiiloniilé sav jelent meg a gélben. A GelBase/GelBlot Pro szoftver segitségével
meghatarozott fragment méretek 2,1; 2,8; 3,8; 5,7; 13,1; 16,9; 18,7; 21,0 kb-nak ad6dtak.

R andt

21.0kb

18.7 kb
16.9 kb

13.1 kb

5.7 kb

3.8kb

28 kb
21kb

11. 4bra C. hungaricus CBS 6569 izolatum intakt mitokondridlis DNS elektroforetikus képe

A jelenség értelmezése céljabol az egyes molekuldk DNS tartalmét kivantuk elemezni. A
négy legnagyobb, gélbdl visszaizolalt (21; 18,7; 16,9 és 13,1 kb) fragmentumot Bg/lI, Kpnl,
Smal enzimmel emésztettiik. Az emésztési mintazatok hasonloséga (12. dbra) azt igazolja,
hogy a vizsgalt 4 kiilonboz6 méreti DNS molekula szekvencidja feltételezhetéen erds
atfedéseket mutat. A gyakori felismeréhellyel rendelkezd enzimek 4ltal generalt hasonlo
mintazat (Kpnl, Smal) arra enged kdvetkeztetni, hogy a kiilonbozé méretti DNS molekuldk

kisebb repetitiv egységekbdl épiilnek fel. Ez a mitokondrialis genomszervezddés nem csupan
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a tobbi C. hugaricus izolatumtol kiilonbozott, de ismereteink szerint a mikroorganizmusok
korében is egyediilallo.

A C. hungaricus CBS 6569-es torzséhez filogenetikailag kézelalld Cystofilobasidium
capitatum tisztitott mitokondridlis DNS-ének elektroforetikus képe az elébb emlitetthez
nagyon hasonlé képet mutatott. A nativ, emésztés nélkiili mtDNS 11 fragmentre kiiloniilt el,
melyek mérete 1,1 kb-t6l 15 kb-ig terjedt. A jelenség behatobb tanulményozisa, a DNS

fragmentek tartalmanak funkciondlis elemzése jelenleg is folyamatban van.

—1.88 kb

—1.48 kb

e 1.15kb

—0.92 kb

12. abra C. hungaricus CBS 6569-es izolatum mtDNS fragmentek RFLP mintézata. 1 (21 kb-os fragmentum); 2
(18,7 kb-os fragmentum); 3 (16,9 kb-os fragmentum); 4 (13, kb-os fragmentum)

4.3. Kariotipizalas CHEF modszerrel

Munkéank eredményeként, OFAGE és CHEF technika alkalmazasaval sikeriilt eloszor
megbizhat6 adatokat kapnunk a C. hungaricus faj sejtmagi genetikai allomanyardl.
Optimalizaltuk a protoplasztképzés koriilményeit, meghataroztuk a DNS molekuldk
elvalasztasanak paramétereit.

Az optimalis elvalasztasi koriilmények meghatarozasakor arra torekedtiink, hogy olyan
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paramétereket alkalmazzunk, mely alkalmas mind a kis, mind a nagy DNS molekulak
egyidejli elvélasztasara. Elozetes kisérleteinket, a viszonylag gyorsabb OFAGE rendszerrel
végezve azt tapasztaltuk, hogy a révid pulzusid6 €s futasi id6 valamint a nagy fesziiltség (60
s, 16 h és 24 h, valamint 100 V és 180 V) egyiittes alkalmazasa a 2,2 Mb-nal kisebb
kromoszémalis DNS molekuldk elvalasztasanal hatékony. Mig a nagy kromoszomak
elvalasztasanal hasznalt alacsonyabb fesziiltség (60 V), hosszabb pulzusidé (160 s) és futési
idé (72 h) a 2,2 Mb-nal kisebb DNS molekuldk elvalasztasara nem alkalmas. Az altalunk
idedlisnak tartott elvalasztasi koriilmény az OFAGE rendszernél (100 V, 24 oran at, 450 s
pulzusid6vel), ugyanakkor CHEF modszernél, mar lényegesen hosszabb futasi id6
alkalmazasa kellett (75 V, 72 oran at, 700 s pulzusidével, majd 100 V 24 6ran 4t, 500 s
pulzusidével és végiil 100 V 24 o6ran at, 150 s pulzusidével), hogy azonos elvélasztési
eredményt kapjunk (13. &bra).

A hat Cryptococcus hungaricus torzs nagymértékli kromoszoma hossz
polimorfizmust mutat. A torzsek kromoszéma mintdzata minden esetben egyedi, a
kromoszOmak szama 14-19 kozott valtozott. Tapasztaltuk szerint a CBS 6324-es és a CBS
6576-0s torzs, bar mindkett6t nagyon kozeli rokon izolatumnak tartjdk, mégis kiilonbdznek

genomméretben, kromoszoma szamban €s méretben.

13. abra C. hungaricus izolatumok CHEF médszerrel késziilt kromoszoma mintazata. S.p. Schizosacharomyces
pombe, 1: CBS 4214, 2: CBS 5124; 3: CBS 6324; 4: CBS 6569; 5: CBS 6576, 6: CBS 6953
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4.4. Cryptococcus hungaricus rendszertani helyének vizsgalata,

filogenetikai analizis

Fell és munkatérsai (2000) a C. hungaricust - elsésorban a szeptumok morfologidja
illetve a sejtfalosszetevok alapjan - a Tremellales rendbe soroltdk. A hat izolatum molekularis
markereinek elemzése azonban arra engedett kovetkeztetni, hogy a faj izolatumai molekuléris
genetikai szempontbol nem egységesek. A vizsgalataink célja elsGsorban az volt, hogy
valaszt kapjunk a C. hungaricus fajon beliili polimorfizmusara, illetve arra, hogy a hat
izolatum molekularis markerek alapjan torténé besoroldsa korrelaciét mutat-e a Fell és
munkatarsai szerinti besorolassal. Ennek érdekében tobb régié szekvenciaadatainak
vizsgalatat végeztik el. A vizsgalt teriiletek kivalasztdsakor nem csupan a konzervativ
jelleget vettilk szamitdsba, hanem a mar meglévé adatbazisok méretét is. Azokat a
filogenetikailag informativ DNS szakaszokat részesitettik elonyben, melyek nukleotid
sorrendje szdmos basidiomycota €lesztd esetében mar ismertek. Ezaltal ugyanis az éltalunk
vizsgalt mikroorganizmus elhelyezhetévé valik a basidiomycota éleszték rendszerében.
Osszességében mintegy 200 szekvenciaadatot elemeztiink a rokonsagi viszonyok felderitése

céliabol.

4.4.1. A DI-D2 régio filogenetikai analizise

A 26S riboszomalis RNS génjének D1/D2 régidjanak analizise jol alkalmazhato
filogenetikai viszonyok felderitésére. Vizsgélataink kezdetén a régi6 szekvencidjanak
elemzésébe bevontuk a hat C. hungaricus izolatumot, illetve kilenc egyéb fajt, melyek a
Tremellales rendet reprezentéaljak. Elozetes vizsgalataink arra utaltak, hogy a CBS 6569-es
izolatum nem a Cryptococcus nemzetség tagja, ezért a filogenetikai Osszehasonlitasban
Cystofilobasidiales rendbe tartozé fajokat is felhasznaltunk. A vizsgélat sordan minddsszesen
594 nukleotid hosszusagu szakaszt hasonlitottuk 6ssze. Ebbdl 218 polimorfikus helyet - azaz
adott pozicibban kiilonboz6 nukleotidot - taldlt az elemzd szoftver, filogenetikailag
informativnak pedig 137 pozici6é bizonyult. A DNS szekvencia adatokat a Clustal W program
(Thompson és mtsi 1994) segitségével hasonlitottuk 6ssze, ,,ourgroup” azaz kiilcsoportként a
Rhodotorula graminist vontuk be. Az elemzésbdl megallapithatd volt, hogy a C. hungaricus
4214", illetve a Bullera armeniaca D1/D2 szekvenciai igen nagyfoku homolégiat mutatnak
(95%), hasonloan magas homologiaértéket tapasztaltunk a C. hungaricus CBS 6569 és a
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Cystofilobasidium capitatum esetében is (98%). A D1/D2 szekvencidk parszimonia és
szomszéd-0sszevond (neighbor-joining) médszerrel késziilt torzsfainak topologidja teljesen
azonos volt. A parsziménia analizis 4 leginkabb ,takarékos™ fat eredményezett 462 1épésben.

A konszenzus fat az 14. dbra mutatja.

100 ™ C. hungaricus CBS 6324

= C. hungaricus CBS 6576

== C. hungaricus CBS 5124

= b= C. hungaricus CBS 6953

p=== C. hungaricus CBS 4214

100 94

== Bullera armeniaca

100 Bullera crocea

o Bullera derxii

99 b= Bullera sinensis

100

b= Cryptococcus luteolus

m— Cystofilobasidium bisporidii

100 I C. hungaricus CBS 6569

—— Cystofilobasidium capitatum

—  Cryptococcus macerans

= Rhodoforula graminis

14. 4bra C. hungaricus izolatumok, illetve rokon fajok 26S rDNS D1/D2 régiéjanak szekvencia adatai alapjan

elvégzett parszimonia analizis eredménye. A fan jelzett szamok a bootstrap-analizis eredményeit jelzik.

A fak elemzése alapjan a kovetkez6 megallapitasok tehetok:
1. A két médszerrel kapott fak sszehasonlithatok €s jol megfelelnek egymasnak. A fak
topoldgidja a bootstrap-analizissel kapott értékek alapjan szignifikAnsnak tekinthet6.
2. A C. hungaricus izolatumok genetikailag heterogének. A faj 6t izolatuma (CBS
4214", CBS 5124, CBS 6324, CBS 6576, CBS 6953) jelenlegi rendszertani helyének
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megfeleléen, jol elkiiloniilve, a Tremellales rend képviseldivel alkot -elkiiloniilt
csoportot — a Dbootstrap-analizis alapjan ez az elkiiloniilés egyértelmien
szignifikdnsnak mondhaté (100%-os bootstrap érték). A négy Cystofilobasidiales faj
szintén kiilon csoportba keriilt, azonban az eddigi feltételezésekkel szemben a C.
hungaricus CBS 6569-es izolatum is ebben a ,,clade”-ban fordul el6.

3. A faj tipustdrzse (4214") szoros rokonsigot mutat a B. armeniaca és B. crocea
fajokkal, ezt a kapcsolatot alatamasztja a 100 %-os bootstrap érték.

4. A Tremellales renden beliil a tovabbi C. hungaricus izolatumok két ,subclade’-ba,
alcsoportba kiiloniilnek: a 100%-o0s bootstrap értékkel alatdmasztott csoportba a CBS
6576 és CBS 6324 izolatumok tartoznak, illetve a CBS 5124 és CBS 6953 torzsek
csoportja, melynek bootstrap értéke szintén magas (94%).

5. A CBS 6569-es C. hungaricus izolatum genetikai markereinek analizisekor is kozeli
rokonsagot mutatott Cystofilobasidium fajokkal, D1/D2 régié analizis modszerével
nagy biztonsaggal allithato, hogy ez az izoldtum a Cystofilobasidiales rend
Cystofilobasidium ,subclade” -nak tagja.

Eredményeink  alatdmasztasa  céljabol  szdmos  basidiomycota  élesztd6 D1/D2
szekvenciaadatait felhasznalva végeztiink el parsziménia analizist. Vizsgaltuk, hogy a kis
mintaszdmui elemzés soran megallapitott tendencidk nagy adatszdm esetén is helytallnak-e.
Az analizis eredménye (15. dbra) alatamasztotta eddigi megallapitasainkat: a C. hungaricus
izolatumok koziil 6t egyértelmiien a Tremellales rend tagjaként szeparélodott, mig a CBS
6569-es torzs a Cystofilobasidiales rendbe tartozonak bizonyult. A faj tipustérzseként leirt

4214"-es izolatum a Bullera nemzetséggel mutat kdzeli rokonsagot.
4.4.2. Az ITS régio és az 5.8S rRNS gén szekvencidjanak analizise

Az ITS régi6 szekvencidja, a régio konzervativ jellegébdl kovetkezéen megfeleld
marker a fajon beliili kapcsolatok jellemzésére. Az elemzett teriilet magaban foglalta az ITS1,
ITS2, illetve az 5.8S rDNS régiokat. A vizsgalatokba bevontuk a Bullera armeniaca és a
Cystofilobasidium capitatum fajokat. Az ITSI-ITS2 teriiletek amplifikdldsa soran
hosszpolimorfizmust figyeltiink meg az egyes izolatumok kozott, az ITS1 régio mérete 124
bp (4214") és 148 bp (CBS 6576) kozott, mig az ITS2 181 bp (CBS 4214") és 269 bp (CBS
6569) kozott valtozott. A szekvencidk dsszehasonlité elemzése soran megallapitottuk, hogy a
konzervativ jellegli, rovid - mintegy 155 bp méreti - 5.8S rDNS gén nukleotid
szekvenciajaban az egyes izolatumok kiilonbségeket mutatnak:
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CBS 4214"¢7™» CBS 6569
CBS 5124 <’™» CBS 6569
CBS 6953 <®™» CBS 6569

A szekvencia restrikcioshely-pozicié analizise szintén j6l kirajzolodo kiilonbségeket mutatott

az egyes izolatumok kozott (14. tablazat).

Torzsek
Enzimek CBS 4214 CBS 5124 CBS 6324 CBS 6569 CBS 6576 CBS 6953
Acy 1 : - 355 . 354 »
Aha 11 - 40 £ 409 - 39
Alu 1 23.36 2336 23,39 - 23,38 35
Bal 1 - - - 60,467 - -
Bbv 1 181 186 43205 342 204 184
Bgl 1l - - - 435 - -
Cvi Jl 23,31,36,148.343 23,31,36,153, 354 23.34,39,172,374 27.60,379.467.534 23,33,38,171,373 30,35,151,352
Hae 111 - - - 60,467,534 - -
Hind 111 21 21 - - - -
Mae 1l - - - 347427 & =
Mse 1 8,350,373 8.39.311,361,384 8.42.330,381 87,324,395.408 8.41,329.380 8.38.359
Sdu 1 79 81 - 29.54.366 - 79
Taq 1 27,157.216 27,162,221 181,240 178.237.424.444 507 180,239 26,160,219
Vsp 1 8 8 8 - 8 8

14. Tablazat Kiilonb6z6 retrikciés endonukleazok hasitéhelyeinek pozicidja a hat C. hungaricus izolatum
ITS1-5.8S rDNS-ITS2 régio esetében.

A vizsgalt régié (ITS1-5.8S rDNS-ITS2) teljes nukleotid szekvencidjat tekintve (16.
abra) a CBS 6324 a CBS 6576-al; a CBS 4214 pedig Bullera armeniaca-val péaronként
teljesen azonosnak bizonyult. A CBS 6569 ¢és a Cystofilobasidium capitatum nukleotid
sorrendje 98%-ban mutatott homologiat. A tobbi izoldtum esetében nem tudtunk ilyen
mértékii hasonlésagot megfigyelni.

A filogenetikai vizsgéalatok soran a szekvenciaadatokat parszimonia elemzésnek
vetettiik ald. Osszességében 453 nukleotidot elemeztiink, ebbdl 76 polimorfikus helyet
talaltunk, melyek koziil 51 bizonyult filogenetikailag informativnak. A 241 1épésben létrejott
egyetlen leginkabb takarékos fat az 17. dbra mutatja. Az elemzést elvégeztik szomszéd-
Osszevond (neighbor-joining) modszerrel is, amely vizsgélat hasonl6 eredménnyel szolgalt.

Eredményeink alapjan a CBS 6324 és CBS 6576 izolatumok kozeli kapcsolatban
allnak, illetve a CBS 5124 és CBS 6953 szintén szoros rokonsagi viszonyt mutat. A CBS
6569-es torzs a Cystofiloasidium capitatum-mal, mig a tipustorzs (4214T) a Bullera

armeniaca-val alkotott kozos ..clustert”.
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Bullera armeniaca CBS 70917
Cryptococcus hungaricus CBS 4214
Bullera crocea CBS 67147

Cryptococcus hungaricus CBS 6569

Cryptococcus hungaricus CBS 5124

—_{—- Cryptococcus hungaricus CBS 6324
Cryptococcus hungaricus CBS 6576
Cryptococcus flavus CBS 331"

—C Trichosporon mucoides CBS 7625’
Trichosporon moniliforme CBS 2467

Cryptococcus curvatus CBS 570"

Tremella nivalis CCJ1191
Tremella moriformis CBS 7810

- Cryptococcus cellulolyticus CBS 8294"

Tremella tropica
Fellomyces chinesis CBS 8278"
Cryptococcus dimennae CBS 5770

Cryptococcus adeliensis CBS 8351"
{——Eryptococcus albidus CBS 142"

Cryptococcus albidosimilis CBS 77117

Cryptococcus diffluens CBS 160"
I_— Cryptococcus bhutanensis CBS 62947
Cryptococcus antarcticus CBS 7687"
Cryptococcus aerius CBS 155’
——L Cryptococcus elinovii CBS 7051"
[— Cryptococcus hungaricus CBS 6569
Cystofilobasidium capitatum CBS 6358"
_J Cystfilobasidium ferasgula CBS 7201

L—C Cryptococcus aquaticus CBS 5443'
Trichosporon pullulans CBS 2532'

Rhodotorula graminis CBS 2826

Rhodotorula glutinis CBS 20"

0.05

15. dbra C. hungaricus izolatumok helye a Hymenomycetidae alosztaly képviseldinek D1/D2 régioé

szekvenciaanalizisén alapulé filogenetikai rendszerében.
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1 |

4214178 AAGGACATTA-ATA-———~———= -AATGGCGAAGCTTTCGAG---CCTAGCTTTTATC-A--TCCTATACACCTGTGAA-CTATTTGCCTTCGGGC—————
51241TS AAGGACATTA-ATA-~——————-. ATCGGCGAAGCTTTCGAG---CCTAGCTTTAAAATA--TGATATACACCTGTGAAACTATTTGCCTTCGGGC-————
6953ITS —--ATCGGCGAA-CTTTCGAG---CCTAGCTTTAAAATA--TGATATACACCTGTGAA-CTATTTGCCTTCGGGC—~——~
63241ITS AACGGCAAAGCTCGCAAGCAGCCTAGCTTTAATATTATTCCATAACACCTGTGAA-CTATTTGCCTTCTTGTCATGA
65761ITS AAGGACATTA-ATA-—-—————-. -AACGGCAAAGCTCGCAAG-AGCCTAGCTTTAATATTATTCCATAACACCTGTGAA-CTATTTGCCTTCTTGTCATGA
Bull.bon. TCCTAATACTTTATTCCATAAACACCTGTGCACCTTTTTTATTAGTTGTGATGT
i T GAGGACATAAAGAT-~-TCGCCCTTCGGGGCTCTCTTTATTCACACACCCCTGTGCACTTTGGCCACCTCTTTGTTGAG
Cyst.cap. TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCACTAAAGAAT - -TTCGCCTTCGGGGCTCTCTTTATTCACACACCCCTGTGCACTTTGGCCACCTCTTTGTTGAG
Crypt.neof. TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAGTAGAGAATACTGGACTTTGGTCCATTTATCTACCCATCTACACCTGTGAACTGTT-—— =~ === =========
150 200
| I
421417Ts ACCAAAC-AAACATAAT-GT-AATGAATGTAATC-TA---CTATAATAAATACAACT
51241T8 -ACCAAACCAAACATAAT-GTCAATGAATGTAAACATA---TTATAACAAATATAACT
69531ITS -ACCAAACCAAACATAAT-GTCAATGAATGTAAACATA---TTATAACAAATATAACT
63241ITS GA: -AGGTACAAAACCTTACAAACATAAC-TGTAATGAATGTAATCTAT---TATAACATAATACAACT
6576ITS GA: -AGGTACAAAACCTTACAAACATAAC-TGTAATGAATGTAATCTAT---TATAACATAATACAACT
Bull.bon. TAGCTACTAGCTGGTCAAACGGCGAACGCAACTTCATTTCTATACACATACAAACATATTAGTCTTTGAATGTAATATAAAATTGTAACAAAATACAACT
6569ITS GTGTGTCT: TTTTAATTACCATACCCTATAAACACAAGTTATTGAATGTAAAATCGTTATAA-AC-TAATATAACT
Cyst.cap. GTGTGTCT TTTTAATTACCATACCCTATAAACACAAGTTATTGAATGTAAAATCGTTATAA-AC-TAATATAACT
Crypt.neof. =TATGTGC TTCGGCACGTTTTACACAAACTTCTAAATGTAATGAATGTAATCTTATTATAACAA-TAATAAAACT
250 300
| |
4214178 TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
5124178 TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
6953ITS TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
63241ITS TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
65761ITS TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
Bull.bon. TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
6569ITS TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
Cyst.cap. TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
Crypt.neof. TTCAACAACGGATCTCTTGGCTTCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
350 400
|
4214178
51241TS
6953ITS
63241ITS
65761ITS
Bull.bon. CGCAAATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATATAGACTTCACCCAATCATTTTTCAT ~~——~=~~=~ TAAGTGGTTGTTA
6569ITS CGCATCTTGCGCTCTTTGGTATTCCGAAGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAACTCTCACCTCCAATCTTTTTTAACTAGAAGGTTGGGGCGTGGACG
Cyst.cap. CGCATCTTGCGCTCTTTGGTATTCCGAAGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAACTCTCACCTCCAATCTTTTTTAACTAGAAGGTTGGGGCGTGGACG
Crypt.neof. CGCAACTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGAGTCATGAAAATCTCAATCCCTCGGGTTTTATT -~ -~ACCTGTTGGACTTGGATT
450 500
| |
42141Ts TTGGTGCTTTGGGTGT-~TGCCATTTAC-CTGGCTCGCCTTAAATGACTAAGTTGGAAT
51241TS CTGGTGCTTTGGGTGT -~ TGCCGTTTACTCTGGCTCGCCTTAAATGTCTAAGTTGGAAT
6953ITS TTGGTGCTTTGGGTGT -~ TGCCGTTTACTCTGGCTCGCCTTAAATGTCTAAGTTGGAAT
63241ITS TTGGTGCTTTGGGCGTC-TGCCGTTTACTCTGGCTCGCCTTAAATGTCTAAGTGGGAAT:
65761ITS TTGGTGCTTTGGGCGTC~TGCCGTTTACTCTGGCTCGCCTTAAATGTCTAAGTTGGAAT!
Bull.bon. ACGGTGCTTTGGACGTC-TGCCATTAACCCTGGCTCGTCTTAAATGTCTAAGTGGATAT
6569ITS TGAGTGCTGCTGGTGCCCTGGTTG--~CATCGGCTCACTTGAAATTCATTAACTGAATCCTTTAAAGTAGGTTCTACTCGACGTGATAAGATCTCCGTCG
Cyst.cap. TGAGTGCTGCTGGTGCCCTGGTTG--~CATCGGCTCACTTGAAATTCATTAGCTGAATCCTTTAAAGTAGGTTCTACTCGACGTGATAAGATCTCCGTCG
Crypt.neof. TGGGTGTTTGCCGCGACCTGCAAAGGACGTCGGCTCGCCTTAAATGTGTTAGTGGGA: -AGGTGATTACCTGTCAGCCC
550 600
| |
42141TS GCGTTAATAAGTTCTC-CGCAACCCTCCACTCCTAATA---CAATTTATATTCCTGACCTCCAAATCAGG
51241Ts GCGTTAATAAGTTCTTTCGCAACCCTCCACTCCTAATAACACACTTTATACTCTTGACCTC-AAATCAGG
6953ITS ~GCGT-AATAAGTTCTTTCGCAACCCTCCACTC-TAATAACACACTTTATACTCT-GACCTC-AAATCAGG
63241ITS GCGTAATAAG--TCTTTCGCAAACCTCCACTCTAATCAA---ACTTTTTATATTCTGACCTCAAATCAGG
65761ITS GCGTAATAAG--TCTTTCGCAAACCTCCACTCTAATCAA---ACTTTTTATATTCTGACCTCAAATCAGG
Bull.bon. TAGCGTGATAAGTCTTCGCTATCATTGTCCACTATAATAACCTATATTAAGCT -~ —=———=—========
6569ITS AGGACAGTGCTTCGGCATTGGCCAACGATAAAGT TGATACGCTTCTAATTAGCGCAGACTTCGATTGCTGGCAATTTTGAAAACTTGGCCTCAAATCAGG
Cyst.cap. AGGACAGTGCTTCGGCATTGGCCAACGATAAAGT TGATACGCTTCTAATTAGCGCAGACT TCGAGTGCTGGCAATTTTGACAACTTGGCCTCAAATCAGG
Crypt.neof. GGCGTAATAAGTTTCGCTGGGCCTATGGGGTAGTCTTCGGCTTGCTGATAACAACCATCTCTTTTTTGT ~—— =~~~ =—===—== TTGACCTCAAATCAGG
648
|
4214178 TTAGGACTACCCGCTTGAACTTTAA:
51241TS TTAGGACTACCCGCTTGAACTT-AA-
6953ITS TTAGGACTACCCGCCTGAACTT-AA-
63241TS TTAGGACTACCCGCCTGAACTT-AA
65761TS TTAGGACTACCCGCCTGAACTT-AA:
Bull.bon.
6569ITS T~AACACTAACCCACTGAACTTAA:
Cyst.cap. T-AGGACTA-CCCACTGAACTTAAGCATATCAATAAGTGGAGGAAAAG

Crypt.neof. T-AGGGCTA~CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-~~~

16. dbra A vizsgalt torzsek ITS szekvencidi (GeneBank azonosit6ik: CBS 4214": AF075503; CBS 5124: AF
272664; CBS 6324: AF272665; CBS 6559: AF272666; CBS 6576: AF272667; CBS 6953: AF272668)
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-Rhodotorula minuta

93 Cryptococcus hungaricus CBS 5124

64 Cryptococcus hungaricus CBS 6953

Cryptococcus hungaricus CBS 6324

100

100

Cryptococcus hungaricus CBS 6576

Bullera armeniaca
88

100

Cryptococcus hungaricus CBS 4214

Cystofilobasidium capitatum

100

Cryptococcus hungaricus CBS 6569

17. 4bra ITS1-5.8S rDNS-ITS2 szekvenciak parszimonia analizissel 1étrehozott filogenetikai faja. A szdmok
bootstrap értékeket jelolnek.

4.4.3. A 18S rRNS gén parcidlis szekvencidjanak analizise

A 18S rRNS gén mintegy 600 bazisparnyi régidjanak analizisét is elvégeztik. A
filogenetikai elemzésbe 590 nukleotidot vontunk be, melyb6l 82 polimorfikus helynek
bizonyult, 30 pedig parszimoniailag informativnak. A vizsgalat 138 Iépésben 9 fat
eredményezett, a konszenzus fat az 18. dbra mutatja be.

A fa topol6gidja nagymértékl hasonlosagot mutatott a D1/D2, illetve az ITS régi6
analizise soran kapott eredményekkel. Az 6t C. hungaricus izolatum viszonylag kozeli
rokonnak bizonyult, a tipustérzs szoros rokonsagit a Bullera armeniaca-val szintén
alatAmasztotta a vizsgalat. A CBS 6569 és a Cystofilobasidium capitatum rokonsagat ennek a

régionak az analizise is igazolta.
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— Cryptococcus luteolus CBS 943’

= C. hungaricus CBS 6576

gg| " C. hungaricus CBS 6324

91

100} b= C. hungaricus CBS 5124

| == C. hungaricus CBS 6953

100 ey L— C. hungaricus CBS 4214

= Bullera crocea CBS 6714’

— Cystofilobasidium capitatum CBS 6358’

100] Y= Cryptococcus macerans CBS 2206’

ke C. hungaricus CBS 6569

— Rhodotorula graminis CBS 2826’

18. 4bra 18S rDNS szekvencidk parsziménia analizissel létrehozott filogenetikai faja. A szdmok bootstrap

értékeket jelolnek.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Cryptococcus nemzetség tagjai a basidiomycota élesztok csoportjaba tartozéd
gombak koziill huménpatogén vonatkozéssal is birnak. Vizsgalataink célja az volt, hogy
informaciokat nyerjiink ezen gombak ma még nagyrészt ismeretlen genetikai rendszerérdl;
feltarjuk intraspecifikus variabilitdsukat; hasznalhatd biokémiai, genetikai markereket
talaljunk a torzstipizalasi eljarasok, illetve a tovabbi genetikai analizis szdmaéra;
informaciokat szerezziink biokémiai, fizioldgiai jellegzetességeikrdl; adatokat szerezziink az
extrakromoszomalis genetikai elemeikr6l, mindenekel6tt a mitokondridlis genom
szervezOdésérol, tovabba célunk volt filogenetikai viszonyaik vizsgélata.

Els6ként hat C. hungaricus izolatumot morfolégiai, fiziologiai, biokémiai
tulajdonsagaik  alapjan  jellemeztiink. Kimutattuk, = hogy  sejtmorfolégidjukat,
szinanyagspektrumukat tekintve rendkiviil heterogének az izolatumok. A sejtek karotenoid
tartalméanak elemzése soran megallapitottuk, hogy a szinanyag nem asztaxhantin. Igazoltuk,
hogy a C. hungaricus izolatumai petite negativok, tapasztalataink szerint egy izolatum
kivételével (CBS 6569) extrém magas (100 pg/ml) etidium-bromid koncentraciot is
toleralnak. A torzsek szénasszimilacios képességének vizsgalatdba bevont 22 szénforras
hasznositasaban jellegzetes eltéréseket tudtunk kimutatni. Ennek mértéke kiilonosen
kifejezett volt a CBS 6569-es izolatum esetében, amelynek spektruma sokkal inkabb volt
hasonld a Cystofilobasidium capitatum-é¢hoz, mint a faj tipustdrzséhez (CBS 4214").
Kisérleteink eredményeként olyan specifikus szénasszimilacios markereket azonositottunk,
amelyek alkalmasak az éltalunk vizsgalt izolatumok megbizhat6 identifikalasara.

Az intraspecifikus polimorfizmus genetikai médszerekkel torténd igazolasara RAPD
analizist végeztiink, eredményképpen erés intraspecifikus genetikai variabilitast észleltiink.
Két random primerrel az egyes izolatumokra specifikus amplifikaciés termékeket sikeriilt
azonositanunk. Mindezek mellett két torzs (CBS 6324, CBS 6576) RAPD mintazataban
egyezOnek bizonyult. Bar populdciodinamikai szempontbol a heterogén el6fordulési
kornyezet (az egyes izolatumok véltozatos élohelyei miatt) szerepet jatszhat a magas
intraspecifikus polimorfizmus megjelenésében, ennek ellenére a RAPD mintazatok, illetve a
szénforrashasznositas rendkiviili polimorfikus jellege felvetette az esetleges pontatlan

taxondémiai besorolas lehetoségét.
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Bar a gombak esetében széles korben foglalkoznak a mitokondridlis DNS fizikai és
funkcionalis tulajdonségainak vizsgélataval, a basidiomycota élesztégombak esetében ez a
teriilet még feltaratlan, igy kisérleti programunk részeként tanulmanyoztuk a C. hungaricus
izolatumok mitokondrialis genomjat. Elektronmikroszképos és restrikcios enzimekkel (Bg/II,
BamHI, EcoRl, EcoRV és Hindlll) végzett vizsgalataink eredményeként meghataroztuk 5
izolatum mtDNS méretét (CBS 4214: 27,1 kb; CBS 5124: 28,04 kb; CBS 6324, 6576: 28,41
kb; CBS 6953: 30,07 kb). Restrikcios térképeket készitettiink, majd A. nidulans, illetve A.
carbonarius mitokondridlis DNS-ébdl szarmazd heterolog, majd PCR reakci6 soran
keletkezett termékekbdl egyedi homolog génprobakat hoztunk Iétre, amelyek segitségével
funkcionalis térképeket szerkesztettiink. A tipustdrzs (CBS 4214") restrikcios térképén az
apocitokrom b (cob); a NADH dehidrogendz masodik, harmadik, negyedik, o6todik
alegységének (nad2; nad3; nad4; nad5) és a riboszomalis RNS kis illetve nagy alegységének
(rns; rnl) génjeit lokalizaltuk. Az ATP-az gének koziil az afp8 illetve citokrém oxidaz
génkomplex egyes alegységének génjét, a cox/ gént sikeriilt a restrikcios hasitasi térképen
elhelyezniink. Két izolatum - a CBS 6324 és a CBS 6576 - az 4ltalunk alkalmazott restrikcids
enzimekkel és génprobakkal vizsgalva teljesen azonos mitokondridlis genomszervezddést
mutatott. A térképek Osszevetése soran megallapitottuk, hogy a tovéabbi izoldtumok nem
csupan mtDNS-iik méretében, hanem génsorrendjilkben is nagymértékben kiilonboznek.
Mivel a basidiomycota éleszték mitokondridlis DNS-€r6] nem 4ll rendelkezésre szakirodalmi
adat, ezért ezek az informaciok uttord jellegliek lehetnek ezen a teriileten.

Az extrakromoszOomalis genom tanulmanyozdsa soran egyedi, kiilonleges
mitokondrium szervezédést figyeltiink meg a CBS 6569-es torzs esetében. A torzs mtDNS
preparatumat restrikcios emésztés nélkiil agaréz gélen futtatva nyolc kiilonb6z6 méreti, j6l
elkiiloniild savot figyeltiink meg. A jelenség értelmezése céljabol az egyes molekuldk DNS
tartalmat RFLP elemzéssel vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a restrikciés emésztési kép
hasonlosaga miatt, az analizalt molekuldk szekvencidja feltételezhetéen er6s atfedéseket
mutat. A basidiomycota élesztok kozé tartozd Cystofilobasidium capitatum molekularis
genetikai markereit tekintve, kozeli rokonsdgban &ll a C. hungaricus CBS 6569-es
izolatummal. MtDNS-ének vizsgélata soran a fent leirtakhoz rendkiviil hasonld6 molekuléris
szerkezettel rendelkez6 mitokondridlis genomot detektaltunk. Elektroforetikus vizsgalata
soran 11 sav jelent meg. Az ilyen jellegzetességgel rendelkezé mitokondridlis organizéci6
behatobb vizsgalata kiilonleges jelentdséggel bird feladat, mivel nem csupan a tdbbi C.
hungaricus torzst6l mutat jelentds eltérést, hanem azon tulmutatva, az eukaribta

mitokondrialis genom egy kiilonleges megjelenési formajat jelenti.
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OFAGE és CHEF moédszerek segitségével adatokat szereztiink a C. hungaricus faj
izolatumainak sejtmagi genetikai allomanyarol. Megallapitottuk, hogy a kromoszémak
szamat és méretét tekintve is nagyfoku heterogenités jellemzi az izolatumokat. Kromoszéma
mintazat szintjén, abban az esetben is variabilitast tapasztaltunk, amikor két izoldtum (CBS
6324, CBS 6576) extrakromoszomalis rendszerét tekintve (mtDNS) illetve RAPD
markereinek tekintetében is azonosnak bizonyult.

Az izolatumok eredeti leirdasakor — az 1960-70-es években — még nem alltak
rendelkezésre olyan molekularis mddszerek, amelyek segitségével a klasszikus
mikrobiologiai markereken alapulé taxondémiai besoroldsokat pontositani lehetett volna. Az
altalunk 6sszehasonlitott molekularis genetikai jellemzOk eltérései arra utaltak, hogy a faj
izolatumainak taxonémiai helye kérdéses. Ennek érdekében a modern filogenetikai
modszerek koéziil tobbet is felhasznaltunk az izolatumok egymashoz, €s mas basidiomycota
élesztOkhdz valdé taxonOmiai viszonyanak felderitésére. A riboszomalis RNS gének
szekvenciainak elemzése kiilondsen alkalmas rokonsagi viszonyok feltarasara. A 26S rDNS
D1/D2 régidjanak szekvenciaanalizise soran megallapitottuk, hogy a faj tipustdrzse (CBS
4214") sokkal inkédbb rokon a Bullera armeniaca fajjal, mint a tobbi C. hungaricus
izolatummal. Négy torzs (CBS 5124, CBS 6324, CBS 6576, CBS 6953) jol elkiiloniilt
csoportot alkot, mig a CBS 6569 egyértelmiien a Cystofilobasidiales rendbe tartozénak
bizonyult. Az eredmények aldtdmasztasanak céljabol szamos basidiomycota éleszté D1/D2
1égi6 szekvenciaadatait folhaszndlva parsziménia analizist végeztiink. Az adathalmazzal
végzett elemzés teljesen aldtamasztotta az elézoekben leirt eredményeinket. Az 1j
informacidk szignifikans jellegét bizonyitjak a magas bootstrap értékek (98-100).

Az ITS régi6 nukleotid szekvencidja - konzervativ jellegébdl adédéan - a fajon beliili
polimorfizmus egyik kivaldé markere lehet. Az izolatumok egymashoz valé viszonyanak
elemzésére az ITS1-5.8S rDNS-ITS2 régi6 szekvencidjanak parszimonia analizisét
valasztottuk. A PCR reakcido segitségével felszaporitott régid6 mind méretében, mind
szekvencidjaban kiilonbzének bizonyult. A tipustorzs szekvencidja 100%-os homologiat
mutatott a Bullera armeniaca-val, ahogy a CBS 6569 és a Cystofilobasidium capitatum
esetében a homologia szintén magas, 98% volt. A 18S rDNS 600 bazisparnyi szakaszanak
elemzése tovabbi adatokat szolgaltatott feltételezéseink alatamasztasara, amelyeket a
kovetkezokben tudunk Gsszefoglalni:

1. A C. hungaricus izolatumok filogenetikai szempontbol heterogénnek bizonyultak.
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. A faj 6t izolatuma (CBS 42147, CBS 5124, CBS 6324, CBS 6576, CBS 6953) a
legtjabb basidiomycota rendszerben elfoglalt helyének megfeleléen, a Tremellales
rend egy jol elkiiloniild csoportjat alkotja, a Bullera nemzetséggel egyiitt.

3. A faj tipustdrzse a Bullera armeniaca-val mutatott szoros rokonsagot.

. A Tremellales renden beliil a C. hungaricus izolatumok két ,subclade”-ot alkotnak:
ezek a CBS 6324-CBS 6576 és a CBS 5124-CBS 6953.

. A C. hungaricus CBS 6569-es izoldtum minden val6sziniiség szerint téves
meghatérozas miatt keriilt a faj izolatumai koz¢. Molekularis markereinek elemzése
arra enged kovetkeztetni, hogy a Cystofilobasidiales rendbe tartozé fajrol van szo,

nagy valosziniiséggel Cystofilobasidium capitatum-rol.
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6. SUMMARY

Basidiomycetous yeasts represent about 1% of the known yeasts in nature. In spite of

this, they have considerable economic, agricultural and medical importance as they produce
bioactive compounds, for example carotenoid like pigments, antioxydants and lipids.
The anamorphic genus Crypfococcus Vuillemin has been described as basidiomycetous
yeasts having capsulated cells, not forming pseudomycelia, not fermenting sugars, utilizing
inositol and D-glucuronate and producing amyloid-like compounds. Cell wall hydrolyzates
contain xylose. Several species have orange or red colonies owing to the presence of
carotenoids. At present 34 species have been accepted in the genus.

The anamorphic Cryptococcus hungaricus (described by Zsolt 1957) is a
psychrophile yeast, which has reddish colonies. It belongs to the class of Hymenomycetes,
subclass of Tremellomycetidae and clade of Tremellales.

In this study we detected intraspecific polymorphism of C. hungaricus strains and
clarified the phylogenetic relationships among the strains. The modern phylogenetic analysis,
which mainly based on molecular characteristics, revealed that the six isolates were dispersed
to two distant clades of the Hymenomycetes. Five of them are representatives of the
Tremellales clade (CBS 4214", 5124, 6324, 6576, 6953) and one of them belongs to the
distant related Cystofilobasidium clade (CBS 6569).

Classic examinations as cell morphology and C-source utilization analysis could not
serve detailed results to study the relationships among the six isolates but a few observations

could be established. Based on morphological characters for example shape of the cells, none

of the strains were similar to the type strain (CBS 4214T) and based on assimilation spectra
CBS 6569 did not look similar to the other members of the species.

Modern molecular examination methods were introduced to detail analysis of the six
strains of C. hungaricus, which resulted in the raising of the taxonomic re-classification of
the six isolates.

Numbers and sizes of chromosomes were analysed by CHEF experiments in the case of the
six C. hungaricus strains. Chromosome patterns of the isolates showed strong polymorphysm
that also confirm the heterogenity of the six isolates.

RAPD analysis of the total DNAs obtained by six different primers proved the heterogenity
of the six isolates. On the basis of RAPD analysis four similarity groups could be

T
distinguished. The type strain CBS 4214 with strain CBS 5124, the CBS 6324 with CBS
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6576 showed similarity but the isolates CBS 6569 and CBS 6953 were totally different from
the others.

MtDNA RFLP profiles generated by Bg/ll, Hindlll, EcoRI, EcoRV, and BamHI restriction
enzymes were compared to further study on relationship of the C. hungaricus strains. The
patterns obtained were identical in the case of CBS 6324 and 6576 and the other four strains
had unique mtDNA RFLP profiles. This strong heterogenity indicated the altered structural
organisation of the mitochondrial genomes that inspired us to construct the restriction maps
of the six mtDNAs. Exception of strain CBS 6569, mtDNA physical inaps were developed at
least by four restriction enzymes. Applying PCR products of mitochondrial genes from
Aspergillus nidulans and Aspergillus carbonarius (rnl, rns, nad5, nad4L, coba, nad2, atp6)
as DNA probes in Southern hybridization experiments functional maps were constructed. The
physical map and gene order of the mitochondrial genomes of strains CBS 6324 and 6576
proved to be identical, but the remains differed from each other. MtDNA organisation of
strain CBS 6569 showed an extreme form, since the purified intact mtDNA - without any
enzyme digestions - showed at least eight separated bands with different sizes (2-20 kb) by
electrophoresis. Restriction analysis of the separated molecule bands indicated similar
nucleotide sequences of these native mitochondrial DNA fragments. Enzymes with frequent
cutting sites developed identical RFLP profiles, which suggested that the fragments were
organized by large oligomer elements. This type of mitochondrial genome organization
proved to be unique and differed from the mtDNA organization of other strains. Since our
results on D1/D2 and ITS1-ITS2 sequences of C. hungaricus isolates revealed that the strain
CBS 6569 is closely related to the Cystofilobasidiales clade, mtDNA of Cystofilobasidium
capitatum was purified and electrophorised. It showed similar profile as CBS 6569, the
native mtDNA separated into eleven fragments with sizes of 1,1 kb to 15 kb by
electrophoresis.

Modern taxonomic analysis were performed to classify the examined strains in to the
correct taxonomic place that better reflects the reality. Modern taxonomic technology uses
the comparing of DNA sequences of certain region of the nuclear genome. The most suitable
nuclear regions to comparative sequence analysis are the D1/D2 regions of the 26S rDNA,
ITS1 and ITS2 regions with the 5.8S rDNA and the partial sequence of the 18S rDNA.
Sequences of the D1/D2 regions of the 26S rRNA genes of C. hungaricus isolates and nine
additional species representing the Tremellales order and several members of
Cystofilobasidiales were also examined. Parsimony analysis of the region indicates that C.

hungaricus isolates are genetically heterogeneous. Two major branches could be recognized
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in our analysis: one containing ten species of the Tremellales clade, while the other branch
consisted of four Cystofilobasidiales species. All but one of the C. hungaricus isolates were
found to belong to the Tremellales clade, and closely related to Bullera armeniaca and B.
crocea. This clade was also observed when D1/D2 sequences of 120 other basidiomycetous
yeasts were included in the analysis. The type strain proved to be in closer relationship to
Bullera armeniaca than to other Cryptococcus hungaricus isolates. The CBS 6569 clearly
belongs to the Cystofilobasidiales order, forming a well-supported clade together with
Cystofilodasidium capitatum. Fell et al. observed two main clades within Cystofilobasidiales,
both of which were found to include Cryprococcus species. C. hungaricus CBS 6569 belongs
to the Cystofilobasidium subclade.

Length polymorphisms were observed between the C. hungaricus strains in both ITS1 and

'y
ITS2 regions. The size of ITS1 ranged from 124 (CBS 4214 ) to 148 bp (CBS 6576), while

T
that of ITS2 ranged from 181 (CBS 4214 ) to 269 bp (CBS 6569). In the relatively short
region of 5.8S rDNA (155 bp), nucleotide sequence differences were detected between CBS

42147 and 6569 (7 nt), CBS 5124 and 6569 (7 nt), CBS 6569 and 6953 (8 nt). 5.8 S rDNA
sequences of CBS 6324 and 6576 were identical. Sequences of the ITS regions were involved
in the phylogenetic analysis. Phylogenetic analysis of this region proved that isolates CBS
6324 and CBS 6576 were closely related with each other, while isolates CBS 5124 and CBS

6953 also show close relation. The type strain of C. hungaricus (CBS 4214T) was found to be
closely related to Bullera armeniaca, while strain CBS 6569 was closely related to a
Cystofilobasidium species, in accordance with our previously discussed results.
Partial sequences of the 18S rRNA genes of C. hungaricus isolates were also determined and
subjected to phylogenetic analysis. The topology of the phylogram is similar to those based
on phylogenetic analyses of the D1/D2, and ITS data sets.

Morphological and physiological analyses of Cryptococcus hungaricus isolates

together with molecular data indicate that isolates assigned to the C. hungaricus species are

genetically heterogeneous. The type strain of the species (CBS 4214T) was found to be more
closely related to Bullera armeniaca than to other C. hungaricus isolates. These isolates
together with four other C. hungaricus isolates and a B. crocea strain formed a well-defined
clade supported. Although micromorphological and C-utilisation patterns indicated that four

of these isolates are possibly conspecific, further relationships could not be resolved
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unambiguously within this clade. Nuclear DNA reassociation experiments are needed to
clarify whether these isolates represent a single, or two separate species.

C-utilization spectra, micromorphological studies, and sequence data indicated that
isolate CBS 6569 belongs to the Cystofilobasidium clade. Original identification of this strain
was made solely on phenotypic bases, but suspected to be incorrect. However at that time
there were no tools to prove this assumption (J. W. Fell, personal communication). More
detailed studies including other representatives of Bullera armeniaca and other Bullera
species, and Cystofilobasidium species are needed to clarify the taxonomic positions of these

isolates.
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