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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A mikroszkopikus gombdk esetében a genetikai analizis egyik alapfeltétele a
konnyen alkalmazhato genetikai markerek megléte. Klasszikus genetikai markerekkel
(legtobbszor auxotrofia és rezisztencia marker) jeldlt szervezetek alkalmazasa szamos
esetben jarult hozza elméleti, vagy gyakorlati szempontbdl fontos gombatorzsek
genetikai dllomanyanak megismeréséhez. Az ilyen markerek (mutaciok) bevitele
azonban, elsdsorban az ipari torzsek jelentds részében elénytelen. Tovabbi akadalya lehet
a klasszikus genetikai elemzésnek, hogy szamos gombatdrzsnél hidnyzik a szexudlis
ciklus. A genomanalizis egy masik modszere. a kondenzilt kromoszomak
fénymikroszkopos vizsgalata (a citologiai kariotipus meghatdrozésa), a gombak esetében

a metafazisos kromoszomak kis mérete miatt meglehetésen nehéz.

A 80-as évekig az egyediil alkalmazhaté DNS gélelektroforetikus modszer a
hagyomanyos gélelektroforézis volt, amely viszonylag kisméreti DNS fragmentek (20kb)
elvalasztasat tette csak lehetGvé, mivel ezen méret felett az elektromos erdtér hatasara
megnyult molekuldk nagysagtol fiiggetleniil azonos sebességgel vandorolnak a
gélmatrixban.

A pulziltatott mezejii gélelektroforézis (Pulsed Field Gel Electrophoresis,
tovabbiakban: PFGE) technika megalapozoi Klotz és Zimm (1972), akik az altaluk
kidolgozott viszkoelasztikus technikaval bizonyitottak, hogy elektromos tér hatisara a
eredeti dllapotaba. Bizonyos molekulanagysdgon tul a DNS viszkoelasztikus relaxacios
ideje aranyos a molekulasallyal.

A DNS konformacio megvaltozasanak és molekulasuly fliggé relaxaciojanak
felismerése tette lehetévé annak az elvalasztasi technikanak a kifejlesztését, melyet a 80-

as évek elején Schwartz és munkatarsai (1982) dolgoztak ki. A PFGE utat nyitott a



nagyméretli DNS molekuldk elvélasztasihoz. és kdzvetleniil vizsgilhatova viltak az
eukariotak kromoszomalis DNS készletei. (Dixon és Kinghorn, 1990).

Ezen eljaras lényege, hogy két, egvmast valtd és egymadssal szoget bezarod
elektromos tér hatasara a toltéssel rendelkezé DNS molekulak dllando orientalodasra és
reorientdlodasra kényszeriilnek a véandorlasuk folyaman (Schwartz és Cantor. 1984;
Carle és Olson, 1984). Minél nagyobb az elvilasztando DNS molekula. annal nagyobb a
konformacidvaltozashoz sziikséges id6. A kisebb DNS molekulak mobilitasbeli elényébd!

kovetkezéen a DNS molekuldk nagysag szerint elvalnak.

Egy gombataxont reprezentdld torzsek genetikai allomanya sziikségszerien kisebb,
vagy nagyobb mértékben eltér6. Ennek oka elsGsorban azokban a spontdn mutdcios
eseményekben keresendd, amelyek minden 6rékitéanyagban lejatszodnak. Ilven példaul a
kromoszomak strukturalis mutdcioja, amely sokszor nem kapcsolddik fenotipusos
véltozashoz, ugyanakkor az elektroforetikus kariotipus vizsgalataval kimutathato.

A kromoszomilis szerkezeti valtozasok egyardnt lehetnek interkromoszomalis,
vagy intrakromoszomalis jellegiiek. Tobbféle kromoszoma atrendezédési esemény
vezethet a CLP (Chromosome-Length Polymophism) kialakulasahoz és gombdk genomja
gyakran tartalmaz olyan szekvenciakat is, amelyek a kromoszoma atrendezSdési
folyamatok valamelyikével (rekombinacio. delécio. transzlokdcio) hozzajarulnak CLP
kialakulasahoz (Zolan, 1995).

Kistler és Miao (1992) hipotézise szerint. a meidzis szelekcios hatasi a
kromoszomaaberraciokkal szemben, vagyis a meiozis el6forduldsianak gyakorisaga
forditottan aranyos a CLP mértékével. A hipotézist tamogatd és cllene szolo példakat
egyarant talalhatunk. Egy adott fajon belil lejatszodo ivaros folyamatokra gyakorolt
hatdsanak tanulmanyozasat a kromoszomapolimorfizmusra azonban megneheziti. hogy
viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre a CLP kialakuldsahoz vezeté molekularis

folyamatokrol.



Ismételt vizsgalatok igazoltdk, hogy néhany kivételtdl eltekintve, egy adott
gombatdrzs kariotipusa stabil, és az egymast kiveté mitotikus magosztodasok soran nem
valtozik. A Kkariotipusok stabilitasa és az egyes tdrzsek kozotti variabilitas megléte
ugyanakkor egymasnak ellentmond. Ezen ellentmondas feloldasa lehet, ha feltételezziik,
hogy a kiilonboz6 kariotipust mutaté gombak, tobb-kevesebb ideig eltérs kornyezeti
koriilmények kozott szepardltan fejlédtek. Ekkor, ma még pontosan nem ismert
mechanizmusok révén eltérések alakulhatnak ki az egyes torzsek kromoszomalis
llomanydban. Ezen valtozasok a mikroorganizmus szémara sokszor genetikailag
hatranyos, vagy kozombds, illetve a megvaltozott kdrnyezeti feltételek esetén, U

kapcsoltsagi csoportok kialakulasa miatt el6nyds is lehet.

A kromoszomaprofilok allandosiga, a torzsspecifikus Kariotipus a genetikai,
orvosi, epidemologiai és mezGgazdasagi vizsgilatok igen fontos modszerévé tették az
elektroforetikus kariotipizalist. Elmondhat6, hogy az ismertetett korlatok ellenére az

elektroforetikus kariotipizalas napjaink egyik leghatékonyabb térzsidentifikalasi eljarasa.
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A kutatasi program célkitiizései a kovetkezdk voltak:

Elektroforetikus  kariotipizalas  segitségével, a kromoszomalis  allomany
jellemzésének elvégzése, néhany elméleti és gyakorlati szempontbol fontos

gombanemzetségben (Aspergillus, Claviceps, Mucor, Penicillium és Phaffia).

A fajon beliili kromoszoma hossz polimorfizmus vizsgilata; mértékének és

jellegének feltarasa néhany mikroszképikus gomba (Mucor és Phaffia) esetében.

A részletes genetikai analizis megalapozasa és megkezdése kromoszomalis

génlokalizacios kisérletek révén a Phaffia és a Mucor nemzetségben.

PFGE eljaras felhasznalhatosaganak vizsgalata hibridizacios események genetikai

kovetkezményeinek nyomonkdvetésére €s igazolasara.

A PFGE eljarassal 9sszefliggd, hatékonyabb genetikai elemzést lehet6vé tevd

kisérleti eljarasok kidolgozasa és fejlesztése.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A Kisérleti program sorin vizsgalt gombafajok

Candida albicans, Aspergillus nidulans, Candida krusei, Hansenula anomala.

Kluyveromyces lactis, Phaffia rhodozyma, Claviceps fusiformis, Claviceps purpurcd.

Mucor plumbeus, Saccharomyces cerevisiae, Mucor circinelloides, Saccharomyces
unisporus, Schizosaccharomyces pombe, Mucor racemosus, Mucor bainieri, Mucor

mucedo, Penicillium notatum, Penicillium chrysogenum

2.2. A kisérleti programban alkalmazott fontosabb médszerek
- DNS gélelektroforézis
- protoplasztképzési modszerek
- DNS jel6lés (radioaktiv és nem-radioaktiv) és DNS hibridizacié eljarasai

- pulzaltatott gélelektroforetikus médszerek (OFAGE, CHEF)



3. EREDMENYEK

Kisérleti programunk soran elméleti és gyakorlati jelentéséggel bird
mikroszkopikus gombak genom felépitését vizsgdltuk pulziltatott gélelektroforézis

(PFGE) segitségével.

1. Munkank eredményeként adatokat nyertiink a biotechnologiai szempontbol jelentés
Phaffia rhodozyma élesztégomba ezt megel6zGen teljesen ismeretlen genetikai
alloméanyarél: meghatdroztuk a kromoszomalis genom méretét (15.5-23.2 Mb). a
kromoszomalis DNS mobilitasi csoportok szamat (8-12) és nagysagat (0,83-3,5
Mb). Tobb izolatum elektroforetikus kariotipusanak Osszhasonlitdo analizisével
kimutattuk, hogy a P. rhodozyma fajon beliil jelentés kromoszoma hossz
polimorfizmus létezik; vizsgéltuk ennek jellegét és mértékét.

2. Nagyszamu P. rhodozyma mutans (167 szin- és 11 auxotrof muténs) elGallitdsaval és
elektroforetikus kariotipusuk elemzésével vizsgaltuk, hogy milyen gyakorisaggal
kovetkezik be kromoszomalis atrendezédés az alkalmazott muticios kezelés
(esetiinkben y- és UV-besugarzas) soréan; tovabbd, hogy milyen eltérések vannak a
kromoszomaszerelvény egyes tagjainak viselkedésében, valamint lehet-e
Osszefliggést taldlni egy mutacioval kiépitett valamely fenotipusos jelleg és
bizonyos kromoszomaaberraciok kozott. Informaciokat nyertiink  ezen
élesztégombak ploiditasi szintjérdl is.

3. Eredményeink révén el6szor nyertiink betekintést egy Mucor toérzs kromoszomalis
allomanyanak szervezodésébe. Meghataroztuk a M. circinelloides faj t6bb
torzsének kariotipusat; feltartuk a fajon beliili kromoszoma hossz polimorfizmus
mértékét és jellegét. Ossszesen, 5 kiilonbdz6 Mucor faj (M. bainieri. M.
circinelloides, M. mucedo, M. racemosus, M. plumbeus) t5bb tdrzsét vizsgélva,

szereztiink adatokat a genom szervezddésérdl és a génuszon beliili kromoszomalis



polimorfizmusrol (genomméret: 31.7-40.1 Mb: kromoszomak szama: 6-11;
kromoszomalis DNS molekulak nagysaga: 2,3-9,3 Mb).

4. A Phaffia rhodozyma és a vizsgalt Mucor fajok esetében (ahol a klasszikus genetikai
eljardsok alkalmazasa nehéz, vagy éppen lehetetlen) megkezdtik a genom
kromoszomalis génlokalizacié révén torténé markerezését. Ez megnyitja az utat a
tovébbi részletes genetikai elemzés elGtt ebben a két fontos nemzetségben.

5. Elészor tudtunk érdemi informaciot szerezni a Claviceps génuszba tartozé fajok
genom méretérdl és kromoszomaszamarol.

6. Eredményeket értiink el ipari Penicillium torzsek elektroforetikus kariotipizaldsaban.

7. A PFGE eljarast nemcsak vad torzsek és mutans szarmazékaik jellemzésére hasznaltuk
fel, hanem két gombafaj esetében (P. rhodozyma és A. nidulans) sikerrel
alkalmaztuk a protoplasztfizio soran létrejott hibridizacios  folyamatok
kovetkezményeinek nyomonkdvetésére is. Analizdltuk a fuzids partnercket. a
belélikk létrehozott hibridek, illetve rekombinans térzsek  kromoszomalis
allomanyat. Bizonyitottuk, hogy a PFGE segitségével kivetni és igazolni lehet a
fuzios esemény lejatszodasat. az egyes kromoszomak szegregaciojat.

8. Kidolgoztunk 1j, illetve tokéletesitettiink olyan kisérleti technikdkat, amelyek

elésegitik mikroszkopikus gombak elektroforetikus kariotipizaldsat.

A felsorolt eredmények szamos uj Osszefiiggéssel bdvitik a mikroszkéopikus
gombdk genomszervezidésével kapesolatos ismereteinket. Segitik a tanulmanyozott

gombdkkal folytatott genetikai kutatast éppugy, mint a gyakorlati céla térzsnemesitést.
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