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Bevezetés

Az Aspergillus nemzetség a fonalas Ascomycota
mikroszervezetek egyik legintenzivebben tanulmanyozott csoportja.
Az dltalunk vizsgalt Aspergillus tiibingensis, Aspergillus niger és
Aspergillus japonicus fajok a szakzsargon éltal fekete Aspergillusok
(Section Nigri) néven emlegetett csoportba tartoznak. A szekciéba
tartoz6 fajok imperfektek, ezért jelentds az izoldtumok kozétti inter-
(fajok kozti), és intraspecifikus (egy fajba tartoz6 izol4tumok
kozotti) variabilitas,

Tanszékiinkon jelenleg is folynak a kiilénbszd Aspergillus
fajok osszehasonlité feno- és genotipikus elemzései. A torzsek
jellemzésére tobbféle mobdszer keriilt alkalmazisra: izoenzim
analizis, a sejtmagi riboszémdalis RNS (rDNS) gének RFLP
(restriction fragment length polymorphism), illetve a mitokondrislis
DNS (mtDNS) RFLP vizsgélata, tovabbd a RAPD-PCR analizis. A
fajok kozotti jelentds diverzitis mellett hatarozott intraspecifikus
polimorfizmust detektéiltak, mely kiilsnésen az imperfekt fajok
esetében volt erteljes. A legszembetiindbb genetikai variabilitast az
extrakromoszémalis elemek mutattik.

Az Aspergillus nemzetségen bellil a Nigri szekcidban
kezdddtek el a legrészletesebb molekuldris vizsgélatok. Az &t,
viszonylag jol kdriilhatarolt faj (A..carbonarius, A. japonicus, A.
heteromorphus, A. ellipticus és A. aculeatus) mellett nagyszamn,
iparilag is fontos fajt az Aspergillus niger fajaggregitumba soroltak.
Az A. niger fajaggregitum korében jellemezték elbszér a
polimorfikus bélyegeket. A torzseket a sejtmagi rDNS és a mtDNS



RFLP mintazatai alapjdn harom f6 csoportba tudtdk sorolni, név
szerint A. niger, A. tiibingensis és A. brasiliensis. A f6 csoportokon
beliil tovabbi alcsoportokat tudtak elkiiléniteni a mtDNS Haelll-
BgllI restrikciés endonukledzokkal térténd emésztésével (4. niger
esetében &t, la-1e; A. tiibingensis esetében hat, 2a-2f)

A mtDNS RFLP mintazatbeli eltérések mellett jelentds
méretbeli polimorfizmust is tapasztaltak, az A. japonicus esetében a
fajon beliil a polimorfizmus igen nagymértékii (45-60 kb). A faj
sejtmagi rDNS alapjin nem mutat polimorfizmust, de mtDNS
alapjan nyolc csoportra (1-8) oszthat6.

Elkezdddtek a kisérletek, amelyben fekete Aspergillusok
kiilonbz6 mtDNS RFLP csoportjaiba tartozd inkompatibilis térzsei
kézoétt oligomycin rezisztencidra alapozott mitokondrium Aatvitelt
kiséreltek meg (fajon beliil, és fajok kozt is). Megprébaltik a
mitokondrialis oligomycin rezisztencia direkt szelekcids lehetdségét
kihasznalva igazolni a mitokondrialis rekombinédcié bek&vetkezését
olyan esetekben, amikor semmiféle kommuniké4cié nincs a két
partner sejtmagja kozétt. A mitokondrium atviteli kisérletek legtébb
esetben sikeresek voltak, és nagy varidcidban rekombinans mtDNS-t

eredményeztek.

Célitiizés

Munkénk soran célunk volt az 4. niger és A. tiibingensis fajok
telijes mitokondridlis genomjanak szekvenildsa, az eltérések
szekvenciaszint{i elemzése, valamint a két faj kézt mitokondrium

transzmisszi®é sordn létrejott rekombindns mitokondriummal



rendelkezé utédok mtDNS-ének jellemzése, és a rekombindns
karakter kialakulasdért felelés molekuldris mechanizmusok
felderitése. Tovébbi célunk volt a hat kiilsnbdz6 mtDNS RFLP
mintézattal rendelkezd A. tiibingensis izolatum mitokondridlis
genomjai kozétt megfigyelt polimorfizmus vizsgdlata a mtDNS
fizikai és funkciondlis térképezésével és szekvencia szintii
elemzéssel, valamint az A. japonicus izoldtumok k&zétt
protoplasztfiiziéval végrehajtott mitokondrium transzmisszié soran
létrejott instabil fenotipust mutaté utédok mtDNS-einek térképezése,

¢s az eltérések szekvenciaszintli magyarézata.

Médszerek

A mtDNS tisztitdshoz torzseinket Pontecorvo tipoldatban
tenyésztettitk. A mtDNS kinyerését az altalunk korabban leirt médon
végeztilk el. A protoplasztok képzését, és fuzionaltatisat Kevei és
Peberdy altal leirt médon hajtottuk végre. A fizikai térképeket
reciprok-emésztés technikaval készitettitk el. A gének sorrendjének
¢és pontos helyének meghatérozdsdhoz Southern hibridiziciot, és
PCR technikét alkalmaztunk (a heterolég primerek A. nidulansbél
szérmaztak). £DNS  fragmentumainkat a  bazis sorrend
meghatdrozaséhoz  pBluescript-SK  vektorba  ligdltuk, vagy
kozvetleniil a tisztitott mtDNS-t szekvenéltuk. A szekvenalashoz a
vektor sajit primerein kiviil a torzseink szekvencidihoz tervezett
primereket alkalmaztunk. Az alap molekuldris technikédk
alkalmazasit (restrikciés emésztés, transzformdilis, RAPD-PCR,



cDNS készités stb.) a gyarték altal ajanlott koriilmények kozt
hajtottuk végre.

Eredmények'
Elért eredményeinket a kévetkezd pontokban foglalhatjuk §ssze:

Elvégeztik az 4. niger és A tibingensis fajok teljes
mitokondridlis genom szekvenaldsat. Mindkét torzs esetében a
mtDNS géntartalma és a gének sorrendje megegyezett. A mintegy
2,5 kb méreteltérésért elsbsorban egyes gének intron tartalmabdl
addd6 eltérések felelosek. A méretbeli és RFLP mintizatbeli
eltérések ellenére a két genom nagymértékii hasoniésdgot mutat
egymassal, a hasitohelybeli eltérésekért els6sorban pontmutéciok
felelések.

Az A. niger 1a mtDNS tipusii tdrzsének cox1 génje 2728 bp,
és csak egyetlen 1015 bp-os intront tartalmaz. Az A. tiibingensis 2b
mtDNS tipusii torzsének coxl génje 5058 bp méretiinek bizonyult,
harom intront tartalmaz, amelyek sorrendben 1148 bp, 1126 bp, és
1085 bp hossziisdgiiak. Mindegyik intron I-es tipusi mitokondridlis
intron. A masodik intron 94%-os szekvencia homolégiat mutat az 4.
niger egyetlen coxl intronjaval. Az intronok pontos pozicidjat
mRNS-rdl készitett cDNS segitségével is igazoltuk.

Az A. niger la tipus esetében az afp9 gén intronmentes, és
225 bp hosszisagh. Az A. tiibingensis 2b esetében a gén egy 329 bp-
os intront tartalmaz, igy a gén hossza 554 bp. A 270 bp-os nad4L
gén A. tiibingensis 2b esetében intronmentes, mig A. niger la

esetében egy 477 bp hosszisagi intront tartalmaz. Mindkét intron



ORF nélkiili, igy nem mindsiilnek mobilis (mtDNS rekombinaciét
befolyasolé) elemeknek. Az intronok jelenléte ezen génekben az
irodalmi adatok alapjén ritka jelenségnek mindsiil.

Mindkét genomban azonositottunk két orf-et a nadl és nad4
gének kozti intergénikus régiéban, melyek endonukledzszerii
fehérjékkel mutatnak homolégidt. Valdsziniileg szerepet jatszanak a
genomok kozti rekombinéci6ban.

Mindkét genom cob génje el6tt talaltunk egy rdvid, 100 bp
alatti nadl génnel 100%-osan homoldég szakaszt, valamint a cob gén
utin egy A. niger PX21 sejtmagi prométerrel szekvencia szinten
szinte teljesen azonos szakaszt. E prométer jelenléte a mitokondralis
genomban kiilonds jelenség, de més altalunk vizsgélt Aspergillus
térzsekre is jellemz6.

Protoplasztfizié segitségével mitokondridlis rekombindns
térzseket éllitottunk eld. Donorként a mitokondridlisan oligomycin
rezisztens A. niger la tipust alkalmaztuk, mig a recipiens az A.
tilbingensis 2b mtDNS tipusii térzs volt. A fizié utdn hatféle
rekombinédns tipust azonositottunk. Az utddok minden esetben a
donor mitokondriumét orokolték, mely a recipiens intronjai altal
médosult. Minden utéd 6r8kslte a 2b tipus mindharom coxl gén
intronjat, de az intronok ,homingja” beinditott egy rekombinaci6s
folyamatot, mely kiterjedése a hat kiildnbozé tipusban eltérd
. nagysagu szekvenciarészeket érintett (1-14 kb).

Elvégeztiik a hat eltér6 mtDNS RFLP mintdzatot mutaté 4.
tiibingensis  tipus mitokondridlis genomelemzését, és

Osszehasonlitottuk a kordbban mar részletesen elemzett 2b tipussal.



Megallapitottuk, hogy a torzsek génkészlete és sorrendje azonos,
méretbeli eltérésitkért pedig a cox1 gén introntartalombeli eltérései a
felelosek. A 2b és 2e tipus cox1 génje hirom, a 2c egy, a tobbi két
intront tartalmaz. Megéllapitottuk, hogy a 2b tipusra jellemz6 1.
intron csak a 2b, 2e és 2f tipusoknal van jelen. A 2b tipusra jellemzd
2. intron a 2¢ kivételével minden tipusban el6fordul. A 2b tipusra
jellemz6 3. intron szintén egy kivétellel (2f) minden tipusban jelen
van. A 2b és 2e tipus szinte teljesen azonos, csak néhany
pontmutéciéban témek el egymastol.

Vizsgaltuk az A. japonicus faj mtDNS polimorfizmusat; a
faj mtDNS RFLP alapjan nyolc csoportra oszthatd. A mtDNS 4tvitelt
a nyolc kiilonb6z6 RFLP mintdzatd csoport  kozott
protoplasztfiizioval valésitottuk meg. A mitokondrium transzmisszi6
mindig egyirdnyg volt, és az étvitel sordn donorként minden esetben
egy oligomycin rezisztenciat mitokondrialisan hordoz6 lizin auxotréf
fehér konidium szinG izoldtum (12870%) szerepelt, mely a
leggyakoribb mtDNS RFLP mintézati 1. csoportba tartozik. A fiizié
minden esetben sikeres volt, kivéve az 1—7 esetben. Ma mar a 7.
mtDNS csoportot képviseld izolatumok kiilénallé fajnak (dspergillus
aculeatus) tekinthetdk.

A fuziét kévetden az oligomycin rezisztens regenerdlt
utédok mtDNS RFLP mintazatit osszehasonlitva azt tapasztaltuk,
hogy rekombinins mtDNS profillal jellemezhetd térzsek mellett
nagy gyakorisiggal szubsztiticiés utédok is izolalhaték. A
mitokondrium helyettesités az 4. niger fajaggregitum izolatumai

kozotti mitokondrium transzmisszié sordn igen ritka eseménynek



szamitott, gyakorisidga 1% alatti. Az A. japonicus 152, 1—6 és
1—-8 mtDNS RFLP osztilyok kozotti mitokondrium atvitel
utddainak 100%-a szubsztiticids volt, az 1—4 mtDNS tipusok
kézotti transzmisszié utddainak 100%-a valédi rekombindnsnak
bizonyult. Az 1—3 és az 1—5 mtDNS RFLP csoportok kozbtti
mitokondrium transzfer utédainak kisebb hanyada rekombinéans volt,
nagyobb héanyada azonban helyettesitett, donor RFLP-jii
mitokondriumot hordozott.

Az 13 és az 15 fuziék esetében az utddok fenotipusa
nem volt egységeé, ellentétben a t6bbi fiizids csoporttal. Alapvetden
hérom fenotipust azonositottunk: a regeneralt utédok jelentds részére
visszafogott konidiumképzése miatt vilagos telepszint mutatott. Mas
utédok erételjes konidiumképzést - a recipiensre jellemzé fekete
szinben - mutattak, ezeket ,,feketéknek” neveztitk el. A harmadik
csoport, mely még mindig cstkkent konidiumképzést mutatott, de a
»vilagosaknal® erbteljesebb volt; ezt a tipust 4tmeneti forméanak
neveztiik el. A fizié utan eldszor csak a ,,vilagosak” izolalhatok.
Bizonyos esetben ezek szegregiciéra voltak hajlamosak, amely sordn
a ,vildgos” fenotipus egyre jobban kezdett hasonlitani a vad
fenotipus morfolégiai sajatsdgaihoz. A vilagosb6l képzodtek az
Atmeneti forméra és a ,,feketékre” jellemz6 szektorok, de az 4tmeneti
forma is képes volt atalakulni ,feketévé”. Ez utdbbi tipus nem
alakult tovabb, ezért végformanak tekinthetd. Az atalakulas mindig
egyiranyu volt.

A fenotipus Osszefuggésben volt az mtDNS RFLP

mintazatiaval is. Minden vildgos szubsztiticiés mtDNS-sel



rendelkezett. Az dtmeneti formékra tébbféle rekombindns RFLP volt
jellemz6, mig a végforma szintén rekombinéns volt, de csak egyféle
RFLP mintazattal jellemezheté. Az utédok itt is a donor
mitokondriumét 6rokolték elsddlegesen, mely fokozatosan alakult 4t
intronvesztéssel a recipiensre jellemzé6 mtDNS tipussa.
Feltételezéstink szerint ennek oka az, hogy a recipiens magja nem
kompatibilis a donor jéval nagyobb mitokondriumaval, és
intronkivdgéd4si  problémak miatt fellépd  mitokondrilis
funkcibhidny okozza a gyengébb névekedést €s konidium képzést.
Elméletiink alapja az volt, hogy a rekombindns tipusok
mitokondriuma egyre jobban a recipiensére kezdett hasonlitani, az
eltérés a cob, de elsdsorban a cox]l gént érintette: jelentds méretbeli
csokkenést tapasztaltunk, ami intronok elvesztésére utal.
Eredményeink nem igazoltdk ezt az elméletet, mert sikeriilt az
intronmentes géneknek megfeleld méretii cDNS-t elballitanunk
mindkét genom esetében. Megallapithatjuk tehit, hogy az A.
Japonicus izoldtumaink esetében altalunk eddig ismeretlen faktorok
felelések a mtDNS véltozasaiért.

Elvégzett kisérleteink a természetben lejatsz6dé mitokondridlis
rekombindcié jelenségének modellezésére szolgiltak. Az altalunk
megfigyelt rekombinéciés események intron mozgdson alapulnak.
Az eddigi adatok alapjén valésziniisithetd, hogy a mtDNS
rekombindcié folyamaténak kivéltisaban az intronok mozgisinak

kulcsszerepe van.
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