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I. BEVEZETES

A nagy gyvakorisaggal indukdlt protoplasztfuzidt
- fonalasgombdkndl eldszdr 1975-ben irtdk 1le Ferenczy és
munkatdrsai (197ba, 1975b), valamint Anné és Peberdy
(1975). Azdéta szdmos fajra kidolgoztdk mdr ezt a mddszert
(megkdzelitbleg teljes irodalmi 4&ttekintést ad Ferenczy
1986-0s cikke, wvalamint Peberdy 19839-es 0Osszefoglaldja).
Kozeli fajok fuzids termékei kozlUl az Aspergillus nidulans
fajcsoportba tartozdé fajok kozdtt létrehozott hibrideket
vizsgdltdk kiterjedten. Az A. nidulans x A. rugulosus és az
A. nidulans x A. nidulans var. echinulatus hibridek
esetében a klasszikus morfoldgiai, rezisztencia- és
auxotréof markerek analizisét végezték el. A markerek 4j
generaciodja, a molekularis markerek - izoenzimek,
mitokondridlis és genomidlis restrikcidés fragment hossz
polimorfizmusok (RFLP-k) - vizsgdlatdt csak néhany esetben
alkalmaztdk interspecifikus hibridek analizise sordan.
Munkdnk sordn egy Aspergillus nidulans és Aspergillus
quadrilineatus tdrzs kozdtt protoplasztfuzidéval létrehozott
hibrid analizisét végeztiikk el. A hibridet ("interspecifikus
allodiploidot") kiilénféle szegregdltatdé-anyagok Jjelen-
létében haploidizdltuk, majd a létrejott szegregdnsokat
vizsgdltuk. Izoenzim- és RFLP-analizisnek vetettiik alda a
szegregansok egy részét, hogy adatokat nyerjunk a
szegregdcid mechanizmusardl interspecifikus hibridek

esetében.



II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. Interspecifikus hibridek létrehozdsa az Aspergillus

nemzetségen belil

Az Aspergillus nemzetség kiilonbdzo fajba tartozd
torzsei k6zotti sikeres hibridizaciés kisérletek nagy
részét az Aspergillus nidulans fajcsoportba tartozd fajok
k6zdtt végezték. Az ide tartozé A. nidulans, A. nidulans
var. echinulatus, A. quadrilineatus, A. rugulosus, A.
violaceus fajok k&zdtt Kevei és Peberdy (1977, 1984), « M 1
Kevei (1980) hozott 1létre sikerrel heterokaryonokat ill.
allodiploid hibrideket, kivéve az A. gquadrilineatus - A.
violaceus és az A. quadrilineatus - A. nidulans var.
echinulatus parositdsokat. Ez utdbbi pdrositds esetében
Croft és Dales (1983) sikerrel hozott 1létre fhGziéds
hibridet, igy wvalészinll, hogy ezen 6t faj barmilyen
parositdsa esetében szomatikus hibridet lehet el8allitani.
Croft és Dales (1983) szomatikus hibridet hozott létre A.
nidulans és A. nidulans var. acristatus, ill. A. nidulans
és A. nidulans var. latus tbrzsek koézdtt is, mig az A.
nidulans - A. stellatus, A. nidulans - A. unguis és A.
nidulans - A. heterothallicus kombindcidk esetében nem
kaptak ftzidés terméket.

Tavolabbi rokonsagban 1lévd fajok fuzidja esetében Croft
és Dales (1983) negativ eredményeket kaptak, amikor A.
nidulans-t prdébdltak hibridizalni szdmos mas Aspergillus.
génuszba tartozé fajjal (4. terreus, A. versicolor, A.

amstelodami, A. niger); ez az eredmény ellentétes a



Penicillium nemzetség esetében észleltekkel, ahol tavoli
rokonsagban 1lév6 fajok faziéjat todbb esetben is sikerrel
hajtottdk végre pl. P. chrysogenum és P. baarnense kozott
Mellon és mtsi (1983), P. citrinum és P. cyaneo- fulvum
kb6z6tt Anné és Eyssen (1978), P. chrysogenum és P.
rogqueforti kozdétt Anné és Peberdy (1981).

Sikeres tavoli fajok koézotti fGzidt irt le Ferenczy (1976)
A. nidulans és A. fumigatus, Liang és Chen (1987) A. niger

és A. ficuum, ill. A. niger és A. oryzae tdrzsek kdzott.

II.2. Szegregacidos analizis fajok kozotti hibridekben

Az Aspergillus nemzetség fajai kozdtt létrehozott
interspecifikus hibridek k&zil részletesebben az A.
nidulans x A. rugulosus (Kevei és Peberdy, 1977, 1979,
1984; Bradshaw és mtsi, 1983) és az A. nidulans x A.
nidulans var. echinulatus (Croft és mtsi, 1983; Croft és
Dales, 1983; Croft, 1987) hibrideket vizsgdltdk. Az eldbbi
hibrid esetében az 4. nidulans faj egy un. "master'-tdrzsét
(olyan torzs, mely valamennyi kromoszdémajan hordoz
szelektdlhatd markereket) flOziondltattdk egy A4. rugulosus
torzzsel, és a hibridet klordlhidrdat ill. benomyl jelen-
létében szegregdltattdk (Kevei és Peberdy, 1979). A
szegregansokban az A. nidulaas kromoszémdk eloszléasa
véletlenszertt volt. A vizsgdlatok aldtdmasztottdk azt a
feltevést, mely szerint ez a két faj kdzeli rokonsdgban all
egymassal. Bradshaw és mtsi (1983) egy A. nidulans
"master'-tdrzset és az 4. rugulosus faj tsbb tdrzsét

hibridizaltattdak. A kilonb6z8 kromoszéman lokalizalt A.



nidulans gének minden kombindcidéban mutattak bizonyos fokua
neokombindcidét, de a sztil8i tipusokat nagyobb ardnyban
észlelték, mint az Gj kombindcidkat. Ezt a két genom k&zti
interspecifikus inkompatibilitassal magyardaztak. A
szegregansok vizsgdlatdbdél arra kovetkeztettek, hogy az A.
rugulosus kromoszdmaszdma eltér az A. nidulans-étdl; az un.
homolégia-térkép alapjan harom A. rugulosus kapcsoltsagi
csoport maradt azonositatlan, igy Osszesen 10 kromoszdma
jelenlétét mutattdk ki (Bradshaw és mtsi, 1983). Mivel a
szegregansok szexudlis keresztezésekben nem voltak teljesen
fertilisek, a két taxon kiildn fajnak tekintését indokoltnak
tartjak.

Az A. nidulans x A. nidulans var. echinulatus hibrid
vizsgdlata sordan Croft és Dales (1983) minden vizsgalt
marker esetében észlelt allélikus szegregacidt a haploid
utédokban, bar az allélardanyok erdYsen eltértek a Mendel-
torvények élapjén vartaktél. Az A. nidulans III., V. és
VIII. kromoszdémajan 1lokalizdlt gének egylitt szegregdltak;
ezen kapcsoltsdgi csoportok esetében csak a sziildi tipust
tudtdk izoldlni. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az A.
nidulans var. echinulatus komplex transzlokdcidkat hordoz
az A. nidulans 1I1I1., V. és VIII. kapcsoltsagi csoportjdnak
megfeleld kromoszémdin. A részletesebb analizis tovabbi
~struktiralis kiildnbségeket tart fel, igy eltér a két taxon
az A. nidulans II1., IV., VII. kromoszdémdjdnak megfeleld A.
nidulans var. echinulatus kromoszdémdkon, és az A. nidulans
var. echinulatus I11T.-V.-VIII. kromoszémakomplexén
lokalizadlt heterokaryon inkompatibilitdsi (het) génekben is

(Croft, 1987).



Egy A. nidulans és A. quadrilineatus torzsek kozdtt
létrehozott fuzidés terméket Dales és Croft (1983) vizsgalt.
Heterokaryotikus telepek (virdses pigmentet termeld
konidiummentes micéliumszodvedék) mellett az A. nidulans 1.
kromoszémajdnak diszémidjat hordozd aneuploidokhoz igen
hasonldé morfoldégidt mutatd szektorokat is észleltek, melyek

valdszintileg interspecifikus aneuploidok voltak.
II.3. Molekularis markerek analizise

Barmely szervezet genetikai analizise pontos, kdnnyen
kovethetd markereket igényel. A maltban, mivel a
természetben Jjelenlévd markerek nem voltak kielégitbek,
mutagenézist haszndltak auxotrof, morfoldgiai ill.
antibiotikum-rezisztens mutansok eldallitasara. Ezen
mutdnsok segitségével szdmos aszkuszos gomba (Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus nidulans, Neurospora crassa)
esetében hoztak létre viszonylag részletes genetikai
térképeket, ill. alakitottak ki modellrendszereket a
tovdbbi genetikai analizisekhez. Ujabban a molekuldris
technikdk fejlddése révén a lehetséges markerek ujabb
fajtai keritiltek felszinre, melyek tovabbi kiterjedt
analizist tesznek lehet8vé fonalasgombdkban. Ilyenek az
izoenzimek, mitokondridlis, nukledris ill. plazmidon kdédolt
RFLP-k, plazmidok és kétszdli RNS-molekuldk jelenléte ill.
hidnya. A molekuldris markereknek tdbb eldnye van:

1. szamos markert lehet azonositani;

2. a legtdbb molekuldris marker kodomindns (tehdt a

homozigdétdk elkiildnithet8k a heterozigdtdktdol);



3. &ltaldban nincs kdros ill. episztatikus hatédsuk,
t6bb markert lehet vizsgdlni egyid8ben;
4. szamos allél létezhet egyetlen marker esetében is;
5. az RFLP-markerek mint startpontok szolgdlhatnak
kromoszématérképez8d stratégidkhoz.
A két 1leggyakrabban vizsgdlt molekuldris markertipus a
fehérjék vizsgalata soran detektdalhatod izoenzim
polimorfizmus és a DNS-analizisen alapuldé restrikcids

fragment hossz polimorfizmus (RFLP).
II.3.1. Fehérje- és izoenzimanalizis

A fehérjék kivondsanak, elvdlasztdasdanak metodikdjat mar
igen kordn kidolgoztdk; a sejtekbdl kiilonbdzd8 anyagokkal
(szerves oldészerek, mint pl. az etanol ill. aceton,
detergensek, viz) kioldott fehérjéket dltaldban
elektroforézissel vadlasztjdk el, és az igy nyert protein-
mintdzatot vizsgaljdk. A fonalasgombdak korében Bent (1967)
Penicillium, Chang és mtsi (1962) Neurospora, Glynn és Reid
(1969) Fusarium fajok fehérjetsszetételét vizsgdltdk, és
minden esetben sikeriilt fajok kozdtti polimorfizmusokat
kimutatniuk. Az Aspergillus génusz fehérjéi koéziil Kulik és
Brooks (1970) a vizben oldhatdé fehérjéket vizsgalta, és
jelentd8s inter- és intraspecifikus eltéréseket észlelt.
Sorenson és mtsi (1971) is hasonld megfigyelést tettek o6t
fajra (A. terreus, A. carneus, A. wentii, A. oryzae és A.
flavus) kiterjedd vizsgdlatuk soran, de a meglevd

kiilénbségeket nem taldltadk elégségesnek, ahhoz, hogy a



fajokat megbizhatdéan el lehessen kiiloniteni csupdn fehérje-
mintdzatuk alapjan.

A fehérjemintdzatok vizsgdlatdndl hatékonyabb mdédszernek
bizonyult egy adott enzim kiilénbdzd formdinak, az 1Un.
izoenzimeknek az analizise a k&zeli rokonsdgban lévd fajok
ill. tdrzsek elkitlonitésére. Az izoenzimek tobbféleképpen
johetnek létre:

a. tobb génlokusz kiilonbdz8, de azonos funkcidét elldatd
polipeptidlénoot kédol;

b. egy lokusznak tébb allélja hozza létre a kiilonbdzé
forméakat;

c. poszt-transzlacidés mddositdsok kdvetkezményeként
jonnek létre az Un. masodlagos izoenzimek (ilyen
médosuldasok lehetnek pl. alkilezés, glikozilezés, a
fehérjék amino-csoportjainak acilezése).

Az elmilt 30 év soran alakultak ki azok a technikak, melyek
segitségével az izoenzimek analizalhatdk. A sejthomogeni-
zadtumok fehérjéit poliakrilamid 111 keményitdgélen
szeparaljadk, majd a gélt festik a specifikus enzimsavok
megjelenitése érdekében. Az aminosavtartalom megvdltozasa
hatdassal lehet a fehérgje toltésviszonyaira ill.
konformdcidjdra, 1igy megvdaltozik elektroforetikus mobili-
tdsa 1is. Bar tdbb mint 57 enzim detektdldsdara vannak
megfeleld receptek, altaldaban kevesebb mint 15
enzimrendszert taldltak hasznosnak, de a legtdibb gomban
végzett vizsgdlatban még kevesebbet alkalmaztak. Ennek
egyik oka, hogy minden enzimhez kiilén meg kell hatdrozni az

optimdlis extrahdldsi és pufferelési feltételeket.



A gombdk tobb csoportjdt vizsgdltdk, &ltaldban taxondmiai
céllal izoenzimOsszetétel szempontjdbdl. Osszehasonlité
munkdk Jjelentek meg pl. Penicillium (Cruickshank és Pitt,
1987), Sclerotinia (Cruickshank, 1983), Phytophtora
(Nygaard és mtsi, 1989), Trichoderma és Gliocladium (Stasz
és mtsi, 1988), Fusarium (Kaiser és Gupta, 1976), Phytium,
Phytophtora, Saccharomyces, Fusarium (Clare és mtsi, 1968)
nemzetségek és tdbb mas fajcsoport, izoldtum ill. génusz
izoenzim-analizisérdl.

Az Aspergillus génuszba tartozdé fajokat is kiterjedten
vizsgaltak. Fajok .kézétti - izoenzim-polimorfizmusokat
észlelt Nealson és Garber (1967) az észterdzok, foszfatdzok
és a leucin-aminopeptiddzok mintdzatdban az Aspergillus
nemzetség 15 fajat reprezentdald 32 torzset vizsgdlva; négy
faj esetében intraspecifikus variabilitdast is kimutatott,
bdr valamennyi polimorfizmust mutaté faj esetében voltak a
mintdzatnak olyan invaridbilis savjai, melyek a fajra
jellemzbek, és valamennyi, az adott fajba tartozd tdrzs
mintdzatdban jelen voltak. Garber és Rippon (1968) 79 A.
nidulans torzs észteraz és foszfataz zimogramjait
Osszevetve azt tapasztalta, hogy csupdn két toérzs tért el a
tébbi todrzsre (és ezzel egyutt az A. nidulans fajra)
jellemzd mintdazattdél, 11 A. heterothallicus tdrzs hasonld
vizsgalata soran pedig egyaltalan nem észleltek
polimorfizmust. Nasuno (1971) A. nidulans, A. ustus
térzsekben két, mig a tobbi kilenc vizsgdlt Aspergillus faj
esetében egy alkalikus protedz jelenlétét mutatta ki, de
intraspecifikus polimorfizmust nem észlelt a vizsgalt

fajokban. Hasonldéan fajspecifikusnak taldlta Nasuno (1972,



1973) az alkalikus proteindz, celluldz, pektin-lidz és
savas proteindz zimogramokat A. sojae és A. oryzae
fajokban. Ugyanakkor az amildazt, neutrdlis proteindazt, a-
és RB-glukoziddzt, a- és B-galaktoziddzt, valamint a leucin-
aminopeptiddzt alkalmatlannak taldlta a két vizsgdlt faj
esetében taxondémiai célokra. Schmidt és mtsi (1977) A.
flavus és A. parasiticus tdrzsek a-, B-arilészterdzait és
peroxiddzat vizsgdlta, és nem taldlt Osszefliggést az
enzimaktivitésok és az aflatoxin-termelés ill. nemtermelés,
a szkleréciumok jelenléte, valamint a pigmentdltsdag foka
k6zott. Vasu és mtsi (1972) a ribonukledazok vizsgdlata
sordn ezt éz enzimet hasznosnak taldltdk az Aspergillus
génusz fajcsoportjainak elkiilonitésére. Kevei (1980),
valamint Kevei és Peberdy (1985) A. nidulans és A.
rugulosus torzsek észterdaz zimogramjai kozdtt észlelt mind
inter-, mind intraspecifikus eltéréseket. Fajok kozdtti és
fajon belili polimorfizmust egyarant észlelt Kurzeja és
Garber (1973) az amilazok, foszfatdzok és aril-észterdzok
izoenzim-mintdzatainak vizsgdlata sordan. Az A. nidulans faj
90 kiulonbozd torzsét elemezték, és azt taldltdk, hogy a
vizsgdlt torzsek 90%-a (81 torzs) azonos foszfatdz- és
észterdz-mintazatot mutat, mig amildaz-patternjeik kétfélék
voltak. A két kiilonbdzd amildzmintdzatot mutatd csoportba
tartozé torzseket keresztezve heterokaryont, majd hibrid
kleisztotéciumokat nyertek, bizonyitva ezzel, hogy egy
fajrél van szé6. A fennmaraddé kilenc todrzs hét kiilonféle
mintdzatot adott mind a harom vizsgalt enzim esetében.
Ezeket a torzseket a . szerz8k kriptikus, illetve 1n.

"sibling" fajoknak tartjak, melyek elkiildnitésére igen
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alkalmas médszerként irjdk le az izoenzimvizsgdlatokat. De
Souza és mtsi (1977) az A. flavus észterdz izoenzimjei
esetében mutattak ki intraspecifikus variabilitast. Tsujita
és Endo (1977) az A. oryzae torzsei kozdtt észlelt
kiilonbséget az extracelluldris savas protedzok esetében;
szerintik a polipeptidlancokhoz kapcsolodod eltérd
tulajdonsaga poliszaharidok okozzak ezen enzimek
heterogenitasat. Martinelli és Bainbridge (1974) a
fenoloxiddzok heterogenitasat irta le A. nidulans vad és
mutans torzseit vizsgalva. ©OSharma és mtsi (1988) a 8-
glukozidazok vizsgalata soran észleltek izoenzim-
polimorfizmust az Aspergillus nidulans fajon belil, és
k116nb6z6 Aspergillus fajok kdzott is.

Az izoenzimanalizist felhasznaltdk fajok kozotti hibridek
vizsgdlata soran is; Anné és Peberdy (1981) a Penicillium
chrysogenum és a Penicillium rogqueforti fajok kdzdtti
hibfidjét és annak szegregansait elemezte ezzel a
modszerrel. Szinte valamennyi vizsgdlt enzim esetében
eltérd izoenzimképet kaptak a két szil8i tdrzsre; a
hibridben és a szegregansokban hol az egyik, hol a mdsik
szllY mintdzata uralkodott, néha a kettd keverékét kaptik,
mig egyes esetekben Uj, nem sziil8i izoenzimsdvokat is
észleltek. Téth és mtsi (1986) az A. nidulans fajcsoportba
tartozd négy faj (A. gquadrilineatus, A. nidulans var.
echinulatus, A. violaceus, A. rugulosus) A. nidulans-sal
képzett hibridjeit, 1ill. az A. nidulans x A. rugulosus
hibrid egyes szegregdnsait vizsgdaltdk izoenzimanalizissel.
A s8zUl8i tdrzsek a legtébb vigsgélt enzimre kildnb&zd

" mintdzatot adtak, a hibridekbeh pedig mindkét szily



enzimsavjai eldfordultak, mig egyes enzimeknél aJ
izoenzimformdk Jjelentek meg, melyek a Lkét szildi genom
kblcsbnhatdsdra utalnak az allodiploid hibrid sejtmagban.
Szintén laboratdériumunkban az Aspergillus nidulans faj
kiilonbdz8d vad tipusd és mutans, haploid és diploid
tOrzseinek vizsgdlata soran nem észleltiink intraspecifikus
variabilitdast a savas foszfatdz, a- és PB-arilészterdzok,
kataldz, NAD- és NADP-fiuggd maldt dehidrogendz, glutamat

dehidrogendz, szuperoxid-dizmutdz esetében.

II.3.2. RFLP-analizis

A DNS-molekula polimorfizmusat elvileg tdbbféle-képpen
lehet detektalni, pl. szekvenciaanalizissel, vagy a
molekula fizikai paramétereinek a mérésével. A gyakorlatban
a restrikcidés enzimekkel vald emésztés a legcélravezetdbb
megktzelités a variabilitds detektdldsara, bar 1igy a
szekvencidnak csak egy kis részét vizsgdlhatjuk. Mivel a
restrikcidés enzimek specifikus felismer&hellyel rendel-
keznek a DNS-molekulan, ezért a DNS-szekvencia megvaltozdsa
az adott hasitéhely eltlinésével, ill. egy 4J hely
létrejottével jarhat, vagy a hasitds utdn kapott fragmentek
mérete megvdltozik. A homoldég kromoszdémdk megfeleld régidi-
nak emésztése sordn létrejott restrikcidés fragmentek mérete
k6z8tti kiilénbségeket restrikciéds fragment hossz
polimorfizmusnak ("restriction fragment length poly-
morphism"”, RFLP) nevezzik. Az izoenzimeknek és az RFLP-knek
eltérd technikai hattérigénylik van; a DNS-prepardléas

id8igényesebb és nehezebb 1is megfelel8 tisztasagua DNS-t
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eldallitani, mint fehérjét, melynél egy egyszeru
sejthomogenizatum elégséges az izoenzimdetektdldshoz. Ez
behatdrolja az RFLP-analizisnek aldavethetd egyedek szamat.
Az izoldlt DNS azonban hosszi ideig tdrolhatd, és a nylon-
membrdanhoz k&tdtt DNS-mintdt legaldbb tizszer vagy még
t6bbszdr lehet Gjabb prdébadkkal hibridizdalni. igy 50 ug
DNS-t tobb mint szazszor lehet hibridizdalni. Ennek alapjén
elmondhaté, hogy ha egyszer az id&- és munkaigényes
izol&alason taljutottunk, az RFLP-analizissel t6bb
informacidhoz Jjuthatunk.
Az RFLP-detektdlas lépései altaldban:
1. a genomidlis DNS tisztitasa;
2. a genomidlis DNS hasitdasa II. tipusu restrikcids
endonukledzokkal;
3. a fragmentek méret szerinti frakciondldsa agardz gél
elektroforézissel;
4. a fragmentek 4dtvitele nylon vagy nitrocelluldz
membranra (Gn. Southern-blot);
5. specifikus proéba hibridizalasa;
6. autoradiografia.
Alternativ megoldasok (direkt hibridizdlds a gélre, ill.
klénozott homoldég szekvencidk gélen tdrténd Osszehason-
litasa) ritkdabban keriilnek alkalmazdasra. . Néhany
laboratépiumban sikerrel hasonlitottdk &ssze kiildnbsz8
$nfal, 1T, dmalshuuel Stz -DNS-Snck Baafbded mEptArEbst
k6zvetleniil, hibridizdcidé nélkiil; igy mitokondridlis és
magi eredetll (a Candida albicans esetében bizonyitottan
mitokondridlis és riboszdémalis DNS-b8l szdarmazd; Wills és

mtsi, 1984) repetitiv szekvencidkat észleltek (Klich és
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Mullaney, 1987). A repetitiv DNS szekvencidk a Fusarium
(Coddington és mtsi, 1987), Phytophtora (Panabiéres és
mtsi, 1989), Candida (Smith és mtsi, 1989; Scherer és
Stevens, 1987, 1988) génusz és az Aspergillus flavus
: fajcsoport (Gomi és mtsi, 1989) izoldtumainak elkiildni-
tésére bizonyultak alkalmasnak. A legtdbb esetben mind
intra-, mind interspecifikus variabilitast észleltek a

szerzbk.

I11.3.2.1. Az RFLP-k alkalmazdsai: Magi RFLP-k

Az RFLP-k egyik legfontosabb alkalmazdsa a géntér-
képezésben valé felhaszndldsuk. Néhdny aszkuszos gombdanak
ismert a viszonylag részletes genetikai térképe, melyet
auxotréof, antibiotikumrezisztens és egyéb biokémiai és
morfolégiai mutansok felhaszndldasdaval Lkonstrudltak (pl.
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans, Neurospora
crassa genetikai térképei). Mas, a klasszikus genetika
dltal kevésbé ‘"preferalt" fajok esetében a hosszadalmas
mutdnsizoldldasok helyett sikerrel alkalmazhatjdk ezt a
molekuldris markert géntérképezésre, hiszen szinte végtelen
szamu  RFLP szegregdciodjat lehet analizdalni egyetlen
populédcid esetében is. Igen részletes RFLP-térképet
készitettek az emberi ~genom esetében (Gusella, 1986;
Drayna, 1986; Botstein és mtsi, 1987; Watkins, 1988).
Szamos nodvényre 1is késziltek RFLP-térképek (kukorica és
paradicsom - Helentjaris és mtsi, 1986; Arabidopsis
thaliana - Nam és mtsi, 1989). A gombdak kiézil egyes

fitopatogének térképezése folyamatban wvan (Cochliobolus



heterostrophus - Tzeng és mtsi, 1989; Hulbert és Michelmore
1987-es cikkében a kovetkez8 fajokat emliti: Bremia
lactucae - Hulbert és Michelmore, publikdlatlan eredmények;
Phytophtora infestans - D. S. Shaw, személyes kozlés;
Magnaporthe grisea - S. Leong, személyes kozlés).

A gombdk kOorében nemcsak térképezési célokra haszndljdk az
RFLP-ket. Egyes élesztdk esetében pl. taxondémiai (Laaser és
mtsi, 1989; Martens és mtsi, 1985; Seehaus és mtsi, 1985),
ill. faj- és torzsazonositdsi (Magee és mtsi, 1987 ;
Pedersen, 1983, 1986a, 1986b) célokra haszndltdk ezt a

markertipust. Leginkdbb tdrzsazonositdsra alkalmaztdk ezt a

markert a fitopatogén gombdk (Armillaria mellea - Anderson
és mtsi, 1987; Fusarium fajok - Kistler és mtsi, 1987,
Manicom és mtsi, 1987; Sclerotinia - Kohn és mtsi, 1988),

ill. egyes bazidiumos gombdk (Schizophyllum commune -
Specht és mtsi, 1984; Coprinus fajok - Weber és mtsi, 1986,
Wu és mtsi, 1983) vizsgdlata sordn. Az Aspergillus génuszba
tartozd fajok koOrében csak néhdny esetben vizsgdltdk ezt a
markertipust. Bartoszewski é€s mtsi (1987) az 58
riboszomdlis RNS gének intraspecifikus polimorfizmusat irta
le A. nidulans torzseknél. Croft (1987) kdzeli rokonsdgban
lévd fajok (pl. A. nidulans és A. gquadrilineatus vagy A.
nidulans var. echinulatus) koézbtt inter-, az A. nidulans
kiilonboz8 heterokaryon inkompatibilitasi csoportjai-kézétt
pedig intraspecifikus RFLP-ket észlelt, random genomidlis
probakat alkalmazva. Tavolabbi rokonsdgban 1lév8 fajok
esetében (pl. A. niger) a haszndalt EMBL3 lambda-vektorban
klénozott A. nidulans random genomidlis prébdk az adott

hibridizalasi kdrilmények kozdtt egydltalan nem
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hibridizdltak a masik faj DNS-fragmentjeihez. A nem az A.
nidulans csoportba tartozd A. terreus esetében sikeriilt
autoradiogrdfidas jelet észlelni, ami az A. nidulans és az
A. terreus fajoknak az eddig feltételezettnél ko&zelebbi
rokonsdgdra utal. Ugyanakkor az A. unguis esetében nem
sikertilt hibridizacidét elérni; ezen faj eéetében a
protoplaszt fuzidés kisérletek és a mitokondridlis DNS
vizsgdlata mar kordbban valdészinlisitette, hogy ez a faj -
bar az A. nidulans fajcsoportba soroljdk - tédvolabbi
rokonsdgban van csak az A. nidulans fajjal. Ezt a sejtést

ez a vizsgdlat megertsitette.

A magi RFLP-k detektdlasanak aJ lehet8sége a
kromoszémalis méretil DNS-molekuldk elvalasztdsara alkalmas
technikdk alkalmazasa. Carle és Olson (1984), valamint
Schwartz és Cantor (1984) irtak le egy nagyméretii DNS-
molekulak szétvalasztasara 1is alkalmas elektroforetikus
elvdalasztdsi mdédszert. A mdbédszer azon alapul, hogy a
vandorlé DNS-molekulat valtakozdé irdanyl elektromos er8térbe
helyezve a molekula az erdterek eredd8jének iranyaba fog
elmozdulni; a kisebb méretdd DNS-molekuldk gyorsabban
képesek alkalmazkodni a valtozdé iranyd er8térhez, mint a
nagyobbak. Az erdterek iranya, orientdltsdga, az er8teret
létrehozé elektrédok elhelyezkedésének geometridja szerint
tobbféle tipusa létezik ennek a médszernek [pl.
"orthogonal-field-alteration gel electrophoresis'" (OFAGE),
"pulsed-field gel electrophoresis"” (PFGE), "transverse
alterating field electrophoresis” (TAFE), "field-inversion

gel electrophoresis" (FIGE), "contour-clamped hémdgeneous
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electric field electrophoresis'" (CHEF), '"rotating-field gel
electrophoresis" (RFGE)]. A fonalas gombdk koziil eddig
sikerrel alkalmaztdk ezen mdédszerek valamelyikét Neurospora
crassa (Orbach és mtsi, 1988), Phytophtora megasperma
(Howlett, 1989), Cephalosporium chrysogenum (Skatrud és
Queener, 1989) és Aspergillus nidulans (Brody és Carbon,
1989) kromoszdémdlis DNS-einek elvdlasztdsdra. Megfeleld
probdkkal lokalizdlni 1lehet a megfeleld kromoszdmdkat a
gélen, és ismeretlen probakat lehet a nekik megfeleld
kromoszémdkhoz rendelni. A gélbdl izoldlt kromoszdémdlis
fragmentek a kés8bbiekben mint kromoszdéma-specifikus prdébak
alkalmazhatdk az RFLP-analizis soran. Az OFAGE-t
mindezideig nem alkalmaztdk fonalas gomba hibridek
vizsgdalatara, de Hoffmann és mtsi (1987) kiilonbozd
Saccharomyces torzsek hibridjeit vizsgalta ezzel a
médszerrel. Kluyveromyces marxianus €s Saccharomyces
cerevisiae kozdtt létrehozott intergenerikus hibrideket és
a szllbi torzseket az OFAGE segitségével, random génprdébdk
felhaszndlasaval vizsgdalva Witte és mtsi (1989) egyrészt a
K. marxianus torzs triploiditasat és a kromoszdmak
kiterjedt polimorfizmusdt, masrészt a hibridek esetében a
szil8i kromoszémdk rekombindciéjdt, hibrid kromoszdmdk

megjelenését mutattdk ki.
I1.3.2.2. A=z EEYJLk'alkalmazésai: Mitokondrigdlis RFLP-k
A mitokondridlis DNS (mtDNS) igen vonzd markerforrds, mivel

viszonylag konnyll tisztitani és nagy kdépiaszamban fordul

els. Kis méretl, igy emésztésekor egyszerd, k&nnyen
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interpretalhatdé mintdzatokat kapunk. A mitokondridlis
RFLP-k alkalmazhatdésdgdardl a gombdk evolicids bioldgidjdban
ill. taxondmidban Taylor (1986) publikdlt Osszefoglaldt. A
mtDNS polimorfizmusat t6bb gombafajban leirtak, pl.
Allomyces arbuscula (Borkhardt és mtsi, 1987), Candida
parapsilosis (Camougrand és mtsi, 1988), Candida albicans
(Olivo és mtsi, 1988), C(Claviceps purpurea (Tudzynski és
Esser, 1986), Cochliobolus heterostrophus (Garber és Yoder,
1984), Coprinus cinereus (Economou és mtsi, 1987), Fusarium
oxysporum (Kistler és mtsi, 1987; Kistler és Benny, 1989),
Neurospora intermedia (Rieck és mtsi, 1982; Collins és
Lambowitz, 1983), Phytophtora megasperma (Forster és mtsi,
1988) és Schizophyllum commune (Specht és mtsi, 1983)
esetében. Az Aspergillus fajok korében is vizsgdltdk a
mitokondridlis RFLP-k Jjelenlétét. Interspecifikus RFLP-ket
irt le Kozlowski és Stepien (1982) kilénbdz8 A4Aspergillus
(A. nidulans, A. nidulans var. echinulatus, A. niger, A.
oryzae, A. tamarii, A. wentii, A. awamori) fajok kozott.
Croft és mtsi (1980), valamint Earl és mtsi (1981) az A.
nidulans fajcsoportba tartozdé fajok (A. nidulans, A.
gquadrilineatus, A. nidulans var. echinulatus) mtDNS-ei
k6zotti wvariabilitast egyes intronok meglétével ill.
hidanyadval hozzdk kapcsolatba. Croft (1987) a fenti fajokon
kiviil az A. heterothallicus, A. stellatus és A. unguis
mtDNS-ét is elemezte, és ezekben a fajokban Jjelentés
eltéréseket taldlt az A. nidulans mtDNS fizikai térképéhez
képest. A hdrom utdébbi faj mtDNS-ei k&zdtt 1is szdmos
polimorfizmust észlelt, amibdl azt a kdvetkeztetést vonta

le, hogy ezek tavolabbi rokonsdgban vannak a fenti hdrom
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torzzsel és egymdssal is. Intraspecifikus mitokondridlis
RFLP-ket az Aspergillus génuszon beliil a mi laboratdriu-
munkban észleltiink az A. niger fajcsoport tdrzseinek
vizsgdlata sordan (Varga és mtsi, 1989). Az A. niger
komplexen bellil észleltiink polimorfizmusokat. Ez némileg
meglepd eredmény, mivel Croft (1987) szdmos A. nidulans
tOrzs vizsgalata sordn nem tudott variabilitdst kimutatni a
mtDNS-ben ezen a fajon belitil. Hasonld eredményeket kapott
A. nidylans var. echinulatus toérzsek vizsgdlata sordn is
(Croft, 1987).

'Earl és mtsi (1981), ill. erft és Dales (1983) az A.
nidulans és A. nidulans var. echinulatus k&z6tt létrehozott
szomatikus hibrid, és a szlil8k mtDNS-eit elemezték. A
kisérletek sordn nem alkalmaztak szelekcidés nyomast a
mtDNS-ek rekombindciéjanak elbsegitésére. A szomatikus
hibridben a szilbi mtDNS-ek spontan rekombindcidjat
észlelték. Szelektiv LkOrGlmények kozott is megprdébaltak
mtDNS-rekombindcidét detektdalni az A. nidulans fajcsoport
szamos tagja kozott létrehozott hibridekben, negativ
eredménnyel. Mellon és mtsi (1983) Penicillium chrysogenum
és P. baarnense hibridjében észlelték a szil8i mtDNS-ek

rekombindcidéjdt, Gj mtDNS-mintdzat megjelenését.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

IIT.1. Torzsek

Aspergillus nidulans 7-166 (FGSC 513)
Aspergillus gquadrilineatus 12-14
Escherichia coli HB101
Escherichia coli ' 802

Az A. nidulans 7-166 torzs genotipusa:

sulAl adE20 acrAl actAl pyroA4
1 o 1 1o 1o o1
i I1I. III. IV.
facA303 lacAl sB3 choAl chaAl
o—1 o—1 1 ol o1
V. VI. VII. VIII.

Az A. guadrilineatus 12-14 tbrzs genotipusa:

y12.1 nic-l12.1
1 1

(I.) (V.)

Az Aspergillus torzsek Jjelzései megegyeznek J. H. Croft
torzsgylijteményének Jjelzéseivel. A mutdnsok Jjelzésénél
Clutterbuck (1974, 1987) instrukcidit kovettiik. A jelzések
Jelentése: sulA - szulfanilamid-rezisztencia; adf - adenin-

auxotrdfia; acrd - akriflavin-rezisztencia; actd - aktidion
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auxotrdéfia; acrA - akriflavin-rezisztencia; actd - aktidion
(cikloheximid)-rezisztencia; pyrod - piridoxin-auxotrdfia;
facA = fluoracetat-rezisztencia (acetathasznositasban

gatolt); lacA - laktdézhasznositdsban gatolt; sB - metionin-

auxotrdéfia (szulfat-felvételben mutédns); chod4 - kolin-
auxotréfia; chad - 'chartreuse" szinll konidiumok; y - sarga
szinll konidiumok; nic - nikotinsav-auxotrdéfia. A tdrzseket

ellen8riztiik Raper és Fennell (1965) szerint.
ITI.2. Taptalajok, tapkidzegek

Minimdl tapkodzeg (MM): 0.5% (NH4)2SO04, 0.1% KHzPO4, 0.05%

MgS0a4a.7H20, 1% glikdéz, 1 ml/1 Wickerham-féle vitaminoldat.

Wickerham-féle vitaminoldat: 0.01% biotin, 0.01%
piridoxin.HC1, 0.01% aneurin.HC1l (tiamin), 0.01%
riboflavin, 0.01% p-aminobenzoesav, 0.01% nikotinsav

(Wickerham, 1951).

Pontecorvo-féle minimal tapkozeg (PM): 0.6% NaNOz, 0.15%
KH2PO4, 0.05% MgSOg.7H20, 0.05% KC1l, 1% glukdéz, O0.1%
élesztbkivonat, nyomnyi mennyiségi FeS04 és ZnS0a
(Pontecorvo és mtsi, 1953).

L-Broth (LB): 1% tripton, 0.5% éleszt8kivonat, 0.5% NaCl,
1% glukodz.

Acetdthasznositdst teszteld tapkozeg (AC): 1.2% NHa-acetdt,
0.2% NaCl, 0.05% MgSO4, 0.3% KHzPO4, 1 ml/1 nyomelem-oldat.
Nyomelem-oldat: 5% citromsav, 5% ZnS04.7H20, 1%
Fe(NH4)2(S04)2.6H=20, 0.25% CuSO04.5H20, 0.05% MnS04.H=20,
0.05% HzaBOz, 0.05% NazMo04.2H20 (kloroform fﬁldtt hosszabb

ideig tarolhatd).
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Laktdzhasznositdst teszteld téapkdzeg (LC): 1% laktdz, 0.1%
K2HPO4, 0.001% FeS04.7H20, 2 ml/liter ”ésvényi sék" oldat.
"Asvényi sdk" oldat: 10% NaNOs, 2.5% KCl, 2.5% MgSO4.7H20,
0.05% ZnSO4.7H=20.

Maldtds gazdag tdapkdzeg (MO): O0.5% maldtakivonat, 0.5%
éleszt8kivonat, 1% glikdz.

Czapek-Dox minimdal téapkdzeg (CZ): 0.2% NaNOz, 0.05% KC1,
0.05% MgS0a.7H20, 0.1% Kz2HPOa4, 3% szahardz, 10 mg/1
ZnS04.7H20, 10 mg/l FeS04.7H20, 3 mg/1l CuSO4.

Kiegészitett Czapek-Dox tapkdzeg (CZS): CZ kiegészitve 0.3%
hidrolizdlt kazeinnel, 100 mg/l adeninnel és 10 ml/1
Wickerham-féle vitaminoldattal.

Vogel-féle minimdl tdpkézeg (V): 0.25% trindtriumcitrat,
0.5% KH=2POa, 0.2% NHaNOa, 0.02% MgS04.7H=20, 0.01%
CaClz.2H=20, 1% glikéz, 0.1 ml/1l nyomelem-oldat, 0.05 ml/1l
biotin-oldat.

Biotin-oldat: 0.1 mg/ml biotin.

Szildrd taptalajok készitésekor 2% agarral egészitettik ki
a megfeleld tdpoldatot. A szegregansok ellen8rzésére az 1.
tadblazatban felsorolt anyagokkal kiegészitett CZ és MM,
illetve a lacA és facA mutdcidk esetében kiegészitett LC és

AC szelektiv tdptalajokat alkalmaztunk.
II1.3. Protoplasztképzés, protoplasztfizid, regeneracid
Az A. nidulans x A. quadrilineatus interspecifikus

hibridet protoplaszt fuzidéval hoztuk létre Dales és Croft

(1905 modeaevével.
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IIT.4. Haploidizdlas

A haploidizdlast az 1. tdblazatban felsorolt anyagokkal
kiegészitett Cz, ill. MO taptalajokon végeztik. A
taptalajhoz a 2. tdblazatban szerepld rekombinogének
torzsoldataibdél kiilonbbz8 mennyiségeket adtunk csészedntés
eldtt. A taptalaj megszilarduldsa utdn a csészékre az
allodiploid hibrid konidiumszuszpenzidjidt szélesztettiik,
ill. a csésze k&zepére vittitk 10-10 pl-nyi mennyiségét (kb.
103 konidium), és sterilfiilke alatt beszaritottuk. 37 eC-on
dltaldban egy hétig inkubdltuk a csészékef, majd a
létrejott szektorokbdl, ill. szines konidiumfejeket
tartalmazdé foltokbdl oltdétilivel kiegészitett MO-ra vittik a
szegregansokat, tizenhatot minden csészére. 16~tlis
inokulatorral legalabb haromszor vittik masik csészére a

kifejlsdétt telepeket, mieldtt szelektiv taptalajokon

ellen8riztiik volna a genotipusukat. Erre azért volt
szikség, hogy megbizonyosodhassunk a telepek
homogenitasardl, ill. arrdl, hogy nem aneuploid-e

valamelyik telep (az aneuploid telepekb8l haploid ill.
diploid szektorok ndttek ki az inkubdldas soran). A
szegregansok ploiditasanak ellendrzésére a telepeket
0.8 pg/ml benomylt tartalmazé MO-ra vittik, és 1 hétig

inkubdltuk a csészéket 37 <C-on.
II1.5. Izoenzimanalizis

A szul8i tdrzseket,és a szegregansokat kiegészitett PM

tdpoldatban tenyésztettilk 48 oéradan &t, majd deszt. vizes
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1. tablazat. A szelektiv tdaptalajokban haszndlt térzsoldatok

végkoncent-
racio
(ng/ml)

vegyulet rovi-

dités
adenin ade
akriflavin acr
aktidion act
kolin cho
metionin met
nikotinsav nic
iridoxin Pyr

szulfanilamid sul

koncentraciod alkalmazott
(mg/ml) mennyiség
(ml1/100 ml)
10 1
(0.1 N HCl-ban)
5 1
10 1
1 0.5
25 G.2
0.2
d: Q.2
3.5

50
100

50

175

2. tablazat. A haploidizalds soran haszndalt torzsoldatok

vegylulet (forgalmazd)

akridin sarga (SIGMA)
benomyl (CHINOIN)
etanol (REANAL)

m- fluorofenilalanin (SIGMA) m
o-fluorofenilalanin (SIGMA) o
p-fluorofenilalanin (SIGMA) p

griseofulvin (P.L. Bioch.)

klordlhidrat (REANAL)
metil-tiofanat (WAKO)
mikonazol (SIGMA)

Na-deoxikolat (SIGMA)
széntetraklorid (BDH)

G
H

Q O X 3

oldoszer

50% etanol
DMSO

H=20

H=0

H=20

DMSO

H=20
metanol
DMSO

H20

konc.

vizsgalt

(mg/ml) konc. (ug/ml)

10-100
0.1-4
10000-100000
8-500
8-500
8-500

1-40
200-6000
1-50

2-40
400-4000
1000-20000
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mosas utén liofileztik a micéliumtSmeget. 0.1 g
szdrazsulyhoz 1-1.5 ml proteinextrahdlé puffert (0.37 M
Tris/HCl, pH 7.5, 1 mM Naz2EDTA, 5 mM B-merkaptoetanol, 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluorid, 1% Triton X-100) adtunk, és
luveggydngybk Jjelenlétében vortexeltiik a mintdt. 30 perc
jégen torténd extrahdlas utan a sejttormeléket
centrifugdldassal eltavolitottuk (15.000xg, 30 perc, 4<C),
és a fellltszdhoz egyharmadnyi mennyiséglli glicerint és
nyomnyi brémfenolkéket adtunk. A fehérje-elektroforézist
lapgélen végeztik, Pharmacia GE-4 elektroforetikus
készliléket alkalmazva. 6-15% gradiens gélt, illetve 7.5%
szepardlogélt és 3% gyljtdgélt haszndltunk, Davis (1964)
leirdsa szerint. 20 perc eldfuttatds utdn vittiikk fel a
mintdkat. A futtatdst 40 mA-en végeztiik, majd a jelzbfesték
szeparaldgélbe érkezésekor 60 mA-re ndveltilk az dram-
erdsséget. Az izoenzimek megjelenitésére a kdvetkezd leira-
sokat kdvettik: alkohol-dehidrogenaz -' Clare és mtsi
(1968); glutamdt-dehidrogendz - Anné és Peberdy (1981);
maldt- és laktdt-dehidrogendzok - Brewer (1970); cellulaz -
Goren és Huberman (1978); észterdzok és foszfatdzok -
Harris és Hopkinson (1976); kataldz - Woodbury és mtsi
(1971); amildz, RNAz - Brown és mtsi (1982), ill. Wilson
(1969); szuperoxid-dizmutaz - Beauchamp és Fridovich

(1971).



25

ITI.6. DNS-izolalas

III.6.1. Ossz DNS izoldldsa Aspergillus t&rzsekbdl:
Két médszert alkalmaztunk sikerrel.

a. DNS-tisztitas céziumklorid gradiens wultracentrifu-
gdldssal (Osman, 1987; a mdédszer Taylor és Powell 1982-es,
novényekre kidolgozott DNS-izoldldasi eljdrdasan alapul):

1000 ml PM-ben 36-48 oéran &t 35 <©C-on rdazatott
micéliumtdmeget Osszegylijtink, mossuk csapvizzel, magjd
kinyomkodjuk. Folyékony nitrogénben elporitjuk (ilyen
poritottuéllapotban -70 ©C-on hosszabb ideig térolhaté a
micéliumtdmeg). 25 g-ra 100 ml forrd extrakcids puffert (2%
CTAB, 20mM Naz-EDTA, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris/HCl, pH=8.0)
és 2 ml B-merkaptoetanolt Ontink, elkeverjik, és 55 oC-on
tartjuk 20 percig. 13000xg-n 10 percig centrifugdaljuk
20 ©oC-on, a feliluszét extrahdljuk kloroform:izoamilalkohol
24:1 aranyu elegyével. A vizes fadzist b8szdju pipettaval
masik csdbe visszik, 0.1 térfogatnyi 10% CTAB-ot adunk
hozza, és megismételjik a kloroformos extrahdlast. A vizes
fazishoz feleslegben adunk precipitdlépuffert (1% CTAB,
10 mM Naz-EDTA, 1% RB-merkaptoetanol, 50 mM Tris/HC1,
pH=8.0) és desztilldlt vizet; a tobb mint kétszeres
sékoncentracidé-csdkkenés miatt a DNS-CTAB komplex
kicsapdédik. Legalabb egy o6ran &t szobah8mérsékleten kell
tértani a csovet, hogy a komplex kicsapdddsa minél
teljesebb legyen. Ezutan 4000xg-n 10 percig
lecentrifugdljuk a csapadékot, és felszuszpenddljuk 12 ml
TNEl-ben (1 mM Na2-EDTA, 100 mM NaCl, 10 mM Tris/HC1,

pH=8.0). 12.4 g CsCl-ot és 1.0 ml etidium-
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bromidot (5 mg/ml) adunk az elegyhez, és 42000 rpm-on
centrifugdljuk 40 6rdn &t. UV-lampa alatt eltavolitjuk a
sdvba rendezbdott DNS-t a centrifugacsbbsl, CsCl-dal
telitett izopropanollal kiextrahdljuk a mintdbdl az
etidium-bromidot, és 4 eC-on 12 6ran &t TNEZ2-vel (10 mM
Tris/HCl, 10 mM Naz-EDTA, 1 mM NaCl, pH=8.0), majd néhéany
6radn a4t TE-vel (10 mM Tris/HCl, 10 mM Naz-EDTA, pH=8.0)

szemben dializaljuk.

b. DNS-tisztitds Turner szerint (Turner és Croft,
1988):

500 ml PM-ben 24-48 o6éran &t razatott tenyészetet
leszlrink, mossuk csapvizzel, majd TSE-vel (150 mM NaCl,
100 mM Na2=z-EDTA, 50 mM Tris/HC1, pH=8.0). Szarazra
préseljik, majd folyékony nitrogénben megfagyasztjuk. 10
6ran at liofilezzik a micéliumtdmeget, majd porrda zuzzuk
dorzsmozsarban. 25 ml/g extrakciés puffert (TSE+2% SDS és
0.2 térfogat toluol) adunk hozza, és 72 odéran at 1
ciklus/sec. sebességgel razatjuk szobahtmérsékleten.
1000xg—n 15 percig centrifugdlva eltdavolitjuk a
sejttormeléket, majd a felliluszdét kloroform:izo-amilalkohol
24:1 ardnyu elegyével extrahdljuk. 10000xg-n 30 percig
centrifugaljuk, majd a vizes fazishoz 1.1 térfogat
-20 ©oC-os etanolt adunk. A kicsapddd DNS-t hajlitott
Pasteur-pipettdra tekerve Aatvisszik egy steril csd8be. 5 ml
TE-ben (1 mM Naz-EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH=7.5) fel-
szuszpenddljuk a DNS-t, 50 ug/ml RNazt és 100 ug/ml
Prqteinéz K-t wvagy 2 mg/ml 37 ©C-on két oérdan A&t

eldemésztett prondzt adunk hozza, és 37 oC-on két 6ran at
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inkubaljuk. Ismét extrahdljuk kloroformmal, kicsapjuk
etanollal, majd vakuum alatt beszaritjuk a DNS-t. 1 ml TE-
ben felszuszpenddaljuk, extrahdljuk fenol:kloroform:izoamil-
alkohol 25:24:1 ardnya elegyével, majd kétszer dietil-
éterrel, és kicsapjuk 0.54 térfogat izopropanollal. A
létrejovd DNS-'"gubancot'" friss cs8be visszik, beszdaritjuk

vakuum alatt, és kis mennyiségli TE-ben felvesszik.

IIT.6.2. Plazmid-DNS tisztitdsa Escherichia coli-bdl:

a. Forraldssal, kis mennyiségll DNS kinyerésére (Osman,
1987, Holmes és Quigley, 1981 nyomén):

1 ml ‘"overnight'" Dbaktériumtenyészetet centrifugdlunk
Eppendorf-centrifugan 30 masodpercig 4000xg-n, majd a
sejteket 100 pl STET-ben (8% szahardz, 50 mM Naz-EDTA, 0.5%
Triton X-100, 10 mM Tris/HCl, pH=8.0) felszuszpenddljuk. 10
ul lizozim-oldatot (10 mg/ml) adunk hozzd, elkeverjik, és
50 méasodpercre forrdasban levd vizbe tesszik a csdvet. A
sejttdormeléket 10 percig 4000xgn lecentrifugdljuk, steril
fogpiszkaloval eltavolitjuk. A feltiltszdébdél -70 ©C-on
izopropanollal (200 ul) kicsapjuk a DNS-t, 10 pul 3 M Na-
acetat (pH=5.0) hozzdaadasa utan. A kicsapdst megismételjik,
a DNS-t 70%-os etanollal mossuk, vdkuumban beszaritjuk, és

kis mennyiséglli TE-ben vesszik fel.

b. Alkalikus lizissel, nagy mennyiségll DNS kinyerésére
(Birnboim és Doly, 1979):

200 ml "overnight" baktériumtenyészetet centrifugdlunk
BOQOxg-n 15 percig, a sejteket 10 ml GET-ben (50 mM glikoz,

20 mM NazEDTA, 25 mM Tris/HCl, pH=8.0) felszuszpendaljuk, 2
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mg/ml lizozimet adunk hozzd, és 30 percig jégen inkubdljuk.
2 ml lagos SDS-t (0.2 M NaOH, 1% SDS), majd 5 perc malva 15
ml 3 M Na-acetdatot (pH=5.0) adunk az elegyhez. Az elkeverés
utdn legaldbb 10 percig Jjégen tartjuk a csdvet, majd
centrifugdljuk 10000xg-n 20 percig, 4 <2C-on. A felliliszot
kloréformmal extrahaljuk, -70 °oC-on izopropanollal
kicsapjuk, kétszer mossuk 70%-os etanollal, vakuumban

beszaritjuk, és kis mennyiségli TE-ben felvesszik.

III1.7. Baktérium-transzformacié (Cohen és mtsi, 1973

nyoman)

0.1 ml "overnight'" tenyésztett Escherichia coli-val
beoltunk 10 ml LB-t, és rdzatjuk ODeoo=0.3-0.6-ig. 4000xg-n
5 percig centrifugdljuk 4 °C-on, 4 ml 10 mM NaCl-dal
mossuk, majd 4 ml 100 mM CaClz-ban felszuszpendaljuk a
sejteket. Legaldbb 20 percig jégen tartjuk a szuszpenzidt,
majd a kompetens sejteket lecentrifugdljuk, és 1 ml 100 mM
CaClz-ben felszuszpendaljuk. 200 pl kompetens sejtet és 5-
10 ui DNS-t elkéverﬁnk, 20 percig Jjégen tartjuk, majd
rovid, 1-2 perces hdsokk (42 ©2C-on) utdn 1 ml LB-t adunk a
sejtekhez. A plazmidon kédolt rezisztenciagének expressza-
l6dasa érdekében 1 é6rdan at 37 ©C-on tartjuk a szuszpenzidt,
majd 200 ul aligquotokat szélesztiink szelektiv tdptalajon (a
mi esetiinkben 50 ug/ml ampicillint, illetve 15 pug/ml

tetraciklint tartalmazd, 2% agarral kiegészitett LB-n).
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III.8. Restrikcios emésztés, DNS-erektroforézis

A restrikcidés enzimeket az Amersham Int., ill. a Reanal
cégtd8l szereztilk be. Az emésztbelegyeket az Amersham Int.
instrukcidéi alapjan 4&llitottuk OGssze. Az elegyhez adott
enzimoldat térfogata sosem érte el az emésztbelegy
térfogatdnak 5%-at; igy elkeriilhet8 volt az enzimaktivitdads
gatldsa, 1ll. az 1Un. csillagaktivitds megjelenése az
enzimoldatban jelenlévd8 glicerin hatdsara. Az emésztéseket‘
37 oC-on végeztik. Az enzimeket sziikség esetén 5 perces 70
©C-os hdkezeléssel, 113 a HindIII esetében fenol-
kloroformos extrahdlassal inaktivaltuk.

Az emésztéseket agaroz gélelektroforézissel kévettik
nyomon. Az agardzt 0.6-1.2% koncentrdacidéban alkalmaztuk. A
mintakhoz 1/4 térfogatnyi mintapuffert (50% glicerin, 0.1 M
NazEDTA, 1% SDS, 0.1% brémfenolkék) adtunk, majd
gélrevittiik. Horizontalis futtatékadakat hasznaltunk,
elektrédpufferként pedig TBE-t (89 mM Tris, 89 mM bdérsav,
2.4 mM NazEDTA) alkalmaztunk. Mind a gélbe, mind az
‘elektrédpufferbe 0.5 pg/ml  etidiumbromidot vittiink. Az
elektroforézist 510 V/cm feszliltségen végeztik, az
agardzkoncentraciotol fliggben. Futtatds utdn a DNS-savokat
UV-atvildgitdssal tettiik 1lathatévd, és Pentacon sixTL

fényképezbgéppel fotdztuk.
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III.9. DNS-DNS hibridizdlas

IT71.9.1. A DNS dtvitele a gélrdl nylon membranra ('"Southern
blotting"; Southern, 1975):

A gélt fotdzas utan 10 percig rovid hulldamhosszua UV-
fénnyel besugdrozzuk, egy O6rdra denaturdald oldatba (1.5 M
NaCl, 0.5 M NaOH) visszik szobahOmérsékleten, majd deszt.
vizes mosdas utdn a renaturdldé oldatban (1 M Tris/HCl
(pH=8.0), 1.5 M NaCl) tartjuk egy 6ran &at. Ismételt deszt.
vizes mosds kivetkezik, majd Osszedllitjuk a '"blot''-ot. A
nylon membrdnt (Hybond N, Amersham Int., ill. Zetéprobé,
BioRad) és a Whatman 3MM szlUr8papirokat deszt. vizben, majd
10xSSC-ben (1.5 M NaCl, 0.15 M Naszs-citrdt, pH=7.0)
6blitjuk, ezutdn helyezziik a gélre. A transzfert legaldbb
15 6ran &t végezzik. Ezutdn a membrdnt 2xSSC-ben 8blitjik
10 percig, infraldmpa alatt, 3MM szlir8papiron megszdaritjuk,
majd szdritdszekrényben 80 °C-on két oran 4at, VSMM

szUrbpapirok kozott immobilizdljuk a DNS-t a membranon.

I1l.9.2. DNS-Jjelblés:

-

Kétféle moédszert alkalmaztunk, az an. "nick-
transzlaciot"” (Rigby és mtsi, 1977), és a random
oligonukleotid primeres jeltlést (Feinberg és Vogelstein,
1983, 1984). El8bbihez a Boehringer Mannheim cég nick-
transzlacidés kitjét, utdbbihoz a SIGMA hexadeoxinukleotid-
kitjét alkalmaztuk, a gyartdk leirdsa szerint. Az P32

izotdéppal a helyzetben jelolt ATP-t az IZINTA

IzotSpkereskedelmi Lednyvallalattdl vdsdroltuk.
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IIT.9.3. Hibridizalds, autoradiogrdfia:

El6hibridizalast végeztiink 42 ©C-on 24 6érdn &t 10x
Denhardt”s oldat (100x Denhardt”s torzsoldat: 2% Ficoll, 2%
PVP, 2% BSA), 2xSSC, 0.1% SDS, 40% formamid és 75 ug/ml
csirkevér DNS elegyében, majd ehhez az elegyhez adtuk a
jelolt prébat. A hibridizdldast 42 ©C-on 24 6réan 4&at
végeztik. A filtereket 3xSSC és 0.1% SDS elegyében mostuk
hdaromszor 30 percig 60 <C-on, majd egyszer 2xSSC és 0.1%
SDS oldatdban szintén 30 percig, 60 ©C-on. A filtereket
folpackba csomagolva intenzifikald lemezt .tartalmazd
kazettdba tettiik szlrdpapir és rontgenfilm kdzé, és -70 oC-
on tartottuk, mig az autoradiografids Jjel észlelhet8 nem
volt a rontgenfilmen. A film el8hivdsa utdn a filterekrdl
eltavolitottuk a radioaktiv prébdat 42 ©C-on 30 percig 0.2 M
NaOH-ban, majd 0.5 M Tris/HCl (pH 7.5), 0.1% SDS és 0.1xSSC

elegyében mosva.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Haploidizalas

Az A. nidulans x A. gquadrilineatus hibridet protoplaszt
fuzidéval hoztuk létre egy A. nidulans master torzsbdl, mely
mind a nyolc kapcsoltsdgi csoportjdn hordoz szelektdlhatd
markereket [ezen faj esetében Kafer (1958) genetikai,
Elliott (1960) citoldégiai, mig Brody és Carbon (1989)
biokémiai (elektroforetikus) médszerekkel mutatta ki nyolc
kapcsoltsagi csoport, azaz kromoszdma jelenlétét a haploid
genomban], és egy A. quadrilineatus kett8s auxotrdof
torzsbbl. Az A. nidulans x A. quadrilineatus hibrid lassan

ndtt, igen kevés konidiumot hozott létre MM taptalajon, C2Z

D

s MO taptalajon pedig barndsvorots pigmentet termelt.
Gazdag tapkbzegen a hibrid spontdn szegregacidja volt
megfigyelhetd, kis méretill foltok formajaban. Ezt a
jelenséget A. nidulans diploidokon is észlelték korabban,
kevesebb mint 0.02% gyakorisdggal (Kafer, 1960). Nagyobb
gyakorisdgti szegregdcidé érhetd el kémiai indukcidval.
El8sz6r Lhoas (1961) alkalmazott kemikdalidt, nevezetesen a
p-fluorofenilalanint A. nidulans diploidok  haploidi-
zdlasdra; a késdbbiekben szdmos vegylletet haszndltak ilyen
célokra. Az A. nidulans x A. gquadrilineatus hibridet a 2.
tablazatban feltilintetett haploidizalészerekkel kezeltik. A
tablazat els8 felében (3a. tabldazat) az alkalmazott
vegyliletek irodalom szerinti, a tédbldzat mdasodik felében

(3b. téablazat) az 4&altalunk észlelt aktivitds-értékeket
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3a. tablazat. A vizsgdlt szegregaltatdanyagok aktivitasa
Aspergillus nidulans diploidokon az irodalom alapjdn (a LEDT és
aktivitédsértékek meghatdrozdsat lsd. Waters és mtsi, 1986; a
roviditéseket 1lsd. a 2. tadblazatban)

Vegyilet LEDT aktivitds irodalom
(uM) (uM)
219.14 2.66 Kinghorn és Pateman (1975)
255.66 2.59 Clutterbuck (1974)
0.52 5.29 Kappas (1978)
0.70 5.16 Bignami és mtsi (1977)
2.76 4.56 Morpurgo és mtsi (1979)
344.45 2.46 de Bertoldi és mtsi (1980)
32501.30 0.49 Gualandi (1984)
20000 0.70 Singh és Sinha (1976, 1979)
9974 .61 '1.00 Kafer (1985)
1544 1.81 Assinder és Upshall (1982)
1085304.97 -1.04 Morpurgo és mtsi (1979)
1302365.96 -1.11 Harsanyi és mtsi (1977)
651182.98 -0.81 Kafer (1984)
11.30 3.95 Kappas és Georgopoulos (1974)
10 4.00 Bellincampi és mtsi (1980)
9.00 4.05 Kappas és mtsi (1974)
1000 2.00 de Bertoldi és mtsi (1980)
20000 0.70 Shanfield és Kafer (1971)

o HXQEHEHHOQOQQOOW W > >

3b. tablazat. A vizsgalt szegregdltatdanyagok aktivitasa
Aspergillus nidulans x A. quadrilineatus diploidon kisérleteink
alapjan.

Vegylilet LEDT LEDT aktivitas
(ng/ml) (uM) (uM)
A 30 109.57 2.96
B 0.50 1.72 4.76
C 2000 32501.30 0.89
C 1500 9087.83 1.04
D 400 965.02 2.02
DMSO 100000 1279918.00 -6.11
E 20000 4434121.99 -0.64
G 6 17.01 3.77
M 10 24 .02 3.62
T 2 5.84 4.23
m 400 2183.64 1.68
o 320 1746.92 1.76
P 160 873.46 2.06
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1. dbra. A haploidizdcié mechanizmusa A. nidulans diploidok
esetében, 2n=4 kromoszoémat dbrdzolva. Csak az aneuploidokat

és a haploidokat tuntettik fel (Bos, 1986 nyomén)

a + b m+ L 2 i
_ s == ==
. + + +
- dio a b n
2n+1 b m b m a
haploid /a
2n-1 ==
\a a* b* m
SR ==X = or
+
a
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+ +
N * a b m
or i 2 - b 0
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+ + +
a a b m b ]
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e | x » » x
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+ +
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+
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2n+1
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2. dbra. A haploidizdlas sordn alkalmazott vegyiletek, ill.

kbztitermékeik (lsd. a kdvetkez8 oldalon)
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tintettik fel (a tablazatban feltintetett LEDT a
legalacsonyabb vizsgdlt hatasos doézist jelenti; az
aktivitéas a LEDTx10-5 érték tizes alapu negativ
logaritmusa).

Ezen anyagok tobbségérdl kordbban médr leirtdk, hogy A.
nidulans diploidokban a mitézis sordn a kromoszémak
aberrdns szétvalasat (nondiszjunkciéjét; Kafer, 1960, 1.
dbra), és ezaltal haploidizdcidét wvaltanak ki (Morpurgo és
mtsi, 1979), bar molekulaszerkezetﬁk (2. dbra), hatdasmdédjuk
kiilonbdzik. A benomylrdl, metil-tiofandtrdél tudott, hogy a
mikrotubulusokat felépité tubulinhoz k6t8dnek, igy
megakaddlyozzdk a mikrotubulusok &sszerendezd8dését (Dekker,
1977 ); mindkét vegyllet egy kozds koztiterméken, a
metilbenzimidazol-2-il karbamaton (MBC) keresztil fejti ki
hatdasat. A griseofulvin a mikrotubulusok és a mikrotubulus-
asszocialt fehérjék Gsszekapcsoldddsat gatolja (De Carli és
Larizza, 1988). A kloral-hidrat az osztddasi orsd
létrejottét akaddlyozza (Mercer és Morris, 1975), a p-
fluqrofenilalanin a mitdzis sordn a kromoszémdk normalis
eloszlasat gatolja (Shanfield és Kafer, 1971). A
dezoxikdélsav valdszinllleg a sejtmagmembrdn szerkezetének
megvaltoztatdsan keresztiil fejti ki hatédsat (Assinder és
Upshall, 1982). Az etanol a sejtmembranra hat (Crebelli és
mtsi, 1989), hasonldéan a mikonazolhoz (Bellincampi és mtsi,
1980). A széntetraklorid valésﬁinﬁleg a 8zabad gydksk
létrehozasa révén, a mikrotubulusok szulfhidril-
csoportjaival valdé kozvetlen kdlcsbnhatds Utjadn fejti ki

hatdasat (Gualandi, 1984).
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Megvizsgdltuk a kisérletekben haszndlt anyagok hatasat
a hibrid nodvekedésére. A legertsebb gdtldszernek a benomyl
bizonyult; ez a vegylulet gatolta a legkisebb
koncentrdcidéban a hibrid ndvekedését. A benomyl esetében a
koncentrdcidé novekedésének a szektorok szamdra kifejtett
hatdsat is dbrazoltuk (3. &bra). A tdbbi vegyllet kozul a
metil-tiofandt és a griseofulvin bizonyult a leghatéaso-
sabbnak, mig az etanolt és a széntetrakloridot igen magas
koncentracidban kellett alkalmaznunk, és a nyert
szegregénsok szdma még ekkor 1s igen kicsi volt. Ezen
észleléseink egybevagnak az irodalmi adatokkal (3a.
tablazat).

Az A. nidulans x A. quadrilineatus hibrid a kildnb&zd
szegregaltatdszerek jelenlétében eltérd morfoldgiat
mutatott; benomyl jelenlétében viszonylag gyorsan n8tt, jol

lathatod szektorokat hozott létre, mig klordal  hidrat

hatasara novekedése lassubb, a létrejott telepek
kompaktabbak voltak. Griseofulvin jelenlétében kevés
szektor Jjoétt 1létre, ezek nagyrésze azonos morfoldgiat

mutatott, barnasnarancs szinli volt. A metil-tiofandt igen
erbsen gdatolta a hibrid ndvekedését, jol lathatd, de igen
kompakt, kicsi szektorok jottek létre.

A szegregansokat az ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben leirtak
szerint izolaltuk, és szelektiv tdptalajokon végzett
tenyésztési kisérletekben meghatdroztuk genotipusukat
(néhany, a kés8bbiekben felhaszndlt szegregans viselkedését
kilonbozt szelektiv taptalajokon a 4. tabléazat mutatja). A

haploid genom jelenlétét a szegregansokban tobbféle
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moédszerrel prébdltuk bizonyitani. A bizonyitds alapjdul a
kovetkezd észlelések szolgaltak:

1. Benomyl-tartalmid tdptalajon a haploid micéliumok jél
novekednek, ellentétben a diploid, 180 3 aneuploid
szegregansokkal, melyek lassabban nbnek, szektorokat
képeznek (Upshall és mtsi, 1977).

2. A diploid genommal rendelkez8 konidiumok térfogata
dtlagban kétszerese a haploidokénak, tehdt a konidiumok
atmérd8jében 4atlagosan 1,3-1,4-szeres eltérés mutatkozik
(Pontecorvo és mtsi, 1953). Ez a szabaly azonban nem
érvényes minden Aspergillus nemzetségbe tartozdé fajra; pl.
Ishitani és mtsi (1956) az A. sojae haploid és diploid
konidiumai k&zdtt nem taldlt eltérést sem a méret, sem a
DNS-tartalom tekintetében, wviszont a haploid konidiumok
kétszerannyi sejtmagot tartalmaztak, mint a diploidok. A
DNS-tartalom és a konidiumtérfogat kozdtt fenndalld egyenes
aranyossag tehdat ezen szervezet diploidjai ésetében nem a
konidiumdtmérd ndvekedésén, hanem a magszdm csdkkenésén
keresztiil érvényesitil. Hasonld észlelést tett Kevei A4.
carbonarius konidiumok esetében (személyes kdzlés).

3. A haploid egymagvua konidiumok feleannyi DNS-t
tartalmaznak, mint a diploidok (Heagy és Roper, 1952).

A szegregansokat 0.8 ug/ml benomylt tartalmazd MO
taptalajra oltottuk, és hét napos inkubdlds utdn vizsgaltuk
a létrejdtt telepeket. Kontrolként a sziil8i torzseket és a
hibridet is hasonldé kezelésnek vetettilk ald. A hibrid
minden esetben lassan ndtt és szektorokat hozott létre. A
rgzﬁlék ;és a haploid gzegregénsok altaldban gyorsabban

nbttek a hibridnél, és sohasem hoztak létre szektorokat.
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Egyes szegregansok telepébd8l kin8ttek szektorok, ezek
dtlagban az Osszes szegregdns 5-6%-at tették ki. A legtdbb
ilyen diploid ill. aneuploid szegreganst a metil-
tiofandttal és a griseofulvinnal kezelt hibridb8l kaptunk
(az?izolélt szegregansok mintegy 10%-a mindkét esetben).
Meghatdroztuk a hibrid, a szil8i torzsek és néhany, a
kés8bbiekben analizalt szegregans konidium-atmérsjét.
Cellux szalag darabot ragasztés felével enyhén rdnyomtunk a
telepek peremére, majd a térgylemezre cseppentett vizbe
helyeztitk a konidiumokat. 100x nagyitdsnadal 3.2 projektivvel
fényképeztik bket. Az el&hivott filmrdl Zeiss
mikrofilmleolvasd segitségével hatdroztuk meg a
konidiumdtmérdket. A konidiumdtmérdket és térfogatokat az
5. tdblazatban mutatjuk Dbe. Lathaté, hogy a hibrid
konidiumok &tmérdje kb. 1.3-1.5-sz6rbse, térfogata kb.
kétszerese a szluldi toérzsek konidiumdatmér8inek, mig a
vizsgdlt szegregdansok konidiumainak mérete megegyezik a
szUl8i torzsekével.

Megprdébaltuk a konidiumok DNS-tartalma alapjan is
bizonyitani a szegregansok haploid wvoltdat, de a hibrid
tO6rzs gyenge spordzdképessége miatt prdbalkozdsunk nem jart
sikerrel, mivel nem tudtuk a vizsgdlathoz szlikséges
konidiummennyiséget G6sszegylUjteni. Mindazonaltal az
el&bbiek alapjan Jjoggal mondhatjuk, hogy a szegregansok
benomyl jelenlétében vald viselkedésiik és konidiumdatmérdjik

alapjan haploidoknak tekinthetd8k.



4. tablazat. Néhany szegregans viselkedése szelektiv tdptalajokon
(az alaptdptalaj az 1. tdblazatban feltliintetett mennyiségl
adenint, piridoxint, nikotinsavamidot, metionint és kolint
tartalmazdé CZ, ill. LC a lacAl, és AC az facA303 markerek

jelenlétének vizsgdlatdhoz; + : n8tt; - : nem ndtt; y - sarga, w -
vad tipusu, cha - chartreuse, ycha - sarga és chartreuse kevert
konidiumszin)
Torzs

+sul -ade +acr +act -pyr AC -nic LC -cho szin
1 - 3 + = - 4+ . - ycha
12 - & - + - - + - - ycha
3 + = = - - = + = - w
215 + = + - - = + = - cha
4 & - + + - + - - cha
15 = + + + = + = - - ycha
223 - % % + = + - = - ycha
6 & - ¥ o - = + - cha
17 - + + + - - + = + ycha
37 + = + = = = + = + cha
8 + = = + = - -+ = - w
2 + = + + - = + = - w
86 + = + = - = + = - 0w

5. tablazat. A vizsgdlt A. nidulans, A. quadrilineatus torzseknek,
azok interspecifikus hibridjeinek és szegregansainak konidiumatmeé-
r8je és konidiumtérfogata.

Torzs atmeéerd térfogat
(um) (um3)

7-143 3.5561+x0.210 23.689+4.184
7-166 3.467+x0.219 22.089x4.296
12 3.560+0.226 23.908+4.484
12-14 3.564+0.234 24 .009+4 .967
N x Q hibrid 4.289+0.317 41.990+9.205
N x Q2 hibrid 4.482+0.305 47 .792+9.735
1 3.309+0.230 19.246+3.942
12 3.373+x0.199 20.297+3.623
3 3.271+0.246 18.632%+4.105
215 3.340+£0.170 19.661+3.013
4 3.275%0.203 18.597+3.463
15 3.302+x0.174 19.004%£2.973
223 3.425+0.200 21.263+3.831
6 3.505+0.281 22.974+x5.121
17 3.465+0.254 22.148+5.062
37 3.445+0.229 21.674+x4.122
8 3.400+0.218 20.814+3.938
2 3.231+0.234 17.939+3.946
86 3.331+0.223 19.611+3.988
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IV.2. A szil8i markerek megoszlasa a szegregdnsokban

A szegregdnsokat szelektiv tdptalajokon tenyésztve
hatdroztuk meg a szilbi markerek Jjelenlétét ill. hidnyat.
Az A gquadrilineatus  kromoszdmdkon hordozott sarga
konidiumszin és nikotinsav-igény alléljeit az A. nidulans
I. ill. V. kromoszémdjdn hordozott wvad tipusi allélek
komplementdltdk, az A. nidulans markereket pedig teljesen
komplementdltdk az A. quadrilineatus kromoszdémdkon 1lévd
megfeleld vad tipusu allélek. Az A. nidulans I. ill. V.
kromoszémdjan hordozott suldAl és adEZ20, ill. facA303

mutdcidk felvaltva Jjelentek meg a y-12.1 1ill. nic-12.1

markerekkel. Fentiek alapjdn a y- 12.1 markert az I., a nic-
12.1 markert pedig az V. A. nidulans kromoszdémanak
megfeleld A. quadrilineatus kapcsoltsagi csoporton
lokalizaltuk.

A markerek megoszldasat a 6. tablazat, ill. a 4. 4&bra
mutatja, mint az 4. nidulans kromoszdémdk szazalékos

jelenlétét a kiUlonbdz® haploidizaldszerekkel létrehozott
szegregansokban, a tenyésztési kisérletek alapjan (a
rekombinogének nevének rodviditéseit 1lsd. a 2. tidblazatban).
A kulonbozd szegregdltatdanyagok eltérd aranyban indukaltdk
az A. nidulans markerek megmaradasat az utdd-
szegregansokban. A kromoszdémak igen eltérdy aranyban
szdrmaznak az A. nidulans-bdl; a szegregdnsok Osszességét
tekintve pl. az A. nidulans 1. kromoszémdn hordozott
markerek legfeljebb 36%-ban jelentek meg a szegregansokban,
a VI. kromoszéman 1lévd IlIacA marker viszont valamennyi

haploidizald vegylilet esetében a szegregdnsok t&bb mint



6. tablazat. Az A. nidulans kromoszomdk szdazalékos eloszlasa a szegregansokban kiilonbozd
haploidizaloszerek hatdasara (a haploidizdldszerek roviditéseit 1sd. a 2. téablazatban)

Kromo-

szoéma A B C H D E G m o P M T

L 28.9 27.8 30,9 16.9 20.7 29.0 12.8 - 30.0 28.1 28.5 19.4 38.0

T1. 57.9 563.0 57.4 62.9 61.2 64.5 64.0 71.4 65.8 T70.6 58.9 b54.9

131 . 22.3 396.1 62.9 41.1 562.9 53.8 31.2 83.6 26.1 11.8 32.83 25.0

IV . 44.6 35.5 45.1 37.1 24.7 40.2 24.8 33.6 29.7 30.9 37.1 33.5 %
v 46.3 45.7 38.2 49.2 51.2 53.3 55.2 55.7 46.8 48.5 43.5 61.0 B
VI 7.7 67.2 77.9 62.9 77.7 78.5 80.0 64.3 72.1 80.9 69.4 81.1

VII 42.2 35.9 51.5 41.1 36.4 33.6 42.4 31.4 63.1 43.4 41.9 29.9

VIII 61.2 60.9 47.1 74.8 47.5 49.5 79.3 65.2 53.2 59.1 54.0 786.2

seszes ey

vizsg. szegr. 121 1178 204 124 121 107 125 140 111 136 124 164

4. abra. A kilonb6z8 rekombinogén anyagok hatdasa az A. nidulans kapcsoltsdagi csoportok megjelenésére
az utdédszegregansokban (1lsd.a kovetkez8 oldalon; a grafikonokon a fenti tablazattal megegyezd
sorrendben vannak feltiintetve a haploidizdaldszerek)
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50%-aban jelen volt; ez az arany a griseofulvin,
p-fluorofenilalanin és metil-tiofandt esetében a 80%-ot is
elérte. Erre a jelenségre nem tudtunk magyardzatot taldalni.
Egyes A. nidulans kromoszémdaknal valamennyi
haploidizdlészer esetében hasonld szdzalékos eloszléast
észleltliink a létrejott szegregansokban (pl. a II. és a VI.
kromoszémdk markerei esetében), mig médsokndl igen eltérd
eredményeket kaptunk. Pl. a III. kromoszdmdn hordozott
cikloheximid-rezisztencia a haploid szegregdnsok tobb mint
50%-dban Jjelen volt, ha a szegregansokat széntetra-
kloriddal, Na-deoxikoldttal vagy etanollal indukdltuk, mig
az Osszes tobbi haploidizdlészer alkalmazdsa esetében joval
kisebb aranyban hordoztdk ezt a markert a szegregdnsok.

A markerek szabad szegregdacidjadt az A. nidulans kromoszdmak
paronkénti el8forduldsi gyakorisdgdnak meghatarozasaval
prébaltuk bizonyitani; a benomyl esetében ezeket az
adatokat a 7. tabldazat mutatja. Lathatd, hogy a kromoszdémak
valamennyi kombindcidéjdt észleltik a szegregansokban, bar
az észlelt aranyok eltérnek a mendeli elvarasoktdl (valdban
szabad szegregdcid esetében a pdaronkénti négy lehetséges
kombindciénak azonos aradanyban kéne Jjelen lennie az
utdédszegregdnsokban). Hasonld észlelést tett Croft és Dales

(1983) egy A. nidulans x A. nidulans var. echinulatus _

hibrid vizsgdlata sordn. Ezen hibrid esetében az A.
nidulans III., V. és VIII. kromoszémajan lokalizalt
markerek egylittes szegregdcidjat is kimutattadk; ezen

markerek esetében csak szildi kombindcidkat nyertek vissza
a szegregansokban. Ilyen jelenséget az NxQ hibrid esetében

nem észleltiink. Bradshaw és mtsi (1983) az A. nidulans x A.
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7. tdblazat. Az NxQ hibrid szabad szegregacidjdnak
bizonyitdsa a benomylt alkalmazva szegregdltatészerként

Kromo- vizsgalt Osszes %
szoma szegregansok hordozdk

szama szdmal
I 1178 327 27.8
I1. 1067 565 53.0
III. 1178 414 35.1
IV 1178 418 85.5
\' 1178 538 45.7
VI 1164 782 67.2
VII 1178 423 35.9
VIII 932 568 60.9
1 : Azon szegregansok szdma, melyekben az adott kromoszdéma az

A. nidulans-bdl szarmazik.

Kromoszdéma- parok 1/1 0/0 1/0 O0/1 6sszes npt:pt chi

I.-1X. 138 375 127 427 1067 1.08 0.7
R 1 3 123 560 204 291 1178 0.72 14.8
L.=1IV. 148 581 179 270 1178 0.82 33.0
I.-V. 195 508 132 343 1178 0.68 21.9
1.=-V1. 151 232 114 570 1164 1.79 42.2
L.-VIl. 139 567 188 284 1178 0.67 23.0
L.-V1I1l. 154 447 111 355 932 0.98 0.03
I1.-111. 167 321 398 181 1067 1.18 3.8
IT.-IV. 203 331 362 171 1067 1.00 0

LI .~V 251 279 314 223 1087 1.01 0. 02
IT:~V1x 386 158 174 335 10563 0.94 0.5
il.~-VII, 180 327 385 175 1067 1.10 1.8
il .=-VIII. 261 124 188 248 821 113 1.5
ITI.-IV. 146 492 268 272 1178 0.85 4.0
111.-V. 214 440 200 324 1178 0.80 7.1
I11.-¥VI. 270 241 141 512 1164 1.28 8.5
ITI.-VII. 263 604 151 160 1178 0.36 130.7
111.=VILIL. 220 265 99 348 932 Q.92 0.7
IV.=¥. 218 440 200 320 1178 0.79 8.0
IV.-VI. 267 237 145 515 1164 1.30 10.3
IV.-VII. 162 499 256 261 1178 0.78 8.7
IV.-VIiI. 232 264 100 336 932 0.88 1.9
V.~-¥Y1. 340 193 189 442 1164 1.18 4.0
V.=V11. 204 421 334 219 1178 0.88 2=1
V.-VIII. 274 214 150 294 932 0.91 1.0
¥l .-YI1l. 271 236 146 511 1164 - 1.30 9.5
Vi.~VIII. 311 81 279 247 918 1.34 9.6
VIiI.-¥V11iI. 247 228 136 321 932 0.96 0.2

1/1: mindkét kromoszdéma az A. nidulans-bdl szdarmazik;

0/0: egyik kromoszdéma sem az A. nidulans-bdl szarmazik;
1/0: az eldl 1lévd kromoszdma az A. nidulans-bdl szarmazik;
0/1: a hatul lévd kromoszdma az A. nidulans-bdl szadrmazik.
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rugulosus hibridek vizsgdlata soran a szl1l81i
markerkombindcidk tulsulyat észlelte a vizsgdlt
szegregansokban, amit a két genom k6z6tt fenndlld 1un.
interspecifikus inkompatibilitdssal magyardztak. Megvizs-
gdltuk chi~négyzet médszerrel (Rédei, 1987) a sziil8i és
nemszlil8i kombindcidk el8forduldsdanak a vart 1:1 ardnytdl
valé eltérését a szegregansokban; az eredményeket a 8.
tdbldzat 0Osszegzi. Lathatd, hogy mig bizonyos esetekben
valéban megfigyelhetd a sziil8i markerkombindcidk tulsulya,
mads esetekben éppen a nemszildi kombindcidk fordulnak eld
nagyobb szamban. A legerdsebben a III-VII. kromoszdémapar
esetében észleltik a mért adatok eltérését a szabad
szegregdcid esetén varttdl; szinte valamennyi
haploidizalészer esetében 1igen magas értékeket kaptunk,
aminek a szlildi tipusok tulsdlya volt az oka valamennyi
esetben. Szintén a szil8i tipusok tulsulyat észleltik az
I., IITI., IV. és VII. kromoszdémdk valamennyi parositdsdban;
ezeket az adatokat kiemeltik a tdbldzatban. A sziildi tipus
talsalyat jol lathatdan az A quadrilineatus
kromoszdémapdroknak a szegregdnsokban nagyobb szédmban valéd
el8forduldsa idézte eld.

A szegregdnsokban észlelt morfoldgiai valtozatossag
meghaladta a szlilbkben észleltekét. A morfoldgiai
hasonldésagot néhany esetben bizonyos markerek, azaz
kapcsoltsdgi csoportok jelenlétéhez ill. hidnydhoz tudtuk
k&tni. A néhany szegregdnsban megjelend fakézold
konidiumszin, mely emlékeztetett a vad A. gquadrilineatus
konidiumszinére, az A. nidulans 1I. és VI. kromoszdémajanak

jelenlétével, és az 1. és VII. kromoszdmdk hidnydval volt
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8. tablazat. A sztl8i és nemszildi kromoszdémakombindcidk
el8fordulasa, és ezek chi—négyzet analizise

Kromoszdéma- parok

0/0 1/0

i.-11.
I.~11L.
R 4,
I.-V.
s 1
T-~VIL.
I.-VIII.
I1.-111.
IT.-1IV.
I1.-%.
1L.-VI,
I1.~-V11,
11.-VIII.
ITII.-IV.
L1l.-V.
1Ll .~Y1.
ITI.-VII.
I11.-VI1l.
IV.-V.
IV.-VI.
IV.-VII.
IV.-VIII.
vi=V1.
V.~N1IlL.
V.-VIII.
VI.-VIEL.
VI.-VIII.
VII.-VIII.

481
332
359
565
556
807
1110
585
829
342
536
670
631
534
460
661
431
594
913
466
704
752
912
652

775 311
1322 463
1341 389
1084 351
601 206
1297 386
656 315
741 999
719 1008
631 757
280 449
661 979
367 552
1160 634
995 440
476 303
1338 345
673 298
928 507
479 300
1147 536
688 283
375 404
823 860
535 436
459 851
178 789
587 384

1/1: mindkét kromoszdéma az A. ni
0/0: egyik kromoszdma sem az A.

1/0: az eldl lévd kromoszdéma az A. nidulans-bdl szarmazik;
0/1: a hatul 1lév8 kromoszdéma az A. nidulans-bdl szarmazik.

0/1 npt:pt chi-érték
1219 1.37 31.56
721 0.75 27 .83
626 0.62 73.12
959 0.90 3.55
1469 1.58 63.56
746 0.69 44 55
1108 1.40 33.97
345 1.03 0.28
367 1.08 1.85
455 0.84 9.55
797 0.90 3.88
425 1.13 4.65
579 0.95 0.88
625 0.84 10.61
790 0.80 16.30
1298 1.40 37.52
447 0.40 250.45
933 1.02 0.11
866 0.99 0.04
1307 1.41 39.53
647 0.75 28.11
872 0.90 3.26
1055 1.13 5.26
612 1.14 6.00
763 0.97 0.81
685 1.27 19.11
545 1.22 12.18
8156 0.97 0.31

dulans-bdl szarmazik;
nidulans-bdl szarmazik;
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Osszefliiggésben, a szegregdnsok konidiumainak sdtétbarna
szine pedig az 1., VI. és VII. A. nidulans kapcsoltsdgi
csoportok hidnyaval fluggétt ©ssze. Hasonld jelenséget
észlelt Croft és Dales (1983) egy A. nidulans x A. nidulans

var. echinulatus szomatikus hibrid szegregdnsaiban.

IV.3. Izoenzimanalizis

Laboratériumunkban mdr kordbban vizsgdltuk az A.
nidulans és A. quadrilineatus szulbk és hibridjuk
izoenzimképét, tobb enzimre (Téth és mtsi, 1986). A sziilsk
a kataldz kivételével valamennyi vizsgdlt enzim esetében
kilénb6z8 izoenzimképet mutattak (5.48bra). A hibrid a
glutamat-dehidrogendz és a laktdt-dehidrogendz esetében az
A. nidulans, a savas foszfataz esetében az A.
quadrilineatus izoenzimmintdzatdt mutatta. Az a-aril-
észteraz esetében a szUldi izoenzimformdk keveredését, a B-
arilészterdaz esetében emellett Gj izoenzimformdk megjele-
nését is észleltiik. A NAD- ill. NADP-figg8 malat-dehidro-
gendzok esetében a hibrid az A. quadrilineatus mintdzatat
mutatta, egy-egy G4j izoenzimforma megjelenése mellett.

Az A. nidulans x A. gquadrilineatus hibrid szegregdnsai
kO6zlil megprébdltunk olyanokat taldlni, melyek az A.
nidulans szuild valamennyi markerét hordozzdk, kivéve egyet.
Igy olyan szegregansokat szandékoztunk taldlni, melyekben
valamennyi kromoszéma az A. nidulans-bdl szdrmazik, kivéve
egyet, mely az A. gquadrilineatus-bdl. Ez a prébalkozdsunk

az A. nidulans nyolc kromoszdémaja kozul 6t (az I., III.,
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5. dbra. Az A. nidulans, A. quadrilineatus szil8k és ezek

interspecifikus hibridjének izoenzimmintdzatai
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IvVv., VI. .és VIII.) esetében Jjart sikerrel; a to&bbi
kromoszémara olyan szegregansokat hasznaltunk, melyekben
két kromoszdéma szdrmazott az A. quadrilineatus-bdl (a
felhaszndlt szegregdnsok és szild8i tdrzsek a 6. &abran
lathatdék, kiilonbozd taptalajokon; szelektiv téaptalajokon
mutatott viselkedésiiket a 4. tédbldzat mutatja). Ezen
szegregdnsok és a s8zuldi torzsek izoenzimmintdzatait
vizsgdltuk (7. &bra). A sziuldk és a szegregdnsok azonos
izoenzimképet mutattak a kataldz, az alkohol-dehidrogendz
és a NADP-fliggt glutamdt-dehidrogendz esetében. Utdbbi
enzim | esetében korabban eltérd mobilitasu formakat
észleltiink a sziul8kben 6-15% gradiens-gélt alkalmazva (5.
dbra). A Jjelen esetben alkalmazott 7.5% gél valdszinlleg
nem volt megfelel8 felbontasti ahhoz, hogy az igen hasonléd
mobilitdst savokat el tudjuk kiiléniteni. A NAD-filigg8 malat-
dehidrogendz esetében két-két savot észleltiink. Ezek kdzil
az A. quadrilineatus gyorsabban futd enzimformajdt az 1.
kromoszéman tudtuk lokalizdlni, hasonlbéan az A. nidulans
lassabban futdé izoenzimformdajdhoz, mellyel felvadltva jelent
meg a szegregadnsokban az A. gquadrilineatus izoenzim. Az
arilészterdaz izoenzimmintdzatok (8. 4&bra) hdrom savjat
tudtuk az I., V. ill. VII. kromoszdémdhoz kdtni. A cellulaz
izoenzimek egyikét sikeriilt az A. nidulans ITI.
kromoszémdjadn lokalizdlni, a mésik erd8sen fest8détt sav
mindkét szild8ben és valamennyi szegregansban azonos
mobilitast mutatott. A savas foszfatdz esetében észlelt
négy sav koziul kettd mutatott eltérd mobilitast a két sziils
esetében. Ezek egyikét a III., masikat az I. A. nidulans

kromoszéman tudtuk lokalizdlni. A laktdt-dehidrogenaz,
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6. abra. Az izoenzimanalizisben felhaszndlt szegregansok
viselkedése kulonb6z8 taptalajokon (a tdptalajok a csészék

sorrendjében: CZ, MM, MO, PM, V)




7. dbra. Az A. nidulans, A. quadrilineatus és az A. nidulans kapcsoltsagi csoportokhoz

rendelhetd szegregansok izoenzimképe
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8. dbra. Az arilészterdz izoenzimek mintazata
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amiléz, RNaz, szuperoxid dizmutdz enzimek esetében nem
tudtuk megfeleld8en detektdlni az izoenzimformdkat az

alkalmazott elvdlasztdsi és festési mdédszerekkel.
IV.4. A szegregansok RFLP-analizise

A tOrzsekbdl kétféle mdbdszerrel tisztitottunk DNS-t;
Lee és mtsi (1988) mini-prep mdédszerével, és Turner szerint
(Turner és Croft, 1988). Mindkét médszerrel emészthetd
DNS-t tudtunk izolalni, de a gélen kozvetlenliil csak az
utébbi médszerrel tisztitott DNS-minték esetében tudtunk
repetitiv szekvencidkat észlelni, ezért a kés8bbiekben ezt
a médszert alkalmaztuk.

A szegregansokbdl és a sziild8i torzsekb8l OsszDNS-t
tisztitottunk, restrikcidés enzimmel emésztettiik, majd gélre
vittik. Az elektroforézis utdn az elvdlasztott DNS-
fragmenteket lefotéztuk. A HindIIl restrikcidés enzimmel
generdlt mintdzatokrdél feltételezhetd, hogy az igy nyert
repetitiv DNS azonos a mitokondridlis DNS-sel (9. 4&bra);
ezt aldtdmasztja, hogy a mintdzat megegyezik az irodalomban
korabban leirt, ill. az ismert hasitdsi térképek alapjan
létrehozhaté mintazatokkal (Stepien és mtsi, 1978; Croft és
Dales, 1983), és a repetitiv sdvok Osszmérete megegyezik az
irodalomban leirt mitokondridlis DNS-méretekkel; igy az A.
ﬁidulans mtDNS legijabb irodalom szerinti mérete 33.25 kbp
(Dyson és mtsi, 1989), mig az &ltalunk nyert savok

Osszmérete 33.32 kbp (kordbbi irodalmi adatok az A.
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9. &bra. A szildi tdorzsek és a szegregdnsok HindIII-

generalt osszDNS-mintazatai
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nidulans mtDNS méretét 31.5 és 35 kbp kdzt emlitik: Kiintzel
és mtsi, 1980; Croft és mtsi, 1983).

A szegregansokban vagy az A. nidulans, vagy az A.
quadrilineatus mtDNS-ét észleltiik (9. &dbra); ez arra utal,
hogy a hibrid micéliumokban. kevert mitokondrium-populdcid
van Jjelen. A szegregdnsokban a mtDNS-ek megjelenését nem
tudtuk egyik kromoszdéma meglétéhez ill. hidnydhoz sem
kdtni; véletlenszerlien észleltik vagy az egyik, vagy a
masik szildnek megfeleld mtDNS-mintdzatot.

Az FEcoRI-emésztett DNS-mintdkat gélre vive hat savot
észleltiink (10. &bra), melyek mindegyike nem lehetett
mtDNS-eredetd, mivel az A. nidulans mtDNS-e  EcoRI-
emésztéssel hdrom fragmentet ad (Stepien és mtsi, 1978).
Ezen hdarom fragment mérete a mi emésztési képlinkén 1lévs
hdrom nagy molekulasulyd fragment méretével egyezik meg.
CsCl-gradiens ultracentrifugdlassal (Osman, 1987)
megszabadulva a mtDNS-t8l, hdrom erds savot észleltiink az
EcoRI-emésztett DNS-t tartalmazdé géleken, azonos helyen,
mint ahova centrifugdlas eldtt az alsdé savok futottak; ezen
fragmentek egyike az A. quadrilineatus vad és mutans
torzseiben, és az V. kromoszdémdt az A. gquadrilineatus
s8zU11l8b81 hordozdé szegregans esetében kisebb méretlili volt,
mint az A. nidulans és a todbbi szegregdns esetében. Ezt a
harom fragmentet riboszdémdlis DNS eredetiinek gondoljuk,
mivel ez az a DNS-szekvencia, amely nagy képiaszamban
fordul el8 a genomban; a fragmentek egylittes mérete 7.4
kbp, ami megegyezik az A. nidulans riboszdémdlis repeat unit
EcoRI-fragmentjeinek ©sszméretével (Lockington és mtsi,

1982). Az is valészintisiti ezen fragmentek
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10. abra. A szil8i térzsek és a szegregansok EcoRI-generalt
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riboszémdlis DNS-eredetét, hogy Bainbridge és mtsi (1990)
cikkében a Saccharomyces cerevisiae riboszdémalis DNS
komplexét hibridizdlva FEcoRI-emésztett A. nidulans DNS-hez
a gélfotdén Jjol lathatd, dltalam is észlelt két savval egy
magassdgban kaptak autoradiografias jeleket. Mindezen
észlelések alapjédn feltételezhet8, hogy az A. nidulans
riboszémalis repeat unit az V. kromoszdmdn lokalizadlt.

Az ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben leirtak szerint
Southern-transzfert hajtottunk végre, majd megfeleld
probdval hibridizdlast végeztink. A_hibridizélés‘sorén a 9.
tdblazatban felsorolt prébakat haszndltuk. Nem sikertilt
polimorfizmust észlelnink a gdhA (Gurr és mtsi, 1988) és
amdS (Hynes és mtsi, 1983) strukturgént, és a 25 S
riboszémdalis DNS-t (Lockington és mtsi, 1982) mint prdbat
hibridizalva az EcoRI- ill. HindIII-emésztett A. nidulans
és A. gquadrilineatus ©6sszDNS-hez. Polimorfizmust észleltiink
a benA (May és mtsi, 1985) gén esetében, melyet a VIII.
kromoszémadn lokalizdltunk ezzel a mdédszerrel; ez egybevag
az 1irodalmi adatokkal (Clutterbuck, 1987). Megprdbaltunk
random  probakat is hibridizalni az EcoRl-emésztett
mintdkhoz; EMBL3 vektorban létrehozott 4. nidulans
génbankbdl (Osman, 1987) két random prdébdt izoldltunk, és
ezeket hasznaltuk, de ezek az erdfeszitéseink nem Jjdrtak
sikerrel, mivel az egyik préba nem hibridizdlt az
Aspergillus DNS-ekhez, a masik pedig t8bbféle mintazatot
adott a kiilonb&zd8 szegregdnsok esetében; valdszinlileg

utdobbi szekvencia nemcsak egy kromoszdmdn fordul eld.
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V. OSSZEFOGLALAS

Egy A. nidulans és A. quadrilineatus kozo6tt
protoplaszt fuzidéval létrehozott interspecifikus hibridet
vizsgdltunk. A hibridet kiilonbtz8 szegregdltatdszerekkel
haploidizaltuk, majd az igy nyert szegregansokat

jellemeztiik. Vizsgdltuk az alkalmazott haploidizdldészerek

(akridin sarga, benomyl, kloral  hidrat, deoxikdlsav,
etanol, griseofulvin, m-, o~ és p-fluorofenilalanin,
mikonazol, metil-tiofanat, széntetraklorid) hatasat a

hibrid tulélésére, és a szildi markerek megjelenésére a
szegregansokban. Nem kaptunk jelentds kiilonbséget a
ki1lonboz8 szerekkel indukalt szegregdnsok vizsgdlata soran
a kromoszémak eloszlédsdban. A sziild8i markerek eloszlasa a
szegregansokban véletlenszertd volt; az A. nidulans
kii16nbozd kromoszdéman lokalizalt markereinek egyuttes
szegregacidjat, tehat azok kapcsoltsagat az A.
quadrilineatus genomban nem észleltik, és a szuléi
markerkombindcidk tdlsalya sem volt megfigyelhett a

szegregansokban. Az A. quadrilineatus sarga konidiumszint

ill. nikotinsav-auxotrofiat meghatdarozd mutdcidit a
szegregdcidés adatok alapjan az A. nidulans 1. és V.
kapcsoltsagi csoportjanak megfeleld A. quadrilineatus
kromoszdmakon lokalizaltuk. Megallapitottuk, hogy a

kisérleteinkben haszndlt A. nidulans tdrzs &altal hordozott
valamennyi mutdaciot komplementalni képes az A.

quadrilineatus megfeleld vad tipusu allélja. Egyes
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fenotipusjegyek megjelenését kotni tudtuk bizonyos
markerkombindcidk jelenlétéhez ill. hidnydhoz.
Megprobdltunk létrehozni minden A. nidulans
kromoszdémara egyszeres helyettesitéses szegregdnsokat, o6t
kromoszdma esetében sikerrel. Ezeket (és a tdbbi hdrom
kromoszdéma esetében kétszeres, 311. haromszoros
helyettesitéses) szegregdnsokat vizsgdltuk izoenzim- és
RFLP-analizissel. A vizsgdlt 12 enzim k&6zil hdrom (kataldz,
alkohol-dehidrogenéaz és glutamat-dehidrogendz) azonos
mobilitdsti izoenzimformdkat mutatott a szilbkben és a
szegregansokban. Négy enzim esetében (aril-észteraz,
foszfatdz, malat-dehidrogendz, celluldz) sikeriilt egyes
izoenzimformakat kromoszémakon 1lokalizdlni annak alapjan,
hogy melyik szegregansban melyik szliildre Jellemz8
mobilitdst izoenzim jelent meg.
Az A. nidulans nyolc kromoszdémajanak megfeleld un.
egyszeres helyettesitéses szegregansokbdl DNS-t tisztitva,
majd ezt megfeleld restrikcidés enzimekkel emésztve és a
fragmenteket gélen elvdlasztva a repetitiv szekvencidk
alapjan megdllapitottuk, hogy a mtDNS a szegregansokban
véletlenszerien az egyik vagy a masik szuildbs1l
eredeztethetd; a mtDNS- genomok rekombindcidjat nem
észleltik. Ebbd8l arra kévetkeztettiink, hogy a hibrid
micéliumokban mindkét szUld mitokondriumai egyarant jelen
vannak. Az EcoRI-emésztéssel generdalt mintdzaton
felismerhetd repetitiv szekvencidk alapjan az A. nidulans
riboszomdalis repeat unitjat az V. kromoszdémdan lokalizdltuk.
Hibridizacidés kisérletekkel igazoltuk, hogy a vizsgalt

szegregansokban valdban haploid kromoszdédmaszerelvény van
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jelen, -és hogy azon kromoszdémdk szdrmaznak az egyes
szUil8kb8l, melyekre a tenyésztési kisérletekbdl, a markerek
eloszlasdabdél koévetkeztettiink. A DNS-t filterre vive és
megfeleld probakkal hibridizdalva megkiséreltiink
strukturgéneket kromoszdémdkon lokalizdlni. A gdhd4, amdS
gének és a 255 riboszdémalis DNS szekvencia esetében nem
észleltiink kiilonbséget a két szil8 és a szegregansok
autoradiogramjdban, a bend gén esetében viszont sikeriilt
polimorfizmust észlelni az A. ' nidulans és az A.
gquadrilineatus k6zbtt, és a szegregdnsok kozil _azokban
detektaltuk | az A. guadrilineatus szlilének megfeleld
mintdzatot, melyekben a VIII. kromoszdma szdrmazott ettd1l a
szuilBetsl. igy ezt a gént a VIII. kromoszdédman lokalizAaltuk
ezzel a modszerrel, ami egybevdg az irodalmi adatokkal.

A fenti eredmények aldatamasztjdk, hogy ez a rendszer
alkalmas ismert gének ill. random génprébdak kromoszdémdkon
vald lokalizalasara, hasonldéan a nagyméretii DNS- fragmentek
elvalasztdsara alkalmas elektroforetikus technikakhoz
(Brody és Carbon, 1989). Ugyanakkor ezzel a mdédszerrel
izoenzimeket is lehet kromoszdémdkhoz rendelni, amire a fent

emlitett médszer nem alkalmas.
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