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1. Bevezetés

Az Aspergillus niger fajaggregdtum molekuldris jellemzésével ismertté valt,
hogy az imperfekt fekete Aspergillus fajok extrakromoszémilis elemei
{mtDNS, RNS virusok, plazmidok) er8teljes polimorfizmust mutatnak,
szemben a telijes életciklussal biré tarsaikkal (Aspergillus nidulans,
Neurospora crassa). Az imperfekt gombék kevésbé ismert volta szexudlis
életciklusuk hidnydval magyarazhat6. A klasszikus genetikai modszerek
alkalmazdsdhoz a fajon belilli keresztezhet8ség elsGdleges szempont. A
paraszexudlis ciklus felfedezése Uj tavlatokat nyitott az imperfekt gombak
korében, de a teljes életciklussal bir6 fajok esetében is bgviti az elemzés
lehet6ségét. A paraszexudlis ciklus j6él haszndlhaté genetikai
vizsgédlatokban, kapcsoltsdgi viszonyok meghatdrozdsara és
extrakromoszémalis elemek rekombindl6éddasdnak vizsgélatédra.
Alkalmazhatdsaganak egyeddli korlatja az imperfekt gombdk {lgy a fekete
Aspergillusok) korében széleskord vegetatlv inkompatibilitds, amely
nagyfoka genetikai diverzitdsuk kévetkezménye. Bizonyos esetekben az
anasztomozisra valé képtelenség géatolja a heterokariotikus 4&llapot
létrejottét.  llyenkor a  heterokariotikus 4llapot mesterségesen,
protoplasztfiizié alkalmazédsaval Iétrehozhaté. A vegetatlv inkompatibilitasi
rendszer megakaddlyozhatja a nukledris 4llomanyok keveredését,
ugyanakkor nem g4toljla meg az extrakromoszémilis elemek
transzmisszi6jat, és azok esetleges rekombiniléddsat. A vegetatlv
kompatibilitdsi kapcsolatok hatterében egy Osszetett, sok gént érint§
genetikai rendszer ll. Szémos. gén tobb allélja hatarozza meg egy eg.yed
kompatibilitdsi genotfpusat, gy két egyed akkor tud természetes

koralmények kdzott heterokariont Iétrehozni, ha kompatibilitdsi rendszerik



minden génje, s azoknak minden allélja megegyezik. A paraszexudlis ciklus
korilményeinek és feltételeinek megismerését kovetSen, az imperfekt
gombék tanulmdanyozésa fellendiilt.

Ezek az el6zmények indokoltdk tanszék(nkdn a heterokarion
kompatibilitasi viszonyok vizsgélatit a fekete Aspergillus fajok (A. niger
fajaggregdtum, A. japonicus €s A. carbonarius) korében. Az eredmények
azt mutattdk, hogy nagyfoka a heterokarion inkompatibilitds, nem csak a
fent emlitett kozel rokon fajok kozott, de még az egy fajhoz tartozé
izolatumok korében is. Annak felderitésére, hogy a jelenség létrejottében
milyen meghatdrozé tulajdonsiagok 4llnak, molekuldris mddszereket
vezettek be az egyedi izoldtumok jellemzésére. E vizsgélatok ha a
jelenséget megmagyardzni nem is, a kompatibilitdsi viszonyokat azonban
valészin@siteni tudjadk. A jellemzésre bevezetett Gj médszer volt az
izoenzim analfzis, a magi rDNS RFLP (restriction fragment [ength
polymorphism), a mtDNS RFLP vizsgélatok, tovabb4 a PCR-RAPD (random
amplified polymorphic DNA) analizis. A fekete Aspergillusokon belll
el6szor az A. niger fajaggregatum korében jellemeztek nagyszdma torzset.
A sejtmagi rDNS és a mtDNS RFLP mint4zatai alapjan a
fajaggregatum tagjait harom f6 csoportba tudtdk sorolni, melyrg! utébb
kidertlt, hogy a fajaggregatumot alkot6 harom Aspergillus faj képviselsi,
név szerint az A. niger, az A. tiubingensis és az A. brasiliensis fajoké. A £6
csoportokon belll tovdbbi alcsoportokat tudtak elkGloniteni, melynek
alapja a mtDNS Haelll-Bglll restrikciés endonukledzokkal tértén6
kettdsemésztése volt. A mitokondridlis DNS mérete az A. brasiliensis
kivételével 30-33 kb k6zott valtozott. Az A. japonicus és A. carbonarius
fajokat mint kiils6 kontrollt hasznditdk az A. niger fajaggregitum
jellemzésekor. Ezek a fajok mar akkor kitintek jelent6sen eltérs

molekuldris jellegeikkel. F6ként a mtDNS méretiik alapjsn véltak érdekessé



szdmunkra, amely az A. niger komplex tagjaihoz viszonyitva kétszeres
méretet is elérhetett. A kutatdsok ezen staddiuméban keriiltem e munkét
végz6 csoportba, ahol feladatomul a két, mtDNS szempontjabél
"kilonleges™ A. japonicus és A. carbonarius izoldtumainak molekuldris

markerekkel tortén§ jellemzését kaptam,
2. Célkitiizések

Kezdeti célkit(izésiink az A. carbonarius, és A. japonicus fajok izoldtumai
variabilitdsdnak vizsgdlata, mitokondridlis genom polimorfizmusdnak
tanulmanyozdsa volt. Toérekvéseinket kés8bb az uj eredmények formaltak.
Kutatasi tevékenységlink fejlGdését kovetve az aldbbi pontokban vdzolom
megvaldsitott célkit(izéseink f6bb lépéseit:

¢ Az Aspergillus nemzetségbe tartoz6 két faj izoldtumainak molekuldris
és fenotipikus markerekkel torténd vizsgédlata. A mitokondridlis DNS
polimorfizmus tanulmanyozésa.

e Az A. carbonarius faj izoldtumainak mitokondridlis genomjai k6z6tt
megfigyelt kllonbségek értelmezése fizikai és funkciondlis térképek
készitésével, és szekvenciaszint(d elemzéssel.

* Mitokondriondlisan hordozott oligomycin rezisztens A. japonicus torzs
létrehozdsa, és ennek alkalmazdsdval mitokondrium transzmisszids
kisérletek kivitelezése.

¢ Az egyes A. japonicus izoldtumok kozott protoplasztfiziéval
végrehajtott mitokondrium transzmisszié utédainak jellemzése. A sikeres
mitokondrium  transzmisszié sordn létrejott egyik mitokondridlis
" rekombindns ut6d mtDNS-ének (fizikai térképpel és szekvencia szinten
torténd) Osszehasonlitdsa a két sz(ilGivel, a rekombiniciés események

értelmezése.



3. Uj tudomanyos eredmények

Az éltalunk vizsgélt két imperfekt gombafaj (A. carbonarius, A.
japonicus) gyGjteményes és szabadfoldi izoldtumait egyéb sajstsagok
mellett mtDNS és magi rDNS RFLP anallzisével jellemeztiik.

Az A. carbonarius fajon belll vizsgéit 15 izolstum mtDNS RFLP
polimorfizmus alapjan hdrom mitokondridlis RFLP tipust reprezentait (1a,
1b és 2). A magi rDNS alapjan a térzsek két tipusba sorolhaték {(l., 11.). Az
rDNS és mtDNS RFLP csoportok korreldciéban vannak. Az 1a és 1b
mtDNS tipust képvisel§ izolatumok az |. tipusid magi rDNS RFLP profiljat
mutatjdk, a 2. mtDNS tfpust reprezentdlé egyetlen izoldtum pedig a Il
tipust rDNS-t képviseli.

A fajra jellemz6 harom ki(lonboz6 megjelenési formaja mtDNS méreteit
mdr kutatdsunk kezdetén kiugréan nagynak talaltuk, 6sszehasonlitva az A.

niger fajaggregatum tagjaira jellemz8 értékekkel (32-33 kb) [1].

A mitokondridlis genom méretbeli kilénbségeinek értelmezése
céljabol figyelmiink a genom szervez8dése felé forduit.
Kidolgoztunk egy egyszer(i és gyors restrikciés térképezési médszert, mely
alkalmas volt a nagyméretd mtDNS-ek térképezésére.
Elkészitettik a hdrom kilonb6z6 mtDNS hat-hat enzimes fizikai, tovabb4
mitokondridlis génprébak segltségével funkcionalis térképeit.
A térképezés sordn meghatdroztuk a mitokondridlis genomok pontos
méretét, mely 1a, 1b és 2 mtDNS tipus esetén 62,0 kb, 63,1 kb és 43,3
kb-nak bizonyult. A 2. mtDNS tipust képvisel§ egyetlen, IN7 jeld izoldtum
mitokondrilis genom mérete mintegy 20 kb-sal kisebb a tobbinél. A
mtDNS és a magi rDNS mintazata is eltér a tébbi izoldtumétél, ezért

taxonémiai szempontbdl tavolabbi rokoni kapcsolatot feltételezink, s ezt
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a tipust az A. carbonarius faj alfajdnak tekintjiik.

Az 1a és 1b mtDNS-ek restrikciés térképei a kozottik megfigyelt jol
lokalizdlhaté 1,1 kb méreteltéréstSl eltekintve azonosak. Az eltérérst
okoz6 régi6é szekvenciaanallizise alapjan val6szinGsitettik, hogy az a cox2
gén egyik |. tipusi (ORF-et hordozd6) intronja, mely az 1b mtDNS-ben jelen
van, az 1a-bél pedig hidnyzik. Az intronnal tortént hibridizaci6s
kisérletekkel igazoltuk, hogy a 2. tipusi mtDNS-ben sincs jelen ez az
intron.

Intergénikus szekvencidkkal végzett hibridizaciés kisérletek ravilagitottak
arra, hogy a 2. tipusi mtDNS intergénikus régi6i is eltér6 médon
szervez8dnek. A funkciondlis térképek eredményei alapjsn a h&rom
kalonbdz6 mtDNS géntartalma és génsorrendje alapvetSen azonosnak
bizonyult.

A NADH dehidrogendz hét lehetséges alegysége kozil a ndh2 gén
kivételével mindegyik kédolva van a mitokondrislis genomokban. Az 1b
mtDNS-b6I teljesen hidnyzik a ndh2 gén. Az 1a és 2. tipusi mtDNS-ek a
gén egy 300 bp-os darabjdval pozitiv hibridizaciét mutat, a gén maradék
szekvencidival azonban nem. E szerint a ndh2 gén még részlegesen jelen
van az 1a és 2. mtDNS-ben, de ez egy atmeneti 4llapot lehet a teljes
eltdnés irényaba.

Mindezek alapjan megdllapfthatjuk, hogy az A. carbonarius faj polimorfikus
mtDNS megjelenése alapvet8en intronalis varidci6kra vezethet§ vissza,

melyet az intergénikus régiék eltér6 szervez8dése is formal [2].

Az A. japonicus fajon beltl 52, fdldrajzilag tdvoli teriletekr6l
szérmazg izoldtum polimorfizmusét tanulmanyoztuk mtDNS és magi rDNS
RFLP vizsgélatdval. A mtDNS RFLP anallzis eredményeként nyolc eltéré
tipust taldltunk. A kilénb6z6 polimorfikus csoportot reprezentsl6



mitokondridlis genomok mérete az A. niger komplex tagjaihoz képest 20-
30 kb-sal bizonyultak nagyobbnak (50 és 60 kb k6z6tt valtoztak).

A fajon belil, magi rDNS szinten polimorfizmust nem tapasztaltunk, még
az alfajként elkGlonitett A. japonicus var. aculeatus torzsek is
invaridbilisnak bizonyultak. Ma ezeket kil6n4ll6 fajként A. aculeatus néven
tartjdk szamon [3].

Mitokondrium transzmissziés Kkisérleteket végeztink az A.

japonicus faj és kozeli rokon A. aculeatus mtDNS RFLP csoportjait
képvisel§ torzsek irdnydba. Donor partnerként mindig az 1. csoporthoz
tartoz6 mitokondridlis oliR torzset alkalmaztuk. A mitokondrium
transzmisszi6k az A. aculeatus irdnyaba tortént 4atviteltSl eltekintve
sikeresnek bizonyultak. A sikertelenség az A. aculeatus 6nall6 fajként valé
elkllonftésének tovabbi bizonyitékanak tekinthet6.
A tobbi mitokondrium atviteli kisérlet soran valédi mtDNS rekombinaciés
és egyszerd mitokondrium helyettesitési események jstszédtak le
transzferparonként kalonb6z8 gyakorisdggal, véltozatos eloszldsban.
Fontosnak tartjuk azt, hogy az A. japonicus fajon beldli mitokondrium
transzmisszidkat kovetGen nagy gyakorisaggal jottek Iétre mitokondrium
helyettesftett utédok, az A. niger fajaggregdtum korében végzett
mitokondrium transzmissziékhoz képest [4).

Egy kivélasztott rekombindns utéd fizikai térképének és bizonyos
régidinak a szllGivel tortén6d szekvenciaszint( 6sszehasonlitdsa sordn
megaéllapitottuk, hogy a rekombindns ut6d alapvet8en a donor mtDNS-ét
6rokli, mely a recipiens sz0l6 szekvenciai &ltal médosul. A rekombingns
utéd és a donor mtDNS szervez6dését Gsszehasonlitva szekvenciaelemzés
sorén, két tavoli régiéban bekdvetkez§ intronmozgast detektaltunk. Ezek

a cob és a cox1 gén szekvencidit érintették. A cob génbe egy recipiens



eredetd 1149 bp méretld (ORF-et hordozd) . tipusu intron inszertal6d4sat
mutattuk ki. A cox1 gént érint6 rekombiniciés valtozdsok dsszetettebb
intronmozgdasra utaltak. Egyrészt azonosftottuk egy recipiens eredetd
1359 bp méretG (ORF-et hordoz6) |. tfpusy intron inszertalédasat a
vizsgélt cox1 fragmentum downstream régi6jdnak egyik exonjdba,
masrészt ezen fragmentum upstream irdnydban egy intron szerzéssel és
intronvesztéssel jar6 6sszetett eseménysorozatot is valészinGsftettink. Ez
ut6bbi folyamat a donor 1230 bp-os (ORF-et hordozé) |. tipusi intronjanak
elvesztését kovetS 1239 bp-os recipiens eredetd (ORF-et hordozé) 1.
tipust intron inszertdl6ddsabdl 4llt. Az események sorrendjének
megAllapitasit az tette lehet8vé, hogy a két ellentétes irdnyd esemény
egymastél néhany nukletid tdvolsdgra kdvetkezett be, s tudjuk azt, hogy
az intronok szekvenciafelismer§ motivumai legaldbb 18 bp nagysdaguak.
Ebbé&| kévetkezik, hogy a fenti két szekvenciafelismer§ motivum atfedést
mutat. [gy a recipiens intron csak akkor inszertsl6dhat, ha azt megel6z6en
a donor adott intronjdnak kiugrisa kdvetkeztében helyredll a recipiens
intron restrikciés hasit6hely felismer8 motivuma. A rekombinédns utéd ezen
kett6s esemény 4ltal érintett régidjdban exondlis szekvencia-
strendezBdéseket is megfigyeltink a donorhoz képest, melyek az
intronvesztés és nyerés sordn generaiédtak.

Az introndlis szekvencidkat hibridiz4ciés prébaként felhasznélva a tobbi
rekombindns utéd introntartalmara vonatkozéan is szereztiink ismereteket,
mely sordn bizonyos transzmisszi6kb6l szdrmazé utédokban az
intronvesztés elSforduldsdnak nagy gyakorisdgat detektdltuk. Ez a
gyakorisadg, melynek létrejottét kisérleti rendszeriinkben megfigyeltik, a
szakirodalom 4ltal hivatkozott adatokhoz képest nagysdagrendekkel
nagyobb [4].

Osszegezve, kisérleteinkkel a természetben lejatsz6d6 mitokondriélis



rekombindciét modelleztik. A mitokondrium transzmisszi6k sordn létrejott
rekombinans utédok mtDNS vizsgélatdval igazoltuk, hogy a rekombinéciés
események az intronok mozgdsan alapulnak. A jelenség részletes
tanulményozésa, pontos megismerése a jov6ben komoly gyakorlati
felhasznéldsi lehetSséget jelenthet (génterépia). Valdszindsithets, hogy az
imperfekt fajok esetében tapasztalt nagyfoku intraspecifikus mtDNS
polimorfizmus a természetben lejatsz6d6 rekombiniciés események
kovetkezményeként jott létre. Kisérleti rendszerink nagy gyakorisagi
intronmozgds megfigyelését biztositia, a molekuldris torténések jo
modelirendszere, a transzmisszi6 eredményességére vonatkoz6 vizsgalatok

pedig a sejtmagtdl figgetien kompatibilitasi viszonyok értelmezését segiti
[4].
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