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1. Bevezetés

A JATE Mikrobiologiai Tanszékének tradicionalis kutatast
terilete a gomba protoplasztok fuzigjan alapuld génatwitel
tanulmanyozasa. A témaban. elért jelentds eredmények vezettek a
paraszexualis keresztezések soran megnyilvanuld inkompatibilitas
jelenségének vizsgalatahoz. A taxonomiai egységek hagyomanyos
fogalmi koriilirasa alapjan a kompatibilitas: hatarok nem voltak
értelmezhetéek.  Olyan jellegeket kerestek, amelyekkel a
fonalasgombakat gy lehet jellemezni, hogy azok esetleg
magyarazatot adnak a kompatibilitasi viszonyokra 1s. Megkezdddtek a
fonalasgombak ¢sszehasonlitd feno- és genotipikus elemzései. A
jellemzésekre bevezetett Uj modszer volt az izoenzim analizis, a
sejtmagi riboszomalis RNS gének (rDNS) RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) vizsgalata, a mitokondrialis DNS
(mtDNS) RFLP vizsgalatok, tovabba a RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) analizis. A fajok kozotti jelentds diverzitas mellett
hatarozott intraspecifikus polimorfizmust detektaltak, mely kilondsen
az imperfekt fajok esetében volt erdtelies. A legszembetlinébb
genetikai variabilitast az extrakromoszomalis elemek mutattak. Sem a
nuklearis, sem az extrakromoszomalis polimorfikus bélyegek és az
inkompatibilitas jelensége és szintje kozott eddig kozvetlen ok-okozati
kapcsolatot nem sikerult bizonyitani, azonban a  virusok,
mitokondriumok  sikeres  transzmisszidi nem  kompatibilis
kapcsolatokban jelentésen hozzajarultak a kompatibihtasi viszonyok

értelmezéséhez.



. Az Aspergillus nemzetségen belul a Nigri szekcioban
kezdédtek el a legrészletesebb vizsgalatok. Raper és Fennell (1965) az
Aspergillus nemzetséget 18 fajcsoportra osztotta. Az Aspergillus
niger fajcsoporton beliil 7 fajt kilonitettek el (Al-Musallam, 1980),
melyek kozil az A. niger egy gyujtéfajként, fajaggregatumként
foghato fel, melybe nagyszamu gyljteményes torzs és szabadfoldi
izolatum sorolhatd. Az Aspergillus niger fajaggregatumba tartozo
torzsek rDNS-einek és mtDNS-einek Osszehasonlito vizsgalata
nagyfoka polimorfizmust mutatott. A rDNS Smal emésztett
mintazata, illetve a mtDNS Haelll-Bg/II kett6semésztés utani profilja
alapjan az Aspergillus niger fajaggregatum torzsei harom f0
csoportba sorolhatok. Ezek a csoportok az Aspergillus niger, az A.
tubingensis és az "A. brasiliensis" fajoknak felelnek meg. MtDNS
RFLP szempontjabol az 1-es és a 2-es mtDNS csoportokon beliil
tovabbi alcsoportok kulonithetok el (la-le és 2a-2f) (Kusters van
Someren és mtsi, 1991; Varga és mts;, 1993, 1994). Az "4.
brasiliensis" fa) esetében eredetileg mtDNS polimorfizmust nem
tapasztaltak, eredményeink szerint azonban legalabb kétféle mtDNS
restrikcids mintazat jellemzi ezt a csoportot (Toth és mtsi, 1997).

A fekete Aspergillus fajok imperfektek, szexualis életciklussal
nem rendelkeznek. Genetikai rekombinaci6 egyedil a paraszexualis
ciklus soran jatszodhat le. A paraszexualis uton torténd genetikai
informacio atvitelt azonban az imperfekt gombak korében a nagyfoka
heterokarion inkompatibilitas korlatozza, melynek hatterében egy
osszetett genetikai rendszer all (Glass és Kuldau, 1992; Leslie, 1993).
A kompatibilitasi rendszer megakadalyozza a nuklearis allomanyok
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keveredését, ugyanakkor bizonyos kériilmények kozott lehetdséget
nyujt az extrakromoszomalis elemek transzmisszidjara, és azok
esetleges rekombinalodasara.

Az A. niger fajaggregatum torzser kitling  kisérleti
objektumnak  bizonyultak a mtDNS  szervezddésének  és
rekombinaciojanak  wvizsgalatara, mivel kiterjedt intra-  és
interspecifikus mtDNS polimorfizmus jellemzi ezt a csoportot. A
fekete Aspergillus fajok esetében fajon belil kiterjedt a heterokarion
inkompatibilitas; rokon fajok kozott egyaltalan nem, de az egy fajba
tartozo 1zolatumok kozott 1s csak igen ritkan hozhatdk létre
heterokarionok (Kever és Varga, 1994). Az inkompatibilitis nem
hidalhato at protoplasztfuzio alkalmazasaval, heterokarionok nem
jonnek létre, de az izolatumok kozoétt mitokondrium transzmisszio

megvalésithato.
2. Célkitiizések

1. Mitokondrium atvitel kisérletek kivitelezése — kihasznalva a
mitokondrialis oligomycin rezisztencia direkt szelekcios
lehetOségét — az A. niger fajaggregatum kiilonb6zé mtDNS
RFLP csoportjaiba tartozo torzsei kozott, melyeket sejtmagi
komplementacid szempontjabél a teljes inkompatibilitas
jellemez. Annak a feltevésnek az igazolasa, hogy mtDNS
rekombinacié olyan esetekben is lejatszodik, ahol sejtmagi
szinten nincs kommunikaci6é az atvitelben szerepld két sziiloi

torzs kozott.



2. A természetben is bekovetkezd rekombinaciés események
modellezése olyan kisérleti rendszerrel, ahol 1zogénikus
eredetll, de eltérd szervezddési mtDNS-t hordozo torzsek
heterokarionokat képeznek szelekcids nyomas alkalmazasa
nélkdl.

(V8

Az egyes fekete Aspergillus izolatumok mtDNS-einek
jellemzése, a nagyfokd polimorfizmus szekvencia szinti
értelmezése.

4. A mitokondrium transzmissziok soran létrejott utodok
mitokondrialis DNS-ének jellemzése fizikai és funkcionalis
térképek létrehozasaval és osszehasonlitasa a sziiléi mtDNS-ek
szervezOdésével, a rekombinacids események szekvencia szintl

elemzése.
3. Alkalmazott modszerek

Munkank soran a mitokondriumok atvitelét protoplasztfuzio
segitségével valdsitottuk meg. Heterokarionok létrehozasahoz
paraszexualis technikat alkalmaztunk, a keresztezésben résztvevd
torzsek sejtmagi hatterének azonossagat PCR-RAPD technikaval
ellenériztik. A mitokondrialis genomszervezddések vizsgalata soran
mtDNS-t izolaltunk, a fizikai térképek -elkészitéséhez restrikcios
enzimes emeésztéseket, a funkcionalis térképek létrehozasahoz
hibridizacios kisérleteket végeztink. A mtDNS egyes régidinak
szekvencia analiziséhez génklonozast és PCR technikat alkalmaztuk.



4. Uj tudomanyos eredmények

Az Aspergillus niger fajaggregatumon belil sikeres intra- és
interspecifikus ~ mitokondrium  atvitelt  valositottunk  meg
protoplasztfuzioval. Donorként egy la mtDNS tipusba tartozéd
mitokondrialis oligomycin rezisztenciat hordozoé térzset alkalmaztunk.
Az oligomycin szenzitiv recipiens térzsek az 1b — le, 2a — 2f, illetve
3-as mtDNS csoportokba tartozo izolatumok voltak. A mitokondrium
transzmisszi6 minden RFLP csoport iranyaba sikeres volt. A fuziot
kovetben szelekcios korilmények kozott oligomycin rezisztens
utddokat szelektaltuk. A rezisztens telepek tobbsége rekombinans
mtDNS-t hordozott, mig kisebb gyakorisaggal a donor szild mtDNS
RFLP mintazataval megegyezd mtDNS-t hordozé (mitokondrium
helyettesitéses) utddokat nyertiink.

Intraspecifikus mitokondrium transzmisszid esetén az oligomycin
rezisztens utddok egy-egy transzferparnal azonos mtDNS profilt
mutattak. Az la—1b és az la—1e mitokondrium atvitel esetében az
utddok rekombinans mtDNS-t hordoztak, mig az la—lc Aatvitel
esetében mitokondrium szubsztituciés utdédokat detektaltunk.
Interspecifikus transzmissziok esetén a rekombinans mtDNS-ek
gazdag variacigjat figyeltik meg. MtDNS rekombinacié tehat olyan
esetekben 1s lejatszodott, ahol sejtmagi szinten nincs kommunikacié
az atvitelben szerepl6 két sziildi torzs kozott (Kevei és mtsi, 1997).
Két interspecifikus atvitel esetében sikerilt egy-egy olyan
oligomycin rezisztens torzset izolalni, amely a recipiens sziild szin és

auxotrofia mutaciojat hordozza, de mtDNS profilla megegyezik a



donor szilé mtDNS-ének RFLP mintazataval. Ezeket a
mitokondrium  szubsztitucios  torzseket sejtmagi  szempontbol
izogeénikus, oligomycin szenzitiv sziillével kompatibilis kapcsolatban
kereszteztik. Igy  szelekcios nyomas alkalmazasa  nélkiil
tanulmanyozhattuk a mitokondrium 6roklodést heterokariotikus
hattér jelenlétében. Kisérleteink eredményei bizonyitékul szolgalnak
arra, hogy 1zogénikus sejtmagi hattér mellett a kevert mitokondrium
populacid6  befolyasolhatia a  kompatibilitdsi  reakciokat. A
mitokondrialis DNS rekombinacidja a heterokarionokban is nagy
gyakorisaggal lejatszodott. A novekvd heterokarion heteroplazmonja
gyorsan stabilizalodott, oligomycin szenzitiv és rezisztens szektorok
jottek létre. Egy-egy szektor homoplazmont reprezentalt. A
mitokondnalisan oligomycin rezisztens és szenzitiv utddok sziildi
szegregacio és rekombinacios események kovetkeztében jottek létre.
Transzferparonként tobb rekombinans tipust figyeltiink meg, melyek
tobbsége megegyezett a szelekcids nyomas alatt véghezvitt
transzmisszidk sorédn észlelt gyakoribb rekombinans RFLP tipusokkal.
Ezen  eredményeink  evolucios  jelentésége  nagy, mivel
valoszinUsithetd, hogy a természetben is lejatszodhatnak hasonld
folyamatok és hozzajarulhatnak a fekete Aspergillus torzsek mtDNS-
einek nagyfoku variabilitasanak kialakulasadhoz (Toth és mtsi, 1998).
Elkészitetttk négy, az A. niger faj kulonb6z6 mtDNS
alcsoportjait reprezentald torzs €s az intraspecifikus mitokondrium
atvitelekbdl szarmazo egy-egy oligomycin rezisztens utdod mtDNS-
einek fizikai, valamint az A. midulans mtDNS-ébol szirmazo

génprobak segitségével funkcionalis térképeit. Az Aspergillus niger



fajba tartozo torzsek mitokondrialis genommeéretiikben alig térnek el
egymastol, géntartalmuk is azonos. A részletes fizikai térképek
segitségevel a kozottik 1évé méretbel killonbségeket a cox1 génre és
a tdéle upstream elhelyezkedd intergénikus régiora lokalizaltuk.
Megallapitottuk, hogy a mtDNS rekombinans utédok alapvetden a
donor mtDNS-ét 6rokolték, amely a recipiens sziild cox1 génjének L
tipusu intronja altal modosult. A donor mtDNS-e a cox1 génben levo
intronjat elvesztette, majd ezt kovetden egy kozeli pozicioba a
recipiens sziild coxl intronja inszertalodott. Az la és az lc tipusa
mtDNS-sel rendelkezd torzsek esetében a coxl gén azonos intront
hordoz, a mitokondrium atvitel soran ebben az esetben a mtDNS-ek
nem rekombinalodtak, hanem az  oligomycin  szenzitiv
mitokondriumok kicserélédtek a donor szild oligomycin rezisztens
mitokondriumaira. Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy az A.
niger faj 1zolatumainak mtDNS polimorfizmusa intronalis variaciokra
és intergénikus régiok eltéré szervezddésére vezethetd wissza. A
mitokondrium atvitel eredményeként bekovetkezd rekombinacios
esemény egy intronvesztéssel €s -szerzéssel jard Osszetett folyamat
(Toth és mtsi, 1999).

Elkészitettik az 4. tubingensis faj 2b tipusi mtDNS-t hordozd
torzse, az la—2b mitokondrium atvitelbdl, és az anasztomodzisos
kisérletekbol ~ szarmazd  kilonb6zé  rekombinans  tipusokat
reprezentald utdédai mtDNS-einek fizikai térképeit. Eddigi
eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a mtDNS rekombinans
utdédok valamennyien a donor szild oligomycin rezisztens mtDNS-ét
orokolték, mely a recipiens sziild bizonyos szekvenciarészleteivel



modosult. A méretét tekintve legnagyobb eltérés a coxl régiora
lokalizalhatd. Hibridizacios kisérletekkel igazoltuk, hogy a recipiens
sziillo és a mtDNS rekombinans utddok cox1 génjer a donor sziild
cox1 génjének intronjaval homoldg intront hordoznak. Szekvencia
adatok alapjan a coxl gént érintd6 rekombinacids esemény egy
intronszerzéssel jar6 folyamat, melynek soran a donor mtDNS-ének
cox1 génjébe a recipiens sziilld cox1 intronjai éptlnek be. A szelekcids
nyomas nélkil véghezvitt mitokondrium atviteli kisérletek soran a
mtDNS-ek ugyanazon régioit érintették a rekombinacid soran
bekovetkezett valtozasok, mint azt a protoplasztfuzio segitségével
létrehozott rekombinans mtDNS-ek elemzésekor megfigyeltiuk.
Kisérleteink a  természetben lejatszodd  mitokondrialis
rekombinaci6 jelenségének modellezésére szolgaltak. Az altalunk
megfigyelt rekombinacios események intronmozgason alapulnak. Az
eddigi adatok alapjan valdszinisithetd, hogy a mtDNS rekombinacio
folyamatanak kivaltasaban alapvetden a két partner introntartalmanak,

az intronok tulajdonsagainak van meghatarozo szerepe.
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