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1. BEVEZETES

A kutatasi program soran, az elektroforetikus kariotipizalas segitségével, a magi
kromoszomalis allomany jellemzését végeztik el, tovabba a fajon beliili kromoszoma
polimorfizmus (CLP) jellegét és mértékét vizsgaltuk néhany mikroszkopikus gomba
esetében. A kisérletekbe olyan nemzetségek (Aspergillus, Claviceps, Mucor, Penicillium
¢és Phaffia) képviselSit vontuk be, amelyek mind az elméleti kutatas, mind a gyakorlati
felhasznalas szempontjabol fontosak. A rendszertanilag €s sejtszervezOdést tekintve is
igen eltéré fajokkal elvégzett kisérleti munka bizonyitotta, hogy a pulzaltatott mezeji
gélelektroforézis hatékonyan alkalmazhatod eljaras kilonbozé mikroszkopikus gombak

genetikai vizsgalataiban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A PFGE (PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS) TECHNIKA

2.1.1. A genetikai allomany vizsgalatanak korlatai mikroszkopikus gombaknal.

A mikroszkopikus gombak esetében a genetikai analizis egyik alapfeltétele a
konnyen alkalmazhato genetikai markerek megléte. Klasszikus genetikai markerekkel
(legtobbszor auxotrofia és rezisztencia marker) jelolt szervezetek alkalmazasaval
lehetdség nyilik kilonboz6 genetikai felépitésii gombatorzsek keresztezésére, hibridek,
illetve rekombinans torzsek eldallitasara (Peberdy, 1985). Ez a megkozelités, szamos
esetben jarult hozza elméleti, vagy gyakorlati szempontbol fontos gombatorzsek
genetikai allomanyanak megismeréséhez. Az ilyen markerek (mutaciok) bevitele,
elsésorban az ipari torzsek jelentds részében elénytelen (Ball, 1985). Tovabbi akadalya
lehet a klasszikus genetikai elemzésnek a szexualis ciklus hianya is.

A genom analizis egy masik, a magasabbrendd eukariota sejtek esetében jol bevalt
modszere a kondenzalt kromoszomak fénymikroszkopos vizsgalata. A gombak esetében
a kisméreti metafazisos kromoszomak megnehezitik az ilyen citologiai kariotipus
meghatarozast (Mills €s McCluskey, 1990). A kromoszomak szamanak €s nagysaganak
preciz meghatarozasat az elektronmikroszkopos vizsgalatok sem biztositjak (Carle és

Olson, 1985).

Mindezen korlatok eredményeként, a 80-as évekig csak néhany, a genetikai
alapkutatasban intenziven vizsgalt gombafaj esetében allt rendelkezésre érdemi
informacio a genetikai allomany szervezédésérdl. Ez a helyzet a PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, a tovabbiakban: PFGE; Schwartz €s mtsi., 1982) megjelenésével
dramaian megvaltozott. E16szor valt lehetévé a gombasejt kromoszomalis allomanyanak

kozvetlen tanulmanyozasa.



2.1.2. Kromoszomalis DNS molekulik elvilasztisa pulzaltatott gélelektroforézissel.

A 80-as évekig az egyedil alkalmazhato DNS gélelektroforetikus modszer a
hagyomanyos gélelektroforézis volt, amely viszonylag kisméreti DNS fragmentek
elvalasztasat tette csak lehetévé (Cantor és mtsi., 1988; Heller és Pohl 1989). Ezen
rendszerben a gélmatrix méret szerinti szeparald képessége csak egy bizonyos
molekulaméretig érvényesul. A kritikus kiszobértéknél (20 kb) nagyobb DNS
molekulaknak mar torzulniuk kell ahhoz, hogy a gélporusokba beférhessenek, melynek
kovetkezményeként az elektromos erétér hatasara megnytlt molekulak nagysagtol
fuggetlentil azonos sebességgel fognak vandorolni (Carle és mtsi., 1986; Lai és mitsi.,
1989).

Az intakt kromoszomalis DNS molekulak gélelektroforetikus elvalasztasanak
otlete mar a 70-es évek végén megszuletett (Fangman, 1978). Ezekben a korai
kisérletekben az agardzkoncentracio, illetve a fesziiltséggradiens csokkentésével
probaltak a gélelektroforetikus elvalasztas hatékonysagat novelni. Tobb technikai
problémat azonban nem sikerilt kikiiszobolni: a gélben a DNS molekulak csak nagyon
lassan haladtak, zavaro saveltolodasok jottek létre, tovabba a 0,4%-nal alacsonyabb
voltak.  Ugyanakkor, a kulonb6z6 moddositasok ellenére, a hagyomanyos
gélelektroforézis nehany szaz kilobazisparnal nagyobb DNS molekulak elvalasztasara
nem alkalmas (Lai €s mtsi., 1989).

A PFGE technika megalapozoi kozé tartozik Klotz és Zimm (Klotz és Zimm,
1972), akik az altaluk kidolgozott viszkoelasztikus technikaval kimutattak, hogy az
elektromos tér okozta fesziltséggradiens hatasara a DNS molekula eltorzul,
allapotaba. Bizonyitottdk, hogy egy bizonyos molekulanagysagon tal a DNS
viszkoelasztikus relaxacios ideje aranyos a molekulasullyal.

[

felismerése tette lehetdvé annak az elvalasztasi technikanak a kifejlesztését, melyet a 80-



-as evek elején Schwartz és munkatarsai dolgoztak ki. A pulzaltatott mezejl
gélelektroforézis (PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis) utat nyitott a rendkiviil
nagyméreti DNS molekulak elvalasztasahoz, €s kozvetlentl vizsgalhatova valtak az

eukariotak kromoszomalis DNS készletei. (Dixon és Kinghorn, 1990).

2.2. A PFGE ELVE ES MECHANIZMUSA
Ezen eljaras lényege, hogy két, egymast valtd €s egymassal szoget bezard
elektromos tér hatasara a toltéssel rendelkez6 DNS molekulak allando orientalodasra €s

reorientalodasra kényszertilnek a vandorlasuk folyaman. Azt az id6t, amely alatt egy

adott iranya mez6 aktiv, pulzusidének nevezzik (Smith ¢€s mtsi, 1988).
\\
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1. abra. A DNS-vandorlas sematikus abrazolasa alternaléo elektromos tér
hatasara (Smith €s mtsi., 1986)

Minél nagyobb az elvalasztand6 DNS  molekula, annal nagyobb a
konformaciovaltozashoz sziikséges id6 (Birren és Lai, 1993). A kisebb DNS molekulak
tehat gyorsabban alkalmazkodnak a megvaltozott elektromos tériranyhoz és ezért

gyorsabban haladnak mint a nagyobbak (Schwartz és Koval, 1989; Deutsch, 1988). A



kisebb molekulak ezen mobilitasbeli el6nyébdl kovetkezden, (feltéve, hogy a DNS
molekulak konfiguracio valtozasaihoz sziikséges id6 rovidebb, mint a pulzusidé hossza)

a DNS molekulak nagysag szerint elvalnak (1. abra).

2.3. A PULZALTATOTT ELEKTROMOS MEZEJU GELELEKTROFORETIKUS
KESZULEKEK BEMUTATASA

A PFGE elvének gyakorlati megvalositasara tobb technikai megoldast is
kidolgoztak; igy példaul az OFAGE (Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis;
Carle és Olson, 1984), a FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis; Carle és mtsi. 1986)
a CHEF (Contour Clamped Homogeneous Electric Field, Chu és mtsi. 1986), a TAFE
(Transverse Alternating Field Electrophoresis; Gardiner €s mtsi., 1986), a RFG (Rotating
Field Gel Electrophoresis, Ziegler és mtsi., 1987), vagy a PACE (Programmable
Autonomously Controlled Electrode; Clark és mtsi., 1988) rendszert. Lényegében
valamennyi PFGE késziilék az eredeti elektrodgeometria valamilyen modositasaval jott

létre.

2.3.1. Nem valtoztathato reorientacios szogi késziilékek

2.3.1.1. PFGE (Schwartz és Cantor, 1984)

Két elektromos erdtérbdl all: egy katodsor és egy pontanod létrehozta inhomogén
elektromos térbol és egy katod- illetve anodsor elGidézte homogén elektromos erétérbol.
A modszer a gélelektroforézissel torténd elvalaszthatosag mértékét mintegy 40-szeresre
novelte. A képzddott savok kvantitativ kiértékelése a savok elhajlasa miatt azonban

nehézkes (2. ébra).
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2. abra. A PFG felépitésének vazlata

2.3.1.2. OFAGE (Carle és Olson, 1984)

Az OFAGE két hosszu platinium katodbol és két rovid anodbol allo, ket
inhomogeén elektromos eréteret létrehozo készulek (3. abra). Ez a felépités az egyes
futasi savok Osszehasonlithatosagan javitott, de a kiértekelés tovabbra is nehezkes
maradt. (Carle és Olson eredetileg ugy veltek, hogy az elvalasztashoz inhomogen eréter
kell.) Az elektromos erétér inhomogenitasa €s a reorientacios szog valtozasa miatt
azonban a DNS molekulak kilonbozd sebességgel mozdulnak el a gélben, mely a futasi
savok torzulasat okozza. A savok kilonbozdé meértéki elhajlasa lehetetlenne teszi a

meretek pontos meghatarozasat.

2.3.1.3. FIGE (Carle, Frank és Olson, 1986)

Ez a technika igazolta, hogy a kromoszomalis méreti DNS molekulak
elvalasztasahoz nem sziikséges az inhomogén erétér. A FIGE elektroforetikus
berendezésnél (4. abra), mely 20 kb és 750 kb kozotti molekulasuly tartomanyban
alkalmazhato igen jol, a 180°-0os reorientacios szoget az elektromos mezo

megforditasaval egyetlen elektrodpar hozza létre (Roy €s mts. 1988). Az elérehato
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pulzus kb. haromszor hosszabb id6tartamu, mint a visszafelé hato pulzus (Heller és Pohl,
1989) (4. abra). Ugyanakkor a FIGE nagy hatranya, hogy a DNS molekula mérete nem
hatarozza meg egyértelmien a gélben torténd elmozdulas mértékét, azaz teljesen

kiilonb6z6 meéretd molekulak gyakran azonos pozicioba vandorolnak (Carle, 1992).

0
AN &

3. abra. Az OFAGE felépitésének vazlata

3 sec.

] sec.

4. abra. A FIGE felépitésének vazlata

10



2.3.1.4. CHEF (Chu, Vollrath és Davis, 1986)

A CHEF rendszer esetében (5. abra) a hexagonalisan elhelyezkedd 24 elektroda
két szigorian homogén elektromos erGteret hoz létre, amelyek 120°-0s szogben
valtakoznak. A CHEF alkalmas mintegy 80 kb-tol a 12-13 Mb-ig terjedé molekulasuly
tartomanyba esé DNS molekulak elvalasztasara (Orbach és mtsi.,, 1988). A homogén
elektromos erdtér hatasara kialakulo parhuzamos futasi savok pontos kiértékelést

tesznek lehetéveé (Cantor és mts.1988).

8+ A+

5. abra. A CHEF felépitésének vazlata

2.3.1.5. TAFE (Gardiner, Laas és Patterson, 1986)

A tobbi PFGE modszerrel ellentétben a gél fuggblegesen helyezkedik el az
elektrodparok kozott (6. abra). Az elvalasztasnal a gél vastagsaga jatszik dontd szerepet,
mig a g€l hosszisaga nem befolyasold tényez6. Felhasznalasaval, az alkalmazott
pulzusid6tdl fuggden (1 s - 90 min), 2-9000 kb nagysagu DNS molekulak valaszthatok
szét (Stewart és mtsi, 1988). A gél hosszaban sem a reorientacids szog, sem az
elektromos téreré nem allando. A reorientacios szog a gél tetejétdl az aljaig 115° - 165° -
ig valtozik, mig a térerd ugyanilyen iranyban csokken (Gardiner, 1992). A reorientacios
sz0g ¢€s az elektromos térer6 valtozasa a DNS molekulak valtozd sebességl
elmozdulasat idézi el6, mely azonban é€les sav elvalast és jo felbonthatosagot ad (Ferris és

mtsi., 1989).

11
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6. abra. A TAFE felépitésének vazlata

2.3.1.6. ZIFE ( Turmel, Brassard, Slater és Noolandi, 1990)

A FIGE elektroforetikus rendszer modositasa a ZIFE. Elmozdulas ugy jon létre,
hogy a visszafelé hato elektromos erétérnél alkalmazott kisebb fesziiltséggradiens €s a
hosszabb futasi idd, valamint az elGrehatd fesziiltség és pulzus id6 szorzata kozelitéleg
egyforma (Noolandi és Turmel 1992) (7. abra). Maximalis felbontast akkor kapunk,
amikor az el6rehaté és a visszahatd fesziiltség x pulzus idc’i aranya 1, vagy ennél
nagyobb. A standard FIGE technikaval 6sszehasonlitva a ZIFE rendszert a minimalis sav-

inverzio és az €lesebb savfelbontas jellemzi.

E, p—
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7. abra. A ZIFE rendszer elektromos pulzusa.



2.3.2. VALTOZTATHATO REORIENTACIOS SZOGU KESZULEKEK

2.3.2.1. RGE (Southern, Anand, Brown és Fletcher, 1987; Serwer, 1987)

A keészilékben elhelyezkedd elektrodparok kozotti szog valtoztathato. Az
elvalasztas soran a gélt ebben a szabadon valaszthato szogben periodikusan elforgatjak
(8. abra). A gél forgatasi frekvenciajanak varialasaval elsGsorban az 50-7000 Kb kozotti
molekulak valaszthatok el jol (Lai és mts. 1989). A modszer hatranya, hogy a stabilitasi
hasznalhatok (Eby, 1990), tovabba, hogy a szog és a pulzusidé csak manualisan allithato

¢s a mechanikus atfordulas is id6veszteséggel jar.
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8. abra. Az RGE felépitésének vazlata

2.3.2.2. RFG (Ziegler és mtsi., 1987)

A homogén eréteret létrehozd elektrodparok nem helyhez kotottek, hanem
mechanikailag szabadon mozgathatok (9. abra). A Rotaphor® néven ismert késziilék
(Biometra, Németorszag) példaul 90° és 225° kozotti szogtartomanyt képes atfogni
(Ziegler és Voltz, 1992). Az elektrodparok kozotti szog valtoztatasa lehetévé teszi a
nagymeéretlii DNS molekulak gyorsabb és kitling felbontast eredmeényezd elvalasztasat. A

Rotaphor® hatékonysaga igazolja azt a felismerést, hogy a PFGE elvalasztas egyik Py
I

legjelent&sebb befolyasold tényezdje a reorientacios szog (Birren és mtsi., 1988): 95°-nél/

>



kisebb szogben a DNS molekulak nem valnak el; 95°-nal a DNS molekuldk gyorsan
haladnak a gélben, de nem adnak éles savot; 160°-nal viszont a savok nagyon é€lesek, de
a vandorlas tal lassa. Optimalis paraméterezéshez ezért fix szogbeallitasnal 120°-t, mig

szogalternalo futasnal 100°-tol 130°-ig valtozd szoget célszerli alkalmazni (Ziegler és

Volz, 1992).

Cathode

x

* * . . )
Angle displayed is 120°

X

Agarose gel

9. abra. A RFG felépitésének vazlata

2.3.2.3. PHOGE (Bancroft és Wolk, 1988)

Ebben a kevésbé elterjedt rendszerben az elektromos tér inverziojaval és

pulzaltatasaval a DNS molekulak ciklusonként négyszer reorientalodnak 90°-0s szogben

(10. abra).

%o r—J .0/_
e o ; I .>.

10. abra. A PHOGE felépitésének vazlata

14



15

2.3.2.4. PACE (Clark, Lai, Birren és Hood, 1988)

A futtatas minden paraméterének kulon beallithatosaga és pontos ellenérzése adja a
PACE rendszer flexibilitasat (Lai és mtsi.,, 1989), amely gyakorlatilag korlatlan szamu,
alkalmas. A CHEF rendszerrel ellentétben, az egyes elektrodokon felléps fesziiltség
szamitogép segitségével egymastol fliggetlenil szabalyozhatdé. Az igy kialakult
elektromos erdtér nagysagat az egyes elektrodok fesziiltségeinek 0sszege hatarozza meg.
Optimalis esetben az elvalasztas valamennyi paramétere, koztiik a reorientacios szog is
valtoztathatdo, ami a 8-10 Mb-nal nagyobb kromoszomalis DNS-ek elvalasztasat is

lehetdvé teszi. A rendszer nagy hatranya a bonyolult hardware rendszer miatti magas ar.

24 A KROMOSZOMALIS DNS MOLEKULAK ELVALASZTASAT BEFOLYASOLO
TENYEZOK
2.4.1.Pulzusido

Schwartz és Cantor mar 1984-ben felismerte, hogy ez az egyik legfontosabb
tényezd, amely a DNS molekulak szétvalasat befolyasolja. Egyszerdsitve: minél nagyobb
a szeparalando6 DNS molekula, annal nagyobb pulzusidét kell alkalmazni. A FIGE-nél
jelentkezett elészor a "switching time ramping" (réviden "ramping" = rampa) fogalma
(Carle és mtsi., 1986). A "rampa" folytonosan (linearisan vagy, logaritmikusan)
emelked6 pulzusintervallumok sorozata, amely igy a kisebb és a nagyobb DNS
molekulak egyidejd elvalasztasat is lehetévé teszi. A pulzusidé minimalis valtoztatasa
jelentds kulonbségeket hoz létre a DNS molekulak elmozdulasaban (Vollrath és Davis,
1987). Rovidebb pulzusok megkonnyitik a DNS kilépését az agaroz blokkbol a gélbe
(Gunderson és Chu, 1991): ugyanezt a jelenséget tapasztaltak a megnovelt térerésség

esetében 1is.

15
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2.4.2.Fesziiltséggradiens

A fesziltséggradiens az elektrodparok kozott fellépd potencialkilonbség, mely a
gélben a DNS molekulak elmozdulasat eredményezi. Az elektroforézis soran a fesziiltség
valtoztatasaval nemcsak az elmozdulas mértékét, hanem a molekulak elvalaszthatosagat
is befolyasoljuk. Példaul a térerésség kétszeresre emelése négyszeresre noveli a
vandorlasi sebességet (Gunderson és Chu, 1991), vagy a fokozatosan emelkedd
feszultségrampak elésegithetik a DNS molekulak egymastol torténd szétvalasat (Smith
¢s Cantor 1987). Lényeges azonban, hogy optimalis elkiilontilést csak a pulzusidé és a
feszultséggradiens harmonikus Osszehangolasa biztosithat, amit "effective switching
time"-nak neveziink (Smith és mtsi., 1987). Alacsonyabb fesziiltség élesebb savokat
eredményez (Smith és mtsi., 1988), de Osszehasonlithato felbontast csak hosszabb
pulzusidével torténd egyiittes alkalmazaskor kaphatunk. Az elvalasztand6 DNS
molekulak mérettartomanya megszabja az alkalmazhato fesziltséget (Birren és mtsi.,
1988), ugyanis minél nagyobb a DNS molekula annal kisebb fesziiltséggradiens biztosit

megfelel$ elvalasztast.

2.4.3. Homérséklet

A hémérsékletet novelve csokken a puffer viszkozitasa, melynek kovetkeztében
megné a DNS vandorlasi sebessége (Serwer, 1987). Azonban, 34°C-nal magasabb
hémérsékleten a savok diffizza valnak és élességiik szamottevéen csokken (Birren €s
Lai, 1993). Mivel a DNS molekuldk a homérseklettdl figgben killonbozd sebességgel
mozdulnak el a gélben, a megfelel6 elvalasztashoz mind a pulzusidét és a
fesziiltséggradienst, mind a puffer ionerésségét is modositani kell. Magasabb hdmérséklet
mellett rovidebb pulzusidd, kisebb fesziiltséggradiens és alacsonyabb ionerdsség

sziikséges az azonos mértékd elmozdulashoz.

16



17

2.4.4 Agaroz koncentracidja és tipusai

Az agarozkoncentracidé novelése csokkenti a DNS molekulak vandorlasi
sebességét, ugyanakkor a porusméret csokkenése jelentésen noveli a savok élességet.
Ezért az alkalmazott gélkoncentraciot mindig az elvalasztando DNS molekulak
mérettartomanyanak megfelelGen kell megvalasztanunk (Smith és mtsi., 1986). Altalaban
nem célszeri a hOmérséklet emelésével és az agardzkoncentracid csokkentésével a
vandorlasi  sebességet novelni. Az alkalmazott agar6z mindsége, ugymint
huzoszilardsaga, toltéssel rendelkezd alkotoelemeinek szama (EEQO), valamint az agar6z
tisztasaga szintén nagy jelentOséggel bir (Cantor és mtsi, 1988). A nagyobb
huzoszilardsagu gél konnyebben kezelhetd, az alacsony EEO-u agar6zbol késziilt gélben
a DNS gyorsabban fut mint a magas EEO értékiiben (Lai és mtsi. 1989), az agar6zban
DNS molekulak elvalasztasahoz barmely alacsony EEO-u agar6z jol hasznalhato, mig az
ennél nagyobb DNS molekulak szeparalasahoz, a futasi id6t jelentésen csokkentd, a

PFGE technikakhoz ajanlott, specialis agar6z hasznalhato.

2.4.5.Reorientacios szog

Kisebb reorientacids szog alkalmazasaval a futasi id6t jelentGsen megrovidithetjik
(Biren ¢s Lai, 1993). Ha a reorientaciés szoget 120°-rol 96°-ra csokkentjik, a
Schizosaccharomyces pombe (Sch. pombe) kromoszoémalis DNS molekulak 72 h helyett
mar 24 h alatt szeparalédnak (Lai és mtsi, 1989). Azokban a gélekben, ahol a
reorientacios szog fokozatosan nd, a DNS molekulak vandorlasi sebessége fokozatosan
csokken. Az ilyen készilékek a valtozatlan reorientacios szogl rendszerekhez
viszonyitva élesebb savelvalast €s kozelebb elhelyezkedd savokat eredményeznek

(Vollrath és Davis, 1987).
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2.4.6. Puffer

s s

DNS molekulak mobilitasbeli valtozasat eredményezi. Alacsony ionerésségli puffereknél
(pl. 0.5 x TAE, 0.5 x TBE) megn6é a DNS vandorlasi sebessége (Birren és Lai, 1993),
ugyanakkor a fellépd pufferkapacitas csokkenés a puffer kimerulését, ezaltal az
elvalasztas hatékonysaganak csokkenését eredményezi. A TAE pufferben a DNS
fragmentek valamivel gyorsabban futnak mint TBE-ben, de a TAE-t, a puffer gyors

kimeriilése miatt sokkal gyakrabban kell cserélni.

2.4.7. A futasi ido

Hangsulyoznunk kell, hogy a pulzusidé hossza sokkal jobban befolyasolja az
elvalasztas mértékét, mint a futasi id6, ugyanis a hosszabb futasi idé csak noveli az
egyébként is szétvalt DNS molekulak kozott a tavolsagot, de nem segiti a felviteli
helyhez kozelesd szeparalatlan DNS fragmentek elvalasat. A puffer ionerdsségének
csokkentése (100-rol 40 mM-ra) a futasi id6t 160-rol 76 orara csokkenti (Eby, 1990) az

el6zd pontban emlitett kovetkezmények mellett (2.4.6.).

2.5. A KISERLETEINKBEN FELHASZNALT MIKROSZKOPIKUS GOMBAK ROVID

JELLEMZESE

2.5.1.Claviceps

A Claviceps nemzetség tagjai rozson vagy egyéb gabonan él6skodd, gyogyaszati
szempontbol jelentds anyarozs-alkaloidokat (Rehacek, 1982) termel6 fajok. Az indol-
alkaloidok kozé tartozo anyarozs-alkaloidok két formaja kulonboztetheté meg; az
ergolinvaz alapszerkezetl klavin-alkaloidok, és a lizergsav-alkaloidok: ez utobbiakhoz

tartozik a D-lizergsav és ennek sztereoizomerje, amely lényegében egy amidkotéssel
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triciklikus peptidhez vagy egy aminoalkoholhoz kapcsolodé D-izolizergsav (Bianchi és
mtsi., 1982).

A kozépkorban viszonylag sirlin fellépd anyarozs-mérgezéseket (ergotizmus), a
kenyérbe siitott anyarozstartalmi gabonamagvak okoztak. Akut formaban gorcsoket,
hanyast, tszk6sodd sebeket ("Szent Antal tiize") idéztek eld, mig sulyosabb esetben a
betegségek halallal végzddtek.

Napjaink gyogyaszataban igen széleskori a lizergsav-alkaloidok terapias
felhasznalasa (Esser és Duvell, 1984). Vajudast segitd, méhosszehuzo hatasuk miatt jol
hasznalhatok a sziilés segitésére; ugyanakkor ismertek olyan szarmazékaik is, melyek
csokkentik a simaizmok Osszehuzodasat. A periférias és a kozponti keringési zavarok
gyogyitasara €s a migrén ellen is hatasosak. Megemlitendd, hogy a lizergsav-dietil-amid
(LSD) az egyik legismertebb hallucinogén.

Az anyarozs-alkaloidokat kezdetben a parazita gombak szklerociumaibol vontak ki
(Esser és Tudzynski, 1978), mig napjainkban egyre jelentGsebbé valik a szaprofita
korilmények kozott torténd alkaloidtermeltetés. A Claviceps szubmerz kulturaban a
klavinok és egyszerl lizergsav-szarmazékok kivalasztodnak, mig a peptid-alkaloidok
tulnyomoan a micéliumban kotve maradnak (Bianchi és mtsi,, 1982). A fermentacios
korilmények optimalizalasaval és intenziv torzsnemesitéssel (Pertot és mtsi., 1990)
jelentésen fokoztak a kivonhatd alkaloidok mennyiségét. A nagy termeléképességii
torzsek gyakori degradalddasa miatt a biztonsagos alkaloidtermelés eléfeltétele a gondos
torzsfenntartas, valamint a jobb termelSképességl variansok izolalasa. Ez utobbi vagy a
hagyomanyos mutacios é€s a szelekcios modszerrel (Keller, 1983, Schumann és mtsi.,
1987), vagy (az ivaros szaporodasi fazis hianya miatt) a protoplasztfizio alkalmazasaval

torténhet (Spalla és Marnati, 1982).

2.5.2. Mucor
A Mucor nemzetség tagjai elterjedt, elsGsorban a talajbol izolalhato szaprofita

gombak; az ismert Mucor fajok szama meghaladja a 60-at. Ezen gombak gyakran
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vizsgalt modell szervezetek, elsGsorban kiilonb6zé szabalyzo mechanizmusok, szexualis
folyamatok, vagy a gomba morfogenezis tanulmanyozasakor (Orlowski, 1991). Kozottiik
szamos orvosi, ipari, biotechnologiai és mez6gazdasagi szempontbdl fontos fajt talalunk.
Orvosi terilleten ezek a gombak, mint a mukormikozist okozd opportunista patogének
erdemelnek figyelmet. Emberi és allati megbetegedést néhany mezofil Mucor pl. M.
ramossisimus, M. albo-ater, illetve gyakrabban a termofil Mucor (Rhizomucor) fajok
valthatnak ki. A mukormikozis viszonylag ritka, de igen nehezen kezelhetd betegség
(Whiteway é€s mtsi.,, 1979). Egyes Mucor torzsek jo extracellularis enzimtermeldk:
amilazt, cellulazokat, észterazokat és lipazokat termelnek (Godtfredsen, 1990). Masok a
hidroxilaloként  kertilnek  gyogyszeripari  felhasznalasra (Hogg, 1992). Nem
elhanyagolhat6 a szerepik egyes élelmiszeripari termékek (Devoyod, 1988), vagy
kilonb6zd novényi eredetii mezdgazdasagi termények karositasaban. A Mucor fajok
elsésorban alacsony hémérseéketen tarolt 1édus terményeknél, mint masodlagos raktari
kartevok keépesek kartételre (Michailides, 1991). Az alkalmanként el6fordulo
M. circinelloides, M. fragilis, M. hiemalis, M. racemosus és M. strictus mellett,
elsésorban a M. mucedo és a M. piriformis azonosithato ilyen esetekben. Figyelembe
véve az el6fordulas gyakorisagat és a kartétel nagysagat, kiemelked6 fontossagunak

tekinthetSk a M. piriformis okozta fertézések (Michailides és Spotts, 1990).

2.5.3. Penicillium

A Penicillium nemzetség, az Aspergillushoz hasonloan, rendkivil nagy fajszamuq,
az egész vilagon elterjedt nemzetség (Alexopoullos és mtsi., 1996). Képviseli
talajokban, valamint kiilonb6z0 szerves szubsztratokon egyarant megtalalhatok
(Crackower €s Bauer, 1971). Kiemelkedd gyakorlati fontossaggal birnak: egyes fajok
olyan extracellularis enzimeket termelnek, amelyek bizonyos sajtfélék (pl: Roquefort,
Camember) vagy szalamifélék érésében mikodnek kozre (Stepaniak és mtsi., 1980). Mas

esetekben ugyanakkor jelentds karokat okozhatnak tarolt termések (pl: citrusfélék, alma)

20



21

rothadasi folyamataival, de megtalalhatok még lekvaron, kenyéren, huson és egyéb
¢lelmiszereken is. A szerves anyagok lebontasaban is fontos szerepet jatszanak bizonyos
extracellularis enzimjeik (cellulaz komplex) révén (Hamlyn és mtsi., 1982).

A Penicillium fajok megbetegedéseket is kivalthatnak kulonbozd mikotoxinok
képzésével (citreoviridin, loliterm, penitrén, patulin, verrukologén), (Gallagher és Latch,
1977, Wilson és mtsi., 1968).

Egyes Penicillium fajok, igy példaul a P. notatum és P. chrysogenum, penicillin
termel6k ( Normansell és mtsi., 1979), mig a P. griseofulvum az antifungalis griseofulvin

(Harris és mtsi., 1976) termelésére képes.

2.5.4. Phaffia

A Phaffia rhodozyma (Rhodomyces dendrorhous) élesztégombat elGszor alaszkai,
€s Japan északi részeérdl szarmazo mintakbol izolaltak (Miller és mtsi., 1976). Szamos
indirekt bizonyiték halmozddott fel, hogy ez a mikroszkopikus gomba a Basidiomycetes
osztalyba sorolhato; ezek kozé tartozik példaul a karotenoid szintetizalo és az urea
hasznositd képesség, tovabba az inozitol hasznositasanak hianya, tovabba a sejtfal
jellegzetes szerkezete (Yamada €s mtsi, 1990). Szamos vizsgalat probalta feltarni a
Phaffia nemzetség ¢és mas bazidiumos éleszték rokonsagi kapcsolatait is. ElsGsorban a
sejfal szénhidrat komponenseinek vizsgalatara alapozott kemotaxonomiai elemzések
sugalltak azt, hogy a legszorosabb taxonomiai kapcsolat a Cryptococcus génusszal all
fenn (Weijman és mtsi., 1988); ugyanakkor a két nemzetség egyértelmiien elkiilonithetd
a 18S és 26S rRNS szekvencia vizsgalatok alapjan (Yamada €s mtsi., 1990). A kozvetett
bizonyitékok utan, a kozelmultban sikertlt laboratoriumi koriilmények kozott, kisérleti
uton is bizonyitani, hogy ez az éleszté a Basidiomycetesbe tartozik (Golubev, 1995); a
bazidiumképzést poliol tartalmu taptalajon sikertilt indukalni.

A P. rhodozyma iranti novekvo érdeklédés elsédleges oka, hogy a mikroszkopikus
gombak kozott egyedilallo modon, f6 szinanyagként asztaxantint (3,3’-dihidroxi-4,4’

dioxo-f-karotin) szintetizal (Andrewes és mtsi.,, 1976). Ez a vegylilet a természetben
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viszonylag ritkan el6forduld pigment; bar néhany édesvizi, illetve tengeri algaban is
megtalalhato. A mikroszervezeteken kivil egyes madarakban, rakokban, pisztrangban és
lazacban fordul el6. Az asztaxantin gazdasagi jelentGsége ez utobbi el6fordulassal
kapcsolatos. A mesterséges korilmények kozott nevelt lazac évi mennyisége ma mar
tobb mint 200.000 tonna (An, €s Johnson 1990), amelynek nélkiilozhetetlen, ugyanakkor
a legdragabb takarmanykiegészitdje az asztaxantin. Bar szintetikusan is eldallithato, de
rendkiviill dragan; raadasul a fogyasztoi elvarasoknak jobban megfelel egy természetes
eredetli szinezOanyag. Az asztaxantin igen jO antioxidans tulajdonsaga (Schroeder és
Johnson, 1993), tovabb fokozza a vegyilet iranti érdeklédést. Mivel a vad tipusa P.
rhodozyma torzsek asztaxantin tartalma alacsony (200-300pg asztaxantin/g szarazanyag,
An és Johnson, 1990), igen nagy az igény a pigmenttermelés fokozasara, amely a
gazdasagosabb eldallitas eldfeltétele. Az eddigi kisérletek legfébb akadalya a P.
rhodozyma teljesen ismeretlen genetikai hattere volt. A pigmenttartalom emelését
egyarant megkisérelték mutagén kezeléssel és szelekcioval (Adrio és mtsi., 1993; An és
mtsi.,, 1991), valamint protoplasztfuzioval (Chun és mtsi., 1992), de ezek a
probalkozasok a korabban emlitett okok folytan nem hozhattak meg a vart eredményt.
Munkank eredményeként, laboratoriumunkban sikertlt el6szor megbizhatd adatokat

kapnunk a P. rhodozyma faj genetikai allomanyarol (Nagy és mtsi., 1994).

2.6. A MIKROSZKOPIKUS GOMBAK KROMOSZOMA HOSSZ POLIMORFIZMUSA (CLP)
Egy gombataxont reprezental6 torzsek genetikai allomanya sziikségszerten kisebb,
vagy nagyobb mértékben eltéré (McCluskey és Mills, 1990, Skinner és mtsi., 1991).
Ennek oka elsdsorban azokban a spontan mutacios eseményekben keresendd, amelyek
minden Orokitéanyagban lejatszodnak. Ilyen mutacios esemény példaul a kromoszomak
strukturalis mutacidja, amely nem mindig kapcsolodik fenotipusos valtozashoz; ez
ugyanakkor az elektroforetikus kariotipus vizsgalataval konnyen kimutathato lehet

(Bidenne és mtsi., 1992; Ono €s Ishino-Arao, 1988).
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A kromoszomalis szerkezeti atrendezddések egyarant lehetnek
interkromoszoémalis, vagy intrakromoszomalis jellegliek. Tobbféle kromoszoma
atrendezOdési esemény vezethet a CLP kialakulasahoz (Zolan, 1995). Lehetnek olyan
intrakromoszomalis események, melyek soran az azonos orientacioban 1évé ismétlédé
szekvenciak rekombinacioja deléciohoz, illetve egyenl6tlen kromoszomacseréhez vezet.
A kromoszomatorés ugyanakkor rovidilést €s a letort darab elvesztését, illetve

A nem homolog kromoszomak ismétlodd szekvenciai kozott bekovetkezd
rekombinacié transzlokaciét okozhat, mig a kromoszoémavégek variabilitasat a
szubtelomer régiok kozotti rekombinaci6 eredményezi. Végiil, teljes kromoszoma-
vesztés 1s torténhet olyan esetekben, ha ez a vesztés nem létfontossagi szekvenciakat
érint. A gombak genomja gyakran olyan szekvenciakat tartalmaz, melyek a fent leirt
folyamatok valamelyikével hozzajarulnak CLP kialakulasahoz.

Kistler és Miao (1992) hipotézise szerint, a meiozis szelekcios hatasu a
kromoszomaaberraciokkal szemben, vagyis a meiozis el6fordulasanak gyakorisaga
forditottan aranyos a CLP mértékével. A hipotézist tamogato €s ellene szold példakat
egyarant talalhatunk (Geiser és mtsi., 1994; Plummer és Howlett, 1993), bar tény, hogy a
transzlokacio ritkabban fordul el6 a szexualis folyamatokat mutatdo gombaknal. Egy adott
fajon belul lejatszodod ivaros folyamatokra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasat a
kromoszdémapolimorfizmusra azonban megneheziti, hogy viszonylag kevés adat all
rendelkezéstinkre a CLP kialakulasahoz vezet6 molekularis folyamatokra.

Néhany kivételtdl eltekintve, egy adott gombatorzs kariotipusa stabil és az egymast
kovetd mitotikus magosztoédasok soran nem valtozik (Chu és mtsi., 1993; Talbot és
mtsi., 1993). A kivételek kozé tartozik Longo és Vezinhet (1993) megfigyelése: két
vizsgalt S. cerevisiae torzs kozil az egyik torzs kariotipusa valtozatlan maradt, mig a
masik torzsnél gyakran kromoszomavesztést €szleltek. Ezt a kromoszomavesztést ugy

értelmezték, hogy ez utobbi diploidnak feltételezett torzs néhany kromoszémajara nézve
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triszom. Ez esetben tehat egy instabil aneuploid allapot eredményezte egy 0j kariotipus
megjelenését.

A CLP kialakulasahoz vezetd egyéb folyamatokat kutatva kidertlt, hogy gyakran
kozvetlen kapcsolat van a CLP és a rDNS ismétl6dé egységek szamaban bekovetkezd
valtozasok kozott. A rDNS-t tartalmazo kromoszomak kétszer olyan gyakran valtoznak,
mint a tobbi kromoszoma. Ezen valtozas, amely gyakran a vizsgalt gomba novekedési
sajatossagaiban is valtozast eredményez: Neurospora crassa-nal (Russell és Rodland,
1986) a rDNS ismétlédé egységek szamanak radikalis csokkenése vagy novekedése a
torzsek lassabb fejlédését eredményezi. Hasonlo kapcsolatot talaltak a Kluyveromyces
lactis esetében is (Maleska és Clark-Walker, 1990), ahol a gyorsabban nové telepek
rDNS ismétl6dd szekvenciaja csak 43-55%-a a lassabban novekvd torzsekének.

Tobb olyan megfigyelés is van, amikor a kariotipusvaltozashoz vezetd folyamatok
nem tisztazottak. Rustchenko €s munkatarsai (1993) hosszan tarto hidegkezelés hatasat
vizsgalva, olyan C. albicans spontan mutansokat talaltak, melyeknél a kariotipus
valtozasa nemcsak a rDNS géneket tartalmazo, hanem mas kromoszomakat is €rintett.
Kromoszomavaltozast eredményezhet a tenyésztési korilmények bizonyos modositasa
(pl. korlatozott mennyiségli organikus foszfat, vagy kizarolagos szénforrasként a
szorboz, arabindz alkalmazésa), mely a megvaltozott korilményekhez torténd valamiféle
alkalmazkoddé mechanizmusnak tekintheté (Rustchenko és mtsi, 1994). Az eltérd
tenyésztési kortlményekhez alkalmazkodo Candida mutansoknal olyan hipermutabilis
allapot kialakulasat figyelték meg, amely a stabil kariotipust fenntarté szabalyozas
elvesztésével jart egyiitt.

Az emlitettek mellett a transzformacio, a transzformald DNS kromoszoméaba

torténd integralddasa is valtozast eredményezhet a gombak kariotipusaban.

A kariotipusok stabilitasa €s az egyes torzsek kozotti variabilitas megléte
egymasnak ellentmond. Ezen ellentmondas feloldasa lehet, ha feltételezziik, hogy a

kismértékd kromoszomalis kiilonbség ellenére, az eltéré kariotipust mutatd gombak
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tobb-kevesebb ideig szeparaltan fejlddtek. Ez esetben a korabban emlitett, illetve egyéb,
még nem ismert mechanizmusok révén eltérések alakulhatnak ki az egyes torzsek
kromoszomalis allomanyaban. Ennek valoszinlisége egyes feltételezések szerint még
jobban megnd, ha a kulonb6zé gomba sejtvonalak eltérd kornyezeti feltételek kozé
kerulnek: bizonyos fizikai korilmények (pl. éhezés) a szigorti mitotikus szabalyozasaban,
valamint egyes DNS-javito funkciokban olyan "ellendrzéscsokkenést"
eredményezhetnek, amely elGsegitheti a kariotipus megvaltozasat. Az ivaros szaporodast
mutatd gombaknal a fent bemutatott folyamatok szintén megtalalhatok, amelyekhez (a
transzlokaciok gatlasaval egyidejlileg) hozzaadodhatnak a meiotikus rekombinaciok. Sok
kariotipusvaltozas a gombaknal genetikailag hatranyos, vagy kozombos, illetve a
megvaltozott kornyezeti feltételek kozott az alkalmazkodasban az ) kapcsoltsagi

csoportok kialakulasa miatt elény0s is lehet.

A kromoszomaprofilok allandosaga, a torzsspecifikus kariotipus a genetikai,
orvosi, epidemologiai €s mezdgazdasagi vizsgalatok igen fontos modszerévé tették az
elektroforetikus kariotipizalast. Elmondhatd, hogy az ismertetett korlatok ellenére az

elektroforetikus kariotipizalas napjaink egyik leghatékonyabb torzsidentifikalasi eljarasa.
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1. tablazat. PFGE alkalmazasa mikroszkopos gombak kariotipizalasara

Mikroszkopikus gomba Genomméret Kromoszomalis Kromoszéma
(Mb) DNS szam
mérettartomanya
(Mb)
Acremonium chrysogenum 33 2,6-6,4 8
Agaricus bisporus 34 1,2-4 13
Aspergillus nidulans 31 0,4-4 10-15
Aspergillus niger 35,5-38,5 3,5-6,6 8
Aspergillus oryzae 35 2,8-7 8
Beauveria nivea 26-33 0,9-6,6 8-10
Candida utilis NM* 0,4>3,5 >8
Candida albicans 16-17 0,66-4,3 8-9
Cercospora kikuchii 28.4 2,0-5.5 8
Cladosporium fulvum - 1,9-5,4 11
Cochliobolus heterostrophus 35 1,3-3,7 15 vagy 16
Colletotrichum gloeosporioides NM* 0,27-6 13-15
Coprinus cinereus 37.5 1-5 13
Cryptococcus neoformans 21-24,5 0,77-3,9 12-13
Fusarium oxysporum 41-51,5 0,8-6,7 11-14
Fusarium solani 40 0,4-6 13
Histoplasma capsulatum NM* 0,5>5,7 >7
Leptosphaeria maculans 17,5-23 0,7-3,7 6-14
Magnoporthe grisea 40 3-10 7+1-4
(0,47-2,2) (minikromoszéma)

Mucor circinelloides 39 2,3-8,1 >8
Nectria haematococca 8,5 0,6-7 10-15
Neurospora crassa 47 4-12,6 7
Phaffia rhodozyma 15-23 0,8-3,5 7-13
Phanerochaete chrysosporium 15 1,8-5 7
Pneumocystis carinii 7-8 0,3-0,7 14-16
Pythium sylvaticum 37-38 1,9-5,1 =13
Pythium ultimum 23,7-37,6 1,28-4,6 9-14
Saccharomyces cerevisiae 13,5-14,5 0,24-3 16
Schizophyllum commune 34-35 1,2-5,1 11
Schizosaccharomyces pombe 14 3,5-5,7 3
Septoria nodorum 28-32 0,5-3,5 14-19
Septoria tritici 29,5-32.6 0,33-3,5 14-18
Tilletia caries 32,25-39,88 0,29-4,49 14-20
Tilletia indica 24 1->3,3 >11
Trichoderma longibrachiatum 33 2,8-6,9 7
Ustilago hordei 18,4-25.9 0,17-3,15 16-21
Ustilago maydis NM* 0,3->2 20

NM* nem hataroztak meg
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
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3.1. VIZSGALT MIKROORGANIZMUSOK:

lasd 2. tablazat.

2. tablazat. A Kkisérleteink soran vizsgalt gombatorzsek.

ELESZTOK

FONALASGOMBAK

Candida albicans vizsgalati anyag

Aspergillus nidulans 1156 x 1157

C. krusei ATCC 6258

A. nidulans SzZMC 1156

Hansenula anomala CBS 5759

A. nidulans SzMC 1157

Kluyveromyces lactis SZMC 1226

A. nidulans R 21

Phaffia rhodozyma CBS 5905 (1)*

Claviceps fusiformis 487/1

P. rhodozyma CBS 5908 (2)

Cl. fusiformis 6000

P. rhodozyma CBS 6938 (3)

CL. fusiformis M13/8

P. rhodozyma ATCC 24203 (4)

Cl. purpurea CK-178/1

P. rhodozyma ATCC 24229 (5)

Cl._purpurea T-181/1

P. rhodozyma ATCC 24261 (6)

Mucor plumbeus NRRL 687 (M2)*

Saccharomyces cerevisiae RXII

M. plumbeus CCFC DAOM 144780 (M4)

S. cerevisiae S288C

M. circinelloides FRR 2480 (M 17)

S. cerevisiae YGSC YP 80

M. circinelloides f. lusitanicus ATCC1216b
(M 20)

S. kluyveri SZMC 3082

M. circinelloides FRR 2479 (M 23)

S. unisporus SZMC 0398

M. circinelloides CNCTC 1350 (M 34)

Schizosaccharomyces pombe

M. circinelloides f. gryseocyanus NRRL A-7420
(M50)

M. racemosus WRL CN(M) 162 (M 28)

M. racemosus f. racemosus NRRL 3640
(M 52)

M. bainieri NRRL A-11496 (M 51)

M. mucedo WRLCN(M) 122 (M 25)

Penicillium notatum NRRL 821 (21)

P. notatum NRRL 831 (31)

P. chrysogenum ATCC 1003 (03)

P. chrysogenum NRRL 807 (07)

P. chrysogenum P2 (P2)

P. chrysogenum Q176 (Q176)

P. chrysogenumNRRL 1951B 25 (B25)

P. chrysogenum NRRL1951 (51)

* A zarojelbe tett szam, vagy bet(i és szam egyiittese az altalunk hasznalt kodot jeloli.
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3.2. TAPKOZEGEK:

CM :-0,25%  élesztOkivonat MM :- 1,00% glikoz
- 0,25%  pepton - 0,50% [NH4]»SO4
-0,50%  malata - 0,10% KHyPOy4
-1% glikoz - 0,05% MgSOgy4

-0,10% Wickerham-féle vitamintorzsoldat

Wickerham-féle vitamintorzsoldat:
0,2 mg folsav
- 0,2 mg biotin

- 40,0 mg Ca-pantotenat

200,0 mg inozitol

- 40,0 mg niacin

20,0 mg p-aminobenzoesav

40,0 mg piridoxin. HCL

40,0 mg aneurin. HCL

20,0 mg riboflavin

100,0 ml desztillalt viz

Szilard tapkozegek készitésekor a tapoldatot 2% agarral egészitettiik ki.
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3.3. KROMOSZOMALIS DNS MINTA KESZITESE

3.3.1.Protoplasztképzés

Protoplaszt képzéshez az élesztStorzseket CM razatott folyadékkultaraban (29°C,
180 rpm) tenyésztettik, mig a fonalas gombakat CM taptalaj felszinére helyezett
celofanon neveltik (Ferenczy és mtsi., 1975). A protoplasztképzés korilményeit

valamennyi altalunk vizsgalt torzsre optimalizaltuk (3. tablazat)

3. tablazat. A protoplasztképzés optimalis koriilményei kiilonbozé gombafajok

esetében.
OZMOTIKUS STABILIZATOR SEJTFALOLDO ENZIM
ELESZTOK
Phaffia 0,7 M KCl 0,5% csigaenzim
0,25% Novozym 234
Egyéb €lesztok 0,8 M KClI 1 % csigaenzim
FONALASGOMBAK
Aspergillus 0,7 M KCl 1% csigaenzim
Claviceps 0,8M KCl 1% csigaenzim
0,1% B-merkaptoetanol
Moucor 1 M szorbitol 1,5 % csigaenzim
Penicillium 1,3 M KCl 0,5% csigaenzim,
0,5% Novozym 234

3.3.2. Agarozblokk készités

A protoplaszt szuszpenzidt (4 x 108 protoplaszt/ml) alacsony olvadaspontu
agarozzal (1,3 -1,4%) (Sigma 4018, VII tipusa LGT) a megfelelé ozmétikus stabilizator
jelenlétében elegyitettilk, majd dermedés utan az agar6z blokkokat proteolitikus
enzimmel kezeltik. Az enzimes kezelést 0,5 M EDTA (pH 9,5), 10 mM Tris (pH 9,5),
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1% néatrium-lauril-szarkozinat és 1 mg/ml (élesztdk) vagy 2 mg/ml (fonalas gombak)
proteinaz K-t (Sigma 4914, XXVIII) ill. proteinaz E-t (Sigma 6911, XXV) tartalmazo
oldatban ("inkubacids puffer") végeztiik, amelyben 50°C-on 48 h-ig inkubaltuk az agar6z
blokkokat.

3.3.3. In situ protoplasztképzés

Az élesztésejteknél a DNS mintaprepalalas masik igen hatékony modja az un. in
situ protoplasztképzes, valamint az intakt sejtek kozvetlen proteolitikus enzimkezelése.
Az in situ protoplasztképzés soran az agarozba agyazott sejteket (5x 108 sejt/ml) 6 6ran
at 37°C-on megfeleld stabilizator jelenlétében sejtfalold6 enzimekkel (csigaenzim,
Novozym 234) kezeltik. Tobbszori mosas utan a proteolitikus enzimkezelést 4.3.2.

szerint végeztik.

3.4. Elektroforézis
3.4.1.Agaroz

A kovetkezd agarozfajtakat teszteltik, Osszevetve felbontasi képességiket és
elvalasztasi gyorsasagukat:

- Serva 11404, "DNA electrophoresis analytical grade"

- Bio-Rad "Chromosome grade agarose" (CGA)

- FMC "Fast Lane agarose"

3.4.2. Puffer
Alacsony (1 x TAE) vagy magas (0.5x TBE, 1x TBE) ioner6sségi puffer
alkalmazasaval (Sambrook €s mtsi.,, 1989) biztositottuk a megfeleld6 pH érték és a

specifikus vezetOképesseég fenntartasat.
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3.4.3. Késziilékek
Kisérleteinkben kétféle PFGE rendszert alkalmaztunk:
- CHEF készulék (CHEF-DR™ II, Bio-Rad)
- az OFAGE hexagonalis feltéttel (Pulsaphor LKB)

Az elektroforézis korilményeit az egyes gombatorzseknél a kromoszomaik

mérettartomanyatol fliggden valasztottuk meg.

3.5. Festés és fényképezés
A géleket ethidiumbromid oldatban (Sambrook és mtsi. 1989) festettik 20 percig,
majd a felesleges festéket desztillalt vizes mosassal (10-12 6ra) tavolitottuk el. A géleket

ultraibolya fényben megvilagitva (Transilluminator, 254 nm) fényképeztik.

3.6. Hibridizalas

A hibridizalast kétféle modszerrel végeztiink; az egyik Serwer és mtsi (1992) altal
leirt ugynevezett "in-gel” DNS-DNS hibridizalas. Ennél a hibridizalasnal a DNS-proba
a M. circinelloides leuA génjét tartalmaz6 pMCL 1302-es plazmid (Roncero és mtsi.,
1989) 2,0 és 2,9-kb nagysagn BamHI fragmentjei voltak, melyeket [o32P]dATP
izotoppal, a random priming modszer segitségével (Feinberg és Vogelstein, 1983)
jeloltink.

A masik alkalmazott mddszer a Southern transzfer-hibridizalas volt (Southern,
1975), ahol az elektroforézis soran szeparalt DNS molekulakat az alkalikus transzfer-
modszerrel Hybond-N* (Amersham) nylon membranra vittiik at. Hibridizacids probaként
az A. nidulans 7,8 Kb nagysagi rDNS fragmentjét (5,8S, 18S és 26S rRNS) tartalmazo
pNMI1 plazmidot hasznaltuk (Borsuk és mtsi. 1982). A jelolést és a hibridizalast

digoxigenines DNS-jel6l6 rendszer (Boehringer Mannheim) leirasa alapjan végeztiik.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELES

4.1. AZINTAKT KROMOSZOMALIS DNS 1ZOLALASANAK OPTIMALIZALASA

Az intakt, nagy molekulasulyG DNS izolalasanak Schwartz és mtsi. (1984) altal
kidolgozott modszerének Ilényege az élesztd protoplasztok nagy tisztasagu
agarozmatrixban torténd szétejtése. Proteinaz K és detergens hozzaadasaval degradaltak
a DNS-hez kotott és mas fehérjéket, illetve szétejtették a mag- és a citoplazmatikus
membranokat (Lai és mtsi. 1989). EDTA hozzaadasaval megkototték a
nukleazaktivitashoz sziikséges kétérték(i ionokat. Az agar6z matrix lehetévé teszi az
enzim ¢s a detergens szabad diffundalasat, ugyanakkor megakadalyozza, hogy a
protoplasztokbol kiszabaduld6 DNS makromolekuldkat olyan mechanikai hatas érje,

amely a feldarabol6dasukhoz vezet.

A kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy a DNS-mintakészités egyik
legfontosabb tényezdje az intakt sejt-, vagy protoplasztszuszpenzid kiindulasi
sejtkoncentracioja. Az elvalasztott DNS molekulak jol detektalhatok és kiértékelhetdk,
ha a kiindulasi sejtkoncentracio megkozeliti a 6 x 108 sejt/ml értéket. Abban az esetben,
ha a sejtszam 10° sejt/ml vagy ennél az értéknél nagyobb, a futasi savok tulterheltek.
Ugyanakkor, ha a sejtszam 5 x 107 sejt/ml vagy ennél alacsonyabb, az elvalasztas

eredménye mar nem értékelhetd ki (11. abra).

4.2. AZ IN SITU ELJARAS KIDOLGOZASA KROMOSZOMALIS DNS KINYERESERE

Az élesztoknél a kromoszomalis DNS minta preparalasa tobbféle modon is
torténhet. Az egyik gyakran alkalmazott, de csak néhany élesztéfaj esetében eredményes
modszer: az agardzba 4gyazott intakt élesztésejtek kozvetlen proteolitikus

enzimkezelése.
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11.

abra.

33

Candida albicans és C. krusei torzsek kromoszomalis DNS-ének
gélelektroforetikus mintazata kiilonb6zo Kkiindulasi sejtkoncentracio
alkalmazasakor (OFAGE).

1.-3. sav: C. albicans; 4.-6. sav: C. krusei; agarozba agyazott protoplasztok
proteolitikus enzimkezelés utan, a kiindulasi sejtkoncentraciok: 1,2 x 109,
6 x 108 és 2 x 108 sejt/ml.

Elvalasztasi korilmények;, feszultség: 100 V; pulzusidé: 450 s;
futasi 1d6: 72 h; agaroz koncentracio: 0,9 % SERVA; puffer: 0,5 x TBE.

33



34

Kisérleteink soran egy uj, ugynevezett in situ eljarast dolgoztunk ki a Phaffia
rhodozyma éleszt6bdl torténd DNS  mintakészitésre (12. abra). A késébbiekben
bebizonyitottuk azt is, hogy ez az eljaras egyéb élesztok esetében is jol alkalmazhato (13.
abra). A modszer lényege, hogy a sejtfal eltavolitasat, azaz a protoplasztképzést magaban
az agar6z blokkban végezziikk. Az in situ eljaras elénye, hogy kis térfogatokkal lehet
dolgozni, és a modszer viszonylagos egyszerlisége nagyszamu minta egyszerre torténd,
gyors vizsgalatat is lehetéveé teszi.

Az élesztOknél és a fonalasgombaknal egyarant jol alkalmazhatd a kromoszomalis
DNS preparalas klasszikus modszere, az agar6zba agyazott protopasztok proteolitikus
enzimkezelése. A eljaras egyik kritikus tényezdje a protoplaszt képzés optimalis
korualményeinek megteremtése. Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy még megfeleld
tisztasagu (faltoredéktdl mentes) protoplaszt preparatum eldallitasa esetén is értékelhetd
elektroforetikus kariotipust csak 2 x 108 protoplaszt/ml koncentracio feletti minta ad.

Vizsgalataink szerint a mintakészitést befolyasold tényezdk kozil szamottevd
hatasa van az EDTA €s a natrium-lauril-szarkozinat jelenlétének, valamint a sejtfaloldo
annak feltarasara, hogy az eltér6 kromoszomalis mintakészitési modszereket a
mintapreparalas egyes kritikus tényezdinek megvaltoztatasa milyen médon befolyasolja.
A 14. abra mutatja, hogy az in situ eljaras soran a DNS, ha az inkubacios puffer a
proteolitikus enzimkezelés soran nem tartalmaz EDTA-t €s natrium-lauril-szarkozinatot,
teljes mértékben degradalodhat. Ezzel szemben, még kiértékelhetd elvalasztast kapunk,
ha hasonl6 inkubacios koriilmények kozott intakt élesztésejteket kizarolag proteinaz K-
val kezelink (14. abra 1., 2. sav). Ennek valoszinli magyarazata, hogy a protoplasztok
proteolitikus enzimkezelése a membranstruktira gyors szétesése révén hirtelen jelentds
nukleazaktivitas emelkedést eredményez, mely a DNS nagymértékl degradaciojat
okozza. Intakt sejtek esetében a fehérjejellegli sejtkomponenseket fokozatosan emészts

proteinaz K kezelés képes a nukledzokat is semlegesiteni.
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12. abra.

(F8)

P. rhodozyma torzs hiarom kiilonb6z6 moédon készitett kromoszomalis
DNS mintijanak OFAGE elvalasztasa.

1. sav: intakt sejtek sejtfaloldo enzimkezelés nélkil, 2. sav: agarozba
agyazott protoplasztok proteolitikus enzimkezelés utan; 3. sav: in situ
eljarassal készitett DN'S minta.

Elvalasztasi korulmények; lasd 11. abra.

W
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13. abra. Biotechnoldgiai szempontbol jelentés élesztéfajok néhany torzsének

elektroforetikus kariotipusa (CHEF).
1, 3., 5, 7., 11, 13. sav: agarozba agyazott protoplasztok;
2.,4.,6., 8., 10, 12. sav: in situ protoplasztképzeés és DNS minta készités.
Azonos kiindulasi sejtkoncentraciot alkalmaztunk.

1., 2. sav: H. anomala CBS 5759, 3., 4. sav: S. kluyveri SZMC 3082,
5, 6. sav: S. unisporus SZMC 0398; 7., 8. sav: S. cerevisiae R XII,
9., 10. sav: S. cerevisiae S288C; 11., 12. sav: P. rhodozyma CBS 6938,
13., 14. sav: K. lactis SZMC 1226.

Elvalasztasi korilmények; fesziltség: 180 V és 100 V; pulzusid6: 125 s;
futasi id6: 24 h és 16h; agaroz koncentracio: 0,9 % SERVA:
puffer: 0,5 x TBE.

=3



14. abra.

37

Az inkubaciés pufferben az EDTA és detergens hianyanak, illetve
jelenlétének hatasa a . cerevisiee YGSC YP 80 Kariotipusara.
(OFAGE). 1.,3.,5,7.,9. sav: az inkubacios puffer nem tartalmaz EDTA-t
és detergenst; 2., 4., 6., 8., 10. sav: a puffer 0,5 M EDTA-t és
1 % natrium-lauril-szarkozinatot is tartalmaz.

1., 2. sav: agarOzba agyazott intakt sejt; 3., 4. sav: agardzba agyazott
protoplasztok. /n situ eljarassal készitett DNS mintak: 5., 6. sav: 12 Oras,
7., 8. sav: 24 6ras, 9., 10. sav: 36 oras proteinaz K kezelés utan.

Elvalasztasi korulmények; fesziltség: 180 V; pulzusidé: 125 s
futasi id6: 24 h; agaroz koncentracio: 0,9 % SERVA; puffer: 0,5 x TBE.
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Bizonyitottuk azt is, hogy viszonylag rovid idejii (12 ora) proteinaz K (1 mg/ml)
kezelés mar elegendé a DNS kiszabaditasahoz, és a nem kivant sejtalkotok lebontasahoz
(14. abra 6. sav).

A sejtfaloldé enzimek koncentracidja és az enzimkezelés idGtartalma is jelentsen
befolyasolja a mintakészités eredményességét, ugyanis a protoplasztképzéshez felhasznalt
enzimpreparatumok tobbsége jelentOs nukleazaktivitassal is rendelkezik (Peberdy, 1985).
Ebbdl kovetkezéen az in situ mintakészitésnél minden esetben optimalizalni kell az
enzimkezelés korulményeit. A vizsgalt élesztéfajok esetében a  sejtfaloldo
enzimkoncentracié haromszorosra emelése (1,5% csigaenzim és 0,75% Novozym 234)
mar a DNS teljes lebomlasat eredményezte, mig az altalunk késObbiekben is hasznalt
enzimkoncentracio (0,5% csigaenzim, 0,25% Novozym 234) nem okozott szamottevd

DNS degradaciot. (15. abra).

4. 3. A SZEPARALO GELMATRIX KESZITESEHEZ HASZNALHATO AGAROZTIPUSOK

VIZSGALATA

Az azonos kisérleti korilmények kozott tesztelt harom agaroztipus kozott a futasi
gyorsasag €és a DNS molekulak kozotti szeparalo képesség alapjan a Bio-Rad cég altal
gyartott "Chromosomal grade" agaréz (CGA) bizonyult a legjobbnak (16. abra).
Nagyobb huzoszilardsaga miatt a gél konnyen kezelhetS, az alacsony EEO értéke
kovetkeztében a DNS gyorsabban fut ebben a gélben, ugyanakkor a DNS degradaciot
okoz6 szennyezddések mennyisége elhanyagolhato. A CGA gélen a Sch. pombe
genomjanak tokéletes elvalasztasat lehet elérni, mig azonos kisérleti feltételek esetén a
"DNA electrophoresis analytical grade" agarozbol (Serva) készitett gélen harom helyett
csak két elektroforetikus mobilitasi csoport detektalhatd. A "Fast Lane" agar6z (FMC)
hasznalatakor a harom kromoszomalis DNS elktlonithet ugyan, de a szétvalas kevésbé

tokeletes, mint a CGA agar6zon.
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15. abra.

39

s re

kariotipusara (OFAGE).

1. sav: agarozba agyazott protoplasztokbol készitett DNS minta; 2.-7. sav: in
situ eljaréassal készitett DNS mintak. A protoplasztalashoz hasznalt enzimek
koncentracidja: 2., 3., 4. sav: 0,5 %, 1 %, 1,5 % csigaenzim; 5., 6., 7. sav:
0,25 %, 0,5 %, 0,75 % Novozym 234.

Elvalasztasi koriilmények; lasd 14. abra.
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Penicillium fajok kromoszémalis DNS elvalasztasara (lasd még a 5.4.6. pontban),
felbontasi képesség emelése céljabol, 0,1%-os agardz gélt is alkalmaztunk. Ez a rendszer
azonban, amellett, hogy a gél nagyon rossz mechanikai sajatossagai miatt igen nehezen
kezelhetd volt, a kromoszémalis savok nagymértéki eltorzulasa miatt lehetetlenné tette a
pontos kiértékelést. Elfogadhato elvalashoz legalabb 0,5 %-o0s agar6z koncentraciot kell

hasznalnunk még a CGA agarozbol is.

4. 4. ELEKTROFORETIKUS KARIOTIPUSOK MEGHATAROZASA PULZALTATOTT

GELELEKTROFOREZISSEL
4. 4. 1. Markerként hasznalt torzsek elektroforetikus kariotipusa

Az elvalasztasi korulmények optimalizalasa és a szeparal6 rendszerek tesztelése
végett néhany mar korabban vizsgalt mikroszkopikus gomba (Brody és Carbon, 1989;
Debets és mtsi, 1990) kromoszomalis szervezGdését is analizaltuk. Ezen
"modellszervezetek" kromoszomalis savjait a késébbiekben molekulasuly markerként is
alkalmaztuk ismeretlen nagysagu kromoszomalis DNS-ek méretének meghatarozasahoz.
A 17. abra szemlélteti harom, ebbdl a célbol vizsgalt gombatorzs karakterisztikus
kromoszoémamintazatat. A S. cerevisiae (YNN 295) kromoszomalis DNS-einek
nagysaga 0,24 és 2,2 Mbp kozott valtozik; a genom teljes mérete ~13,7 Mb. A Sch.
pombe (972 h) és A. nidulans (R 21) torzsek legnagyobb DNS molekulai 5,7, illetve 5,0
Mb nagysaguak. A Sch. pombe 972 h- teljes genom nagysaga ~13,8 Mb, mig az A.
nidulans R 21 teljes genom nagysaga ~33,7 Mb.

4.4.2. A Phaffia rhodozyma elektroforetikus kariotipusa
Munkank eredményeként, az OFAGE és a CHEF technika alkalmazasaval elGszor

sikertilt adatokat nyerniink a P. rhodozyma genetikai allomanyarol.
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16. abra. §. cerevisiae YNN29S, A. nidulans R21, Sch. pombe 972 h- fajok
kromoszomalis DNS-ének gélelektroforetikus mintizata az agaréz
tipustol  fiiggéen azonos paraméterek  alkalmaziasa  mellett.
(CHEF). Agardzok a tesztelés sorrendjében: "DNA electrophoretic
analytical grade" (SERVA); "Chromosomal grade" (Bio Rad), "Fast lane"
(FMC). 1., 4., 7. sav: §. cerevisiae YNN 295; 2., 5., 8. sav: A. nidulans R21;
3.,6.,9. sav: Sch. pombe 972 h~.

Elvalasztasi korulmények; fesziiltség: 45 V; pulzusidé: 3200—1800 s;
futasi 1d6: 160 h; puffer: 0,5 x TBE.
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17. abra.

42

Harom  markerként hasznalt gombafaj egy-egy  torzsének
kromoszomalis DNS mintazata (CHEF).

1. sav: S. cerevisiee YNN 295, 2. sav: A. nidulans R21;
3. sav: Sch. pombe 972 h.

Elvalasztasi kortlmények; fesziltség: 45 V; pulzusidé: 5000 s, 3600 s,
3000 s, 2700 s, 2200 s; futasi id6: 100 h, 40 h, 73 h, 14 h, 63 h;
agaroz koncentracio: 0,8 % CGA,; puffer: 0,5 x TBE.
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Olyan elvalasztasi kortilmények (parameéterek) meghatarozasara torekedtiink,
melyek alkalmasak mind a kis, mind a nagy DNS molekulak egyideji elvalasztasara.
El6zetes kisérleteinket a gyorsabb elvalasztasra lehetdséget ad6, OFAGE rendszerrel
vegeztik. Azt tapasztaltuk, hogy a rovid pulzus- és futasi 16, valamint a nagy fesziltség
(125 s, 16 h és 24 h, valamint 100 V és 180 V) egyiittes alkalmazasa a 2,2 Mb-nal kisebb
kromoszémalis DNS molekulak elvalasztasanal hatékony (18. abra). Ugyanakkor, a nagy
kromoszomalis DNS-ek elvalasztasat biztosito alacsonyabb fesziltség (60 V), hosszabb
pulzusidé (800 s) és futasi id6 (120 h) a 2,2 Mb-nal kisebb DNS molekulak
elvalasztasara nem alkalmas (19. abra). Az OFAGE rendszerrel elérhet legjobb
elvalasztast (100 V, 72 o6ran at, 450 s pulzusid6) a 20. abra mutatja be. CHEF
alkalmazasakor (a futasi paraméterek futas kozbeni valtoztatasaval) elérheté a
kromoszomalis mobilitasi csoportok azonos mértéki elkiilonilése, de csak lényegesen
hosszabb futasi 1d6 felhasznalasaval (75 V, 72 oran at, 700 s pulzusidével, majd 100 V
48 oran at, 500 s pulzusidével és végil 100 v 24 oran at, 150 s pulzusidével) (21.abra).

A rendelkezéstinkre allo Phaffia torzsek vizsgalata azt is lehetové tette, hogy
meghatarozzuk a kromoszomalis mintazatban fajon belil mutatkozo eltéréseket. Nagy
intraspecifikus kromoszéma hossz polimorfizmust mutattunk ki: valamennyi vizsgalt
torzs eltérd elektroforetikus kariotipust mutatott (20. abra, 4. tablazat). Hét
kromoszémalis mobilitasi csoport kilonithetd el a 2-es €s 5-0s, nyolc a 3-as és a 6-0s,
kilenc a 4-es és tizenkettd az 1-es torzsnél. A kromoszémalis DNS-ek szamat,
nagysagat, valamint a teljes genom méretét a 4. tablazat tartalmazza.

Az etidium bromidos festés utani fluoreszcencia relativ intenzitasa alapjan
valoszindsithetd, hogy az 1, 2, 5 és 6-os Phaffia torzsek kariotipusaban bizonyos savok
két eltéré kromoszomabol szarmazo DNS azonos pozicioba vandorlasa révén jottek 1étre
(21. abra, 4. tablazat).

A 4. tablazat adataibol is lathato, hogy a vizsgalt Phaffia torzsek tobbségének
genommeérete (a kromoszoma szamban és méretben mutatkozod eltérések ellenére)

meglehetdsen hasonld: a kromoszomak szama 8-9, mig a genommérete 15,5-17,0 Mb
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18. abra.

44

P.  rhodozyma  torzsek elektroforetikus Kkariotipusa (OFAGE).
1.-3. €s 5.-7. sav: P. rhodozyma 1-6 torzsek; 4. sav: S. cerevisiae YNN 295:
Elvalasztasi korilmények; fesziltség: 100 és 180 V; pulzusidd: 125 s:
futasi id6: 16 ¢és 24 h; agaroz koncentracio: 0,9 % SERVA;
puffer: 0,5 x TBE.
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19. abra.

45

P.  rhodozyma torzsek elektroforetikus Kkariotipusa (OFAGE).
1.-3. sav és 6.-7. sav: P. rhodozyma 1-6 torzsek; 4. sav: S. cerevisiae
YNN 295; 5. sav: Sch. pombe 972 h-.

Elvalasztasi korilménye; OFAGE,; feszultség: 60 V; pulzusidé: 800 s;
futasi 1d6: 120 h; agar6z koncentracio: 0,9 % SERVA; puffer: 0,5 x TBE.



20. abra.

46

P.  rhodozyma torzsek elektroforetikus Kkariotipusa (OFAGE).
1. sav: §. cerevisiae YNN 295; 2.-7. sav: P. rhodozyma 1-6 torzsek,
8. sav: Sch. pombe 972 h.

Elvalasztasi kortilmeények; fesziiltség: 100 V; pulzusidé: 450 s;
futasi id6: 72 h; agaroz koncentracio: 0,9 % SERVA; puffer: 0,5 x TBE.
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21. abra.

47

P.  rhodozyma torzsek elektroforetikus kariotipusa (CHEF).
1. sav: S. cerevisiae YNN 295; 2.-4. és 6.-8. sav: P. rhodozyma 1-6 torzsek;
5. sav: Sch. pombe 972 h~.

Elvéalasztasi korulmeények; fesziltség: 75 V, 100 V és 100 V;
pulzusidé: 700 s, 500 s és 150 s; futasi id6: 72 h 48 h és 24h;
agaroz koncentracié: 0,9 % SERVA,; puffer: 0,5 x TBE.
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kozott mozog. Rendkiviil meglepd modon, a faj tipustorzseként nyilvantartott izolatum,
genommeérete (23,2 Mb) és kromoszomainak szama (12) az egyedili, ami ettdl igen
jelentOsen eltér. A kapott eredmények felvetették azt a kérdést, hogy a kromoszoma
polimorfizmus nem jelent-e (legalabbis egyes torzsek esetében) ploiditasi szintbeli
eltéréseket 1s, illetve azt, hogy milyen szerepik lehet a korabban ismertetett
kromoszdmaszerkezeti valtozasoknak ezen igen jelentds (lényegében masfélszeres)
genommeéret €s kromoszomaszam létrejottében. Az eddigi, izolalt kromoszomalis DNS-t,
valamint heterolog génprobat felhasznald hibridizacios kisérleteink, ezen szerkezeti

valtozasok természetére, még nem adtak egyértelmi magyarazatot.

4. tablazat. A kromoszomailis DNS-ek és a genom mérete P. rhodozyma

torzsekben
Torzsszam 1 2. 3 4 5 6
Gytjtemény | CBS 5905 | CBS 5908 | CBS 6938 ATCC ATCC ATCC
szama 24203 24229 24261
3.5% 3,35* 3,45% 2,90%* 3,45* 3.25%
2,65 2,60 2,55 2,50 2,60 2,85
2,35 2,45 2,30 2,35 1,80 2,55
2,29 1,80 1,85 1,75 1,60 1,80
1,80 1,35 1,70 1,65 1,38 1,30
1,60 1,15 1,30 1,33 1,20 1,15
1,38 1,08 1,15 1,15 1,08 1,10
133 1,08 1,08 1,08
1,20 0,83
1.15
1,10
1,08
Genom- 23,23 15,58 15,38 15,54 15,51 16,88
méret (Mb)

* Hibridizacio a pMN1 plazmiddal.
"Kiemelve adjuk meg a feltételezett kromoszomalis komigraciokat.

A Phaffia tipustorzs kariotipusanak erésen eltéré volta mellett egy masik meglepd
eredmeény a 2-es €s a 4-es torzs eltérd kariotipusa. Ezek ugyanis egyetlen izolatumbol

szarmazo, csak két kiilonbozo torzsgydjteményben fenntartott torzsek.
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A digoxigeninnel jelolt pMNI1 plazmid, amely az A. nidulans magi rRNS-ket
kromoszomaihoz hibridizalt elsGsorban (4. tablazat). Egyéb gombafajoknal leirtakhoz
hasonloan (Absidia glauca; Kayser és Wostemeyer, 1991; Podospora anserina; Javerzat
€s mtsi., 1993), egyes Phaffia torzseknél tovabbi halvany hibridizacios jel is
megfigyelhetd volt (2-es torzs 1,8 Mb, a 3-as 1,3 Mb és a 4-es 1,15 Mb méret(i
kromoszoémalis DNS savnal). Ez azt jelzi, hogy bar a rDNS régidé nagyobbrészt a
legnagyobb kromoszoman talalhato, de kisebb kopiaszamban ezeken a kromoszoémakon
is eléfordul.

Az eddig ismertetett eredményeink azt sugalltak, hogy a Phaffia rhodozyma
genomja nagyon "plasztikus": gyakran jatszodtak le stabil kromoszomalis szerkezeti
valtozast eredményez8 események. Ennek vizsgalatara egy uj kisérleti megkozelitést
alkalmaztunk. Mutagenézissel olyan torzseket hoztunk létre, amelyek egyarant hordoztak
szelekcios  hatasi  mutaciokat (pl.  auxotrofia) ¢és kromoszoma  szerkezeti
atrendezOdéseket (5. tablazat). A specialis mutanspark létrehozasa (Palagyi és mitsi.,
1995) y- és UV-sugarzassal tortént: ez esetben varhatdo a kromoszomalis szerkezeti

atrendezOdéshez sziikséges lanctorések gyakori lejatszodasa.

S. tablazat. Két P. rhodozyma torzs mutiansainak szama, tipusa valamint az
eléallitasukhoz sziikséges besugarzasi ido

Torzsek 10% tuléléshez Az izolalt auxo- A szin- Rezisztencia
szitkséges besu- trof mutansok mutansok mutansok
garzasi id6 (6ra) | tipusa €s szama szama szama
ATCC 24203 (4) 3,4 Ade~(1), Arg=(2), 86 -
Lys"(3)
ATCC24229 (5) 3.5 Arg=(2), Met=(3) 81 -+
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22. abra. Az ATCC 24203 Phaffia torzs (4) és UV, illetve y-mutiacioval
készitett auxotrof és szinmutiansainak elektroforetikus Kkariotipusa

diagrammatikus abrazolasban.



23. abra.
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Az ATCC 24229 Phaffia torzs (5) és UV, illetve y-mutaciéval
készitett auxotrof és szinmutinsainak elektroforetikus Kkariotipusa.
(CHEF)

Elvalasztasi korulmények; fesziiltség: 125 V:; pulzusidd: 450 s; futasi
id6: 96 h; agar6z koncentracio: 0,9 % SERVA; puffer: 0,5 x TBE.
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24, dbra. Az ATCC 24229 Phaffia torzs (5) és auxotrof és szinmutdnsainak
clektroforetikus kariotipusa diagrammatikus abrizolisban.
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Elektroforetikus kariotipizalas segitségével jellemeztik a kiindulasi "vad torzseket"
€s a mutansokat is (22. abra, 23. abra, 24. abra). Tobb kérdésre is szerettiink volna
valaszt kapni: milyen gyakorisaggal kovetkezik be kromoszomalis atrendezédés egy
mutacios kezelés soran; vannak-e eltérések a kromoszomaszerelvény egyes tagjainak
viselkedésében, azaz vannak-e olyan kromoszomak, amelyek gyakrabban vagy éppen
ritkdbban szenvednek szerkezeti modosulast; lehet-e statisztikai 0sszefliggést talalni egy
mutacioval kiépitett valamely fenotipusos jelleg €s bizonyos kromoszomaaberraciok
kozott.

A mutacios gyakorisagot vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a 4-es torzsbdl kapott
mutansok 97 %-aban kovetkezett be kromoszomalis atrendezddés (22. abra). A
kromoszomalis atrendezOdések elemzése pedig megerGsitette azt a korabbi
feltételezésiinket, hogy a 2,9 Mb mobilitasi csoport két eltéré kromoszomalis DNS-hez
rendelhetd. Az 5-0s torzsnél ellenben, csak a mutansok 36 %-a mutatott kromoszéma
atrendezddést (23. és 24. abra). Megbizonyosodtunk, hogy az etidiumbromidos festés
alapjan, "duplanak" vélt 2,6 Mb kromoszomalis mobiliasi csoport valoban komigracio
eredménye. A mutansok kariotipusanak elemzése azonban azt jelzi, hogy a 3,5 Mb-os
sav 1s kettds: ebben az esetben a genomméret 19,3 Mb-ra modosul. A kapott
eredmények felvetették azt a kérdést, hogy heterolog kromoszomakrol van-e sz6 vagy
erre a kromoszomara nézve aneuploidok a torzsek. A kromoszoma aberraciok
bekovetkezése utan az életképes mutansok elektroforetikus kariotipusanak elemzése az
aneuploiditas tényét latszik igazolni. A genetikailag mar sokat elemzett Saccharomyces
cerevisiae esetében is igen nagy gyakorisaggal detektalhat6 aneuploidia (Bidenne, és
mtsi.,, 1992). Az ilyen torzsek egy vagy tobb kromoszémajukra nézve diszOmiat,
triszomiat vagy akar tetraszomiat is mutathatnak. Felmeril a kérdés, hogy ezen
aneuploid allapot oka esetleg egy korabbi kromoszoma darab elvesztése; a tobb
példanyban jelenlevd kromoszomak mar nem teljes értékliek, hanem egymast
funkcionalisan kiegészitdk. Ezt a feltevést, lényegében alig, vagy egyaltalan nem

vizsgaltak, holott alapvetd informaciokat tarhat fel a genom muikodésérdl. Felvetddik az
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kérdés 1is, hogy a dogmaszerlien haploidnak tartott szervezetek kozott milyen
gyakorisagu lehet az aneuploidia. Bizonyos kromoszomaknal gyakrabban kovetkezik be
szerkezeti valtozas, ahol viszont nem detektéalhato elképzelhetd, hogy az itt bekovetkezo
kromoszoma aberraciok életképtelen utodot eredményeznek.

Kisérleteink soran nem sikertlt 6sszefliggést talalnunk egy adott, a mutagenezis

utan megjelend fenotipusos jelleg €s a kimutathato kromoszoma aberraciok kozott.

4.4.3. Claviceps fajok elektroforetikus kariotipusa

A Claviceps nemzetség tagjainak genomszervezOdésérdl igen keveset tudunk.
Kisérleteink eredményeivel a kovetkezd kérdésekre kivantunk valaszt adni. Milyen
elektroforetikus mintazatot adnak az azonos fajhoz tartozo, de kiilonbozé alkaloidot
termeld torzsek. Van-e eltérés az azonos fajhoz tartozo, azonos alkaloidot, de eltérd
mennyiségben termel6 Claviceps torzsek elektroforetikus mintazataban.

A 25. abra szemlélteti, hogy az azonos fajhoz tartozo, de alkaloid termelésiikben
kilonbozd torzsek eltéré mintazatot adnak Az ergotamint termelé CI  purpurea
(T181/1) torzsnél ot kulonboz6 kromoszomalis DNS molekulat kiilonitettiink el (1,9;
4,0, 4,7, 5,1 és 6,2 Mb), ugyancsak értékelhetd felbontast kaptunk az ergokrisztin
termeld C1 purpurea (CK178/1) torzsnél is (3,2; 4,7, 5,7, 6,2 Mb). A szaprofita és a
parazita CI. paspali (Cp 5/3 és Cp 27/3) torzseknél egyarant harom kromoszomalis sav
(3,2; 4,0 és 4,7 Mb nagysagu) volt elkiilonithetd.

Nem volt értékelhetd kromoszomalis mintazatbeli kiilonbség abban az esetben, ha a
torzsek kozott csak az alkaloidtermelés mértékében volt eltérés. Kis bizonytalansagra
adhat okot, hogy a Claviceps torzsek bizonyos kromszomai a PFGE rendszer
elvalaszthatosagi hataran talalhatok (25. éabra). Azok az elimoklavint termelé CL
Sfusiformis torzsek, amelyek csak az alakloid termelés mennyiségében térnek el egymastol
egységesen négy kromoszomalis DNS savval rendelkeznek. A harom, jol elkilonald

kromoszoma 3,0 4,6 és 6,0 Mb nagysagu. A legnagyobb kromoszomalis DNS sav
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25. abra.
A:

Claviceps torzsek elektroforetikus kariotipusa (CHEF).

1. sav: CL fusiformis (6000y/ml), 2. sav: CL fusiformis (M13/8), 3. sav:
CL fusiformis (390/5), 4. sav: CL paspali (Cp 27/3), 5. sav: CI. purpurea
(T181/1), 6. sav: CL purpurea (CK178/1), 7. sav: Sch. pombe 972 h-.
Elvalasztasi korulmények; fesziiltség: 45 V; pulzusidé: 5000-2000 s;
futasi 1d6: 240 h; agar6z koncentracio: 0,8 % CGA,; puffer: 0,5 x TBE.

1. sav: CL  fusiformis (M13/8), 2. sav: CL paspali (Cp5/3),
3. sav: ClL  purpurea (T181/1), 4. sav: CL purpurea (CK178/1),
5. sav: Sch. pombe 972 h-, 6. sav: CL purpurea (T181/1),
7. sav: CL paspali (Cp 27/3).

Elvalasztasi korilmények; fesziltség: 43 V; pulzusidé: 5000-2000 s;
futasi id6: 184 h; agar6z koncentracio: 0,8 % CGA,; puffer: 0,5 x TBE.
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azonban, lényegesen nagyobb, mint a Sch. pombe legnagyobb kromoszomaja (5,7 Mb).
A futasi korilmények modositasa ellenére (hosszabb pulzusidé €s futasi id6 valamint
kisebb fesziltség) sem sikertlt ezt a kromoszomalis mobilitasi csoportot felbontani,
annak ellenére, hogy feltehetSleg tobb, eltéré kromoszémalis DNS-t tartalmazd savrol

van sz0.

5.4.5. Mucor fajok elektroforetikus kariotipusa

Mindazok a korabbi probalkozasok, amelyek klasszikus citologiai modszerek
alkalmazasaval kisérelték meg kondenzalt kromoszomak kimutatasat, valamely Mucor
torzsbdl, sikertelenek voltak. A megel6zé id6szak munkajanak eredményeként, az
elektroforetikus kariotipizalas modszerét alkalmazva, el6szor laboratoriumunkban
sikeriilt megbizhatd adatokat nyerni kiilonbozé Mucor fajokat reprezentald torzsek
kromoszémaszamara, a kromoszomalis DNS méretére és a genom nagysagara
vonatkozdan. Ezeket a vizsgéalatokat el6szor az egyik leggyakrabban tanulmanyozott
Mucor faj (Linz, és Orlowski, 1991; DiSanto és mtsi., 1992; Schramke és Orlowski,
1993), a M. circinelloides két torzsén végeztiik el (26. abra). A vizsgalt két torzs teljesen
eltéré elektroforetikus mintazatot mutatott; egyetlen kromoszomalis mobilitasi
csoportjuk sem bizonyult azonosnak (6. tablazat). Nyolc elektroforetikus mobilitasi
csoportra valt szét az NRRL 3631 €s négyre az NRRL A-7420 szamu torzs. Sch. pombe
kromoszomalis DNS-hez viszonyiva a DNS molekulak mérete az NRRL 3631 torzsnél
2,3 Mb és 8,1 Mb kozott mozgott, mig az NRRL A-7420 torzs esetében 3,0 és 5,4 Mb
kozott valtozott. Meg kell jegyeznink azonban, hogy az NRRL 3631-es torzs
legnagyobb kromoszomaja (8,1 Mb) lényegesen nagyobb a DNS markerként hasznalt
Sch. pombe legnagyobb kromoszomajanal (5,7 Mb), igy a kapott értéket csak koriilbeliili
becsult értéknek tekinthetjik. A fluorescens festés intenzitasa alapjan az NRRL 3631
torzs 3,1 Mb nagysagu kromoszomajat kettds kromoszomat tartalmazonak tekintettiik:

ebben az esetben a genomméret 38,7 Mb.



26. abra.
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Két M. circinelloides torzs elektroforetikus kariotipusa és hibridizacios
analizise(CHEF).

Az etidium-bromiddal festett gél (A). Leu A gén fragmentjével hibridizalt
filter (B). A kariotipusok diagrammatikus reprezentacioja (C). A feltételezett
kromoszomalis komigraciot vastag vonal jelzi.

Elvalasztasi  korulmények;  fesziiltség: 43, 45 és 47 V;
pulzusid6: 5000, 3000 és 2100 s; futdsi id8: 72, 72 és 72 h; agaroz
koncentracio: 0,8 % CGA, puffer: 0,5 x TBE.
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Az NRRL A-7420 torzsnél, ha az észlelet négy elektroforetikus mobilitasi csoport
mindenegyikét mint két eltéré kromoszomalis DNS-t vesszik figyelembe, a genommeéret
32,6 Mb. Abban az esetben viszont, ha a 3,0 és a 3,4 Mb nagysagu elektroforetikus
genommeéret 39,0 Mb. A kromoszoma szam ilymédon, az NRRL 3631 torzs esetében 9,
mig az NRRL A-7420 torzsnél 8, illetve 10 (attol figgden, hogy ketté vagy harom

A M. circinelloides klonozott leuA génjével torténd hibridizalas soran, a jel6lt
DNS az NRRL 3631-es torzs esetében a 3,1 Mb kromoszomalis savhoz, az NRRL A-
7420 torzsnél pedig a 3,4 Mb nagysagi kromoszomalis savhoz kotddott, addig a Sch.

pombe egyik kromoszoémajahoz sem hibridizalt a Mucor gén.

6. tablazat. A kromoszomalis DNS-ek és a genom nagysaganak becsiilt
értéke két M. circinelloides torzs esetében

Kromoszomalis Torzs Torzs Sch. pombe

mobilitasi csoport NRRL3631 NRRL A-7120
1 8.1 5 4% 5.7
2 59 4,5% 4.6
3 . 3,4* 3.5
4 4.8 3,0%
5 3,5
6 3,1%*
T 2,6
8 23

Genommeéret (Mb) 38,7 32,6 vagy 39 13,8

* A feltételezett kromoszomalis komigraciokat csillag jelzi.
" A klonozott leuA probaval jel616dé kromoszomakat kiemelve adjuk meg.

A vizsgélatainkat tovabbi izolatumok bevonasaval folytattuk (2. tablazat). Ezeket
gy valasztottuk ki, hogy mind a fajon beluli (M. circinelloides), mind a fajcsoport (M.
racemosus-circinelloides csoport), mind a génusz szinti kromoszéma hossz
polimorfizmusrol informaciot kapjunk. Igen nagy kromoszéma polimorfizmust tartunk

fel, Iényegében torzsszintl killonbségek 1étét jelezve. A 27. és 28. abran jol lathatd, hogy
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27. abra

59

Hét a Mucor circinelloides fajcsoportba tartozé torzs elektroforetikus
kariotipusa (CHEF).

1. sav: Sch. pombe 972 h- ; 2., 3., 4., 5., 6. sav: Mucor circinelloides
fajcsoport tagjai (M50, M20, M34, M23, M17); 7., 8. sav: M. plumbeus
(M2, M4).

Elvalasztasi korulmények; lasd 26. abra.
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28. abra

60

Nyolc Mucor torzs elektroforetikus kariotipusa és az A. nidulans rDNS
probaval torténdé hibridizaciés mintazata (CHEF).

1., 2. sav: M. plumbeus (M2, M4); 3. sav: S. cerevisiae YNN295;
4. sav:  Sch. pombe 972 h~, 5., 6. sav: M. circinelloides (M20, M25);
7. sav: M. racemosus (M28), 8. sav M. circinelloides f. gryseocyanus
(M50); 9. sav: M. bainieri (M51); 10. sav: M. mucedo (M25).

Elvalasztasi korilmények: lasd 26. abra.
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valamennyi torzs eltéré kromoszomalis DNS futasi mintazatot adott. Legkevesebb
eltérést a két M. plumbeus izolatum (M2, M4) elektroforetikus kariotipusaban talaltunk:
azonos kromoszomaszam mellett csak a két legkisebb méretli kromoszomalis DNS
méretében figyelhetd meg kiilonbség. A tovabbi megvizsgalt M. circinelloides torzsek
(M17, M20, M23, M34, MS50) kromoszomaszama és nagysaga ugyanakkor mar
jelentdsen eltér egymastol. (7. tablazat; 27. abra). Igen kilonb6z6nek bizonyult a vizsgalt

M. racemosus és M. mucedo torzs kromoszomainak szama is (7, illetve 11) (28. abra).

A rendelkezésiinkre all6 homolog és heterolog génprobak segitségével megkezdtiik
kilonbozd gének kromoszomahoz rendelését. Ezen kisérletek eredményeként, kelld
szamu hibridizacidés proba (pl. klonozott gének, RAPD amplifikacios termékek)
alkalmazasaval, valamennyi elektroforetikus mobilitasi csoporthoz gének, illetve
bizonyos szekvenciak rendelheték, ami rendkiviili modon megkonnyitheti ezen torzsek
genetikai térképezését. Ez ugyanis az eddig vizsgalt Zygomycetdknal, a tobbmagvu
meiosporak bonyolult kariotikus allapota €s igen rossz csirazasi képessége miatt
klasszikus genetikai eljarasokkal rendkiviil nehéznek, vagy éppen lehetetlennek bizonyult.
Munkank soran el8szor a meglehetdsen konzervativnak tartott A. nidulans magi rRNS
a jelolt DNS régi6 nem egy, hanem tobb kromoszomalis DNS savhoz is kapcsolddik

jelezvén, hogy a torzsek genomjaban ez a gén tobb kopiaszamban fordul el8.

Mivel az el6készité munkank eredményeként mar jelentés szamu, eltérdé parosodasi
képességgel rendelkezd izolatum is a rendelkezésiinkre all, ezek PFGE-vel torténd
jellemzése a késébbiekben segithet megvalaszolni azt a kérdést is, hogy van-e valamilyen
szerepik a Mucor ¢és rokon nemzetségbe tartozé fajok ivaros folyamatainak a

kromoszomalis polimorfizmus mértékének befolyasolasaban.
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7. tablazat. A kromoszémailis DNS-ek és a genom nagysaganak becsiilt értéke 11 Mucor torzs esetében.

M2 M4 | MI7 | M20 | M23 | M34 | M50 | m28 | M52 | M51 | M25 || Sch.
pombe

8,7 8,7 51% 8,1 7.7 93 5,4% 8,7 87* | 84* | 438 5.7
7,0 7,0 4,8% 5.9 53 53 4,5% 7.9 7.0 7,0 3.6 4.6
57 57 3.6 53 4.1 49 | 3.4% | 44 4.8 54 | 31* 35
4.9 4.9 2,9% 4.8 3.7 46 | 3,00 | 32 4.4 2.9
2,9 3,2 2.5% 3.5 33 3.2 3.0 3,6 2,7**
2,5 3.1 3.1% 2,9 2.9 2,8 2,9 2,4%*

2,6 %) 2.7 2.4

2.3 2,5 2.5
31,72 | 326 | 342 | 38,7 | 322 | 354 39 324 | 40,1 | 376 | 32,8 || 13,8
6b 6 9 9 8 8 10 7 7 5 11 3

* A feltételezett kromoszomalis komigraciokat csillag jelzi.
a4 Genommérete (Mb)
bKromoszoméak szama
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29. abra. 11 Mucor torzs elektroforetikus Kkariotipusianak diagrammatikus

abrazolasa.

A korokkel a klonozott rDNS (pMN1) probaval jelolédé kromoszomakat

jeleztik.
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4.4.6. Penicillium fajok elektroforetikus kariotipusa

Sajatos problémat jelentett a Penicillium fajok elektroforetikus kariotipusanak
megallapitasa. Kisérleteinkbdl ugy tlnt, hogy a vizsgalt P. chrysogenum torzsek
kromoszémalis DNS molekulai igen nagyok, a legkisebb is nagyobb, mint az Sch. pombe
legnagyobb kromoszémaja (5,7 Mb). A legnagyobb Penicillium kromoszomakat pedig
az eddig elvalasztott minden DNS molekula méretét meghaladonak becsiiltiuk. Valoszind,
hogy ez az oka annak, hogy az egyre nagyobb PFGE irodalomban a P. chrysogenum
kromoszomalis DNS molekulainak elvalasztasaval kapcsolatban viszonylag hossza id6
elteltével jelent meg az elsé kozlemény (Fierro és mtsi., 1993). Ebben a kozleményben is
a kapott kromoszomalis savok nagysagrendje a kalibracios hianyossagok és a nem
linearis elvalasztéasi tartomanyok megléte miatt inkabb csak becsult értéknek (10,4 Mb)
tekinthetd, amely a tovabbi vizsgalatok soran még nagymértékben valtozhat.

Az altalunk végzett kisérletekben az igen nagy kromoszomalis DNS molekulak
elvalasztasara 0j, az eddigiektdl eltérd megkozelitési modot probaltunk talalni. Tobb
elvalasztasi paramétert a szokasos alkalmazasi tartomanyon tal is valtoztattunk. Ezek a
paraméterek a kovetkezdk voltak:

-az agar0z koncentracidja
-szeparalasi 1d6
-pulzusid6

-Az agarozkoncentracio csokkentése a vart eredményt nem hozta meg. (lasd a 5.3.
fejezet).

-A futasi id6 novelése, akar 15 napig. A hossza futasi id6 alatt az elvalasztando
kromoszomalis DNS molekulak jelentés mértékben degradalodtak. Az atlagos futasi
idénél lényegesen hosszabb id6 a kontrollként hasznalt Sch. pombe kromoszomak
elvalasztasat is ersen rontotta.

-Nem javitott az elvélasztas eredményességén a hosszabb pulzusidé (8000 s vagy
ennél hosszabb) alkalmazasa sem. Hosszabb, illetve rovidebb pulzusid6k egyiittes

kombinalasa sem hozta meg a kivant eredményt (30. abra).

64



30. abra.

65

BPSE ¥ETS

Nyolc Penicillium torzs elektroforetikus kariotipusa (CHEF).

1.-4. sav: P.  chrysogenum (51, B25, Ql176; 03); 5. sav:
Sch. pombe 972 h-, 6.-7. sav: P chrysogenum (P2, 807); 8.-9. sav:
P. notatum (21, 31)

Elvélasztasi korilmények; fesziiltség: 40 V; pulzusidé: 7200—6000 és
3600—3000 s; futasi id6: 164 és 123 h; agardz koncentracio: 0,6 % CGA:
puffer: 0,5 x TBE.
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Felmerult a ritka hasitasi hely( restrikcios enzimek (pl. Nofl, Sfil) alkalmazasa és a
segitségukkel eldallitott kisebb kromoszomalis DNS molekulak PFGE-vel torténd
szétvalasztasa. Azonban ez a megkozelités is csak akkor hozhatott volna megfeleld
eredményt, ha az intakt kromoszomalis DNS molekulakat mar el6zdleg szét tudtuk volna
valasztani, €s igy lehetOség nyilt volna nagyszamu DNS fragment megbizhato
azonositasara.

A kulonb6zé moddon paraméterezett PFGE elvéalasztasok soran minden esetben egy
széles, intenziv savot kaptunk a legalso régioban. Ez a diffuz sav a kész kontrollokban
(Bio Rad) nem, vagy csak alig kimutathatoan jelent meg. Feltételeztik, hogy a
mintapreparalas soran keletkezett kettds szalt DNS molekulakrol van szo; ezek a savok
ugyanis sem RN-az kezelés, sem S1 nukledz emésztés soran nem tlintek el. Ezen also
savozottsag vizsgalata soran, olyan futasi paraméterek alkalmazasara is sor Kkertlt,
melyek a §. cerevisiae kromoszomalis DNS molekulait képesek szétvalasztani (31. abra).
Ekkor derult ki, hogy az altalunk vizsgalt Penicillium fajok a Sch. pombe
kromoszomainal is kisebb, illetve a 3,5 - 5,7 Mb mérettartomanyba esé kromoszomalis
DNS molekulakkal is rendelkeznek. Ugyanakkor a legnagyobb kromoszoémak az eddig
PFGE-vel elvalasztott kromoszomalis DNS molekula méretét meghalad6 tartomanyba
esnek (>=~12 Mb; 32. abra). Ez azt jelenti, hogy a Penicillium torzsek kromoszomalis
DNS molekulainak elvalasztasa igen nehéz: nehezen képzelhetd el minden egyes

kromoszéméanak egy PFGE szeparalason beluli megfeleld szétvalasa.
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31. abra.

67

Nyolc Penicillium torzs elektroforetikus kariotipusa (CHEF).

1.-4. sav: P. chrysogenum (51, B25, QI176; 03); 5. sav:
S, cerevisiee YNN 295 6. sav. Sch. pombe 972 h,
7.-8. sav: P. chrysogenum (P2, 807); 9.-10. sav: P. notatum (21, 31)
Elvalasztasi korilmények; fesziiltség: 200 és 50 V; pulzusidd: 75, és 1800 s;
futasi 1d6: 20, és 48 h; agardoz koncentracio: 0,9 % CGA;
puffer: 0,5 x TBE.
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32. abra.

68

Nyolc Penicillium torzs elektroforetikus kariotipusa (CHEF).

1.-4. sav:  P. chrysogenum (51, B25, QI176; 03); 5. sav:
Sch. pombe 972 h-, 6.-7. sav: P. chrysogenum (P2, 807), 8.-9. sav:
P. notatum (21, 31).

Elvélasztasi korilmények; fesziiltség: 43 V; pulzusidé: 7200, 3500, 2500 és
2200 s; futasi id6: 120, 72, 48, és 48 h; agardz koncentracio: 0,6 % CGA,;
puffer: 0,5 x TBE.
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4.5. A PROTOPLASZTFUZIOVAL LETREHOZOTT HIBRIDEK PFGE ANALIZISE.

A kutatasi program keretében azt is megvizsgaltuk, hogy alkalmas-e a PFGE a
hibridizacios kisérletek eredményeinek nyomonkovetésére. Ezeket a vizsgalatokat
Phaffia rhodozyma és Aspergillus nidulans megfeleléen markerezett auxotrof torzseibdl
kiindulva végeztik. A Phaffia ATCC 24203 (4) és az ATCC 24229 (5) torzse esetében a
kromoszomalis mintazat eltérései miatt az elektroforetikus kariotipizalas segitségével
analizalni tudtuk a létrehozott hibrid kromoszomaallomanyat és bizonyitani lehetett

fuzids termék voltat (33. és 34. abra).

Hasonloképpen tanulmanyoztuk két haploid A. nidulans torzs és diploid fuzids
termékik kromoszOmamintazatat is (35. abra). A két, auxotrofia és szinmarkerekkel
rendelkezd torzs (SzMC 1156; y, paba~, ade™ és SzMC 1157; y, paba~, lys™) az R 21 jeld
torzs szarmazek, ahol az SzMC 1156 DNS molekulai azonos szamuak €s nagysaguak
(2,9;3,3;3,8,4,2;4,5; 5,0 Mb) az R 21 szil6i torzsével, mig az SZMC 1157 legnagyobb
kromoszémalis DNS fragmentje 5,3 Mb nagysagu. Ez a kariotipusbeli kiilonbség

lehetdvé tette a hibridizacios folyamat nyomonkovetését, igazolasat.
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33. abra

70

Protoplasztfuzioval létrehozott hibrid és sziil6i torzsek elektroforetikus
kariotipusa (CHEF).

1. sav: P. rhodozyma (5); 2. sav: 5 arg™; 3. sav: 5 arg™ x 4 arg™; 4. sav;
4 arg™; 5. sav: P. rhodozyma (4); 6. sav: 4 arg™; 7. sav: 5 met™ x 4 arg™;
8. sav: 5 met™; 9. sav: S. cerevisiae YNN295, 10. sav Sch. pombe 972 h-.
Elvélasztasi korulmeények; fesziiltség: 180 és 140 V; pulzusidé: 100, 300 s;
futasi id6: 16 és 24; agar6z koncentracio: 0,9 % SERVA, puffer: 0,5 x TBE.

70



34. abra.

71

ATCC  Sarg  Sarg b4arg  ATCC Larg Smet” S met”
24,229 x 2L203 x

(5) barg (4) barg

Protoplasztfuzidval létrehozott hibrid és sziildi torzsek elektroforetikus
kariotipusanak diagrammatikus abrazoldsa.
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35. abra.

72

Haploid és diploid Aspergillus torzsek elektroforetikus kariotipusa
(CHEF).

1. sav: Sch. pombe 972 h~; 2. sav: A. nidulans SzMC 1157 (haploid); 3. sav:
A. nidulans R21; 4. sav: A. nidulans SzMC 1156, 5. sav:
A. nidulans 1156 x 1157 (diploid).

Elvalasztasi korulmények; fesziltség: 47 V; pulzusidé: 4000 —1200 s;
futasi id6: 162 h; agardz koncentracio: 0,8% CGA; puffer: 0,5 x TBE.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleti programunk soran elméleti és gyakorlati jelentéséglii mikroszkopikus

gombak genomszervezOdését vizsgaltuk pulzaltatott gélelektroforézis (PFGE)

segitségével.

*

Munkank eredményeként adatokat nyertiink a biotechnologiai szempontbol jelentGs
Phaffia rhodozyma élesztdgomba ezt megelézOen teljesen ismeretlen genetikai
allomanyarol: meghataroztuk a magi genom méretét, a kromoszomalis DNS-ek
szamat €s nagysagat. Tobb izolatum elektroforetikus kariotipusanak Osszhasonlito
analizisével kimutattuk, hogy a P. rhodozyma fajon belil jelentés kromoszoma hossz

polimorfizmus létezik; vizsgaltuk ennek jellegét és mértékét.

Nagyszamu P. rhodozyma mutans elGallitasaval és elektroforetikus kariotipusuk
elemzésével vizsgaltuk, hogy milyen gyakorisaggal kovetkezik be kromoszomalis
atrendezddés az alkalmazott mutacios kezelés (esetiinkben y- és UV-besugarzas)
soran; tovabba, hogy milyen eltérések vannak a kromoszomaszerelvény egyes
tagjainak viselkedésében, valamint lehet-e Osszefliggést talalni egy mutacioval
kiépitett valamely fenotipusos jelleg €s bizonyos kromoszomaaberraciok kozott.

Informéciokat nyertiink ezen élesztégombak ploiditasi szintjérdl is.

Eredményeink révén el6szor nyertiink betekintést egy Mucor torzs kromoszomalis
allomanyanak szervezddésébe. Meghataroztuk a M. circinelloides faj tobb torzsének
kariotipusat; feltartuk a fajon beltuli kromoszoéma hossz polimorfizmus mértékét és
jellegét. Ossszesen 5 kiillonbozé Mucor faj (M. bainieri, M. circinelloides, M.
mucedo, M. racemosus, M. plumbeus) tobb torzsét vizsgalva, szereztiink adatokat a

genom szervezddésérdl és a génuszon beluli kromoszomalis polimorfizmusrol.
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¢ A Phaffia rhodozyma és a vizsgalt Mucor fajok esetében (ahol a klasszikus genetikai
eljarasok alkalmazasa nehéz, vagy éppen lehetetlen) megkezdtik a genom
kromoszomalis génlokalizacid révén torténd markerezését. Ez megnyitja az utat a

tovabbi részletes genetikai elemzés elStt ebben a két fontos nemzetségben.

¢ El8szor tudtunk érdemi informéciot szerezni a Claviceps génuszba tartozo fajok

genom meéretérdl €s kromoszomaszamarol.

+ Eredményeket értiink el ipari Penicillium torzsek elektroforetikus kariotipizalasaban.

¢ A PFGE eljarast nemcsak vad torzsek €s mutans szarmazékaik jellemzésére
hasznaltuk fel, hanem két gombafaj esetében (P. rhodozyma és A. nidulans) sikerrel
alkalmaztuk hibridizacios események (protoplasztfuzid) nyomonkovetésére is.
Analizaltuk a fuzids partnereket, a beldluk létrehozott hibridek, illetve rekombinans
torzsek kromoszomalis dllomanyat. Bizonyitottuk, hogy a PFGE segitségével kovetni

és igazolni lehet a fuzids esemény lejatszodasat, az egyes kromoszomak

LAY

+ Kidolgoztunk uj, illetve tokéletesitettiink olyan kisérleti technikakat, amelyek

el6segitik mikroszkopikus gombak elektroforetikus kariotipizalasat.

A felsorolt eredmények szamos 0j Osszefuggeéssel bovitik a mikroszkopikus

gombak genomszervezddésével kapcsolatos ismereteinket. Segitik a tanulmanyozott

gombakkal folytatott genetikai kutatast éppugy, mint a gyakorlati célii torzsnemesitést.
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