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2. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A gomba protoplasztok fiziéjan alapulé génatvitel tanulméanyozasa a SZTE TTK
Mikrobiolégiai Tanszékének egyik tradiciondlis kutatdsi teriilete. A témdban elért jelentSs
eredmények vezettek a paraszexudlis keresztezések soran megnyilvanulé inkompatibilitis
jelenségének vizsgalatahoz. Az Aspergillus niger fajaggregatum molekularis jellemzése soran
ismertté valt, hogy az imperfekt fekete Aspergillus fajok extrakromoszoémalis elemei
(mitokondriumok, RNS virusok, plazmidok) erdteljes polimorfizmust mutatnak, szemben a
teljes életciklussal bird fajokkal, pl. Aspergillus nidulans, Neurospora crassa. A paraszexualis
ciklus felfedezése 1j tdvlatokat nyitott az imperfekt gombdk kutatisiban, de a teljes
életciklussal bir6 fajok esetében is boviti az elemzések lehet6ségét. A paraszexudlis ciklus jol
hasznalhatd tdbbek kozt az extrakromoszomalis elemek rekombinalédasanak vizsgélatara.
Felhasznédlhatosagénak egyediili korlatja az imperfekt gombak (igy a fekete Aspergillusok)
korében tapasztalt széleskorli intraspecifikus vegetativ inkompatibilitds, melynek oka
nagyfokt genetikai diverzitds. Inkompatibilitdis esetén az anasztomoézis WGtjan létrejovod
heterokarion allapot nem tud kialakulni. Bizonyos esetekben a heterokariotikus allapot gatja
az anasztomoézisra vald képtelenség, és ilyenkor protoplasztfizid alkalmazasaval
mesterségesen heterokariotikus allapot hozhatd létre. A vegetativ inkompatibilitasi rendszer
megakadalyozhatja a nukledris dlloméanyok keveredését, ugyanakkor lehetéséget nyijt az
extrakromosz6malis elemek transzmisszidjara, €s azok esetleges rekombinédlédésara.

Tanszékiinkén jelenleg is folynak a kiilonb6z6 Aspergillus fajok $sszehasonlité feno-
és genotipikus elemzései. A térzsek jellemzésére tobbféle modszer keriilt alkalmazésra:
izoenzim analizis, a sejtrﬁagi riboszémalis RNS gének (rDNS) RFLP (restriction fragment
length polymorphism), illetve a mitokondridlis DNS (mtDNS) RFLP vizsgalata, tovédbba a

RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA, polymerase chain reaction) analizis. A



fajok kozotti jelentds diverzitas mellett hatarozott intraspecifikus polimorfizmust detektaltak,
mely kiilondsen az imperfekt fajok esetében volt erbteljes. A legszembetliinébb genetikai
variabilitist az extrakromoszomalis elemek mutattdk. Sem a nukledris, sem az
extrakromoszémalis polimorfikus bélyegek és az inkompatibilitas jelensége és szintje kdzott
eddig kozvetlen ok-okozati kapcsolatot nem sikeriilt bizonyitani, azonban a virusok,
mitokondriumok sikeres transzmisszidja nem kompatibilis kapcsolatokban jelentésen
hozzéjarultak a kompatibilitdsi viszonyok értelmezéséhez.

Az Aspergillus nemzetségen beliil a Nigri szekcioban kezdédtek el a legrészletesebb
vizsgalatok. Az imperfekt fekete Aspergillus fajok gazdasagi szempontbdl a nemzetség
legfontosabb tagjai, taxonémiajukkal kapcsolatban azonban még sok a tisztizatlan kérdés.
Szamos, viszonylag jol koriilhatarolt faj (4. carbonarius, A. japonicus, A. heteromorphus, A.
ellipticus, A. aculeatus, stb) mellett t6bb iparilag is fontos fajt az Aspergillus niger
fajaggregatumba soroltak. Az A. niger fajaggregitum korében jellemezték eldszér a
polimorfikus bélyegeket. A fajaggregatum 400 gyijteményes torzsének és szabadfoldi
izoldtuméanak sejtmagi rDNS és a mtDNS RFLP mintézatai alapjan harom {6 csoportba tudtak
sorolni, név szerint 4. niger, A. tiibingensis és A. brasiliensis. A f6 csoportokon beliil tovabbi
alcsoportokat tudtak elkiiloniteni a mtDNS Haelll-Bg/lI restrikcios endonukledzokkal torténd
emésztésével. Az 4. niger fajon beliil 6t, az 4. tubingensis fajon beliil pedig hat kiilonboz6
mtDNS RFLP mintazatot észleltek.

A mtDNS RFLP mintazatbeli eltérések mellett jelentés méretbeli polimorfizmust is
tapasztaltak. A mitokondridlis DNS mérete a fajaggregdtumon belill az 4. brasiliensis
kivételével 30-33 kb kozott valtozott, mig a szekci6 egy masik tagja, az 4. japonicus esetében
a fajon beliil a polimorfizmus igen nagymértéki (45-60 kb, itt hét eltéré6 RFLP mintazata
csoportot azonositottak). Korabbi vizsgalatok a teljes életciklussal rendelkezdé A. nidulans

esetében intraspecifikus polimorfizmust még heterokarion inkompatibilis torzsek kdzott sem



tudtak kimutatni. Kozeli rokon fajok kézott kismértékii mtDNS polimorfizmust észleltek, a
jelenséget intronok jelenlétével vagy hidnyaval, szim és méretbeli eltérésével magyaraztak.
Elkezd6dtek a kisérletek, amelyben fekete Aspergillusok kiilonb6z6 mtDNS RFLP
csoportjaiba tartoz6 inkompatibilis torzsei kozott oligomycin rezisztencidra alapozott
mitokondrium atvitelt kiséreltek meg (fajon beliil, és fajok koézt is). Megprobaltak a
mitokondridlis oligomycin rezisztencia direkt szelekcids lehet6ségét kihasznalva igazolni a
mitokondridlis rekombinacié bekoévetkezését olyan esetekben, amikor semmiféle
kommunikécié nincs a két partner sejtmagja kozott. A kapott eredmények ellent mondtak az
A. nidulans fajcsoportnal tapasztaltakkal, ahol a mitokondridlis rekombinéacié csak a
sejtmagok kommunikacidja mellett valosul meg. A mitokondrium atviteli kisérletek legtobb
esetben sikeresek voltak, és nagy variacidban mtDNS rekombinansokat eredményeztek. A
kutatasok e fazisaban kapcsolédtam be szakdolgozoként, majd doktorandusz hallgatoként a
Dr. Kevei Ferenc iranyitotta csoport munkédjaba. E témabdl kordbban mar két doktori
disszertacié és szamos szakdolgozat sziiletett. Részben ezen munkék folytatasat, részben

pedig tovabbi fekete Aspergillus fajok elemzését végeztem el.



CELKITUZESEK

1.

A hat kiilonb6z6 mtDNS RFLP mintdzattal rendelkezé A. tiibingensis izolatum
mitokondridlis genomjai k6zott megfigyelt polimorfizmus vizsgalata a mtDNS fizikai és
funkcionalis térképezésével és szekvencia szintit elemzéssel.

Az A. niger — A. tiubingensis mitokondrium transzmisszié soran létrejott utédok
mitokondrialis DNS-ének jellemzése fizikai térképek elkészitésével. Célunk az volt,
hogy ezeket az eredményeket Gsszehasonlitva a két sziil6i mtDNS szervezddésével a
rekombinécios események molekuléris szintli magyarazatat adjuk. A pontos vizsgalatok
elvégzéséhez el akartuk végezni a két sziiléi torzs teljes mitokondridlis DNS-ének
szekvencia meghatarozasat.

Néhény korabban nem elemzett 4. japonicus izoldtumok kozott protoplasztfuzidval
végrehajtott mitokondrium transzmisszi0 soran létrejott utddok mtDNS-einek

térképezése, €s az eltérések szekvenciaszintii magyarazata.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az Aspergillus nemzetség

Az Aspergillus nemzetség teleomorf, szexualisan szaporodé alakjai az aszkuszos
gombak Eurotiales rendjének Trichocomaceae csaladjaba tartoznak (Webster, 1986;
Alexopoulos és mtsi, 1996). A nemzetség anamorf alakjait a gombak Deuteromycetes (Fungi
Imperfecti) osztalydba soroljadk. Az Alexopoulos-féle taxondmiai kézikonyv 1996-ban
megjelent negyedik kiaddsa (Alexopoulos és mtsi, 1996) a rend és csalad besorolas
érintetlentil hagyaséaval, az Aspergillus-okat a valodi gombak (Kingdom Fungi) orszagan beliil
az Ascomycota torzsnek abba a Filamentous Ascomycetes osztily rangu csoportjaba sorolja,
amelyre a kleisztotéciumos termétest képzés jellemzo.

Az Aspergillus nemzetség az eukariéta fonalas mikroszervezetek egyik
legintenzivebben vizsgalt csoportja. A nemzetség tagjai jelent6ségiiket tobb tényezdnek is
koszonhetik. Egyrészt ipari termelésben hasznosak, tobbféle metabolit gazdasagos
eldéllitasara alkalmazhatok. Szamos fajukat alkalmazzak kiilénb6z6é enzimek (pl. amiléz,
pektindzok, proteazok, glilkkdz oxidaz), szerves savak (pl. citromsav, glukonsav)
termeltetésére, tavolkeleti étel fermenticiokban, illetve gyogyaszatban alkalmazott
vegyiiletek, pl. antibiotikumok, vagy a lovasztatin el6allitasara. Aspergillus fajokat
alkalmaznak szteroidok biokonverzidjara, illetve pl. inzulin, kimozin heteroldg expresszidjira
is (van Gorcom és mtsi, 1994). Szamos faj szkleréciumai rovarellenes vegyiiletek forrasai
(Wicklow és mitsi, 1994). Az Aspergillus nemzetség gazdasagi szempontbdl legjelentésebb
csoportjat a fekete Aspergillus fajok képezik, melyeket pl. citromsav, amildz, pektiniz,
proteaz, glilk6z oxidaz elballitasara alkalmaznak a fermentécids iparban. Koziilik az 4. niger

rendelkezik az US Food and Drug Administration éltal adhaté “generally regarded as safe”



(GRAS) mindsitéssel, azaz e faj alkalmazaséval létrehozott termékek (enzimek, szerves
savak) felhasznalhatéak ételadalékként (Roehr, 1992; Berka és mtsi, 1992). Az Aspergillus
fajok koziil még az 4. oryzae és A. sojae rendelkeznek ilyen “bizonyitvannyal”.

Az Aspergillus fajok altal okozott kartétel is jelentds. Szamos Aspergillus faj alacsony
vizaktivitas érték mellett is képes szaporodni (pl. 4. chevalieri, A. amstelodami, A. restrictus),
ezért e fajok a tarolt gabonafélék raktari karteviiként sulyos gazdasagi karokat okoznak.
Néhany Aspergillus faj (A. flavus, A. parasiticus) a gyapot, kukorica és féldimogyord
elsddleges szant6foldi korokozdja a szubtropusi régiokban (Cotty és mtsi, 1994).
Vizsgalataink alanyai, a fekete Aspergillus fajok mint gyengiiltségi parazitadk jelentdsek,
mandulafdk koronarothadésat, hagyma feketepenészes rothadasat, alma lagyrothadédsat idézik
eld. A dohanyfermentécié soran is tetemes karokat okozhatnak.

Az Aspergillus fajok human opportunista kérokozoként is jelentdsek, az aspergillosis
kiilonb6z6 formdinak el6idéz6i (pl. a tidémikézis az 4. fumigatus faj idézi eld). Fekete
Aspergillus fajok is eldidézhetnek mikozisokat, s6t akar tiidémikdzis kialakitasaban is részt
vehetnek. Extrém foglalkozasi betegségként jegyezték fel a fiiszerpaprika kézi feldolgozasa
id0szakaban a paprika hasitasat végz6 asszonyok kezén kialakulé koromagy mikdzist, amit a
szaritas soran elszaporodo, els6sorban A. niger okozott. Egyes biotépokon nagy tomegben
elszaporodva, lokalisan nagymennyiségii Aspergillus spora (konidium) levegébe keriilésével
igen erds allergén lehet, sokszor faji hovatartozast6l fliggetleniil is.

Néhany faj az emberre és allatokra veszélyes mikotoxinokat termel, melyek szintén
silyos gazdasagi karokat okoznak vilagszerte. ElsGsorban a gabonafélék fert6zottsége
okozhat problémat. Az import névényi termékek kozott a foldimogyord és a kavé komoly
szennyezésével kell szdmolnunk, de az utdbbi id6k ,paprikabotrdnyaiért” is e toxinok a

felelések. A gazdasagi szempontbdl legfontosabb mikotoxinok k6zé tartoznak pl. az A. flavus,

A. parasiticus és A. nomius fajok altal termelt karcinogén hatésu aflatoxinok, illetve az 4., -
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ochraceus és szamos mas faj, igy a fekete Aspergillus fajok (pl. A. carbonarius, A. niger) altal
is termelt nefropatikus ochratoxinok (Abarca és mtsi, 1994; Téren és mitsi, 1996).

Az Aspergillus nemzetség elméleti, biologiai fontossagat az adja, hogy a nemzetségen
beliill egyardnt taldlkozhatunk olyan szekcidkkal, amelyekbe teljes életciklusi szervezetek
tartoznak (sectio Nidulantes) és olyanokkal, ahova csak imperfekt fajok sorolhatok (sectio
Nigri), és vannak, amelyekbe imperfektek mellett perfekt fajok is talalhatok (sectio Fumigati).
A nemzetség bioldgiai szempontbdl legjobban ismert faja az A. nidulans (teleomorfja
Emericella nidulantes), amelyet a fonalas aszkuszos gombék k6zott a Neurospora crassa-val,
valamint a Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces pombe élesztégombakkal
egyiitt a legrészletesebben tanulmanyozott eukariéta modellszervezetként tartanak szémon
(Smith és mtsi, 1977).

A taxondmusok a nemzetség tagjait igynevezett fajcsoportos rendszerbe soroltdk. Az
egyes fajcsoportokat a csoportok legismertebb fajardl nevezték el: A. flavus, A. nidulans, A.
niger fajcsoport stb. (Raper és Fennell, 1965). Az 4. niger fajcsoportot - amelybe vizsgélati
objektumaink is tartoznak — a szakzsargon “fekete Aspergillus”-okként emliti s6tétbarna-
fekete konidium- és telepsziniik miatt. A nemzetk6zi botanikai k6d szabalyai szerint Gjabban
a szekcid elnevezést hasznéljak (Gams és mtsi, 1985), pl. Nigri szekcid, Fumigati szekcid. A
Nigri szekcidba tartoz6 fajok koziil az A. japonicus és A. aculeatus konidiumtartdin csak egy
sor sterigma taldlhatd, ellentétben a tobbi idesorolt fajjal (Raper és Fennell, 1965). Ett6l
eltc;kintve a tobbi faj morfoldgiai bélyegek alapjan igen nehezen kiilonithetd el. Al-Musallam
(1980) ezen nehezen elkiilonithetd fekete Aspergillus fajokat az ugynevezett A. niger
fajkomplexbe sorolta (pl. 4. awamori, A. phoenicis, A. kawachi, A. foetidus, A. schiemannii,
A. pseudocitricus, A. inuii, A. usamii, A. satoi, stb.). Az arra vonatkozd Osszehasonlité
elemzések, hogy a kiilon fajként leirt egyedi izolatumok halmazan beliil a val6di fajhatarokat

probaljak koriilirni, minddssze 7 faj elkiilonitését eredményezték (Croft és mtsi, 1984). Az 4.
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Japonicus és A. aculeatus fajok intraspecifikus variabilitdisaval Hamari és mtsi (1997)
foglalkoztak behatéan. Az A. niger fajkomplexbe tartozé fajokat molekuldris markerek,
ugymint a sejtmagi tDNS Smal és a mtDNS Haelll-BglIl restrikcidés endonukledzok altal
létrehozott RFLP mintazatai alapjan soroltdk késébb az A. niger, A. tibingensis és az "A.
brasiliensis” fajokba (Kusters van Someren és mtsi, 1991; Varga és mtsi, 1993, 1994). Az 1, II
és III jelzésii rDNS tipusok megfelelnek az 1, 2 és 3 jelzésti mtDNS csoportoknak. Ezeket a
molekuldris markerek alkalmazaséval azonositott fajokat morfolégiai bélyegeik alapjan nem,
vagy csak nehezen lehet elkiiloniteni egymastdl. A mtDNS RFLP szempontjabol az 4. niger
faj 6t (1a-1e), az A. tiibingensis faj pedig hat (2a-2f) csoportba sorolhatd. Az "A. brasiliensis”
fajt néhany Braziliabdl szarmaz6 szabadf6ldi izolatum reprezentalja, melyet legalabb kétféle
mtDNS restrikcids profil jellemez (Varga és mtsi, 1993, 1994; Téth és mtsi, 1997). Az utébbi
években azonban szamos 1j, az A. niger fajaggragitumba tartoz6 fekete Aspergillus fajt irtak
le (Samson és mtsi, 2000; Yu és mtsi 2004; Cabanes és mtsi 2004), jelenleg Gsszesen 15 fajt

sorolnak az 4. niger fajcsoportba.

3.2. Vegetativ kompatibilitasi viszonyok

A fekete Aspergillus fajok imperfektek, szexualis életciklussal nem rendelkeznek,
rekombinacid egyediil a paraszexudlis ciklus soran jatszodik le e torzsekben. A paraszexualis

ciklus f6 lépései az anasztomozis, a kévetkezményeként létrejott heterokariotikus allapot és

kis gyakorisaggal (10-3-109, a gyakorisigot a keresztez6dd torzsek tulajdonsagai
befolyasoljak) bekévetkez6 kariogamia. A szomatikus diploidban a mitdzis sordn a homolog
kromoszOmaparok kozott ritka eseményként mitotikus crossing over jatszodik le. Ezt
kévetéen spontin haploidizaci6 torténik. A haploidizacié a heterozigota diploidnak a haploid

allapotba t6rténd visszatérését jelenti. A meiodzistdl eltéréen, a haploidizacié a sziildi

11



kromoszémapérok tokéletlen szétvalasinak (nondiszjunkcid) kovetkezménye és a sziil6i
kromoszéma készlet véletlenszer(i Gjrarendez6dését eredményezi. Ennek soran aneuploidok:
hiperdiploidok vagy hiperhaploidok jonnek létre. A haploidizacié tébblépcsds folyamat,
instabil aneuploidok fokozatos kromoszéma szam csokkenése utdn eredményezi a stabil
haploid utddokat. Az utédok koézt lehetnek sziildivel megegyez és attdl eltéré kromoszéma
kombinaciokkal rendelkezdk, a véletlenszer(i kromoszoma szétvalas kovetkeztében.

A paraszexudlis ciklusnak azonban a sejtmagi rekombinéciotdl fiiggetleniil is jelentds
szerepe van, ugyanis lehetdvé teszi az extrakromoszOmalis elemek (igy a mitokondrialis
genom) szabad rekombinaci6jat. A mitokondrialis genom rekombinicidja csak akkor
torténhet meg, ha nincs kiils6 korlatozd tényez6, mely ezeket a folyamatokat
megakadélyozhatja. Ilyen tényez$ a szexudlis ciklus létezése. A teljes életciklussal bird
mikroorganizmusok mitokondriumai a szexudlis keresztezések sordn uniparentélis (foként
materndlis) 6roklédést mutatnak (Birky, 1978; 1983; 1994; Smith és mtsi, 1990; Yang és
Griffiths, 1993; Boynton és mtsi, 1987; Kawano és mtsi, 1995). A szexudlis ciklus gétolja a
mtDNS rekombinacijat, igy az imperfekt gombédk azok a szervezetek, amelyek szexualis
ciklus hianydban nem rendelkeznek a mitokondrialis genom rekombinacidjat korlatozé
mechanizmusokkal. Részben ez eredményezi a természetben eléfordulé imperfekt gombékat
jellemz6 er6s mtDNS polimorfizmust. Az el6zéekben emlitett okok részben a mar meglévd
polimorfikus valtozatok eliminal6dasat, masrészt fennmaradasat és gazdagodasat biztositjak,
de a természetes mitokondridlis DNS valtozatok keletkezése az evolucios 1éptékli mutacids
események kdvetkezménye.

A paraszexualis tton torténd genetikai informacidcserét azonban az imperfekt gombak
koérében a nagyfoka heterokarion inkompatibilitas korlatozza, melynek hatterében Osszetett
genetikai rendszer all. Egyes esetekben az inkompatibilitds az Ggynevezett ,,post-killing”

effektusra vezethetd vissza. Ebben az esetben a névekvd hifdk a taldlkozds vonalaban
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proteolizis révén dezorganizalédnak, ugynevezett barrage-t képeznek. Ilyen jelenséget pl.
Podospora, Neurospora fajokban figyeltek meg (Esser és Blaich, 1994). Mas esetekben az
inkompatibilitas kivalté okaként sejtfallal asszocialt gatl6 mechanizmusokat feltételeznek, ez
esetenként protoplaszt fuzié segitségével athidalhat6. Szamos fajban, igy a fekete
Aspergillusok kdzott is olyan gatld mechanizmusok miikodnek, melyek protoplaszt fizidval
sem keriilhetok ki. Az anasztomozist gatldé mechanizmusokért a kompatibilitasi gének
rendszere felelds. E gének (vic vagy het) altal meghatarozott csoportokat h-c, v-c vagy VCG
csoportoknak nevezik, fajtél fliggéen. A kompatibilitasi rendszer lehet allélikus, és nem-
allélikus (illetve atfed6). Egy-egy mikroorganizmus faji hovatartozastél fiiggden rendelkezhet
nem-allélikus (Heterobasidion annosum; Chase és Ullrich, 1990a; 1990b), vagy allélikus
kompatibilitdsi rendszerrel (4. nidulans, Esser és Blaich, 1994), illetve egyszerre
mindkettével (P. anserina; Turcq €s mtsi, 1990; Esser és Blaich, 1994). A nem allélikus
rendszer esetében tobb génhez kapcsolhatd a kompatibilitds. Az allélikus rendszerek esetében
tobb gén szamos alléljanak Osszessége hatiroz meg egy kompatibilitasi genotipust. Teljes
értékii heterokarion csak akkor johet 1étre, ha a két szervezet minden kompatibilitasi génjének
minden allélja megegyezik. Ha egy génjiikben is eltérést mutatnak, akkor az eltéré gén
inkompatibilitisban bet6ltott agresszivitasatol fliggben vagy kizérja a heterokarion képzést,
vagy pedig kisebb gyakorisdggal képes €életképes heterokariont létrehozni (Glass és Kuldau,
1992; Leslie és mtsi, 1993). Az Aspergillus fajok koziil az A. nidulans-ban vizsgaltak
részletesen az inkompatibilitasi rendszert. Tobb széz izolatum vizsgélata soran 20 kiilonb6z6
h-c csoportot azonositottak. A kompatibilitdsi rendszer allélikus, nyolc het lokuszt
azonositottak. Ezek koziil a hetC harom, a hetB négy alléles, a tobbi biallélikus (Anwar és
mtsi, 1993; Dales és mtsi, 1993).

Az inkompatibilitdsi rendszer tehdt megakadédlyozza a nukledris allomanyok

keveredését, ugyanakkor bizonyos kortilmények kozott lehetdséget nyujt az
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extrakromoszémalis elemek transzmisszibjdra, igy azok esetleges rekombinalédasira. A
paraszexudlis ciklus jol hasznalhaté genetikai vizsgalatokban kapcsoltsidgi viszonyok
meghatarozasara és extrakromoszomalis elemek rekombindlédasanak vizsgalatara. A fekete
Aspergillus fajokra jellemz0 intra- és interspecifikus mtDNS polimorfizmus kitiind kisérleti
objektumokka teszi 6ket a mtDNS rekombinacidk vizsgalatara. Egyes fajok esetében kiterjedt
a fajon beliili heterokarion inkompatibilitas; rokon fajok kozott nem, de még egy fajba tartozé
izolatumok ko6zo6tt is csak ritkan hozhatdk létre heterokarionok. Az inkompatibilitds nem
hidalhaté &t protoplaszt fuzi6 alkalmazasival, heterokarionok nem jonnek létre, de

mitokondrium transzmisszié megval6sithatd.

3.3. A mitokondriilis DNS szervezddése gombakban

A mitokondriumok az eukariéta sejt elsddleges energiatermeldi; benniikk megy végbe
az oxidativ foszforilacié, melynek révén ADP-b6l ATP keletkezik, ami a sejtek egyik o6
energiaforrasa. A matrixban helyezkednek el a zsirsav oxidacié és a citratkdr enzimei,
amelyek az anyagcsere folyamédn két-szénatomos vegyiiletekre lebontott tapanyagok
oxidacidjat végzik. Bar a mitokondriumnak sajat genetikai rendszere van, mégsem 6néllé. A
mitokondrium biogeneziséhez — felépitéséhez, Osszerendez6déséhez, miikodéséhez -
sziikséges fehérjék mintegy 90%-a a nukledris genomban kédolt. Tehat a funkcionald
mitokondrium létrejottéhez sziikséges a mitokondridlis és sejtmagi genom szoros
egyiittmilikodése. A mtDNS kutatdsa az utdbbi években ismét elétérbe kertilt, részben annak
készonhetben, hogy szamos emberi megbetegedés esetében kimutattdk, hogy a mtDNS
mutécioi is szerepet jatszanak a korkép kialakitasaban (Hammans, 1994).

A mtDNS-b6l mitokondriumonként egy, vagy néhany molekula fordul el6. A gombak

tobbségénél cirkularis szervezGdést mutat, néhdny faj azonban linedris mtDNS-t hordoz
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(Grossman és Hudspeth, 1985; Nosek és mitsi, 2003). A mtDNS kddolé és nem kodold
régiokat hordoz. A nem kddolé egységeket intergénikus régioknak nevezték el, ezek a koédold
régiokat Osszekotd szekvencikat jelentik. Ertelmes informaciétartalmuk nincs, de fajra
jellemz6 szekvenciamotivumokat hordozhatnak. Ilyen ismert motivamok a magas
kopiaszamban ismétl6d6 repeat szekvenciaként megjelené GC kluszterek a S. cerevisiae-ben,
a Sacll helyek a Kluyveromyces lactis-ban, a GC gazdag elemek az Allomyces macrogynus-
ban, a Pstl palindromok a N. crassa-ban és a MUSE elemek (mitochondrial ultra short
elements) a P. anserina-ban (Koll és mtsi, 1996).

A gombak mitokondrialis genom mérete igen valtozé (Burger és mtsi, 2003). A
Schizosaccharomyces pombe 17,4 kb-os mitokondrialis genomjatol az Agaricus bitorquis 174
kb-os mtDNS-¢éig valtozé méretiiekkel taldlkozhatunk (Hudspeth, 1992). A gombak mtDNS
mérete a névény- és allatvilag mitokondridlis genomjahoz képest kézéputat jelent. Az allatok
minimélis mtDNS mérete (16,5 kb) kisebb, mint a gombéké, a névények mtDNS mérete
pedig joval tulhaladja azt (t6bb szaz kb). Egyes parazita fajok mitokondridlis genomja még
kisebb lehet (Plazmodium sp — 6kb, Feagin, 2000). A genom méretek kozott kdzel rokon
fajok esetében is jelentds eltérés lehet (S. cerevisiae: 72-78 kb, S. exiguus: 23,7 kb; Coprinus
cinereus: 43 kb, Coprinus stercorarius: 91 kb) (Grossman és Hudspeth, 1985).

Bendich és mtsi (1993) megfigyelése szerint a gombak mtDNS-ei 4ltalaban a "rolling
circle” mechanizmus szerint replikdlédnak. A replikdcié sordn hosszi linedris molekulak
alakulhatnak ki, melyek konkatamerek forméjaban tartalmazzak a mtDNS-t.

A mitokondridlis DNS bézisosszetételére egyes csoportoknal (Ascomycota) az AT
gazdagsag jellemz6. Ez kddhasznélati eltérést eredményez (pl. az altaldban stop kddot jelentd
UGA kodon a gombak mitokondriumaiban a triptofant kodolja). Kiilénb6z6é mitokondriumok
ko6zott is észleltek kédhasznalati eltéréseket (Hudspeth, 1992). Az univerzalis kodhasznalattol

vald eltérés mas, nem gomba mitokondriumban is el6fordul, pl. a human mitokondriumban,
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ugyanakkor nem taldltak kodhasznalati eltérést a novények esetében (Alexopoulos és mitsi,
1996).

A kédol6 géneket két csoportra oszthatjuk: mitokondrialis funkcidkat biztosito, illetve
magat a mitokondrialis fehérjeszintézist irnyité génekre. Az el6bbiek kézé tartoznak: a
citokrom b-t (cob), a citokrom c oxidaz 1-3 alegységét (cox1-3), a NADH dehidrogeniz
kiilonbozo alegységeit (ndh 1-6) fajonként eltéroket, az ATP szintaz (atp) 6, 8 és 9 alegységét
kodolé gének. A masodik csoportba tartoznak a kluszterekbe rendezett tRNS gének, rRNS
gének €s a riboszomalis fehérjéket kodol6 gének. Szamos gén kddoléd szekvencidit nemkdédold
DNS szakaszok szakitjadk meg, melyeket intronoknak neveziink (Gilbert, 1978). A gének egy
harmadik csoportjat alkotjak a nem azonositott URF-ek (unidentified reading frame), melyek
funkcidja jelenleg még nem ismert (pl. az 4. nidulans URFA3 génje) (Hauswirth és mtsi,
1987). Végiil kiilon kell emliteni az intronok ORF-jait (open reading frame), amelyek a
mtDNS-rdl atir6dé6 mRNS érésében fontos szerepet jatszanak.

Ha az endoszimbionta elméletbdl kiindulva gy tekintiink a mtDNS &6sére, mint egy
prokariéta informacidhordoz6 egységre, akkor napjaink mtDNS-e feltinben kevés
informaciot tartalmaz. Az evolucié soran informacié ataramlés tortént az eukariéta sejtmagba,
ezaltal szamos addig kizarélag mitokondrialis gén kodja a sejtmagba keriilt at, illetve magi
gének termékei a mitokondriumba transzportalodva ott latnak el funkcidkat. Az, hogy a
sejtmagba torténé génaramlas milyen géneket érintett, még nemzetségen beliil is eltérd lehet.
A jol ismert S. cerevisiae élesztdgomba, €s szamos rokon fajanak mtDNS-e nem kddolja a
NADH dehidrogenaz enzim alegységeit, szemben a j6l ismert fonalas gombakkal, ahol
jelenlétikk altalanos (Hudspeth, 1992). A S. cerevisiae ATP-az 9 alegysége mtDNS-ben
kodolt, mig a fonalas gombéaké lehet mtDNS-ben (Aspergillus), sejtmagban (Podospora),

vagy mindkett6ben kodolt (Neurospora). Utébbi esetben a miikddo gén vagy a sejtmagi, vagy
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a mitokondrialis kopia, vagy pedig alternativan életciklushoz kététten vagy az egyik, vagy a
masik gén fejezddik ki (Ridder és mtsi, 1991; Brown és mtsi, 1984).

Szamos fonalas gomba mtDNS szervez6dését részletesen felderitették. Az Aspergillus
nemzetségen beliil az 4. nidulans genomszervezddése a legismertebb (Brown és mitsi, 1985).
A mtDNS cirkularis, mérete 33 kb. A mtDNS altal kodolt gének: a nagy és kis rRNS
alegységek, a cox1-3, cob, ndhl-6, atp 6., 8. és 9. alegységek, valamint 28 tRNS gén. A
mtDNS 6t L. tipusu intront tartalmaz; a cox1 génben harom, mig a cob és rnl génekben egy-
egy intron talalhatd. A transzkripcié sordn - hasonléan az allatoknal észleltekhez — kis szamq,
hosszabb transzkriptumok keletkeznek, melyek utéérésen mennek at; az érés soran
valdsziniileg az 4llati mtDNS-hez hasonléan a tRNS-eknél hasitédik a mRNS.

Egyes mitokondridlis gének intronokkal erdsen tagoltak, a gének kozott pedig kiterjedt
spacer régiok lehetnek, igy a kozel rokon fajok esetében is a mtDNS jelentds méretbeli
kiilénbségeket mutathat. A fonalas gombék intron tartalma varidbilis. Az Aspergillus nidulans
33 kb, a Neurospora crassa 63 kb, a Podospora anserina pedig 102 kb nagysagu
mitokondrialis genommal rendelkezik. Ez a nagy méretbeli kiilonbség nem a kédolé régidk
eltéréseibdl, hanem a hordozott intronok szamabdl adédik. Cummings és munkatérsai (1990)
a Podospora anserina 102 kb nagysagi mtDNS-ének szekvendldsaval kimutattak, hogy az 4.
nidulans mtDNS méretéhez viszonyitott 70 kb-nyi eltérést tisztin intronalis szekvencidk
okoztak. Intront hordozé gének lehetnek az energianyerés folyamatdban szerepet jatszo
fehérje gének, riboszomalis RNS gének, tovabba tRNS gének. Bizonyos génekre jellemz6,
hogy intronokat hordoznak (cox1, cox2, rnl), mig vannak olyan gének, melyekben az intronok
eléfordulasa ritka (atp9, atp8, atp6). A P. anserina cox1 génje tizenhat intront tartalmaz, a
teljes gén 6,55%-a kddol6 rész, 93,45%-a pedig intron. Az a tény, hogy az intronok képesek

extrém moddon benépesiteni a mtDNS-t, részben aldtdmasztja az intronok mobilitaséra
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vonatkoz6 elképzeléseket, tovabba a kiilonbozé gombafajok mtDNS-ének diverzitasdban

bet6ltott szerepét.

3.4. Az intronok altalinos jellemzése

A gének kodold szekvenciit megszakité nem kodold6 DNS szakaszokat kézbevetett
szekvencidknak, intronoknak nevezziikk. Az intronok minden esetben precizen ki tudnak
vagddni a mRNS transzkriptumbdl (splicing), és igy a kddold régidk (exonok) eredeti olvasasi
keretiik megvaltozdsa nélkiil Gjra illeszkedve érett formaba keriilnek. A megfigyelt splicing
mechanizmusok alapjan az intronokat négy kategéridba soroljak: I. és II. tipusd intronok,
magi mRNS és tRNS intronok (Lambowitz és Belfort, 1993; Cech, 1990). Az 1. és Il. tipust
intronok egyben ribozimek is, tehat enzim aktivitdssal bir6 RNS-nek tekinthetjiik 6ket, mely
aktivitas révén 6nmaguk preciz kivagodasat tudjak végrehajtani. Ezt az 6nkivagé aktivitast a
szaknyelv self-splicing-nak nevezi. A magi mRNS-ek tgynevezett splice-szomakban
szabadulnak meg intronjaiktél, ahol szdmos segit6 molekula (pl.: Ul, U2 kis magi
ribonukleoproteinek) katalizalja az intronok kivagodasit. A magi tRNS-ek intronjai szdmos
enzim segitségével vagoédnak ki (endonukledz, kinaz, ligaz, foszfatéz).

Az 1. és II. tipust intronok nem csak arrél nevezetesek, hogy sajat kivagddéasukat
katalizalni tudjak, hanem mobilitasukrdl is, ezért mobil genetikai elemeknek tekintik Oket
(Lambowitz és Belfort, 1993; Lambowitz és Zimmerly, 2004; Haugen és mtsi 2005).
Mobilitasuk alatt azt értjiik, hogy intronmentes allélokat intronhordozé6va alakithatnak, sajat
kornyezetiiktol eltéré ) szekvencidlis koérnyezetbe is be tudnak épiilni, ugyanakkor
introntartalmi gének elveszthetik intronjaikat. Mobilitasuk fiigg az altaluk kodolt fehérjék
jelenlététol, melyekre amellett, hogy maturaz aktivitassal is rendelkezhetnek, azaz magat az

intron kivagodésat segitdé funkciot lathatnak el, az I. tipusi intronok ORF-jei esetében az
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endonukledz aktivitas, a II. tipusd intronok ORF-jei esetében pedig a reverz transzkriptiz
aktivitas jellemz6. Ezek az intron kédolt enzimek teszik mobilissé, mozgékonnya az 1. és II.
tipusu intronokat (Lambowitz és Belfort, 1993; Dujon, 1989; Lambowitz és Zimmerly, 2004;
Haugen és mtsi 2005). Az intron ORF-ek 6nmagukban is mobilisek, azaz egy adott ORF
képes megjelenni 0 szekvencidlis kérnyezetben is (Sellem és mtsi, 1996). Az intron ORF-ek
6nall6 mozgasat gyakran az intronnal szomszédos két exonnak az intronnal hataros néhany
nukleotidjanak megvaltozasa kiséri. Ezek az exonalis atrendezddések feltehet6en evolicids
szereppel is birnak, mivel valtozast okoznak a kddolt fehérje aminosav szekvencidjaban.

A mobilis intronok széleskérben elterjedtek (Lambowitz é€s Zimmerly, 2004; Haugen
és mtsi 2005). Az 1. és II. tipust intronokat szamos szekvenciakornyezetben lokalizaltak
kiilonb6z6 szervezetekben (eukariétak mitokondridlis, kloroplaszt vagy sejtmagi DNS-ében,
de baktériumok és bakteriofagok tRNS és mRNS-eiben is el6fordulnak). Szamos taxondmiai
egységben elterjedtek, beleértve a gombakat, novényeket, protozoakat és a prokaridtakat is.
Ma mar a metazoakat is az intronhordozék kérébe soroljak, bar korabban ennek a lehetségét
az addigi eredmények birtokdban kizartak (Beagley és mitsi, 1996). Létezik egy IIL tipusd
intronnak nevezett csoport is, melyek protisztdk plazmidjaiban fordulnak elé. Ezek az
intronon rovidek, €s a II. tipust intronokhoz nagymértékben hasonlitanak (jellegzetességiik,
hogy intronokon beliil is hordozhatnak introndlis szekvencidkat). Ha szekvencia-
koérnyezetiiket tekintjiik, akkor azt lathatjuk, hogy egy adott intron kiilénb6zé organizmusban
megjelenhet ugyanazon gén ugyanazon szekvenciakérnyezetében, illetve megjelenhet mas
génben is. Ez a jelenség kozvetve aldtamasztja a mobilitasukkal kapcsolatos elképzeléseket
(Dujon, 1989). A mobilitast igazolja az a tény is, hogy szamos fajban (bakteriofagok,
gombak, novények) elterjedtek, mely horizontalis géntranszfer segitségével valsulhatott meg

(Haugen és mtsi 2005).




Manapsag csupén I. tipust intronbdl mintegy 1500 ismeretes, melyc;.k jelentds része
ndvények és gombadk organellumaiban talalhat6. Ezeket a benniikk kodolt homing
endonukledzok aminosav szekvenciaji alapjan négy nagy csoportba soroljak: his-lys box,
LAGLIDADG (mely tipus a leggyakoribb), GIY-YIG, HNH csaladok.

Mind az intron nyerés (intron acquisition), mind az intron vesztés (intron loss)
folyamata ismert, molekularis mechanizmusukrél a szakirodalom részletesen beszamol
(Lambowitz és Belfort, 1993; Dujon, 1989). Az ORF-et hordoz6 1. tipusi intronok kirében az
intronnyerés folyamata nagy gyakorisidggal bekovetkezd esemény. ORF-iik altalaban
endonukledz aktivitdssal bir, melynek mind szekvenciafelismeréhelye, mind pedig a
restrikcids hasitohelye specifikus. Az elébbi 18 bp vagy annal t6bb nukleotidnyi motivumot
takar, az utobbi pedig néhany bazisparnyi (4 bp) szekvencidhoz kétott (Dujon és mtsi, 1989).
Az endonukledz, ha ép hasitéhellyel talalkozik, akkor elvégzi feladatit, azaz hasitja a
kettosszalu DNS-t. Ezt kévetden a jol ismert DSBR (double strand break repair) mechanizmus
javitja a DNS torést. A mechanizmus soran el6szér az eltért DNS 5'-3' és 3'-5' exonukleazok
altal emésztodik, agressziv tilnyuld egyszali DNS-ek keletkeznek, melyek homolog
szekvencidkhoz prébalnak elsdsorban illeszkedni. A talnydlé egyszali DNS-ek befurjak
magukat homoldg kett6s szali parjukba, és létrehozzak a rekombinaciés folyamatok kezdeti
stadiumara jellemz6 D-loop struktirat. A tilnyalé egyszalda DNS-ek a tovabbiakban a
homoldgjaikkal parosodva primerként szolgalnak a DNS polimeraz szamara, mely templatnak
a homol6g szekvenciat tekinti. Kialakul a kettés Holliday struktira, a DNS polimerazok
feltoltik a degradalodott torétt végek kozotti rést, majd kettds ,,crossing over” zarja a
folyamatot, melynek eredményeképpen kettd darab kettds szali DNS molekula jon létre.
Amennyiben a templatként felhasznalt homolég DNS szakasz az adott gén intront hordozé
vatozata, akkor a DSBR révén az addig intronmentes exondlis szekvencia intronhordozova

valik. Ez a mechanizmus ha beindul a mitokondriumban, ahol a mtDNS t5bb tucat
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képiaszdmban lehet jelen, kaszkadszeriien intronhordozéva tehet egy exondlis régidt, ami
addig nem tartalmazott intront. Ha az intron a szdrmazasi helyével azonos kérnyezetbe és
helyre épiil be, azt a szakirodalom "intron homing"-nak, azaz az intron hazatérésének nevezi.
Idegen, azaz Uj kornyezetbe is beépiilhet az intron, ha a felismerShely és a restrikci6s
hasitohely motivumok ezt lehetévé teszik, illetve ha nem homol6g rekombindcié térténik a
DSBR soran. Ekkor intron transzpoziciorél beszéliink.

Az intronvesztés jelensége a fent idézett szakirodalmak adatai szerint sokkal
Osszetettebb, és nagysagrendekkel ritkdbban bekovetkezd esemény, mint az intron nyerés. E
szerint a mér érett mRNS reverz transzkriptdz aktivitis révén egyszalit cDNS-sé irédik at,
mely intronhordozé homolégjaval rekombinaciéra Iép. Ily mdédon az introntartalmi forma
intronjat elveszti. A homolég rekombinacié "kiterjedtsége" (extenzidja) valtozo, igy egy,
kett6 vagy tobb szomszédos intron egyideji elvesztése torténhet meg (Dujon, 1989;
Lambowitz és Belfort, 1993; Moran és mtsi, 1994; Derr és mtsi, 1991). A folyamat sikeres
kimeneteléhez sziikséges reverz transzkriptiz aktivitast gyakran a kloroplaszt DNS, vagy a
mtDNS-ben jelen levé II. tipust intronok ORF-jeiben kddolt reverz transzkriptazok
(Baltimore, 1985), illetve reverz transzpozonok aktivitasa biztositja.

A génteripia szempontjab6l is fontossd valt az intronvesztés kérdésének
tanulmanyozasa. Szamos humdin betegséget, tiinet egyiittest tudnak kotni intronalis
mutaciokhoz (Huang, 1998; Smyth és mtsi, 1998). Elégtelen sejtmiikodéshez, enzimfunkciok
hianydhoz vezethet, ha egy introntartalmi gén intronja mutacié kovetkeztében képtelen
kivagodni, azaz nem tud érett mRNS létrejénni (Moran és mtsi, 1994). Sulyos betegségek
alakulhatnak ki, ha egy jelmolekula, masodlagos hirvivo, vagy egyéb fontos funkcidkat ellatd
molekula iktatodik ki ily modon a szervezetb6l. A természet azonban tudja gydgyitani
onmagat. Kisérletesen igazolt tény (Moran és mtsi, 1994), hogy a sériilt, self-splicing-ra

képtelen intron ellenére nagyon minimalis szinten, de képzddik érett mRNS. A réluk reverz
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transzkripcioval késziilt cDNS rekombinalédasa a homolég szekvencidkkal wgyszolvan
gyogyitia a defektes régiokat. Extrakromoszomdlis elemek genomjiban (plazmidok,
kloroplaszt és mtDNS) is detektaltdk az intronvesztés eseményét (Wallace és mtsi, 1996;
Freyer és mtsi, 1995; De Jonckheere és mitsi, 1994), kisérletesen igazoltik molekularis
mechanizmusat (Derr és mtsi, 1991), de tovabbra is ritka eseménynek tartjak, és nem vetddott
fel az, hogy az organellumok &rékité anyaga a magas kopiaszam ellenére homogénné tud
vélni intronvesztett jellegére nézve.

Manapsag a mobilis intronok vektorként valé alkalmazasa is elég elterjedt. Az IL
tipusu intronok ugy ismerik fel a célszekvenciat, hogy DNS-RNS bazisparosodas alakul ki,
igy az intron szekvencidjanak valtoztatasaval a célgén is megvaltoztathaté (Eskers és mtsi
1997; Guo és mtsi 1997, 2000). Tobbek kozt Lactobacillus lactis L1.LtrB intronjabol készitett
vektort (targeton) alkalmaztdk mind Gram+ mind Gram- baktériumok génjei esetében

(Karberg és mtsi 2001; Zhong és mtsi 2003).

3.5. A mitokondriumok 6réklédése, mtDNS rekombinacié gombakban

A sejtmagi és az organellaris DNS 6roklodése kozott jelentds eltérés tapasztalhatd.
Mig a sejtmagi DNS szigorian szabalyozottan, a mendeli 6roklésmenetnek megfeleléen
addédik at az utédokba, az extranukledris mtDNS és kloroplaszt DNS 6roklédése kevésbé
szigori szabalyok szerint, un. "relaxed" moédon torténik (t6bb kopia lehet beléle,
aszinkronban osztédhat). Az endoszimbionta elmélet alapjan, ha a szimbionta nagyobb
képiaszamban van jelen, nagyobb eséllyel keriil az utédsejtekbe (szelekcié a nagyobb
kopiaszamra).

Az organellum-6roklédésnek tobbféle tipusa ismert. A leggyakoribb az uniparentalis

6roklodeés, ezen belill az anyai 6roklddés, amikor az organellumok az anyét6l szdrmaznak.
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Néhény faj esetében az organellumok apai 6roklédést mutatnak (Birky, 1978, 1983, 1994).
Apai 6roklédés létrejohet ritka esetekben anyai 6roklédést mutaté fajokndl ("paternal
leakage"), illetve mint regularis 6roklédési tipus jellemzd lehet egy-egy fajra (pl. Daucus
kloroplasztiszok, illetve Sequoia mitokondriumok 6roklédése). A regularis apai 6roklédés
mechanizmusa nem ismert. Az organellumok 6roklodhetnek biparentalisan is, amikor mindkét
sziil6boél keriil az utédokba az adott organellumbdl (pl. Chlamydomonas, Pelargonium,
Oenothera fajok mitokondriumai). Ebben az esetben a mendeli roklésmenethez hasonléan
mindkét sziil6 genomja részt vesz az utdd létrehozasdban, de az 6r6kl6dés nem a mendeli
szabalyok szerint térténik.

A gombak korében szexudlis szaporoddsuk soran altalaban anyai 6réklédést észleltek
[pl. Neurospora fajok (Mitchell és Mitchell, 1952; Mannella és mtsi, 1979), Aspergillus
nidulans (Rowlands és Turner, 1976; Coenen és mtsi 1996), Pythium sylvaticum ( Martin,
1989)]. Phytophthora infestans esetében uniparentalis 6réklédés a jellemzé, szegregaciot,
rekombinici6t illetve heteroplazmiat nem észleltek (nem lehetett megéllapitani, hogy apai
illetve anyai 6r6kl6désr6l van-e sz6, mivel nem édllnak rendelkezésre megfelelé markerek;
Whittaker és mtsi, 1992, 1994). Apai 6roklodést Allomyces arbusculus x A. macrogynus
keresztezésekben (Borkhardt €s Olson, 1983), illetve Neurospora intermedia-ban mutattak ki
(paternal leakage; May és Taylor, 1989; Yang és Griffiths, 1993). Biparentélis 6roklédés
jellemz6 a bazidiumos gombékra (Coprinus cinereus, May és Taylor, 1988; Schizophyllum
commune, Specht és mtsi, 1992; Agaricus bitorquis, Hintz és mtsi, 1988; Armillaria mellea,
Smith és mtsi, 1990; Stereum hirsutum és S. complicatum, Ainsworth és mtsi, 1992). Ha a
mitokondrium nem vandorol a sejtmagokkal a dikarionban, tgynevezett mitokondriélis
mozaikok jonnek létre. Fentiekkel ellentétben, az Agaricus bisporus esetében uniparentalis
oroklodést észleltek, amit az egyik sziild mitokondrialis genomjédnak a dikarionbdl val6

szelektiv kizdrasaval, illetve elimindldsdval magyaraznak (Jin és Horgen, 1994).
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Laboratériumi kisérletek sordn az a sziilé orokitette 4t a mitokondriumat, amelyik gyorsabb
ndvekedést mutatott, kivéve azt az esetet, mikor a lassubb novekedésii partnert néhany napig
elénevelték: ekkor ez a partner orokitette 4t mtDNS-ét.

MtDNS rekombinéciot elészor Saccharomyces cerevisiae-ben észleltek (Thomas és
Wilkie, 1968). Késobb olyan gombaknal észlelték gyakran, ahol a sejtek vagy hifak fizidja a
szexudlis ciklus alapfeltétele (élesztékben, illetve bazidiumos gombakban, mint pl. Coprinus
cinereus-ban: Baptista-Ferreira €s mtsi, 1983; Economou és mtsi, 1986; Agrocybe aegerita-
ban: Barroso és mtsi, 1992; Pleurotus ostreatus-ban: Matsumoto és Fukumasa-Nakai, 1996).
Saccharomyces cerevisiae-nél és altaldban az élesztd gombaknal az uniparentalis organellum-
oroklodést Birky (1978) szerint altaldban az okozza, hogy a zig6tabol csak az a mitokondrium
oroklodik at, amelybdl tobb van vagy gyorsabban replikdlodik; annak a sziilének a mtDNS-e
keriil az utédokba, melybdl t6bb keriilt a zigétadba ("input bias"). Emellett feltételezések
szerint mas faktorok is szerepet jatszanak. T6bb keresztezés esetében 9:1 aranyban észlelték a
két mtDNS-t az utédokban; valdsziniitlen, hogy ilyen aranyban keriiltek a mitokondriumok a
sziilokbol a zigbtaba. A sarjak pozicidja is hatdssal van az utddba keriild mtDNS tipuséra (a
zigbta végén elhelyezkedd sarj altalaban az egyik sziild6 mtDNS-ét 6rokli, mig a koézépen
létrejovo sarjban édltaldban rekombinans mtDNS-t észleltek; Strausberg és Perlman, 1978). A
modell nem tudja megmagyardzni az egyes keresztezések esetében észlelt uniparentalis
Oroklodést sem. Zweifel és Fangman (1991) azonositottak egy sejtmagi gént (MGT1),
amelynek muticidja a p- mtDNS privilegizalt transzmisszidjat megsziinteti. Ha mindkét
parosodd haploid sejtmag hordozza ezt a mutéciét, akkor a p- mtDNS alig detektalhaté az
utddokban. Feltételezik, hogy ez a gén a mtDNS replikdci6jaban jatszik szerepet. Késébb a
gén termékét, egy CCEl1 endonukledzt azonositottak, mely a Holliday struktarat képes

hasitani (Kleff és mtsi, 1992).

24



Aspergillus amstelodami és A. nidulans fajok szexuilis keresztezése esetében az
uniparentalis 6roklédést genetikai moédszerekkel, drogrezisztens mutdnsok alkalmazasaval
bizonyitottdk (Lazarus és mtsi, 1980; Rowlands és Turner, 1974, 1975). Heterokarion
kompatibilis 4. nidulans térzsek kozotti keresztezések esetében (ha kiilonb6zd mtDNS-ek
voltak a sziilokben) sziil6i és rekombindns mtDNS-eket egyarant észleltek. Inkompatibilis
torzsek kozotti keresztezéseknél csak sziiloi mtDNS-eket detektaltak az utédokban; egy
termétest csak egyféle mtDNS-t tartalmazott. Rekombinansokat nem észleltek. Fajok kézotti
szexualis keresztezés esetében (4. nidulans x A. quadrilineatus; a két faj heterokarion
inkompatibilis egymassal, de szexudlis keresztezések kivitelezhetdk koztiik) kiilénbozd
morfologiaju utddokat taldltak. A kis s6tétbibor szinii telepek (diploidok vagy aneuploidok)
szegregansai valamennyien az A. nidulans mtDNS-t hordoztdk; sem rekombinans, sem A.
quadrilineatus mtDNS-t hordozé szegregénst nem talaltak (Jadayel, 1986). Kovetkeztetésként
levonhaté, hogy kompatibilis térzsek esetében a heterokarionban a két sziil6 mtDNS-ei
szabadon keverednek és rekombinalddnak, mig inkompatibilis torzsek esetében a szexudlis
keresztezés soran a mtDNS uniparentdlis 6réklodése figyelhetd meg, rekombinacié és

keveredés nincs.

A paraszexudlis ciklus sordn szdmos gombafajban észleltek mitokondrialis DNS
atrendezddeést. Ilyen szempontbdl a legbehatobban vizsgalt a teljes életciklussal rendelkezd
Aspergillus csoport, az A. nidulans faj és rokonai. Ezen fajok esetében az intraspecifikus
mtDNS rekombinacié kovetésére mitokondridlis mutaciokat (oligomycin, kloramfenikol,
hidegtiirés) alkalmaztak, mivel intraspecifikus polimorfizmust még heterokarion
inkompatibilis csoportok kozott sem tudtak kimutatni (Croft és Dales 1984; Croft 1987,
Coenen és mtsi, 1996). Fajon beliili inkompatibilis térzsek kozott protoplaszt fuzidval

sikeresen hoztak létre heterokarionokat, ezek segitségével vizsgaltdk a mtDNS rekombinacié
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jelenségét. Rokon fajok kozott (4. quadrilineatus, A. rugulosus, A. nidulans var. echinulatus)
kismértékii mtDNS polimorfizmus tapasztalhatd, mely az intronok szambeli eltérésére
vezethetd vissza (Croft és mtsi, 1987; Earl és mtsi, 1981; Turner és mtsi, 1982). Protoplaszt
fazidval a Nidulantes szekci6 kozeli rokon fajai kozott interspecifikus fajhibridek hozhaték
létre. Amikor a mtDNS rekombinécié kovetésére antibiotikum szelekci6t alkalmaztak, a
heterokarionokban a kevert mitokondrilis populacié homoplazmonként stabilizalodott és
minden keresztezés esetében csak egyféle rekombinans mtDNS-t detektaltak (Croft és mitsi,
1980; Earl és mtsi, 1981). A mtDNS rekombinécié kettds sziil6i sejtmagi kontroll mellett
szelekciés nyomds nélkil is bekovetkezett. Az interspecifikus atvitelek sordan az
allodiploidokban rekombindns mitokondridlis genomokat észleltek. Ezekben az
allodiploidokban és haploid szegreginsaiban a rekombinacié folyamata nagyrészt a sziil6i
mtDNS-ek szervezddésétol fiigg, és szelekcids nyomas altal nem iranyitott. Az étvitelek soran
a kiilonb6z6 rekombinansok kis mértékii variabilitast mutattak (Dales és mtsi, 1983; Croft és
Dales, 1984; Croft, 1987). A. nidulans x A. quadrilineatus protoplaszt fuziéval nyert
szomatikus hibridekben, amennyiben az 4. nidulans mtDNS-re szelektaltak, nem t6rtént
rekombinécid (4. quadrilineatus sejtmag + A. nidulans mtDNS — életképes), mig forditott
esetben a mtDNS-ek rekombinaci6ja kivetkezett be (4. nidulans sejtmag + A. quadrilineatus
mtDNS — életképtelen) (Jadayel, 1986) Hasonlé megfigyeléseket tettek mas fajok esetében is
(pl. A. nidulans var. echinulatus). Ha a donor mtDNS-e (amire szelektaltak) nagyobb volt,
mint az akceptoré, a transzfer rekombinacié nélkiil ment végbe (4. nidulans var. echinulatus >
A. nidulans > A. quadrilineatus). Ha a donor mtDNS-e kisebb volt, akkor ennek csak egy
része inszertdlodott az akceptor mtDNS-be, igy rekombininsok jottek létre.
Heteroplazmonokat nem észleltek (Earl és mtsi, 1981).

Ha nem szelektaltak egyik mtDNS-re sem, az A. nidulans x A. nidulans var.

echinulatus f4zi6 esetében rekombinansokat észleltek, mig az 4. nidulans x A. violaceus f1zié
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esetében az utddokban csak az A. nidulans mtDNS-ét észlelték (Osman, 1987). Az A
violaceus mtDNS kisebb mint az 4. nidulans mtDNS-e, igy ezen fuzi6 esetében is a fentebb

emlitett "szabaly" szerint 6rokl6dott a mtDNS.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A kisérletek sorin alkalmazott torzsek

4.1.1 A vizsgalt gombatorzsek jellemz6it az 1. tablazat mutatja.

Faj Torzsszam Torzsek eredete Izolatum eredete mtDNS
tipusa *
A. japonicus 1126 IMI 119894 - 1
A. japonicus 1287 lys- white | Kevei F. mutagenezis 1
A. japonicus 1287 oliR " szelekcid 1287-b6l 1
A. japonicus IN10 " India 2
A. japonicus 427 J.H.Croft Tunézia 3
A. japonicus Fr.1.2.1 B. Megnegneau Franciaorszag 4
A. japonicus 557 J.H.Croft Ausztralia 5
A. japonicus 564 " " 6
A. aculeatus IN19 Kevei F. India 7
A. japonicus 440 Szegedi M. Ausztralia 8
A. tibingensis | No70 CBS 117.32 - 2a
A. tiibingensis | 0932 P. Lhoas - 2b
A. tiibingensis | 0767 J.H.Croft Anglia 2c
A. tiibingensis | 550 " Ausztralia 2d
A. tibingensis | 554 " " 2e
A. tiibingensis | 566 " " 2f
A. niger N400 CBS 120.49 - la
A. niger N909 oliR A. Coenen Szelekcié N400-bol la

1. tablazat: A felhasznalt Aspergillus torzsek. *: A. japonicus esetében nyolc eltérd
mtDNS RFLP tipust azonositottak (ekkor még az A. aculeatust is magéaba foglalta); A.
tiibingensis esetén hat csoport, jeliik: 2a-2f; 4 niger esetén 6t csoport, jelik: 1a-1e
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4.1.2. Baktérium transzformacié soran hasznalt t6rzsek:

Escherichia coli DHS-o. és XL1-Blue térzse

4.2 Felhasznalt taptalajok és tapoldatok

4.2.1 Gombatérzsek fenntartasahoz és szaporitasahoz alkalmazott taptalaj:

Malata taptalaj: 1,00% gliikéz
1,00% malatakivonat

0,50% élesztékivonat

1,00% Bactoagar

4.2.2 Fonalasgombak raz6lombikos tenyésztéséhez hasznalt modositott Pontecorvo minimél
tapoldat (Pontecorvo és mtsi, 1953):

0,25% NaNO;

0,10% KH,PO,

0,05% MgSO,

0,05% KCl

2,00% gliikkoz

0,50% élesztOkivonat

4.2.3 Protoplaszt képzéshez és regeneralashoz alkalmazott taptalajok:
Mint 4.2.2 élesztokivonat nélkiil, 2 % agarral kiegészitve, illetve 4.2.1, 2 % agarral
kiegészitve.

A taptalajokat ozmotikus stabilizaléként 0,7 M KCl-dal egészitettiik ki.
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4.2.4 E. coli tenyésztésére hasznalt taptalaj/tapoldat:
LB taptalaj/tapoldat: 1,00% trypton

1,00% NaCl

0,50% élesztokivonat

2,00% agar (taptalajként)

4.3 Felhasznalt enzimek, pufferek, oldatok és primerek

4.3.1 Protoplasztképzéshez és protoplasztfiizidhoz hasznalt oldatok és enzimek:
Protoplasztképzéshez: 0,02 % Novozym (Novo Trade Industry, Denmark), 4. niger
sejtfal-kivonattal indukalt Trichoderma harzianum fermentlében oldva (Kevei és Peberdy
1984) 0,7 M KCl oldattal kiegészitve.

Protoplaszt fuziéhoz: 25 % PEG (Ms 4000) 0,1 M CaCl,

Stabilizal6 oldat: 0,7 M KCl

4.3.2 Total DNS izolalashoz hasznalt anyagok:
LETS: 10 mM EDTA pH 8
10 mM Tris
0,1 M LiCl,
0,5 % SDS
TE: 10mMTris pHS8
1 mM EDTA
Fenol oldat (PCI): fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardny keveréke (Maniatis €s mtsi
1982)

Kloroform: kloroform-izoamilalkohol (24:1)
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4.3.3 A mtDNS preparalashoz hasznalt oldatok (Laday és mtsi, 2001):
ETS-1: 10mM Tris pH7,5
5 mM EDTA
0,44 M szachar6z
ETS-2: 10mM Tris pHS8
10 mM EDTA
0,44 M szachar6z
MTS: 20mM Tris pH75
0,44 M szachar6z
5 mM MgCl,
TS: 50 mM Tris pH 8

10 % szachar6z

TESDS: 0,25 mM Tris pH 8
100 mM EDTA
1 % SDS

TE: 10mM Tris pH38
1 mM EDTA

4 M Na-acetat

5 M NaCl

4.3.4 Mini- és maxilizatum készités (plazmid tisztitas) oldatai (Kovalenko és mtsi. 1994):
Lizis puffer: 50 mM gliik6z; 25 mM Tris (pH 8); 10 mM EDTA; kiegészitve 2 mg/ml
lizozimmel

Alkalikus SDS oldat: 1 % SDS; 0,2 M NaOH

,,High salt” oldat: 3 M Na-acetat, pH 4,5-re allitva ecetsavval



4.3.5 DNS blottolashoz €s hibridizaciéhoz hasznalt oldatok

A hibridizicids kisérletek soran a Boehringer-Mannheim cég "DIG DNA Labeling and
Detection Kit"-jét hasznaltuk. A reagensek és oldatok nagy részét mar elkészitett formaban
hozza forgalomba a cég.

0,25 M HCI

0,4 M NaOH

0,2 M EDTA, pH 8

4 M LiCl

20xSSC (0,3 M Na-citrat; 3 M NaCl, pH 7)

Hibridizacids puffer (5xSSC; 0,1% N-laurylsarcosine; 0,02% SDS; 1% blocking reagens)
Mos6 pufferek:

2xSSC; 0,1% SDS

0,1xSSC; 0,1% SDS

1. puffer (0,1 M maleinsav; 0,15 M NaCl, pH 7,5)

2. puffer (1% blocking reagens 1. pufferben oldva)

3. puffer (0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl, pH 9,5)

dimetil-formamid

4.3.6 Gélelektroforézishez hasznalt anyagok:

TBE puffer: 1 I-hez: 10,8g Tris (pH 8); 5,5g bérsav; 0,75g EDTA

TAE puffer: 1 1-hez: 4,84g Tris (pH 8); 0,37g EDTA; 1,14 ml jégecet
Agar6z gél: 0,8 és 1% agar6z TBE illetve TAE pufferben
Etidium-Bromid (SIGMA) térzsoldat: 10 mg/ml desztillalt vizben oldva

,Loading” oldat: 40 % szachar6z; 0,25 M brémfenolkék; 0,2 M EDTA; pH 8
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4.3.7 Kompetens sejt készitéshez és baktérium transzformaciéhoz hasznalt oldatok:

50 mM CaCl, oldat
TCM puffer: 10mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaCl,; 10 mM MgCl,
X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid): 25mg/ml dimetilformamidban

IPTG: 25mg/ml steril desztillalt vizben oldva

4.3.8 RAPD-PCR-hoz felhasznalt anyagok:
CORE puffer (20 reakciéra): 10-10 pl ANTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Sigma)
50 pl 10x inkubaciés puffer
50 ul MgCl,
10 pl steril desztillalt viz
COCTAIL (10 reakciéra) 1 ul Taq polimeraz (SU/pl)
5 pl primer (10 mM)
144 pl steril desztillalt viz

45 pl asvanyi olaj/1 reakciod

4.3.9 Egyéb felhasznalt oldatok, anyagok, reagensek €s enzimek:
Oligomycin (Reanal): 10 mg/ml térzsoldat

Agar6z (Reanal)

RNaz (Sigma, bovin pancreas): 10 mg/ml térzsoldat

DNaéz (Sigma, bovin pancreas)

T4 DNS ligaz (Boehringer Mannheim, Fermentas Ltd.)

Taq polimeraz (ZENONBio)

Pfu DNS polimeraz (Stratagene)

Ampicillin (Sigma): 50 mg/ml torzsoldat
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Lizozim (Reanal): 10 mg/ml t6rzsoldat

RNA Plus oldat (Q-Biogene) RNS izolalashoz

Restrikciés endonukleazok (Amersham International, Fermentas Ltd.):
Bglll, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Haelll, Pst], Xhol, BamHI, Xbal

A restrikcids enzimes emésztésekhez a gyartd cég altal forgalmazott puffereket hasznaltuk.

4.3.10 Felhasznalt tisztit6 és izolal6 kit-tek:

RevertAidTM First Stand cDNA Synthesis Kit (FERMENTAS) - cDNS készitéshez
Enhanced Avian RT-PRC Kit (Sigma) - cDNS készitéshez

Bio101 Geneclean Spin Kit (Q-Biogene) - DNS tisztitdsahoz

GeneElute PCR Clean-up Kit (Sigma) - PCR termeék tisztitdsahoz

4.3.11 A Southern hibridizaciéban felhasznalt DNS probak:
4.3.11.1. A. nidulans FGSC A4 (Glasgow t6rzs) mitokondrialis DNS-¢ébdl (Brown és mitsi,

1985) készitett heterolog génprobak (Hamari és mtsi 1999):

rnl: 6,7 kb EcoRI fragmentum

rns: 1,44 kb HindlII-BgllII fragmentum

coxl: 4,3 kb HindllI-BgllI fragmentum

cox2-ndh3-atp9: 5,5 kb BamHI fragmentum

cox3-ndhb: 2,72 kb HindIII-Pvull fragmentum

cob: 1,17 kb Bglll fragmentum

ndhl-ndh4: 1,78 kb Hindlll-Hhal fragmentum

ndh4-atp8-atp6: 2,17 kb HindIII fragmentum

A4-AS-orf364: 2,77 kb HindllI-Pvull fragmentum (A4 és AS a ndh2 gén részei)
A6: 0,55 kb Hindlll-Pvull fragmentum (az ndh2 gén 300bp-os része)
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4.3.11.2 A. carbonarius 1118-as izolatumbdl szdrmaz6 génprébak (Hamari és mtsi 1999):
ndh5: 1,66 kb EcoRI-BamHI fragmentum

ndh4l: 828 bp Pstl-Xbal fragmentum

4.3.11.3 A. tiibingensis 0932-es torzsébol készitett génprobak:
A kovetkezo génekhez készitettiink génprobéakat A. nidulansbdl szarmazé heterolog primerek
segitségével (2. tablazat): cox1, cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, nadl, nad3, nada, naddL, nads,

nadb6, cob, rns

4.3.12 PCR-hoz, RAPD-PCR-hoz felhasznéalt primerek
Az Operon random primer kit C primereit (Operon Technologies, Inc., Alameda, California,

USA) alkalmaztuk DNS szekvencidk amplifikdlasdhoz. Kisérleteinkben a kovetkezd

dekamereket hasznaltuk:

OPC-01 (5'-TTCGAGCCAG-3")
OPC-02 (5'-GTGAGGCGTC-3")
OPC-04 (5'-CCGCATCTAC-3")
OPC-05 (5'-GATGACCGCC-3")
OPC-06 (5'-GAACGGACTC-3")
OPC-07 (5'-GTCCCGACGA-3")
OPC-08 (5'-TGGACCGGTG-3")
OPC-09 (5'-CTCACCGTCC-3"

OPC-10 (5-TGTCTGGGTG-3")

OPC-11 (5-AAAGCTGCGG-3")
OPC-12 (5-TGTCATCCCC-3")

OPC-13 (5-AAGCCTCGTC-3")
OPC-14 (5-TGCGTGCTTG-3")

OPC-15 (5-GACGGATCAG-3")
OPC-16 (5-CACACTCCAG-3')
OPC-18 (5-TGAGTGGGTG-3")
OPC-19 (5-GTTGCCAGCC-3")

OPC-20 (5'-ACTTCGCCAC-3")
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4.3.13 A felhasznalt specifikus primerek

Az alkalmazott primereket a 2. tablazat mutatja.

eredet

icélgén

reverse (5°->3°)

forward (5°->3°)

A gének méreteinek meghatarozasara készitett primerek:

An X00790 |[coxl ttacgattgtactggtaaactc gtgtagttcaatggtagaacagc
ctgtactaataattcccaaccctg ctgattcttcggacacccagagqg

An X15441 [cox2 ccttccatttgatctcttaatcata ggacacattctaatggatgcaccaa

An J01390 [cox3 cagtataagattcctgattcgtatc caccatcaccttgaccattatttac

An cob ccggggaaatcgaatccctatattt tgctctgtaaataatgcaactttaa

ﬁH001255

and J01388

An JO1390 |atpé ttgagcttgaataaatgcgata ‘tctttaaatgctaatgtattagggaa

An J01390 [atp$8 ttataatttatttatatatatacgtg atgccacaactagtaccattc

An M35967 latp9 aaaaagccatcattaaagcaaata caatcagctagaataataggaacagg

An J01390 |rns ttttctagataattcatcccgtgcaattt [ttttctagaaaattttgagtttgatgatgge

An J01390 |(rnl atccctagcgtaactttttctataa cgaagtgaattgaaatatcttagta

An V00650 |nadl ggtattatacctagaccatatac gaaggtcttttagtaattgttcctge

An X15441 |nad3 gcaaaacctaatgttcctac ccagtattagcaataatcttgc

An V00650 |nad4 atattatatattaaataagaaactg ggtgtaataactatattatatgc

An X15011 |nads ctcttagaagtttgaccacc gtaggagtaacaggtgcac

An J01390 |nadé gttattactatggcacctaccattcc ctctaatggattattagagg

Az intergénikus részek meghatarozasara készitett primerek:

An J01390 |rnl/ ctaccgattgaactatcttggce ggcatggtaggaaggctacg

ERNA-Met

An X00790 |coxl/nad3jccacattcaaatgcactatc gagtgatgtttaactagccecc

and X15441

An X15441 [nad3/cox2|gtggtgaggcactatcttg caaatgggatatatggtttag

An X15011 |nad5/nad2|ctcttcttaaactaagagaattag ggtaaattaagcactagtg

Tr Y18476

Tr Y18476 |nad2/cob [ggccgttcatcaaaaaatagtcc ccaattctttatctgttce

An J01389 |cob/nadl [cctacagcattaggacctaatc ggtgcaaaacacgttgaaactc

And V00650

An V00650 |nadl/nadd4lccataattaccttgtaatgttac ctttccctagaatacgttttyg

An J01390 |nad4/atpélctgttgcatatatagcttcttgge ccctgctcectattttagatgg

An J01390 |rns/nadé |[cagatacaacagggtttctac ggtgttaagtcgaaatatgg

An J01390 l|atp6/rns |ccccttactttaaggtagcec ctcaggattagagttagctatcgc

Egyéb — a telj

es mitokondridlis genom megszekvenalasihoz sziikséges — primerek:

2b
AF271619

cox1

ggcccatatgagcaactacgtagtaag
ctaactctgtactctggag
catagtagacaacaacctaaaaacatag
gtagtatcatttaatctgttc

gttcttccagagactacacgcccaaag
cagggttgggaattattagtacag
gcatttcactcattagatgc
ctaataatacactaaatcttg

2. tablazat: A primereket az NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbazisaban 1év szekvencidk alapjan készitettiik. Jelolések:
A. niger N909-es torzs (1a), A. tiibingensis 0932-es torzs (2b), A. nidulans (An) és
Trichophyton rubrum (Tr), A. tiibingensis 566-os torzs (2f). A génnevek roviditéseit a 3.

tablazat tartalmazza.
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eredet célgén everse (5°->3°) forward (5°->3’)
2b coxl cctctgggtgtccgaagaatcag gagaagtccaggtatacgtttacac
AF271619 intronl
2b coxl ccaccataacatgtagctaatc gagtcccacgccccgaagtctce
AF271619 intron2
2b coxl gtgatcgtatgataatcc ggaggattaagtggtgttg
AF271619 intron3
la tRNS-His/|gctgttctaccattgaactacac gccaagatagttcaatcggtag
AF177534 tRNS-Met
la atpb ttgagcttgaataaatgcgata tctttaaatgctaatgtattagggaa
AF271620
la nadl gagtatgtagcaccaacacaagc
AY771642
la orf2/nad4lgggatggataggattgtttgc
AY525763
la orfl/orf2jcctcattgtgttcctggag
AY525763
la nad4 ggtgatgtaactagaagag
¥525763 gctcacgttgtatcaccaaaatc
la nad5 ggagctaatgcaaatactgatac ctatatagaattattttataac
AY525764
la nad4L/ ctcctacttttctaccaag
AY525764 nad5
2b cob/nadl |atgtttaaataagctaaaag
AY525762
2b nadl ccatatgtagctatagcac
AY525762
2b nadl/orfl tagtcaatgattaaatgtc
¥525762
2b orfl/orf2 gcgttatcaggtataataattgc
AY525762
2b nad4 gataatattgctataggce cctaaagcttctttaaactatac
AY525762
2b nad4/atp8 ggtgatgtaactagaagag
ggtatacactattcagtttc
2b nad5 ctttagaatagaatccagtc tagtagaattggaatatagg
cttttagacgtgatactgc
An V00650 |nadl ggtattatacctagaccatatac gaaggtcttttagtaattgttcctge
An V00650 |nadl/nad4|ccataattaccttgtaatgttac ctttccctagaatacgttttg
An V00650 |nad4 atattatatattaaataagaaactg ggtgtaataactatattatatgc
gcatataatatagttattacacc cttttttgagagtatattaccacc
ggtggtaatatactctcaaaaaag gtaacattacaaggtaattatgg
2f nad5/nad2 gtttctttaatcaaagattc
2f nadl/cob jctatttaacctctattaagc
2b cox3 catgatccgtaaacactatcag
2b rns ggtttaaagggtacctagacgg
ggaattactagtagtaatcgtg
2 £ cob caggtggagtttgcattggg
ctaataatgatccaaagtttc
cattatttggttatcacgg
2f Inad2 gtattgggttatttggaggg
gaaataacaacatatatacc
cagatggtattctctgcagce
2b nadé gttataactattgcacctacc
2b atp6/rns |caatacgaaatttactgctctc
la tRNS-Ser/| taagagagttggctgagtgg
rnl

2. tablazat (folytatas)
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eredet célgén reverse (5°->3”) forward (5°->3")
la nad2/cob |gaggcttttatataaactattaacc
2b cox3/rnl |ctaagatatttcaattcacttcg
la nad4L cctaaacctattgcagattc
ccttccatttgttctcttaate
la cox2 ttaatgaataaccacttcaag taaatcttgaagtggttattc
2b nad3 gtatatgcacttaccacata
la atp9 gccatcattaacgcaaataa
An X06961 ([rnl334 gccttagaggaaggttccce ggggaaccttcctctaaggce
An X06961 |rnl814 gtaaagtcactacaaccceccqg cggggggttgtagtgactttac
An X06961 [rnll1702 |ccctecttateccgaagttacg cgtaacttcgggataaggaggg
An X06961 |rnl2469 |catatgccccgecttacgcaagtg cagttgcgtaagcggggecatatg
An X06961 |rnl4258 [cgaggtgccaaaccgcgcactc gagtgcgcggtttggcaccteg
la rnl gaatgctgacatgagtaacg
cctgtagcaagtagattag
ctatatggtaaatagatg
cttttggtgttaaaggttg
gcccggttsgestssssgtsstg
2. tablazat (folytatas)
atp6 | ATP szintetaz 6. alegység cob | citokrém b alanin tRNS génje
atp8 | ATP szintetaz 8. alegység rnl | ribosz6maélis RNS arginin tRNS génje
nagy elegység
atp9 | ATP szintetaz 9. alegység rns | riboszémalis RNS aszparagin tRNS génje
kis elegység
nadl | NADH dehidrogenaz orf | azonositatlan leolvasasi keret glutamin tRNS génje
1. alegység
nad2 | NADH dehidrogenéz M metionin tRNS génje glutaminsav tRNS génje
2. alegység
nad3 | NADH dehidrogenaz H hisztidin tRNS génje leucin tRNS génje
3. alegység
nad4 | NADH dehidrogenaz K lizin tRNS génje fenilalanin tRNS génje
4. alegység
nad4L | NADH dehidrogenaz G glicin tRNS génje cisztein tRNS génje
4L alegység
nad5 | NADH dehidrogenaz D aszparagin tRNS génje treonin tRNS génje
5. alegység
nad6 | NADH dehidrogeniz S szerin tRNS génje tirozin tRNS génje
6. alegység
cox] | citokrom-c oxidaz 1. alegység | W triptofan tRNS génje valin tRNS génje
cox2 | citokrom-c oxidaz 2. alegység | I izoleucin tRNS génje
cox3 | citokrom-c oxiddz 3. alegység | P prolin tRNS génje

3. tablazat: A mitokondridlis gének és tRNS-ek roviditései.
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4.4. Vizsgalati moédszerek, kisérleti technikik

4.4.1 Protoplasztképzés

Fonalas gomba sejtek protoplaszt képzését szilard malata-élesztékivonatos taptalaj
feliiletére helyezett celofanon (Kevei és Peberdy, 1984) nevelt tenyészetekbdl végeztiik. A
sejtfal oldasara 0,02% NovoZym-mel kiegészitett sajat készitésli, indukalt Trichoderma
torzsekkel termeltetett litikus enzimet alkalmaztunk. A litikus enzim termelésének
indukci6jara szénforrasként csak A. niger sejtfalpreparatumot tartalmazé Pontecorvo minimal
tapoldatot hasznaltunk. Az egy hetes inkubaciés irdzatva nevelt Trichoderma harzianum
kultirab6l nyertiik, a fermentlé bestiritésével (Kevei és Peberdy, 1984). A protoplasztald

enzimoldatot 0,7 M KCl-dal egészitettiik ki, a protoplasztok stabilizalasa érdekében.

4.4.2 Protoplasztfuizi6 és regeneraci6 (Kevei és Peberdy, 1977; Kevei és mtsi, 1988)

A fiiziés partnerek frissen izoldlt protoplasztjainak 1:1 aranya keverékét (5x106
protoplaszt/ml paronként) centrifugalassal iilepitettiik, majd a stabilizilé oldat eltavolitasa
utdn 25% PEG oldatban felszuszpendéltuk vigy, hogy az aggregélddas elétti protoplaszt szam
10'/ml érték koriil volt. A 0,7 M KCl oldattal stabilizalt, 0,1 és 0,5 ug/ml oligomycin tartalmi
Pontecorvo minimal taptalajokra 5-5 ml 0,8% agar tartalmi fedbagart 6ntéttiink, melyek a
regeneraltatandé mintat tartalmaztak (auxotrdf térzseknél a regeneracids taptalajt a mutansok
igényeinek megfeleléen kiegészitettiik kiilonbdz6 aminosavakkal és vitaminokkal 50 pg/ml
koncentracioban). A regeneracié értékelése a mikroba névekedési gyorsasagatol fliggben a
leoltast6l szamitott 3-10 napon tortént. A kisérleteket megfelelé kontrollok alkalmazasa
mellett végeztiikk. Vizsgaltuk a sziiléi protoplasztok regeneracids képességét, az esetleges
»back mutdciét” és a spontan sejtmagi rezisztencia kialakuldsat, valamint a donor és a

recipiens torzsek protoplasztjainak PEG kezelés utani regeneracids gyakorisagat.
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4.4.3 Total DNS izolalasa (Leach és mtsi, 1986)
A 0,2 g liofilezett micéliumot dérzsmozsarban elporitottunk, 2 ml LETS pufferben

alaposan felkevertiik. Ezutan 2 ml PCI-t adtunk az elegyhez, majd a vortexelést kévetden
4°C-on 10 percig 3000 g-vel centrifugdltuk. A feliilisz6hoz kétszeres mennyiségili etanolt
adtunk. A DNS-t 30 percig -70°C-on kicsaptuk, majd centrifugalassal (10 perc, 3000 g, 4°C)
kiiilepitettiik. A csapadékot vdkuum alatt beszaritottuk, majd 800 upl TE oldatban
felszuszpendaltuk. Az igy kapott DNS oldatot tobbszori fenolozassal, majd kloroform-
izoamilalkohol 24:1 ardnyt keverékével tovabb tisztitottuk. A DNS-t kétszeres mennyiségii

etanollal ismét kicsaptuk, végiil 100 pl TE pufferben szuszpendaltuk fel.

4.4.4 Total DNS izolalas optimalizalasa sajat torzseinkre

A 0,02 g liofilezett micéliumot dérzsmozséarban elporitottunk, 0,6 ml LETS pufferben
alaposan felkevertiik. Ezutan 0,6 ml PCI-t adtunk az elegyhez, majd a vortexelést kévetden 10
percig 12000 rpm-mel centrifugaltuk. A feliilisz6hoz kétszeres mennyiségii etanolt adtunk. A
DNS-t 30 percig -70°C-on kicsaptuk, majd centrifugaldssal (mint elobb) kiiilepitettiikk. A
csapadékot vdkuum alatt beszéritottuk, majd 0,6 ml TE oldatban felszuszpendaltuk. Az igy
kapott DNS oldatot 30 percen keresztiil 37°C-on kezeltiik RNé4z oldattal (10 mg/ml-es
torzsoldatbol 4 pl hozzaaddsaval). Ezutan egy ujabb fenolozassal, majd kloroform-
izoamilalkohol 24:1 aranyt keverékével tovabb tisztitottuk. A tisztitott DNS mar hasznalhat6
emésztéshez és PCR reakciohoz, de sziikség esetén a DNS-t kétszeres mennyiségii etanollal

ismét kicsaptuk, végiil 100 ul TE pufferben szuszpendaltuk fel.

4.4.5 Mitokondrialis DNS izolalasa (Laday és mtsi, 2001)
Fonalas gomba 36 Ords micélium tenyészetét sziiréssel Osszegyijtottiik, hideg

csapvizzel, majd ETS-1 oldattal mostuk. A sejtfeltarast iiveggyongyok hozzaadasaval Bead;;'? 3 >




Beaterrel (Biospec Products) 2,5 percen keresztiil jégfiirdés hiitéssel ETS-1 oldatban
végeztiikk, majd a sejtfaltérmelékeket 15 perc 3000 rpm centrifugalassal tavolitottuk el. A
mitokondriumokat 40 perc 12000 rpm centrifugalassal iilepitettiik, majd DNaz kezelés
céljabol 30 ml MTS oldatba szuszpendéltuk fel 6 mg/ml DNaz hozzdadaséaval. 1 éra 4°C-on
torténé kezelés sordan az ép mitokondriumok melldl a magi eredetli nukleinsavakat
eliminaltuk. A reakciét 80 ml ETS-2 oldat hozziadasaval Allitottuk le, majd a
mitokondriumokat ismét dsszegytijtottiik 15 perc 18500 rpm centrifugilassal. A pelletet 1 ml
TS oldatban felszuszpendaltuk, majd 16 ml TESDS oldat hozzaadasaval 15 percig 65°C-on
inkubalva feltartuk a mitokondriumokat. 3 ml 5 M NaCl oldat hozzaadasaval megnéveltiik a
sokoncentraciot, elobb 30 perc 15500 rpm centrifugalassal, majd 2 ml 4 M Na-acetat oldat
hozzaadasa utdn 5 perc 15500 rpm centrifugélassal tisztitottuk a mintat. A feliiliszéhoz
azonos térfogati izopropanolt adva 1 €jszakéan at -20°C-on kicsaptuk a mitokondrialis DNS-t,
melyet azutan 15 perc 12000 rpm centrifugaléssal ilepitettink. A DNS-t 1 ml TE-ben
oldottuk fel, 1 éran at RNaz kezeltik 10 pul 10 mg/ml RNaz-zal 37°C-on, majd tobbszor
fenolozva tisztitottuk. Ezt kévetéen a DNS-t etanollal kicsaptuk, végiil 100 ul TE-ben

oldottuk.

4.4.6 DNS izolalasa agar6z gélbol

Agar6z gélen elvalasztott DNS fragmentek izolalasa Benore és Anderson (1995) altal
leirt médszer alapjan tortént. A visszaizoldldshoz mindig TAE pufferben véggztﬁk az
elektroforézist. A sziikséges fragmentumokat UV ldmpa alatt kivagtuk, feldaraboltuk, majd
liofileztiik (fagyasztva szarito berendezésben). A degradalt térhalos szerkezeti beszéritott
géldarabot 750 ul TE : abszolut etanol 1:1 aranyu keverékében razattuk masfél 6ran 4t, majd
15 perc 12000 rpm centrifugalassal kiiilepitettiik a géltormeléket. A feliiliszét, amely a gélbol

kidzott DNS-t tartalmazta 6vatosan eltavolitottuk, gy hogy a gélcsapadékkal ne szennyezziik
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be. A DNS-t 1/10 térfogatnyi 3 M Na-acetat és kétszeres térfogatnyi abszollit etanol
segitségével kicsaptuk (-70°C, minimum 1 6ra), 12000 rpm centrifugélas, és a pellet
beszéritasat kovetden TE pufferben vettiik fel, és igy taroltuk.

A késobbiekben egy masik, sokkal gyorsabb modszert is alkalmaztunk.
Visszaizolalashoz itt is TAE pufferben végeztiik az elektroforézist. A megfelel6 elvalasztas
utdn a szikséges fragmentumokat UV ldmpa alatt kivagtuk, majd akvariumi sziirGvattival
bélelt PCR csébe helyeztiik, mely aljan kis lyuk taldlhatd, ezt pedig egy Eppendorf csébe
tettiik. 16 perces fokozatos centrifugalassal (4000-12000 rpm) kivontuk a gélbdl a DNS-t,
amely az Eppendorf cs6 aljan gytilt 6ssze. A DNS tartalmu folyadékhoz 1/10 térfogatnyi 3 M
Na-acetatot adtunk, majd kétszeres térfogati abszolut etanollal kicsaptuk a DNS-t -70°C-on
legalabb 30 percig inkubalva. Ezt kdvetben a csapadékot centrifugalassal kitilepitettiik,
(12000 rpm, 10 perc), a feliiliszd eltavolitdsa utdn beszaritottuk, végiil 10 pl TE-ben vettiik

fel és igy taroltuk.

4.4.7 Nukleinsavak elvalasztasa gélelektroforézissel, méretilkk meghatarozasa

A nukleinsavak elvilasztdsira agar6z gélelektroforézist alkalmaztunk. A
fragmentumokat 0,8 illetve 1 %-os agardz gélen vélasztottuk el egymastdl (Sambrook és
mtsi. 1989). A gélt TBE pufferben futtattuk. A futtatas paraméterei nagy kad (16x20 cm)
esetén: 70 mV, 108 mA. A DNS fragmentumok lathatova tételéhez etidium-bromid oldatot
(1 pg/ml) alkalmaztunk. Meéretiik meghatarozaséat "GelBase/GelBlot Pro" (Ultra Violet

Product Ltd) géldokumentalo- és kiértékelo szoftver segitségével végeztiik el.

4.4.8 Restrikcios térképek készitése Hamari és mtsi (1999) alapjan
A restrikcids térképezéshez hasznélt modszerek sordn figyelembe vettiik a vizsgalt

organizmus mitokondridlis DNS-ének méretét. Ez alapjan a kicsi, 40 kb mitokondrialis
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DNS-el rendelkezd izolatumok térképezését a leggyorsabban A és B restrikcios enzimmel
torténd preparativ emésztés sordn kapott mitokondrialis DNS fragmentumok agaréz gélbol
torténd visszaizolalasat kovetden B és A restrikcids enzimekkel tortént reciprok
emésztéssel tudtuk végrehajtani (Hamari és mtsi., 1998). Az A és B fragmentumok
egymasutanisaganak meghatdrozasahoz agaréz gél egyik oldalara felvittiik az izolalt A
fragmentumok B restrikciés enzimmel emésztett mintait, a masik oldalara az izolalt B
fragmentumok A restrikciés enzimmel emésztett mintait, kozépre pedig a térképezend6
izolatum mitokondridlis DNS-ének A, B és A/B enzimekkel kettésemésztett mintait egy
DNS molekulastly marker kiséretében. Ezt kovetéen 1 %-os agar6z gélen elektroforézist
hajtottunk végre, €s kozben a korai, k6zepes és késo6i futdsi stadiumokban dokumentaltuk
az elektroforetikus képet. A gélfotdk jobb és bal oldalan szereplé fragmentumok
egymassal, és a kozépre felvitt kettOsemésztéssel megegyezd szami €s méretii
fragmentumokat hordoztak, ennek alapjén vizuélis médon "6ssze lehet olvasni" az A és B
emésztéskor kapott fragmentumok sorrendjét. A nagyobb, 50 kb feletti mitokondrialis
DNS-ek térképezésekor a fenti médszert kombinalnunk kellett az A és B fragmentumok
pSK vektorba tortén6é klonozasaval, mivel az emésztéseket gyakran tiz-tizenot
fragmentum-szam jellemzett, amit még az is bonyolit, hogy gyakori az azonos, vagy kozel
azonos méretli fragmentumok szama, melyek a gélen azonos tavolsagra, azaz egyiitt
futnak. Ilyenkor minden egyes A és B fragmentumot pSK vektorba klénoztunk, majd ezen
klénok reciprok emésztéseit végeztiik el, és a fentiekben megegyez6 elvek szerint 1%-os
agardz gélben futtattuk meg Oket. A "vizudlis fragmentum-osszeolvasas" mellett sziikség
volt az adott fragmentumok méretének pontos meghatirozisdra is. Igy tudtuk a
leggyorsabban a legnagyobb mitokondrialis DNS-ek restrikcids térképét létrehozni. Az

egyes izolatumok mitokondridlis DNS-ének valés mérete kivétel nélkiil a restrikcids
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térképek szerkesztésekor hatdrozhaté meg, ugyanis a nagyméretli fragmentumok

meghatarozasakor adédott tévedések kikiiszobdl6dnek.

4.4.9 DNS fragmentumok klénozasa, baktérium transzformacié

A DNS fragmentumokat pBluescript KS vektorba ligaltuk. A ligalast T4 DNS ligizzal
végeztik a gyarté altal javasolt feltételek kozott. A sejtek transzformdcidjat a Sambrook és
mtsi. (1989) altal ismertetett médon hajtottuk végre. A 250 ml térfogatban tarolt kompetens
sejteket (1d. 3.4.7) —70°C-rél val6 kivétel utan 15 percig jégen taroltuk, majd hozzaadtuk a
fent emlitett ligatumot és 100 ul TCM puffert. Enyhe osszekeverés utin 25 percig jégen allni
hagytuk. Ezt kovetden 3,5 perces 37°C-os hosokkot alkalmaztunk, majd a mintakat 10 percig
szobahOmérsékleten allni hagytuk, végiil 5000 rpm 3 perces centrifugélassal iilepitettiik a
sejteket. A feliilisz6 nagy részét eldobtuk, a maradék folyadékban a sejteket
felszuszpendaltuk és 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB téptalajra szélesztettiik (melyre
elozdleg 40 pul X-gal-t és 40 pl IPTG-t szélesztettiink, mindketté 25 mg/ml-es torzsoldatbol).
A transzforméns sejteket 37°C-on ,,over night” tenyésztettikk, az inzert DNS-t és az ,,lires”

vektorokat tartalmazo telepeketszin alapjan szelektaltuk (kék és fehér telepek).

4.4.10 Plazmid tisztitas

Baktérium sejtekbd]l alkalikus lizis modszerével tisztitottunk DNS plazmidokat
(Kovalenko és mitsi., 1994). Minilizitum készités esetén 2 ml 100 pg/ml ampicillint
tartalmaz6 LB tapoldatban razatva novesztettilk az E. coli sejteket egy éjszakan 4t 37°C-on.
Masnap a sejteket 3 perc 5000 rpm enyhe centrifugaldssal iilepitettiik, majd 100 pl lizis
pufferben felszuszpendaltuk. 5 percig szobahOmérsékleten allni hagytuk, majd 200 pl
alkalikus SDS oldat hozzdadasa utan a cséveket a mintak feltisztuldsaig kézzel billegtettiik.

Ezutén 5 percig jégen taroltuk, majd 150 pl ,high salt” oldatot adtunk hozza. Fél éraig jégen
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allni hagytuk, majd 12 perc 12 rpm centrifugélassal iilepitettiik. A feliiliszot azonos térfogat
fenol (PCI) oldattal tisztitottuk, abszolit etanollal kicsaptuk, végiil 35-40 ul TE pufferben
vettik fel. Maxilizdtum készités esetében is hasonléan jartunk el, csak 100 ml sejtbél

indultunk ki, igy ardnyosan t6bb feltaréanyagot hasznaltunk fel.

4.4.11 Kompetens sejt készités

E. coli DH5a torzsének 100 ml 0,4 OD-jii (optikai denzités) tenyészetét 3000 rpm 10
perc centrifugélassal iilepitettiik, majd 50 ml hideg 50 mM CaCl, oldatban szuszpendaltuk fel.
10 percen 4t jégen tartottuk, majd 3000 rpm 10 perc centrifugalassal Gjra iilepitettiik a
sejteket, melyeket S ml hideg 50mM CaCl; oldatban szuszpendaltunk fel. Majd legalabb 1
oran at jégen inkubaltuk. A sejteket ezutan kozvetleniil felhasznélhattuk transzformalasra,

vagy pedig 15%-os glicerintartalom mellett —70°C-on tarolhatok.

4.4.12 DNS blottolas és hibridizaci

Az agardz gélelektroforézissel elvalasztott DNS-t alkalikus transzfer médszerrel vittiik
at Hybond N+ membranra (Reed és Mann, 1985). A génprobak digoxigeninnel térténd
jelolését és a hibridizéciot a gyart6 altal eloirt médon végeztiik el. A hibridizaciét, valamint a

nem kotddott, jelolt DNS eltavolitasat a filterrél minden esetben 68°C-on végeztiik el.

4.4.13 DNS szekvencidk meghatarozasa, 6sszehasonlitasa adatbankokkal

A klénozott DNS fragmentumok szekvencidjanak meghatérozasat az MTA Szegedi
Biolégiai Ko6zpontjdban végezték el, ABI-PRISM Model version 2.1.0 automata
szekvenatorral, a Maxam-Gilbert mddszer alapjan. A szekvencidk adatbankokkal torténd
osszehasonlitasit az NCBI (National Center for Biotechnology Information) “on-line

service"-én a BLAST (Altschul és mtsi, 1990) és FASTA (Pearson és Lipman, 1988)
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programok felhasznaldsaval végeztik. Az altalunk szekvenalt és adatbankba leadott

szekvencidkat a 4. tiblazat tartalmazza.

adatbanki szam torzs szekvenciatartalom hossz
AF177534 A. niger N909 tRNS-Met, tRNS-His és cox1 gének 3759 bp
AF271619 A. tiibingensis 0932 tRNS-Met, tRNS-His és cox1 gének 5708 bp
AF271620 A. niger N40O atp6 gén (oligomicin szenzitiv torzsé) 664 bp

AF271621 A. niger N909 atp6 gén (oligomicin rezisztens torzsé) 664 bp

AYS525762 A. tiibingensis 0932 nadl, nada, orfl és orf2 gének 5144 bp
AYS525763 A. niger N909 nada, atp8, atp6, tRNS-Arg és tRNS-Asn gének 3977 bp
AY525764 A. niger N909 nadAL és nad5 gének 2240 bp
AY771642 A. niger N909 adhl gén (részleges) 1061 bp
AY771643 A. tiibingensis 0932 nad2 és nad5 gének (részleges) 1261 bp
AY771644 A. tiibingensis 0932 nad4l. gén 270 bp

AY693993 A. tiibingensis 0932 a cox1 gén cDNS szekvencidja 641 bp

DO171928 A. tiibingensis No70 a cox1 gén els6 intronja 1171 bp
DO171932 A. tiibingensis No70 a cox1 gén mésodik intronja 1101 bp
DO171933 A. tiibingensis 0767 a cox1 gén elsd intronja 1101 bp
DQ171929 A. tiibingensis 550 a cox1 gén els6 intronja 1171 bp
DQ171934 A. titbingensis 550 a cox1 gén masodik intronja 1101 bp
D0171926 A. tiibingensis 554 a cox1 gén elsé intronja 1159 bp
DQ171930 A. tibingensis 554 a cox] gén masodik intronja 1171 bp
DQ171935 A. tiibingensis 554 a cox] gén harmadik intronja 1101 bp
D0O171927 A. tiibingensis 566 a cox1 gén elsé intronja 1159 bp
DQ171931 A. titbingensis 566 a cox1 gén masodik intronja 1171 bp

4. tablazat: A leadott szekvencidk adatbanki elérési szamai az NCBI honlap apaljan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) A B202, B203, B205, B212, B227, B240 jeli torzsek az 4.
niger x A. tiibingensis keresztezésb6l szarmaznak
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adatbanki

. torzs szekvenciatartalom hossz
5zam
AY802760 | A. tibingensis B205, B202, B203, B212, B227, B240 | tRNS-Met, tRNS—His 435 bp
AY802759 |A. tiibingensis B205, B202, B203, B212, B227, B240 | cox1 gén 5059 bp
DOQ178134 |A. niger N909 és A. tiibingensis B205 atp9 gén 225bp
DO178135 |A. tibingensis 0932, B202, B203, B212, B227, B240 | atp9 gén 554 bp
DO178136 |A. niger N909 és A. tiibingensis B205, B212 nadAL gén 747 bp
DO178137 |A. niger N909 és A. tiibingensis B205, B212, B203 nad5 gén (részleges) 669 bp
DQ178138 | A. tiibingensis 0932, B202, B227, B240 nad5 gén (részleges) 669 bp
DQ178139 | A. niger N909 és A. tiibingensis B205, B212, B203 nad2 gén (részleges) 580 bp
DQ178140 | A. tibingensis 0932, B202, B227, B240 nad2 gén (részleges) 583 bp
DO178141 |A. niger N909 és A. tiibingensis B205, B212, B203, | cob gén 1158 bp
B202, B227
DOQ178142 | A. tiibingensis 0932, B240 cob gén 1158 bp
DQ178143 | A. titbingensis 0932, B240, B227 nad4 (részleges) 1020 bp
DQ178144 | A. niger N909 és A. tiibingensis B205, B212, B203, | nad4 (részleges) 1020 bp
B202

DQ206451 | A. tibingensis B202 nad4L gén 270 bp
DQ206452 |A. tibingensis B203 naddL gén 270 bp
DQ206453 | A. tibingensis B240 nadal gén 270 bp
DQ206454 | A. tiibingensis B227 nadAL gén 270 bp
DQ207726 |A. niger N909 teljes mtDNS szekvencia 31103 bp
D0217399 |A. tibingensis 0932 teljes mtDNS szekvencia 33656 bp

4. tablazat: (folytatas)

47




4.4.14. PCR reakci6
4.4.14.1 PCR reakcié RAPD analizishez:

PCR csébe az alabbi komponenseket mértiikk 6ssze: 7,5 pl CORE puffer, 15 pl
COCTAIL és 2,5 ul templat DNS (0,05 pg/ul). A reakcidelegyet elkevertiik, majd 40 ul
asvanyi olajat rétegeztiink ra. A reakci6t PCR késziilékben (Model PTC-100-60, MJ
Research, Inc., Watertown, Massachusetts, USA) az aldbbi paraméterek mellett végeztiik:
92°C-on 1 perc denaturacid, 35°C-on 1 perc "annealing", 72°C-on 2 perc elongicid. A
miiveletet 45x ismételtiik, majd a reakci6t 7 perc 72°C-on torténd utépolimerizacidval zartuk.

A reakcidkhoz 4.3.13-as pontban ismertetett OPC primereket hasznaltuk.

4.4.14.2 PCR reakci6 szubklénozashoz az altalunk tervezett "forward" €s "reverse" szintetikus
primerekkel:

A reakcidelegyet 50 ul végtérfogatra allitottuk Ossze, melybe bemértiink 8 pl
nukleotid keveréket (az egyes nukleotidokra nézve 2,5 mM koncentréacid), 5 pl inkubécios
puffert, 5 pl MgCly oldatot (2,5 mM), 1 pl 0,2 pg/ul "forward" primert, 1 pl 0,2 pg/pl
"reverse" primert, 1 pl templat DNS-t és 1 pl Taq polimerazt tartalmazott. A reakcidelegyre
40 ul 4svanyi olajat rétegeztink. A primerek "olvadaspontja" altal meghatarozott
legmagasabb "annealing" homérsékletet valasztva az alabbi reakciokoriilmények kozott 45
ciklust hajtottunk végre: 94°C-on 1 perc denaturacié, 55°C-on 30 masodperc "annealing",

72°C-on § perc elongécid, majd a 40 ciklust lezard 7 perc 72°C-on torténd utépolimerizacid.

4.4.15 Total RNS izolalas
A fonalas gomba fiatal, 12 Ords razatott tenyészetét konidiumsziir6vel lesziirtiik, és
néhany mg-ot folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A fagyott micéliumot folyamatos hiités

mellett dorzsmozséarban poritottuk el, majd Eppendorf csébe tettiik. Ett6l a 1épéstd] a mintat
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jéghéval folyamatosan hitéttiik. 0,8 ml RNA Plus oldat hozzaadéasa, majd alapos vortexelést
kévetden 0,2 ml kloroform:izoamilalkohol 24:1 aranyt keverékét adtunk a mintshoz. Ujabb
vortexelés utdn 5 percig jégen allni hagytuk, majd 15 perc, 12000 rpm centrifugalas
kovetkezett. A feliiluszot athelyeztiik egy tiszta cs6be, majd azonos térfogati izopropanollal
kicsaptuk (jégen, 15 perc). 15 perces iilepités utdn a csapadékot RNaz mentesitett 70%-os
etanollal mostuk, majd az alkohol lepipettazdsa utin (nem beszaritds, mivel gyorsan kell
dolgozni az RNS lebomlasat elkeriilendd), 50 pul RNaz mentesitett vizben oldottuk fel. Az
RNS minta azonnal felhasznélhatd, vagy azonos térfogati izopropanollal kicsapva —70°C-on

tarolhato.

4.4.16 cDNS készités
A cDNS készitésnél a 4.3.10 pontban leirt termékeket hasznaltuk a gyarto éltal ajanlott

paraméterek alkalmazaséval.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

5.1 Aspergillus niger és Aspergillus tiibingensis torzsek mtDNS szervezddése, és a beldlitk

protoplasztfiziéval létrehozott mitokondriilis rekombininsok elemzése

5.1.1 Az A. niger és A. tiibingensis torzsek mtDNS-ének szervezidése

Kisérleteink sordn elsddleges célunk volt az eddig még nem elemzett fekete
Aspergillusok mtDNS variabilitdsdnak vizsgdlta. A genomok koézti eltérések molekularis
szintli elemzéséhez sziikségessé valt néhany torzs teljes mitokondrialis genomjanak ismerete.
A kordbbi vizsgalatok kézéppontjdban elsdsorban az 4. niger fajaggragitum allt, ezért az
elozetes adatok alapjan ezt a csoportot vettiik részletes elemzés ald. Az igy kapott adatok a
késGbbiekben az A. niger fajkomplexen beliil protoplasztfuziéval létrehozott rekombinéns
utédok elemzéséhez is nélkiilozhetetlenek voltak. A korabbi vizsgalatok mtDNS RFLP
szempontjabol az 4. niger fajt 6t (1a-le), az A. tiibingensis fajt pedig hat (2a-2f) alosztalyba
soroltak (Varga és mtsi, 1993, 1994; Téth és mtsi, 1997). Mindkét fajbol kivalasztottunk egy-
egy torzset a mtDNS teljes szekvencidjanak meghatdrozasihoz. A térzseink az A. niger
esetében az 1a (N909), 4. ribingensis esetében a 2b (0932) mtDNS tipust képviselték.

Munkém kezdetekor mar e két torzs fizikai térképe rendelkezésiinkre allt, és néhany
torzsbol kisebb szakaszok szekvenciaszintii elemzése is megtortént: arp6 és coxl gének,
illetve az rnl gén eldtti tRNS régié (4. tablazat). Ezek a szekvenciarészletek mar a jelen
munka elotti kisérletekben is fontos szerepet jitszottak. Az atp6 génben 1évé pontmuticid
okozza a mitokondrilis oligomycin rezisztenciat (N400-as oligomycin szenzitiv 4. niger
torzsbol szelektaltak ki a rezisztens N909-es torzset, 1. tablazat) A cox1 gént mar szdmos mas
Aspergillus fajban is tanulmanyoztuk, és dsszehasonlitasi alapul hasznaltuk fel. Az rnl gén
elétti tRNS régié elemzésére pedig az 4. niger kiilonb6z6 mtDNS tipusai kozt
protoplasztfuziéval létrtehozott mitokondrialis rekombinansok vizsgalatakor volt sziikség

(Kevei és mtsi, 2001; Hamari €s mtsi, 2002, 2003; Juhasz és mtsi, 2004).
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A teljes genomok szekvendlasa el6tt elvégeztiik a fiziai térképek pontositasat, illetve
meghatéroztuk a gének sorrendjét, és pontos méretét (1. 4bra — bar a térképek lineérisak, de a
mtDNS cirkularis szervezodésli). A gének hozzavetdleges pozicidjat a restrikcids térképen
elészér Southern-hibridizdciéval hatdroztuk meg. A hibridizacidhoz az A. nidulans
mitokondridlis genomjabdl szarmazé PCR termékeket digoxigeninnel jeloltiik és heterolog
génprébaként alkalmaztuk. A mitokondrialis gének pontos méretét és egymashoz viszonyitott
clhelyezkedését a kiilonbozd gének és az intergénikus régiok PCR termékeinek
méretmeghatarozaséaval allapitottuk meg. A PCR-hoz sziikséges primerek az 4. nidulans és a
Trichophyton rubrum ismert mitokondridlis szekvencidja alapjan irodtak (2. tdblazat). A
heterolég primerek megbizhatéan miikédtek minden esetben. Ezzel a technikéval pontositani
tudtuk a mitokondriélis genomok méretét is, melyek j6 egyezést mutattak a teljes szekvenalas
utan kapott adatokkal. (4. niger: 31,23 kb — 31103 bp; A. tuibingensis 33,06 kb — 33656 bp) A

két mitokondrialis genom géntartalma és a gének sorrendje megegyezett, a méretbeli

eltérésekeért elsédlegesen intronalis szekvencidk jelenléte illetve hidnya a felels.

5.1.2 Az A. niger és A. tiibingensis torzsek mtDNS-ének szekvenciaszintii elemzése

Mindkét toérzs esetében elssorban klénozott fragmentumokat, bizonyos esetekben
kozvetleniil a tisztitott mtDNS-t hasznaltuk fel a szekvendldshoz. A fizikai térképek
elkészitéséhez hasznalt restrikcios enzimekkel (EcoRl, EcoRV, Hindlll, Bglll) emésztettiik a
tisztitott mtDNS-t, és a kapott fragmentumokat pBluescript-SK vektorba ligaltuk. Az igy
klénozott DNS-einket a vektor sajat szekvendlé primereivel (T3: aattaaccctcactaaaggg, T7:
gtaatacgactcactatcgggc) szekvenaltattuk meg (4.4.12). Mivel egy-egy szekvenalas alkalmaval
kb. 600 bp-nyi értékelhetd szekvenciat kaptunk az 1000-1200 bp-ndl nagyobb klénjaink
esetében szubklonozasokra volt sziikség. Klonjainkat egy masik restrikcidos enzimmel
emésztettik, és a kapott kisebb fragmentumokat tjra vektorba ligaltuk, és szekvenaltattuk. A
klénozott fragmentumainkat konnyen és gyorsan szaporithattuk, de pusztin ezzel a
modszerrel nem tudtuk a teljes genom szekvenciat meghatarozni. Ehhez a ,,primer walking”

modszert alkalmaztuk. A sajat térzseink DNS szekvencidihoz primereket terveztiink (2.
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tablazat), és ezek segitségével Iépésrol-lépésre szekvenaltattuk tovabb a mintdinkat. A pontos
szekvencia adatokat az 5. tablazat tartalmazza.

A. niger N909, mtDNS tipus la:

TEV,MMA,FL QMH K,G,D,S,W, 1, §,P

tRNS gének tRNS gének
; a nad3 naddl orf1 atp8 nade "I
Sy g o o [ 3] e
rnl \D/ cox1 a[t£>9 clolez : nad5 . nad2 : Lcob ]r[;a__d-‘ll ?g;z nad4 a&f ms cg]\scjr:nll
V] 1 LE| 2 7d 5 T6] 4 [ 3 |
I 2 | 1 [ 3 l6] 4 | 8. .13
BT 1 Poim e ey 3 I 4 S
He6l7a] 7b | 2 | 4 | 1 i 3 |6

A. tiibingensis 0932, mtDNS tipus 2b:

TEVVMMA,FL QMH K,G,D, S, WIS P

tRNS gének tRNS gének
\ o nad3 nad4L orf1 atp8 nad6 /
rnl \\ / cox1 at, 9El cox2 : nad5 nad2 cob nad1Dorf2 nad4 atp6 rns Dcox ,/;n/

[ oo 8 ) e | cacay s ) i T s | e ] e N e N e (8 e ﬁ e 0T s [ o f i
VI 1 [6a] 2 [ 5 Ten 4 | 3 |
= 1 1 4 [ 3 19l 2 i s ] 5 1
- NRE 2 Il 1 | 3 m_s g 51 4
H 5[ 6a] 6b] 2 [ 1 A TR |5

- 1kb

1. abra: A két teljes mitokondridlis genom szekvenciaval rendelkez6 Aspergillus torzs
mtDNS-ének fizikai és funkcionalis térképe. A térkép készitéséhez hasznalt restrikcios
enzimek: V: EcoRV, E: EcoRI, B: Bglll, H: Hindlll. A két nagy tRNS kluszteren kiviil
beazonositottunk még néhany kiilon all6 tRNS gént is: R: cox2 €s nad4l. gének kozt; R és N:
nad4 és atp8 gének kozt; Y: rns és nad6 gének kozt helyezkednek el mindkét torzsiink
esetében. A leadott szekvenciak adatbanki adatait a 4. tablazat mutatja.

Mint ahogy az az 5. tablazatban megfigyelhetd, mindkét torzs génkészlete szinte
megegyezik az intronalis eltérések kivételével. Szamos esetben az intronok okozzak az RFLP
mintazatbeli eltéréseket is, de néhol csak egy-egy pontmutacio felel a hasitohely jelenlétéért
illetve hianyéaért. Elsésorban a torzseink kozt tapasztalhato eltéréseket emelném ki, illetve
egyéb — rokon fajoknal nem tapasztalt — érdekességekre szeretnék ramutatni, melyeket a

szekvenciak analizise soran tapasztalhattunk.



méret (bp) introntartalom

gén N909 0932 egyezes N909 0932
cob 1158 1158 99% - -
nadl 1050 1050 98% - -
orfl 912 906 94% - -
orf2 762 741 91% - -
nad4 1467 1467 98% - -
atp8 147 147 100% - -
atpb 774 774 98% - -
rns 1445 1445 97% - -
nad6 654 654 95% - -
cox3 810 810 98% - -
rnl 4633 4634 99% 1 1
cox1 2728 5058 98%* 1 3
atp9 225 554 98%* - 1
nad3 408 408 97% - -
cox2 762 762 98% - -
nad4l. 747 270 99%* 1 -
nad5 191 1971 97% - -
nad?2 1689 1689 99% - -

5. tablazat: A két torzs mitokondrialis génjeinek pontos szekvencia adatai és
Osszehasonlitasa. *: az intronmentes részek (exonok) egyezése. A leadott szekvenciak
adatbanki adatait a 4. tablazat mutatja.

Eltérések a torzseink kozott (az adatbankba leadott szekvencidkat a 4. tablazat mutatja):

- cox] gén: Az A. niger 1a mtDNS tipusu térzsének cox1 génje 2728 bp, és csak
egyetlen intront tartalmaz. Az A. tiibingensis 2b mtDNS tipusu torzsének cox1 génje 5058 bp
méretlinek bizonyult, harom intront tartalmaz, amelyek sorrendben 1148 bp, 1126 bp, és 1085
bp hosszisaguak. Mindegyik intron I-es tipusu mitokondridlis intron, LAGLIDADG tipusu
endonukledzszerti fehérjét kodolnak orf-jiikben. Az A. tiibingensis 2b coxl génjének 1.

intronja 94%-os homolodgiat mutat az A. nidulans cox1 2. intronjaval (X00790). Az A.
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tiibingensis 2. intronja 93%-os homolégiat mutat az A. niger 1a tipusu mtDNS cox1 génjének
egyetlen 1025 bp-os intronjaval, inszercios helyiik is megegyezik. Ez az intron homolég az A.
nidulans cox1 génjének 3. intronjaval (X00790), valamint a Neurospora crassa negyedik
(X14669), Schizosaccharomyces pombe mésodik (X00886), Penicillium marneffei masodik
(AY347307) cox] intronjaival. Az A. tiibingensis 2b cox1 3. intronja nem mutat homologiat
egyetlen ismert mitokondridlis intronnal sem. Az intronok pozicidjat elészor csak adatbanki
homoldgiak alapjan hataroztuk meg, majd ezt az izoldlt mRNS-bol készitett cDNS
szekvenalasaval is igazoltuk.

- atp9 gén: Az A. niger la tipus esetében a gén intronmentes, és 225 bp hosszisagu.
Az A. tibingensis 2b esetében a gén egy 329 bp-os ORF nélkiili intront tartalmaz, igy a gén
hossza 554 bp. Az intron 68.-128. bp-os része 88%-os homologiat mutat Hypocrea jecorina
atp9 gén utdni 60 bp-os szakaszdval, de ezt intergénikus szekvenciaként tiintetik fel
(AF447590). Az intron egyébként més szekvenciaval nem mutat homolégiat.

- nad4L gén: A 270 bp-os gén A. tiibingensis 2b esetében intronmentes, mig 4. niger
l1a esetében egy 477bp hosszisagu intront tartalmaz, mely I-es tipusi mitokondrialis intron.
Hasonl6éan az atp9 gén intronjahoz ez sem hordoz ORF-et. Az intron egy része homolégiat
mutat Neurospora crassa naddl génjének (X05115) és a Podospora anserina nadAl
génjének (X55026) intronjaval. K6zelebbi rokon fajokkal nem ad homolégiat, ennek az lehet
a magyarazata, hogy mind az atp9, mind a nad4L gén esetében igen ritka az intronhordozis,
illetve az is oka lehet, hogy az Aspergillus fajok mtDNS-érél rendelkezésiinkre allo
informacidk elég hianyosak.

- Tovéabbi kisebb méretbeli eltéréseket okozhatnak az intergénikus régiok méretbeli
eltérései, de ezek ritkdn haladjak meg a 100 bp-os nagysagot. Ezek koziil kettét emelnék ki:

Mindkét térzsben az orf2 és a nad4 gén kozott egy ismétlédo szakaszokbol allé régiot
talaltunk. El6sz6r haromszor ismétlédik egy 29 bp-os szekvenciarész mindkét torzsben, igaz a
masodik elemben egy pontmutacié taldlhaté az A. tibingensis 2b esetében, ami egy extra
EcoRI hasitohelyet eredményez. Szintén ebben a térzsben a mdésodik 39 bp-os elem is
héromszor ismétlédik, mig A. niger 1a esetében csak egy 48 bp-os szekvenciarész fordul eld,

mely azonossagot mutat a 39 bp-os A. tibingensi-beli szekvenciaval (2. dbra).
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Kozvetleniil a cox1 gén eldtt taldlhaté a metionin és hisztidin tRNS gének kozti
intergénikus szakasz, melynek mérete szintén eltér a két torzsben, az A. tibingensis esetében
87 bp-ral nagyobb. Ezekért az eltérésekért tobb kisebb inzercid, illetve delécio a felelds (2.
dbra). Jelen esetben ez az altalunk hasznalt restrikciés enzimekre nézve extra hasithelyek
megjelenésével nem jart. Legtobb esetben azonban, mint példaul a glicin tRNS gén eldtti 40
bézisparos régional, a restrikcids térképbeli eltéréseket csak pontmutaciok idézik eld, melyek
hasitéhelybeli eltérést okoznak, de méretbeli kiilonbséget nem (2. abra).

Mindkét torzsben meglévd szokatlan, vagy rokon fajokra nem jellemzd szekvencidk (az
adatbankba leadott szekvencidkat a 4. tablazat mutatja):

- orfl és orf2: Mindkét torzsben a nadl és nad4 gének koézti mintegy 3000 bp-os
szakaszon a mar fent emlitett ismétlodd régio el6tt két nyitott leolvasasi keret talalhato. E két
gén mindkét torzsben nagyfokd homolégiat mutat egymassal (5. tablazat). Az orfl
feltételezett fehérjéje 44%-os szekvencia homolégiat mutat a Saccharomyces cerevisiae
mitokondrialis Endo.Scel endonukledzzal (AAA32160). A masodik ORF 52%-0s homol6giat
mutat Staphylococcus aureus helyspecifikus rekombinazaval (BAB47672). Tehat mindkét
fehérje leginkdbb az I-tipusu intronokban kddolt endonukledzokhoz hasonlit. Pontos
funkcidjuk nem ismert, de valdszintileg az intronok kivagédaséban, vagy a rekombinaciéban
lehet szerepiik. A rekombinécioban lehet szerepe a mar korabban emlitett repetitiv elemeket
tartalmaz6 szekvencianak is.

- A nad2 gén utan 66 nukleotid tavolsagra egy 68 bp-os szakasz kovetkezik. Ennek
érdekessége, hogy szinte 100%-0s homologidt mutat a nadl gén 87.-154. bp-os szakaszaval.
Ez a DNS szakasz mindkét térzsben megtaldlhaté ugyanebben a poziciéban. Sem az elétte
sem az utdna lév6 szakasz nem mutat semmiféle homolégiat a nadl génnel. Ez a géndarab
nem lehet mikodoképes, de a nadl gén szekvenilasa sordn jelentés nehézségeket okozott
(PCR- és szekvenal6é primerek két helyre is tapadtak a genomban). Jelenléte a genomban
valdszinilleg 6sszefligghet a szinte kozvetlen utdna kévetkez6 315 bp-os DNS szakasszal,
mely 96%-os homoldgiat mutat egy feltételezett endomukledzzal (AJ632139, Te Biesebeke és
mtsi 2005). Fehérje szinten 59%-os homoldgiat mutat Podospora anserina nad3 intron

proteinjével illetve annak egy részletével (805654, Cummings és Domenico 1988).
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A. tiibingensis 0932:

EcoRI ‘l’
5' GGITGTTATCCTCAAACAAAT TGAGCAAATAATAANGGTIGTIATICCTCARAC CAA T T CARCATA]
TAATAATQ TTATTATCCTCAAACGAATTGAGCAAACAATACTAACAATCAATCATCAATAGCC

TTTTGGTAATCAAAGTAGAATAATAAATGAAATTAATAATAATAATAATAGAAATTTAAATCAAA
ATAATTGAGTAAACAGTTCTAACAATTTTGATATGACTAATCATAATAATAATAATAATAGAGTA
AACAATTATAACTATTATGATATGACTAATCAAAATAATAGAGCAAACAATTATAACAATTTTGA
TATGACTAATCAAAATAATAGAGCAAACAATCCTATCCATCCTAATATAAATACTAGAAGTAGTA

TGGATATTGAAATGCTTAATCGTCTTAATAGATCTH3"
Bglll

A. niger N909:

A AAACGAA A ‘~‘FAATACTAACAATCAATCATCAATGCCTT
TTGGTAATGAAAGCAGAATAATAAATGAAATTAATTCTAATAATAATAATAGAAATTTAAATCAA
AATAATTGAGTAAACAGTTCTAA! LifeR TTTGATATGACTAATCAAAATAATAGAGC
AAACAATCCTATCCATCCCTAATATAAATACTAGAAATAGTATGGATCTTGAAATGCTTAATCGT

CTTAATAGATCT-3'

Bghi

A. tiibingensis 0932:

A. niger N909:

51

5!

EcoRlI

EcoRI

-GAATTCAGCTAGTCATAAAAAAAAAAAAAGATAAAGATCT-3'

Bgl

-GAATTCAGCTAGTCATAAAAAAAAAAAAAGAGAAAAATCT-3"

A. tiibingensis 0932

61
121
181
241
301
361
421
481

tRNA-Met
1 [GEcanGaTAG

TTCAATCGGT

TCTCTCTTGG CCI'TATTATT

AGCGGATTTT
AGTTTAAATT
TTAATCTCAA
AGGGGCGAGG

ATTTAATGGT
TTAATATCTC
AAATATCTAT
GACAAAGTAA

ccAceancaa
GACTAAAAGA
TGGCATAGTA

A. niger N909

tRNA-Met
1 [GCCAAGATAG
TCTCTCTTGG CCI'TATTATT

61
il
181
241
301
361
421

AGCGGATTTT
TTAAAGTTTA
ATCTTAATCT
GTGCGTGTGT
TAAGGTGGC
TTCTAGGTAC

AAARATTAAC
GATTAAATCT
TATCCTAGTT

TTCAATCGGT

ATTTAATTAA

AATTTTAATA
CAAAAATATC
AGTTATATAT

F GTAGTTCAAT

ccTcel

AGAACAATAA
CTTATTACTC
AATTAARATG
TTTAAAAATA

TAATAATTAA

AAAAAAGTAA
ATCGTGCGLG
TTATANGGTS

CAATTCTAGG

AGAACAATAA
CTTATTACTC
TGGTAATTAA
TCTCTTTAAA
TATTAATAAA
ATAATAAAAC
GGTAGAACAG

TTTCATGAAT
TérrTccATT
GTAGTATTTT
CTTAAGGTCA
TAAAAAAATC

TAAGAATGAG
TTACCTAATT
AATTTTATAT
AAAAAGCARAA
CCCCTCCCCT

EcoRI
AATTCAAATT

ccgetraTaa
AAAGTATTAA
TATTATTATC
TTTAAAAAAA

AATATAGTCC

CTTCCCCCAG

GGGAAAAGTC

TGTAGTTATA
géreTacTTC
TACCCTCC|

TTTCATGAAT
rTrrTccédTT
AATGGTAGTA
ATACTTAAGG
aaaacrcect
GCGAGAGGAC
CTGTATGTGG

TATATAATAA
AATGGTAGAA

TAAGAATGAG
TTACCTAATT
TTTTAATTTT
TCAAAAAAGC
CGAAGAAAAA
TAAAAGAGAT
CATAGTATAT

AACGCGAGAG
CAGCTGTATG

EcoRI
AATTCAAATT
CCGCATATAA
ATATAAAGTA
AAATATTATT
&aTTAACATC
TAAATCTTTA
CCTAGTTCAA

2. abra: Szekvencia eltérések a két torzs kozott. A: a repetitiv régié eltérései. Az azonos
modon jelolt szekvenciarészek ismétlddnek, nyillal jelolt a pontmutacid, amely hasitohely
eltérést okoz. N909 esetén a besotétitett rész eltérés a masik torzs ismétlodo részétol. B: glicin
tRNS el6tti eltérések, ahol a pontmutacié 1) hasitohelyet eredményez. C: metionin €s hisztidin
tRNS kozti rész. Inzerciok az aldhuzott részek, ponttal a pontmutaciokat jeloltik.
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Kiilénosen érdekes az, hogy ez a 315 bp-os szekvencia a t6bbi génhez képest épp forditott
iranyban helyezkedik el, ezért feltételezhetéen nem aktiv (a kezdeti par nukleotid is hiinyzik).
E két szekvenciarészlet azonban arra utalhat, hogy kordbban valamilyen rekombinécios
események zajlottak le a torzsekben, és ezekre az eseményekre utald, a géneknek ma mar
miikddésképtelen véltozatait talaltuk meg a genomban

- A cob és nadl gének kozti intergénikus teriileten talaltunk egy 223 nukleotidnyi
szakaszt, ami szintén ellentétes leolvasasi irAnyban helyezkedik el. 95%-o0s homoldgiat mutat
A. niger NRRL 322-es térzs genomi PX21 prométerével (M90699; Luo, 1995). Semmilyen
egyéb szekvencidval nem mutat még alacsony fokd homoldégiat sem. A PX21 prométer leirdja
akkor semmivel sem taladlt homol6giat. Mivel a magi és mitokondridlis prométerek mas
faktorokkal aktivizalédnak nem valdszint, hogy aktiv lenne.

Fontos még megemliteni még az atp6 gén egyik pontmutacidjat, amely az N909
esetében az oligomycin rezisztenciat okozza. Az N400-as oligomycin szenzitiv A. niger
térzsben (melyb6l szelektaltdk az oligomycin rezisztens N909-et) az atp6-os gén 517.
nukleotidja citozin (C). A rezisztens valtozatban pedig ugyanebben a poziciéban timin (T)
nukleotid talalhat6. Ez a mutécid, illetve a vele jar6 aminosav valtozas felelos az oligomycin
rezisztenciaért. Az A. tiibingensis 2b ilyen tekintetben az N400-ra hasonlit, ott is C talalhato

az 517. pozicidban, és természetesen oligomycin szenzitiv a torzs.

5.1.3 A restrikcids térképek szekvenciaszintii elemzése

Az introndlis eltéréseken és kisebb inszercidkon kiviil pontmuticiok okozzék a két
torzsiink koézti restrikcids térképeken is megjelend eltéréseket. Az A. niger la tipusban négy
specifikus (4. tiibingensis 2b tipusban jelen nem levd) restrikciés hasitéhely taldlhaté a
kovetkez6 fragmentek kozott: B1/BS (nad4L intronban); H4/H1 (nad2 génben valdjaban nem
egy, hanem két hasitohelybeli eltérés: 53 bp tavolsagra van két HindlIl hasitéhely, 2b mtDNS
pontmutacié miatt egyik hasitéhely sincs meg — 3. dbra/A); V7b/VS (cob gén pontmutéci6 —
3. dbra/B) és V7a/V2 (atp9 el6tti pontmutacié — 3. abra/C). Kilenc A. tiibingensis specifikus
restrikcids hely talalhaté a kovetkezd fragmentek kozt: E4/E3, B2/B8, B8/B1, V1/V6a (mind
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a

négy a coxl gén 3. intronjaban); E9/E2 (nad5 gén pontmutacio — 3. abra/D); E7/E6

(ismétldédd régio, pontmutacié — 2. abra/A); B7/BS (nad4 eldtti pontmutaciéo — 3. abra/E);

H7/H3 (atp6 gén utani pontmutacio) és B6/B4 (pontmutacio — 2. dbra/B). Az intronokban valé

eltéréseket a 4. tablazat adatbanki hivatkozasai alapjan érdemes megvizsgélni (a szekvenciak

hossza miatt).

A:

A. niger N909:
Hindlll
TATCCTAGA ATATCAAGTGAATATATGAGTTTACATAAATTAATATTTACAAAA
Hindlll
TTAAGCTTTGTAAAAAATTTAACTGTATCAAATATTATAT TAAAAAAAGGAGAACAATAT

A. tiibingensis 0932:

TTTTATCCTAGAAAA‘ CTTATATCAAGTGAATATATGAGTTTACATAAATTAATATTTACA

AAATTAAGT TTTGTAAAAAATTTAACTGTATCAAATATTATATTAAAAAAAGGAGAACAA

A. niger N909:
EcoRV
GCTAACCCAATGCAAACTCCACCTGCTATTGTACCAGAGT|GATATCITTTTACCTTTCTAT

A. tiibingensis 0932:

GCTAACCCAATGCAAACTCCACCTGCTATTGTACCAGAGTGATATT TATTACCTTTCTAT

C.

A. niger N909:
EcoRV
CAGATTCTCATGTATATCCATTTAACTTAGATGATATCTCTTTAGAGATGGCGACTCTTA

A. tiibingensis 0932:

CAGATTCTCAACTATATCCATTTAACTTAGATGATATT TCTTTAGAGATGGCGACTCTTA

3. abra/A-F: Pontmutéciok okozta eltérések a két mtDNS tipus kozott. A bekeretezett részek

az adott restrikcios enzim hasitohelyét jelentik, mig az alahuzott részek ezen restrikcios
helyek megfeleldi, de a *-gal jellt pontmutaciok miatt mégsem funkcionalnak
hasitohelyként. A: nad2 gén; B: cob gén; C: atp9 gén
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D.

A. niger N909:
CATTAAGTTTACTTTCTGTTTTATTATCCGAATTT TTACCTAAATTACTTATTAATTTTA
A. tiibingensis 0932:

EcoR1
CATTAAGTTTAATTTCTGTTTTATTATCC@AATTCTTACCTAAATTACTTATTAATTTTA

E.

A. niger N909:
GGGCCTCGCCCGCAAGGCGACAAGAC CTCCTTGGGGCTAGTAATAAATATTTTATTAGTA
A. tiibingensis 0932:

BgllI
GGGCCTCGCCCGCAAGGCGACARGATCT/CCCTGGGGGCTAGTAATARATATTTTATTAGT

A. niger N909:

3. abra (folytatas): D: nad5 gén; E: nad4 gén; F: atp6 gén

Természetesen mas restrikcidos enzimekre nézve is lérejohettek hasitohely mutaciok, de
jelen dolgozatban csak a fizikai térkép elkészitésekor alkalmazott enzimek restrikcids
helyeinek vizsgalatat tlztiik ki célul. Bar az RFLP mintazatok jelentdsen eltérnek (4. abra)
a két torzs esetében a szekvenciaszintii elemzés azt tdmasztja ald, hogy az intronalis
eltérések mellett a két mitokondrialis genom szinte azonos egymassal. Kivancsiak voltunk
ra, hogy a két torzs mitokondridlis genomja miként hat egymasra, ezért protoplasztfizidval
(heterokarion képzési inkompatibilitds miatt csak ilyen mddon volt kivitelezheté a
,.keresztezés”) mtDNS rekombinans utodokat hoztunk létre, és ezeket vettilk részletes

elemzés ala.
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S.1.4 A. niger 1a — A. tiibingensis 2b torzsek kozt protoplasztfiziéval létrehozott

rekombinans utédok szekvenciaszintii vizsgalata

Korabbi kisérletek soran mar elkészitették a A. niger la (met-; barna konidiumszin;
mitokondriédlisan oligomycin rezisztens) — A. tiibingensis 2b (ade-, nic-; z6ld konidoumszin;
oligomycin szenzitiv) fGziébol szarmaz6 utédok négyenzimes (EcoRI, EcoRV, Hindlll, Bglll)
restrikcids térképét és részleges analizisét. Munkdm sordn az eltérésekért felelés molekularis
mechanizmusok szekvenciaszintii vizsgalata volt a cél.

A protopasztfizié soran egyiranya A. niger la — A. tibingensis 2b mitokondrium
atvitelt hajtottak végre. A fuziét kovetben az A. tibingensis sejtmagjéra, és az A. niger
oligomycin rezisztens mitokondriumara szelektaltak. Szamos utéd atvizsgaldsa utan hatféle
kiilonb6z6 tipust észleltek (4. abra), melyek kiilonb6z6 eléfordulasi gyakorisaggal jelentek
meg. Ezen csoportokbdl egy-egy torzset valasztottunk ki, melyek képviselik az adott
csoportot, €s ezeket vettiik részletes elemzés ala. A kivalasztott térzsek tipusanak eléfordulési
gyakorisaga a kovetkez6: B205: 37,5%, B212: 35%, B240: 10%, B203: 7,5%, B202: 5%,
B227:2,5% |

Elkészitettiik az 1a—>2b atvitelbdl szdrmaz6 hat kiilonb6z6 RFLP mintdzati mtDNS-t
hordozé izoldtum fizikai térképét (5. 4bra). A mitokondridlis genom méreteket ebben az
esetben is a restrikciés enzimek altal létrehozott fragmentumok méreteinek Gsszegébol
hatéroztuk meg (ez a mdédszer mér kordbban is pontos megkozelitést adott az N909 és 0932
torzsek esetében). A rekombinans mitokondridlis genommal rendelkezé utédok mtDNS
méretei a kdvetkezOk: a B205 rekombinansé 32,73 kb, a B212-¢ 33,04 kb, a B227-¢ 32,98 kb,
a B202-¢ 32,92 kb, a B240-é 32,54 kb, mig a B203 rekombinansé 32,60 kb. Tehat minden
utdd mtDNS mérete a recipiens sziild (4. tibingensis 2b tipus) mitokondrialis genom

méretéhez all kozel. A donor (4. niger N909 1a tipus) mérete kisebb, mintegy 31,10 kb.
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M 12345678

19,32 kb —

7,74 kb —
553kb —
4,25kb —

3,28 kb —
2,69kb —
2,32kb —

1,88 kb —
1,49 kb —

1,15 kb —
0,92kb —

0,69 kb —

4. abra: Az 1a—2b mitokondrium étviteli kisérletek soran alkalmazott torzsek és a kapott
rekombinans mtDNS-t hordozé utédok izolalt mtDNS-einek Haelll-Bgl/II restrikcids
enzimekkel emésztett RFLP mintazatai. M: A-pUC mix DNS molekulasuly marker
(Fermentas), 1: N909, 2: 0932, 3-8: rekombinans utdédok. 3: B205, 4: B212, 5: B227, 6: B202,
7: B240, 8: B203

Feltételezésiink szerint azonban az utédoknak mtDNS méretiikben inkabb a donorra
kellett volna hasonlitaniuk, hiszen annak oligomycin rezisztens mitokondriumara
szelektaltunk. A két sziil6i torzs elemzése soran korabban bemutatott adatok alapjan
értelemszertien a coxl gén mértetbeli eltérésére kovetkeztettink, mert annak eltérd
introntartalma felels leginkabb a genomok méretbeli eltéréséért.

Elvégeztiik tehat mind a hat rekombinéns tipus cox1 génjének szekvencia analizisét.
Azt tapasztaltuk, hogy a coxl gén szekvencidja minden rekombinans utédban teljesen
megegyezik (4. tablazat), és nagyfoka hasonldsagot mutat az 4. tiibingensis cox1 génjéhez.
Mindhdrom intron azonos pozicidban taldlhatdé meg minden esetben, és mindossze két
nukleotidban térnek el a 2b tipusu coxl gént6l. Ez a két nukleotid eltérés az elsé exon
teriiletén talalhatd, mindkét esetben T—>A csere torténik a gén kezdetétdl szamitott 113. és
248. pozicioban. Ez az eltérés azonban mar az 4. niger la tipust cox1 génre jellemz6. Szamos
mas eltérés is talalhatd az elsé intron utdni exonokban, de a rekombinéns utodok ezekben mar

mind az A. tiibingensis 2b tipusra hasonlitottak (6. tablazat).
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nad3 nad4L orf1 atp8
- 4 nasp

i |
rnl cox1 a[erS c%z nad5 npad2 c:ob' rlm:cﬂ ?:],fz ‘% r:ns:l c|o__x]3 5/
A. niger \E/I . 1 I I7d1 2 : i G I Is[ 2 : I 3 l ]
- e 4 5 2
ey B2t TR 2057 TG RN T SRR T R
Hs6l7a[7b]  EERRT - 1 [ 5 ] 3 ke
1 248 8
nad3 nad4lL orf1 atp8 nad6
rnl cox1 at 9D cox2 ¢ nad5 d2 cob nad1D d4 gax 6 b
—rrrrm R o e m e s N s s e s T it e B s T e T s M
Ll 8 A 1 [6a] 2 [ 5 Ten 4 | 3 ]
A. tiibingensis E 1 ] 4 | 3 El 2 871 6 | 5 1
0932 B 4 2 Il 1 . | 3 ‘A 5 laexeunlia
H 5[ 6a[6b] 2 | : 1 ot DR 77 | G T, I
v 3 78 9 10
B205 (37,5%) VI 1 [7Tea] 2 [e5] 5 Llsl 4 I 3 ]
E | 1 | 4 | 3 | 2 |7 5 | 6 151
B 3 | 5 Itz B o0 2 | 4 | 1
H6[ 7al7b] 4 R 2 1 5 | 3 I3
B212 (35%) \"Al 1 [7] 2 8] 5 LIGI 4 | 3 ]
E 1 | 6 3 2 [7 4 il Sl
B 1 3 || 5 | 4
H 6l 7a|7b | 1 | 4 | 2 T 3 1 6
B203 (7,5%) \"Al 1 171 2 18] 5 16] 4 ] 3 |
E 1 | 4 3 | 2 17 5 | 6 11
B__ 2 3 || 1 4 | 5 | 2
H6[7al7b ] 1 4 | 2 | 5 1 3 16
B202 (5%) V| 1 171 2 8l =5% 6] 4 | 3 |
E 1 | 4 3 ls] 2 7 5 ] 6 Jiid
B 3 1l 1 2
H 5[ 6al6b] 2 | 1 | BB |5
B240 (10% V| 1 |6af 2 lisse5ei it 4 | 3 |
(0% g , POAEE: Y SRR [ 2 ¢ . R TR N 1|
B &2 3 | 1 | 4 3| 1 2
H 5[ 6a[6b | 2 | 1 laadsel 3 15
B227 (2,5%) VI 1 [71 2 18] 5 6] 4 | 3 |
E 5 1 | 4 “l 31 1sl l2 4I8I7IH5 5] IG |
3 2
H 5[ 6a]6b ] 2 | 1 | 3 15
- 1kb

5. abra: A két sziil6 és a rekombinans utddok fizikai térképei. 1-9: cox1 génen kiviili
hasitohelybeli eltérések a két sziil6 kozt. A rekombinans utddok a cox1 géntél a tomor nyilig
2b, utana la tipusi mtDNS-sel rendelkeznek. B227 esetében van egy kivétel: a nyillal jelzett

rész az 1a mtDNS tipushoz hasonlit
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pozicid An At pozicid An. At pozicid An AL
113 A F 1939 £y & 2257 j & =
248 A 5 1949 A L 2260 x A
764 T & 1966 & X 2269 C 4 3
821 A G 1967 £ G 2275 £ C
1874 A T 1968 G T 2278 1 £
1875 X A 2003 G T 2353 T A
1876 A it b 2018 A T 2470 3 9
1885 A ¢ 2020 & T 2542 & 3
1930 T A 2068 T A 2701 T A
1933 A i3 2239 T A

6. tablazat: A két sziil6i torzs cox1 gén exonjaiban a nukleotidok eltérése (pozicio: az 4.
niger-beli pozicid). A.n.: A. niger la, A.t.: A. tiibingensis 2b mtDNS tipus. Az els6 két eltérés
kivételével az 6sszes rekombinans utéd az A. tiibingensis-re hasonlit.

Megallapithatd tehat, hogy minden utdéd ,,6rokolte” a 0932-es torzs mindharom
intronjat, még a 2. intron is ebbdl a torzsbdl vald, holott a mésik sziilénél ugyanebben a
poziciéban volt egy ezzel azonos (de nem 100% homoldg) intron. Mindez azzal
magyarazhatd, hogy az intronok mozgéasa nemcsak magéra az intronra korlatozdodik, hanem az
intron koriili szekvenciak is atmésolodnak vele. Igy az elsé és harmadik intron mozgasa
mintegy ,,magaval rantotta” a masodik intront is, és mint latni fogjuk a cox1 géntdl az atp9
iranyaban joval nagyobb szekvenciarészt is érint ez a mozgas. Ez nem egyediilallo jelenség,
az intronok mozgasakor mindig kisebb-nagyobb kérnyez6 szekvencidk is atmasolddnak.

A protoplasztfiizi6 soran tehat mindig a donor mitokondriuma 6roklédik, de ez a
recipiens intronjai, €s az ezt kovetd rekombindcids események altal modosul. Arra, hogy a
donor 1a tipust mtDNS-e 6roklodik alapvetden, tobb bizonyiték is van.

- Minden rekombinans oligomycin rezisztens.

- A cox1 gén els6 exonjaban az 1a tipust mitokondriumra hasonlitanak.

- A coxl gén el6tti metionin/hisztidin tRNS-ek kozti intergénikus régiét minden
esetben megszekvenaltuk (2. édbra C rész), és mindegyiknél a donor la tipusu

mitokondriumaéra jellemz6 szekvenciat talaltuk.
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- A glicin tRNS el6tti (5. abran 10-el jeldlt rész) intergénikus régiét szintén
megszekvenaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy itt is minden utéd az 1a tipust donorra hasonlit. A
recipiens esetében itt egy Bg/Il hasitohely talalhato, ami egyik rekombindnsban sincs meg (2.
abra B rész.)

- Az atp6 gén utani intergénikus régiét minden utdédban megszekvenaltuk és minden
esetben az 1a tipust sziilére hasonlit

- Felfedeztiink egy fokozatossagot a fizikai térképek vizsgalata soran. Tiz eltérd
restrikci6 helyet talaltunk a két sztloi torzs kozott (cox1 gén eltéréseitdl eltekintve): 5. dbran
1-10-ig jelzett részek. Ezeknek az eltéréseknek a magyarazatat az el6z6 fejezetben targyaltam.
A 9. és 10. marker minden torzsben la-szerti volt. A tobbi marker tekintetében azt
tapasztaltuk, hogy a cox1 géntdl (ami az els6 exon kivételével a 2b tipussal azonos) tavolodva
fokozatosan la-szertivé valik a mtDNS szerkezete a rekombinansokban. A B205 torzs
esetében az 6sszes marker 1a-hoz, mig B240 esetében nyolc marker 2b-hez hasonlitott, vagyis
ez mutatja a legnagyobb eltérést a donor mitokondriuméhoz képest. A markerek eloszlasat a
7. tablazat mutatja. A markerek 2b-szerlivé valasat nemcsak az adott marker pontmutacioja
okozza, hanem egy tényleges, eltéré nagysagu szekvencidkat érinté rekombinacid. Erre jo
példa az 1. marker utani atp9 gén, mely méretbeli eltérést mutat az utoédokban (2b mtDNS
tipusra jellemz6é atp9 gén intront tartalmaz): ahol a marker la-szert (B205), ott az atp9
kisebb, vagyis intronmentes, tehat 1a tipusra hasonlit (6. dbra).

A 7. tablazatban is jol lathatd, hogy az utodok nagyrésze hamar visszanyeri az la
tipusra jellemz6 markereket. Vagyis mar kis tavolsagra a cox1 gén végétdl lezarodik az a
rekombindacios esemény, melyet az intronok mozgésa inditott el. Néhany torzsnél ez azonban
majdnem 14 kb-os rekombindciot eredményezett. Ilyen nagy kiterjedésti rekombinaci6 nem
gyakori az intronok mozgéaséanal, valdszniileg az orfl és orf2 altal kédolt endonukledzok is
részt vehetnek a mechanizmusban, de ezek tényleges kozremiikodését még nem sikeriilt
igazolnunk. Valoészinilleg ezzel magyarazhatdo a B227-es tipus (ami egyébként egyetlen
torzset jelent) mozaikos jellege, vagyis az, hogy a 2b-re jellemzd szekvenciaszakaszban

megjelenik egy la tipusra jellemz6 rész (5. dbra).
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Az eltéro restrikcios helyek a hasitohelyek jellege az utodokban

tavolsaga a cox1 gén végétol B205 B212 B203 B202 B240 B227
(1) EcoRV -1kb la 2b 2b 2b 2b 2b
(2) Bglll-44kb la la 2b 2b 2b 2b
(3) EcoRI-5,5kb la la la 2b 2b 2b
(4-5) HindIll - 6,3 kb és 6,4 kb la la la 2b 2b 2b
(6) EcoRV -9.8 kb la la la la 2b la
(7) EcoRI-13,2kb la la la la 2b 2b
(8) Bglll-13,6kb la la la la 2b 2b
eléfordulasi gyakorisag 375% 389 VI5% S ENE R0 5%

7. tablazat: A sziilokre jellemz6 restrikcios markerek megoszlasa a rekombinans utédokban.
1-8 szamok az 5. abran jelzett restrikcids poziciokkal azonosak.

LRo8 - & h .67 & W

— 19329 bp

7743 bp

5526 bp
4254 bp
3280 bp
2690 bp
2322 bp
1882 bp

1489 bp

1150 bp
925 bp

697 bp

— 421bp

6. abra: A PCR tecnikaval felamplifikalt apr9 gén elektoforetikus képe. Az 5. tablazathoz
képest a nagyobb méretek annak koszonhetdk, hogy az alkalmazott primerek a gén eldtti és a
gén utani részekbdl is amplifikaltak fel részeket. 1: B202, 2: B212, 3: B227, 4: B205, 5:
B203, 6: B240, 7: N909, 8: 0932, M: A-pUC mix DNS molekulasuly marker (Fermentas)
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A cox] intronok mozgasa minden esetben végbement, ami a mobilis intronokkal
kapcsolatos szakirodalmi adatokkal egybevag. Csak egy torzs képez kivételt, mely a donor 1a
tipust valtozatlan mitokondriumat 6rokolte (ez képezi a fennmaradé 2,5%-ot). Ez mutatja,
hogy az intronok mozgasa azért nem teljesen 100%-o0s, de igen nagy gyakorisagal
bekovetkezik.

Az A. japonicus-sal végzett protoplasztfuzios kisérletek soran a donor valtozatlan
mitokondriumanak 6roklodése sokkal gyakoribb esemény volt. St bizonyos fizids partnerek
esetében csak ilyen utodok képzddtek (1d. 5.3 fejezet). A nad4l és atp9 gének intronjai nem
mobilisek, hisz a mobilitasért az intronban kédolt fehérje a felelds.

Megallapithatjuk tehat, hogy a rekombinans mtDNS-ek kialakuldsaért alapvetden a

cox1 gén mobilis intronjai a feleldsek.
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5.2 A. tiibingensis izolatumok mtDNS variabilitas vizsgalata

5.2.1 A. tiibingensis izolatumok mtDNS RFLP mintazat polimorfizmusa

Tanszékiinkon elvégzett korabbi vizsgalatok soran az A. tiibingensis fajt mtDNS RFLP
mintazatuk alapjan hat csoportba osztottdk (2a-2f, Varga és mtsi 1994; Téth és mtsi 1997).
Jelen dolgozat keretében az A. tibingensis hat kiilonbozé tipusu mtDNS-ének részletes
analizisét, valamint az eltérések okanak magyarazatat végeztiik el. A vizsgalatokhoz mind a
hat tipusbdl egy-egy torzset véalasztottunk ki (1. tdblazat) és vettiink részletes analizis ala. A
torzseinket elsd lépésben totadl DNS izoldlas moédszerével (Id. 4.4.3, 4.4.4) kezdtik el
vizsgélni. A totdl DNS Haelll restrikcios enzimmel (5'-GGCC-3') valé emésztése soran a
mtDNS Haelll fragmentumok vizsgélatat tudjuk elvégezni. Az emésztés kivitelezésekor
ugyanis kihasznéljuk a fonalasgombdk egyik tulajdonsagat, mely a magi és a mitokondrialis
DNS eltéré6 AT-GC aranyara vonatkozik. Mivel a fonalasgombak sejtmagi DNS-ének GC
tartalma igen magas, a mtDNS pedig AT gazdagabb, ezért Haelll emésztés hatasdra a magi
DNS felaprozodik (frontkdzelben futnak aprd fragmentjei), a mtDNS pedig kevés szamu
fragmentumra hasad. Jelen esetben a totdl DNS emésztéséhez kettds emésztést alkalmaztunk
(Haelll és Bglll), mert az A. niger fajaggragatumon beliil elvégzett korabbi vizsgalatok a
kettos emésztést tartottak a legmegbizhatobb elkiilonitési modszernek. Az izolatumaink total
DNS RFLP mintazatat a 7. abra mutatja. A totdl DNS vizsgélatakor az 4. niger izolatumok
polimorfizmus vizsgalatanal ténylegesen sziikség is van a kettés emésztésre. Eredményeink
alapjan megéllapitottuk, hogy az A. tibingensis esetében a Haelll restrikci6s enzim
onmagéaban is megfelelden differencial, s6t a 2b és 2e tipus kozt szamos alkalmazott
restrikcids enzim (Bg/Il, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Haelll, Pstl, Xhol, BamHI, Xbal) koziil ez

egyetlen, amely differencialni képes (8. abra).
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— 19,32 kb

5P TY 74 kb
— 552kb

— 4,25kb
— 3,28 kb

— 2,69kb
— 2,32 kb
— 1,88 kb

— 1,49 kb

- 1,95 kb
- 0,92Kkb

7. abra: A. tiibingensis izolatumok total DNS-ének Haelll-Bgl/lI kettés emésztésének
elektroforetikus képe. 1: No70, 2: 0932, 3: 0767, 4: 550, 5: 554, 6: 566, M: A-pUC Mix DNS
molekulasily marker (Fermentas)

EcoRI EcoRV Bgll Haelll

[P »l La »l [P al Ld al
IV 1IN i N 71 ¥ i

123 456 7 8 910 1112 M 13 1415 16 17 18 19 20 2122 2324 M

bl o — 19,32kb

— 7,74 kb

— 5,562 kb
— 4,25kb

— 3,28 kb

- 2,69 kb
— 2,32kb

— 1,88 kb

— 1,49 kb

-— 1,15 kb
- 0,92 kb

== 0,69 kb

8. abra: A hatféle A. tiibingensis izolatum mtDNS RFLP mintazata. 2a (1, 7, 13, 19 savok);
2b (2, 8, 14, 20 savok); 2¢ (3, 9, 15, 21 savok); 2d (4, 10, 16, 22 savok); 2e (5, 11, 17, 23
savok); 2f (6, 12, 18, 24 savok); M: A-pUC Mix DNS molekulasily marker (Fermentas).

68



5.2.2 A kiilonb6zé mtDNS RFLP tipusok térképezése

A 2b torzs részletes fizikai és funkcionalis térképe korabbi vizsgalatok eredményeként
mar elkésziilt (részletes szekvenciaszintli elemzés 5.1 fejezetben). A torzs négy enzimes
térképe (EcoRl, Bglll, Hindlll, EcoRV) a rendelkezésiinkre 4llt, és ezt dsszehasonlitasi alapul
hasznaltuk fel a tobbi, eltéré mtDNS mintazattal rendelkezé torzs térképezése soran. A
tovabbi 6t mtDNS RFLP tipusrdl csak két enzimes térképet készitettiink, mert ez is
elegendének bizonyult az Osszehasonlitd vizsgalatok elvégzéséhez. A fizikai térkép
készitésekor EcoRI és Bglll restrikcios enzimeket hasznaltunk, mivel a 8. abran is jol lathato
kiilonbségeket adjak, ¢és a térképszerkesztést megkonnyitd, elektroforetikusan jol
elkiilonitheté fragmentumokat képeznek. A térképek a reciprok emésztés technikdjaval, a
3.4.5 fejezetben leirtak alapjan késziiltek el. A mitokondridlis genomok méretét a kiilonb6zo
enzimekkel tortént emésztés soran kapott fragmentumok méreteinek Osszegzésével
allapitottuk meg gélanalizald szoftver segitségével. A 2a, 2b, 2c, 2d, 2e és 2f torzsek mtDNS
méretei 32,3; 33,1; 30,5; 32,1; 33,1 és 32,7 kb-nak bizonyultak (9. abra). A méretbeli
eltérések ellenére a térképek, és igy a mtDNS-ek alap felépitése jelentés hasonlosagot
mutatnak egymassal. Feltételezésiink szerint ezen eltérések oka a torzsek mtDNS-ének
kiilonb6zé introntartalma, amelyet tovabbi Osszehasonlité elemzé vizsgalataink
eredményeként sikeriilt alatamasztanunk. (Az el6z6 fejezetben targyaltak szerint a 2b tipus
mtDNS mérete 33656 bp, itt mégis 33,1 kb szerepel. Ennek az az oka, hogy a fragentumok
mérésén alapuld technika ezt a kisebb eredményt szolgaltatta. Mivel a tobbi torzs esetében
nem ismerjiik a mitokondrialis genom pontos méretét, ezért hiba lenne a pontositott értéket
hasznalni a 2b torzs esetében €s ezt osszehasonlitani a tobbi mtDNS tipus hozzavetdleges
genomméreteivel.) A gének restrikcidos térképen 1évé hozzavetdleges pozicidjat eldszor
Southern-hibridizacioval hataroztuk meg, majd pontos méreteket PCR technikéaval allapitottuk
meg az 5.1.1 fejezetben leirtak szerint (9.4bra).
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9. abra: Az A. tiibingensis 2a-2f torzsek fizikai és funkcionalis térképe. E: EcoRI, B: BgllI,

H: Hindlll, V: EcoRV
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Dolgozatomban bemutatott korabbi vizsgalatok ramutattak arra, hogy az A.
tiibingensis  mitokondridlis genomszervezddése az A. niger izolatumok mtDNS
szervezOdésével sok hasonlosdgot mutat, azonos a génsorrend, a gének egymashoz valo
tavolsaga és a restrikcids hasitohelyek eloszlasa is nagy egyezéseket mutat (Juhdsz és mtsi.,
2004). Ahogy a 9. abran lathaté a hat 4. tiibingensis mtDNS tipus génsorrendje azonos, a
gének ¢és intergénikus régiok nagysaga a legtobb esetben megegyezik. Az el6zetesen mér
ismertetett 2b tipus a cox1 génjében harom intront hordoz. A 2a, 2c, 2d és 2f tipusokban a
cox]l gén mérete kiilonbségeket mutatott, amely az intronok szamaénak eltérésére utal,

indokoltta téve a cox1 gén kozelebbi vizsgélatat.

5.2.3 A hat A. tiibingensis tipus részletes szekvenciaszintii elemzése

Eredményeink alapjan a cox1 gén jelentés introntartalombeli eltéréseket mutatott a
fekete Aspergillus izolatumok kozott, amely nem csak méretbeli kiilonbségeket vont maga
utdn, hanem esetenként Ujabb restrikcids hasitohelyek megjelenését vagy eltinését okozta.
Ezért a hatféle mtDNS RFLP mintdzatot mutatd A. tiibingensis izolatumok Osszehasonlitasa
soran elsésorban a cox1 régiot vizsgaltuk meg részletesen.

Az A. tiibingensis 2b cox1 génje 5058 bp méretiinek bizonyult, harom intront tartalmaz.
Célunk annak kideritése volt, hogy az A. tiibingensis t6bbi mtDNS tipus cox1 génjei miben
térnek el egymastol. Elsé 1épésként az A. tiibingensis 2b ismert cox1 intronjaihoz primereket
terveztiink (a primerek az intront hatarold exon szekvencidkhoz lettek tervezve), majd a hat
eltér6 mtDNS-en elvégeztiik a PCR-t. A PCR termék mérete utal arra, hogy a kérdéses intron
az adott mtDNS tipusban jelen van, vagy hianyzik. A PCR reakciok eredményeit a 10. dbra

mutatja.

il



intron 1 intron2 intfron3
gl I« 2] i

M1 2 34 6566MTU78 910 1112 M13 14 1516 17 18

-h
o
Y
=
o
|

DN
(Y=le0]
=X
oT
HRRIRERR

ww B - *““ ‘“*“

10. abra: Az A. tiibingensis izolatumok introntartalom vizsgalatahoz késziilt PCR termékek
elektroforetikus képe. 2a (1, 7, 13); 2b (2, 8, 14); 2¢ (3, 9, 15); 2d (4, 10, 16); 2e (5, 11, 17,);
2f (6, 12, 18); M: A-pUC Mix DNS molekulasily marker (Fermentas)

A 10. 4bréan lathato, hogy a 2b tipusra jellemz6 1. intron csak a 2b, 2e és 2f tipusoknal
van jelen, a 2a, 2¢ és 2d tipusokbol hidnyzik. A 2b tipusra jellemz6 2. intron a 2c¢ kivételével
minden tipusban eléfordul. A 2b tipusra jellemz6 3. intron egy kivétellel (2f) minden tipusban
jelen van. A PCR eredmény alapjan kapott intronmegoszlas egybevag a térképek coxl
régiokban mutatott méretbeli eltéréseivel, amely végsd soron kihat a teljes mitokondridlis
genom méretére. A két legnagyobb genommal rendelkez6 torzs a 2b és 2e (mindkettd 33,1
kb), amelyek esetében mind a harom intron megtalalhat6. A 2c tipusu mtDNS a legkisebb
méretli (30,5 kb), itt a cox] gén csak egy intront tartalmaz. A 2a, 2d és 2f mtDNS-ek koztes
méreteket mutatnak (32,3 és 32,1 kb, 32,7), a cox1 génjiik két-két intront tartalmaz.

A tovabbiakban elvégeztik a gén szekvenciaelemzését mind a hat torzsben.
Elsésorban a PCR termékek szekvenalasat kezdtiik el, amely révén vélaszt kaphatunk arra a
kérdésre, hogy az azonos eredetli PCR termékek azonos intronokat tartalmaznak-e, és azok

vajon azonos pozicioban taldlhatoak-e. Ezért a PCR reakcidban alkalmazott primerek
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segitségével megszekvendltattuk a termékeinket, igy bizonyitottuk, hogy az azonos
pozicidban 1évé intronok megegyeznek egymassal. S6t a szekvenciaadatok alapjan azt is
megallapithatjuk, hogy az intronok inszercids helye is pontosan megegyezik. A szekvencia
adatokat a 4. tablazat tartalmazza. Az intronok megoszlasat, és a homologiat a 8. tablazat
foglalja 0ssze. Példaként a 11. dbra mutatja be a 2b tipus 3. intronjanak megfelel6 intronok

szekvenciahomologiajat.

Az A. tiibingensis 2b mtDNS tipusra A tiibingensis mtDNS tipusok intronmegoszlasa
jellemz6 intronok 2a 2b 2c 2d 2e 2f
1. intron - 100% - - 98% | 97%
2. intron 98% | 100% - 98% 98% | 98%
3. intron 99% | 100% | 98% 99% 98% -

8. tablazat: A hatféle A. tiibingensis mtDNS tipus intronjainak homol6giaja a mar jol ismert
2b tipus intronjaihoz. Ahol szazalékos érték fel van tiintetve ott az a homologia szintjét jeloli,
ahol nincs szam, ott hidnyzik az adott intron a torzsbdl.

Elmondhatjuk tehat, hogy a variabilis RFLP mintdzatok ellenére a hat tipusu A.
tiibingensis  restrikcios és  funkciondlis térképek nagyon hasonléak. Elsésorban
introntartalombeli eltérés és néhany specifikus hasitasi hely felelés a variabilis RFLP mintéazat
kialakulasaért. A 2c tipusit mtDNS a legkisebb, ¢és a 2f mutatja a legnagyobb eltérést a tobbi
tipustol (ennek oka féleg a coxl 3. intronjanak hidnya, mivel abban szdmos hasitohely

talalhato: két Bglll, egy EcoRl, és egy EcoRV is, bar ez utobbi enzim nem szerepelt csak a 2b

tipus térképezésekor, ezek hidnya nagyban befolyasolja az RFLP mintazat kialakulasat.)
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2d
2e

2d
2e
2c
2a
2b

2d
2e
2a
2b

2d
2e

2a
2b

CATATGGGCCTTAATAAACTTTTAGTTTATTTCGCATTTGGCTATATGCTGGAARACTATG
CATATGGGCCTTAATAAACTTTTAGTTTATTTCGCATTTGGCTATATGCTGGAAACTATG

e

TTTTTAGGTTGTTGTCTACTATGTATATTATATTATTATCTTTT TAAAATAGAT GGCGAT
TTTTTAGGTTGTTGTCTACTATGTATATTATATTATTATCTT TT TAAAATAGATGGCGAT

B e S

AGAAATTTCAAATTTCTAACTATACATAGTGAAAATGATAATAAACCTGTATTTTTAAAA
AGAAATTTCAAATTTCTAACTATACATAGTGAARATGATAATAAACCTGTATTTTTAAAA
AGAAATTTTAAATTTCTAACTATACATAGTGAAAATGATAATAAACCTGTATTTTTAARA
AGAAATTTCAAATTTCTAACTATACATAGTGAAAATGATAATAAACCTGTATTTTTTAAA
AGAAATTTCAAATTTCTAACTATACATAGTGAAAATGATAATAAACCTGTATTTTTTAAA

B S

AATACGGACATACAATCAGCAGAAAACTGTAAAGGATTCTCAGAGACTACACGCCAAATA
AATACGGACATACAATCAGCAGAAAACTGTAAAGGAT TCTCAGAGACTACACGCCAAATA
AATACGGACATACAATCAGCAGAAAACTGTAAAGGATTCTCAGAGACTACACGCCAAATA
AATACGGACATACAATCAGCAGAAAACTGTAAAGGATTCTCAGAGACTACACGCCARATA
AATACGGACATACAATCAGCAGAAAACTGTAAAGGAT TCTCAGAGACTACACGCCAAATA

B

TCTAATTCAAAAGATCTCTCTGAGT TTTTTAAATGAT TAGCTGGTATTATAGACGGTGAT
TCTAATTCAARAAGATCTCTCTGAGTTTTTTAAATGATTAGCTGGTATTATAGACGGTGAT
TCTAATTCAARAGATCTTTCTGAGTTTTTTAAATGATTAGCTGGTATTATAGACGGTGAT
TCTAATTCAAAAGATCTCTCTGAGTTTTTTAAATGATTAGCTGGTATTATAGACGGTGAT
TCTAATTCAAAAGATCTCTCTGAGT TTTTTAAATGATTAGCTGGTATTATAGACGGTGAT

B

GGTAATTTTGATATTAGATATATTGATTC-TAAGCTAGTTTTAAAAGCCATTAGAATTAA
GGTAATTTTGATATTAGATATATTGATTC-TAAGCTAGTTTTAAAAGCCATTAGAATTAA
GGTAATTTTGATATTAGAAATATTGATTC-TAAGCTAGTTTTAARAGCCATTAGAATTAA
GGTAATTTTGATATTAGATATATTGATTC-TAAGCTAGTTTTAAAAGCCATTAGAATTAA
GGTAATTTTGATATTAGATATATTGATTGATAAGCTAGTTTTAAAAGCCATTAGAATTAA

B

B

B e

B

AATCTTGCGATTATTTAGGTATAGATTATAAACAAGCAAATTACAATATTGAACCTAACG
AATCTTGCGATTATTTAGGTATAGATTATAAACAAGCARATTACAATATTGAACCTAACG
AATCTTGCGATTATTTAGGTATAGATTATAAACAAGCAAATTACAATATTGAACCTAACG
AATCTTGCGATTATTTAGGTATAGATTATAAACAAGCAAATTACAATATTGAACCTAACG
AATCTTGCGATTATTTAGGTATAGATTATAAACAAGCAAATTACAATATTGAACCTAACG

B

2d
2e

2d
2e
2c
2a
2b

2d
2e
¢
2a
2b

2d
2e
2¢c
2a
2b

2d
2e
p {3
2a
2b

1
ACCCTTATTTAGCAGGGTTAGTTGACACAGATGGTACTATTGTATATAACTATGCTGGAA
ACCCTTATTTAGCAGGGT TAGTTGACACAGATGGTACTATTGTATATAACTATGCTGGRA

2c CATATGGGCCTTAATAAACTTTTAGTTTATTTCGCATTTGGCTATATGCTGGAAACTATG 2c ACCCTTATTTAGCAGGGTTAGTTGACACAGATGGTACTATTGTATATAACTATGCTGGAA
2a CATATGGGCCTTAATAAACTTTTAGTTTATTTCGCATTTGGCTATATGCTGGAAACTATG 2a ACCCTTATTTAGCAGGGTTAGTTGACACAGATGGTACTATTGTATATAACTAIGCIGGAA
2b CATATGGGCCTTAATAAACTTTTAGTTTATTTCGCATTTGGCTATATGCTGGAAACTATG 2b ACCCTTATTTAGCAGGGTTAGTTGACACAGATGGTACTATTGTATATAACTATGCTGGAA

B

ATAGAATAGAATGTAACT TAGAATTTGAACATAACGAGTTTAGTAGTAAACTAAATTTAG
ATAGAATAGAATGTAACTTAGAATTTGAACATAACGAGTTTAGTAGTAAACTAAATTTAG

2c TTTTTAGGTTGTTGTCTACTATGTATATTATATTATTATCTTTTTAAAATAGAT GGGGAT 2c ATAGAATAGAATGTAACTTAGAATTTGAACATAACGAGTTTAGTAGTAAACTAAATTTAG
2a TTTTTAGGTTGTTGTCTACTATGTATATTATATTATTATCTTTTTAAAATAGATGGCGAT 2a ATAGAATAGAATGTAACTTAGAATTTGAACATAACGAGTTTAGTAGTAAACTAAATTTAG
2b TTTTTAGGTTGTTGTCTACTATGTATATTATATTATTATCTTTTTAAAATAGATGGCGAT 2b ATAGAATAGAATGTAACTTAGAATTTGAACATAACGAGTTTAGTAGTAAACTAAATTTAG

B

ATAATGTGATACCGAATTATAAACCCGCTGTTTTATTTAGAAAATCTCATAACTCTATAT
ATAATGTGATACCGAATTATAAACCCGCTGTTTTATTTAGAAAATCTCATAACTCTATAT
ATAATGTGATACCGTATTATAAACCCGCTGTTTTATTTAGAAAATCTCATAACTCTATAT
ATAATGTGATACCGAATTATAAACCCGCTGTTTTATTTAGAAAATCTCATAACTCTATAT
ATAATGTGATACCGAATTATAAACCCGCTGTTTTATTTAGAAAATCTCATAACTCTATAT

B

CATATAAATACCAAAATGTAAAAGGTATGGTATTCTTATACGAATATTTCATGAAARATA
CATATAAATACCAAAATGTAAAAGGTATGGTATTCTTATACGAATATTTCATGAAARATA
CATATAAATACCAAAATGTAAAAGGTATGGTATTCTTATACGAATATTTCATGAAAAATA
CATATAAATACCAAAATGTAAAAGGTATGGTATTCTTATACGAATATTTCATGAAAAATA
CATATAAATACCAAAATGTAAAAGGTATGGTATTCTTATACGAATATTTCATGARARATA

B

GATTATATTCTGATTTTAAATTCTATAGAATATCAAAAATTAAARAATTTATTGAAATAA
GATTATATTCTGATTTTAAATTCTATAGAATATCAAAAAT TAAAAAATTTATTGAAATAA
GATTATATTCTGATTTTAAATTCTATAGAATATCAAAAATTAAAAAATTTATTGAAATAA
GATTATATTCTGATTTTAAATTCTATAGAATATCAAAAATTAAAAAATTTATTGAAATAA
GATTATATTCTGATTTTAAATTCTATAGAATATCAAAAATTAAAAAATTTATTGAAATAA

B

GAGAATTTAAAAATGAACCTAAAGAAAGTTTAGAGTTTAAAATATATTCTGAATTTATGT
GAGAATTTAAAAATGAACCTAAAGAAAGTTTAGAGTTTAAAATATATTCTGAATTTATGT
GAGAATTTAAAAATGAACCTAAAGAAAGTTTAGAGTTTAARATATATTCTGAATTTATGT
GAGAATTTAAAAATGAACCTAAAGAAAGTTTAGAGTTTAARATATATTCTGAATTTATGT
GAGAATTTAAAGATGAACCTAAAGAAAGTTTAGAGTTTAAAATATATTCTGAATTTATGT

B

2d ATTACATAATAGAGATATCAGAATATTAAGTCACATTCAARATATTTTACATATAGGTAG 2d TAGATTGAATTCAATATAAGAATCC-TTTATGACAAAGAGTACCTTTTGTAGAAAAAATT
2e ATTACATAATAGAGATATCAGAATATTAAGTCACATTCAARATATTTTACATATAGGTAG 2e TAGATTGAATTCAATATAAGAATCC-TTTATGACAAAGAGTACCTTTTGTAGAAAAAATT
2c ATTACATAACAGAGATATCAGAATATTAAGTCACATTCAAAATATTTTACATATAGGTAG 2¢ TAGATTGAATTCAATATAAGAATCC-TTTATGACAAAGAGTACCTTTTGTAGAAAAAATT
2a ATTACATAATAGAGATATCAGAATATTAAGTCACATTCAARATATTTTACATATAGGTAG 2a TAGATTGAATTCAATATAAGAATCC-TTTATGACAAAGAGTACCTTTTGTAGAAAAAATT
2b ATTACATAATAGAGATATCAGAATATTAAGTCACATTCAAAATATTTTACATATAGGTAG 2b TAGATTGAATTCAATATAAGAATCCCTTTATGACAAAGAGTACCTTTTGTAGAAAAAATT

B

2d AATTAGATCTGATAAGAATAAACCACACTCTATTTGAATTATTAGTAAAAAAGAGGAAAT 2d AGATAATGATATAGTCC-ACCATTTATAAAAGATAGATACAATTATATCTATTTTTTAGA
2e AATTAGATCTGATAAGAATAAACCACACTCTATTTGAATTATTAGTAAAAAAGAGGAAAT 2e AGATAATGATATAGTCC-ACCATTTATAAAAGATAGATACAATTATATCTATTTTTTAGA
2c AATTAGATCTGATAAGAATAAACCACACTCTATCTGAATTATTAGTAAAAAAGAGGAAAT 2c AGATAATGATATAGTCC-ACCATTTATAAAAGATAGATCTAATTAGATCTATTTTTTAGA
2a AATTAGATCTGATAAGAATAAACCACACTCTATTTGAATTATTAGTAAAAAAGAGGAAAT 2a AGATAATGATATAGTCC-ACCATTTATAAAAGATAGATACAATTATATCTATTTTTTAGA
2b AATTAGATCTGATAAGAATAAACCACACTCTATTTGAATTATTAGTAAAARAGAGGAAAT 2b AGATAATGATATAGTCCCACCATTTATAAAAGATAGATACAATTATATCTATTTTTTAGA

B

2d GTTATTTTTAATTAATAATATTAATGGTTTAATTAGATTAAAAGTAGTAGG-ATTAAAAA 2d ATTTG
2e GTTATTTTTAATTAATAATATTAATGGTTTAATTAGATTAAAAGTAGTAGG-ATTAAAAA 2e ATTTG
2c GTTATTTTTAATTAATAATATTAATGGTTTAATTAGATTAAAAGTAGTAGG-ATTAAAAA 2c ATTTG
2a GTTATTTTTAATTAATAATATTAATGGTTTAATTAGATTAAAAGTAGTAGG-ATTAAARA 2a ATTTG
2b GTTATTTTTAATTAATAATATTAATGGTTTAATTAGATTAAAAGTAGTAGGGATTAAAAA 2b ATTTG

AR

11. abra: Az A. tiibingensis 2b tipus 3. intronjanak megfelel6 intronok
szekvenciahomologiaja. A *-al jelslt nukleotidok mind az 6t torzsben megegyeznek (a 2f
tipusban hidnyzik ez az intron)

A 2b és 2e all a legkozelebbi kapcsolatban, mtDNS-iik felépitése szinte teljesen
azonos. SOt valdsziniileg csak pontmutdcidkban térnek el egymastol, ilyen a mar emlitett
Haelll restrikcios hely polimorfizmus is. A két tipus Haelll restrikcios helybeli eltérés okanak
felderitésére céljabol mindkét torzs esetében Gsszehasonlitottuk a Haelll, Bg/ll és a kettds
emésztések RFLP mintazatat. Azt tapasztaltuk, hogy a legnagyobb Bg/Il fragmentum nem

emésztodik Haelll enzimmel, és mivel mindkét torzs esetében a legnagyobb Haelll
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fragmentum nagyobb, mint a legnagyobb Bg/Il fragmentum, igy megallapithatjuk, hogy a
Bglll fragmrentum része a legnagyobb Haelll fragmentumnak. Mindkét torzs esetében ismert
volt a Bg/ll fragmentumok pozicidja, mert ez volt az egyik térképezé enzim. Szerencsénkre a
cox1 gén vizsgalatakor a 3. intron, melynek szekvenciaszintli analizise mindkét torzsben
megtortént, 8-10 pozicidjaban megtalaltuk a Haelll -GGCC- hasitohelyét (11. abra). Tehat itt
kezdédik a legnagyobb Haelll fragmentum. Mérete alapjan a masik végét a nad4 gén elotti
részre tettiik, ahol a 2b torzs esetében ténylegesen van hasitohely. 2b torzs esetében e két
hasitohely kozott még egy felismerdhelye van az enzimnek a cob gén el6tt. A hasitas soran
egy 9880 és egy 5534 bp méretli fregmentum keletkezik. Ezek Osszege szinte pontosan
megegyezik a 2e torzs legnagyobb Haelll fragmentum becsiilt méretével, ami kb. 15000 bp.
Ezért elkeztiik vizsgalni a cob gént tartalmazd E2 fragmentumot (9. abra), és megallapitottuk,
hogy ténylegesen nem emésztédik Haelll enzimmel 2e térzs esetében, mig 2b esetében igen.
A 2e torzs esetében is megszekvenaltuk az adott részt és a szekvenciaadatok megerdsitették a
-GGCC- hasitéhely hianyat (ebbdl a szempontbol a 2e tipus az A. niger 1a tipusu mtDNS-re
hasonlit, ott is -GGTC- pontmutaci6é kovetkezett be, 12. 4bra). Ettdl az eltéréstdl eltekintve
azonban azt gondoljuk, hogy a 2b és 2e tipus nagyon hasonld, szinte azonos mtDNS-sel
rendelkezik, valésziniileg csak pontmutaciokban térnek el egymastol, bar nem kizéarhatd, hogy

mas restrikcios enzimek alkalmazasa esetén tovabbi kisebb mértékii eltéréseket tapasztalnank.

2b tipus: TAACTAGCTTGCGGCCACGCAAGGGGACAAGTTCCCCCCTAGGGGCTAGTTAAAGATATC
2e tipus: TAACTAGCTTGCGGTCACGCAAGGGGACAAGTCCCCCCTCAGGGGCTAGTTAAAGATATC)
la tipus: TTAACTAGCTTGCGGTCACGCAAGAAGACAAGCCCCTCCTCGGGGCTAGT TAAAGATATC)

12. abra: A két A. tiibingensis (2b és 2¢) mtDNS tipus, és az 4. niger 1a mtDNS tipus cob
gén elotti intergénikus régidjanak szekvencidja. A bekeretezett rész EcoRV hasitohely. Az
alahuzott rész a Haelll felismer6helye, illetve annak elmutalodott valtozata.
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5.3 Instabil mitokondrialis rekombinans A. japonicus izolatumok vizsgalata

5.3.1 Protoplasztfuziéval megvalésitott mitokondrium atviteli kisérletek

Munkédm sordn az 4. niger fajaggragatummal végzett kisérletek mellett szintén a
fekete Aspergillus-ok kozé tartozd A. japonicus faj mtDNS polimorfizmusaval, és
protoplasztfizidval 1étrehozott utédok mtDNS analizisével is foglalkoztam.

Kisérleteink soran a mtDNS atvitelt a nyolc kiilénb6z6 RFLP mintdzati csoport
kozott protoplasztfuzioval valdsitottuk meg (13. ébra). A mitokondrium transzmisszio
mindig egyirany volt, és az atvitel soran donorként minden esetben egy oligomycin

rezisztenciat mitokondrialisan hordozé lizin auxotrof, fehér konidiumszinl izolatum

(12870%) szerepelt, mely a leggyakoribb mtDNS RFLP mintazatu 1. csoportba tartozik.

M.-1 2.3.468 8.7 8.M
19,32 kb — [0 % ', ——y

13. dabra: A. japonicus mtDNS RFLP mintazat tipusok Haelll restrikcios
endonukledzzal. M: A-pUC mix DNS molekulasuly marker (Fermentas), 1: No57, 2: IN10,
3: 440, 4: 564, 5: 557, 6: 427, 7: Fr.1.2.1, 8: 1287 oR
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A recipiensek a tobbi mtDNS RFLP osztalyt reprezentaltdk, zommel prototrofok és a
szelekcio céljabol oligomycin szenzitivek voltak. A faziés termékeket 0,4 pg/ml
oligomycin tartalmi minimal taptalajon szelektaltuk. Mivel az auxotréfia marker magi
eredetli, az oligomycin rezisztencia pedig mitokondriélis eredet(i, csak azok a fuzionalt
telepek voltak életképesek és néttek fel, amelyek a recipiens prototrof magjat, illetve a
donor mitokondridlis rezisztencigjat is (14. abra). Ez pedig csak mitokondrium
transzmisszio révén johetett 1étre.

A mitokondrium transzmisszidra iranyulé kisérleteket megfelelé kontrollok
alkalmazasa mellett végeztiik: vizsgaltuk a sziilok regeneracios képességét, az esetleges
backmutaciot, spontan rezisztencia kialakulasat, valamint a donor és a recipiens
protoplasztjainak PEG kezelés utani regeneracios gyakorisagat. A fzids kisérleteket tobb
csoportnal tobbszor is elvégeztik a megfelelé fuzids utdédszam miatt, illetve a fizid
helyességét is ellendriztiik. Erre elsésorban azért volt sziikség, mert a kozeli rokon A. niger
fajaggregatumba tartozé torzsekkel végzett elozetes kisérletek eredményeit6l adataink

jelentdsen eltértek (1d. késobb). Eredményeinket a 9. tablazat 6sszegzi.

14. abra: A fuziot kovetden a szelekcios koriilmények kozt regeneralt utodok telepei.
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mitokondrium | rezisztens valddi rekombindns tipusokat | transzmisszids
transzmisszié | regeneralt | rekombinéns képviselo egyedi utdédok aranya
iranya* utédok utédok aréanya izolatumok** (%)
szama (%)
1-2 118 0 - 100
1-3 342 22 3.127,3314; 3.3.20; 78
3.322: 3.825; 3.224;
3.317
1—4 120 99 4.01;4.14;4.33;4.37 1
1—5 50 20 5.01; 5.06 80
1—6 132 0 - 100
157 0 - - -
1—8 4 0 - 100

9. tablazat: A mitokondrium transzmisszios kisérletek eredményei. *:A donoraz 1., a
recipiensek pedig a tobbi 7 csoportba tartoztak. **: A regeneralt utodoknal a pont el6tti
szam a fzi6 recipiensére utal, a pont utani szam pedig az izolalt utédok szama.

Mint ahogy a 9. tablazatbol egyértelmiien leolvashatd, azt tapasztaltuk, hogy az
egyes fuzids csoportok kozott megvalositott mitokondriumatvitel utdn a regeneralt utédok
szama jelent6sen eltér egymastol, holott a kisérleti koriilmények majdnem teljesen
azonosak voltak. A 7. csoportot képviseld izolatumok kiilonallé fajnak (Aspergillus
aculeatus) tekintheték. Ez volt az egyetlen csoport, ahol olyan nagyfoku az
inkompatibilitdas, hogy a protoplasztfizios kisérletek nem adtak pozitiv eredményt
mitokondrium atvitel tekintetében, annak ellenére, hogy a sejtmagi rDNS-ik az A.
Jjaponicus izolatumokkal 6sszevetve nem variabilis. Az extrakromoszomalis elemek kozotti
inkompatibilitds is indokolja a mas fajba torténé besorolasukat (korabban az A. japonicus
fajba soroltak ket A. japonicus var. aculeatus névvel). A fizi6 tehat ezen utobbi csoport

kivételével sikeresnek bizonyult, és a tovabbiakban mar csak a szigortan vett 4. japonicus

fajjal foglalkoztunk.
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5.3.2 Az utédok RFLP mintazatanak vizsgilata

A regeneralt telepeket elsé 1épésben totdl DNS izolalas médszerével (1d. 4.4.3, 4.4.4)
kezdtikk el vizsgalni. A totdl DNS-t Haelll restrikciés enzimmel emésztettik. Igy a
hosszadalmas mtDNS izolalast megkeriilve sok szaz térzsbol tudtunk azonnal mtDNS RFLP
mintazatot kapni. A modszer elvi alapjat az 5.2.1 fejezetben ismertettem.

A faziét kévetden oligomycin rezisztens regeneralt utodok mtDNS RFLP mintazatat
Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy rekombinans (mindkét sziil6étél eltéré mintazatot
mutatd) mtDNS profillal jellemezhetd torzsek mellett nagy gyakorisdggal olyan utédok
izolalhatok, amelyek a donor oligomycin rezisztens mitokondriumara jellemz6 RFLP
mintézatot mutatjak (ezeket nevezziik "helyettesitett", vagy "szubsztiticios" utdédoknak, 15.

abra).

‘ szUulok > ekombinéns utédo
M 1 g 345678 9101 121314151§M

19,32 Kb mem il [

7,74 kb s
5,52 kb mem
4,25 kb s

3,28 Kb memm wss

2,69 kb mmm
2,32 kb ===

1,88 kb =

1,49 kb ===

1,15 kb ==

0,92 kb w=m

0,69 kb

0,42 kb s

15. abra: Az 1. tablazatban feltiintetett sziil6i és a 9. tdblazatban felsorolt valodi
rekombindns mitokondriumokkal rendelkez6 utddok mtDNS-ének EcoRV emésztéssel
kapott RFLP képe. M: A-pUC mix DNS molekulastly marker (Fermentas) 1: No57, 2:

IN10, 3: 440, 4: 564, 5: 557, 6: 427, 7: Fr.1.2.1, 8: 1287 oR, 9: 3.120, 10: 3.127 11: 4.33,
12:4.35,13:4.01, 14: 4.14, 15: 5.01, 16: 5.06
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A mitokondrium helyettesités az A. niger fajaggregatum izolatumai kozotti
mitokondrium transzmisszié soran igen ritka, 1% alatti gyakorisagi eseménynek szamitott
(5.1.4 fejezet; Kevei és mtsi. 1997, T6th és mtsi. 1998), ezzel szemben az A. japonicus
fajnal gyakori esemény, az esetek t6bb mint felében ez fordult el6.

Az A. japonicus 1—2, 1—6 és 1—8 mtDNS RFLP osztalyok kozo6tti mitokondrium
atvitel utédainak 100%-a szubsztiticios volt (9. tablazat), azaz recipiens sejtmagi hattér

mellett az oligomycin rezisztens donor mitokondrium RFLP mintazata jelent meg.

Az 1—4 mtDNS tipusok kozotti transzmisszi6 utédainak 100%-a valddi

rekombinansnak bizonyult, amelyek négyféle mtDNS mintazatot mutattak. Ezen

rekombinansok vizsgalatat mar korabban elvégezték (Hamari és mtsi; 2001)

Az 1-3 és az 1-5 mtDNS RFLP csoportok kozétti mitokondrium transzfer
utdédainak kisebb hanyada rekombindns volt, amelyek gyakran tobbféle RFLP mintazatot
mutattak (9. tablazat). Az utédok nagyobb hanyada azonban helyettesitett donor RFLP-j(
mitokondrium hordozénak bizonyult. Munkdm soran a tovabbiakban erre a két csoportra
koncentraltam, mert itt talalkoztunk egy egyedi jelenséggel: az utédok egyrésze instabilnak

mutatkozott, és fenotipusanak véltozésa egyiitt jart a mtDNS atszervezddésével is.

5.3.3 A rekombinins mtDNS-t hordozé utédok fenotipikus jellegeinek vizsgalata

A donorként alkalmazott torzsiink ugyanolyan gyors novekedési- €s joO
konidiumképzési sajatsagokkal rendelkezett, mint a recipiensként alkalmazott vad tipusu
torzsek, viszont mutans, fehér konidiumszine miatt jol elkiilonithetd tolik. A fuziot
kovetden az utddok lassan regeneraltak, és visszafogott novekedést mutattak a szelekcios
taptalaj magas sokoncentracidja miatt (14. abra). Szubkultirazasok utdn szinte azonnal

visszatér a sziilokre jellemzO gyors novekedés és az erételjes, vad tipusu fekete szinnel
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jelentkez6 konidiumképzés, annak ellenére, hogy mar magasabb - 5 pg/ml - oligomycin
tartalmu taptalajon neveltiik 6ket (az intakt sejtek szelekciojahoz magasabb antibiotikum
koncentracio kell). Ez kétfuzios osztaly kivételével jellemzo az 6sszes fuziobol regeneralt
utddra.

Az 153 és 1—5 fuziok soran a fentiektol eltéréen azt tapasztaltuk, hogy a regeneralt
utodok fenotipusa nem egységes, alapvetden harom csoportba oszthat6. A regeneralt utédok
jelentds részére (kb. 80%, 9. tablazat) jellemzd fenotipus a konidiumképzés szinte teljes
hidnya miatt kialakulé vilagos telepszin, és a visszafogott novekedés. Telepszinlik miatt
,,vilagosoknak” neveztik el ezt a tipust. Mas utédok konidiumképzése még mindig
visszafogott volt, de erbteljesebb az el6zdeknél, és a taptalaj feliiletén bordasan novekedtek.
Ezek képezték az atmeneti format. Valamint megjelentek a mér fent emlitett vad tipushoz
hasonlé morfolégiai tulajdonsagokat mutaté telepek is, amelyeket fekete konidiumsziniik

miatt ,,feketéknek” neveztiink el (16. ébra).

16. abra: A haromféle kiilonbdz6 fenotipus telepei. Fent: vilagos, balra lent: atmeneti
forma, jobbra lent: fekete. Az abra 3.218 jelii utdd haromféle megjelenési formajat mutatja.
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Kezdetben azt feltételeztiik, hogy ezek a formédk egyszerre jelennek meg, csak az
egyes tipusok gyakorisaga tér el. Azonban ismételt fiziok soraval igazoltuk, hogy a fizi6é utan
eloszor csak ,,vilagosak™ izolalhatok, ha az izoldlast viszonylag gyorsan — a protoplasztfizio
utan 6-8 nappal — végeztik el. Bizonyos esetben ezek a telepek szegregaciora voltak
hajlamosak, amely soran a ,,vilagos™ fenotipus egyre jobban kezdett hasonlitani a vad tipus
morfologiai sajatsagaihoz. Az eldszor megjelend szegregansok az atmeneti forma képvisel6i

voltak, melyek egyrésze szintén instabilnak mutatkozott, és tovabbalakult a fekete, vad

tipusava (17. abra).

A

17. abra: A: Egy ,,vilagos” telepbol kialakulé atmeneti format mutaté szektorok. B: Atmeneti
formabdl kialakul6 ,.fekete” szektor. C: Egy ,,vilagos” telepbdl egyszerre kialakul6 kiilonb6z6
szektorok.
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A harom fenotipus forma megjelenési sorrendje nem szigorian kovetkezett be,
ugyanis megfigyelhetd, hogy a ,vilagosok”-bol egyszerre alakultak ki a masik két tipus
szektorai (17. 4bra). Az utédok az atalakulasok ellenére végig megtartottdk oligomycin
rezisztencidjukat még akkor is, ha nem szelektiv koriilmények kozt alakultak ki a szektorok.

A ,feketék” nem alakultak tovabb, ezek végleges formaknak tekinthetok. A vilagos és
atmeneti formdk egy része szintén nem alakult tovabb, de feltételezhetéen erre képesek
lennének. Megvizsgaltuk a fenotipikus megjelenési formak kovetése mellett a ,,vilagos”
utodok, valamint a beldle keletkezd szektorok mtDNS RFLP mintazatat. Azt tapasztaltuk,
hogy az utédok megjelenési formai erds korrelacioban allnak az mtDNS szervezddés
véltozasaival. Minden vildgos utdéd szubsztiticidos mitokondriumot hordozott, azaz a donor
véltozatlan RFLP-ji mtDNS-ét 6roklik. A donor és a szubsztiticios utédok mtDNS-ét
tobbféle restrikciés enzimmel is megemésztettiik, és ezek az eredmények szintén az elébbi
allitast igazoljak, ugyanis az RFLP mintdzatok megegyeztek.

Az atmeneti formék, és a feketék rekombinans mtDNS karaktert mutattak. Szamos
atmeneti fenotipust mutatd telep vizsgalataval hétféle rekombinans mtDNS RFLP tipust
sikeriilt azonositani, a fekete telepek vizsgalata viszont egységes RFLP mintdzatot mutatott,
mely eltért mint a hét atmeneti tipusra jellemz6 mintazattol, és a recipiens sziil6 mtDNS-éhez
valt hasonlova (18. abra). Ezeket az eredményeket t6bbszori ismétlésekbdl szarmazoé kisérleti
eredmények is megerdsitik.

Az 152, 1—6 és 1—8 fuziok kizardlag szubsztiticiés utddokat eredményeztek,
melyek vad fenotipust mutattak. Tehat ezekbdl a fuzidkbol szarmazo, és az eldzéekben
ismertetett szegregaciora képes szubsztitucios utddok fenotipusa nem egyezik meg egymassal.
Ennek a magyarazata az lehet, hogy a kiilonb6z6 mitokondridlis RFLP csoportba tartozd
recipiensek kiilonboz6 szintli kompatibilitdsban vannak a donorral, kozelebbi vagy tavolabbi

,rokonsagi kapcsolatban” vannak egymassal a fajon beliil — ami egy aszexudlis faj esetében el
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is képzelhetd. Jelen esetben pl. az 1—6 fizi6 soran a recipiens mag képes elfogadni a donor

valtozatlan mitokondriumat, mig az 1—3 fziénal a szubsztiticids utdd kevésbé életképes,

mint a beldle kialakuld rekombindnsok.

19.32kb — F

T TKD - =l

5.52kb ———

4.25kb =

3.28kb —

2.69kb ~—==

2.32Kkb =

1 BREKE . eded

18. abra : Az 1-3 faziobol szarmazo két ,,vilagos™ torzs, valamint a beldliik
keletkezett ,,atmeneti” és ,,fekete” tipusok, valamint a sziilok total DNS-ének Haelll
enzimmel torténd emésztése soran kapott RFLP mintazata. M: A-pUC mix DNS
molekulasuly marker (Fermentas) 1: 3.218 vilagos, 2: 3.218 atmeneti, 3: 3.218 fekete,
4: 128708, 5: 427, 6: 3.324 vilagos, 7: 3.324 atmeneti, 8: 3.324 fekete.

5.3.4 A recipiens mag oroklodésének vizsgalata

Mivel a recipiens sztilok magi markerrel nem rendelkeztek (vad tipus) RAPD-PCR
technika segitségével probaltuk a magi DNS-re vonatkozé adatokat osszegytjteni.
Elsésorban azt szerettik volna bebizonyitani, hogy a transzmissziéos mitokondriumu
torzsek magja a recipiens eredetli, azaz a mag és a mitokondrium mas-mas sziil6tol
szarmazik. A RAPD-PCR reakci6t tobb kiilonbdz6 primerrel végeztiik el. Mivel ez a tipust

PCR reakcié nem eldére megtervezett DNS részletet amplifikalodé primereket hasznél, nem
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volt ismeretes szamunkra hogy ennél a fajnal a magi vagy a mitokondrialis genomhoz
illeszkednek ezek a primerek, bar gazdag GC tartalmuk miatt inkabb az el6z6h6z vartuk az
illeszkedést. Az OPC-1 és OPC-9-es primerek bizonyultak alkalmasnak a magi DNS
jellemzésére, ezért a fzids partnerek, a szubsztiticios és valodi rekombinans utoédok magi
jellemzését a fenti két primerrel végeztiik el.

A kisérletek soran megvizsgaltuk a donor, a recipiensek és az egy-egy fizids csoportra
jellemz0 szubsztiticids, és ha volt, egy valddi rekombinans utédtipus RAPD-PCR mintazatat
(19. és 20. abra). Az utédok a recipiens sziilére jellemz6 mintdzatot mutattak, igazolva a mag
recipiens eredetét. Természetesen ezt az eredményt vartuk, hiszen a donor magjanak jelenléte
egylitt jart volna a fehér konidiumszin megjelenésével, ugyanakkor esetiinkben az utdédok a
vad tipusra jellemz0 fekete konidiumszint mutattak (a vilagos telepek esetében is, a fehér szin
a micélium szine, nem pedig a konidiumoké, melyek itt is feketék, csak nagyon kevés
szamban képzddnek).

Mindezen adatok alapjan azt feltételezziik, hogy a fuzié utan keletkez6 utédok
mitokondriumai a donor valtozatlan mtDNS-ét 6roklik, mely a recipiens maggal bizonyos
Osszeférhetetlenségben éll. Ez az Osszeférhetetlenség magyardzza a visszafogottan novo,
konidiumképzésben elmaradt telepformat, melynek lehetséges oka a mag €és a mitokondrium
kozotti kommunikécio zavara miatt fellépd energiaszegénység. Az utddokban kis
gyakorisaggal elindulhat egy mtDNS atrendezddési folyamat, amely tobbféle uton torténhet
(tobbféle atmeneti forma megjelenése), de egyetlen végsd mtDNS szervezddési allapot
kialakulasa iranyaba torténik, és ez a végsd, fekete telepformat kisér6 mtDNS RFLP
mintazattal jellemezheté (mindegyik atmeneti formabdl megfigyelhetd volt a végforma

kialakulésa).
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19. abra: Az OPC-1-es primerrel elvégzett RAPD-PCR reakcid elektroforetikus képe. M:

pUC-mix DNS molekulasuly marker, a 3, 7, 10, 14, és 17 savok: 1287 oR, 1: IN10, 2: 2.01,
4: 564, 5: 6.01, 6: 6.101, 8: 440, 9: 8.06, 11: 427, 12: 4.33, 13: 3.102, 15: 557, 16: 5.03, 18:

Fr.1.2.1,19: 4.13. A 2.01, 6.01, 6.101, 8.06, 3.102 és 5.03 szubsztitacios izolatumok.

1.2 3.4 5 618 910111213141516171819 M
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20. abra: Az OPC-9-es primerrel elvégzett RAPD-PCR reakcio elektroforetikus képe. M:

pUC-mix DNS molekulasuly marker, a 3, 7, 10, 14, és 17 savok: 1287 oR, 1: IN10, 2: 2.01,
4:564, 5: 6.01, 6: 6.101, 8: 440, 9: 8.06, 11: 427, 12: 4.33, 13: 3.102, 15: 557, 16: 5.03, 18:

Fr.1.2.1,19: 4.13. A 2.01, 6.01, 6.101, 8.06, 3.102 és 5.03 szubsztiticios izolatumok.
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Ez mar a recipiens sziild6 mtDNS RFLP mintazatdhoz hasonld. Ezzel a felvetéssel azonban azt
is feltételezziik, hogy a recipiens sziildé mtDNS szervezédése annyira tér el a donorétél, hogy a
donor mtDNS-e (ami nagyobb, mint a recipiensé) 4t tud alakulni recipiens jellegiivé. Intronok

elvesztését tartjuk a legjellemz6bb atalakulast kisérd folyamatnak.

5.3.5 A rekombiniciés események vizsgalata

A kovetkezd 1épésként a rekombindcié mechanizmusanak felderitését céloztuk

meg. Ennek keretén beliil mar korabban megtortént a donor (12870R), és egy kivalasztott
(4.33 jelli, 1—4 mitokondrium atvitelb6l szarmazo6) valodi rekombinacids utdd fizikai
térképének megszerkesztése. A két mitokondrialis genom szervezddése igen hasonld volt, s
az eltérések jol lokalizalhatok voltak. A kettd kozti eltéré régidkat szubklonoztdk és
megszekvenalték. Tisztazodott, hogy a fuziot kdvetden alapvetden a donor mitokondriuma
szelektalodott ki a recipiens mitokondrialis DNS-ének egy-egy szekvencia-részletével
(intronjai altal) mdédosulva. Ezek az eredmények egybevéagtak a korabban ismertetett A.
niger fajaggragatumban létrehozott rekombinacios utdédok elemzésekor kapott adatokkal.
Az intronok (ORF-et tartalmazé I. tipust intronok) a rekombinaciés utdd cob és coxl
génjeibe inszertalodtak. Detektaltak egy donor eredetli cox1 intront, amely a rekombinans
utddban nem taldlhaté meg, azaz intronvesztés zajlott le. Irodalmi adatok alapjan
(Lambowitz 1993, Dujon 1989) az intronvesztés eseménye igen ritka, kis gyakorisaggal
bekovetkezé esemény, melynek azonban egyre névekvo jelentdséget tulajdonitanak azoéta,
hogy felmeriilt génterapias eszkozként vald alkalmazasa intronmutécié okozta betegségek
gyogyitasanal (Huang 1998, Smyth és mtsi. 1998).

Megallapithat6 volt tehat, hogy a rekombinans karakter kialakitasaért alapvetoen a
cob és cox1 gének intronmozgasai voltak a felelosek. Ezen ismeretek tudatdban kezdtiink

neki az 1—3 fizié utddainak a vizsgalataba, és feltételeztiik, hogy a fent emlitett gének
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szabalytalan intronmozgésai okozhatjdk az instabilitist az utédokban (elsésorban azt
feltételeztik, hogy a vilagos és &atmeneti formak gyengébb fitnesze a mRNS
intronkivagddasi zavaraibol ered). Elsé lépésként elkészitettik a recipiens sziilo, a
végforma, és néhany atmeneti forma fizikai térképét. A hétféle rekombinans tipus és a

sziilok RFLP mintazatat a 21. dbra mutatja

1 2345 6171DRM

21. abra: Az 1—3 fzidébol szarmazo6 hétféle rekombinans torzs, valamint a sziilok total DNS-
ének Haelll enzimmel torténé emésztése soran kapott RFLP mintazata. M: A-pUC mix DNS
molekulasuly marker (Fermentas) 1: 3.127, 2: 3.317, 3: 3.320, 4: 3.322, 5: 3.325, 6: 3.314, 7:

3.224, D: 1287 oR | R: 427. A 2. sorban talalhato a végforma, mely nagymértékben hasonlit a
recipiensre (R)

A fizikai térképek elkészitésével azt probaltuk kideriteni, hogy a mobilis intronok
miképpen okozhatjak az 1—3 fuzid soran tapasztalt jelenségeket. Vagyis, hogy mi valtozik a
szubsztiticios mitokondriumban (amit a donoréval azonosnak tekintiink) amikor 4talakul az
atmeneti forma instabil rekombinéns tipusaiva, és ez hogy alakul tovabb a végleges formava.

A fizikai térképeket a 22. abra mutatja.
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recipiens (427)

cox2
: .
[ A cox nad4l, nads cob rns, nads, cox3
E 2 4 3 |7al 6 |7bH 1 g 5
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= 1 kb
donor (12870%), és vilagos tipus
cox2 rns, nad6, cox3
R 2550
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s 4d . 5c SaH 4c | ab | 4a|spld 3
°l 8 4 3 |7l 2 5 1 b
3.120 tipusu atmeneti forma cox2
T
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gl ool 5c ] 6b6aH5a 4 |sol] 3
V1ol 8 3 |7l 2 5 1 9
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rn [ ] na :,%a DLl
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3.314 tipusu atmeneti forma
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CcOoxX e
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A 4 3 |7al 6 7bH 1 o| 5
Vollls| 4 [s] 3b |6 Im 2 3a |7 1
3.317 végleges forma
7 cox2
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5| 4 |8] 3b |6 Im 2 3a |7 1

22. abra: Magyaraz6 szoveg a kovetkezo oldalon.
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22. abra: A két sziild, haromféle dtmeneti forma, és a végleges forma fizikai és részleges
funkcionalis térképe. JoI lathat6 ahogy a -donorsz?rﬁ’ mitokondrium fokozatosan alakul at
recipiensszerive.

A fizikai térképek mellett részleges funkcionalis térképet is készitettiink hibridizacié
segitségével. A pontos, korabban mar tobbszér emlitett PCR-es méretmeghatarozas nem volt
lehetséges, mert az A. nidulans-bdl szarmazo heterolég primerek nem mikodtek
megbizhatéan az esetek egy részében. Azt sikeriilt megallapitani, hogy a kisérleteink
szempontjabol érdekes cob gén a két sziiléi térzsben mas pozicidban helyezkedik el, tehat a
génsorrend nem teljesen azonos. A donor mitokondriuma sokkal nagyobb, és ez a
méretkiilonbség a hibridizacios adatok alapjan a cox1 gén méretbeli eltérésének kdszonheto.

A 3.120-as tipusi atmeneti forma még nagyon hasonlit a donor mtDNS-ére, a
génsorrend is azonos. A 3.127-es jelii izolatum még mindig inkédbb donorszert, de a cob gén
atrendezédése mar megtortént. A 3.314 és 3.317 jelii torzseknél mar a cox1 gén mérete, és
ezaltal az egész genom mérete is csokkent. Ez utdbbi torzs szinte teljesen azonos fizikai
térképpel rendelkezik mint a recipiens sziil6. Felmeriilthet a kérdés, hogy ez utdbbi tipusok
nem a recipiens mtDNS-€bol alakultak-e ki. Ez azért nem valdszinii, mert az atmeneti és a
végleges forma sohasem a fizi6 utan izolalhat6, hanem bizonyos id6 elteltével a vilagos,
vagyis a donorszerti mitokondriummal rendelkezd tipusbél alakulnak ki. Emellett elvégeztiik
bizonyos intergénikus régiok szekvenalasat mind a két sziilében, és a végforméban, és minden
esetben azt tapasztaltuk, hogy a DNS szekvencia a donoréval egyezik meg. Vagyis igazoltnak
tekinthetd, hogy alapvetden itt is a donor mitokondriuma 6roklédik.

Feltételezésiink szerint a recipiens magja nem teljesen ,,kompatibilis” a donorszer(i
mitokondriummal, ennek az lehet az oka, hogy a nagyobb mtDNS t6bb intront tartalmaz
melyek pontos kivagddasaval problémak lehetnek. Ezért a ,,vilagos” és atmeneti forma
tipusokbdl total RNS izolatumot készitettiink, és cDNS-t készitettiink mind a cox1 mind a cob

génbol. Elvérasaink sajnos nem igazolddtak be, vagyis az intronmentes mRNS-nek megfeleld
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méretli cDNS termékeket kaptunk mindkét esetben (23. abra). Mindez azt igazolja, hogy az

intronok pontosan kivagédnak azokban az esetekben is, ahol a csokkent konidiumképzéssel

rendelkez6 fenotipus jelenik meg.

1.2 M

19329 bp

7743 bp
5526 bp
4254 bp
3280 bp
2690 bp
2322 bp
1882 bp
1489 bp

1150 bp

23. abra: A 3.218 jeli ,,vilagos” (szubsztiticids) utdd cox1 (1) és cob (2) cDNS-ének futtatasi
képe. M: A-pUC mix DNS molekulastly marker (Fermentas)

Megallapitottuk, hogy a rekombinans mtDNS kialakitasaért itt is az intronok mozgasa,
st egy génsorrend csere is a felelés, de ezeknek pontos mechanizmusit nem sikeriilt
felderitentink (4. japonicus mtDNS genomja 40-60 kb kdzt mozog, ezek teljes szekvenalasara
nem voltak megfeleld lehetdségeink). Azt a tényt sem tudtuk magyardzni, hogy miért nyulik
el idében ennyire a mtDNS atalakuldsa (néha honapok multin is keletkeztek ujabb
rekombinans szektorok). Ha ezeket a folyamatokat a recipiens mitokondridlis genomja idézi
eld, akkor azoknak mar rogton a fizié utan le kellett volna zajlani (ugyanis az utédokban csak
egyféle mtDNS képes fennmaradni). Feltételezhet6 tehat, hogy a donorszerti genom magatol
kezd atalakulni recipiensszeriivé, de a megfeleld szekvencia adatok hidnyaban ezt nem tudjuk

igazolni. Elképzelhetd tovabba, hogy sejtmagi faktorok is szerepet jatszhatnak az mtDNS
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atalakulasaban, de ezen folyamatok mibenléte szintén nem ismeretes. Megéllapithatjuk tehat,
hogy a rekombinans utédok folyamatos mtDNS étrendez6désében az intronmozgésokon til,
tovabbi eddig ismeretlen folyamatok is részt vesznek, melyek felderitésére tovabbi

vizsgalatokra lenne sziikség.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn hdrom, a fekete Aspergillus-ok kozé tartozd, faj részletes mtDNS
elemzését végeztikk el. Az A. niger o6t (la-le), az A tiibingensis hat (2a-2f), mig az A.
Japonicus nyolc (1-8) mtDNS RFLP csoportba sorolhatd. Az mtDNS variabilitas vizsgalatan
kivill a fajok kozti (4. niger 1a és A. tiibingensis 2b), és fajon beliili (4 japonicus kiilonboz6
mtDNS RFLP mintazatd csoportjai) mitokondrium transzmissziés kisérletekb6l szirmazod
rekombinans utédok elemzését is elvégeztik. A mitokondrium atviteleket minden esetben
protoplasztfuzi6val valdsitottuk meg a kiterjedt heterokarion képzési inkompatibilitas miatt.

Elkészitettiik a két éltalunk legjobban tanulmanyozott A. niger fajaggregitumba
tartoz6 torzs, az A. niger la és A. tiilbingensis 2b mtDNS tipusu torzsek fizikai és funkcionalis
térképét. A gének pontos helyét és sorrendjét Southern-hibridizaciéval, valamint a PCR
termékeinek szekvencia analizisével hataroztuk meg. A géntartalom és a génsorrend mindkét
esetben megegyezett. A pontos mtDNS elemzés céljabol elvégeztiik a teljes mitokondrialis
genomok szekvenalasit. A mtDNS mérete az 4. niger la esetében 31103 bp, mig az A.
tiibingensis esetében 33656 bp.

A méretbeli kiilénbségek nagy részéért a cox1 gén introntartalma felelés. Az A. niger
la mtDNS tipusu torzsének coxl génje 2728 bp, és csak egyetlen 1015 bp-os intront
tartalmaz. Az A. tibingensis 2b mtDNS tipusu térzsének coxl génje 5058 bp méretlinek
bizonyult, harom intront tartalmaz, amelyek sorrendben 1148 bp, 1126 bp, és 1085 bp
hosszusaguak. Mindegyik intron I-es tipusi mitokondridlis intron, LAGLIDADG tipusu
endonukleézszer fehérjét kodolnak. Az A. titbingensis 2. intron azonos az A. niger 1a tipust
mtDNS coxl génjének egyetlen intronjaval, inszerciés helylkk is megegyezik. Az 4.
tiibingensis 2b cox1 génjének 1. intronja az 4. nidulans cox1 2. intronjéval homolég, mig a 3.

intronja nem mutat homoldgiat egyik ismert mitokondriélis intronnal sem.
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Tovabbi kisebb méretbeli eltérés az arp9 és nad4L génekben addédott. Az 4. niger 1a
tipus esetében az afp9 gén intronmentes, és 225 bp hosszisagl. Az A. tibingensis 2b esetében
a gén egy 329 bp-os ORF nélkiili intront tartalmaz, igy a gén hossza 554 bp. A 270 bp-os
naddl. gén A. tibingensis 2b esetében intronmentes, mig 4. niger la esetében egy 477 bp
hosszisagi intront tartalmaz, mely I-es tipusi mitokondridlis intron. Hasonléan az A.
titbingensis 2b tipus atp9 gén intronjdhoz ez sem hordoz ORF-et. Az intron egy része
homoldgiat mutat Neurospora crassa és Podospora anserina nad4L génjének intronjaval. Az
intronok jelenléte e két génben a szakirodalom szerint ritka jelenség, kézeli rokon fajok
esetében nem hordoznak intront ezek a gének.

Tovabbi kisebb méretbeli eltéréseket okoznak az intergénikus régiok kisebb eltérései,
de ezek esetenként nem nagyobbak néhdny tiz bazisparnal (pl. metionin — hisztidin tRNS
gének kozti intergénikus régié). A restrikcids hely polimorfizmust pedig az esetek nagy
részében pontmutacidk okozzak, illetve az intronokban jelenlevd hasitéhelyek felelosek az
eltérésekért. Négy A. niger la és kilenc 4. tiibingensis 2b tipusra specifikus restrikcids hely
talalhaté genomokban, melyeket elsésorban pontmuticiok okoznak.

Megallapithatjuk tehat, hogy a két mitokondridlis genom nagymértékben hasonld, és
foleg introndlis eltérések felelosek a mtDNS-ek kozti eltérésekért. Kivancsiak voltunk ra,
hogy a két genom miként hat egymasra, azért protoplasztfiizidos technika segitségével
mitokondrium atvitelt alkalmaztunk térzseink kozt. A donorként a mitokondrialisan
oligomycin rezisztens A. niger la tipust alkalmaztuk, mig a recipiens az A. tiibingensis 2b
mtDNS tipusi torzs volt. A fuzié utan a recipiens sejtmagjira, és a donor rezisztens
mitokondriumadra szelektaltunk. Negyven regeneralt utdd atvizsgélasaval hatféle rekombinans
tipust azonositottunk, melyek el6fordulasi gyakorisaga is eltért: B205: 37,5%, B212: 35%,
B240: 10%, B203: 7,5%, B202: 5%, B227: 2,5%. A maradék 2,5%-ot a B201 jeli torzs

képviseli, mely a recipiens magja mellett a donor véltozatlan mitokonriumat 6rokolte.
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Elkészitettiik az 1a—2b atvitelbdl szdrmazé hat kiilonboz6 RFLP mintazati mtDNS-t
hordozé izoldtum négy enzimes fizikai térképét, és meghatiroztuk az egyes tipusokat
képviseld egy-egy térzs genommeéretét: a B205 rekombinansé 32,73 kb, a B212-¢ 33,04 kb, a
B227-¢€ 32,98 kb, a B202-¢ 32,92 kb, a B240-¢ 32,54 kb, mig a B203 rekombinéansé 32,60 kb.
A torzsek minden esetben a donor mitokondriumat 6rokélték, mely a recipiens intronalis
szekvenciai altal mddosult. A 2b tipusra jellemz6é mindharom intron jelen volt az 6sszes
rekombinans tdrzsben, ami egybevag a szakirdalomi adatokkal (az intronok ,,homingja” szinte
100%-0s esemény). Az intronok mozgasa azonban beinditott egy rekombinécios
mechanizmust, amely kiterjedése a kiilonboz6 tipusti rekombindns torzsekben eltéré méreti
volt. A cox] génbeli eltéréseken kiviil nyolc régiét azonositottunk a fizikai térképek alapjan,
melyek jelenléte illetve hidnya eltért az utédokban. A B205 esetében az osszes marker 1a-hoz,
mig B240 esetében mind a nyolc marker 2b-hez hasonlitott, vagyis ez mutatja a legnagyobb
eltérést a donor mitokondriumahoz képest. Ez utobbi esetben majdnem 14 kb-os részt érintett
a coxl gén mozgasa 4&ltal beinditott rekombinacié. Megéllapithatjuk tehat, hogy a
rekombinéns utédok kialakulasaért alapvetden a cox! gén mobilis intronjai a felelések.

Annak megéllapitdsara, hogy az intronok mozgédsdnak milyen szerepe van a
kornyezetb6l izolalhaté fekete Aspergillus-okra elvégeztilk szamos A. tiibingensis izolatum
mtDNS polimorfizmus vizsgalatét. Az A. tiibingensis faj mtDNS RFLP mintézatuk alapjan
hat csoportba oszthaté (2a-2f). A részletes mitokondridlis genom vizsgalatokhoz minden
mtDNS RFLP mintdzati tipusbdl egy-egy torzset valasztottunk ki, és vettliink részletes
analizis ald. A 2b torzs részletes térképe el6z6 kisérleteinkbdl mar a rendelkezésiinkre allt, és
ezt osszehasonlitasi alapul hasznéltuk fel a tobbi eltérd6 mtDNS mintazattal rendelkez6 torzs
térképezése soran. A tovabbi 6t mtDNS RFLP tipusrdl elkészitett fizikai térképek alapjan a
2a, 2b, 2c, 2d, 2e és 2f torzsek mtDNS méretei 32,3; 33,1; 30,5; 32,1; 33,1 és 32,7 kb-nak

bizonyultak. A hat 4. tiibingensis mtDNS tipus génsorrendje azonos, a gének és intergénikus
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régiok nagysaga a legtobb esetben megegyezik. Az el6z6ekben mar ismertetett 2b tipushoz
képest a 2a, 2c, 2d és 2f tipusokban a cox] gén mérete kiilonbségeket mutatott, amely az
intronok szdménak eltérésére utal. Megdllapitottuk, hogy a 2b tipusra jellemz4 1. intron csak a
2b, 2e és 2f tipusoknal van jelen, a 2a, 2¢ és 2d tipusokbdl hianyzik. A 2b tipusra jellemzé 2.
intron a 2c¢ kivételével minden tipusban el6fordul. A 2b tipusra jellemzé 3. intron szintén egy
kivétellel (2f) minden tipusban jelen van.

Elmondhatjuk tehét, hogy a varidbilis RFLP mintazatok ellenére a hat eltérd tipust 4.
tiibingensis mtDNS restrikcios és funkcionalis térképek nagyon hasonldak. Elsdsorban
introntartalombeli eltérés és néhany specifikus hasitési hely felel6s a variabilis RFLP mintézat
kialakulasaért. A 2c tipusii mtDNS a legkisebb, és a 2f mutatja a legnagyobb eltérést a t6bbi
tipustol. A 2b és 2e all a legkdzelebbi kapcsolatban, mtDNS-iik felépitése szinte teljesen
azonos, csak egy Haelll hasitohelyben térnek el egymastol (cob gén el6tti régioban egy C—>T
pontmutacié felelds a restrikciés mintdzatbeli eltérésért).

Az A. niger fajaggragatum mellett a szintén a fekete Aspergillus-ok k6zé tartozo A.
Japonicus faj mtDNS polimorfizmusat vizsgéaltuk. A protoplasztfiizidval létrehozott utédok
mtDNS analizisét is elvégeztiik. Az A. japonicus faj mtDNS RFLP alapjan nyolc csoportra
oszthatd. A mtDNS éatvitelt a nyolc kiilonb6z6 RFLP mintdzatd csoport ko6zott
protoplasztfiziéval valdsitottuk meg. A mitokondrium transzmisszié mindig egyirdnyu volt,
és az atvitel soran donorként minden esetben egy oligomycin rezisztencidt mitokondrialisan
hordoz6 lizin auxotréf fehér konidiumszinii izolatum (12870%) szerepelt, mely a leggyakoribb
mtDNS RFLP mintazata 1. csoportba tartozik. A recipiensek a tobbi mtDNS RFLP osztalyt
reprezentaltdk, z6mmel prototréfok és a szelekcié céljab6l természetesen oligomycin
szenzitivek voltak. A fuziok utdan a donor oligomycin rezisztens mitokondriumara, és a
recipiens sejtmagjara szelektaltunk. A fizi6 minden esetben sikeres volt, kivéve az 17

esetben. Ma mar a 7. mtDNS csoportot képviseld izolatumok kiilonallé fajnak (Aspergillus
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aculeatus) tekinthetk. Ez volt az egyetlen csoport, ahol olyan nagyfokt az inkompatibilitas,

hogy a protoplasztfiziés kisérletek nem adtak pozitiv eredményt mitokondrium atvitel

tekintetében.

A f0zi6t kovetéen oligomycin rezisztens regeneralt utédok mtDNS RFLP
mintazatat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy rekombinians mtDNS profillal
jellemezhetd térzsek mellett nagy gyakorisaggal szubsztitucidés utédok is izolalhatok. A
mitokondrium helyettesités az A. niger fajaggregdtum izoldtumai k6zétti mitokondrium
transzmisszié soran igen ritka, 1% alatti gyakorisigi eseménynek szamitott. Az 4.
Jjaponicus 1—2, 1—6 és 1—8 mtDNS RFLP osztalyok kozotti mitokondrium atvitel
utédainak 100%-a szubsztiticiés volt, az 1—4 mtDNS tipusok ko6zétti transzmisszid
utédainak 100%-a val6di rekombindnsnak bizonyult. Az 1—3 és az 1—5 mtDNS RFLP
csoportok kozotti mitokondrium transzfer utédainak kisebb hanyada rekombindns volt,
nagyobb hanyada azonban helyettesitett donor RFLP-jii mitokondrium hordozénak
bizonyult. Ez utoébbi két csoport részletes vizsgalatakor kideriilt, hogy az mtDNS RFLP
mintazata €s az utédok fenotipusanak eltérése kozt Osszefiiggés van, és ezek valtozasa
egylitt jart a mtDNS atszervezOdésével is. Alapvetden harom fenotipust azonositottunk: a
regeneralt utddok jelentds részére visszafogott konidiumképzése miatt vilagos telepszint
mutatott. Mas utddok erdteljes konidiumképzést - a recipiensre jellemz6 fekete szinben -
mutattak, ezeket ,,feketéknek” neveztiik el. Volt egy harmadik csoport, mely még mindig
csokkent konidiumképzést mutatott, de a vilagosnal erdteljesebb volt; ezt a tipust 4tmeneti
forménak neveztikk el. A fiizié utdn elGszér csak a ,,vildgosak™ izoldlhatok. Bizonyos
esetben ezek szegregaciora voltak hajlamosak, amely soran vildgos fenotipus egyre jobban
kezdett hasonlitani a vad fenotipus morfolégiai sajatsigaihoz (vilagosbél képzddtek
dtmeneti forméra és a feketékre jellemz6 szektorok, de az atmeneti forma is képes volt

atalakulni feketévé. Ez utébbi tipus nem alakult tovabb, ezért végformanak tekinthetd). A
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fenotipus Osszefiiggésben volt az mtDNS RFLP mintizatidval is. Minden vilagos
szubsztitucios mtDNS-sel rendelkezett. Az atmeneti formakra tébbféle rekombinins RFLP
volt jellemz6, mig a végforma szintén rekombinéns volt, de csak egyféle RFLP mintizattal
jellemezhetd. Az utédok itt is a donor mitokondriumat Srokélték elsddlegesen, mely
fokozatosan alakult 4t intronvesztéssel a recipiensre jellemzé mtDNS tipussa.
Feltételezésiink szerint ennek oka az, hogy a recipiens magja nem kompatibilis a donor
joval nagyobb mitokondriuméval, és intronkivdgodasi problémak miatt fellépd
mitokondridlis funkcidhidny okozza a gyengébb novekedést és konidium képzést.
Elméletiink alapja az volt, hogy a rekombinéns tipusok mitokondriuma egyre jobban a
recipiensére kezdett hasonlitani, az eltérés a cob, de elsdsorban a coxl gént érintette:
jelentds méretbeli cs6kkenést tapasztaltunk, ami intronok elvesztésére utal (ez a
szakirodalom altal igen ritka eseménynek szamit, jelen esetben pedig jelentds szamban
fordult eld). Eredményeink nem igazoltdk ezt az elméletet, mert sikeriilt az intronmentes
géneknek megfelelé méreti cDNS-t eléallitanunk. Megallapithatjuk tehét, hogy az 4.
Japonicus izolatumaink esetében valamilyen, altalunk nem ismert faktorok felelosek a

mtDNS valtozésaiért.

Az elvégzett kisérleteink a természetben lejatsz6dd mitokondridlis rekombinécio

jelenségének modellezésére szolgaltak. Az altalunk megfigyelt rekombinaciés események

intron mozgason alapulnak. Az eddigi adatok alapjan valészinisithet, hogy a mtDNS

rekombinéci6 folyamatanak kivaltasaban az intronok mozgasénak kulcsszerepe van.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALAS (SUMMARY)

Section Nigri of the genus Aspergillus is one of the economically most important
fungal taxa. This section includes several imperfect fungal species, and the 4. niger species
aggregate, which involves three black Aspergillus "species". Strains of the Aspergillus niger
species aggregate exhibit high degree of molecular variability. They are divided into three
main groups based on the mitochondrial DNA (mtDNA) restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) of the strains. MtDNA RFLP types 1, 2 and 3 exhibiting nuclear
rDNA types I, Il and III correspond to three different species, A. niger, A. tubingensis and A.
brasiliensis, respectively. MtDNA types 1 and 2 consist of several subgroups (1a-1e and 2a-
2f).

Physical and functional maps of Aspergillus tubingensis mtDNA type 2b were
constructed and compared to A. niger type 1a mtDNA. The gene content and order, as well as
the patterns of restriction sites, were similar. Both mtDNA genomes were sequenced
completely. The sizes of the A. niger and A. tiibingensis mtDNAs were 31103 bp and 33656
bp, respectively. The length differences were principally attributed to the altered intron
content of their cox1, atp9 and nad4L genes. Length variability between mtDNAs of several
filamentous fungi, like Aspergillus nidulans, Podospora anserina, Neurospora crassa and
their relatives and the intraspecific mtDNA polymorphism of natural isolates of Aspergillus
carbonarius was found to be due to the presence or absence of optional introns and intronic
ORFs. It is well established that mitochondrial introns bearing ORFs are endowed with a
mobile character, and their transfer may be accompanied by the concomitant modification of
the adjacent exons. The mobile introns play a major role in the interaction of mitochondrial
genomes, since their homing process generates rearranged mtDNAs by homologous

recombination. Other studies on P. anserina and its closely related species demonstrated that
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the ORF's themselves, either standing free or inserted in group I introns, have mobile capacity
due to their endonuclease gene products (LAGLIDADG, GIY-YIG, H-N-H or His-Cys box).
For this reason we have focused our attention on the intronal differences of the strains. The
cox] gene in A. niger la consisted of 2728 nucleotides and contained a 1025 bp long
LAGLIDADG type group I intron. The coxl gene of A. tubingensis 2b contained 5058
nucleotides and possessed three LAGLIDADG type group I introns, with the lengths of 1148
bp, 1126 bp and 1084 bp, respectively. The positions of the introns were verified by preparing
and sequencing the coxl cDNA. The first intron of 2b mtDNA showed 94% sequence
homology to the second intron of cox1 of 4. nidulans, the second intron of 2b mtDNA proved
identical to the cox1 intron of 4. niger 1a and the third intron of cox1 in 2b mtDNA did not
show homology to any known mitochondrial introns. The cox1 exonic sequences of mtDNAs
1a and 2b were nearly identical.

The nad4L gene of A. niger la consisted of 747 nucleotides and contained a 477 bp
long intron. The nad4L gene in A. tubingensis 2b contained 270 nucleotides and the gene
contains no intron. The atp9 gene of A. tubingensis 2b consisted of 544 nucleotides and
contained a 329 bp long group I intron. The main part of the intron proved identical to the
nad4L intron of Neurospora crassa and Podospora anserina. The nad4L gene in A. niger la
is without any intron and consisted of 225 nucleotides. The intron of atp9 gene of A4.
tubingensis 2b and the intron of nad4L gene in A. niger are not mobile, because they do not
have any ORF in their sequences.

The maps of these strains are very similar, with some remarkable differences. Four
type la-specific restriction sites (which are not present in type 2b) were found and nine type
2b-specific restriction sites were detected. The presence or absence of these restriction sites
originated from a point mutation in most cases, or they are situated in the introns (they are

alterated in our strains).
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The nearly 3-kb intergenic region between the ndhl and ndh4 genes contained two
orfs (orfl and orf2) and a short section with several repeat elements. The orfl (906 bp) and
orf2 (741 bp) in A. tubingensis 2b were identical to those ones in 4. niger 1a. The putative
protein encoded by the orfl showed 44% homology to the Endo.Scel endonuclease of the
Saccharomyces cerevisiae mitochondrion. The ORF2 showed 52% homology to a site-
specific recombinase of the Staphylococcus aureus. The region of the repeat elements is
located downstream of the orfs. Two groups of non-perfect tandem repeats were identified in
2b mtDNA: the first consisted of three subsequent repeats of a 29-bp element, and the second
contained three subsequent repeats of a 39-bp element. The first group of tandem repeats was
also present in 1a mtDNA and was almost identical to that in mtDNA type 2b. However, the
second repeat group was absent; only a single 48-bp unit was observed showing recognizable
identity to the 39-bp repeat unit of the 2b mtDNA.

Heterokaryon formation was found to be a very rare event, even between strains
belonging to the same molecular polymorphic subgroup, except among black Aspergillus
strains of isogenic origin. For this reason, mitochondrial transmissions were carried out by
protoplast fusion. Six different recombinant mtDNA RFLP profiles were detected among
forty analysed progenies recovered under selective conditions after the protoplast fusion of 4.
niger mtDNA type 1a and A4. tubingensis mtDNA type 2b. The progenies were selected for the
adenine auxotroph nuclei of 4. tubingensis and the oligomycin resistant (oli®) mitochondria of
A. niger. Restriction maps of the six types of recombinant mtDNAs were constructed using
four restriction enzymes. Representatives of each groups are labelled by isolation numbers of
B205, B212, B203, B202, B240 and B227 their occurence frequency was 37.5%, 35%, 7.5%,
5%, 10% and 2.5%, respectively. The remaining 2.5% corresponded to a group represented by
strain B201, which carried the unchanged mtDNA of the la parental strain, thus it was not

classified as recombinant but substituted. The maps of recombinant progenies differed from
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that of the parental strains and from each other. Certain restriction sites of recombinant
mtDNAs were characteristic for the fusion partner la while others for 2b. The size of the
recombinant mtDNAs was similar to that of mtDNA type 2b. Sequence analysis of the two
intergenic regions, which were polymorphic between the 1a and 2b type mtDNAs (intergenic
region downstream of tRNA-Gly, intergenic region between tRNA-Met and -His) revealed that
all the six types of the progenies entirely identical to each other and to la regarding these
regions. The afp6 gene could serve as a third characteristic sequence marker, which of course
in all progenies was identical to that of the la one, as all the strains were mitochondrial
oligomycin resistant.

Using intron specific primers designed to intron-flanking exonic sequences of the
three cox1 introns of mtDNA 2b, the intron content of the forty analysed progenies was
monitored by PCR and the products were sequenced in the case of the six representative
strains. In all cases the three cox1 introns with their flanking exon sequences were present and
they were entirely identical to the cox1 sequence of mtDNA type 2b, regarding even those
exonic nucleotides, which showed polymorphism between mtDNA la and mtDNA 2b.
Detailed analysis of the six recombinant restriction maps revealed that presence/absence of
restriction sites located between the end of the cox1 gene and the end of the ndh4 gene caused
remarkable and systematic variations among the recombinant mtDNA types. The results show
that intron homing-induced homologous recombination occurred at a high frequency during
the mitochondrial transmission process. Only one progeny (2.5 %) out of forty carried the
unchanged la type mtDNA, thus showing no recombination. The intron homing-induced
homologous recombination was restricted to the cox1 region (37.5%, B205-like strains) in the
majority of the recombinant progeny or a slightly more expanded one containing 1kb-long
sequence downstream (35%, B212-like strains). Once initiated in the coxl region,

homologous recomblnatlon spread over the neighbouring mtDNA regions: the greaten the
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expansion of the recombination the lower the frequency of the corresponding recombinants
recovered (4.4 kb, 7.5%, B203-like strains; 6.3 kb, 5%, B202-like strains; 14 kb, 10%, B240-
like strains). On the basis of our results the expansion of the recombination was
unidirectional: it spreads downstream of the cox1 region towards the ndh4 gene. A distinct
group of recombinants (2.5%, B227-like strains) showed mosaic pattern of la- and 2b-
specific sequences, suggesting that spontaneous homologous recombination (independent of
the intron homing process) also occurred and contributed to the generation of the recombinant
types, albeit at a very low frequency.

The results showed that recombinant mtDNAs of the progenies arose from
homologous recombination between the two parental mtDNAs. All of the progenies contained
the A. tubingensis specific coxl gene with three introns suggesting that homing played
essential role in the high frequency homologous recombination in this region.

In previous studies considerable inter- and intraspecific mtDNA polymorphisms were
detected among black Aspergilli. Aspergillus tubingensis isolates proved to be highly variable,
they could be divided into six groups (2a-2f) based on their mtDNA profiles. To study the
reason of mtDNA variability, EcoRI-Bglll restriction maps and partial functional maps of
mtDNA types 2a, 2c, 2d, 2e and 2f were constructed and compared to that of mtDNA type 2b.
Detailed mtDNA map of mtDNA type 2b had already been described previously.

The sizes of the six different A. tubingensis mitochondrial genomes were between 30.5
and 33.0 kb. The relative location of the restriction sites was similar although some of the
restriction sites proved to be specific for certain mtDNA types. The gene content and the gene
order were identical. The main reason of size differences could be attributed to different
intron-content of their cox1 genes. The cox1 gene of mtDNA type 2b contained three group I
introns and the size of the mtDNA was 33.1 kb. The mtDNA type 2e possessed three introns

and its genome-size was 33.1 kb, too. The mtDNAs of these strains are almost identical, only
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one Haelll restriction site difference was detected in the V5 fragment. Type 2c carried 30.5
kb mtDNA and only one intron was found in the coxl gene. The coxl of 2a, 2d and 2f
contained two introns and their mtDNAs were 32.3, 32.1 and 32,7 kb respectively.

We also dealt with the characterisation of unstable mitochondrial recombinants of 4.
Japonicus. The mitochondrial genomes of A. japonicus strains belonging to the imperfect
black Aspergilli exhibit highly variable RFLP paterns (1-8). Transmissions of mitochondria
were carried out between incompatible mitochondrial oli® strain as donor (mtDNA type 1)
and sensitive recipient strains carrying mtDNAs with different RFLP patterns (mtDNA types
2-8) by protoplast fusion. Fusion colonies were selected for oligomycin resistance and nuclear
phenotype of the recipient partner. The transfer experiments resulted in oli® progeny with
recombinant and/or unchanged donor (substituted) mtDNA in each case of intraspecific
combinations, but it failed when the closely related A. aculeatus (ntDNA type 7, earlier this
strain belongs to A. japonicus) was the recipient partner.

The transmissions can be classified into three groups on the basis of characters of
resistant progenies: progeny with recombinant type of mitochondria only (1—4); progeny
with exclusively substituted mitochondria (1—2, 1—6, 1—8); both types of progenies,
predominantly the substituted type can be recovered (1-—3, 1—5). The first two cases can be
interpreted on the basis of various communication ability between nuclear and extranuclear
genomes originating from different strains representing different levels of incompatibility.
Interpretation of the third variation was ambiguous. Therefore we followed the behaviour of
primary fusion products from their early apperance in the repeated mitochondrial tansmission
experiments. The colonies of 1—3 fusion recovered on selective media were subsequently

subcultured either in the presence or absence of oligomycin. These cultures exhibit reduced
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fitness, with decreased capacity of conidial formation, possibly because of the perplexed
oxidative phosphorilation. All of these cultures carried substituted mtDNAs.

The oli® fusion products are relatively stable, but during their subsequent cultivation a
segregation process could be observed via a transient colony form (bearing several types of
recombinant mtDNAs), finally resulted in morphologically stable oli® strains with recovered
fitness. These strains carry a single type of recmtDNA which differs from those observed in
the transient forms. Strain development was found to be unidirectional.

With full knowledge of size differences and physical maps of the donor and recipient
mitochondrial genomes and mtDNAs of the stabilised final form of progenies derived from
the transmission it can be concluded that reorganisation of mtDNAs is accompanied by their
size reduction. Which could be caused by intron loss. Our hypothesis was that the
communication between donor mtDNA and recipient nuclear genome resulted in abnormal
growth and differentiation capacity, probably due to the perplexed splicing in mitochondrion
(especially the cob and coxl genes). However, our results verify that intron splicing works
efficiently in all types of the progenies, therefore other processes can cause the reduced
fitness.

In conclusion, the progenies basically inherit the mtDNA of the resistant donor
strain, which may remain unchanged or may be modified by the introns of the recipient
mtDNA under selection pressure. MtDNA profiles of recombinant progeny are strongly
influenced by the intron content of both parental mtDNAs. Both intron loss and acquisition
play a role in the development of recombinant characters. These experiments elucidate the
molecular events, which may take place in nature, and may partly be responsible for the

high degree of variability of mitochondrial genomes in imperfect fungi.
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