A palyazat vezetését 2004-ben, a témavezetd, Dr. Kevei Ferenc hirtelen halala utan
vettem &t. Az elmalt két és fél év soran az altala megkezdett munka folytatasat ttiztik ki célul,
ugyanakkor két 0j élesztégomba mitokondrialis genom szervezédésének vizsgalatat kezdtik
el.

Palyazatunk egy korabbi, 2001-ben zar6do, a gombéak extrakromoszomalis elemeinek
diverzitasaval foglalkozé tematikus OTKA palyazat néhany eredményére tamaszkodott.
Munkénk soran az extrakromoszémalis elemek kozil a mitokondrialis DNS polimorfikus
jellegeinek molekularis szintti elemzését folytattuk tobb gomba csoport esetében. A fekete
Aspergillus-okkal kapcsolatban célunk volt a mar korabban részlegesen elemzett A. niger la
és az A. tlibingensis 2b mtDNS tipusok teljes mitokondrialis genom szekvenalasa, valamint a
teljes genomok ismeretében az A. niger la — A. tibingensis 2b mitokondrium éatvitelb6l
szarmazo mitokondrialisan rekombinans utoédok eltéréseinek molekularis szinti elemzése.

Két alaptorzsiink, az A. niger la és az A. tlbingensis 2b mtDNS tipusok teljes
mitokondriélis genom szekvenal&sa sorén elsé Iépésként elkészitettilk, illetve pontositottuk az
A. niger la és A. tibingensis 2b mtDNS tipusu torzsek fizikai és funkcionalis térképét. A
gének pontos helyét és sorrendjét Southern-hibridizacidval, valamint a PCR segitségével
hataroztuk meg. Elvégeztik a teljes genomok klonozasat és a klonok illetve PCR termékek
szekvenaldsival meghatéroztuk a teljes mitokondriéalis genomok szekvencidjat. A géntartalom
és a génsorrend mindkét esetben megegyezett. A mtDNS mérete az A. niger la esetében
31103 bp, mig az A. tlbingensis esetében 33656 bp. A teljes mitokondrialis genomok

szekvencidjat az NCBI adatbankjaban deponaltuk (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

A Kkét torzs fizikai térképe kozti szamos eltérést legtobb esetben véletlenszerti nukleotid
eltérések okoztdk, amig a mintegy 2,5 kb méretbeli eltérés harom gén (cox1, atp9 és nad4L)
teruletére volt lokalizalhato. A meretbeli kiillonbségek nagy részéért a cox1 gen introntartalma
felelés. Az A. niger 1a mtDNS tipusu térzsének cox1 génje 2728 bp, és csak egyetlen 1015
bp-os intront tartalmaz. Az A. tiibingensis 2b mtDNS tipusu térzsenek cox1 génje 5058 bp
méretiinek bizonyult, harom intront tartalmaz, amelyek sorrendben 1148 bp, 1126 bp, és 1085
bp hosszusaguak. Mindegyik intron I-es tipust mitokondrialis intron, LAGLIDADG tipusu
endonukledzszerii fehérjét kodolnak. Az A. tibingensis 2. intronja azonos az A. niger la
tipust mtDNS cox1 génjének egyetlen intronjaval, inszercids helyik is megegyezik. Az A.
tlbingensis 2b cox1 génjének 1. intronja az A. nidulans cox1 2. intronjaval homolog, mig a 3.
intronja nem mutat homoldgiat egyik ismert mitokondriélis intronnal sem. Tovabbi Kisebb
méretbeli eltérés az atp9 és nad4L genekben adodott. Az A. niger la tipus esetében az atp9

gén intronmentes, és 225 bp hosszUsagu. Az A. tiibingensis 2b esetében a gén egy 329 bp-os



ORF nélkdli intront tartalmaz, igy a gén hossza 554 bp. A 270 bp-os nad4L gén A.
tlbingensis 2b esetében intronmentes, mig A. niger 1a esetében egy 477 bp hosszisagu intront
tartalmaz, mely I-es tipust mitokondrialis intron. Hasonldan az A. tlibingensis 2b tipus atp9
gén intronjahoz ez sem hordoz ORF-et. Az intron egy része homologiat mutat Neurospora
crassa és Podospora anserina nad4L génjének intronjaval. Az intronok jelenléte e két génben
a szakirodalom szerint nem tul gyakori jelenség, kdzeli rokon fajok esetében nem hordoznak
intront ezek a gének. Tovabbi kisebb méretbeli eltéréseket okoznak az intergénikus régiok
eltérései, de ezek esetenként nem nagyobbak néhany tiz bazisparnal. A restrikcios hely
polimorfizmust pedig az esetek nagy részében nukleotid eltérések okozzak, illetve az
intronokban jelenlevé hasitohelyek felelosek az eltérésekért. Négy A. niger 1a és kilenc A.
tlbingensis 2b tipusra specifikus restrikcios hely talalhaté genomokban, melyeket elsésorban
pontmutaciok okoznak. A két toérzs kozotti nukleotid eltérések azonban nemcsak
hasitohelybeli eltéréseket felelések, jo példa erre az atp6 gen egyik pontmutacioja, amely az
N909 esetében az oligomycin rezisztenciat okozza. Az N400-as oligomycin szenzitiv A. niger
torzsben (melybodl szelektaltak az oligomycin rezisztens N909-et) az atp6-os gén 517.
nukleotidja citozin. A rezisztens valtozatban pedig ugyanebben a pozicidban timin nukleotid
talalhatd. Ez a mutécid, illetve a vele jar6 aminosav valtozas a felelés az oligomycin
rezisztenciaért. Az oligomycin érzékeny A. tlbingensis 2b ilyen tekintetben az N400-ra
hasonlit, ott is citozin talalhaté az 517. poziciéban.

A genomok esetében szamos egyedi szekvenciat detektaltunk, melyek mindkét térzsiinkben
jelen vannak, de rokon fajokra nem jellemzéek. A nadl és nad4 gének kozti mintegy 3000
bp-os szakaszon két nyitott leolvasasi keret talalhatd (orfl és orf2). E két gén mindkét
torzsben nagyfokd homoldgiat mutat egyméssal. Az orfl feltételezett fehérjéje 44%-o0s
szekvencia homologiat mutat a Saccharomyces cerevisiae mitokondrialis Endo.Scel
endonukledzzal. A masodik ORF 52%-0s homoldgiat mutat Staphylococcus aureus
helyspecifikus rekombindzaval. Tehat mindkét fehérje leginkdbb az I.-tipust intronokban
kodolt endonukledzokhoz hasonlit. Pontos funkciojuk nem ismert, de valoszintileg az intronok
kivagodasaban, vagy a genomok rekombinacidban lehet szerepiik. Mindkét térzsben az orf2
és a nad4 gen kozott egy ismétlodo szakaszokbol allo regidt talaltunk. El6szér haromszor
ismétlodik egy 29 bp-os szekvenciarész mindkét torzsben, igaz a masodik elemben egy
pontmutécié taldlhaté az A. tibingensis 2b esetében, ami egy extra EcoRI hasitohelyet
eredmeényez. Szintén ebben a térzsben a masodik 39 bp-os elem is hdromszor ismétlédik, mig
A. niger la esetében csak egy 48 bp-os szekvenciarész fordul elé, mely azonossagot mutat a
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intergénikus terlleten talaltunk egy 223 nukleotidnyi szakaszt, ami ellentétes leolvasasi
irdnyban helyezkedik el. 95%-0s homologiat mutat A. niger NRRL 322-es torzs genomi PX21
promoterével. Semmilyen egyéb szekvenciaval nem mutat még alacsony fokd homoldgiat
sem. Az egyik legérdekesebb szekvenciarészlet a nadl gén részleges duplikacioja: nad2 gén
utdn 66 nukleotid tavolsagra egy 68 bp-os szakasz talalhatd, amely szinte 100%-0s
homologiat mutat a nadl gén 87.-154. bp-os szakaszaval. Ez a DNS szakasz mindkét térzsben
megtalalhaté ugyanebben a pozicidban. Sem az el6tte sem az utana lIévé szakasz nem mutat
semmiféle homoldgiat a nadl gennel. Jelenléte a genomban valoszinileg Osszefugghet a
szinte kozvetlen utana kdvetkezé 315 bp-os DNS szakasszal (orf3), mely 96%-0s homoldgiat
mutat egy feltételezett endomukledzzal. Fehérje szinten 59%-0s homoldgiat mutat Podospora
anserina nad3 intron fehérjével illetve annak egy részletével. Ezek a genomban jelenlevé
szekvencidk (orfl-3, ismétlodé régid, parcialis gén darabok) arra utalnak, hogy korabban
valamilyen rekombinacios események zajlottak le a torzsekben, és ezekre utalo, a géneknek
ma mar miikddésképtelen valtozatait talaltuk meg a genomban. Megallapithatjuk tehat, hogy a
két mitokondrialis genom nagymértékben hasonld, és elsésorban a torzsek kilonb6zo
introntartalma felelés a mtDNS-ek kozti eltérésekert.

A két mitokondridlis genom egymasra hatasanak vizsgalatdhoz protoplasztfuzios
technika segitségével mitokondrium atvitelt hajtottunk végre torzseink kdzt. A donorként a
mitokondridlisan oligomycin rezisztens A. niger 1a tipust alkalmaztuk, mig a recipiens az A.
tibingensis 2b mtDNS tipusu toérzs volt. A fGzio utan a recipiens sejtmagjara, és a donor
rezisztens mitokondriumara szelektaltunk. Negyven regeneralt utdd atvizsgalasaval 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
jelt torzs képviseli, mely a recipiens magja mellett a donor valtozatlan mitokondriumat
Orokolte. Elkészitettik az la—2b atvitelb6l szarmazdé hat kilonbdzé RFLP mintézatu
mMtDNS-t hordozd izolatum négy enzimes fizikai térképét, és meghataroztuk az egyes
tipusokat kepvisel6 egy-egy torzs genomméretet: a B205 rekombinansé 32,73 kb, a B212-¢
33,04 kb, a B227-¢ 32,98 kb, a B202-e 32,92 kb, a B240-¢ 32,54 kb, mig a B203
rekombinansé 32,60 kb. A tdrzsek minden esetben a donor mitokondriumat 6rokoltek, mely a
recipiens intronalis szekvenciai altal modosult. A 2b tipusra jellemz6 mindharom intron jelen
volt az 6sszes rekombinans térzsben, ami egybevag a szakirodalmi adatokkal (az intronok
»,homingja” szinte 100%-0s esemény). Az intronok mozgéasa azonban beinditott egy
rekombinacios mechanizmust, amely kiterjedése a kiilénbdz6 tipust rekombinans torzsekben
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térképek alapjan, melyek jelenléte illetve hianya eltért az utddokban. A B205 esetében az
6sszes marker 1la-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 altal beinditott rekombinacio. Az eltérésekert
felelos régiokat PCR technika segitségevel felszaporitottuk, és megszekvenaltuk. A kapott
szekvencia eredmények alatamasztottak a restrikcids markerek elhelyezkedése alapjan
felallitott hipotézisiinket. Megéllapithatjuk tehat, hogy a rekombindns utédok kialakul&séért
alapvet6en a cox1 gén mobilis intronjai a feleldsek.

Annak megallapitasara, hogy az intronok mozgéasanak milyen szerepe van a
kdrnyezetbdl izolalhatd fekete Aspergillus-okra elvégeztilk szamos A. tiibingensis izolatum
mtDNS polimorfizmus vizsgalatat. Az A. tibingensis faj mtDNS RFLP mintazatuk alapjan
hat csoportba oszthatd (2a-2f). A részletes mitokondridlis genom vizsgalatokhoz minden
mtDNS RFLP mintazata tipusbol egy-egy torzset véalasztottunk ki, és vettlink részletes
analizis ala. A 2b torzs részletes térképe el6z6 kisérleteinkb6l mar a rendelkezéstinkre allt, és
ezt 0sszehasonlitasi alapul hasznaltuk fel a tobbi eltér6 mtDNS mintéazattal rendelkezé térzs
térképezése soran. A tovabbi 6t mtDNS RFLP tipusrol elkészitett fizikai térkepek alapjan a
2a, 2b, 2c, 2d, 2e es 2f torzsek mtDNS méretei 32,3; 33,1; 30,5; 32,1; 33,1 és 32,7 kb-nak
bizonyultak. A hat A. tlibingensis mtDNS tipus génsorrendje azonos, a gének és intergénikus
régiok nagysaga a legtobb esetben megegyezik. Az el6zéekben mar ismertetett 2b tipushoz
képest a 2a, 2c, 2d és 2f tipusokban a coxl gén meérete kilonbségeket mutatott, amely az
intronok szamanak eltérésére utal. Az eltérésért felelés részeket megszekvenaltuk eés
megallapitottuk, hogy a 2b tipusra jellemzé 1. intron csak a 2b, 2e és 2f tipusoknal van jelen,
a 2a, 2c és 2d tipusokbol hianyzik. A 2b tipusra jellemz6 2. intron a 2c¢ kivételével minden
tipusban eléfordul. A 2b tipusra jellemzé 3. intron szintén egy kivétellel (2f) minden tipusban
jelen van. EImondhatjuk tehat, hogy a variabilis RFLP mintazatok ellenére a hat eltéré tipusd
A. tlbingensis mtDNS restrikcids és funkcionalis térképek nagyon hasonléak. Elsésorban
introntartalombeli eltérés és néhany specifikus hasitési hely felelés a variabilis RFLP mintazat
kialakulasaert. A 2c tipusi mtDNS a legkisebb, és a 2f mutatja a legnagyobb eltérést a tébbi
tipustol. A 2b és 2e all a legkdzelebbi kapcsolatban, mtDNS-ik felepitése szinte teljesen
azonos, csak egy Haelll hasitéhelyben térnek el egymastdl (cob gén elétti régidéban egy C—T
pontmutacio felel6s a restrikcios mintazatbeli eltérésért).

A tovéabbiakban a szintén a fekete Aspergillus-ok kdzé tartozo A. japonicus faj mtDNS
polimorfizmuséat vizsgéltuk. Az A. japonicus faj mtDNS RFLP alapjan nyolc csoportra
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csoport kozott protoplasztfuzioval valositottuk meg. Jelen munkank soran protoplasztfizidval
Iétrehozott utddok mtDNS analizisét is vegeztik el, kiilonos tekintettel arra a fuzids csoportra,
ahol az utodok kozott fenotipus beli eltéréseket tapasztaltunk. A fuzidt kdvetéen oligomycin
rezisztens regeneralt utodok mtDNS RFLP mintazatat 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy
rekombinans mtDNS profillal jellemezheté torzsek mellett nagy gyakorisaggal szubsztiticids
utédok is izolalhatok. A mitokondrium helyettesités az A. niger fajaggregatum izolatumai
kozotti mitokondrium transzmisszid soran igen ritka, 1% alatti gyakorisagl eseménynek
szamitott. Az A. japonicus 1—2, 1—6 és 1—8 mtDNS RFLP osztalyok kozétti mitokondrium
atvitel utddainak 100%-a szubsztitucios volt, az 1—4 mtDNS tipusok kodzotti transzmisszid
utédainak 100%-a valddi rekombinansnak bizonyult. Az 1—3 és az 1—5 mtDNS RFLP
csoportok kozotti mitokondrium transzfer utddainak kisebb hényada rekombinans volt,
nagyobb hanyada azonban helyettesitett donor RFLP-jii mitokondrium hordozénak bizonyult.
Ez utdbbi két csoport részletes vizsgalatakor kidertlt, hogy az mtDNS RFLP mintézata és az
utddok fenotipusénak eltérése kozt 0sszefliggés van, és ezek valtozasa egyutt jart a mtDNS
atszervezoédésével is. Alapvetéen harom fenotipust azonositottunk: a regeneralt utédok
jelent6s részére visszafogott konidiumképzése miatt vilagos telepszint mutatott. Mas utodok
erdteljes konidiumképzest - a recipiensre jellemz6 fekete szinben - mutattak, ezeket
»feketéknek” neveztik el. Volt egy harmadik csoport, mely még mindig csokkent
konidiumképzést mutatott, de a vilagosnal erételjesebb volt; ezt a tipust atmeneti formanak
neveztik el. A fuzio utan elészor csak a ,vilagosak” izolalhatok. Bizonyos esetben ezek
szegregaciora voltak hajlamosak, amely soran vilagos fenotipus egyre jobban kezdett
hasonlitani a vad fenotipus morfoldgiai sajatsdgaihoz (vilagosbol képzoédtek atmeneti formara
és a feketékre jellemzé szektorok, de az dtmeneti forma is képes volt atalakulni feketéve. Ez
utobbi tipus nem alakult tovabb, ezért végformanak tekinthetd). A fenotipus 6sszefiiggésben
volt az mtDNS RFLP mintazataval is. Minden vilagos szubsztiticios mtDNS-sel rendelkezett.
Az atmeneti formakra tobbféle rekombinans RFLP volt jellemz6, mig a végforma szintén
rekombinans volt, de csak egyféle RFLP mintézattal jellemezheté. A véaltozasok nyomon
kovetésének érdekeben elkészitettik a szuléi torzsek és a rekombinans utddok fizikai és
részleges funkciondlis térképét, és bizonyos részek szekvenciaszintii elemzését. Az utdédok a
donor mitokondriumat 6rokolték elsédlegesen, és a szubsztitGcios utodokban ez nem is
valtozik tovabb. Szadmos restrikcids enzimmel emésztettik az izolalt mtDNS-eket, és azt
tapasztaltuk, hogy a szubsztitGcidés utdodok RFLP mintézata teljesen megegyezik a donor
mtDNS RFLP mintazatdval, vagyis az utdédok ténylegesen a donor valtozatlan
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eredményt adta, hogy a mitokondrialis genom fokozatosan atalakul, és ,,recipiensszeriive”
valik: az mtDNS rovidilése (intronvesztés) és bizonyos gének sorrendjének valtozasa volt
megfigyelhets. A végleges forma mtDNS-s mind méretében, mind felépitésében
nagymeértékben eltért a donor mtDNS felépitésétol, es szinte teljesen megegyezett a recipiens
torzs mitokondridlis genomjaval. Intergénikus reszek szekvencia analizisével azonban
bebizonyitottuk, hogy a végformara jellemz6 mtDNS is a donorbdl alakult Kki.
Megéllapithatjuk tehat, hogy minden utdéd tipus a donor mitokondriuméat 6rokolte
elsédlegesen, amely fokozatosan alakult at intronvesztéssel a recipiensre jellemzé mtDNS
tipussa. Feltételezésiink szerint ennek oka az, hogy a recipiens magja nem kompatibilis a
donor joval nagyobb mitokondriumaval, és intronkivagddasi problémak miatt fellepd
mitokondrialis funkciéhidny okozza a gyengébb névekedést és konidium képzest. EIméletiink
alapja az volt, hogy a rekombinans tipusok mitokondriuma egyre jobban a recipiensére
kezdett hasonlitani, az eltérés a cob, de elsésorban a cox1 gént érintette: jelentés méretbeli
csokkenést tapasztaltunk, ami intronok elvesztésére utal (ez a szakirodalom altal igen ritka
eseménynek szamit, jelen esetben pedig jelentés szamban fordult el6). Eredményeink nem
igazoltdk ezt az elméletet: totdl RNS izolalds, és cDNS készités segitsegevel azonban
megallapitottuk, hogy mindkeét génrél képzodik miikodoképes mRNS, igy ezek nem felelések
a csokkent konidium képzésért. Megallapithatjuk tehat, hogy az A. japonicus izoldtumaink
esetében az altalunk feltdrt mtDNS atrendezédések mellett valamilyen, altalunk nem ismert
faktorok felelések fenotipusbeli eltérésekért.

Elkezdtik az A. japonicus és A. carbonarius torzsek sejtmagi és mitokondrialis
markerezését. Korabbi kisérletek soran az inkompatibilitds miatt csak protoplasztfuzioval
tudtunk mitokondrium Atvitelt végrehajtani. Célul tiztik ki az azonos mtDNS csoportba
tartozo, de eltér6 markerekkel rendelkez6é torzsek létrehozasat, melyek segitségével
heterokarion képzéssel is elvégezheté a mitokondrium atvitel (az eljaras hasonlé a korabban
elvégzett A. tibingensis sejtmaghatteri mitokondrium rekombinaltatdshoz). Ezen Kivil
korabbi kisérletek soran a mitokondrium atvitel mindig egyiranya volt, mivel csak egy-egy
megfeleléen markerezett torzzsel rendelkeztiink. Célunk volt a forditott irdnyd mtDNS atvitel
elvégzése, illetve annak megallapitdsa, hogy a szelekciomentes korilmények kozt
letrejonnek-e rekombinans utddok, és ha igen, akkor ezek Osszevetese a protoplaszt fazio
sordn kapott rekombinans utédokkal. Munkank soran azonban nem sikerllt megfeleld
markerekkel ellatott torzseket létrehozni. Az A. tubingensis esetében viszont korabban
elvégeztiink szelekciomentes kortilmények kozti mtDNS atvitelt, és szamos oligomycin

rezisztens és oligomycin érzékeny rekombinans utddot kaptunk. Az igy létrehozott



rekombinans utédok mtDNS RFLP vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a rekombinans
tipusok nagymertékben megegyeznek a protoplasztfuzidval létrehozott rekombinans
utddokkal. Vagyis a szelekciés koriilmények nem befolyasoltdk a rekombinans karakter
kialakulasart. A rekombinansok kialakulasaért maga a mitokondrialis genom, illetve annak
mobilis intronjai felel6sek. Feltételezhetéen hasonld eredményeket kaptunk volna A.
japonicus és A. carbonarius torzsek keresztezésekor szelekciomentes és oligomycinre
szelektalt korilmények kozott is.

Fusarium-fajokkal végzett biodiverzitas vizsgalatainkat a mind névenykdrtani, mind

mikotoxinok szempontjabdl igen jelentés F. proliferatum sensu stricto, F. verticillioides (F.
moniliforme), illetve a F. subglutinans sensu stricto izolatumok elemzésével végeztiik.
A F. proliferatum szamos haszonndvény (kukorica, buza, rizs, cirok, sparga, datolyapalma)
korokozdja lehet. Vizsgalatainkba 6sszesen 204 izolatumot vontunk be, 120-at kukoricarol,
30-at spargardl, 31-et palmakrol, 23-at pedig disznadrdl. Osszesen 16 haplotipust
azonositottunk. A leggyakoribb I-es haplotipus és a hozza igen hasonl6 ll-es, Ill-as, illetve
IV-es domindlt a kukorican, de tobbi gazdandvényen is el6fordultak, bar szignifikansan
kisebb aranyban. Igen nagy szamban talaltunk azonban olyan haplotipusokat, amelyek csak
egyféle gazdandvenyrol keriltek el annak ellenére, hogy a gyujtési teriiletek tobb helyen is
atfedtek. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a F. proliferatum faj evollcidjaban is
jelentés szerepe van a gazda-gomba koevolucidnak. Az eredmények kozvetlen gyakorlati
haszna az is, hogy a koénnyen feltarhatd mitokondrialis mintazat segitségével pontosan
azonosithatjuk az adott fajt. Ennek az alkalmazasara mar adodott is példa, mikor morfoldgiai
adatok és mtDNS RFLP mintazat alapjan azonositottunk 3 F. proliferatum izolatumot,
amelyet a martonvasari Mezdégazdasagi Kutatointézetben patogenitasi tesztekhez hasznalnak.

A 204 F. proliferatum izolatum vizsgalata soran taldltunk 7 olyan, palmakrol
szarmazo tenyeszetet, amelyek mtDNS RFLP mintazataban egy hasonld, korilbeltl 10 kb
méretii fragmentumot. Mivel ezek a mintazatok egyébként magukban foglaltak egy teljes, mas
izolatumoknal is tapasztalt mitokondrialis mintazatot, felmeriilt a gyand, hogy 0nall6
mitokondrialis genetikai elemet, plazmidot talaltunk. Egy korabbi vizsgalat adatait elemezve
azt talaltuk, hogy 0Osszefuggés lehet a plazmid jelenléte, és az izolatumok toxintermelése
kozott. Példaul, az 6sszes Xll-es haplotipusba tartozé izolatum termelt fumonizin Bl-et és
moniliformint, addig a ,plazmidos” tenyészet (szintén Xll-es haplotipus) nem termelt
Kimutathatd mennyiségi fumonizin Bl-et, és moniliforminbdl is egy nagysagrenddel
kevesebbet tudtak kimutatni. Egy U], egyszerisitett eljarassal izolaltuk ennek a tenyészetnek a

mitokondridlis DNS-ét, ennek gradiens centrifugalassal tortent tisztitdsa pedig,



varakozasainknak megfeleléen, két savot eredményezett. A kisebb siirisegii sdv valoban
egyetlen, hozzavetslegesen 10 kb méretii fragmentumot tartalmazott. igy igazolddott, hogy a
mintazatban megfigyelt sav valéban egy 6nallé mitokondrialis plazmid, melyet pFP1-nek
neveztiik el. Proteindz és exonukleaz hasitasok azt mutattdk, hogy a plazmid 5’ végeit
kovalens kotésekkel kapcsolodott terminalis fehérjék vedik. A teljes szekvencia
meghatarozasaval kiderilt, hogy a plazmid DNS 10 336 nt-bdl all. A plazmidot két 400 bp
hosszuségu, forditottan ismétlédo szakasz szegélyezi (terminal inverted repeat; TIR). Két f6,
az ellentétes szalakon elhelyezkeds, de nem atfed6é nyitott olvasasi keretet (open reading
frame; ORF) azonositottunk. Az egyik egy fag-tipusi RNS polimerazt (ORF1), a masik pedig
egy B-tipusi DNS polimerazt (ORF2) kdédol. Alacsony mértékii szekvenciabeli hasonlésagok
arra engedtek kovetkeztetni, hogy a terminalis fehérjéket az ORF2 5’ végén talalhatd
szakaszok kodoljak. Egy kisebb ORF-et is azonositottunk, amely ugyancsak kismértéki
egyezések alapjan, de hasonlonak mutatkozott a fehér korhadast okozo Pleurotus oestreatus
gombébol izolalt pMLP1 plazmid mORF1 szakaszahoz. A hasonlosagot az is erésiti, hogy a
pFP1-ben talalt kisebb ORF altal kodolt fehérje is erésen bazikus (pl = 9,25), s valdszint,
hogy egy TIR-kot6 fehérjet kddol. A kisebb ORF egyiitt irddik at az ORF1-el.
A pFP1 azonositasara tervezett inditdszekvenciak segitségével a tovabbi hat F. proliferatum
izolatumban is kimutattuk a plazmid jelenlétét. Valds ideji PCR vizsgélatokkal
megallapitottuk, hogy a plazmid 0,6-3,4 kopidban van jelen a mitokondrialis genomhoz
viszonyitva. A tovabbiakban etidium-bromid kezeléssel prébaltuk kiirtani a plazmidot az
ITEM 2337-es és ITEM 2343-as torzsekbol. A kezelés utan kapott 250 tulélé telep sziirése
sorén azonban nem taléltunk teljesen plazmidmentes tenyészetet. Rdadasul a valds ideji PCR
vizsgalatok azt mutattak, hogy szignifikans kopiaszam-csokkenés mindodssze az ITEM 2343-
as tenyészetbdl szarmazd harom taléls térzsben kovetkezett be. Ezekben az izolatumokban
vizsgaltuk a fumonizin Bl toxin termelését is, de abban a ,szll6” torzsektél nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést. Igy az Aaltalanos tapasztalatoknak megfeleléen a
plazmidtartalommal kapcsolatos fenotipus-eltérést nem tudtunk kimutatni.

F. verticillioides 174 izolatum Haelll restrictios enzimmel kapott mitokondrialis
RFLP mintazata alapjan 6 haplotipust kilonitettiink el. A bananrol szarmazé izolatumok (18)
elkilonultek a foéleg kukoricarol és még néhany mas gazdardl (Triticum sp., Hordeum
vulgare, Cucumis melo) szarmazdktdl, és két egymassal csaknem megegyezé, csak a bananrol
izolalt mintdkban azonositott 5-6s es 6-0s haplotipusokba tartoztak. A tobbi 156 izolatumbol
144 az 1-es haplotipusba tartozott, és tovabbi 12 az 1-es tipushoz igen hasonl6 2-4-es

haplotipusokat képviselték. Elképzelheté, hogy a bananrél szarmazd izolatumok 6nallé



filogenetikai vonalat (filogenetikai fajt) képviselnek a F. verticillioides fajon belul. Ennek
eldontésére azonban tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

Legkiterjedtebb biodiverzitdsi vizsgalatainkat 210 F. subglutinans sensu stricto

izolatummal végeztik. Fajon belil a legujabb kutatdsok ket filogenetikai vonalat mutattak Ki.
Mitokondrialis DNS RFLP vizsgalatok is két haplotipust mutattak ki. Hiszton H3 és B-tubulin
magi szekvenciak RFLP vizsgélata azt mutatta, hogy a két haplotipus megfelel a korabban
leirt két filogenetikai vonalnak. Eurdpaban el6szér mutattuk ki ezeket a vonalakat, magi
gének rekombinaciojat egyetlen minta esetében sem talaltuk. Tovabbi vizsgalatok soran
kiderllt, hogy a két csoport tagjai eltéré toxintermelést mutatnak, az egyes csoport tagjai
tobbnyire beauvericin termelék, mig a 2-es csoportba tartozé izoldtumok egyéltalan nem
termelik ezt a toxint. Vizsgalataink tehat megerdsitették a két filogenetikai csoport Iétezését a
fajon belul, sét 6nalld fenotipussal is jellemezni tudtuk a morfoldgiailag egyébként
elkilonithetetlen csoportokat.
Mig magi gének rekombinaciojat soha nem tapasztaltuk a vizsgélt 210 subglutinans sensu
stricto izolatum esetén, a mitokondrium és a sejtmag rekombinéaciojat, feltételezhetéen, 3
esetben is tapasztaltuk. Harom afrikai izolatum esetén az 1-es csoportba tartozé sejtmag és a
kettes csoportba tartozd6 mitokondrium egyutt fordult el6. Magon beliil rekombinaciot nem
tudtunk kimutatni, minden vizsgalt gén (elongécids faktor, hiszton H3, B-tubulin, kalmodulin)
az egyes csoportra volt jellemzé, s6t mindharom faj termelt beauvericint is. A 3 enzimmel
egyarant vizsgalt mitokondridlis RFLP mintazat viszont a kettes csoportra jellemzé
mintazatokat mutatta. Ha szekvenciaadatok is megerésitik tapasztalatainkat, akkor elsoként a
természetben vegbemend mitokondriumatvitel lehet6ségeét igazoljuk fonalas gombaknal.

Az olykor haldlos kimenetelii megbetegedést okozd bazidiomikota élesztégomba, a
Cryptococcus neoformans ket varietas-dba tartozd torzs mtDNS-ének 6sszehasonlitd
elemzését vegeztuk. A Kisérletek eredményeként megallapitottuk, hogy a két torzs mtDNS-
ének mérete jelentésen eltér egymastol: a C. neoformans var. neoformans mérete 32,6 kb, mig
a C. neoformans var. grubii mérete 24,1 kb. A mitokondriumon kodolt gének lokalizacidja
soran megallapitottuk, hogy a gének sorrendjében nincs eltérés. A C. neoformans
mitokondrialis genomja viszonylag kicsi méretii és kompakt, rovid intergénikus szakaszok
jellemzik, amelyeken nincsenek rekombinogén szekvenciak. Ez magyarazhatja az azonos gén
sorrendet, amely egyben az 6si genom szervezédésre is utal. A méretbeli eltérést két olyan
régiohoz tudtuk kotni a DNS-en, ahol kilonb6z6 szdma és méretii intronok helyezkednek el:
5 intront talaltunk a var. neoformans COX1 genjében, mig a var. grubii ezen génje intront

nem tartalmaz; 2 intront van a var. neoformans térzs COB génjében, mig ugyanezen gen a



var. grubii-ban 1 intront tartalmaz; intront talaltunk a var. neoformans térzs LrRNA génjében,
mig a var. grubii LrRNS génje intron-mentes. Méretbeli és szekvencia szinti eltéréseket
megfigyeltiink az intergénikus régidkban is. Tovabbi munkankban nyolc, a magi DNS
szekvencidk alapjan kilénb6z6é molekularis genotipus csoportot képvisel6 torzsén a mtDNS
polimorfizmuséat figyeltik meg. Az elemzéshez a kordbban emlitett két térzs eltéréseket
mutatd DNS teruleteire irt primerek felhasznéaldsaval, PCR fingerprint elemzést végeztink. E
torzsek jelentds heterogenitast mutattak, amelyeknek részletes elemzése folyamatban van.

A lombhullato fak kora tavaszi fanedvein él6 éleszt6kdzosség harom uralkodo faja a
Nadsonia fulvescens var. elongata, a Xantophyllomyces dendrorhous és a Trichosporon
pullulans. Mindh&rom faj extrakromoszomalis genetikai elemeinek vizsgalata mar évek ota
folyamatban van Tanszékiinkon. Jelen palyazat keretei kdzt célunk volt a N. fulvescens és a T.
pullulans mtDNS-ének jellemzese.

Restrikcios hasitasi képek alapjan meghataroztuk a mtDNS meretét, ami a T. pullulans
esetében 18,1 kb-nak bizonyult. Ezt dsszehasonlitva az eddig ismert teljes élesztégomba
mitokondridlis genomokkal megéllapitottuk, hogy a T. pullulans mtDNS-e egyike a
legkisebbeknek, a Basidiomycota fajok kozul pedig ténylegesen az ismert legkisebb.
Elkeszitettik a torzs fizikai térképét BamHI és Hindlll enzimekkel. Majd a BamHI-Hindl1l
emésztett mtDNS-t pBluescript SK vektorba klonoztuk, és elkezdtik a fragmentumok
szekvencigjdnak meghatarozasat. Ezidaig 8575 bp szekvencidjat ismerjik, sikeresen
azonositottuk nadl, nad2, nad3, nad6, coxl, ATPaz 9 valamint a (L)rRNS-t kodold géneket.
A szekvencia-adatok érdekessége, hogy a legkisebb mtDNS-sel rendelkezé fajok
(Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis glabrata) a NADH dehidrogenaz egyetlen
alegységének génjét sem tartalmazzak, mig esetiinkben ezek kdzil mar négyet megtalaltunk.

A N. fulvescens mitokondrialis genomja nagy mérteka szekvenciahomoldgiat mutat a
Saccharomyces cerevisiae-vel, emellett méretik eltér6, mig a S. cerevisiae esetében a 80 kb-t
is elérheti a genom nagysdga a N. fulvescens esetében ez mintegy 40 kb-ra tehet6. A S.
cerevisiae €s a vele kozel rokon fajok egyedi csoportot alkotnak a gombak korében, ugyanis
nem kddoljdk a NADH dehidrogenaz egyetlen alegysegét sem, ugyanakkor a mitokondrialis
riboszomak felépitésében szerepet jatszd egyik fehérje génje (VAR1) megtalalhatd rajtuk. A
N. fulvescens esetében sem tudtuk azonositani a genomon a NADH dehidrogenaz egyetlen
alegységének génjét sem, ami arra utalhat, hogy bar a két faj meglehetésen eltér6 éléhelyhez
adaptalddott, evolucidsan kozeli rokonsadgban vannak egymassal.
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