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1. Bevezetés

Az idében 1977-ig kellene visszaugrani, amikor
elészor  talalhatunk  emlitést  olyan  rejtélyes
szekvenciakr6l a genomban, melyek fehérjekddolo
génekben lokalizalodnak, viszont az mRNS érése soran
ezek a szekvencidk furcsa modon eltlinnek, kivagasra
keriilnek a processzaloddo RNS szakaszbol, tehat nem
tartoznak a fehérjekodold régiohoz. Az értekezésemet
alkot6 egyik sarokké lerakasa Chow ¢és Berget
munkdjanak koszonhetd, azzal hogy adenovirusban
felismerték és  publikdltdk ezeknek a  genomi
szakaszoknak a létezését (Berget és munkatarsai, 1977;
Chow és munkatarsai, 1977). A titokzatos szekvencidk
gyorsan az  allhatatos  tudomdnyos  érdeklddés
koézéppontjaba kertiltek, és a torténetiikben a kovetkezd
lépcsofokot az elnevezésiik jelentette. A mozzanat az
amerikai biokémikus, Walter Gilbert nevéhez kotheto,
aki a szekvencidk legtomorebb jellemzésébdl, az angol
intragenic region szavakbol javasolta az intron fogalom

bevezetést a tudomanyos szféraba (Gilbert, 1978).



A majd masfél évtizeddel késébb a kovetkezd
mérfoldko az intronok egyre gyarapodo
ismeretanyagdban a twintron fogalom definidldsa. A
twintron sz6 a twin intron szavak Osszevont alakja,
magyarul iker-intront jelent. Olyan komplex intron
szakaszokrdl beszéliink, ahol tobb intron egyiittesen egy
nagyobb intront, azaz twintront alkot. Copertino ¢és
Hallick nevéhez kotheté a definicid megalkotésa,
Euglena gracilis  kloroplasztjdban  fedeztek  fel
Groupll/Grouplll intronokbo6l felépiild Osszetett intront,
melyet twintronnak neveztek el (Copertino és Hallick,
1991). Az emlitett kutatok nevével késobbi, hasonld
témaji publikaciokban gyakran talalkozhatunk.

Az intronok felfedezése ota sziik negyven év telt
el, ami a tudomany és a tudomanyos felfedezések
id0szamitdsanak mércéjén mérve oOridsi id6. Elég csak az
intronokkal kapcsolatos 1) ismeretek megjelenésére
gondolni, mint az intronok csoportositasa: Group I,
Group II, Group III intronok, vagy a spliceoszomalis
intronok. Megemlithetjiilk a tobb szdz fehérjébdl és ot
snRNS alegységbdl felépiilo, a spliceoszomalis intronok

eltavolitasat végzd preciz molekularis gépezetet, a



spliceoszomat. Az 1 ismeretek kozé sorolhatjuk a
splicingot, az alternativ splicingot; vagy a tobb intronbol
feléplild Osszetett intronokat, a twintronokat, melyek
kozotti  elemi  strukturdlis  kiilonbségek  tovabbi
csoportositasra adnak lehetdséget. Thomas Cech nevét
még meg sem emlitettiik, aki felismerte, hogy a sajat
szekvenciadjuk kivagasat katalizdlo RNS molekuldk is
rendelkezhetnek enzimatikus tulajdonsagokkal, vagyis
lehetnek ribozimek. Az altala vizsgalt RNS molekuldk
intronok voltak (Kruger és munkatarsai, 1982).

Ezekhez az  ismeretekhez  tudtam  egy
,epitéelemmel” hozzdjarulni, azzal hogy a Tanszékiink
laboratériumaban elvégzett kisérletekkel részt vettem a
kutatocsoportunk altal megalkotott ,stwintron” fogalom
létrehozasaban. Az ,stwintron” koncepcid alatt olyan
spliceoszémalis intronokat értiink, ahol egy kiilsé intron
kivagasahoz esszencidlis szekvenciat megszakit egy
beékel6dd, ugynevezett belsé intron. A  specialis
szerkezetb6l adddoan egymast kovetéen két splicing
reakci6 lejatszodasa sziikséges, igy el0szor a belsd, majd
a kiilsé intron eltavolitasa torténik meg az RNS érése

kozben (Flipphi és munkatarsai, 2013).



PhD  hallgatoként volt szerencsém  tobb
tanulmdnyi uton is részt venni, az egyik alkalommal
Hollandiaban, az utrechti CBS-KNAW  Fungal
Biodiversity Centre miikodésével ismerkedtem meg. Az
intézet rendelkezik a Fold egyik legnagyobb
torzsgyijteményével, tobb mint 100.000 fajjal, koztik
gombakkal, élesztokkel, baktériumokkal. A tevékenységi
koriikbe beletartozik a mikroorganizmusok
megszekvenalasa is. A DNS szekvenalas megjelenésével
¢s elterjedésével aranyosan nd az intronok Iétezése,
eredete, vagy funkcidja utan potencialis kutatasi teret
ado, ismert DNS szekvencidk szdma. Az elsé teljes
megszekvenalt genom a phi X 174 bakteriofagé volt, a
projekt befejezése 1977-ben, intronok felfedezésének
évében tortént (Sanger ¢s munkatarsai, 1977). Az
ezredfordul6 utdn a Human Genome Project
megvaldsitasaval az emberi genom megszekvenalasa is
befejez6dott. Ez azért Iényeges, mert a gerincesekben
nagy aranyban fordulnak el6 intronok, az emberben
szinte minden génre jut ~8 intron, ami nem mellékesen az
alternativ splicing kiilonb6z6 tipusaival a genetikai

variabilitast ndveli, masrészt ismeretiik segithet



megérteni az intronokkal kapcsolatos kérdéseket
(Sakharkar és munkatarsai, 2004).

A kutatok mindig is bizonytalanok voltak a
spliceoszémalis intronok eredetét illetden. Kiilonb6zd
elméletek alakultak ki a 1étezésiikk magyarazatara, ilyen
az intron ,korai” és intron ,kés6i” elmélet, melyek az
intronok evolicioban vald6 megjelenésének idOpontjat
feszegetik (Koonin, 2006). A jovo egyik lehetdsége lenne
olyan  bioinformatikai  algoritmusok  haszndlata
keresdszoftverek segitségével, melyek lehetévé teszik a
genomok  szisztematikus  vizsgalatat, igy  akéar
tudomanyos attorések elérését ezen a teriileten.

Az értekezésben 1j tipusu beszurddo szekvencidkat fogok
bemutatni, ahol a twintron elnevezés sensu strictu

megfeleld.



2. Anyagok és modszerek

2.1 Adatgyiijtés

Az  Aspergillus nidulans PIH1, AMFS ¢és BioDA
fehérjéket kodolo szekvencidk adtdk a keresési
referenciat a TBLASTN haszndlatdval azonositott
homolog génekhez és EST informaciokhoz (Altschul és
munkatarsai, 1997).

Az atvizsgalt adatbazisok:

e National Center for Biotechnology Information
nem-redundans nukleotid (nr/nt),
e MycoCosm az US Dept. of Energy Joint Genome
Institute-tol (Grigoriev és munkatarsai, 2012)
e Sclerotina sclerotium Sequencing Project
e Origin of Multicellularity database of the Broad
Institute of Harvard and MIT
e Institut National de la Recherche Agronomique
Botrytis cinerea T4 genom adatbazisa (Amselem
¢s munkatarsai, 2011).
A gén modellek ¢és proteinek manudlisan lettek
kikovetkeztetve, lehetdség szerint EST adatokkal

megerositve.



A kutatasban hasznalt H. solani B-AC-16A (Mattupalli
¢s munkatarsai, 2014) genom szekvenciaja elérhetd a
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Whole Genome Shotgun kontigokban Master Accession
AWWWO00000000.

2.2 DNS illesztés

A genomi bioDA szekvencidk illesztése Clustal-W
(Thompson és munkatarsai, 1994) segitségével torténtek.
Az illesztések eredménye manualis korrekcidra kertilt
majd arny€kolt hattérrel lett elmentve a BOXSHADE
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form)

program hasznalataval.
2.3 Filogenetika

A fehérje szekvencidk a MAFT program 6. verzidjaval
(Katoh és Toh, 2008) lettek Gsszehasonlitva a G-INS-I
algoritmus alkalmazéasaval. A szekvencia illesztések
informativ régidi a Block Mapping and Gathering using
Entropy (BMGE) program segitségével kertiltek
kivalasztasra ~ (Criscuolo  és  Gribaldo,  2010)
(http://mobyle.pasteur.fi/cgi-bin/portal.py#forms::BMGE) a
BLOSUM 85 hasonlésagi matrixszal. A Maximum




Likelihood fa PhyIML (Guindon és munkatarsai, 2010)
(http://www.phylogeny.fr/version2 cgi/alacarte.cgi)

hasznalataval késziilt, majd adaptalva lett Adobe
[lustrator programba egy FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)  abrabol. Az
Approximate likelihood ratio test (aLRTs) részletesen

bemutatva Anisimova ¢és Gascuel publikaciojaban
(2006).

24 Gomba torzsek, taptalaj, és novekedési

paraméterek

A felhasznalt gomba torzsek:

o  Fusarium verticillioides FRC M-3125 és
57-7-7 (Brown és munkatarsai, 2005)

o Trichoderma reesei QM9414 (Vitikainen
¢s munkatarsai, 2010)

e Botrytis cinerea T4 (Amselem ¢és
munkatarsai, 2011)

o Helminthosporium solani B-AC-16A
(Mattupalli és munkatarsai, 2014)



A Fusarium verticillioides torzset Aspergillus
Minimal Medium (AMM) 10g/L glikozt és 0,5 g/L
bakto-peptont tartalmazé taptalajon tartottuk fenn. A
micélium 500 ml térfogata Erlenmeyer-lombikban
novekedett 100 mL Komplex taptalajon (AMM + 2%
(w/v) malt extract, 1% bacto-peptone ¢és 2% gliikoz)
vegetativ sporakrdl indulva, 25 °C homérsékleten, 200
fordulat per perc (rpm) paramétereken, Infors HT
Multitron razoasztalon.

A Trichoderma reesei torzsfenntartdsa malt
extract agaron (Difco) tortént. A micélium 500 mL
térfogattl Erlenmeyer-lombikban novekedett 30 °C és
250 rpm paramétereken. A folyékony taptalaj (Mandels,
1978) 10g/L gliikozt tartalmazott szénforrasként.

A torzsfenntartds a Botrytis cinerea esetében
potato dextrose agaron (Difco) valosult meg. A micélium
25 °C és 200 rpm paraméterek mellett, 500 mL térfogata
Erlenmeyer-lombikban nodvekedett, ami 100 mL PDB
(Potato Dextrose Broth, Difco) taptalajt tartalmazott.

A Helminthosporium solani gombat malt extrakt
agaron (LAB M Limited, UK) ndvesztettiikk. A micélium
100 mL, 1%(w/v) élesztokivonatot, 0,5% malt extraktot,



0,3% peptont és 0,3% dextrozt tartalmazd folyékony
taptalajon (Mimee €s munkatarsai, 2011) ndvekedett, 500
mL térfogati Erlenmeyer-lombikban. A tenyésztés
paraméterei razoasztalon (Infors HT Multitron): 22 °C és
200 rpm.

2.5 Nukleinsav izolalas

Minden egyes gombamicéliumot folyékony téptalajon
torténd novesztés utan szuréssel, desztillalt vizes
mosassal, majd fagyasztassal készitettiik eld a kozvetlen
izoldlashoz. A  micéliumot folyékony nitrogénben
gondosan roncsoltuk ¢és zOztuk, majd a megfeleld
mennyiségli és allapotd micéliumtomeget a Kit-ek
hasznalataval dolgoztuk fel. Genomi DNS, plazmid DNS,
totdl RNS izoldlasokhoz Promega Kit-eket (Wizard
Genomic DNA Purification Kit, PureYield Plasmid
Miniprep System, és PureYield RNA Midiprep System)

hasznaltunk a gyarto utasitdsainak szigort betartasaval.

2.6 Reverz transzkriptaz PCR (RT-PCR)

A reverz transzkripcid 1 pg total RNS és Oligo(dT)
primer hasznalatdval ment végbe a High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche) instrukcidi alapjan. A PCR



végtérfogatai 25 pl-ek voltak, melyek tartalmaztak 4 pl
egyszali cDNS-t, a génspecifikus oligonukleotidokat, és
a DreamTaq DNS polimerdzt (Thermo Scientific). A
PCR a 2 perc elddenaturalds utan 40 ciklussal és a végén
egy 5 perces post-elongacidval, a kovetkezd programmal

futott

1.95°C 2 min
2.95°C 30 sec
3.60°C 1 min
4.72°C 30 sec
5.72°C 5 min.

A reakcid befejeztével az amplifikalodott fragmenteket

3% TBE  gélben  detektaltuk  etidium-bromid

hasznalataval.

2.7 c¢DNS szekvenalas

A duplaszala cDNS a gélbdl vald tisztitds utan
klonozasra keriilt (pGEM-T Easy Vector System I,
Promega). Harom egymastol fliggetlen klont kiildtiink
szekvenalasra (MWG-Biotech AQG, Ebersberg,
Németorszag). A szekvencidk raktarozasra keriiltek a

GenBank altal megadott nyilvantartasi szamok alatt.



3. Az értekezésben szereplo uj tudomanyos

eredmények

Fonalas gomba genomokban spliceoszémalis

iker-intronok  kutatdsa és  karakterizaldsa kozben

megalkottuk az ,stwintron” fogalmat, és a kovetkezd

fontosabb, 1j tudomanyos eredmények sziilettek:

1.

Kisérletes uton bebizonyitottunk a Fusarium
verticillioides két, az 57-7-7 és FRC M-3125
torzsek  pih2  génjében  taldlhaté  stwintron
szakaszok [D1,2] mechanizmuson keresztiil valo
eltavolitasat a genombol.

A Trichoderma reesei bioDA génjében felismert
stwintron szakasz bels0 intronja a kiils6 intron
donor helyét a masodik és a harmadik nukleotid
kozott szakitja meg. Ezt a tényt, ¢s a [D2,3]
utvonalon torténd stwintron kivagddast
beigazoltuk.

Botrytis cinerea T4 pihl génjében egy olyan

alternativ splicingot ismertettiink, ahol a két



alternativ intron azonos donor helyet hasznal, de az
akceptor helyeik kiilonbozik.

A Helminthosporium  solani aox  génjében
lokalizalodo stwintron eltavolitasa két, egy [D1,2]
¢s egy a [A2,3] utvonalon is megtorténhet. Mindkét
reakci6 ugyanazt az érett RNS-t eredményezi. Az
elsd olyan stwintron, ahol az akceptor helyet
szakitja meg a belsd intron.

A Helminthosporium  solani  putativ  aldoz
mutarotdz génjében bizonyitottuk az stwintron
[D1,2] mechanizmuson keresztiili kivagodasat,
illetve egy  feltételezett alternativ  intron
kivagddasat az stwintron szakaszbol, ami egy korai
stop kodonnal rendelkezd, nonsense mRNS szélat

eredményez.



4. Osszefoglalas

Munkank soran bevezettik az ,,stwintron”
fogalmat, amit spliceoszomalis iker-intronok
(twintronok) roviditéseként hasznalunk. Az
eredményeink elsd izben mutatjak be az eddig ismeretlen
stwintronok Iétezését, azaz olyan eseteket, ahol egy belso
intron kivagasa sziikséges egy miikdddképes splicing
szekvencia létrehozdsdhoz, majd az azt kovetd kiilsd
intron eltavolitasdhoz, ami Gsszességében a megfeleloen
érett mMRNS szakaszt eredményezi. A  kordbban
bemutatott, donor vagy akceptor helyen megszakitott
intronok egymast kovetd splicingja az intron definici6
egy specidlis mechanizmusat alkalmazza, tobbek kozott
az elso kivagas utan torténd 0jboli RNS scanning-et és a
hasité helyek ujraegyesiilését. Az altalunk leirt esetek az
5’ donor és a 3’ akceptor szekvenciakat érintik, de nincs
elvi kizar6 oka olyan stwintron szerkezetek létének, ahol
a lariat, mas néven elagazasi hely szakaszat szakitja meg
egy beé¢kelddod intron.

Fusarium verticillioides torzsekben sikeriilt az

elsé stwintron struktirat a pih2 génben felismerniink, és



bizonyitanunk. A szerkezet eltavolitasa [D1,2] — a
beékel6dd intron a kiilsé intron donor helyét az els6 és
masodik nukleotid kozott szakitja meg - tUtvonalon
valosul meg.

A kovetkezd stwintron megvizsgalasanak targya a
Trichoderma reesei bioDA génjében talalhato szekvencia
volt. A Fusarium eredményekhez hasonldé konklaziot
vontunk le, azzal a kiilonbséggel, hogy az stwintron
kivagasa [D2,3] utvonal megy végbe.

A Botrytis cinerea gomba pihl génjében egy
[D4,5] felépitésti stwintron elrendezést feltételeztiink a
génszekvencia alapjan. A szerkezet pontos felderitésére
hasznalt PCR stratégia meglepd kisérleti eredményeket
hozott. Megallapitasra keriilt, hogy a gén intron
szerkezetének eltavolitasa nem [D4,5] Gtvonalon torténik,
hanem egymast kolcsondsen kizard, azonos donor
helyeket hasznalo alternativ intronok kivagésa torténik. A
rovidebb alternativ intron eltavolitdsa egy csonka fehérjét
eredményezne a szakaszban taldlhatd korai stop kodon
miatt.

Két spliceoszomalis stwintronnak igazoltuk a

létezését  és  megvizsgaltuk a  kivagasat a



Helminthosporium solani gombéaban. Az alternativ
oxiddz  génben detektalt stwintron kontextusat
kozelebbr6l megvizsgalva arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a struktura eltavolitasa két utvonalon is
lehetséges. Ezek az utvonalak a [D1,2] és [A2,3]
mechanizmusokat jelentik, melyek egyazon érett mRNS
szekvenciat eredményezik, amit kisérletesen
bizonyitottunk. A mutarotdz gén szakaszdban is egy
hasonl6  felépitést  véltiink  felfedezni azzal a
kiilonbséggel, hogy az egyik tutvonal egy korai stop
kodont tartalmazo fals koztiterméket eredményez. Egy
ilyen RNS szalrol nem szintetizalodik miikoddképes
fehérje, transzlacio szempontjabol teljesen
hasznalhatatlan ez a produktum. Elképzelhetd, hogy a
termék eliminalasa az NMD mechanizmus mitkddésének
tudhat6 be. Ebb6l adédoan arra kdvetkeztethetiink, hogy
egyiittesen az NMD mechanizmus muikddése és az
stwintron kivagasi utvonalak preferencidja egy poszt-
transzkripcids génszabalyozas lehet. Az allitdst a B.
cinerea pihl génjében tapasztaltak is alatdmasztjak, ahol

megfigyeltiik, hogy az alternativ splicing eredményezte



korai stop kodont tartalmazé6 RNS szakasz egy id6 utan
majdnem detektalhatatlanna valt.

A kutatdas kovetkezd 1épcséfoka lehetne a
hozzaférhetd genomok szisztematikus atvizsgalasa
szamitogépes algoritmusok létrehozasaval. Ily modon
egy sokkal komplexebb képet kaphatnank a
spliceoszoémalis stwintronok elterjedésével kapcsolatban,
ami hozz4jarulna evoliicios folyamataik felderitéséhez, és

megértéséhez.



5. Introduction

The discovery of introns (Chow et al., 1977;
Berget et al., 1977) resulted in what is arguably the major
shift in our conceptualisation of the gene since the
demonstration of the colinearity of the genetic message
with the amino acid sequence of a given protein
Spliceosome introns are exclusive of eukaryotic nuclear
genes and they necessitate a complex excision apparatus
composed of small nuclear RNAs (snRNAs; Ul, U2, U4,
US and U6) and proteins (for a recent review, see Rino
and Carmo-Fonseca, 2009). The snRNAs of the major
(U2-type) spliceosome interact with three short
sequences within a U2 intron, the 5° donor site (starting
with 5°-GU or occasionally, 5’-GC), the lariat
branchpoint sequence (containing the branchpoint
adenosine near the 3’ end of the intron) and the 3’
acceptor site (ending with 5’-AG). U2 spliceosome intron
excision proceeds by two sequential trans-esterification
reactions. Firstly, the 2’ hydroxyl group of the
branchpoint adenosine performs a nucleophilic attack on

the first nucleotide of the intron donor, an invariant



guanosine, forming the lariat intermediate. Then, the free
3’ hydroxyl group of the released exon performs a
nucleophilic attack at the last nucleotide of the intron
acceptor, another invariant guanosine, thereby joining the
exons and releasing the intron in the form of a lariat. The
minor (U12-type) spliceosome is very similar to the U2-
type spliceosome, however, it splices out introns with
rare splice sites using different but functionally
analogous snRNAs (Ull, Ul2, Udatac and Ubatac,
together with US5; see, e.g.,, Patel and Steitz, 2003).
Kupfer et al. (2004) have discussed the consensus
sequences of donor-, lariat branchpoint- and acceptor
sequences of U2 introns in five model fungi and their
subtle differences with those of vertebrate introns. At
variance with the latter, poly-pyrimidine tracts between
the lariat branchpoint- and acceptor consensus sequences
do not appear to be a conserved feature in fungal introns.
Degenerated donor and lariat branchpoint sites (5°-
GUNNNN and 5’-NYTNAN, respectively) occur quite
frequently in filamentous fungal U2 introns.

Differently from spliceosomal introns, group I
and group II introns are self-excising ribozymes, which

may or not need accessory proteins to complete the



splicing process (for reviews, Haugen et al, 2005;
Nielsen and Johansen, 2009; de Longevialle et al., 2010;
Lambowitz and Zimmerly, 2011). In eukaryotes, they are
primarily restricted to mitochondrial and chloroplast
genes, albeit group I introns also occur in the nuclear
ribosomal DNA loci of specific eukaryotic microbes
(Haugen et al., 2005; Waring et al., 1983). Group III
introns are restricted to euglenoid chloroplast genes and
are probably abbreviated versions of group II introns
(Doetsch et al., 1998; and references therein).

The origin of spliceosome introns is a vexing
problem. Similarities in splicing mechanism with that of
group II introns, supported by recent structural studies,
led to the hypothesis that they resulted from an invasion
of mobile group II introns originating from the
protobacterial ancestor of mitochondria (see Koonin,
2009, for a review of this hypothesis). This ‘intron
early’’ hypothesis accounts for the striking conservation
of intron positions among organisms belonging to widely
divergent phyla, but cannot account for episodes of intron
gain, which surely have occurred in modern phyla (e.g.,
Ragg, 2011; Rogozin et al., 2012; van der Burgt et al.,
2012; Roy and Irimia, 2012). The ‘‘intron early’’ and



““intron late’” hypotheses do not necessarily exclude each
other. The appearance of new introns in metazoans,
where mitochondria are free from introns in general and
from group II introns in particular (with very few
exceptions in early diverging lineages attributed to
horizontal transfer, e.g., Valles et al., 2008), necessitates
mechanisms of de novo appearance of introns
independent from mobile group II introns.

The term ‘‘twintron’” was originally applied to
complex introns of the group II and III types in the
chloroplast genomes of euglenoid species, including 15
introns present in the plastid genome of Euglena gracilis
(see, e.g., Copertino and Hallick, 1991; Hallick et al,,
1993; and most recently, Doetsch et al., 2001) and later
identified in a cryptomonad (Maier et al., 1995). Excision
of'the “‘internal’’ or ‘‘invading’’ intron is required for the
excision of the ‘‘external’’ or ‘‘host’ intron as the
former interrupts a sequence essential for splicing, such
as domains V or VI. This site of integration of the
internal intron leads necessarily to evolutionary stability
of the twintron arrangement — the internal intron must

remain functional to permit the excision of the external



intron (Copertino and Hallick, 1993; Thompson et al.,
1995; Doetsch et al., 2001).

In this article we describe a new type of
intervening sequences where the name of twintron sensu
strictu is appropriate. These are complex spliceosomal
introns in which the excision of an ‘‘internal intron’’ is
obligatory for the splicing of the ‘external intron’’. Thus
they are formally splicesomal analogues of the group
II/IIT twintrons of the euglenoid chloroplast, even if their
splicing mechanism is necessarily different. We shall call
these structures ‘‘stwintrons’’ for ‘‘spliceosomal twin
introns’’. We propose to restrict the name stwintron
(sensu strictu) for those complex spliceosomal introns
where the ‘‘internal intron’’ interrupts a sequence
essential for the ultimate splicing reaction, so as to
differentiate this structure, besides from the alternatively
spliced prospero intron described above, also from
apparently more similar ones such as those processed by
recursive splicing in D. melanogaster (Burnette et al.,
2005), or intrasplicing (Parra et al., 2008, 2012) or nested
splicing (Suzuki et al., 2013) in vertebrates.



6. Materials and methods

6.1 Data mining

Homologous genes and ESTs were mined upon
TBLASTN (Altschul et al., 1997) screening using the
Aspergillus nidulans pihl, AMFS and BioDA proteins as
queries. The screened databases included the National
Center for Biotechnology Information non-redundant
nucleotide (nr/nt), EST and fungal databases, MycoCosm
at the US Dept. of Energy Joint Genome Institute
(Grigoriev et al., 2012), the Sclerotinia sclerotiorum
Sequencing Project and the Origin of Multicellularity
database of the Broad Institute of Harvard and MIT, and
the Botrytis cinerea T4 genome database of the Institut
National de la Recherche Agronomique (Amselem et al.,
2011). Gene models and proteins were deduced manually

and where possible, verified with extant ESTs.

6.2 DNA alignment

Genomic bioDA sequences were aligned with
Clustal-W (Thompson et al., 1994). The output alignment

was manually corrected and printed in shaded



backgrounds with BOXSHADE
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form).

6.3 Phylogeny

Peptidic sequences were aligned with MAFFT
version 6 (Katoh and Toh, 2008)
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) using the G-INS-I
algorithm. Curation was carried out with Block Mapping
and Gathering using Entropy (BMGE)
(http://mobyle.pasteur.fi/cgi-bin/portal.py#forms::BMGE)

with a BLOSUM 85 similarity matrix. The Maximum
Likelihood tree was obtained with PhyML (Guindon et
al., 2010)
(http://www.phylogeny.fr/version2 cgi/alacarte.cgi) and
adapted in Adobe Illustrator from a FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) image.

Approximate likelihood ratio tests (aLRTs) are described
(Anisimova and Gascuel, 2006).

6.4 Fungal strains, media and growth conditions

The fungi used were:
o Fusarium verticillioides strains FRC M-3125 and 57-
7-7 (Brown et al., 2005).



o Trichoderma reesei strain QM9414 (Vitikainen et al.,
2010).
e B. cinerea strain T4 (Amselem et al.,2011).

e H. solani B-AC-16A (Mattupalli et al., 2014)

F. verticillioides was maintained on Aspergillus
Minimal Medium (AMM) plates containing 10 g/L
glucose and 0.5 g/L bacto-peptone. Mycelia were grown
in 500-mL Erlenmeyer flasks with 100 mL of Complete
Medium (i.e., AMM with 2 % (w/v) malt extract, 1 %
bacto-peptone and 2 % glucose) seeded with vegetative
spore inoculum, at 25 °C in a rotary shaker (Infors HT
Multitron) at 200 rotations per min (rpm). 7. reesei was
maintained on malt extract agar (Difco). Mycelia were
grown at 30 °C in 500-mL Erlenmeyer flasks with 100
mL of medium at 250 rpm. Liquid medium (Mandels and
Andreotti, 1978) contained glucose (10 g/L) as the
carbon source. B. cinerea was maintained on potato
dextrose agar (Difco). Batch cultures were performed in
500-mL Erlenmeyer flasks with 100 mL of PDB (Potato
Dextrose Broth, Difco) medium at 25 °C and 200 rpm.



6.5 Nucleic acid isolation

Fungal mycelia were harvested by medium
filtration, washed with distilled water, frozen and ground
to powder under liquid nitrogen. For the extraction of
genomic DNA, plasmid DNA and total RNA, Promega
purification kits (Wizard Genomic DNA Purification Kit,
PureYield Plasmid Miniprep System and PureYield RNA
Midiprep System, respectively) were used according to

the manufacturer’s instructions.
6.6 Reverse transcription PCR (RT-PCR)

Reverse transcription was primed off 1 g of total
RNA with Oligo(dT) as a primer using the Transcriptor
High Fidelity c¢cDNA Synthesis Kit (Roche). PCR
reactions were performed in a 25 IL volume containing 4
IL of single strand cDNA, using gene-specific
oligonucleotides as primers and DreamTaqg DNA

Polymerase (Thermo Scientific).

Cycling conditions: 1. 95 °C 2 min
2.95°C 30 sec
3.60°C 1 min

4.72°C 30 sec
5.72 °C 5 min.



Amplified fragments were resolved in a 3 %

native agarose gel and stained with ethidium bromide.
6.7 cDNA sequencing

PCR was primed off the primary RT product
using gene-specific oligos with cycling conditions as
described above. Double strand cDNA was gel-purified
and subsequently cloned (pGEM-T Easy Vector System
I, Promega). Three independent clones were sequenced
(MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany). Sequences
were deposited at GenBank under the accession numbers

KC019312-KC019315.



7. New Scientific results

We have created the ,,stwintron” concept while

we have researched and characterized spliceosomal twin

introns in filamentous fungus and the following new

scientific results were born:

1.

We shown experimentally the removing of a
stwintron sequence through a [D1,2] pathway in
the pih2 gene of the 57-7-7 and FRC M-3125
strains of Fusarium verticillioides fungus.

The internal intron of the recognized stwintron in
the bioDA gene of Trichoderma reesei interrupts
the external intron between the second and third
nucleotide. This fact and the splicing of this
stwintron by a [D2,3] mechanism are verified
experimentally.

In the pihl gene of Botrytis cinerea T4 fungus an
alternative splicing was identified where both
alternative introns use the same donor site but

their acceptor sites are different.



4. The stwintron which is localized in the aox gene
of Helminthosporium solani has two possible
pathways, a [D1,2] and a [A2,3] for its splicing
mechanism. Both splicing reactions lead to
identical matured RNA. The demonstrated [A2,3]
instance is the first precedent where the acceptor
site 1s interrupted by the internal intron.

5. The stwintron of the putative aldose mutarotase
gene of Helminthosporium solani has a similar
experimentally confirmed [D1,2] way to splice
out the whole structure. Also the excision of a
supposed alternative intron from the stwintron
configuration is possible but this reaction
produces a nonsense mRNA with an early stop

codon in its sequence.



8. Summary

In this study we have created the ‘“stwintron”
concept which is used as abbreviation of the words
spliceosomal twin introns. Our results constitute the first
demonstration of the hitherto undetected existence of
spliceosome twin introns sensu strictu (stwintrons), i.e.,
instances where an internal intron needs to be removed to
generate a functional splicing sequence necessary for the
subsequent excision of an external intron to yield
properly matured mRNA. Sequential splicing of the
donor-disrupted or acceptor-disrupted introns described
above implies a specific mechanism of intron definition,
including a re-scanning of the transcript after the first
excision event and adjunction of splice sites. The cases
we have described affect the 5’ donor- and 3’ acceptor
sequences, but there seem to be no a priori reasons
internal introns interrupting the lariat branchpoint
sequences of the host intron could not be extant.

The first stwintron structure has been recognized
and confirmed experimentally in the pih2 gene of

Fusarium verticillioides strains. The removing of the



structure occurs through a [D1,2] pathway, where the
internal intron interrupts the donor sequence of the
external intron between the first and second nucleotide.

The subject of the next investigation was a
sequence in the bioDA gene of Trichoderma reesei
fungus. We arrived to similar conclusion as in case of the
pih2 gene of the Fusarium verticillioides but the slight
difference is the [D2,3] splicing pathway instead of the
[D1,2].

According to the gene sequence a [D4,5]
stwintron configuration was supposed to have discovered
in the pihl gene of Botrytis cinerea fungus. The PCR
strategy for the exploration of the exact sequence led to
surprising experimental results. It was established that
the complex intron structure is not removed by the
proposed [D4,5] pathway but a mutually exclusive
alternative splicing event is took place, where the same
donor site is used by both alternative introns. The
splicing of the shorter alternative intron resulted in a C-
terminally truncated protein on account of the early stop

codon in the coding sequence.



We have demonstrated the existence and
investigated the excision of two new spliceosomal twin
introns in H. solani. We concluded after a closer look at
the context of the detected stwintron sequence in the
alternative oxidase gene that there are two possible ways
to splice out the whole stwintron structure. These
pathways are the [D1,2] and [A2,3] mechanisms, which
lead to identical maturated mRNA sequence, the
hypothesis is confirmed experimentally. A similar
stwintron configuration was recognized in the aldose
mutarotase coding sequence with the difference that one
of the two pathways yields a false intermediate product
with an early stop codon in its sequence. No functional
protein is synthesized from such an RNA sequence. This
kind of RNA is totally useless in the translation. It is
possible that the elimination of this product can be
attributed to the NMD mechanism. Consequently we
concluded that the NMD mechanism combined with the
preference of one of the two stwintron pathways can be a
post-transctiptional gene regulation. The statement is also
confirmed by the outcome in the pihl gene of the B.

cinerea. In this case after the alternative splicing event



the resulted RNA sequence with its stop codon was
almost undetectable at some point.

The next step of the research can be the
systematic screening of the accessible genomes by
computer algorithms. In this way a more complex picture
could be gained in connection with the proliferation of
the spliceosomal twin introns which would contribute the
exploration and understanding of evolutional processes

of this gene sequences.
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