dc_1349 16

MTA DOKTORA PALYAZAT
DOKTORI ERTEKEZES

A KAROTINOID-BIOSZINTEZIS GENETIKAI HATTERE ES MODOSITASANAK
LEHETOSEGEI JAROMSPORAS GOMBAKBAN

DR. PAPP TAMAS

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TTIK
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK

SZEGED
2016



dc_1349 16

TARTALOMJEGYZEK
TARTALOMIEGYZEK ....ccouriimiiiiimeeiseeises i ss st esess st ss st 2
1. KOSZONETNYILVANITAS ...ttt 4
2. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER .....covvuumiiiiiirniieeineiieceies oo 5
2.1. A jaromsporas gombak rovid JRllemMZESE ........ccueeviiieiiieiiiiiieieeeee e 5
2.2. A terpénbioszintézis-kutatas fobb teriiletei gombakban............ccceevevvieriiiiiiieiniecee e, 7
2.3. A mikrobidlis karotintermelés vizsgalatanak jelent0SEge ..........cccvevvveviieniiniieenieeiienieeneen 9
2.4. Jaromsporas gombak a karotinoid-bioszintézis kutatdsaban ...........ccccceceeverviniinienennene. 11
2.5. Az altalanos mevalonsav-1t és a terpén-bioszintézis fobb 1épései gombakban ................. 13
2.6. A B-karotin-bioszintézis specifikus 1épései gombakban .............cocevveviiiiieniininiiincenennne. 17
2.7. A jaromsporas gombak genetikai manipulaciofa........c.cevveviieniieriiienieeieeie e 19
3. CELKITUZESEK ....uiiuuiimiireiieeiseees sttt 21
. ANYAGOK ES MODSZEREK ......cooouiimrimiiiteeieeiesisss s sse st ssssesssssssessssssons 24
4.1. A vizsgalatok soran hasznalt mikroorganizmusok ...........ccccevvieviiiiniininienieniccceeee 24
4.2. A gombdk tenyésztése soran hasznalt fontosabb tapkozegek .........ccccevvveviininiiniincnnenne. 24
4.3. Altalanos moleKularis teChNIKAK ..........c...ccovovueveruieereieeeeeeeeeieeeeeese e 24
4.4. A SZeKvenciak CleMZESE ........coveriiiiiiiiiiiieeteetee e 25
4.5. A torzsek azonositasara és a filogenetikai elemzésekhez meghatarozott markerek........... 26
4.6. A filogenetikai elemzések soran haszndlt modszerek ...........ccvvveieeveiiiiniiieciiieeiee e, 26
4.77. MiIKkroszKOPOS VIZSZAIALOK ........eovuiieiiiiiieiieciie ettt ettt e e e e ees 27
4.8. Valos idejli kvantitativ PCR ..........cooiiiiiiiiiiceeeee e 27
4.9. PEG-kozvetitette protoplaszt-transZformacio...........ccueeevuveeeeieeeiieecie e 27
4.10. Agrobacterium tumefaciens-kozvetitette transzformacio (AMT) ......ccceevveviieiiienirennnne 28
4.11. A transzformansok €lemMZESE ..........ovuiiiiiiiriiiiiiiieeceee s 28
4.12. A karotinoid- €s ergoszterintartalom elemzese ...........ooevvieriiiieiiieeiie e 29
4.13. Statisztikai MOASZETEK ......cc.eiiiriiiiiiieiiee e 29
. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK ....ovvuuiimiimriiriieeiseesseesssessessssssssesssesssssssseenns 30
5.1. Karotinoidtermeld gombak torzsgytijteményének létrehozasa €s jellemzése .................... 30
5.1.1. A Mortierellaceae csalad filogenetikai vizsgalata (Nagy és mtsi. 2011, 2012b, Petkovits
és mtsi. 2011, Wagner €s mtsi. 2013 )...cccuiiiiiiiieiiiieciie ettt 31
5.1.2. Karotinoidtermel6 gombatdrzsek azonositasa (Nagy €s mtsi. 2012a, Iturriaga és mtsi.
2005, Papp €s mtsi. 2000, 2001).....ccccuiiiiieiierieeieeeie ettt et 39
5.2. Az altalanos mevalonsav-ut kulcslépéseit meghatarozo gének jellemzése €s az utvonal
modositdsa JAromspOras OmMDbAKDAN .........cccueeiiiiiiiiiiiicee e 44
5.2.1. A M. circinelloides HMG-KoA-reduktaz génjeinek jellemzése ...........cceevuveuvrennnnne. 45
5.2.2. A R. miehei HMG-KoA-reduktaz génjének vizsgalata (Vastag €s mtsi. 2004, Lukacs
¢s mtsi. 2004, 2009, Takd és mtsi. 2010) ...oc.eeriiiiiiriirieierieeeeeeee e 60



dc_1349 16

5.2.3. A M. circinelloides IPP-izomeréaz, valamint FPP- é¢s GGPP-szintdz génjeinek vizsgalata

............................................................................................................................................... 63
5.3. A specifikus karotinoid-bioszintézis vizsgélata: xantofillok termeltetését lehetévé tevod
gének kifejeztetése M. circinelloides-Den ............cccccvvevcuiieciiiieiiieecieeee e 72

5.3.1. A Paracoccus sp. N81106 B-karotin-ketolaz (CrtW) €s -hidroxilaz (CrtZ) kifejeztetése

M. CIrCINellOIAes-DEN .......c..cccueiiiiiiiiiiiieeee ettt sbe ettt 73

5.3.2. A X dendrorhous B-karotin-oxigenaz (CrtS) kifejeztetése M. circinelloides-ben

(Csernetics €8 MIEST. 2015)..iiiiiieiiieeiiie ettt ettt e st e et e s e e saeeesabeeesaseesenseeennseeens 91

crer

5.4.1. Heterolog gének kifejeztetését lehetdvé tevd vektorok kidolgozasa jaromsporas
gombakra (Vastag ¢és mtsi. 2004, Papp ¢és mtsi. 2006, Nyilasi és mtsi. 2005, 2008, Tako és

mtsi. 2010, Papp és mtsi. 2012, 2013, 2016).......eveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeees e 93
6. A LEGFONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA .....coooveveeeeeeeeeeeeeeeeen 98
7. IDEZETT IRODALOM ..ot ee et e e eee e 105
8. KOZLEMENYEK JEGYZEKE .....oouiiiuoteeeteeeeeeeeeeeeeee e 119
FUGGRICK ...ttt et ettt e st e e b e s b e ebeeesbeenbeeenbeenbeeesaeenseennnas 122



dc_1349 16

1. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt halaval tartozom sziileimnek, feleségemnek és harom gyermekemnek, hogy
egész ¢életem soran feltétel nélkiil, onzetleniil tdmogattak és szdmtalanszor erét adtak céljaim
eléréséhez. Soha nem tudom eléggé megkoszonni feleségemnek, Abrok Mariannanak megértését
¢s biztatasat, tamogatasa nélkiil ez a disszertacio nem késziilhetett volna el.

Koszonettel tartozom Dr. Vagvolgyi Csabanak, tandromnak, munkatirsamnak és
tanszékvezetdmnek, hogy elinditott a kutatdi palyan és megszerettette velem a mikrobiologiat és
a mikroszkopikus gombak vildgat. K6szonom tovabba a tobb mint huszéves kdzds munkat, a
rengeteg Otletet és Utmutatast. Az 0 tudasa, személyisége €s humora alapvetden jarult hozza
kutatova valasomhoz, baratsagat igen nagy ajandéknak tartom.

Halaval gondolok Dr. Ferenczy Lajosra és Dr. Kevei Ferencre, akik palyam kezdetén
segitették és tdmogattak munkamat, és akiknek személyisége, példamutatdsa meghatarozo volt
szamomra.

Koszonettel tartozom Dr. Arturo P. Eslavanak, Dr. Enrique Iturriaganak és Dr. Antonio
Velayosnak, akiknek utmutatasaval bekapcsolodhattam a karotinoid-bioszintézis kutatasaba.

Kiilon koszonom kozvetlen munkatarsaimnak Dr. Nagy Gébornak, Dr. Csernetics
Arpadnak, Dr. Nyilasi Ildikénak és Dr. Také Miklosnak a sokéves kozos munkéat és barati
segitséget, munkdjuk meghatiroz6 modon jarult hozzd a dolgozatomban bemutatott
eredményekhez.

Ko6szonom Dr. Nagy Laszlonak, Dr. Krizsan Krisztindnak, Dr. Linka Bedtanak, Dr.
Kocsub¢ Sandornak, Dr. Lukacs Gyongyinek, Petkovits Tamasnak, Toth Eszternek, Szarkandi
Janos Gergdnek, Bencsik Ottonak, Toth Doranak, Farkas Anitanak és minden jelenlegi és egykori
munkatarsamnak, akik részt vettek a dolgozatban ismertetett kutatdsokban, munkéjukat és
lelkesedésiiket, nélkiiliik szamos eredmény nem sziiletett volna meg.

Koszonet illeti Dr. Manczinger Laszlot, Dr. Kredics Laszlot, Dr. Galgoczy Laszlot, Dr.
Szekeres Andrast és a tragikus hirtelenséggel elhunyt Dr. Varga Jéanost, akiktél munkam soran
szamtalanszor kaptam szakmai segitséget és rengeteget tanultam toliik.

Koszonet illeti az SZTE TTIK Mikrobiologiai Tanszék minden dolgozdjat. Kiilon is
halaval tartozom Lele Marianak és Kulcsar Melindanak a sokféle technikai segitségért, Dr. Palagyi
Andrasnénak és Lengyel Boglarkanak az adminisztrativ teenddk végzésében nyljtott segitségiikért
¢s Farkas Elviranak a torzsgytijtemény odaadd gondozéséaért.

Koszonet illeti mindazt a sok kollégat és baratot, akik hozzdjarultak kutatoi és oktatoi

palyam alakulésahoz és elnézést kérek, amiért a felsorolas nem sikertilhetett teljes kortre.
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2. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

MTA doktori értekezésem foszerepldi a jaromspords gombak, azon belill is elsésorban a
Mucor circinelloides, mint modellorganizmus. Ismerkedésemet e kordbban a Zygomycetes
osztalyba sorolt és sokdig méltatlanul elhanyagolt gombacsoporttal még diakkords hallgatoként
kezdtem az SZTE Mikrobioldgiai Tanszékén, ahol Dr. Vagvolgyi Csaba, az orszdgban akkor
elézmények nélkiil, létrehozott egy, a jaromspords gombak biologidjaval foglalkozd
munkacsoportot, és akinek témavezetése mellett, diplomamunkamat és PhD disszertaciomat is
(Raktari kartevo jaromspords gombak genetikai és fiziologiai variabilitasanak vizsgalata) e
gombak genetikai és molekularis taxondmiai vizsgalatabol készitettem el. A jaromsporas gombak
kutatasaval foglalkozé csoport idokdzben nemzetkozi ismertségre tett szert, aminek kdvetkeztében
meghivast kaptam a spanyolorszagi, Salamanca-i Egyetem Mikrobiologiai Tanszékére, Dr. Arturo
P. Eslava professzor kutatocsoportjaba. Itt két éven at, posztdoktor kutatoként a Mucor fajok
karotinoid-bioszintézisének genetikai hatterét tanulmanyoztam. Ez id6 alatt indultak el azok a
kutatasi iranyok (i. a jaromspdras gombak, mint karotinoidtermeld szervezetek jellemzése, ii. a
terpén-bioszintézis genetikai hatterének tanulmanyozasa; iii, a karotinoid-bioszintézis genetikai
modositasa; iv, genetikai transzformacios rendszerek kidolgozasa €s a heterolog génexpressziod
megvaldsitasa jaromsporas gombakban), amelyek aztan késObbi munkdm soran meghatarozova
lettek, és amelyek eredményeit jelen dolgozatban Osszefoglaltam. Hazatérve és folytatva a
megkezdett kutatdsokat ismét bekapcsolddtam a szegedi jdromsporas csoport munkajaba, melynek
6 célkitiizése ebben az idOben szintén a hatékony molekularis eszkoztar kidolgozasa volt.

A dolgozatban ismertetett kutatdsok fontos célja volt, hogy megvizsgaljuk a
karotinoidtermeld jaromsporas gombdk biotechnologiai alkalmazasanak biologiai feltételeit,
valamint, hogy a tovabbi alap- és alkalmazott kutatdsban felhasznalhato torzseket és modszereket
hozzunk létre.

Az elmult két évtizedben a jaromsporas gombakat illetden tudasunk jelentdsen kibdviilt,
ma mar semmiképpen nem nevezhetjiik 6ket kevéssé ismertnek vagy kutatottnak. A gombacsoport
tobb tagja is (pl. Phycomyces blakesleeanus, M. circinelloides, Rhizopus oryzae) széleskoriien
jellemzett modellorganizmusokka valt, melyeket a mikrobiologiai kutatdsok legkiilonbozdébb
teriiletein felhaszndlnak. Szeretném remélni, hogy az ismereteknek ehhez a bdviiléséhez a

dolgozatban ismertetett kutatasok is hatékonyan hozzajarultak.
2.1. A JAROMSPORAS GOMBAK ROVID JELLEMZESE

A jaromspéras gombakat korabban, elsdsorban morfologiai sajatossagaik és ivaros
folyamataik hasonldésaga miatt, egységes csoportnak gondoltdk (Zygomycota), mely a valddi

gombak egyik korai dgat képviseli (ALEXOPOULOS ¢és mtsi. 1996). Alapvetd jellegeik a conocitikus

5
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micélium, a kitin és kitozan tartalmt sejtfal, az ivartalanul sporangiumokban képz6do, 6nalld
mozgasra nem képes spordk, valamint az ivaros folyamatok eredményeként, a gametangiumok
jarom). Rendszertanuk jelenleg atalakuloban van, mivel molekuldris filogenetikai vizsgalatok
alapjan a csoport poli-, illetve parafiletikusnak bizonyult (WHITE és mtsi. 2006, HIBBETT ¢és mtsi.
2007, VOIGT ¢és mtsi. 2013). Az egykor ide sorolt Glomales rend arbuszkuléris mikorrhiza képzd
gombadit mar korabban kiilon térzsbe helyezték (Glomeromycota) (SCHUBLER és mitsi. 2001), a
hagyomanyosan a Zygomycota térzsbe tartozéd tobbi csoportot pedig négy bizonytalan helyzetl
(incerte sedis) altorzsbe (Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina ¢s
Entomophthoromycotina) osztottak szét (HIBBETT ¢és mtsi. 2007); e csoportok filogenetikai
kapcsolatai és evolucids viszonyai jelenleg is intenziv vizsgalat targyat képezik (SEKIMOTO ¢és
mtsi. 2011, GRYGANSKYI és mtsi. 2013, TRETTER ¢€s mtsi. 2013, BENNY ¢€s mtsi. 2014, 2016).

A legtobb fajt a Mucoromycotina altdrzs foglalja magéba; ide tartoznak az elsGsorban
telitetlen zsirsavtermelésiik miatt tanulméanyozott Mortierellales, az ektomikorrhiza- ¢és
termOtestképzésrdl ismert Endogonales, valamint a legvaltozatosabb és legjobban tanulmanyozott
csoport, a Mucorales rend képviseldi. E gombak tobbsége talajbol és bomlo szerves anyagbol
izolalhato szaprofita szervezet, ugyanakkor vannak koztilk gombaparazita, valamint névényi €s
raktari kartevo fajok is. Orvosi szempontbol egyes képviseldik (pl. a Lichtheimia, Mucor,
Rhizomucor €s Rhizopus nemzetségek néhany tagja), mint mucormikozisokat okozé opportunista
patogének érdemelnek figyelmet.

A Mucorales rend egyes tagjai biotechnoldgiai és ipari jelentdséggel is birnak, elsésorban
extracellularis enzim- (pl. lipazok, protedzok) (SILVEIRA ¢és mtsi. 2005, RODRIGUES ¢és
FERNANDEZ-LAFUENTE 2010, VOIGT és mtsi. 2016), karotinoid- (DUFOSSE 2006, VOIGT és mtsi.
2016), telitetlen zsirsav- (KAVADIA €s mtsi. 2001, BELLOU ¢€s mtsi. 2012, TANG ¢s mtsi. 2016),
alkohol- (MILLATI és mtsi. 2005, KARIMI és mtsi. 2006), valamint tejsav- €s egyéb szervessav-
termeld (TAY és YANG 2002, BAI és mtsi. 2004, VOIGT és mtsi. 2016) szervezetekként, vagy
értékes bioldgiai aktivitassal rendelkezd (pl. szterdnvazas) vegyililetek sztereospecifikus
hidroxilaloiként (DE OLIVEIRA SILVA ¢és mtsi. 2015). Egyes Mucor torzseket sajtérlelésre is
felhasznalnak (HERMET és mitsi. 2012), mas, az Actinomucor, Amylomyces, Mucor, valamint
Rhizopus nemzetségekbe tartozé gombak pedig megtalalhatok fermentalt tavol-keleti ételek (pl.
tempeh, oncom, sufu, ragi, koji) starter kulturdiban (NOUT és AIDOO 2002, NouT 2007, BABU ¢és
mtsi. 2009).

Neéhany faj (pl. Lichtheimia corymbifera, Mucor circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis,
R. oryzae vagy P. blakesleeanus) genetikai és molekularis bioloégiai munkdkban hasznalt

modellszervezet; elsdsorban kiilonb6z6 szabalyoz6 mechanizmusok (RODRIGUEZ-ROMERO ¢s
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CORROCHANO 2006, CORROCHANO és GARRE 2010, LEE és mtsi. 2015, RUIZ-VAZQUEZ és mitsi.
2015), a karotin-bioszintézis (KUZINA és CERDA-OLMEDO 2007, ALMEIDA ¢és CERDA-OLMEDO
2008, AVALOS és LIMON 2015, ZHANG ¢és mtsi. 2016), az ivaros folyamatok (SCHIMEK és
WOSTEMEYER 2006, IDNURM ¢€s mtsi. 2008, CAMINO €s mtsi. 2015, WOSTEMEYER ¢€s mtsi. 2016),
a gomba morfogenezis (WANG ¢és LIN 2012, LEE ¢és mtsi. 2015), vagy a patogenitas
tanulmanyozésa soran (IBRAHIM és mtsi. 2010, SCHWARTZE és mtsi. 2012, VOELZ és mitsi. 2015).
A jelen dolgozatban ismertetett vizsgalatokban a karotintermeld M. circinelloides f. lusitanicus-t
hasznaltuk, mely az egyik leggyakrabban vizsgalt jaromsporas modellorganizmus (1. abra). (A
tovabbiakban, amennyiben kiilon nincs jeldlve, az altalanos M. circinelloides megjeldlés is erre a

gombadra vonatkozik.)

1. abra. A Mucor circinelloides f. lusitanicus SZMC 12082 telepmorfologidja minimal (YNB) taptalajon.

A fent emlitett teriiletek mellett, a M. circinelloides segitségével tanulmanyozzak az RNS-
interferencia folyamatat és szerepét a gombasejtben (NICOLAS és mtsi. 2010, 2015, CALO és mtsi.
2012, CERVANTES ¢s mtsi. 2013, RUIZ-VAZQUEZ és mtsi. 2015), a morfoldgiai dimorfizmus
mechanizmusat (BREDENKAMP és mtsi. 2010, OCAMPO és mtsi. 2012, LEE és mtsi. 2013, 2015,
VALLE-MALDONADO ¢s mitsi. 2015), a jaromspdérds gombdk patogenitdsanak genetikai és
molekuléris hatterét (L1 és mtsi. 2011, BASTIDAS és mtsi. 2012, SALAS és mtsi. 2012) vagy egyes,
biotechnologiai szempontbdl potencialisan kihasznalhat6 tulajdonsagokat és folyamatokat (pl.
karotinoidok, lipidek, zsirsavak, alkohol és enzimek termelése), valamint ezek szabalyozasat (X1A
és mtsi. 2010, MITRA és mtsi. 2012, RODRIGUEZ-FROMETA és mtsi. 2013, SHARMA és mtsi. 2013,

ZHAO ¢és mtsi. 2015, 2016, ZHANG ¢és mitsi. 2016).
2.2. A TERPENBIOSZINTEZIS-KUTATAS FOBB TERULETEI GOMBAKBAN

A terpénszarmazékok (terpének, terpenoidok, izoprenoidok) alkotjak a természetben
eléforduld legnagyobb és legvaltozatosabb vegyiiletcsoportot, melyek koziil eddig tobb mint
30.000 egyedi vegyiiletet irtak le (LANGE ¢€s mtsi. 2000). Terpenoidok minden ¢él6lénycsoportban
eléfordulnak ¢és mind a szerkezet, mind a funkcio tekintetében rendkiviili valtozatossagot

mutatnak. Ot szénatomos izoprén egységekbdl épiilnek fel és ezek szamatol fliggden kiilonbdzd
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csaladokba soroljak 6ket, pl. mono- (Cio), szeszkvi- (Cis), di- (Cao), szeszter- (Cas) €s triterpének
(C30), karotinoidok (Cao), stb. Az egyes izoprénszarmazékok valtozatos funkciot toltenek be a
kiilonboz6 €l61ényekben: egyes fehérjék preniloldallancaiként részt vesznek a sejten beliili szignal
¢és szabalyozd folyamatokban, szerepet jatszanak a fotoszintézis folyamataban (pl. karotinoidok €s
a klorofill oldallancai), megtalalhatok az elektrontranszport lancban (ubikinon), vagy bioldgiai
membranokban (pl. az archedk prenil-lipidjei, a baktrériumok hopanoidjai, vagy az eukariotak
szteroljai), lehetnek tovabbd ndvényi hormonok (pl. gibberellinek, brasszinoszteroidok,
abszcizinsav), a novényi védekezésben szerepet jatszd vegyiiletek (fitoalexinek), feromon hatasu
anyagok (pl. trisporsav), vitaminok (pl. A, K, E vitaminok), antimikrobialis és szamos egyéb
hat4stu metabolitok, vagy azok alkotdi (LANGE és mtsi. 2000, HOLSTEIN és HOHL 2004). A gombak
is sokféle terpén-tipusu anyagcsereterméket allitanak eld, melyek kozt szdmos bioaktiv
masodlagos metabolit, pigment (pl. karotinoidok, helicobasidin), mikotoxin (pl. trichotecének,
PR-toxin), fitotoxin (pl. botrydial, fusicoccin, ophiobolinok) és antibiotikum (pl. fuzidinsav,
pleuromutilin) talalhaté (HANSON 2008). Az 10j bioaktiv molekuldk keresése, jellemzése,
bioszintézisiik ¢és funkciojuk feltardsa, valamint biotechnoldgiai alkalmazasba vondsa a
gombakkal kapcsolatos kutatasok egyik legvaltozatosabb ¢€s legdinamikusabban fejlodo teriilete.
Gombaékban, csakugy, mint az emberben, a terpén metabolitok bioszintézise az un.
altalanos mevalonsav-utrol agazik le. Kiilondsen egyes membranalkotok (pl. az ergoszterin és a
fehérjék N-glikozilacidjaban szerepet jatszo dolikol), valamint szignal és szabalyozd fehérjék
farnezil és geranilgeranil oldallancainak szintézisén keresztiil, az utvonal kozponti 1épéseit
katalizal6 enzimek (pl. a HMG-KoA-reduktdz) és az azokat kodolo gének mukodése olyan
alapvetd biologiai folyamatokra is hatassal lehetnek, mint a morfogenezis, a dimorfizmus, a sejt
integritds fenntartasa, a membranszerkezet ¢és fluiditds biztositasa, a gombaellenes szerekkel
szembeni érzékenység, bizonyos kornyezeti hatasokhoz (pl. az oxigéntenzié vagy az ozmotikus
viszonyok megvaltozasahoz) valo alkalmazkodas, vagy az apoptotikus folyamatok szabalyozasa
(DIMSTER-DENK ¢és mtsi. 1995, ROZE és LINZ 1998, GRABINSKA és PALAMARCZYK 2002, KUZINA
és mtsi. 2006, NICKERSON és mtsi. 2006, VAUPOTIC és mtsi. 2008, BIEN és ESPENSHADE 2010,
JANIK és mtsi. 2012, YASMIN és mtsi. 2012). Mindezen folyamatoknak alapvetd szerepiik van mind
az esetleges biotechnoldgiai alkalmazasok szempontjabol (kiilondsen, ha pont a terpén-
bioszintézis altalanos lépéseit kivanjuk moddositani), mind a patogenitds kutatasaban (pl. a
kolonizacié és a fertézés kialakitasa soran). Mivel a gomba membrankomponens ergoszterin €s
annak bioszintézise a legtobb, a klinikai gyakorlatban hasznalt gombaellenes szer célpontja, az
ergoszterin-bioszintézis €és az ergoszterinszint szabalyozasa szintén intenziven kutatott teriilet
(DONALD ¢s mtsi. 1997, SONG és mtsi. 2003, MACREADIE és mtsi. 2006, BURG és ESPENSHADE

2011, ANDRADE-PAVON ¢és mtsi. 2014).
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2.3. A MIKROBIALIS KAROTINTERMELES VIZSGALATANAK JELENTOSEGE

A karotinoidok zsiroldékony, konjugalt kettds kotéseket tartalmazd, izoprénvazas
vegyiiletek. Az egyik legvaltozatosabb természetes pigmentcsoport, tobb mint 600 féle
szarmazekot ismeriink, melyeket els6sorban novények ¢és kiilonb6zd mikroorganizmusok
(baktériumok, algak és gombak) termelnek (BRITTON és mtsi. 2004). Altalaban sarga, narancs és
voros szintliek, szerkezet szerint megkiilonboztetjiik az Gn. karotinokat, melyek kizarolag szénbdl
¢és hidrogénbdl épiilnek fel (pl. B-karotin és likopin), valamint xantofillokat, melyek az eldbbiek

oxigéntartalmu szarmazékai (pl. B-kriptoxantin, zeaxantin, kantaxantin €s asztaxantin) (2. abra)

(BRITTON 1995).

N NN N

likopin
(b, P-karotin)

7
S 2 2 2 S SN

y-karotin M
(B,W-karotin)

B-karotin
(B,B-karotin)

M\/M i
of B-kriptoxantin )ﬁ% P )\V\W
|

(B,B-karotin-3-ol)

oH zeaxantin
i (B,B-karotin-3,3'-diol)

kantaxantin
(B,B-karotin-4,4'-dion)

asztaxantin
© (3,3'-dihidroxi-B,B-karotin-4,4'-dion)

OH

2. abra. Néhany karotin és xantofill szerkezete.

Azonkiviil, hogy szdmos €161ény szinéért feleldsek, a karotinoidok sokféle egyéb alapvetd
funkcidt is ellatnak. Fotoszintetizald szervezetekben szerepet jatszanak a fotooxidativ stresszel
szembeni védekezésben €s a fotoszintézis folyamatdba is bekapcsolodnak, mint masodlagos
fénygylijté molekulak (FRANK és COGDELL RJ 1996, FRANK ¢és BRUDVIG 2004), a legtobb
¢l6lényben antioxidans és az oxidativ stresszel szemben védd hatést fejtenek ki (NAGUIB 2000,
SANDMANN ¢és MISAWA 2002), fotoreceptorok alkotoi lehetnek, egyes ¢€l6lényekben igy részt
vesznek a fototropizmus ¢és a fototaxis folyamataban, befolyasolhatjak a membranok szerkezetét,
fluiditasat és proton permedabilitasat (BRITTON 2008).

Egyes karotinoidok (pl. B-karotin, lutein vagy zeaxantin) az A-vitamin eldanyagaiként
hatassal lehetnek a fényérzékelés, a latas, a taplalkozas, €és a sejtdifferencialodas folyamataira
(SHARMA ¢és mtsi. 2006, FUHRMAN ¢és mtsi. 2008), vagy novényi hormonok, gomba feromonok és
egyéb bioaktiv hatasu vegyliletek prekurzorai lehetnek (AULDRIDGE ¢és mtsi. 2006, WERNER ¢és

mtsi. 2012). Az emberi egészségre gyakorolt hatasukat (pl. antioxidans és A-provitamin jelleg,
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vagy a latasra és szem pigmentjeire, valamint a taplalkozasra kifejtett kedvezd hatasok, egyes
daganatos betegségek €s érrendszeri problémak megeldzésének lehetdsége) intenziven kutatjak
(FIEDOR és BURDA 2014).

A karotinoidok biotechnoldgiai szempontbdl igen értékes metabolitok, éves piacuk a 2000-
es évek végén elérte az egymilliard dollart (DEL CAMPO ¢és mtsi. 2007). Elsésorban az élelmiszer-
, a kozmetikai-, és a gydgyszeripar teriiletén, valamint az allattenyésztésben — mint takarmany
kiegészitoket — hasznaljak fel jelentésebb mennyiségben. Az egészségre gyakorolt kedvezd
tulajdonsagaiknak koszonhetéen napjainkban a karotinoidok eldallitdsa és fogyasztisa
dinamikusan ndvekvo tendenciat mutat. Az iparban felhasznalt karotinoidok tulnyomo tobbségét
még mindig kémiai szintézissel allitjadk eld. Ugyanakkor a mikrobidlis karotintermelés
megvalositasa olcso, kornyezetbarat eldallitasi technologidk alkalmazésat teszi lehetéveé, mely
egyben csokkentheti a szintetikus eredetli termékek aranyat, ezért a mikrobidlis karotinoidtermelés
javitasa fokozottan kutatott teriilett¢ valt (ITURRIAGA ¢és mtsi. 2000, DAS és mtsi. 2007). A
legnagyobb mennyiségben eldallitott vegyiilet a B-karotin és a likopin, de az utobbi években mind
az alkalmazott, mind az alapkutatas egyre erdteljesebben iranyul a xantofillok (pl. asztaxantin,
kantaxantin, zeaxantin €s -kriptoxantin) termeltetésére. A B-karotint egyrészt antioxidans ¢€s A-
provitamin sajatsdga miatt, masrészt szinezékként hasznaljak élelmiszerekben (pl. vajban,
margarinban, idit6italokban) és kozmetikumokban. Az asztaxantint és kantaxantint jelenleg
leginkébb takarmany kiegészitoként alkalmazzak egyes halak (pl. pisztrang és lazac), valamint
szarnyasok esetében a hus, bor és tojas szinének és mindségének javitasara (HIGUERA-CIAPARA ¢€s
mtsi. 2006, BJERKENG 2008, BREITHAUPT 2008). A zeaxantin és B-kriptoxantin pedig (a luteinnel
egylitt) étrend kiegészitoként jelentéséggel bir az idéskori makularis degeneracido megeldzésében
(BHOSALE és BERNSTEIN 2005, WU és mtsi. 2015).

Az elmult években tobbféle, mikroorganizmusokra alapozott, ipari Iéptékii
karotinoidtermeld eljarast is kidolgoztak, illetve lizembe allitottak. Ilyen célokra legsikeresebben
foként algakat, pl. Dunaliella salina (B-karotin), Haematococcus pluvialis (B-karotin, asztaxantin),
¢és egyes gombakat, pl. Blakeslea trispora (B-karotin, likopin) hasznaltak (DUFOSSE 2006, DAS és
mtsi. 2007). Ugyanakkor szdmos alkalmazas még kisérleti fazisban van, ahol a termelés és a
fermentacido hatékonysagat fokozni, illetve optimalizalni kell. A jelenleg is kutatott ¢&s
potencialisan kihasznalhatonak tekintett karotinoidtermelé mikrobdk kozt emlitést érdemel tobb
baktérium, pl. az asztaxantintermelé Paracoccus sp. N81106 (kordbban Agrobacterium
aurantiacum), a kantaxantintermeld Bradyrhizobium sp., a zeaxantintermeld Flavobacterium
multivorum és Paracoccus zeaxanthinifaciens, valamint tobb gomba, pl. a likopin- és [-karotin-
termeld M. circinelloides f. lusitanicus, P. blakesleeanus, Neurospora crassa €s Fusarium

sporotrichioides, vagy az asztaxantintermeld Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia
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rhodozyma) (BHOSALE és BERNSTEIN 2005, DUFOSSE 2006, MATA-GOMEZ ¢és mitsi. 2014).
Ugyancsak kutatott teriilet, a karotinoidtermelés megvalositdsa egyes nem karotinoidtermeld,
viszont biztonsagosnak tekintett és/vagy a fermentacids eljarasokhoz mar jol adaptalt
mikroorganizmusokban, rekombinans technikdk segitségével. Mas mikrobakbol (pl. Erwinia,
Paracoccus, Alcaligenes torzsekbol) szarmazo karotin-bioszintézis gének kifejeztetésével, sikerrel
termeltettek kiilonb6zd karotinoidokat Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Candida
utilis, Pichia pastoris, Yarrowia lypolitica €s Zymomonas mobilis segitségével (LEE és SCHMIDT-
DANNERT 2002, UMENO és mtsi. 2005, DAS és mtsi. 2007, YE és BATHIA 2012, ZHAO és mitsi.

2013, REYES és mtsi. 2014, ZHU és JACKSON 2015).
2.4. JAROMSPORAS GOMBAK A KAROTINOID-BIOSZINTEZIS KUTATASABAN

Mint a fenti 6sszeéllitasbol is kitlinik, egyes algdk és baktériumok mellett tobb gombafaj
is kiemelt célpontja a karotinoid-bioszintézissel kapcsolatos kutatdsoknak (AVALOS és LIMON
2015). Ilyen ismert modellorganizmusok a N. crassa, a X. dendrorhous €s egyes jaromsporas
gombak. Utdbbiak koziil elméleti és gyakorlati szempontbol is kiemelkednek a Mucoromycotina
altorzsbe tartozo szervezetek (DUFOSSE 2006, TULI és mtsi. 2015, SCHWEIGGERT és CARLE 2016).
Jelentdségiiket mutatja, hogy az ebbe a csoportba tartoz6 B. trispora jelenleg az egyetlen olyan
gombafaj, amelyet ipari -karotin-termeltetésre hasznalnak (pl. Vitatene, DSM) (RoukAsS 2016,
SCHWEIGGERT ¢és CARLE 2016). A nem patogén ¢s mikotoxinokat sem termeld Blakeslea altal
termelt B-karotin élelmiszeripari felhasznalasra is engedélyezett (EFSA 2012). A pigmentet két
ellentétes parosodasi tipusu torzs (+ €s -) keverékével allitjak eld aerob folyadék fermentacioval.
Az eljaras kb. 30 mg/g[szaraz tsmeg] Vagy 3 g/l B-karotin termeltetését teszi lehetdvé (ITURRIAGA és
mtsi. 2005). A fermentaciot kovetden a -karotin-t etil-acetattal extrahdljak, majd tisztitast és
koncentralast kovetden kristalyos formaban, vagy névényi olajokba oldva hozzak forgalomba.

Jaromsporas gombdkban a karotintermelés szorosan 0sszefiigg az ivaros folyamatokkal.
Sok fajnal az ellentétes parosodasi tipusba tartozé micéliumok érintkezési zondjaban ¢élénksarga
Maguk az ivaros folyamatokat kivaltd feromonok is tulajdonképpen parosodasi tipus-specifikus
karotinszarmazékok, egyben a trisporsav (a zigoforok képzodését stimuldld feromon) prekurzor
vegyliletei (SCHIMEK ¢s WOSTEMEYER 2009, SUN és mtsi. 2012a). A trisporsav akar a parosodasi
folyamatoktol fiiggetleniil is serkenti a B-karotin termelddését; a trisporsavnak ezt a [-karotin-
szintézisre gyakorolt pozitiv hatdsat csak jaromsporas gombdknal lehet kimutatni. Nemrég a
trisporsav altalanos szabalyozd funkcigjat is feltartak, a karotin-bioszintézis stimulalasa mellett

hatdssal van a zsirsavak, a szénhidratok €s az aminosavak bioszintézisére is (SUN és mtsi. 2012b).
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Ugyanakkor a B. trispora esetében alkalmazott modszer (taltermeld mutans torzsek
szelektalasa ¢és a novekedést befolyasold kémiai adalékanyagok adagolasa a termeltetés soran),
ugy tlnik elérte a benne rejlé lehetdségek végsd hatarat, a megfelelé molekularis és genetikai
eszkoztar hianya hatréltatja e gomba még hatékonyabb felhasznaldsat (ITURRIAGA és mtsi. 2000).

Az ugyancsak a Mucoromycotina csoportba tartozd6 P. blakesleeanus a karotin-
bioszintézis, a fényérzékelés és a fototropizmus biokémiai és genetikai tanulmanyozasanak egyik
legrégebben hasznalt modellszervezete (DELBRUCK és REICHARDT 1956, BERGMAN és mtsi. 1969).
Vizsgaltadk a kék fény és az ivaros folyamatok, valamint kiilonb6z6 kémiai anyagok
karotintermelést fokoz6 hatisat, szamos karotin-bioszintézisben megvaltozott, vagy
karotintultermeld torzset is eldallitottak és jellemeztek (CERDA-OLMEDO 2001). A kék fény
fokozza a [-karotin képzOodését a specifikus bioszintézis-utvonal enzimeit kodold gének
indukcigjaval (RUIZ-HIDALGO ¢és mtsi. 1997, ALMEIDA és CERDA-OLMEDO 2008, SANZ és mtsi.
2010). A B. trispora-hoz hasonloan, Phycomyces esetében eddig még minden genetikai
transzforméaciods rendszer kidolgozéasara irdnyuld kisérlet kudarcot vallott, ami nagymértékben
hatraltatja a folyamatban szerepet jatszo gének funkciondlis elemzésére ¢és a termelés
befolyasolasara irdnyuld vizsgalatokat (ITURRIAGA és mitsi. 2005). Ez egyelore hatart szab a
tovabbi kutatdsoknak, kiilondsen, ami a sajat karotinféléktdl (Phycomyces esetében ezek a B-
karotin és a likopin) eltéré szarmazékok (pl. zeaxantin, vagy asztaxantin) termelésének lehetdségét
illeti.

Az utobbi években intenziven kezdték tanulmédnyozni az ugyancsak jaromspéras M.
circinelloides f. lusitanicus karotinoid-bioszintézisét is. Ez a gomba rendelkezik néhany, mind a
bioszintetikus Ut vizsgalata, mind a lehetséges alkalmazasok szempontjabol rendkiviil vonzo
tulajdonsaggal. Ilyen sajatossag pl. a M. circinelloides konnyebb kezelhetdsége (az el6z6 fajokhoz
képest sokkal jobban hasznalhaté molekularis genetikai munkakban), a lipidakkumulalo6 képesség,
vagy a morfologiai dimorfizmus jelensége (ITURRIAGA és mtsi. 2005, TORRES-MARTINEZ és mtsi.
2012), vagyis az a képesség, hogy a gomba fonalas formaban és bizonyos koriilmények kozt (pl.
magas hexdzkoncentracid €s/vagy anaerob tenyésztési koriilmények), élesztdszeriien is képes
novekedni (ORLOWSKY 1991). Ez utébbi tulajdonsag a fermentacios alkalmazasok szempontjabol
lehet kiilondsen eldnyds (ITURRIAGA ¢és mtsi. 2005). M. circinelloides esetében szamos a
karotintermelésben megvaltozott mutans torzs is rendelkezésre all (VELAYOS ¢€s mtsi. 1997), a
karotin-bioszintézis molekularis és genetikai hatterét, a termelésben szerepet jatszo tobb gén
funkciojat pedig részletesen elemezték, igy a specifikus karotinoid-bioszintézis 1épéseit €s egyes
a szabalyozasban részt vevo enzimeket kodold géneket azonositottak és jellemezték (NAVARRO ¢€s

mtsi. 2001, 2013, VELAYOS és mtsi. 2000a, b).
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A karotinoidtermelés kutatdsdban betoltott szerepiik is hozzajarult ahhoz, hogy a
kozelmultban mind a P. balkesleeanus (P. blakesleeanus NRRL 1555, JGI, http://genome.jgi-
psf.org/Phybl2/Phybl2.home.html), mind a M. circinelloides (M. circinelloides f. lusitanicus CBS
277.49, JGI, http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.info.html, valamint M. circinelloides f.
circinelloides 1006PhL, Broad Institute, http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
rhizopus_oryzae/MultiHome.html) esetében a teljes genom szekvenciat meghatdroztak, mely

eredmény varhatdan e kutatasok tovabbi felgyorsuldsdhoz és kiszélesedéséhez fog vezetni.
2.5. AZ ALTALANOS MEVALONSAV-UT ES A TERPEN-BIOSZINTEZIS FOBB LEPESEI GOMBAKBAN

Minden terpénszarmazék Ot szénatomos izoprén egységekbdl épiil fel. Az izoprén-
bioszintézise, gombakban csakigy, mint allatokban, a magasabb rendii ndvények citoplazméjaban,
egyes baktériumokban és archedkban, az igynevezett mevalonsav-uton jatszodik le (3. abra).
Baktériumokban, algdkban és a ndvények kloroplasztiszaiban 1étezik egy ettdl eltérd, ,,nem-
mevalonsav-utvonal”  (metileritritol-4-foszfat- vagy deoxixiluloz-5-foszfat-ut), ahol az
izoprénegységek bioszintézise piruvatbol és gliceraldehid-3-foszfatbdl indul ki (LANGE és mitsi.
2000).

A mevalonsav-ut kezdeti 1épései soran két acetil-koenzim A molekulabdl acetoacetil-
metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA) jon létre. Az utobbi Iépést a HMG-KoA-szintdz enzim
katalizalja. A folyamat egyik kozponti [épése a HMG-KoA, HMG-KoA-reduktdz altal katalizalt,
atalakuldsa mevalonsavva.

Az eukariotdk HMG-KoA-reduktdzai egy hidrofob N-termindlis és egy hidrofil C-
terminalis részbdl épiilnek fel. Az elébbi altalaban 2-8 transzmembran régiot és egy, a
poszttranszlacids szabalyozasban szerepet jatszo szterol érzékeld domént (sterol sensing domain;
SSD) tartalmaz, mig az utdbbi az aktiv centrumot foglalja magaba és erdsen konzervalt (ISTVAN
¢s mtsi. 2000, FRIESEN és RODWELL 2004).

Az enzim emldsokben altaldban az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjahoz
kapcsolodik (BURG és ESPENSHADE 2011). S. cerevisiae-ben két izoenzimet (HMG1 és HMG?2)
mutattak ki, melyek sejten beliili lokalizaci6jukban €s szabalyozasukban is kiilonbséget mutatnak.
A két fehérje az ER két kiilonbozo régiojaban talalhato: mig a HMGI a sejtmaghoz egész kozel, a
HMG?2 ettdl tavol helyezkedik el és eltérd hatast gyakorolnak az ER membranszerkezetének
kialakuldsara is (KONING és mtsi. 1996, PROFANT ¢és mtsi. 2000).

Mivel a HMG-KoA mevalonsavva alakuldsa a terpén-bioszintézis egyik sebesség-

meghatarozo 1épése, az enzim milkddése meghatirozé a terpenoid metabolitok képzddése
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szempontjabol, kifejezddése pedig erdsen szabalyozott mind a transzkripcio szintjén, mind poszt-

transzkripcionalisan (BURG és ESPENSHADE 2011).

(o]
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1 Acetil-KoA-
acetiltranszferdz
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OH
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1 HMG-KoA-reduktdz
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[ Karotinoidok ]

3. abra. Az altalanos mevalonsav-ut és az izoprén-bioszintézis fobb 1épései.
Roviditések: IPP, izopentenil-pirofoszfat; DM AP, dimetilallil-pirofoszfat; GPP, geranil-pirofoszfat; FPP, farnezil-
pirofoszfat; GGPP, geranilgeranil-pirofoszfat.

crer

soran képzddo kozti- és végtermékek, igy pl. a szterolok, a farnezol, a geranilgeranol, vagy éppen
a karotinoidok. Az enzim mddositasaval befolyasolhaté tobbek kozt a karotinoidok és mas
terpénszarmazékok, vagy a membranalkotd szterolok (pl. emberben a koleszterin, vagy
gombakban az ergoszterin) termelddése, ezért a HMG-KoA-reduktaz miikodése és szabalyozasa

biotechnologiai ¢és klinikai szempontbol is érdekes és mind emberben, mind gombdkban erdsen
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kutatott (ESPENSHADE ¢s HUGHES 2007, BURG ¢és ESPENSHADE 2011, YE és BATHIA 2012). Az
enzim kompetitiv inhibitorai a sztatinok, melyeket koleszterinszint csdkkentd hatdsuk miatt
gyogyszerként alkalmaznak és kutatnak, de gombaellenes hatassal is rendelkeznek (CHAMILOS és
mtsi. 2006, QIAO €s mtsi. 2007, GALGOCZY ¢s mtsi. 2009, BELLANGER ¢s mtsi. 2016). A HMG-
KoA-reduktaz tulmuikodtetésével szamos esetben sikeresen fokoztak a karotinprodukceiot
kiilonb6z6 organizmusokban (SHIMADA ¢€s mtsi. 1998, WANG és KEASLING 2002, YAN és mtsi.
2012).

A mevalonsavbdl 5-foszfomevalonsavon keresztiil 5-pirofoszfomevalonsav képzddik (a
folyamatot a mevalonsav-kinaz és az 5-foszfomevalonsav-kinaz katalizalja), ebbdl jon létre, az 5-
pirofoszfomevalonsav-dekarboxilaz enzim segitségével, a terpénvegyliletek épitdegysége, az ot
szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP) (3. abra).

Az 1zoprén-bioszintézis kovetkez0 szakasza az IPP izomerizacidjaval kezdddik, melynek
soran dimetilallil-pirofosztat (DMAPP) keletkezik. Egy DMAPP- ¢és egy IPP-molekula
kondenzacidja hozza létre a tiz szénatomos geranil-pirofoszfatot (GPP, Cio), majd tovabbi IPP
pirofosztat (FPP, Cis) és a geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP, Cyo) képzddéséhez vezet. Ezeket a
1épéseket a prenil-transzferazok kézé tartozo izoprenil-pirofoszfat-szintazok katalizaljak, melyek
eltérd hosszusagh koztitermékekre specifikusak (LIANG és mtsi. 2002). Ezen enzimek kozds
evolucios eredetét jelzi, hogy aminosav szekvencidjuk két erésen konzervalt aszparaginsavban
gazdag régidt tartalmaz. Ezek koziil az elsd, az un. FARM régi6 (first aspartate rich motif, D-D-
X24-D), melynek kornyékén taldlhatdé aminosavak meghatarozoak a szubsztrat specificitas
szempontjabol; a szubsztrat és az IPP kozott 1étrejovo 0y C-C kotések kialakitasaban ugyanakkor
a masodik, SARM régionak (second aspartate rich motif; D-D-X»-D) tulajdonitanak jelentdséget
(LIANG és mtsi. 2002, SZKOPINSKA és PLOCHOCKA 2005). Valoszinti, hogy a gombak tobbségében
a GPP ¢s az FPP képzddésért egyazon enzim, az FPP-szintdz felelos, mig a GGPP képzddését a
GGPP-szintdz katalizalja (OGURA és KOYAMA 1998, SZKOPINSKA ¢és PLOCHOCKA 2005). A
képz6do koztitermékek nem csak egymas prekurzorai, de kiindulasi vegytiletként szolgalnak az
egyes terpénszarmazékok specifikus bioszintéziséhez is. Igy a GPP a monoterpének, az FPP a
szterolok, dolikolok, hopanoidok, szeszkviterpének, triterpének, egyes fehérjék farnezil csoportjai
¢s a politerpének, a GGPP pedig az ubikinon prenilcsoportja, egyes fehérjék geranilgeranil
oldallancai, a diterpének és a karotinoidok eldanyaga (LIANG ¢és mtsi. 2002, HOLSTEIN és HOHL
2004). Noha az egyes prenil-szintazok (pl. az FPP- és GGPP-szintazok) az IPP-egységeket
meghatarozott lanchosszsagu szubsztratokhoz kapcsoljak, apré valtozasok az aminosav
sorrendben e specificitds megvaltozadsahoz vezethetnek. Példaul a FARM régio6 elott talalhato

aminosavak cseréjével befolyasolhaté az, hogy az enzim milyen hosszii szénldncu prenil-
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pirofosztat molekulakat képes szubsztratként megkotni (OHNUMA ¢€s mtsi. 1996, UMENO ¢és mitsi.
2005). Iranyitott in vitro evolucids technikakkal igy olyan gének allithatok eld, amelyekrdl az
atirddo enzimek eltérd hatékonysaggal, kiilonbozd hosszusagu termékeket képeznek, akar ismert,
akar teljesen 1j, szokatlan szénatomszamu karotinoidjellegli molekuldkat (LEE és mtsi. 2005,
SCHMIDT-DANNERT ¢és mtsi. 2006).

A bioszintetikus 1épések egymasra épiilése miatt, a koztitermék-, illetve prekurzorszintek
¢€s az izoprén-bioszintézisben résztvevd enzimek (elsdésorban a mar emlitett HMG-KoA-reduktéz,
valamint az IPP-izomerdz ¢és a kiilonb6z0 prenil-transzferdzok) aktivitdsa és szabalyozasa
alapvetden befolyasoljak a specifikus utak végtermékeinek mennyiségét. A mevalonsav-ut és az
izoprenoid-bioszintézis egyes sebesség-meghatarozo 1épéseinek modositasat €s a bioszintetikus Ut
attervezésének lehetdségeit régota kutatjdk. A mikrobidlis karotintermelés javitasa érdekében is
szamos, az izoprén-bioszintézisben résztvevd gén modositasaval probalkoztak kiilonbozd
organizmusokban. Példaul a sziikséges géneket expresszalo €s igy karotintermelésre képes E. coli
torzsben H. pluvialis és X. dendrorhous moddositott IPP-izomerdz gének kifejeztetésével a
karotinoidakkumulacié fokozhatd volt (KAJIWARA €és mtsi 1997, MISAWA és SHIMADA 1998;
ALBRECHT ¢s mtsi. 1999). Az IPP- és a DMAPP-ellatas novelése ugyancsak tobbszorosére emelte
a karotinprodukciot likopintermeld E. coli torzsekben (KAJIWARA és mtsi 1997, RODRIGUEZ-
VILLALON ¢és mitsi. 2008). Ugyanakkor modositott, karotintermelésre képes C. utilis-ben exogén
IPP-izomeraz gén kifejeztetésének nem volt hatdsa az izoprénszarmazékok mennyiségére
(MISAWA ¢€s SHIMADA, 1998). Hasonlo eredményre vezetett X. dendrorhous-ban a gomba sajat
IPP-izomerazanak modositasa (a promoter kicserélése a Xanthopyhllomyces er6sebben kifejezddd
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz génjének promoterére) (VISSER és mitsi. 2005). Noha a
GGPP-szintdz katalizalja az utols6 nem karotinspecifikus 1épést a terpén-bioszintézis soran, hiszen
részt vesz pl. az ubikinon és szdmos fehérje preniloldallancanak szintézisében is, gy tlinik, hogy
karotintermeld szervezetekben a kifejezOdése Osszehangolt a karotinoidspecifikus enzimek
miikddésével, s6t baktériumokban génje része a karotinoid-bioszintézisért felelds gén
klasztereknek (SANDMANN 1997). A karotinoid-bioszintézis gének ¢és a GGPP-szintdz gén
0sszehangolt szabalyozasat elsOként N. crassa-ban figyelték meg, ahol a gén atirodasat, hasonldan
a karotinoidspecifikus szakasz génjeihez, a kék fény indukalja (BAIMA és mtsi. 1991). A GGPP-
szintaz altal katalizalt reakcid sebesség-meghatarozonak bizonyult a karotinoid-bioszintézis
szempontjabol tobb organizmusban (KANG és mtsi. 2005, DAS és mtsi. 2007) és modositasa, illetve
talmikodtetése felhasznalhatd a karotinoidtermelés fokozasara (MATTHEWS €s WURTZEL 2000,
WANG és mtsi. 2000, LEE és SCHMIDT-DANNERT 2002, CHANG és KEASLING 2006, VERWAAL és

mtsi. 2007, BREITENBACH és mtsi. 2011).
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2.6. A B-KAROTIN-BIOSZINTEZIS SPECIFIKUS LEPESEI GOMBAKBAN

A doktori dolgozatban bemutatott kutatds modellorganizmusaként valasztott M.
circinelloides f. lusitanicus esetében a karotinoid-bioszintézis 6 terméke a B-karotin. E gombaban
a bioszintézis specifikus l1épéseit és génjeit azonositottak és részletesen jellemezték (VOIGT és
mtsi. 2016).
fitoén-szintaz enzim katalizal (4. abra). Ennek eredményeként keletkezik a szintelen, de mar 40
szénatomos fitoén. Gombakban a fitoén-szintdz ¢és a [-karotin-bioszintézis utolsd 1épéseit
katalizalo likopin-ciklaz aktivitdsokat egyetlen gén kodolja, melyet M. circinelloides-ben carRP-
nek (VELAYOS és mtsi. 2000b), P. blakesleeanus-ban és B. trispora-ban pedig carRA-nak
(RODRIGUEZ-SAIZ ¢és mtsi. 2004, SANZ ¢és mtsi. 2011) neveztek el. A gént néhany méas gombaban
is leirtak ¢és jellemezték, pl. X. dendrorhous (crtYB; VERDOES ¢s mtsi. 1999), N. crassa (al-2;
ARRACH ¢s mitsi. 2002) vagy Fusarium fujikuroi (carRA; LINNEMANNSTONS ¢és mtsi. 2002)
esetében.

A kettOs kotések kialakitasat, azaz a keletkezett fitoén molekula dehidrogénezését, a M.
circinelloides-ben a carB gén altal kodolt fitoén-dehidrogendz enzim végzi (VELAYOS ¢és mitsi.
2000a). A folyamat tobb 1épésben neurosporén képzodésén keresztiil valosul meg €s a piros szinii
likopin képzddéséhez vezet (4. abra).

A bioszintézis két utolso 1épésében a likopin molekula két vége gytirivé zarodik, kialakul
a B-karotin. A likopin ciklizaciojat, azaz a jonon gylirik kialakitdsat, a mar emlitett fitoén-
szintaz/likopin-ciklaz enzim végzi (CarRP). A M. circinelloides CarRP fehérje 614 aminosavbol
all; a fitoén-szintdz aktivitdsért a molekula C-terminalis (P domén), mig a likopin-ciklaz
aktivitasért a fehérje N-terminalis szakasza (R domén) felelds, utdébbi tobb transzmembran régiot
is tartalmaz (VELAYOS és mtsi. 2000b). Amennyiben a likopin-ciklaz aktivitast hordoz6 R domént
eltavolitjuk, mind a likopin-cikldz, mind a fitoén-szintdz aktivitds megsziinik, ha azonban a P
domént tordljiik, akkor a fehérje csak a fitoén-szintdz aktivitast veszti el, likopin-ciklaz aktivitasa
megmarad (VELAYOS €s mtsi. 2000b). Mindkét enzimaktivitdshoz sziikség van tehat a membranon
atnyulo szakaszokra, illetve a membranhoz valo lehorgonyzéas képességére. Mindezek alapjan
ITURRIAGA ¢és mitsi. (2000) megalkottdk a M. circinelloides PB-karotin szintézisének
,multienzimatikus modelljét”, mely szerint két CarRP és négy CarB molekula alkot egy
komplexet, mely a CarRP R doménjének transzmembran régiodin keresztiil a karotinoidok
bioszintézisének helyet add6 kompartment membranjaba agyazodik. A CarRP fitoén-szintaz
aktivitast hordozo P doménje és a CarB kinyulik a membranbol. A négy CarB molekula
mindegyike egy-egy dehidrogénezési 1épést katalizal, hasonloképpen, a két CarRP R doménjei a
membranba meriilve egy-egy ciklizacios 1€pést katalizdlnak. A szintetizal6dd6 molekula
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végighalad az enzim aggregadtumon, mely a képzddo B-karotint a membran lipidrétegébe bocsajtja
ki. Hasonl6 molekula komplexeket feltételeznek, illetve részben bizonyitottak, az ugyancsak -
karotint termeld P. blakesleeanus és az asztaxantintermeld X. dedrorhous esetében is (CERDA-

OLMEDO 1987, VERDOES ¢s mtsi. 2003, ALMEIDA és CERDA-OLMEDO 2008).

2 x GGPP
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4. abra. A karotinoid-bioszintézis specifikus lépései M. circinelloides-ben.
A CarRP egy bifunkcionalis fehérje, melynek fitoén-szintdz ¢és likopin-ciklaz aktivitdsa is van. A jobb oldalon két
mutans és egy karotinoidtermelés szempontjabol vad tipusu M. circinelloides torzs tenyészete lathatod; A: fitoén-
dehidrogenaz delécids mutans torzs, B: likopin-ciklaz mutans torzs, C: vad tipusi torzs.

A karotinoidspecifikus gének gombdkban altaldban egymds mellett, klaszterszerlien
fordulnak el6 (VELAYOS és mtsi. 2000b, LINNEMANNSTONS ¢és mtsi. 2002, RODRIGUEZ-SAIZ ¢€s
mtsi. 2004, PRADO-CABRERO ¢s mtsi. 2007). A M. circinelloides genomban a carB ¢és a carRP gén
forditott orientdcidban, egymastol egy kozos, mindossze 446 bp-bdl allo szabalyozd régidval
elvalasztva helyezkedik el. A két gén 0sszehangolt szabalyozas alatt all, mindkettd atirddasat kék
fény indukalja (VELAYOS €s mtsi. 2000b, ITURRIAGA ¢és mtsi. 2000). Az, hogy a kék fény fokozza

a karotinakkumulaciot, egyes organizmusokban, mint a mar emlitett N. crassa-ban, régota ismert
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(CERDA-OLMEDO ¢és CORROCHANO 1996, LINDEN ¢és mtsi. 1997). Ugyanakkor ez a fotoregulacio
nem univerzalis, s6t a Mucorales rendben sem altalanos, a B. trispora esetében példaul nincs hatasa

a fénynek a karotin-bioszintézisre (ITURRIAGA és mtsi. 2000).
2.7. A JAROMSPORAS GOMBAK GENETIKAI MANIPULACIOJA

A biologiai alapkutatasok €s a biotechnoldgiai fejlesztések egyarant igénylik a génfunkcid
¢s kifejez0dés vizsgalatanak és befolyasolasanak rutinszeriien alkalmazhaté modszereit, melyek
magukban foglaljdk a genetikai transzformécios eljardsokat, valamint megfelelé szelekcios
markereket €s a génkifejezddést biztositd szekvenciakat.

Jaromsporas gombak esetében a leggyakrabban alkalmazott génbeviteli eljaras a polietilén-
glikol- (PEG) kdzvetitette protoplaszt-transzformacid (VAN HEESWIICK €s RONCERO 1984, ARNAU
€s STROMAN 1991, ITURRIAGA és mtsi. 1992, RUIZ-HIDALGO és mtsi. 1999, NAVARRO €és mtsi.
2001, QUILES-ROSILLO és mtsi. 2003, APPEL és mtsi. 2004, LARSEN és mtsi. 2004, ALVAREZ és
mtsi. 2006). E modszerrel végezték az elsé sikeres jaromsporas gomba-transzformaciot is, éppen
az altalunk is vizsgalt M. circinelloides f. lusitanicus esetében (VAN HEESWIICK és RONCERO
1984). A protoplasztok képzése altalaban fiatal hifakbol, vagy csirdzd sporakbol torténik
(ITURRIAGA ¢és mtsi. 1992, IBRAHIM ¢és SKORY 2007). Egyes fajok eset¢ben a modszer
alkalmazhat6sagat megneheziti a sejtfalat felépitd kitin és kitozan polimereket bontd
enzimkészitmények és a megfelelden optimalizalt eljarasok hidnya (JUNG és mtsi. 2000). A 2000-
es évek eleje ota egyre gyakrabban hasznéljdk az elektroporaciot (SCHILDE és mitsi. 2001,
GUTIERREZ ¢s mtsi. 2011, TORRES-MARTINEZ és mtsi. 2012, LEE és mtsi. 2013), de tobb esetben
sikerrel alkalmaztak a biolisztikus mddszert (kiilondsen az ipari és biotechnologiai fejlesztések
soran) (GONZALEZ-HERNANDEZ ¢és mtsi. 1997, BARTSCH és mtsi. 2002, SKORY 2002, TAKENO és
mtsi. 2004, IBRAHIM ¢és SKORY 2007) és az Agrobacterium tumefaciens-kozvetitette
transzforméaciot (AMT) is (MONFORT ¢€s mtsi. 2003, MICHIELSE ¢€s mtsi. 2004, 2005, IBRAHIM ¢€s
SKORY 2007). A jaromspdras gombak elektroporalasdhoz ¢és A. tumefaciens-kozvetitette

Amennyiben a transzformdldé DNS-t cirkuldris plazmidon juttatjuk be egy jaromsporas
gombaba, az szinte mindig episzomalisan, autoném replikalodo elemként marad fenn (REVUELTA
és JAYARAM 1986, SUAREZ és ESLAVA 1988, YANAI és mtsi. 1990, BURMESTER 1992, ITURRIAGA
és mtsi. 1992, BENITO és mtsi. 1995, WOLFF és ARNAU 2002, QUILES-ROSILLO ¢s mitsi. 2003,
APPEL ¢és mtsi. 2004, ORTIZ-ALVARADO ¢és mtsi. 2006). Az igy bevitt DNS nagyon ritkan
integralodik a genomba, még akkor is, ha a plazmid hosszabb homolog szakaszokat tartalmaz.
Amennyiben az integracid mégis bekovetkezik, szinte mindig ektopikus, azaz véletlenszeri a

beépiilés (ARNAU és mtsi. 1991, ARNAU és STROMAN 1993, WADA és mtsi. 1996, YAMAZAKI és
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mtsi. 1999, WOLFF ¢és ARNAU 2002, SKORY 2002, 2004, 2005). A cirkularis plazmidok
alkalmazésa altalaban nagy transzformacios gyakorisagot biztosit, bar az igy létrehozott torzsek
sokszor mitotikusan instabilak és nem szelektiv koriilmények kozt tenyésztve gyorsan elveszitik a
plazmidokat (WOLFF és ARNAU 2002; APPEL ¢s mtsi. 2004; ORTIZ-ALVARADO ¢s mtsi. 20006,
IBRAHIM és SKORY 2007).

Nagyon alacsony gyakorisaggal ugyan, de a transzforméaldé DNS integracidja a genomba
kett6s homoldg rekombindacid kikényszeritésével megoldhat6. Ebben az esetben a transzformaciot
olyan linearis DNS fragmentummal végezziik, mely a bejuttatni kivant szakasz két végén, a kettOs
rekombinaciét iranyito, extenziv (>1000 bp) homolog szakaszokat tartalmaz (IBRAHIM és SKORY
2007). Ilyen, homoldg rekombinacion alapuld génkicserélédéssel azonban csak néhany esetben
sikeriilt géndeléciot megvalositani M. circinelloides-ben (GUTIERREZ és mtsi. 2011, LEE és mtsi.
2013, YUZzZBASHEV ¢s mtsi. 2015) Az AMT eljardsok altaldban egykopias integraciot
eredményeznek, azonban szintén nem minden esetben sikertiilt stabil transzformansokat nyerni
ezzel a mddszerrel (MONFORT ¢€s mtsi. 2003, MICHIELSE és mtsi. 2004). Jaromspdras gombakbol
tehat nem konnyli mitdtikusan stabil transzforméns torzseket eldallitani. Egyes szerzok ezen
organizmusok esetében feltételezik egy, a gazda genomot védé mechanizmus jelenlétét, mely
¢s mtsi. 2004, IBRAHIM és SKORY 2007). Emellett sz6l, hogy szamos esetben szdmoltak be a
bejuttatott DNS csonkolddasarol, illetve a transzformansok fenntartdsa sordn bekovetkezd
atrendezddésérol, esetleg teljes eliminacidjarol (Y ANAI és mtsi. 1990, BURMESTER 1992, ARNAU
és mtsi. 1991, MACKENZIE és mtsi. 2000, MONFORT ¢és mtsi. 2003). El6fordulhat, hogy a gombakba
bejuttatott linearis fragmentumok ujra gylirlivé zarddnak, amelyek episzomalisan, autonom
replikalodo elemekként maradhatnak fenn és esetleg tovabbi atrendezOdéseken mehetnek
keresztiil, ami végiil ugyancsak a transzformansok instabilitasat eredményezi (SKORY 2002, 2004,
2005, IBRAHIM €s SKORY 2007).

A kiilonboz6 gének funkciondlis elemzésére, a génkifejezddés tanulmanyozisara és
modositasara a delécio jol alkalmazhatd alternativdja az RNS-alapii géncsendesités (TORRES-
MARTINEZ €és mtsi. 2012, MEUSSEN ¢és mtsi. 2012). Jaromsporas gombéakban az RNS-interferencia
mechanizmusanak feltarasa €s jellemzése folyamatban van, ennek f6 modellorganizmusa épp az
altalunk is vizsgalt M. circinelloides f. lusitanicus (NICOLAS és mtsi. 2010, 2015, CALO és mtsi.
2012, CERVANTES ¢s mtsi. 2013). A génfunkci6 elemzésére az RNS-alapt csendesités kiilonb6zo
modszereit csak a legutobbi években kezdték alkalmazni, eddig elsdsorban R. oryzae esetében,
huméan patogén torzsek virulencia faktorainak vizsgalatara (IBRAHIM ¢s mitsi. 2010) ¢és
biotechnologiai jelentdségli torzsek tejsavtermeld képességének modositasara (GHEINANI €s mtsi.

2011) hasznaltak.
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3. CELKITUZESEK

Munkank {6 célja, hogy megvizsgaljuk egyes [-karotin-termeld jaromspdras gombak
biotechnologiai alkalmazéasanak lehetdségeit és bioldgiai feltételeit, valamint, hogy késobbi alap-
¢s alkalmazott kutatasokban felhasznalhatd karotin- és xantofilltermeld torzseket és modszereket
hozzunk létre, illetve dolgozzunk ki.

Mindez magaban foglalja az altalanos mevalonsav- €s a specifikus karotinoid-bioszintézis
genetikai hatterének feltarasat, megfeleld transzformacios rendszerek és egyéb kisérleti modszerek
fejlesztését, valamint 1j gombatdrzsek létrehozéasat és jellemzését. A tavlati cél olyan termeld
torzsek létrehozéasa, melyek a jelenleg ismerteknél nagyobb karotinoidprodukciéra és/vagy uj
karotinoidszarmazékok, elsdsorban xantofillok (pl. kantaxantin) termelésére képesek.

Mivel a mevalonsav-uton képz6dd egyéb metabolitok (pl. ergoszterin, dolikol, prenilalt
fehérjék) tobb alapvetd biologiai folyamatban is szerepet jatszanak, a bioszintetikus utvonal
génjeinek jellemzése a bioldgiai alapkutatisok olyan teriiletei szdmara is 0j informaciokkal
szolgalhat, mint a gomba morfogenezis, a dimorfizmus, a sejt integritds fenntartdsa, az
opportunista patogén tulajdonsag és a gombaellenes szerek iranti érzékenység, vagy a kdrnyezeti
valtozasokhoz valo6 alkalmazkodés kutatésa.

A kutatas modellorganizmusanak a B-karotin-termelé M. circinelloides f. lusitanicus-t
valasztottam. Egyrészt mivel egyéb sejt- és molekularis biologiai kutatdsokban hagyoméanyosan
hasznalt modellorganizmus ¢€s igy a molekuldrisan legjobban jellemezett jaromsporas gombak
koz¢ tartozik, masrészt mivel e gomba a molekularis vizsgalatokban jobban alkalmazhatd, mint a
karotin-bioszintézis kutatdsdban szintén haszndlt B. trispora és P. blakesleeanus. Emellett, e
gombdra jellemzd a morfoldgiai dimorfizmus, mely az esetleges fermentacios alkalmazasok
szempontjabol is eldnyOs lehet, de jo kisérleti hatteret biztosit a terpén-bioszintézis

morfogenezisben €s a kdrnyezeti valtozasokra adott valaszban betoltott szerepének vizsgalatdhoz.

Mindezeket figyelembe véve, munkank sordn a kdvetkezd konkrét feladatokat kivantuk

megvaldsitani:

1. Karotinoidtermel6 jaromsporas gombak torzsgyijteményének létrehozasa és jellemzése.

A torzsgyljteményben elsOsorban olyan jaromsporas gombatorzsek elhelyezését ¢€s
jellemzését terveztiik, amelyek a karotintermelés befolyasolasat célzo tovabbi vizsgalatokban
felhasznalhatok. A célkitlizés magaban foglalja 10j, természetes karotinoid és lipidszert

metabolitokat termelé gombak (els6sorban a Mucorales és Mortierellales rend tagjainak)
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azonositasat, valamint az ilyen anyagokat termeld fajok variabilitdsanak és filogenetikajanak
vizsgalatat is, kiilonds tekintettel a Mucoromycotina altdrzs eddig kevéssé vizsgalt csoportjaira
(pl. az olajtermel6 gombakat tartalmaz6 Mortierellales rend). Ez utobbi feladat elvégzését az is
indokolja, hogy az irodalmi attekintésben emlitett B. trispora, P. blakesleeanus ¢és M.
circinelloides modellorganizmusokon kiviil, csak nagyon korlatozott ismeretek allnak
rendelkezésre mas jaromspords gombak termeldképességére vonatkozoan. Ugyanakkor a
mikrobialis karotinoidtermelés fejlesztése indokolnd, hogy az ilyen irdnyu vizsgalatokat mas,

esetleg kedvezObb tulajdonsagu gombatorzsekre is kiterjessziik.

2. Az altalanos mevalonsav-ut és az izoprén-bioszintézis kulcslépéseit katalizalo enzimek
(HMG-KoA-reduktaz, IPP-izomeraz, valamint FPP- és GGPP-szintazok) génjeinek
funkcionalis jellemzése és a B-karotin-termelés befolyasolasa a bioszintézis-titvonal genetikai

modositasaval jAromsporas gombakban.

E feladat {6 célja, hogy megvizsgaljuk, az emlitett gének, illetve az altaluk kodolt enzimek,
milyen szerepet jatszanak a terpén- és elsdsorban a karotinoid-bioszintézisben. Ugyancsak
terveink kozott szerepelt annak elemzése, hogy e gének, melyekrdl azt tartjdk, hogy a terpén-
bioszintézis sebesség-meghatarozd enzimeit kodoljak, felhasznalhatok-e a karotinoidtermelés

javitasat célzo tovabbi kutatasokban.

3. A specifikus karotin-bioszintézis modositasa és xantofillok termeltetésének lehetésége

Mucor-ban.

A jaromspérds gombak karotinoid-bioszintézisének f0 terméke a B-karotin. A kutatasi
program részeként célul tiztiik ki a B-karotinbol kiinduld, asztaxantinig vezetd bioszintetikus tt
heterolog, bakteridlis és gomba eredetli génjeinek kifejeztetését a [-karotin-termeld M.
circinelloides-ben. A gének bevitelét tobbféle expresszids rendszerben kivantuk elvégezni, majd
az igy létrehozott kisérleti rendszerben kivantuk elemezni a termelt karotinoidok és xantofillok
Osszetételét és mennyiségét. Azt reméltiik, hogy e kisérletek eredményeként olyan modositott,
karotinoidtermelésiikben jellemzett Mucor térzsparkot sikeriil 1étrehozni, mely alapul szolgalhat a

tovabbi elméleti és alkalmazott kutatasok szamara is.

4. A bioszintézis utak elemzéséhez és modositasahoz, valamint a génfunkciok vizsgalatahoz
sziikséges eljarasok — mindenekelott a jaromsporas gombakra adaptalt, hatékony

transzformacios rendszerek — kidolgozasa.
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A karotinoidtermelésben résztvevd gének funkciondlis elemzéséhez és a termelés
befolyasolasahoz sziikség van megfeleld genetikai transzformécios rendszerekre. Jaromsporas
mitdtikusan stabil transzformansokat biztosito eljarasok hianya. Ezt figyelembe véve, célul tiiztiikk
ki, kiilonb6zd hatékony — a bevitt DNS integrativ és/vagy stabil autoreplikativ fennmaradésat
lehetdvé tevé — eljarasok kidolgozasat. Olyan modszerek kidolgozasara torekedtiink, amelyek
nemcsak a modellorganizmusnak valasztott M. circinelloides, hanem mas, pl. esetlegesen a
karotinoid-bioszintézis kutatasaba és fejlesztésébe bevonhatod (lasd 1. célkitlizés), jaromsporas

gombak vizsgalata sordn is felhasznalhatok lehetnek.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A VIZSGALATOK SORAN HASZNALT MIKROORGANIZMUSOK

A dolgozatban modellorganizmusként a M. circinelloides f. lusitanicus MS12 torzsét
(SZMC 12082) hasznaltuk. E torzs a CBS 277.49 torzsbol képzett leuAd™ és pyrG- mutans (BENITO
¢s mtsi. 1992), mely leucin és uracil auxtotrof, de a karotinoidtermelésre nézve vad tipusu.
Emellett részletesebben vizsgaltuk a Backusella lamprospora SZMC 11061B (NRRL 1422), a
Gilbertella persicaria SZMC 11089 és a Rhizomucor miehei SZMC 11005 (NRRL 5282) torzsét.
A crtR és crtS gének izolalasdhoz a Xanthophyllomyces dendrorhous SZMC 9008 (CBS 6938)
torzset hasznaltuk. A vizsgalatok sordn létrehozott jaromsporas gombagytlijteményt a Fiiggelék
F1. tablazata ismerteti. A torzsgylijteményben elhelyezett torzseket 22% glicerint és 0,01%
Tween 80-t tartalmaz6 véddanyagban eltett spora szuszpenzidk formajaban -80 °C-on taroljuk. A
klénozasi, vektorépitési és génexpresszios kisérletekben XL1-Blue, DHS5a és TOP10F" E. coli
torzseket haszndltunk, melyeket, sziikség szerint 50-100 pg/ml ampicillinnel kiegészitett, LB
tapkozegben neveltiik. Az 4. tumefaciens-kozvetitette transzformécidhoz az AGL1 (LAZO és mtsi.
1991), GV3101 (KONCZ és SCHELL 1986) ¢s GV2260 (MCBRIDE és SUMMERFELT 1990) torzseket
hasznaltuk.

4.2. A GOMBAK TENYESZTESE SORAN HASZNALT FONTOSABB TAPKOZEGEK

A legtdbb vizsgalathoz (pl. karotinoid- és ergoszterintartalom méréséhez, DNS- és RNS-
kivonashoz) a gombatorzseket minimal, YNB (veast nitrogen base; 1% gliikoz, 0,15% (NH4)2SO4,
0,15% Na-L-glutaminat, 0,05% YNB; pH 4.,5) tapkozegben neveltiikk. Szilard taptalaj
eléallitasdhoz 2% agart adtunk a tdpoldathoz; a tapkdzeget sziikség szerint 0,05% uracillal és/vagy
leucinnal egészitettiik ki. Egyes vizsgalatokban a gliikdzt azonos mennyiségii egyéb szénforrasra
cseréltiik. Komplett tapkozegkeént altalaban malatas (MEA; malt extract agar; 1% glikoz, 0,5%
¢lesztOkivonat, 1% malatakivonat), éleszt6-gliikoz (YEG; veast extract glucose; 1% gliikoz, 0,5%
¢lesztOkivonat), éleszté-pepton-glikoéz (YPG; yeast extract peptone glucose; 1% glikoz, 1%
pepton, 0,5% ¢élesztOkivonat) tapkdzegeket alkalmaztunk (szilard taptalaj eldallitasahoz 2% agart
adtunk a tapoldatokhoz). Egyes vizsgalatokban (pl. a gombatorzsek morfoldgiai jellemzése) zab-
(OA; oatmeal agar; Difco, Becton, Dickinson), vagy kukoricaliszt agart (CMA; cornmeal agar;
6% kukoricaliszt, 1,5% agar) hasznaltunk.

4.3. ALTALANOS MOLEKULARIS TECHNIKAK

Az olyan alapvetd molekularis eljarasokat, mint a baktérium transzformacio, a plazmid
DNS-ek izolalasa, a DNS restrikcios emésztése €s ligalasa, a génklonozas, a plazmid konstrukciok

elkészitése, a nukleinsavak elektroforézise ¢és hibridizacioja, valamint gélbdl torténd
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visszaizolalasa, az altalanosan hasznalt standard eljarasok (SAMBROOK ¢s mtsi. 1989), valamint a
felhasznalt kitek gyartoinak utasitasai alapjan végeztiik. A genomi DNS tisztitdsa az ITURRIAGA
¢s mtsi. (1992) altal leirt CsCl/bis-benzimid gradiens centrifugalasos moddszerrel vagy
kereskedelmi forgalomban kaphato kitekkel (pl. MasterPure Yeast DNA Purification Kit;
Epicentre, vagy DNeasy Plant Mini Kit; Qiagen) tortént. Az RNS-tisztitdst Northern-
hibridizacidhoz CHOI és mtsi. (1988) modszerével, vagy TRI-reagenssel (Sigma) végeztik a
gyarto utasitasainak megfelelden; egyéb esetekben az E.Z.N.A Total RNA Kit II-t (Omega Biotek)
hasznaltuk a gyarto utasitasait kovetve. A hibridizaciés probak elkészitéséhez a digoxigenin alapti
PCR DIG Probe Synthesis Kitet (Roche) hasznaltuk, a detektalast pedig ,,CDP-Star” (Roche)
kemilumineszcens reagenssel, vagy NBT-BCIP alapt DIG DNA Detection Kittel (Roche)
végeztiik. A gének izoldlasdhoz, plazmid konstrukcidk és a hibridizacios probak elkészitéséhez,
vagy a transzformansok elemzéséhez szdmos esetben polimeraz lancreakciot alkalmaztunk. A R.
miehei NRRL 5282 génkonyvtar készitéséhez a Lambda FIX II/Xhol Partial Fill-In Vector Kit
(Stratagene) és a Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene) kiteket hasznaltuk a gyartd
utasitasai szerint (VASTAG és mtsi. 2004, LUKACS ¢és mtsi. 2009). A M. circinelloides cDNS
expresszios konyvtar elkészitéséhez a cDNA Synthesis Kitet (Stratagene) hasznaltuk. Az igy nyert
DNS molekuldkat, melyek végeiken EcoRI €és Xhol restrikcios hasitd helyeket hordoztak,
pBluescript II SK plazmidba kloénoztuk. A M. circinelloides 1PP-izomeraz (ipi) gén teljes
meghatdrozasat a GenomeWalker Universal Kittel (Clontech) végeztiik a gyartd utasitasainak
megfelelden. A plazmidok tervezéséhez és elemzéséhez a Clone Manager programot hasznaltuk
(http://www.scied.com/index.htm). A vizsgélatok soran tervezett, illetve felhasznalt plazmidokat
az F2. tablazat, a PCR kisérletekhez tervezett inditoszekvenciakat az F3. tablazat tartalmazza. A
M. circinelloides carG gén transzkripcid inicidcidés helyeit primer extenzids elemzéssel
allapitottuk meg BLASCO ¢s mtsi. (2002), valamint VELAYOS és mtsi. (2003) szerint. Ehhez egy
19 tagn, a carG +27-45 nukleotidajival komplementer €s az 5° végen 6-FAM fluorkrémmal jelolt

oligonukleotidot (5 GTC TTC GGT CGA TCT TTCT 3’; Isogen) hasznaltunk.
4.4. A SZEKVENCIAK ELEMZESE

A vizsgalatainkban elemezett DNS szakaszok szekvenalasa az MTA Szegedi Biolodgiai
Ko6zpontban, valamint az LGC Genomics (Berlin, Németorszag) cégnél tortént. A szekvenciak
ellendrzését, paronkénti illesztését Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/) és BioEdit
(HALL 1999) programokkal végeztik. Az ismert szekvencidkkal vald Osszehasonlitdshoz
leggyakrabban az NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, ALTSCHUL és mtsi. 1990) szolgaltatasait

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), az izolalt gének altal kodolt fehérjék szekvenciajanak
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elemzéséhez a SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) Expasy portaljanak (http://www.expasy.ch)
szoftvereit haszndltuk. A molekulatomeg és az izoelektromos pont (pI) meghatarozasat a
ProtParam (GASTEIGER ¢s mitsi. 2005), a transzmembran domének keresését a HMMTOP
(TUSNADY ¢és SIMON 2001) és TMPred (HOFMANN ¢és STOFFEL 1993), a fehérjékben talalhatéd
motivumok €s domének azonositasat a MyHits Motif Scan (PAGNI és mtsi. 2007) programokkal

végeztik.

4.5. A TORZSEK AZONOSITASARA ES A FILOGENETIKAI ELEMZESEKHEZ MEGHATAROZOTT

MARKEREK

A torzsek azonositasahoz ¢€s a filogenetikai elemzésekhez a magi riboszémalis DNS egyes
szakaszait, azaz az ITS (internal transcribed spacer) régiot (mely magaban foglalja az ITS1-5,8S
rRNS gén-ITS2 szakaszokat), valamint a 18S (SSU) és 28S (LSU) rRNS géneket szekvenaltuk
meg. Az ITS, LSU ¢és SSU szakaszok felszaporitdsahoz az univerzalis ITS1 (TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G) ¢s ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC), NS1 (GTA GTC ATA TGC TTG
TCT C) és NS4 (CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG), valamint az LROR (ACC CGC TGA ACT
TAA GC) és LR7 (TAC TAC CAC CAA GAT CT) primereket hasznaltuk (WHITE és mtsi. 1990,
VILGALYS Mycology Lab). A reakciokoriilményeket a standard protokolloknak megfelelden
allitottuk be (WHITE ¢és mtsi. 1990). A szekvencidkat a Staden Package PreGap és Gap4

programjaival (STADEN és mtsi. 2000) ellendriztiik és rendeztiik Gssze.
4.6. A FILOGENETIKAI ELEMZESEK SORAN HASZNALT MODSZEREK

A szekvencidk illesztésére a ClustalW, ClustalX (THOMPSON ¢s mtsi. 2002), Muscle
(EDGAR 2004), Probcons (DO ¢és mtsi. 2005), Probalign (ROSHAN ¢€s LIVESAY 2006) ¢s PRANK
(LOYTYNOJA és GOLDMAN 2008), a rosszul illeszthetd poziciok kizarasara a GBlocks 0.91b
(TALAVERA ¢és CASTRESANA 2007) programokat hasznaltuk. Az inszerciok-deléciok (indelek)
kodolasat az ITS illesztésekben a FastGap 1.21 indel kodolo6 algoritmusaval (BORCHSENIUS 2007),
az egyes illesztésekre a szubsztitucios modellek tesztelését a jModeltest szoftver (POSADA 2008)
segitségével végeztiik. Az egygénes illesztésekbdl becsiilt fak kongruencidjanak megallapitdsahoz
a CONSEL 0.1 programot hasznaltuk (SHIMODAIRA és HASEWAGA 2001). A Maximum Likelihood
(ML), ML bootstrap (MLBS), Maximum Parszimoénia bootstrap (MPBS), Bayes-féle MCMC
(Markov chain Monte Carlo) analiziseket a RaxML 7.0.3 (STAMATAKIS 2006), PAUP 4.0b10
(SWOFFORD 2003), MrBayes 3.1.2 (HUELSENBECK ¢és RONQUIST 2001) és BayesPhylogenies 1.0
(PAGEL és MEADE 2006) programokkal végeztilk. Az 50%-0s tobbségi szabaly konszenzus
filogramokat altalaban a PHYLIP programcsomag CONSENSE programjaval (FELSENSTEIN
2004) hoztuk 1étre.
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4.7. MIKROSZKOPOS VIZSGALATOK

A fény- és fluoreszcens mikroszkopos megfigyelésekhez egy AxioCam ERc 5s kameraval
felszerelt AxioLab (Carl Zeiss) fluoreszcens mikroszképot hasznaltunk, a felvételek készitését és
kiértékelését a ZEN 2011 szoftver (Carl Zeiss) segitségével végeztiikk. Propidium-jodid festés
esetén BP 546/12 nm excitacios és LP 590 nm emisszids szlrdket (filter set 15; Carl Zeiss), mig
Annexin V-FITC festés soran BP 450-490 nm excitacids és LP 515 emisszios sziiroket (filter set
9; Carl Zeiss) hasznaltunk. A B. lamrospora transzformdnsokban, a zold fluoreszcens fehérje
(GFP) kifejezddését 2X KP 490 ¢s B427g excitacios, G-247 hatarold szlrdvel és 510 nm-es
dikroikus tiikorrel felszerelt Zeiss Jenalumar fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik (NYILASI €s

mtsi. 2008).
4.8. VALOS IDEJU KVANTITATIV PCR

A genetikai transzformdacioval bejuttatott plazmidok és gének kopiaszamat, valamint a
vizsgalt gének transzkripcidjat valos idejii kvantitativ PCR (qPCR), illetve valés idejii kvantitativ
reverz transzkripcié PCR (qQRT-PCR) segitségével elemeztiik CSERNETICS ¢s mtsi. (2011), PApP
és mtsi. (2013) és NAGY és mtsi. (2014) szerint. A reakcidkhoz a DNS-, illetve RNS-kivonasokat
monosporangialis telepekbdl végeztiikk. A relativ transzkriptumszintek vizsgalatdhoz a reverz
transzkripciét Maxima H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-tel (Thermo Scientific)
végeztiik, random hexamer és oligo(dT)18 primerek alkalmazéaséaval, a gyarto utasitasai szerint. A
kisérletekhez az iQ5 és a CFX96 valds idejii PCR rendszereket (Bio-Rad) hasznaltuk, iQ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad) vagy Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific)
alkalmazasaval. A kapott eredményeket a 22 mddszer segitségével értékeltiik ki (LIVAK és
SCHMITTGEN 2001); referenciagénként az aktin gént (act4, M. circinelloides f. lusitanicus genom
adatbazis, scaffold 07:2052804-2054242) hasznaltuk, kivéve a bakteridlis crtW gén
kopiaszamanak meghatarozasa esetében, ahol a Mucor carG és isoA génekhez viszonyitottunk
(CSERNETICS ¢s mtsi. 2011, PAPP és mtsi. 2013). A primerek (F3. tablazat) megtervezése utan
minden esetben teszteltiik az amplifikalas koriilményeit. Csak olyan primereket és koriilményeket
alkalmaztunk, melyekkel a vizsgalt PCR termékek egyazon ciklusid6 (Ct) értéknél jelentek meg,
valamint az olvadasi gorbe (melting curve) analizis alapjan reakcionként egy-egy specifikus
terméket detektaltunk. A kisérleteket minden esetben legalabb harom bioldgiai €s technikai

ismétlésben végeztiik.
4.9. PEG-KOZVETITETTE PROTOPLASZT-TRANSZFORMACIO

A protoplasztokat ITURRIAGA €s mtsi. (1992) szerint, csirdzod sporangiosporakbol, vagy
NAGY ¢és mtsi (1994) szerint, YNB vagy YEG taptalajra helyezett celofanon nevelt fiatal

tenyészetekbdl nyertiik. Fajtol fliggden, a csirazo spordkat, illetve a képzddott telepeket 2-3 dran
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at, szobahdémérsékleten, megfelelé ozmotikus kdzegben oldott sejtfaloldo enzimekkel — pl. Helix
pomatia gyomornedv kivonat, Novozymezss, (Novo Nordisk), Trichoderma Lysing enzyme
(Sigma), vagy Streptozyme (Streptomyces Lysing enzyme) — kezeltik. M. circinelloides esetében
a protoplasztalé oldat 10 mM natrium-foszfat puffert (pH 6.4), 0,8 M szorbitot és 1,5% Helix
pomatia gyomornedv kivonatot (CSERNETICS és mtsi. 2015), vagy 1,5 mg/ml Novozymes3s-et és
4-12 U/ml Streptozyme-ot (PAPP és mtsi. 2006) tartalmazott. A genetikai transzformaciéhoz VAN
HEESWUCK ¢és RONCERO (1984) modszerét adaptaltuk. A legtobb kisérletben szelekcids
markerként a M. circinelloides MS12 torzs uracil vagy leucin auxotrofidjanak komplementalasat
lehetévé tevd orotidin-5’-monofoszfat-dekarboxilaz (pyrG), illetve a-izopropilmalat-izomeraz
(leud) géneket alkalmaztuk. Ilyenkor szelekcios taptalajként 0,8 M szorbittal és sziikség szerint
leucinnal vagy uracillal kiegészitett YNB taptalajt (pH 3,2) hasznaltunk. Amikor acetamidaz
(amdS) génre alapozott direkt szelekcidt alkalmaztunk, a transzformalt protoplasztokat acetamid
taptalajon (0,8 M szorbit, 2% gliikoz, 0,05% KH2PO4, 1 mM MgSQOs4, 10 mM acetamid, 2 mM
uridin, 1,5% agar) inkubaltuk.

4.10. AGROBACTERIUM TUMEFACIENS-KOZVETITETTE TRANSZFORMACIO (AMT)

Az AMT eljarashoz a sajat vizsgalataink soran kidolgozott protokollt alkalmaztuk (PAPP
és mtsi. 2012). Az A. tumefaciens torzseket 100 pg/ml rifampicinnel, tovabba helper plazmidtol
fiiggden, 25 pg/ml gentamicinnel vagy 50 pg/ml ampicillinnel kiegészitett LB tapkozegben
25 pF, 2,5 kV) végeztik. A transzformalt telepek szelekcidjahoz 50 pg/ml kanamycinnel
egészitettiik ki az eldbbi tapkozeget. A baktérium és gomba egyiitt tenyésztéshez indukcios
tapkozeget (IM) hasznaltunk, melyben acetosziringon biztositotta a vir gének indukcigjat. Az IM
tapoldat 0sszetétele a kdvetkezd volt: 1x MM soéoldat, 10 mM gliikéz, 0,5% glicerin, 40 mM 2-
(N-morfolin)-etanszulfonsav, 200 uM acetosziringon; a szilard IM taptalaj ett6]l annyiban tért el,
hogy 5 mM gliikkézt és 1,5% agart tartalmazott. (A 2,5x MM torzsoldat Osszetétele: 26,6 mM
KH2PO4, 29,4 mM K>HPOy4, 6,4 mM NaCl, 5,1 mM MgSO4-7H>0, 1,1 mM CaCl>-2H>0, 22,3 uM
FeSO4-7H20, 9,5 mM (NH4)2S04.) Az egylitt tenyésztést kdvetden a baktérium és gomba sejteket
szelekcios taptalajra vittiik at. Szelekcids taptalajként, a baktérium sejtek elpusztitdsdhoz 300
ng/ml cefotaximot tartalmazo YNB-t hasznaltunk, melyet a szelekci6 tipusatol fiiggden 500 pg/ml

leucinnal vagy 100 pg/ml higromicin B-vel egészitettiink ki.
4.11. A TRANSZFORMANSOK ELEMZESE

A transzformansok mitotikus stabilitdsat a NYILASI és mtsi. (2005), CSERNETICS ¢és mitsi.

(2011), valamint PAPP ¢és mtsi. (2013) altal leirtaknak megfeleléen vizsgaltuk. A gének bevitelét
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¢s az esetleges integraciot specifikus primerekkel végzett PCR-reakciokkal, illetve DNS
hibridizaciéval (SAMBROOK ¢s mtsi. 1989) bizonyitottuk. A bevitt DNS kopiaszamat és a
kifejeztetett gének transzkripcids szintjét qPCR, illetve qRT-PCR analizissel elemeztiik. Inverz
PCR (IPCR) technikat (OCHMAN ¢és mtsi. 1988) alkalmaztunk a bejuttatott DNS gazda genomba

tortént integracioja helyének meghatarozasahoz a PAPP és mtsi. (2013) altal leirtak szerint.
4.12. A KAROTINOID- ES ERGOSZTERINTARTALOM ELEMZESE

A karotinoidkivonast ¢és a karotinoidmintak vékonyréteg kromatografids elemzését PAPP
és mtsi. (2006) szerint végeztiikk. Az Osszkarotinoidtartalom fotometrids meghatarozasahoz a
beparolt karotinmintédkat petroléterbe oldottuk és az abszorbanciat 450 nm-nél detektaltuk; a
koncentraciok kiszamitisdhoz a A 1% = 2,500 atlagos extinkcids koefficienst hasznaltuk
(RODRIGUEZ-AMAYA 2001). A karotinoidmintdk részletes vizsgalata nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC; high performance liquid chromatography) tortént, CSERNETICS
és mtsi. (2011) szerint, egy UV/VIS detektorral felszerelt HPLC kromatograf (Shimadzu)
hasznalataval. A beparolt mintdkat 150 pl tetrahidrofurdnban oldottuk fel kozvetlentil az analizis
eldtt, a mintakbol 3 pl-t injektaltunk az analizishez. Az elvalasztas Prodigy C-18 (4,6 x 250, ODS
3 um) oszlopon (Phenomenex) tortént. Mobil fazisként kétféle oldoszerkeverék (Solvent A: 4%
viz - 96% metanol és Solvent B: 4%viz - 96% metil-terc-butiléter) gradiensét hasznaltuk, ahol
perc/Solvent A/ Solvent B = 0/99/1; 8/60/40; 13/46/54; 15/0/100; 18/0/100; 21/99/1; 25/99/1 volt,
1 ml/perc aramlasi sebesség mellett. A detektalasi hullimhossz 450 nm volt. Egyes esetekben mas
HPLC modszert is alkalmaztunk (PAPP és mtsi. 2006). A pigmentek azonositasahoz asztaxantin,
B-karotin, likopin (Sigma), y-karotin, B-kriptoxantin, zeaxantin, kantaxantin (Carl Roth) ¢&s
echinenon (DHI Water and Enviroment) gyari standardokat hasznaltunk.

Az ergoszterinkivonashoz ALCAZAR-FUOLI és mtsi. (2008) altal leirt modszert hasznaltuk.
Az ergoszterintartalom meghatarozdsat HPLC analizissel végeztiikk, melyhez a mar emlitett
Shimadzu rendszert hasznaltuk (NAGY és mtsi. 2014). A beparolt mintdkat 1 ml metanolba
oldottuk, melybdl 50 pl-t injektaltunk egy Prodigy C18 (4,6 x 250 mm, ODS 5 um) oszlopra
(Phenomenex). Izokratikus elvalasztast végeztink H>O/metanol (2:98 v/v) mozgo6fazis
alkalmazéséaval és 1.2 ml/min dramlési sebességgel. A detektalas hullamhossza 210 és 280 nm

volt. Az ergoszterin azonositasahoz gyari standardot (Sigma) hasznaltunk.
4.13. STATISZTIKAI MODSZEREK

Az adatok kiértékelését, az atlagok és szorasok, valamint a kiilonbségek
szignifikancidjanak kiszamitasat Microsoft Office Excel programja segitségével végeztik. A

szignifikancia megallapitasahoz paros vagy kétmintas t-probat alkalmaztunk.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. KAROTINOIDTERMELO GOMBAK TORZSGYUJTEMENYENEK LETREHOZASA ES JELLEMZESE

A jaromsporas gombdk koziil a modellorganizmusként hasznalt B. trispora-n, M.
circinelloides-en és P. blakesleeanus-on kiviil jobbara csak néhany Mucor faj, a M. (Amylomyces)
rouxii (MOSQUEDA-CANO és GUTIERREZ-CORONA 1995), M. azygosporus, M. inaequisporus (VAN
EUK 1972), M. racemosus (SZCZESNA-ANTCZAK és mtsi. 2006), M. hiemalis (VALADON 1976) ¢s
M. strictus (DEXTER és COOKE 1984), esetében vizsgaltak a karotinoidtermelést. Rdadasul, e
vizsgalatokban jobbara csupan az Osszkarotinoid-mennyiséget hataroztdk meg bizonyos
tenyésztési feltételek mellett, de a karotinoid-Osszetételt kevés kivételtdl eltekintve nem
vizsgaltak. Ugyanakkor a telepszin és eldzetes vizsgalatok alapjan a gombacsoport szamos kivalod
termeld fajt tartalmazhat. Hogy képet kapjunk a karotinoidtermeld jaromsporas gombak
diverzitasarol és megfeleld mennyiségii torzzsel rendelkezziink a késdbbi, a jelenlegieknél jobb
karotinoidforrasok felkutatasat és kifejlesztését célzo kutatasok szdmara, fontos célkitlizésiink volt
egy megfeleléen reprezentativ torzsgylijtemény létrehozasa és jellemzése. Elsddlegesen a
Mucoromycotina incertae sedis altorzsbe (WHITE és mtsi. 2006, HIBBETT ¢és mtsi. 2007), illetve
azon beliil is a Mortierellales €s a Mucorales rendbe tartozo, ,,klasszikus™ jaromsporas gombak
képviseldire koncentraltunk. A gylijtemény alapjat a Szeged Mikrobiologiai Gylijteményben
(SZMC; http://szmc.hu) koradbban elhelyezett, nagyszamu, a Mucorales rendbe tartozé gomba
képezte. Ezt az allomanyt bdvitettiik részint sajat izolalasokkal, részint mas gyiijteményekbdl
tortént beszerzések utjan. A gytijteményben elhelyezett torzseket az F1. tablazat sorolja fel. Az
elhelyezett torzsek azonositasa €s jellemzése érdekében, amennyiben sziikséges volt, genetikai
markereket hataroztunk meg. Erre a célra els6sorban a magi riboszémalis DNS egyes szakaszait,
azaz az ITS, valamint az SSU ¢és LSU rRNS géneket hataroztuk meg. Mivel nagyszamu
jaromspéras gombabol, koztik tipustdrzsekbdl is, azonositottuk az emlitett szekvencidkat,
lehetéségiink  volt  bekapcsolodni  a  nemzetkdzi  Fungal Barcoding  Consortium
(http://www.fungalbarcoding.org/) munkajaba, melynek az volt a célja, hogy a gombdik
azonositasara altalanosan alkalmas referencia- (barcoding) szekvencidkat azonositson, illetve
javasoljon. Az ilyen célra hasznéalhat6 szekvencidk tipikusan 500-700 bp hossztak, egyetlen PCR
segitségével felszaporithatok és konzervalt régiok hataroljak, ami lehetévé teszi univerzalis
primerek alkalmazasat. A referenciaszekvencidk megfelelden dokumentélt és egyértelmiien
azonositott referenciamintdkbol kell, hogy szarmazzanak. A szekvencidk mell¢ a szekvencia-
kromatogramokat is mellékelni kell. A konzorcium végiil a magi riboszémalis ITS régiot javasolta
univerzalis DNS vonalkod (barcode) markernek gombéak azonositasadra (SCHOCH ¢és mtsi. 2012,

2014).
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5.1.1. A Mortierellaceae csalad filogenetikai vizsgalata (Nagy ¢s mtsi. 2011, 2012b, Petkovits
¢s mtsi. 2011, Wagner és mtsi. 2013)

A 445 torzset magaba foglalo gylijteményben mintegy 130, a Mortierellales rendbe tartozo
torzset helyeztiink el, melyek kozt a rend szinte 6sszes fajanak tipustdrzse megtalalhato (F1. €s
F4. tablazatok). Ez a jelentds algyljtemény lehetdséget biztositott a csoport filogenetikai
viszonyainak alaposabb elemzésére. A Mortierellales rend a Mucoromycotina egyik jellegzetes és
a Mucorales rend utan masodik legnagyobb csoportja. Tipikus szaprotrof szervezetek tartoznak
ide, talajban, boml6 szerves anyagokon fordulnak eld. Jellegzetes lipid-, illetve olajtermeld
gombak, melyek a karotinoidok mellett hosszl szénlancu (>18 C atom), tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat (pl. az értékes arachidonsavat) termelnek. Egyes képviseldik, pl. a Mortierella alpina
telitetlen zsirsavtermeld képességét kutatjak, illetve alkalmazzak (HIGASHIYAMA és mtsi. 2002,
RATLEDGE 2004, OGAWA ¢s mtsi. 2014, ASADI és mtsi. 2015), mas fajoknak elsdsorban szerves
vegyliletek biotranszformald agenseiként van biotechnoldgiai jelentésége (HOLLAND 2001,
TRYTEK ¢€s FIEDUREK 2005). A Mortierella nemzetségbe tartozd gombak apatogének, egyetlen
fajt, az opportunista patogén M. wolfii-t kivéve, mely haziallatokban okozhat ritkdn vetélést,
tiidogyulladast és szisztémas fertézéseket, elsdsorban szennyezett takarmany fogyasztdsa
kovetkeztében (RIBES és mtsi. 2000, SCHIPPER és STALPERS 2002, PAPP és mtsi. 2011). E gomba
termofil tulajdonsagéval eltér a csoport tobbi tagjatol.

A Mortierellales rend filogenetikai viszonyainak vizsgéalatat az indokolta, hogy annak
ellenére, hogy lipidtermelésiik miatt nagy biotechnologiai potencidllal rendelkez6
organizmusoknak tartjak Oket, a csoport filogenetikaja, a jobban jellemzett Mucorales rendével
szemben, teljesen feltaratlan, taxonémidja pedig meglepden ellentmondésos volt. Utdbbi ugyanis
1997), ami nagymértékben mesterséges rendszert eredményezett. Ez az elhanyagolt allapot pedig
jelentdsen akadalyozta a torzsek megfeleld azonositasat, jellemzését, valamint elméleti és
gyakorlati célu kutatasat is.

A csoportba tartozd gombdkat eredetileg a Mucorales rend egyik csalddjaba
(Mortierellaceae) soroltak, kiilon rendbe helyezésiiket CAVALIER-SMITH (1998) javasolta, aminek
indokolt voltat a késdbbi molekularis filogenetikai vizsgélatok is alatamasztottak (O’DONNELL €s
mtsi. 2001, VOIGT és WOSTEMEYER 2001, JAMES és mtsi. 2006). Ugyanakkor ezek a tanulmanyok
csak a Mortierellales és a Mucorales egymashoz fliz6d6 viszonyat vizsgaltak, elsésorban
transzlacids elongécids faktor 1-alfa, aktin, illetve magi riboszémalis gének (ITS, SSU, LSU)
szekvenciai alapjan, de nem foglalkoztak a Mortierellales renden beliili kapcsolatokkal. Rdadasul
a rend helyzete tovabbra is ellentmondéasos maradt: egyes szerz6k a Mucoromycotina altdrzsbe

helyezik (HIBBETT és mtsi. 2007), mig mésok, Mortierellomycotina néven, kiilon altdrzs szintre
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emelését javasoljak (HOFFMANN ¢€s mtsi. 2011). Jelenleg a Mortierellales rend egyetlen csaladot
tartalmaz (Mortierellaceae), amelyet hat nemzetség, a mintegy szdz fajt magdba foglald
Mortierella, a mindossze két-két fajt tartalmazo Dissophora és Modicella, valamint a monotipikus
Aquamortierella, Gamsiella és Lobosporangium alkot (WHITE €s mtsi. 2006, BENNY 2009). A
filogenetikai vizsgalatba a rend 0sszes nemzetségét bevontuk, kivéve az Aquamortirella-t és a
Modicella-t, melyekbdl nem sikertiilt izolatumot beszerezniink. Megjegyzendd, hogy e fajokat mas
szerzOk is nem tenyészthetd gombakként irtdk le (WHITE €s mtsi. 2006). Ennek megfeleléen a
vizsgalatokat 79 Mortierella (65 taxon), 1 Gamsiella (1 faj), 4 Dissophora (2 faj) és 1
Lobosporangium (1 faj) izolatummal végeztiik; kiilcsoportként a Mucorales testvércsoportjanak
tartott Umbelopsidaceae 4 (Micromucor, Umbelopsis) képviseldjét, valamint a Mucorales rendbe
tartozd Rhizopus oryzae NRRL 28631 torzsét vontuk be. Az izolatumokat ugy valogattuk dssze,
hogy a vizsgalatba lehetdleg csak tipus-, illetve referenciatorzsek kertiljenek. Az izolatumok DNS-
¢€bol felszaporitottuk €s meghataroztuk az ITS1-5,8S rRNS-ITS2 szakaszokat magaban foglald
ITS régidt, valamint az SSU és LSU géneket (a szekvencidk GenBank azonositoit az F4. tablazat
tartalmazza). A szekvencidkbdl harom illesztést készitettiink. A nem atfedd szakaszok kizarasa
utan az TS, SSU ¢és LSU illesztések hossza 1362, 1018 ¢és 1504 bp volt, melybdl 470, 218 és 398
karakter bizonyult parszimonia-informativnak. Az ITS szekvencidk illesztésében talalhato
hézagokat (indelek) kiilon lekodoltuk egy binaris matrix formdjaban, ez a binaris particiéo 553
karaktert tartalmazott, melybdl 349 bizonyult parszimoénia-informativnak. Mindharom illesztés
esetén a GTR+T" modellt (GUINDON és GASCUEL 2003) valasztottuk.

Az elemzés soran vizsgaltuk a kiilonb6z6 riboszomalis régiok alkalmazhatosagat a csalad,
illetve rendszintti filogenetika becslésében. Ennek sordn a riboszomalis RNS-kodold régiora 15
alternativ particionalasi stratégiat hasonlitottunk Ossze. Az elemzés a riboszomalis gének
evolucids mintazatainak az altalanosan elfogadottnal nagyobb komplexitasat jelezte. Az ITSI,
5,8S ¢és az ITS2 16kuszok, valamint az indel matrix kiilon particidként vald kezelése jelentOsen
javitotta a modell alkalmazhatosagat, szemben azzal, mintha egy particidként kezeltiik volna dket.
Az SSU ¢és LSU gének ¢és az ITS régiok elemzése azt sugallta, hogy e lokuszok nemcsak kiilon
evolvalodtak, de a 16kuszokon beliil is jelentOs heterogenitas figyelheté meg (PETKOVITS és mtsi.
2011). Gombak és novények esetében az ITS régio elemzésének alapvetd szerepe van a
filogenetikai vizsgalatokban, a molekuldris 0kologiaban, illetve a faj és torzs azonositds és
kimutatas teriiletén. Ennek ellenére alkalmazéasat gyakran éri kritika, elsésorban az inszerciok-
deléciok okozta szekvenciaillesztési problémak és a fajnal magasabb rendszertani szinteken, a
filogenetikai feloldoképesség hianya miatt. A nagyszdmt Mucoromycotina ITS szekvencia
meghatdrozasa lehetdséget biztositott arra, hogy egy atfogd mintan vizsgaljuk, vajon az indelek

bevonasa az elemzésekbe milyen hatdssal van az ITS illesztések hasznalhatdsagara. Elvégeztiink
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egy 115 ITS adatsort tartalmazd elemzést, melybe bevontuk a Mortierellales és Mucorales
izolatumok ITS-einek illesztését is. Kiilonbozo stratégidkat elemezve azt talaltuk, hogy mindkét
probléma kikiiszobolhetd a homologidk pontos illesztésével és az indeleknek a filogenetikai
elemzésbe vondsaval, mely szignifikansan javitotta az eredményeket és ndvelte a
feloldoképességet a torzsfak korai eldgazasai mentén (NAGY és mtsi. 2012b).

Mivel az egygénes illesztések és az azokbol becsiilt ML fak 6sszehasonlitasa kongruens
eredményekre vezetett, az 6sszes adatsort sszefliztiik és ezt a szupermatrixot hasznaltuk a tovabbi
elemzésekben. Az egyesitett adatsor ¢s az elemzés eredménye elérhetdé a nyilvanos TreeBase
adatbazisban (www.treebase.org; azonositd: S11367). Az adatsorral Bayes MCMC, MLBS, ¢s
MPBS elemzéseket végeztiink. A Bayes-féle analizist 3 ismétlésben futtattuk 2x107 generacion
keresztiil. A stacionarius fazis elérése utan mintazott 2x10° fabol, az 50% tdbbségi szabaly
modszerrel szamolt konszenzus torzsfat az 5. abra mutatja. A torzsfan két nagy kladot lehet
megkiilonboztetni. Amint az varhatd volt, a kiilcsoportként bevont Umbelopsis klad, mely a
Micromucor torzseket is magéaban foglalja, a Mucorales rendbe tartozd R. oryzae-vel és a
Mortierella longicolis-szal alkotott testvércsoportot (5. abra).

Az Umbelopsidaceae csalad tagjait eredetileg a Mortierellales rendbe soroltdk (GAMS
1977), de a késObbi molekularis filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a csoport a Mucorales
bazalis testvércsoportja (VOIGT és WOSTEMEYER 2001, MEYER és GAMS 2003, WHITE és mtsi.
2006). A M. longicollis-t egyes szerzok ITS RFLP vizsgéalatok alapjdan ugyancsak az
Umbelopsidaceae csaladba helyezik (MEYER és GAMS 2003), elemzésiink azonban azt sugallja,
hogy inkdbb a Mucorales rend Umbelopsidaceae-n kiviili csoportjaival all rokonsagban.

A Mortierellales/Mortierellaceae csoport egyetlen, nagy monofiletikus kladot alkot.
Ugyanakkor az azon beliil feltart filogenetikai viszonyok nem tiikrozik a korabbi morfologiai alapt
rendszerezést, melynek soran tobb szerzd a Mortierella nemzetségen beliil alnemzetségeket €s
szekciodkat kiilonboztetett meg (5. abra) (LINNEMANN 1941, ZYCHA ¢és mtsi. 1969, GAMS 1977).
Raadasul a Dissophora, Gamsiella és Lobosporangium nemzetségeket reprezentdld torzsek
jelentds tAmogatottsaggal a Mortierella nemzetségen beliil helyezkednek el, ami az utobbi csoport
parafiletikus jellegét mutatja. A nagy Mortierella kladon beliill 12 alklddot Iehetett
megkiilonboztetni, amelyeket egy-egy reprezentativ, jol ismert képviseldjlikrdl neveztiink el (5.

abra).
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5. dbra. A 89 Mortierellales rendbe tartozé gombatorzs magi riboszémalis DNS szekvenciai alapjan becsiilt

filogram.

Az 50% tobbségi szabaly konszenzus torzsfa a BayesPhylogenies 1.0 programmal késziilt (PAGEL és MEADE 2006).
Az agak folotti szamok a MPBS, MLBS és a Bayes-féle poszterior valosziniiség (BPP) értékeket mutatjak. A nem
vagy gyengén tamogatott elagazasokat (MPBS, MLBS: <50% BPP: <0,5) ,.— jelzi. Az egyes taxonok mellett
lathato szimbolumokkal az egyes szerzok (LINNEMANN 1941, ZYCHA és mtsi. 1969, GAMS 1977) altal morfologiai

alapon kijelolt alnemzetségeket és szekciokat tiintettiik fel.
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A Mortierellaceae csalad tipusfaja, a M. polycephala, valamint a M. polygonia és a M. indohii
fajokat korabban kiilonb6z6 szekciokba soroltak (GAMS 1977), mig a mi elemzésiink alapjan kozeli
rokonoknak bizonyultak (polycephala klad). A M. polycephala és a M. indohii kapcsolatat korabban
mar felvetették a mindkét fajra jellemzd, végallo, ,.tiiskés” felszinli klamidosporak, az Gn. sztilosporak
jelenléte alapjan (CHIEN és mtsi. 1974). Vizsgalataink soran hasonld sztilosporakat talaltunk a M.
polygonia esetében is (6/F abra). A torzsfan a legfajgazdagabb csoport a gamsii klad. A
zsirsavtermelés szempontjabol legigéretesebb gombakat ez, és az alpina klad tartalmazza; utobbi
féleg hidegtiird fajokat foglal magaba. Az angusta és mutabilis kladok a Dissophora, illetve
Gamsiella nemzetségek tagjait is magukba foglaljak. A G. multidivaricata kiilon nemzetségbe
sorolasat a Mortierella nemzetség tagjaitél eltérd kétagu sporangioforjaival ¢és kétsporas
sporangiumaival (6/O abra) indokoltdk (BENNY és BLACKWELL 2004). Ugyanakkor a M. mutabilis-t
a Mortierella nemzetség Mutabilis szekcidjaba soroltak és hosszi nem elagazo, vagy szimpodidlisan
elagazd sporangioforokkal jellemezték (LINNEMANN 1941, ZYCHA ¢és mtsi. 1969). A M. mutabilis
MEA taptalajon valoban ezt a morfoldgiat mutatja (6/P abra), azonban bizonyos tapkdzegek (pl. OA)
alkalmazésa esetén sporangioforjai €s sporangiumai a G. multidivaricata-ra jellemzd szervezddést
mutatnak (6/Q abra).

Erdemes megemliteni, hogy a sporangioforok, sporangiumok és klamidosporak megléte vagy
hidnya, tovabba alakja nagymértékben fiiggott a hasznalt tapkozegtdl és tenyésztési koriilményektol
(6/F,G,P,Q abra). Raadasul e jellegek tekintetében jelentds kiilonbségeket talaltunk a molekularis
modszerekkel kozeli rokonsagban allébnak mutatkozo fajok kozt és nagyfokti homopléaziat
detektaltunk a torzsfan, ami azt sugallja, hogy e fenotipikus karakterek nagy ratdkkal evolvalodtak a
Mortierellales csoportban.

A torzsfa alapjan tobb taxon egy fajba torténd dsszevonasa is javasolhatd. Ilyen az emlitett G.
multidivaricata és M. mutabilis, vagy a M. verticillata és a M. humilis. Az utobbi két faj esetében
korabban igazoltdk, hogy izolatumaik egymassal ivaros szaporodasra képesek (CHIEN és mtsi. 1974),
ennek ellenére kiilon fajként valdo megkiilonbozetésiiket a sporangiosporak elektronmikroszkoppal
megfigyelt eltéré mintazataira hivatkozva fenntartottdk. Véleményliink szerint a molekularis markerek
szignifikans azonossaga €s az ivaros szaporodasra valo képesség elegendo érv a két faj 6sszevonasara.

Késébb egy nemzetkozi egyiittmiikodés keretében, ugyancsak a harom riboszomalis DNS
szakaszra alapozva, de egy nagyobb, 421 izolatumot magaba foglald adatsorral, mely a tipustérzsek
mellett nagyszamu egyedi izoldtumot tartalmazott, 1ényegében nagyon hasonlé eredményeket és
nagymeértékben kongruens torzstat kaptunk (az adatsorok és a térzsfa TreeBase2 azonositdja: S13827;

http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:S13827). Ezeket kiegészitettiink az egyes kladok
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részletes morfologiai leirasaval és javaslatot tettiink a Mortierellaceae csalad taxondmiai revizidjara
(WAGNER ¢s mtsi. 2013).

6. abra. A Mortierellales rendbe tartozd, egyes reprezentativ fajok makro- és mikromorfologiaja.
Jellegzetes lebenyezett telepmorfologia, M. capitata MEA taptalajon (A). A M. verticillata mikromorfoldgidja, a nyilak
a sporangioforokat jelzik (B). A M. gemmifera klamidospéraja (C). A M. polycephala sporangiumai (D) és sztilosporai

(E). A M. polygonia MEA taptalajon képz6d6 sztilosporai (F) és OA taptalajon fejlodott klamidosporai (G). A M.
amoeboidea sporangiumai (H). A M. biramosa spornagiumtart6i; a nyil a sporak kiszabaduldsa utdn maradé gallért
mutatja (I). A M. indohii sztilosporai (J). A Dissophora decumbens sporangiumai (K). A D. ornata klamidosporai (L) és
sporangiuma (M). A M. turficola sporangiumai a sporak kiaszabadulas utan (N). A G. multidivaricata elagazo
sporangioforjai és sporangiumai (O). A M. mutabilis MEA téaptalajon (P) és OA taptalajon képz6dd sporangiumai (Q). A
M. exigua sporangiumai (R). A méretskala minden képen 10 um.
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Mivel nagyszamu tipus-, illetve referenciatdrzs esetében meghataroztuk a riboszomalis RNS-
kodold régio szekvencidit, ez lehetdséget biztositott egy nagyobb léptékii elemzéshez, melybe az
altalunk meghatarozott szekvencidkon kiviil bevontuk a nyilvanos adatbazisokban (NCBI GenBank)
fellelhetd Osszes Mortierella ITS szekvenciat és igy egy kozel 900 szekvenciat magaba foglalo
adatsorral dolgoztunk. E nagy referencia-adatsorral végzett elemzés eredményeként kapott ML torzsfa
(az adatsor ¢és torzsfa TreeBase azonositoja: 11260) informacidkkal szolgalt a kiilonbozd fajok
gyakorisagara ¢s foldrajzi elterjedtségére vonatkozoan. Az elemzésbdl altalanosabb érvényli
megallapitasokat is le tudtunk vonni, elsdsorban a kiillonboz6 leirt és még le nem irt gombafajok
szamanak becslésére vonatkozoan (NAGY és mtsi. 2011). Ez a téma a metagenomikai €s a nagy
hatékonysagli szekvenalasi technikak elterjedésével a kdrnyezeti mintakbol nyert szekvenciaadatok
interpretalasa kapcsan keriilt az érdeklédés homlokterébe (HIBBETT és mtsi. 2009, 2011). Az elemzés
soran azt vizsgaltuk, hogy a még nem azonositott molekularis taxondémiai kezelendé egységek
(molecular operational taxonomic unit, MOTU) mekkora részét irtak le mar, annak ellenére, hogy
szekvenciaadat nem volt kordbban elérhet6 roluk, illetve hogy ezen azonositatlan MOTU-k mekkora
aranya reprezental valoban még le nem irt fajokat. A kérdés megvalaszolasdhoz modelleztiik a
tipustorzsekre vonatkozod szekvenciaismeretek novekedését €és a szekvenciaadatok alapjan
azonosithato MOTU-k szamat. Ehhez az elemzéshez a kozmopolita Mortierella nemzetség, mely az
egyik, talajbol leggyakrabban izolalhatdo szervezet (KWASNA ¢és mitsi. 2006), kivald eszkdznek
bizonyult.

Az elemzés soran a szekvencidkat MOTU-kba rendeztiik a paronkénti ML genetikai
tavolsagok agglomerativ osztalyozasaval. A paronkénti Osszehasonlitdst a HKY evoltcidés modell
alkalmazasaval a PAUP 4.0b10 (SWOFFORD 2003) programcsomaggal végeztiik. Az atlagos
lancmodszerrel (average linkage) végzett klaszteranalizishez a MOTHUR programot hasznaltuk
(ScHLOSS ¢és mtsi. 2009). Az ITS régiora elfogadott konszenzusnak megfeleléen (NILSSON €s mitsi.
2008) a hasonlésagi kiiszobértéket 97%-ra allitottuk. A MOTU-k kijelolése utdn megprobaltuk
megbecsiilni a még le nem irt Mortierella fajok szamat oly modon, hogy modelleztiik a megszekvenalt
autentikus torzsek fokozatosan novekvd szdmanak hatdsat a kornyezeti mintdk azonositasara.
Véletlenszeriien kivalasztva eltavolitottuk az autentikus torzsek 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90%-at
az adatsorbdl és meghataroztuk azon MOTU-k szamat, amelyek igy ,.elvesztették a neviiket” (azaz
mar nem lehetett 6ket egy adott fajjal megfeleltetni). Az azonositott MOTU-k (azaz az olyan MOTU-
k, amelyek autentikus torzset tartalmaztak és valdsziniileg egy leirt fajnak felelnek meg) szamat

ezutan Osszevetettiik az adatsorban megtalalhat6 autentikus torzsek é€s leirt fajok szamaval (7. abra).
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7. abra. Az autentikus és tipustorzsek szekvenalisa hatasanak modellezése.
A gorbék a GenBank adtabazisban elérhetd Mortierella szekvenciak alapjan megallapitott, azonositott MOTU-k szamat
mutatjak az elemzéshez hasznalt referencia-adatsorba bevont autentikus toérzsek (A) és fajok (B) szamahoz viszonyitva.

Az azonositott MOTU-k szama és az autentikus torzsek szamanak emelkedése kozel linearis
kapcsolatot mutatott. A szinonim fajnevek esetleges jelenlétének kovetkezményeként az varhato,
hogy a gorbe telitddést mutat, ha az azonositott MOTU-k megkozelitik a 100%-ot. Mivel a Mortierella
nemzetségben szamos taxondémiai szinonim ismert €s nincs jele a gorbe telitddésének, azt
feltételezziik, hogy még szdmos olyan faj van, amelyek nem szerepelnek a referencia-
adatbazisunkban. Ugyanakkor, a gérbe meredeksége (v = 0.540x) azt sugallja, hogy a MOTU-k 100%-
os azonositasa akkor érheto el, ha az autentikus térzsek szama 170 (7/A abra). Mivel a referencia-
adatsor kb. 25%-ban redundans volt abban az értelemben, hogy fajonként tobb mint egy tdrzset
tartalmazott, a teljes fajszam 126-nak varhatd (y = 0.721x; 7/B abra). Mindez azt jelenti, hogy a
GenBank-ban taldlhaté Mortierella szekvencidk 100%-o0s azonositdsa 126 faj, illetve 170 autentikus
torzs szekvenciaszintli ismeretét igényli, ami a mar ismerteken tul tovabbi 49 faj és 68 torzs
meghatéarozasat/szekvenalasat jelenti. A hianyzé 49 faj természetesen tartalmaz 01j és olyan, mar leirt

fajokat is, amelyekrdl nem all rendelkezésre szekvenciaadat.
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Az elemzés alapjan tehat meg tudtuk becsiilni a Mortierella fajok abszolut szamat (126/157)
és ugy talaltuk, hogy az igen kozel van a leirt Mortierella fajok szamahoz. Ez szerz6tdl fiiggéen 100-
157 (KIRK és mtsi. 2008, BENNY és mtsi. 2009; MycoBank - http://www.mycobank.org), ami azt
sugallja, hogy a Mortierella fajok tobbségét mar leirtdk és a mar leirt fajok tipustorzseinek
szekvenaldsaval jelentésen javithatdo a kornyezeti mintdkbol szadrmazé meghatarozatlan
szekvenciaadatok identifikalasa. Ez az eredmény ellentétben all azokkal a becslésekkel, melyek
szerint az azonositatlan kdrnyezeti szekvencidk tobbsége még le nem irt fajokat reprezental (HIBBETT
és mtsi. 2009, 2011). Az eredmények éppen arra engednek kovetkeztetni, hogy a kornyezeti mintdk
szekvendldsa sordn kapott identifikdlhatatlan MOTU-k nagy szdma, legaldbbis egyes
gombacsoportokban, sokkal inkabb a tipus- és referenciatorzsekre vonatkozd szekvenciaadatok
elégtelen voltanak tulajdonithatd, mint a nagyszdmu, még le nem irt faj 1étezésének és alahuzzak a
pontosan identifikalt és validalt tipus- és referenciaanyagok, valamint barcoding szekvencidk

sziikségességét.

5.1.2. Karotinoidtermel6 gombatorzsek azonositasa (Nagy ¢s mtsi. 2012a, Iturriaga és mtsi. 2005,

Papp és mtsi. 2006, 2001)

Annak érdekében, hogy képet kapjunk a jadromsporas gombak karotinoidtermeld képességérol
és esetleg j karotinoidtermeld torzseket azonositsunk, teszteltiik a torzsgylijtemény tagjainak
karotinoidtartalmat és Osszetételét vékonyréteg kromatografias és HPLC eljarassal (F1. tablazat).
Ezen elOkisérletek alapjan 41, az Amylomyces, Mucor, Blakeslea, Backusella, Dissophora, Gamsiella,
Gilbertella, Rhizomucor, Rhizopus, Umbelopsis és Mortierella nemzetségekbe tartozo torzset vontunk
be a karotinoid-0sszetétel meghatarozasat célzd tovabbi vizsgalatokba (1. tablazat).

Az egy fajhoz, illetve rokon fajokhoz tartozé torzsek karotinoidtermeld képessége nagy
variabilitast mutatott. A vizsgalt koriilmények kozt (YNB, 25 °C) a M. azygosporus SZMC 12015
mutatta a legnagyobb Osszkarotinoid-produkciot (825 1g/g(szaraz tomeg)); legnagyobb mennyiségben -
karotint termelt (387 Wg/g[szaraz smeg]), DAr a B-karotin-tartalma sem volt elhanyagolhato (216 pg/grszaraz
tomeg])- 1alan az intenziv karotinoidtermeld képesség 0sszefligg ezen gomba azigospora (ivartalanul,
vagy inkomplett ivaros folyamatok soran 1étrejott zigospora) képzd képességével. A zigosporogenezis
soran képzddo trisporsavrol régota ismert, hogy stimuldlja a karotinoid-bioszintézist (LAMPILA €s
mtsi. 1985).

Mivel a B-karotin a likopin molekula két végének gytirlivé zarédasaval alakul ki és a y-karotin
e folyamat egy [-gylirtivel rendelkezd koztiterméke, lehetséges, hogy ez utdbbi szarmazék

folhalmozddasa egy megvaltozott likopin-ciklaz enzim miikodésének kovetkezménye.
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1. tablazat. Jaromsporas gombatorzsek karotinoid-osszetétele YNB taptalajon és 25 °C-on.

Ossz- B- v- B-
karotinoid” Zeaxantin Kriptoxantin Likopin Karotin Karotin

Faj Torzs

Amylomyces rouxii SZMC? 12027 191 10 23 39 6 83
Backusella ctenidia SZMC 11063B 312 5 20 35 10 200
Backusella lamprospora ~ SZMC 11061B 280 5 19 37 9 164
Backusella lamprospora ~ SZMC 11062B 371 7 25 46 11 237
Dissophora ornata SZMC 11221 47 -¢ - 18 5 20
Gamsiella multidivaricata SZMC 11224 115 - - 9 10 81
Gilbertella persicaria SZMC 11089 135 5 5 14 7 82
Gilbertella persicaria SZMC 11090 44 - - 21 3 14
Gilbertella persicaria SZMC 11094 28 3 - 7 3 9
Mortierella amoeboidea ~ SZMC 11226 277 - - 10 17 215
Mortierella gamsii SZMC 11340 114 - - 21 3 70
Mortierella gemmifera SZMC 11201 120 - - 13 8 86
Mortierella lignicola SZMC 11264 198 - - 12 25 136
Mortierella longicollis SZMC 11208 107 - - 4 9 77
Mortierella mutabilis SZMC 11202 57 - - - 1 41
Mortierella rishikesha SZMC 11273 95 - - 11 - 75
Mortierella turficola SZMC 11207 235 - - 5 17 207
Mucor azygosporus SZMC 12015 825 - 16 46 387 216
Mucor bainieri SZMC 12050 25 - - - - 20
Mucor bainieri SZMC 12064 438 5 17 40 11 289
Mucor circinelloides SZMC 12684 505 3 27 55 15 344
Mucor circinelloides SZMC 12689 580 7 35 80 21 360
Mucor circinelloides f. SZMC 12082 476 5 28 72 17 289
lusitanicus

Mucor circinelloides f. SZMC 12049 89 1 5 15 5 51
griseocyanus

Mucor circinelloides f. SZMC 20727 544 4 30 55 18 350
circinelloides

Mucor hiemalis SZMC 12074 464 2 5 25 22 340
Mucor hiemalis SZMC 0479 127 8 17 14 7 71
Mucor hiemalis SZMC 0478 85 4 6 8 5 55
Mucor hiemalis SZMC 12032 109 - 2 9 6 76
Mucor hiemalis f. hiemalis SZMC 12056 363 - 2 13 2 283
Mucor hiemalis f. luteus ~ SZMC 12054 17 - - 1 - 13
Mucor hiemalis f. silvaticus SZMC 12053 65 - 4 9 4 39
Mucor inequisporus SZMC 12055 46 - - 1 2 35
Mucor mucedo SZMC 0485 276 22 39 70 8 126
Mucor piriformis SZMC 12037 32 - - 7 2 22
Rhizomucor miehei SZMC 11005 107 - - 5 11 72
Rhizomucor miehei SZMC 11009 112 - - 5 12 85
Rhizopus stolonifer SZMC 13603 150 - - 7 15 100
Rhizopus stolonifer SZMC 13615 198 - - 11 20 130
Umbelopsis ramanniana ~ SZMC 11078 412 - - 47 22 327
Umbelopsis ramanniana  SZMC 11079 206 - - 15 17 163

2 Szeged Mikrobiologiai Gylijtemény. ® A karotinoidmennyiségek p1g/g[sziraz tsmeg) formaban vannak megadva, a feltiintetett
értékek 3 fliggetlen tenyésztést kdvetden mért karotinoidmennyiségek atlagai (a szoras értékeket a jobb attekinthetOség
érdekében nem tiintettiik fel). A karotinoidkivonds minden esetben 4 napos, YNB taptalajon, dllandé megvilagitas mellett,
25 °C-on végzett tenyésztést kovetden tortént. ¢ Karotinoid nem volt detektalhato.

Minden maés torzs esetében a P-karotin volt a meghatdrozé karotinoid termék. A M.
azygosporus mellett, a B. lamprospora SZMC 11062B, M. bainieri SZMC 12064, M. circinelloides
SZMC 12684 és 12689, M. circinelloides f. lusitanicus SZMC 12082 és f. circinelloides SZMC
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20727, M. hiemalis SZMC 12074, M. hiemalis f. hiemalis SZMC 12056 és az U. ramanniana SZMC
11078 termelt szdmottevd mennyiségben B-karotint. E gombak dsszkarotinoid-tartalma 6sszemérhetd
volt a kivalo karotinoidtermeldként szamon tartott M. circinelloides f. lusitanicus CBS 277.49 torzs
(NAVARRO ¢s mtsi. 2001), valamint a B. trispora vad tipusu izolatumainak (MEHTA és mtsi. 2003)
karotinoidtartalmaval.

Szamos torzs képes volt a B-karotin mellett, annak értékes hidroxilalt szarmazékait, elsésorban
B-kriptoxantint €s zeaxantint, is szintetizalni, ami egy eddig nem jellemzett B-karotin-hidroxilaz
aktivitas jelenlétére utal e gombdkban. A karotin-bioszintézis genetikai hatterének feltarasdban
modellorganizmusként hasznalt és ezért mind genetikailag, mind fiziologiailag jol jellemzett M.
circinelloides f. lusitanicus MS12 toérzsében (SZMC 12082) ugyancsak sikeriilt detektalni ezeket a
xantofillokat.  Kutatocsoportunk els6ként irta le jaromspdrdas gombdkban oxigenalt
karotinszarmazékok jelenlétét (Papp €és mtsi. 2006). Eredményeinket késobb mas kutatok is
megerdsitették (ALVAREZ és mtsi. 2006). A torzsek asztaxantintermelését is teszteltiik, de ezt a
xantofillt csak a M. bainieri SZMC 12064 és a G. persicaria SZMC 11094 torzs kivonataiban
detektaltuk, nagyon kis mennyiségben (1-2 ng/gszaraz tomeg]). Asztaxantint ugyancsak nem
azonositottak korabban jaromsporas gombakban.

A torzsek karotinoidtermelését teszteltiik kiilonbozé homérsékleten (2. tablazat) és eltéro
szénforrasokon (3. tablazat) is. Jelen dolgozatban 10 torzs esetében kapott eredményeket ismertetjiik.
A hoémérséklet altalaban jelentds, de organizmustdl fiiggden nagyon kiilonb6z6 hatdssal van a
karotinoidtermelésére (BHOSALE 2004, KACZOR és PACIA 2016).

Korabban, A. rouxii esetében azt tapasztaltdk, hogy a gomba 37 °C-on mintegy haromszor
annyi karotinoidot termelt, mint a ndvekedési optimumnak tekintett 28 °C-on (MOSQUEDA-CANO ¢és
GUTIERREZ-CORONA 1995). Kisérleteinkben, néhany kivételtdl eltekintve (pl. M. bainieri), a vizsgalt
torzsek tobbségénél a ndvekedési optimumnal (22-28 °C) magasabb tenyésztési hdmérséklet szintén
stimulalta a karotinoidtermelést. A karotinoidtartalom emelkedése altaldban 35 °C-on volt a
legkifejezettebb, mivel a torzsek tobbsége 37 °C-on mar csokkent ndvekedést mutatott, vagy
éppenséggel nem volt képes tilélni. A legnagyobb dsszkarotinoid-tartalmat a M. azygosporus SZMC
2125 (2,1 mg/gszaraz tomeg]) €S az A. rouxii SZMC 1207 (0,9 mg/g[szaraz wmeg]) €setében mértiik 35 °C-
on.

Nyolc vegyiilet, mint kizarolagos szénforrds karotinoid-bioszintézisre gyakorolt hatasat is

megvizsgaltuk (3. tablazat).
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2. tablazat. Tiz jaromsporas gombatorzs dsszkarotinoid- és Bf-karotin-tartalma eltéré hémérsékleten végzett
tenyésztés soran.

Torzs Hdémérséklet (°C) Osszkarotinoid® B-Karotin
25 191 £30 83+17
Amylomyces rouxii 30 217+27 173 £25
SZMC 1207 35 894 +71 662 + 64
37 738 +£34 565+43
25 280 +25 164+ 17
Backusella lamprospora 30 368 £41 289 +31
SZMC 11061B 35 607 £45 378 £27
37 629 +£41 406 +22
25 371 +56 237+ 31
Backusella lamprospora 30 417+ 17 266+ 12
SZMC 11062B 35 805 +33 513 +31
37 833 +£26 530+ 19
25 825 +36 216 +24
Mucor azygosporus 30 919 +48 276 +27
SZMC 12015 35 2124 +72 818 +45
37 1013 + 58 369 +41
25 438 +31 289 +22
Mucor bainieri 30 187 +28 121 £15
SZMC 12064 35 122+13 707
37 b -
25 580 +55 360+ 51
Mu.COV .circinelloides f. 30 483 + 60 352 4+ 49
g‘zi\’fg’fgggz 35 634431 510+26
37 379 +49 269 +27
25 544 £ 41 350 +45
Mucor circinelloides f. 30 430 + 37 280 + 33
g‘;ij[”celé%’;’;; 35 625+ 21 390+ 19
37 287 +£23 135+17
25 464 +32 340+ 27
Mucor hiemalis 30 840 £ 20 750+ 17
SZMC 12074 35 - -
37 - -
25 363 +30 283 +26
Mucor hiemalis f. hiemalis 30 658 £ 62 601 £ 53
SZMC 12056 35 - -
37 - -
25 276 £ 15 126 £ 12
Mucor mucedo 30 181 +£21 161 £20
SZMC 0485 35 821 +41 607 £ 44
37 725 +50 565+ 48

* A karotinoidmennyiségek HNg/g[szaraz tsmeg) formaban vannak megadva, a feltlintetett értékek 3 fiiggetlen tenyésztést
kovetéen mért karotinoidmennyiségek atlagai + szdéras. A karotinoidkivonas minden esetben 4 napos, YNB taptalajon,
allando megvilagitas mellett végzett tenyésztést koveten tortént. ® Az adott hémérsékleten a gomba nem volt képes
ndvekedni.

A szénforrasokat szénasszimilacids vizsgalatok (VAGVOLGYI és mtsi. 1996, PAPP és mitsi.
2001) tapasztalatai alapjan valasztottuk ki. A galaktoz és a cellobioz tobb torzs esetében fokozta a

karotinoid- és a B-karotin-termelést. A trehaldz j6 szénforrdsnak bizonyult a M. circinelloides és M.
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hiemalis izoldtumok karotinoidtermelése szempontjabol, mig az aszparaginsav B. lamprospora
torzsek karotinoidtermelését stimulalta. Kordbban a gliikkoz, cellobiéoz és maltdéz bizonyult a
karotinoidtermelés szamara legkedvezdbb szénforrasnak A. rouxii esetében (MOSQUEDA-CANO ¢és
GUTIERREZ-CORONA 1995), a cellobi6z pedig hatékonyan fokozta a B. trispora karotinoidtartalmat

(DHOLAKIA és MoDI 1982).

3. tablazat. Tiz jaromsporas gombatorzs osszkarotinoid- és B-karotin-tartalma eltéré szénforrasokon végzett
tenyésztés soran.

Torzs Szénforras Osszkarotinoid® B-Karotin
Gliikoz 191 +30 83+£17
Cellobidz 387 +22 242 +17
Galaktoz 302+18 192+11
Amylomyces rouxii Maltéz 202 £21 127+ 14
SZMC 1207 Trehalédz 186+ 13 116 £12
Glicerin-L-monoacetat 110£10 707
Dihidroxi-aceton 166+ 11 103 £12
Aszparaginsav 97+17 62+£5
Gliikoz 280 + 25 164 +17
Cellobiéz 555+52 370 +£49
Galaktoz 506 £40 333 +37
Backusella lamprospora Maltéz 451+27 281 +22
SZMC 11061B Trehaloz 236+ 17 150+ 19
Glicerin-L-monoacetat b -
Dihidroxi-aceton - -
Aszparaginsav 418 £31 246 £25
Gliikoz 371+ 56 237+31
Cellobidz 735+41 476 £47
Galaktoz 665+ 59 431 £55
Backusella lamprospora Maltéz 580+ 36 374 £31
SZMC 11062B Trehaloz 300 +25 195 +25
Glicerin-L-monoacetat - -
Dihidroxi-aceton - -
Aszparaginsav 567 £28 36019
Gliikoz 825+ 36 216 +24
Cellobidz 970+ 77 175+ 15
Galaktoz 755+ 63 156 £22
Mucor azygosporus Maltéz 770 £51 150+ 19
SZMC 12015 Trehaldz - -
Glicerin-L-monoacetat - -
Dihidroxi-aceton - -
Aszparaginsav - -
Gliikoz 438 +£31 289 £22
Cellobiéz 525+32 334 +27
Galaktoz 566 +37 365 +28
Mucor bainieri Maltoz 495 £ 41 309 +33
SZMC 12064 Trehaloz 317+11 1977
Glicerin-L-monoacetat 472 £55 306 +40
Dihidroxi-aceton - -
Aszparaginsav 292 +23 195+ 16
Gliikoz 580+ 55 360+ 51
Cellobidz 541 + 38 337+33
Mucor circinelloides f Galaktoz 751+ 34 469+ 31
SZMC 12082 Maltéz 547 +27 346 +22
Trehaloz 721 £22 497+ 16
Glicerin-L-monoacetat 466 £ 56 287+ 53

43



dc_1349 16

Dihidroxi-aceton 503 £46 307 £41
Aszparaginsav 283+ 15 179+ 12
Gliikoz 544+ 41 350+45
Cellobidz 501 +£45 321 +38
Galaktoz 712 £53 462 +39
Muc.or cir.cinelloides f. Maltéz 500+ 71 334 + 65
Glicerin-L-monoacetat 435+ 31 301+27
Dihidroxi-aceton 470+ 10 309+£11
Aszparaginsav 277+12 15217
Gliikoz 464 + 32 340 £27
Cellobioz 701 + 66 514 £51
Galaktoz 487 £39 345 £33
Mucor hiemalis Maltoz - -
SZMC 12074 Trehaldz 555+27 409 + 31
Glicerin-L-monoacetat 407 + 26 299 £33
Dihidroxi-aceton 452 £21 327+21
Aszparaginsav 762 £52 547 £48
Gliikoz 363 £ 30 283 +£26
Cellobioz 545 +28 419+22
Galaktoz 379 +38 202 £ 34
Mucor hiemalis f. hiemalis Maltoz - -
SZMC 12056 Trehaloz 475 £30 355+27
Glicerin-L-monoacetat 338 +£36 260 +28
Dihidroxi-aceton 415+22 307 £24
Aszparaginsav 593 £44 463 £ 47
Gliikoz 276 £15 126 £ 12
Cellobioz 1776 111+£5
Galaktoz 218+7 141 £5
Mucor mucedo Maltédz 244 £ 11 156 +£9
SZMC 0485 Trehaloz 143 £19 89 +11
Glicerin-L-monoacetat 93 +£15 59+8
Dihidroxi-aceton 262+ 19 164 + 13
Aszparaginsav 111+ 14 74+ 11

* A karotinoidmennyiségek HNg/g[szaraz tsmeg) formaban vannak megadva, a feltlintetett értékek 3 fiiggetlen tenyésztést
kovetéen mért karotinoidmennyiségek atlagai + szoras. A karotinoidkivonds minden esetben 4 napos, a megfeleld
szénforrast tartalmazé YNB taptalajon, allandé megvilagitas mellett végzett tenyésztést kovetden tortént. ® Az adott
szénforrason a gomba nem volt képes novekedni.

Sikeriilt tehat egy reprezentativ jaromsporas gombagylijteményt 0Osszedllitani, mely
lehetdséget biztositott az eddigi modell organizmusokhoz képest eltérd sszetételli (pl. asztaxantin-
vagy v-karotin-termeld), illetve nagyobb karotinoidtartalmu torzseket azonositani. Tobb nagy
karotinoidprodukciéra képes torzset talaltunk, koztiikk olyanokat is, amelyek termelik az értékes

zeaxantint és f-kriptoxantint is.

5.2. AZ ALTALANOS MEVALONSAV-UT KULCSLEPESEIT MEGHATAROZO GENEK JELLEMZESE ES AZ

UTVONAL MODOSITASA JAROMSPORAS GOMBAKBAN

Elsésorban olyan gének vizsgalatdra koncentraltunk, amelyek korabban mas
organizmusokban sebesség-meghatarozonak bizonyultak az egyes terpénszarmazékok, kiilonosen a

karotinoidok és az ergoszterin, képzddése szempontjabol. Ezért a HMG-KoA-reduktaz, az IPP-
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izomeraz, valamint az FPP- és GGPP-szintazok génjeit és ezek terpén-bioszintézisre gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. A M. circinelloides mellett néhany esetben mas gyakorlati jelentdségli jaromsporas

gombakat (pl. Rhizomucor miehei) is bevontunk a vizsgélatokba.
5.2.1. A M. circinelloides HMG-KoA-reduktaz génjeinek jellemzése
5.2.1.1. A HMG-KoA-reduktaz gének izolalasa és transzkripciojuk elemzése (Nagy ¢és mtsi. 2014)

Allatok rendszerint egy, novények tobb, mig gombék egy (pl. Schizosaccharomyces pombe)
vagy tobb (pl. S. cerevisiae) HMG-KoA-reduktazzal rendelkeznek (BASSON és mtsi. 1986, LUM ¢és
mtsi. 1996, FRIESEN és RODWELL 2004). Utébbinal a két HMG-KoA-reduktaz esetében bizonyos
munkamegosztast, eltérd szabalyozast és sejten beliili lokalizaciot bizonyitottak (KONING és mtsi.
1996, PROFANT és mtsi. 2000, BURG és ESPENSHADE 2011). Jaromsporas gombak koziil Absidia
glauca, B. trispora és P. blakesleeanus esetében egy HMG-KoA-reduktaz gént detektaltak
(BURMESTER ¢s CZEMPINSKI 1994, RUIZ-ALBERT ¢és mtsi. 2002), mig a R. oryzae genomja két
feltételezett HMG-KoA gént tartalmaz. BURMESTER és CZEMPINKSI (1994) ugyancsak két gént
detektalt Mucor mucedo ¢és Parasitella parasitica fajokban. E gének funkciojat azonban, a P.
blakesleeanus hmgR kivételével, amelyet szintén csak részlegesen jellemeztek (RUIZ-ALBERT €s mtsi.
2002), nem vizsgaltak. A modellorganizmusnak valasztott 3-karotin-termeld M. circinelloides genom
adatbazisdban (DoE Joint Genome Institute; M. circinelloides CBS277.49v2.0; http://genome.jgi-
psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html) harom feltételezett HMG-KoA-reduktaz gént (hmgR 1, hmgR2 és
hmgR3) azonositottunk a kovetkezd poziciokban: scaffold 02: 2759562-2763160; scaffold 03:
4299175-4302130 ¢és scaffold 04: 4237143-4240758. Hogy megvizsgaljuk, van-e valamiféle
munkamegosztas a gének ¢€s az altaluk kodolt enzimek kozott, kiilondsen, hogy van-e valamelyiknek
specifikus szerepe a karotin- €s ergoszterin-bioszintézisben, illetve a morfogenezis vagy a kdrnyezeti
valtozasokhoz val6 alkalmazkoddas soran, a harom gént és a megfeleld cDNS-eket a szekvenciaadatok
alapjan tervezett specifikus inditdoszekvencidkkal (F3. tablazat) felszaporitottuk és plazmidba
klonoztuk. A DNS szakaszok GenBank azonositoi a kovetkezok: hmgR1: KJIS508882; hmgR2:
KJ508884; hmgR3: KI508883.

A gének altal kodolt fehérjék fobb jellegzetességeit €s motivumait a 4. tablazat tartalmazza.
A HMG-KoA-reduktdzok membrankotott fehérjek, az N-terminalis végi hidroféb doménjiik
tartalmazza a transzmembran régiokat (FRIESEN és RODWELL 2004). Ezek feltételezett szdma eltérd a
harom fehérjében. A C-terminalis doménben mind a feltételezett HMG-KoA-k6t6, mind a NAD(P)H-
koté motivumokat sikeriilt azonositani. A RUIZ-ALBERT és mtsi. (2002) altal, arokon P. blakesleeanus

HMG-KoA-reduktazdban azonositott rovid C-terminalis PEST szignalt, azaz egy, a fehérje gyors
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szekvenciat egyik Mucor HmgR fehérjében sem talaltuk meg.

4. tablazat. A M. circinelloides és a R. miehei HmgR fehérjéinek fobb jellemzo6i.

McHmgR1 McHmgR2 McHmgR3 RmHmgR
Hossz (aminosav) 1107 1084 1115 1058
Szamitott molekulatomeg 120,78 119,07 120,71 114,4
(kDa)
Szamitott pI 8,86 8,33 8,43 8,4
Transzmembran hélixek 6 8 5 7
szama
Szterol-érzékelé domén 244-407 236-388 279-443 235-399
(SSD) (aminosav pozicidk)
Katalitikus domén 653-1107 633-1084 692-1115 638-1045
(aminosav poziciok)
HMG-kété motivumok CCENVIGYMPI CCENVIGYMPI CCENVIGYMPI CCENVIGYMPL
(aminosav poziciok) (717-727); (697-707); (756-706); (701-711);
PMATTEGCLVA  PMATTEGCLVA  PMATTEGCLIA PMATTEGCLVA
(745-755) (725-735) (784-794) (729-739)
NAD(P)H-koté TGDAMGMN TGDAMGMN TGDAMGMN TGDDMGMN
motivumok (841-848); (821-828); (880-887); (825-831);
(aminosav poziciok) VGTVGGG VGTIGGG VGTIGGG IGTVGGG
(991-997) (971-977) (1030-1036) (976-982)

A M. circinelloides hmgR gének qRT-PCR eljaras segitségével elemeztiik. Arra voltunk
kivancsiak, vajon a harom gén atirodasat eltéréen befolydsoljak-e egyes, fizioldgiai és biotechnologiai
szempontbodl relevans kornyezeti hatasok, azaz a tenyésztési id0, a hdmérséklet, a szénforras, a
tapkozeg sotartalma és az oxigénszint megvaltozasa.

Hogy megvizsgéljuk az atirddas intenzitdsanak valtozasat a tenyésztési id0 soran, a leoltast
kovetd 4., 8., 24., 48., 72. és 96. ordban végeztiik az RNS-kivonast, illetve az analizist (8. abra). Ha
a gének relativ transzkriptumszintjeit egymashoz viszonyitjuk, lathatjuk, hogy a teljes tenyésztési
ciklus alatt a hmgR?2 fejezddott ki a legerdsebben, a imgR I pedig a leggyengébben (8/A abra). Noha
a hmgRI gén nagyon alacsony transzkriptumszinteket mutatott minden kisérletben, reverz
transzkripcid PCR segitségével a micéliumban e gén atirodasat is igazoltuk (9. abra). Ezzel szemben
a csiraz6 sporakban (4 h) nem sikeriilt a gén kifejez6dését kimutatni.

Tobb tanulmany is felveti, hogy a HMG-KoA-reduktaz miikddése és a mevalonsav-tutvonal
hatdssal van a morfogenezisre €s a polarizalt névekedésre (LUKACS és mtsi. 2009, SEILER €s PLAMANN
2003, NICKERSON ¢és mtsi. 2006), ugyanakkor viszonylag kevés informacio all rendelkezésre a sporak

csirdzasaban ¢és a hifak fejlédésében jatszott szerepiikrol.

46



dc_1349 16

A g. B .
o 90 - E 7 hmgR1
5 80 7 Y
En g s
E |
2 60 £ 4
£ 50 s 2 : o
2 40 i * - ) & ]
€30 . . ‘ : I 3 2 l
2 550 I } | T 44 = I I
- *x *x - - L
% 10 l *x l : l . g o
g " : . )  m 4 8 24 48 72 96
0 P 8 2 18 7 9 A leoltas 6ta eltelt id6 (h)
. . ) = 3.5 -
A leoltas é6ta eltelt id6 (h) £ hmgR2
hmgR1 g 31 I
3 25/ *
hmgR2 4 0,05 = 2
W hmgR3  **p<0,01 ] ]
2 15/
o l .
s 1 : i
& 05
C D 2 9
4 8 24 48 72 9
R A leoltas 6ta eltelt id6 (h)
£ 3
f N * hmgR3
o £
=
o g
2
o N
£
; g
—_— -
= 2
&
2
4 8 24 48 72 9
A leoltas 6ta eltelt id6 (h)
*p<0,05
*+<0,01

8. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei a tenyésztési id6 soran (A-B), valamint a
M. circinelloides mikromorfolégiaja 4 (C) és 8 (D) éraval a leoltas utan.

A: A gének relativ transzkriptumszintjei egymashoz viszonyitva (a AmgR1 gén 96 6raval a leoltas utan mért
transzkriptumszintjét vettiikk 1-nek; a szignifikancia szint megallapitasahoz kétmintas t-probat végeztiink). B: Az egyes
gének relativ transzkriptumszintjei az adott gén egy adott iddpontban mutatott transzkriptumszintjéhez viszonyitva
(mindegyik gén esetében a 96 éraval a leoltds utan mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek; a szignifikancia szint
megallapitasahoz paros t-probat végeztiink). Az RNS-kivonashoz az MS12 torzset YNB taptalajon, allandé megvilagitas
mellett, 25 °C-on tenyésztettiik. Hirom fiiggetlen kisérletben kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt.
Amennyiben kiilon nem jeldltiik, a * vagy ** az egységnyinek tekintett értéktdl valod szignifikans eltérést jelzi. A
fénymikroszkopos abrakon (C-D) a méretskala 10 pm-t jelez, a mikroszkdpos vizsgalathoz a tenyésztést YNB
tapoldatban végeztiik, allandé megvilagitas mellett, 25 °C-on.

Egy korai vizsgalatban mindkét HMG-KoA-reduktaz génjiikben mutans S. cerevisiae sejtek
képtelenek voltak sporacsirazasra és vegetativ ndvekedésre, ugyanakkor az egyik gén jelenléte
elegendé volt a megfeleld miikodéshez (BASSON és mtsi. 1986). M. circinelloides esetében,
amennyiben a transzkripcios szinteket ugyanazon gén egy adott iddpontban mutatott transzkriptum-
mennyiségéhez viszonyitottuk, a ~imgR2 és a hmgR3 gén atirddasa hasonld mintazatot mutatott (8/B
abra). Mindkét gén relativ transzkriptumszintje 4 o6raval a leoltas utdn magas szintet ért el jelezve,

hogy mRNS-eik mar a csirdz6 sporakban is nagyobb koncentracidban vannak jelen. Ezzel szemben,
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a hmgR1 gén transzkripcidja csak a hifadkban volt kimutathatd. A teljes tenyésztés sordn a AmgR2 8
ora elteltével (a fiatal hifdkban, amikor az els6 eldgazasok megjelennek; 8/C dabra) mutatta a
legnagyobb relativ transzkriptumszintet, mig a AmgR1 és a hmgR3 48 oraval a leoltds utan (a fejlett

micéliumban; 8/D abra) érte el a maximum értéket.
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9. abra. A vizsgalt gének atirédasanak kimutatasa reverz transzkripcié6 PCR-rel.

Az RNS- és karotnoidkivonashoz az MS12 térzset minden esetben YNB taptalajon, allandé megvilagitas 25 °C-on
tenyésztettilk. A PCR koriilmények azonosak voltak a qRT-PCR kisérletekben (8. abra) alkalmazottakkal. A
felszaporitott termékek mérete a kdvetkezd: ~AmgR1, 151 bp; hmgR2, 107 bp; hmgR3, 128 bp; actA, 117 bp; markerként
pUC Mix-t (Thermo Scientific) hasznaltunk.

Ismert, hogy a membranfluiditas és szerkezet, melyre az ergoszterin bioszintézisén keresztiil
a HMG-KoA-reduktaz is hatast gyakorol, fontos szerepet jatszik a hdmérsékleti valtozasokhoz torténd
alkalmazkodasban. Emellett a tenyésztési hdmérséklet jelentdsen befolyasolja a jaromsporas gombak
karotintermelését is (MOSQUEDA-CANO és GUTIERREZ-CORONA 1995, NAGY és mitsi. 2012a, PAPP és
mtsi. 2013). Ezért megvizsgaltuk a ~imgR gének relativ transzkripcids szintjeit eltéré homérsékleten
végzett tenyésztés soran (10. abra). A hmgRI gén transzkripcidja homérsékletfiiggést mutatott,
magasabb homérsékleteken egyre alacsonyabb transzkriptum-mennyiségeket detektaltunk. A hmgR?2
¢s hmgR3 esetében ilyen megfelelést nem tapasztaltunk, kivéve, hogy a hmgR2 relativ
transzkriptumszintje 30 °C-on szignifikéns csokkenést mutatott a 25 °C-on mérthez képest. Erdekes,
hogy az eltér6 homérsékleteken végzett tenyésztések eredményeit Osszehasonlitva, a gomba
Osszkarotinoid-tartalmanak és a hmgR?2 relativ transzkriptumszintjének valtozasa hasonlo lefutast
mutat (10/A,B abra). Ismert, hogy a tenyésztési hdmérséklet kiilonb6zé mdodon befolydsolhatja az
egyes mikroorganizmusok karotinoidtermelését. Mucor rouxii tenyésztési homérsékletét példaul a
novekedési optimumrol (28 °C) 40 °C-ra emelve a termelt karotinoidmennyiség haromszorosara nott

(MOSQUEDA-CANO ¢és GUTIERREZ-CORONA 1995), ugyanakkor Dunaliella alga esetében éppen a
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hémérseklet csokkentésének (34 °C-rol 17 °C-ra) hatasara emelkedett meg a karoinoid tartalom (hét

¢s félszeresére) (ORSET €s YOUNG 1999).
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10. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei (A) és az MS12 térzs
karotinoidtartalma (B) eltéré homérsékleten végzett tenyésztés soran.

A: Az egyes gének relativ transzkriptumszintjei az adott gén egy adott hémérsékleten mutatott transzkriptumszintjéhez
viszonyitva (mindegyik gén esetében a 25 °C-on mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek; a * vagy ** az egységnyinek
tekintett értéktdl valo szignifikans eltérést jelzi). B: Az MS12 karotinoidtartalma kiilonb6z6 hdmérsékleteken. Az RNS-
és karotinoidkivonashoz az MS12 torzset YNB taptalajon, allandé megvilagitas mellett 4 napon at tenyésztettiik. Hairom
fiiggetlen kisérletben kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt, a szignifikancia szint megallapitasa paros t-
probaval tortént.

A HmgR aktivitdsnak és a termelt fehérje mennyiségének nagy jelentdsége lehet a so
stresszhez €s egyaltalan az ozmotikus viszonyok megvaltozasdhoz vald alkalmazkodds soran,
elsésorban a membranalkotd ergoszterin bioszintézisén keresztiil (REP és mitsi. 2000, BURG ¢s
ESPENSHADE 2011), sOt egyes mikroorganizmusok esetében megfigyelték, hogy a kornyezet

sotartalma a HMG-KoA-reduktaz gén transzkripcié szintli szabalyozasara is hatott (BIDLE és mitsi.
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2007). Kisérleteinkben a sé stressz ugyancsak hatassal volt a M. circinelloides hmgR gének
mikodésére; 10 g/l NaCl jelenlétében mindharom gén jelentésen nagyobb transzkriptumszinteket

mutatott, mint somentes tapkdzegben (11. abra).

hmgR1

I I

0 10 20 30
NaCl-koncentracio (g/l)

4, hmgR2

Relativ transzkriptumszint
© A N W A OO
—

Relativ transzkriptumszint
N
o ow
*
—

0 10 20 30
NaCl-koncentracio (g/l)

2.5
* hmgR3

1.5

0.5

Relativ transzkriptumszint

0 10 20 30
*p<0,05 NaCl-koncentracio (g/l)

11. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei eltéré NaCl tartalmu tapkozegben.
A: Az egyes gének relativ transzkriptumszintjei az adott gén egy adott sokoncentracion mutatott transzkriptumszintjéhez
viszonyitva (mindegyik gén esetében a NaCl-t nem tartalmazo taptalajon mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek). Az
RNS-kivonashoz az MS12 térzset YNB taptalajon, alland6é megvilagitas mellett 4 napon at, 25 °C-on tenyésztettiik.
Harom fiiggetlen kisérletben kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt, a * az egységnyinek tekintett értéktol
vald szignifikans eltérést jelzi, a szignifikancia szint megallapitasa paros t-probaval tortént.

A hmgR?2 transzkripciodja kiilondsen érzékenyen reagalt a tapkozeg sotartalmanak valtozasara,
amennyiben a NaCl-koncentracio emelkedését kovette relativ transzkriptumszintjének emelkedése is.
Emellett ez a gén a masik kettéhoz viszonyitva is extrém nagy transzkriptumszinteket ért el a
sotartalmt  tapkozegekben. Kordbban a HMG-KoA-reduktdz mennyiségének ¢és aktivitdsanak

fokozddasat tapasztaltak a kornyezet sotartalmara érzékeny S. cerevisiae és a mérsékelten halotolerans
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Aureobasidium pullulans esetében, amikor e gombakat nagy soékoncentracid jelenlétében

tenyésztették (VAUPOTIC €és mtsi. 2008).
Nem talaltunk adatokat arra vonatkozoan, hogy a tdpkdzeg szénforras tartalma hat-e a AmgR
gének expresszidjara. Ezért megvizsgaltuk a gének transzkripcigjat otféle egyediili szénforrason

végzett tenyésztést kovetden is (12. abra).
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12. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei (A) és a M. circinelloides
mikromorfolégiaja (B) eltéré szénforrasokon végzett tenyésztés soran.

A: Az egyes gének relativ transzkriptumszintjei az adott gén egy adott szénforrason mutatott transzkriptumszintjéhez
viszonyitva (mindegyik gén esetében a gliikozt tartalmazo taptalajon mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek). Az RNS-
kivonashoz az MS12 torzset minden esetben YNB taptalajon, allandé megvilagitas mellett 4 napon at, 25 °C-on
tenyésztettilk. Harom fliggetlen kisérletben kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt, a * az egységnyinek
tekintett értéktdl valo szignifikans eltérést jelzi, a szignifikancia szint megallapitasa paros t-probaval tortént. A
fénymikroszkopos abrakon (B) a méretskala 10 um-t jelez, a mikroszkopos vizsgalathoz a tenyésztést YNB tapoldatban
végeztiik, allandé megyvilagitas mellett, 25 °C-on.

Szénforrasként olyan vegyiileteket teszteltiink, amelyek korabbi kisérleteinkben fokoztak a M.
circinelloides karotinoidtermelését (NAGY ¢és mtsi. 2012a, PAPP és mtsi. 2013). Mindharom gén
esetében magas transzkriptumszinteket detektaltunk natrium-acetaton €s dihidroxi-acetonon. Mindkét

vegyiilet kapcsolatban van a glikolizissel és prekurzorként szolgadlhat a HMG-KoA képzddéséhez. Az
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acetat hatassal van az ugyancsak karotintermeld jaromsporas Blakeslea és Phycomyces terpén-
bioszintézisére (KUZINA és CERDA-OLMEDO 2006) és stimuldlja a HmgR enzim aktivitasat Borrelia
burgorferi esetében (VAN LAAR ¢€s mtsi. 2012). A hmgR2 és a hmgR3 glikézon is erételjes
transzkripciot mutatott. Korabban a gliikoz kivalo szénforrdsnak bizonyult a Mucor terpén-
bioszintézise és karotinoidtermelése szempontjabol (MOSQUEDA-CANO és GUTIERREZ-CORONA 1995,
PAPP és mtsi. 2013).

A M. circinelloides és néhany mas rokon faj érdekes sajatossaga a morfologiai dimorfizmus,
vagyis az a jelenség, hogy e gombdk oxigén jelenlétében fonalas ndvekedést mutatnak, oxigén
hidnydban ¢és/vagy magas hexdzkoncentracié jelenlétében viszont fonalasrdl élesztOszerli
novekedésre valtanak (13/C dbra). Amikor a M. circinelloides-t anaerob koriilmények kozt
tenyésztettiik, a hmgR1 gén transzkripcidja szignifikansan lecsdkkent, a hmgR3 transzkriptumszintje
viszont mintegy haromszorosa volt annak, amit aerob tenyésztés soran mértiink (13/A abra).
Ugyanakkor a hmgR2 aerob €s anaerob tenyésztés soran detektalt transzkriptumszintje nem tért el
lényegesen egymastol.

Ha négynapos anaerob tenyésztést kovetden az ¢lesztd sejteket 1 Orara oxigéntartalmi
kozegbe helyeztiik és ezzel indukaltuk az ¢€lesztd forma micéliumma fejlodésének meginduldsat,
mindharom gén relativ transzkriptumszintje megemelkedett és ez az emelkedés a hmgR1 és a hmgR?2
esetében volt a legkifejezettebb. A harom gén transzkripcidjat egymashoz viszonyitva aerob
koriilmények kozt a hmgR2, anaerob koriilmények kozt a hmgR3 atirddasa volt a legintenzivebb (13/B
abra). Mindezek az eredmények azt mutatjak, hogy a kornyezet oxigéntartalma hatassal van a hmgR
gének 4atirddasara Mucor-ban. Jol ismert, hogy az ergoszterin-bioszintézis oxigénigényes folyamat és
az alacsony oxigénkoncentracio szabalyozé hatasat a hmgR gének transzkripcidjara tobb gomba, pl.
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, S. cerevisiae és S. pombe, esetében is bizonyitottak
(BIEN ¢és ESPENSHADE 2010). Némileg ahhoz hasonléan, amit a M. circinelloides esetében
tapasztaltunk, az oxigéntenzio a S. cerevisiae két HMG-KoA-reduktdzanak miikodésére is ellentétes
hatast gyakorol: aerob koriilmények kozt a HMGI1 erdsen és stabilan kifejezddik, mig a HMG2
expresszidja gatolt, anaerob tenyésztés esetén viszont, épp ellenkezdleg, a HMG?2 aktivitasa
radikélisan megnd, mig a HMG1-gyé lecsokken (KONING és mtsi. 1996, BURG és ESPENSHADE 2011).

Vizsgéltuk a gomba ergoszterintartalmat is mind aerob, mind anaerob tenyésztést kovetden.
Annak ellenére, hogy a hmgR3 transzkripcidja erdsodott, a teljes ergoszterintartalom anaerob
kozegben radikalisan csokkent (0,2 mg/glszaraz tmeg]) az aerob kozegben tenyésztett micélium

ergoszterintartalmahoz (5,5 mg/g[szaraz tsmeg]) képest. Hasonlo valtozast figyeltek meg korabban Mucor
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genevensis esetében, ahol <0,3 és 3 mg/g[sziraz tsmeg] €rgoszterintartalmat mértek anaerob és aerob

tenyésztést kovetden (GORDON és mtsi. 1970).
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13. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei (A-B) és a M. circinelloides
mikromorfologiaja (C) aerob és anaerob koriilmények kozt végzett tenyésztés soran.

A: Az egyes gének relativ transzkriptumszintjei az adott gén aerob tenyésztés soran mutatott transzkriptumszintjéhez
viszonyitva (mindegyik gén esetében az aerob tenyésztést kovetden mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek; a
szignifikancia szint megallapitasahoz paros t-probat végeztiink). B: A gének relativ transzkriptumszintjei egymashoz
viszonyitva (a hmgR1 gén aerob tenyésztést kovetden mért transzkriptumszintjét vettiik 1-nek; a szignifikancia szint
megallapitasdhoz kétmintas t-probat végeztiink). Az RNS-kivonashoz és a fénymikroszkopos vizsgalatokhoz az MS12
torzset YNB tapoldatban, alland6é megvilagitas mellett 4 napon at, 25 °C-on tenyésztettilk. Harom fliggetlen kisérletben
kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt. Amennyiben kiilon nem jeldltiik, a * vagy ** az egységnyinek
tekintett értékt6l valo szignifikans eltérést jelzi. A fénymikroszkopos abrakon (C) a méretskala 10 um-t jelez.

A transzkripcio6 vizsgalatok eredményeit sszefoglalva megallapithatd, hogy mindhadrom gén
atirodik, és ugy tlinik, hogy egyes kornyezeti faktorok, kiilondsen az oxigénkoncentracio és az
ozmotikus viszonyok valtozasai, befolydsoljak a miikodésiiket. E tényezdk eltérd hatast gyakorolnak

a harom gén transzkripciojara, az eltérd szabalyozas pedig funkciobeli kiillonbségekre utal.
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5.2.1.2. A M. circinelloides hmgR gének tulmiikodtetése (Nagy ¢és mtsi. 2014)

Hogy megvizsgaljuk a #hmgR gének hatasit a M. circinelloides karotin- ¢és
ergoszterintermelésére, valamint egyéb tulajdonsagaira, genetikai transzformacioval olyan torzseket
hoztunk létre, melyekben az egyes gének tilmiikddtetése, vagy éppen csendesitése valdsithaté meg.

A gének talmikodtetése egyrészt a génddzis hatds alapjan tortént (azaz cirkuléris
plazmidokkal végzett genetikai transzformécioval megemeltik a vizsgalni kivant gének
kopiaszamat), masrészt ennek soran olyan plazmidokat alkalmaztunk, amelyek a harom gént a M.
circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz 1 gén (gpdl) promoter (gpdIP) és terminalis
(gpdIT) szakaszai k6zé épitve hordoztak. A gpdI gén szabalyozo régioi erds kifejez0dést biztositanak
az expresszaltatni szandékozott géneknek (APPEL és mtsi. 2004, LARSEN és mtsi. 2004). A hmgRI, a
hmgR2 és a hmgR3 talmukddtetéséhez szerkesztett pNG1, pNG2 €és pNG3 plazmidok leirasat az F2.
tablazat tartalmazza.

Mindharom gén esetében PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacidt alkalmaztunk, a
recipiens torzs minden kisérletben a M. circinelloides MS12 volt. A transzformacids gyakorisag nem
tért el Iényegesen az egyes plazmidok esetében (6-8 transzformans telep/10° protoplaszt). A bejuttatott

plazmidok kopiaszama némileg fluktudlt az egymast kdvetd tenyésztési ciklusok soran (5. tablazat).

5.tablazat. A pNG1, a pNG2 és a pNG3 plazmidok képiaszama a transzformansokban, valamint e transzformansok
és az eredeti M. circinelloides torzs (MS12) teljes karotinoid- és ergoszterintartalma.

. . Karotinoidtartalom Ergoszterintartalom
Torzs Plazmid kopiaszam? L, L,
(1g/g[szaraz tomeg] + SZOrds) (mg/g[széraz tomeg] = SZOrds)
MS12 - 476 + 56 6,0+0,8
MS12+pNG1 2-4 460 + 68 59+1,1
MS12+pNG2 7-8 741 £ 86** 7,4 +£0,8%
MS12+pNG3 1-4 846 £ 62%* 6,5+ 1,1

2 gPCR analizissel meghatarozott plazmid kopiaszam/gazda genom. Minden transzformacié esetében, a kopiaszam,
valamint a karotinoid- és az ergoszterintartalom harom fiiggetlen transzformans térzsben mért eredmény alapjan lett
feltiintetve. A kopiaszdm esetében a két szélséértéket, a karotinoid- és az ergoszterintartalom esetében a harom mérés
atlaga + a szorast adtuk meg. A * és ** a kétmintas t-probaval kapott szignifikans eltérést jelolik az MS12 megfeleld
értékétol (p<0,01, illetve p<0,05) Minden elemzésben, egy adott transzformans esetében, a karotinoid-, az ergoszterin- és
a DNS-kivonas ugyanazon micéliumbol tértént (4 napos, YNB taptalajon, dllandé megvilagitas mellett, 25 °C-on végzett
tenyésztést kovetden).

A transzformansokban az emelt kopiaszamban hordozott gén transzkripcids szintje
szignifikdnsan (p<0,01), géntdl fiiggben nyolc-tizszeresére emelkedett, mig a tobbi géné nem
valtozott, ami mutatja a gének talmikodtetésének eredményességét. A pNG2 ¢és pNG3 plazmidokat
hordozé transzformansok oOsszkarotinoid-tartalma szignifikdnsan nagyobb volt az eredeti MS12
torzsben mért értéknél (5. tablazat). Mivel a karotinoidok eléanyaga is a mevalonsav-uton
szintetizalodik, a HMG-KoA-reduktaz kifejezodése befolyasolhatja a karotinoidtartalmat. Korabban

a kodold gén tulmiikodtetésével és/vagy heterolog expressziojaval —sikeriilt novelni a
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karotinoidprodukcidt, tobbek kozt C. utilis, N. crassa, S. cerevisiae és Y. lypolitica gombakban
(SHIMADA ¢és mtsi. 1998, WANG és KEASLING 2002, YAN és mtsi. 2012, ZHU €és JACKSON 2015).

Az ergoszterintartalom csak a AmgR2 gént extra kopidkban hordozo transzforméansokban
emelkedett meg némiképp, a tobbi transzforméansban nem valtozott (5. tablazat).

Vizsgéltuk a transzformansok sztatinokkal, a HMG-KoA-reduktaz szelektiv gatloszereivel,
szembeni érzékenységét is (6. tablazat). E vegyiiletek az enzim szubsztratjadval kompetitiven
kotédnek az aktiv helyhez ¢és igy gatoljak annak miikddését. A jaromsporas gombak tobb korabbi,
koztiik altalunk is végzett, vizsgalatban érzékenynek bizonyultak e vegyiiletcsoporttal szemben
(LUKACS ¢és mtsi. 2004, CHAMILOS ¢€s mtsi. 2006, GALGOCZY ¢és mtsi. 2007, 2009, 2010, NYILASI €s
mtsi. 2010a,b, BELLANGER ¢és mtsi. 2016). Lovasztatin esetében igazoltdk, hogy apoptozis jellegii
folyamatokat indukal Mucor-ban, elsésorban egyes fehérjék (pl. Ras proteinek) prenilcsoportjainak
szintézisében okozott zavarok kovetkeztében (ROZE és LINZ 1998). Hasonld eredményeket kaptak
ujabban R. oryzae esetében is (BELLANGER ¢és mtsi. 2016). Meghataroztuk a fluvasztatin, a
rozuvasztatin és az atorvasztatin MICog értékét (a 90%-os novekedésgatlashoz sziikséges minimalis
gatlo koncentracid) az egyes transzformansokkal és az eredeti MS12 torzzsel szemben (6. tablazat).
A pNG2 ¢és pNG3 plazmidokat hordozd torzsek jelentdsen kisebb érzékenységet mutattak a

sztatinokkal szemben, mint az eredeti MS12 torzs.

6. tablazat. A fluvasztatin, rozuvasztatin és atorvasztatin, a hmgR géneket extra képidban hordozé
transzformansokkal és az eredeti M. circinelloides torzzsel (MS12) szemben mutatott minimalis gatlé
koncentraciéja (MICoo).

Térzs / Sztatin Fluvasztatin Atorvasztatin Rozuvasztatin
(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MS12 4 16 32
MS12+pNG1 4 16 32
MS12+pNG2 32 256 >256
MS12+pNG3 64 >256 >256

A MICy értéket minden a transzformacios kisérletek soran szelektalt torzsre meghataroztuk. A teszteket 96-lyuku
mikrotiter lemezen végeztiik. A fluvasztatint (Lescol, Novartis), rosuvasztatint (Crestor, Astra Zeneca) és atorvasztatint
(Atoris, Krka) a torzsoldatok elkészitéséhez metanolba oldottuk, majd a megfeleld koncentracio eléréséhez a higitasokat
YNB tapoldattal készitettiik el. Az inokulumokat szintén YNB tapoldatban készitettiik el, a mikrotiter lemez lyukakba 10*
sporangiosporat oltottunk. A lemezeket 25 °C-on, 48 6ran at inkubaltuk, majd a tenyészetek optikai denzitasat (ODs20)
spektrofotométerrel hataroztuk meg. A kalibracidhoz a nem beoltott tdpoldatot hasznaltuk és a sztatinmentes tdpoldatban
mért értéket vettiikk 100%-os novekedésnek.

Tehat mind a AmgR2, mind a hmgR3 gének talmiikddtetése emelte a karotinoidszintet és
csOkkentette a gomba érzékenységét a vizsgalt sztatinokkal szemben. A AmgR1 gén kdpiaszaméanak
emelése ugyanakkor nem volt hatdssal a vizsgalt tulajdonsadgokra; tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
hogy eldonthessiik, van-e a génnek valamilyen, esetleg specialis, szerepe. Eredményeink azt jelzik,
hogy a hmgR2 és a hmgR3 terméke részben ugyanazon folyamatokban vesz részt, illetve funkcidik

atfednek. Ugyanakkor transzkripcidjuk elemzése azt sugallja, hogy eltérd szabalyozas alatt allnak.
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Mindkét gén hasznalhatonak tlinik a terpén- és karotin-bioszintézis javitasat célzd6 rekombinans

torzsnemesitésre is.
5.2.1.3. A M. circinelloides hmgR gének csendesitése

A hmgR gének csendesitését antiszensz RNS (asRNS) technikaval valositottuk meg. A
csendesitési konstrukciok (pAS1, pAS2 és pAS3, ahol a szamok a megfeleld gént jelolik) alapja a
pPT81 plazmid volt (lasd 5.4.1. fejezet), melybe az adott ~mgR génszakaszt forditott orientacioban a
gpdIP és gpdIT régiok kozé épitettilk be Notl-Xhol restrikcids hasitd helyeket haszndlva (F2.
tablazat). A génszakaszok felszaporitdsdhoz hasznalt primereket az F3. tablazat tartalmazza. A
hmgR1 esetében (pAS1) a csendesitéshez hasznalt szakasz 662 bp (a gén 5’ végétdl szamitott 29-690
nukleotid), a ~mgR2 esetében (pAS2) 626 bp (a gén 5’ végétdl szamitott 21-646 nukleotid) és a hmgR3
esetében (pAS3) 697 bp (a gén 5° végétdl szamitott 52-748 nukleotid) hossza volt. A 1étrehozott
vektorokat kiilon-kiilon az MS12 torzsbe juttattuk PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacioval. A
pAS1 és pAS3 vektor esetében 6-6, mig a pAS2 vektorral 3 transzforméns telepet kaptunk. A
plazmidokat a gomba autoném replikativ modon tartotta fenn, a transzformansok tenyésztését ezért
szelektiv koriilmények kozott végeztiik. A transzformansokban Northern-hibridizacidval sikeriilt
kimutatni a plazmidrol atirodé asRNS molekulakat (14. abra).
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14. abra. Az asRNS kimutatasa a vizsgalt transzformansokban Northern-hibridizaciéval.
Hibridizaciés probaként a pAS1-3 plazmidokba épitett génszakaszokat hasznaltuk.

A csendesitési hatékonysagot transzformdacios kisérletenként két-két transzformans esetében
qRT-PCR analizissel vizsgaltuk. Az egy transzformacios kisérletbdl szarmazo, kiilonb6zd
transzformansokban némileg eltéré volt a csendesitési hatékonysag, feltételezhetden a bejuttatott
plazmidok kopiaszdmanak eltérése miatt. A hmgR1 gén relativ transzkripcids szintje a csendesitett
transzformansokban 90 (MS12+pAS1/1), illetve 70%-kal (MS12+pAS1/2), a hmgR2 gén relativ
transzkripcios szintje 75%-kal (MS12+pAS2/1 és MSI12+pAS2/2), mig a hmgR3 gén relativ
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transzkripcios szintje 95 (MS12+pAS3/1) és 90%-kal (MS12+pAS3/2) csokkent az MS12-ben mért
értékhez képest. A tovabbi vizsgalatok soran minden gén esetében e két-két izolatumot elemeztiik.
Az MS12+pAS1/1,2 és MS12+pAS2/1,2 transzformansok spérdinak csirdzo- és a telepek
novekedési képessége nem kiilonbozott jelentdsen az eredeti MS12 torzsétdl. Ugyanakkor mindkét
MS12+pAS3 transzformans esetében a sporak csirdzasa kétszer annyi idot (8 h) vett igénybe, mint az
eredeti torzs esetében (4 h), telepeik atmérdje (40+3 mm) pedig 4 napos tenyésztést kovetden is
szignifikdnsan (p<0,01) kisebb volt az MS12 torzsénél (58+7 mm). A HMG-KoA-reduktdz szerepét
a sporak csirdzasaban és a vegetativ sejtek novekedésében S. cerevisiae-ben is bizonyitottak (BASSON
gomba novekedése lelassult €s csdkkent virulenciadt mutatott buzaval szemben (SEONG és mtsi. 2006).
A hifak morfologidjanak fénymikroszkopos vizsgélata szintén nem mutatott ki szignifikdns valtozast
az MS12+pAS1 és MS12+pAS2 transzformansokban. Az MS12+pAS3 torzsek esetében azonban a
hifak rovidebbek voltak az eredeti torzshoz képest, az elagazasok szama jelentésen megnétt (p<0,05),
a hifavégek megduzzadtak és esetenként plazmakiaramlasokat lehetett megfigyelni (15. abra).
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy Mucor-ban a HMGR3-nak lehet jelentdsebb szerepe a sporak

csirdzasaban, a gomba morfogenezisében €s a micélium fejlodésében.

MS12 MS12+pAS3/1
- N %) 4 W/"/}y'

SE=m
R G
15. abra. Az MS12, valamint az MS12+pAS3/1 és MS12+pAS/2 izolatumok hifdainak fénymikroszkopos képe.

A torzseket 25 °C-on, YNB tapoldatban neveltiik, a vizsgalathoz a leoltastdl szamitott 8. 6rdban vettiink mintakat. A
méretskala 10 um-nek felel meg. A nyil a plazmakidramlast mutatja.
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Az MS12+pAS3 transzforménsok Annexin V-FITC ¢és propidium-jodid festéssel
apoptozisszerii folyamatokra utalo festddést mutattak (16. abra). Az annexin V a plazmamembranon
kifel¢ forduld foszfatidil-szerinhez kotédve zold fluoreszcens fénnyel az apoptdzis korai fazisat
detektalja, mig a propidium-jodid a sejtmagmembran dezorganizaciojat kovetden a DNS-hez
kapcsolddva piros fluoreszcens fényt bocsajt ki €s az apoptozis késéi szakaszara, illetve nekrotikus

folyamatokra utal.
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16. abra. Az MS12 (A, D), valamint az MS12+pAS3/1 (B, E) és MS12+pAS3/2 (C, F) izolatumok fény- (A-C) és
fluoreszcens (D-F) mikroszképos képe Annexin V-FITC és propidium-jodid festést kévetéen.
A festést Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel (Sigma) végeztiik a gyartd utasitdsaink megfelelden. A torzseket
25 °C-on YNB tapoldatban neveltiik, a vizsgalathoz a leoltastol szamitott 8. éraban vettiink mintdkat. A méretskala 10
pm-nek felel meg.

Az egyes hmgR gének atirddasat qRT-PCR-rel vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az
MS12+pAS3 torzsekben, melyekben a imgR3 gént csendesitettiik, radikalisan megnétt a AmgR2 gén
atirodasa, ugyanakkor a hmgR2 csendesitése esetén a hAmgR3 transzkriptumszintje nem valtozott
szignifikdns mértékben (17. abra). Mindez azt is jelezheti, hogy a HmgR3 funkcidjanak kiesését a
gomba a HmgR2 expressziojanak fokozasaval ,,igyekszik” ellensulyozni, ami ugyancsak megerositi
egyrészt a HmgR3-nak a gomba ¢életképességének fenntartdsaban jatszott fontos €és egyedi szerepét,
masrészt a két fehérje részben atfedd funkcidjat €s szabalyozasat.

Mivel a HMG-KoA-reduktdz az izoprén-bioszintézis korai szakanak kozponti 1épését
katalizalja, a gén csendesitése ezért befolyasolhatja a kiilonboz6 izoprén termeékek, igy egyes fehérjék
funkcios csoportjat ado prenilcsoportok képzddését is. Az FPP és GGPP fontos szerepet jatszik a
jelatviteli folyamatokban kozremiikodo, a GTP-azok csaladjaba tartozo, Ras és Rho fehérjék sejten
beliili elhelyezkedésében, membranhoz kapcsolodasaban, illetve szallitasdban, emellett prenilaciojuk
gatlasa szamos életfolyamat normalis lejatszodasat akadalyozza. Mivel e fehérjéknek alapvetd szerepe
van a sejtproliferacio és a differenciadlodas szabalyozasaban, mitkodésiiket emlésdkben és emberben
intenziven kutatjak, tobbek kozt a daganatok kialakuldsaval és lehetséges terapidjaval kapcsolatban

(COLEMAN ¢és mtsi. 2004, WALKER és OLSON 2005).
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17. abra. A hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének relativ transzkriptumszintjei az MS12+pAS2/1 (A) és az
MS12+pAS3/3 (B) transzformansokban az eredeti MS12 torzzsel 6sszehasonlitva.

Az RNS-kivonashoz a térzseket YNB tapoldatban, alland6 megvilagitas mellett 4 napon at, 25 °C-on tenyésztettiik. Az
MS12 hmgR1 gén transzkriptumszintjét vettiik 1-nek; a szignifikancia szint megallapitasdhoz kétmintas t-probat
végeztiink. Harom filiggetlen kisérletben kapott értékek atlagat tiintettiik fel, szorassal egyiitt. A * az adott gén
transzkriptumszintjének MS12-ben mért értékétdl valo szignifikans eltérését jelzi.

A Ras homolégok gombdakban is hatassal vannak a morfogenezisre, részt vesznek a kérnyezeti
valtozasokhoz val6 alkalmazkodasban, a stresszvalasz kialakitasaban, az apoptdzisban és szamos mas
folyamatban. Mindezeken keresztiil hatast gyakorolnak a patogén fajok, pl. a Candida albicans, a C.
neoformans ¢és az Aspergillus fumigatus virulenciajara is (FORTWENDEL 2012). A. nidulans-ban a
RasA gén sziikséges a konidiumok megfeleld csirdzdsahoz (OSHEROV és mtsi. 2000), mig a RasB
homolog gén delécidja 4. fumigatus-ban csdkkentette a hifandvekedést és torzult elagazasokat idézett
eld (FORTWENDEL ¢és mtsi. 2005). Természetesen a Rho GTP-azoknak szintén fontos szerepe van a
gomba sejtek ¢és hifak morfogenezisében (HARRIS 2011). Mucor racemosus-ban a HMG-KoA-
reduktdz lovasztatinnal eldidézett gatlasa zavart okozott a Ras fehérjék prenilacidjdban, ami az
MRas1/p20 fehérje komplex eliminalodasdhoz és az MRas3 felhalmozodéasanak gatlasahoz vezetett.
Ennek kovetkeztében a gomba ndvekedési ratija és sporaképzése csokkent és a sejtek tipikus
apoptozisszerl tiineteket mutattak (ROZE és LINZ 1998). Megjegyzendd, hogy a kdzelmultban R.
oryzae esetében is apoptdzis-indukciot detektaltak sztatin kezelés hatasara, emellett csokkent a
sporangiosporak csirazoképessége €s a gomba virulenciaja is (BELLANGER €s mtsi. 2016). Lehetséges,
hogy a M. circinelloides hmgR3 gén terméke részt vesz a prenilalt szignal fehérjék funkcios
csoportjainak bioszintézisében, ezért miikodésének gatlasa a morfogenezis és a ndvekedés zavarat,

valamint apoptotikus folyamatokat indukal.
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A hmgR2 és hmgR3 csendesitésének hatasara csokkent a transzformédnsok karotinoid- és
ergoszterintartalma is, a smgR 1 esetében ilyen hatast nem lehetett kimutatni (7. tablazat). Ez a hatés

a hmgR3 esetében volt a legkifejezettebb.

7. tablazat. A hmgR gének csendesitésének hatiasa a M. circinelloides karotin- és ergoszterintartalmara.

Karotinoidtartalom Ergoszterintartalom
(Hg/glszéraztﬁmeg] + SZ(’)ri’lS) (mg/g[széraztémeg] + SZ()I‘{IS)
MS12 476 + 65 6,0+0,8
MS12+pAS1 487 +41 5,1+0,12
MS12+pAS2 357 £ 74%* 4,4+0,01*
MS12+pAS3 193 + 48** 3,8+ 0,16%*

A tablazatokban transzformans tipusonként két tdrzs, harom egymastol fiiggetlen tenyésztése utdn mért eredmények
atlagat tiintettiik fel. Az MS12 torzs esetében mért értékektdl valo szignifikans eltérést * (p<0,05), illetve ** (p<0,01)
jelzi. Minden méréshez a karotinoid- és az ergoszterinkivonas ugyanazon micéliumbdl tortént (4 napos, YNB taptalajon,
allandé megvilagitas mellett, 25 °C-on végzett tenyésztést kovetden).

Mindez, a gének tilmiikodtetésével kapott eredményeket is figyelembe véve, azt mutatja, hogy
a karotin- és az ergoszterintermelés szempontjabol a hmgR2 és hmgR3 miikodése a meghatarozo, a
két gén termékének funkcidja e tekintetben atfed. Ugyanakkor, a ~imgR3 altal kodolt enzimnek

1étfontossagll szerepe van a normalis morfogenezis €s sejtintegritas biztositasaban is.

5.2.2. A R. miehei HMG-KoA-reduktaz génjének vizsgalata (Vastag és mtsi. 2004, Lukécs és mtsi.
2004, 2009, Tako és mtsi. 2010)

A Rhizomucor nemzetség két termofil fajt foglal magaba, a R. miehei-t és a R. pusillus-t. Az
elobbinek kivalo extracellularis lipaz- és proteaz- (pl. rennin) termel6ként van biotechnologiai
jelentésége (RODRIGUES és FERNANDEZ-LAFUENTE 2010, BEPPU és NISHIYAMA 2012), az utdbbi
pedig, mint felbukkano, opportunista human patogén gomba ismert (RIBES és mtsi. 2000). A két faj
lovasztatinnal szembeni érzékenységében markans kiilonbséget talaltunk (LUKACS és mtsi. 2004).
Mind a 9 tesztelt R. miehei izolatum viszonylag ellenallonak bizonyult e sztatinnal szemben, torzstol
fliggden 64 - 128 pg/ml lovasztatin jelenlétében is képes volt novekedésre. Ugyanakkor az altalunk
tesztelt 18 R. pusillus izoldtum esetében, 4 - 8 png/ml lovasztatin mar teljes novekedésgatlast okozott.
Mivel szamos jaromsporas gomba tobb hmgR izogénnel rendelkezik (BURMESTER €s CZEMPINSKI
1994), az eltérd érzékenység egyik lehetséges okaként a gének eltérd szamat feltételeztiik (LUKACS és
mtsi. 2004). Ismert gomba HmgR szekvenciak alapjan tervezett degeneralt primer parral (HMGI1F,
HMG2R; F3. tablazat) a konzervalt, katalitikus régié egy rovid, 314 bp-os szakaszat PCR
segitségével felszaporitottuk és a kapott fragmentumot probaként hasznalva, Southern-hibridizacioval
igazoltuk, hogy — korabbi feltevéseinkkel szemben — ez a gomba egyetlen ~imgR génnel rendelkezik

(18. abra).
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18. abra. A R. miehei hmgR gének szamanak vizsgalata Southern-hibridizaciéval.
A R. miehei genomi DNS-t Clal (1), Kpnl (2), EcoRV (3), Pst1 (4), BamHI (5), Xhol (6), Xbal (7) és Sacl (8) restrikcios
enzimekkel emésztettiik, a hibridizaciot a hmgR gén egy erdsen konzervalt szakaszat tartalmazo probaval végeztiik. Az
elemzésben hasznalt enzimek a probaba nem hasitottak bele. Minden esetben egyetlen hibridizacids jelet kaptunk.

Hogy megvizsgaljuk e gén szerepét a sztatinokkal szemben mutatott rezisztenciaban, valamint
a gén alkalmazhatdsagat a terpén-bioszintézis fokozasara, a R. miehei génkonyvtar (Lambda FIX II
genom konyvtar a R. miehei NRRL 5901 torzsébdl; atlagos inszertméret: 12 kb; kb. tizenkétszeres
lefedettség) és a mar emlitett hibridizacios proba felhasznéldsaval izolaltuk a R. miehei hmgR gént
(GenBank azonositd: AJ568024). A gén altal kodolt fehérje fobb jellegzetességeit és motivumait a 4.
tablazat foglalja Ossze. A gén atirddasat reverz transzkripci6 PCR kisérletekkel igazoltuk. Ezt
kovetden, az izoldlt génre alapozva expresszids vektort (pLGY2) készitettiink, melyet M.
circinelloides-be transzformaltunk, és ebben a rendszerben vizsgaltuk a gén hatasat a sztatinok iranti
érzékenységre és a terpén-bioszintézisre.

A pLGY?2 plazmid elkészitéséhez a teljes hmgR gént, a gént hatarold promoter €s termindlis
régiokkal egylitt, a szelekcios markerként hasznalt Mucor pyrG gént tartalmazo pTM7 plazmidba
klonoztuk (F2. tablazat). A plazmidot PEG-kozvetitette protoplaszt transzformacioval juttattuk be
M. circinelloides MS12 torzsbe. A Rhizomucor hmgR génjének jelenlétét a transzformansokban a gén
variabilis, 5’-végére tervezett primerekkel (F3. tablazat) végzett PCR kisérletekben igazoltuk. A
transzformansok csak szelektiv koriilmények kozt, azaz uracilmentes tapkozegben tartottdk fenn a
bejuttatott plazmidot, jelezve, hogy az nem integralédott a genomba, hanem att6l fiiggetleniil
replikalodott.

Vizsgéltuk a transzformansok sztatinokkal szemben mutatott érzékenységét (19. abra). A
Rhizomucor hmgR gént hordoz6 transzformansok kevésbé voltak érzékenyek a tesztelt sztatinokra,
mint az eredeti MS12 torzs. Kiilondsen szembetiind volt ez a valtozas a fluvasztatin esetében, melybol

4 pg/ml szinte teljesen gatolta a M. circinelloides novekedését, mig a transzformansok novekedési
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rataja ugyanezen koncentracional kb. 40%-os maradt. Noha a M. circinelloides viszonylag kevéssé
érzékeny lovasztatinra és szimvasztatinra, a transzformansok még nagyobb rezisztenciat mutattak
veliik szemben. A transzformédnsok csokkent érzékenysége a géndozis hatdssal magyarazhato és azt

mutatja, hogy a R. miehei hmgR génje hatékonyan fejezddik ki Mucor-ban.
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19. abra. A M. circinelloides MS12 torzs (csikozott savok) és harom MS12+pLGY2 transzformans (sotétsziirke,
sziirke és fehér savok) névekedése, kiilonb6z6 koncentracidji sztatinokat tartalmazé YNB tapoldatban.

A teszteket 96-lyukt mikrotiter lemezen végeztiik YNB tapoldatban. A fluvasztatin (Lescol, Novartis), lovasztatin
(Lescol, Novartis) és szimvasztatin (Vasilip, Egis) torzsoldatokat metanolban oldva készitettiik el. A lemezeket 28 °C-
on, 48 oran at inkubaltuk, a tenyészetek optikai denzitasat (ODs20) spektrofotométerrel hataroztuk meg. A nem beoltott

tapoldattal kalibraltunk; a sztatinmentes tapoldatban mért novekedési ratat vettiik 1-nek (100%-os novekedés).

Meghatéaroztuk a transzformansok teljes karotinoidtartalmat (minimal taptalajon, 4 napig 25
°C-on, allandé megvildgitas mellett tenyésztve) és Osszehasonlitottuk azt az eredeti, recipiens torzs

karotinoidtartalmaval (417 pg/ml). A transzformansok atlagos karotinoidtartalma 432 pg/ml volt,
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azaz tulajdonképpen nem valtozott az eredeti torzshoz képest. Mivel a karotinoidok is a mevalonsav-
uton képzddnek, csakigy, mint a membranalkotd ergoszterin, vagy a kiilonbozd fehérjék
prenilcsoportjai, melyek képzddése a sztatin kezelés hatisara zavart szenved (ROZE és LINZ 1998,
LUKACS és mtsi. 2009), és feltételezve, hogy a R. miehei egyetlen hmgR génnel rendelkezik, varhato
lett volna, hogy a gén kifejezddése a karotinoidprodukciot is befolyasolja.

Szdmos korabbi vizsgalat azt sugallja, hogy jaromspords gombdkban a karotinoid és az
ergoszterin €s talan mas prenilkomponensek képzddése is eltérd erre specializalt kompartmentekben
zajlik mar a korai l1épésektdl (azaz a mevalonsav képzddésétdl) kezdve (BEJARANO és CERDA-
OLMEDO 1992, RUIZ-ALBERT ¢és mtsi. 2002, KUZINA és mtsi. 2006). Ha ez a helyzet a M. circinelloides
esetében is, lehetséges, hogy az exogén eredetii HmgR fehérje nem jut be a megfeleld kompartmentbe,
pl. a transzmembran doméneket is tartalmazé varidbilis, 5°- régio kiilonbségei miatt. Mindenesetre az
a tény, hogy a R. miehei hmgR kifejez6dése eltérd hatast gyakorolt a M. circinelloides
sztatinérzékenységére ¢és karotinoid-bioszintézisére, alatdmasztja az utobbinak a tobbi
prenilszarmazék bioszintézisétdl valo feltételezett fliggetlenségét (BEJARANO és CERDA-OLMEDO
1992).

5.2.3. A M. circinelloides IPP-izomeraz, valamint FPP- és GGPP-szintaz génjeinek vizsgalata

A HMG-KoA-reduktdz altal katalizalt reakcid6 mellett, a terpénvegyiiletek képzddése
szempontjabodl sebesség-meghatarozonak tartjak az IPP-egységek keletkezését és kondenzécidjat is,
melyek sordn a specifikus terpenoid-bioszintézis utak prekurzorai jonnek létre (lasd 3. abra). Ebbdl
a szempontbdl korabbi vizsgalatok soran az IPP és a DMAP izomerizacigjaért felelds IPP-izomeraz,
GGPP-szintazok bizonyultak a legfontosabb enzimeknek (KAJIWARA és mtsi. 1997, LIANG és mtsi.

2002, SZKOPINSKA €és PLOCHOCKA 2005).

5.2.3.1. A M. circinelloides IPP-izomeraz (ipi) és GGPP-szintaz (carG) gének izoldldsa és jellemzése
(Velayos és mtsi. 2003, Csernetics és mtsi. 2011)

M. circinelloides cDNS alapli expresszios konyvtarat egy Erwinia uredovora karotin-
bioszintézis géneket hordozd és igy B-karotin-termelésre képes E. coli térzsbe (VELAYOS 2000)
transzformalva harom olyan baktérium telepet kaptunk, melyek szine megvaltozott, illetve
intenzivebb sarga szinli volt, mint a kontroll E. coli torzs. E telepek dsszkarotinoid-tartalma magasabb
volt, mint az eredeti, nem transzformalt E. coli torzzsé. Mindharom klén ugyanazt a cDNS-t hordozta,

melynek szekvenciaja nagy hasonlosagot mutatott mas organizmusokbol ismert IPP-izomerazokkal.
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A teljes ipi gén és az azt hatdrolo szakaszok nukleotid sorrendjét PCR-alapi DNS séta (DNA walking)
technikaval hatdroztuk meg (EMBL/GenBank azonosito: AM903092), majd a teljes 2058 bp hosszu
fragmentumot PCR segitségével felszaporitottuk és pBluescript II SK plazmidba klonoztuk. A M.
circinelloides ipi gén egy 225 aminosavbol allo fehérjét kodol. A gén 4 darab 57, 57, 61 és 57 bp
hosszu intront tartalmaz. I[dokozben meghataroztak a M. circinelloides teljes genom szekvencidjat. Az
altalunk azonositott ipi gén és az altala kodolt fehérje teljes egyezést mutat a M. circinelloides genom
adatbazisban  taldlhato  feltételezett ~ IPP-izomerdz  génnel  (JGI,  http://genome.jgi-
psf.org/Mucci2/Mucci2.info.html; scaffold 02, 4087315-4088347) és az altala kodolt aminosav
szekvenciaval (protein ID: 155452). A genom adatbdzisban végzett keresések szerint a M.
circinelloides egyetlen IPP-izomer4dz génnel rendelkezik. Az IPI aminosav szekvencidval a P.
blakesleeanus és R. oryzae genom adatbazisban végzett keresés, P. blakesleeanus esetében egy
(protein ID: 29590), R. oryzae esetében pedig két (protein ID: RO3G 13592.1 és RO3G 07411.1)
nagy hasonlosagot mutat6 feltételezett fehérjét eredményezett.

Az ipi gén altal koédolt feltételezett fehérje szamitott molekulatomege 26 kDa. A katalitikus
régid (18-208. aminosav) tartalmazza az iun. NUDIX (nucleoside diphosphate linked to some other
moiety X) hidrolazok csaléddjara jellemz06 konzervalt domént (49-199. aminosav) (BERTHELOT €s mtsi.
(C85) és glutaminsavat (E147) (BERTHELOT ¢€s mtsi. 2012) ugyancsak sikertilt azonositani.

A GGPP-szintazt (mely a karotinbioszintézis kdzvetlen prekurzoraként szolgalo GGPP
szintézisét katalizalja; lasd 3. abra) kodolo carG gén izoldlasat a Salamancai Egyetem, Genetikai €s
Mikrobiologiai Tanszékén végezték (VELAYOS és mtsi. 2003). E munkalatokba a kutatocsoport
tagjaként magam is bekapcsolodtam. A gén izoldlasdhoz a M. circinelloides cDNS konyvtérat
hasznéltuk. A génkonytar szliréséhez a pGGPP plazmidba klonozott Gibberella fujikuroi ggsl
génjének egy szakaszat (MENDE ¢s mtsi. 1997) hasznaltuk hibridizacidos probaként. A gén
atirodasanak inicidcids pontjat, mely a —194. pozicidban talalhatd, primer extenzids elemzéssel
allapitottuk meg. Az izolalt gén EMBL/GenBank azonositdja: AJ276129. A M. circinelloides carG
gén 1223 bp hosszq, 6 intront tartalmaz és egy 303 aminosavbol all6 fehérjét kodol, melynek szamitott
molekulatomege 34,78 kDa. Az izolalt génnel végzett hibridizacids analizis szerint a M. circinelloides
genomja egy carG gént tartalmaz. Ezt az eredményt késObb a gomba teljes genom szekvencidjanak
elemzése is megerdsitette. Ismert prenil-szintdzokkal végzett szekvencia-0sszehasonlitasok alapjan, a
M. circinelloides carG gén altal kodolt fehérje az E-prenilPP-szintazok, azon beliil is a III. tipusu
GGPP-szintazok, csoportjdba tartozik. A konzervalt poliprenil-szintdz domén a 17. és a 270.

aminosavak kozt talalhatd és tartalmazza az aktiv hely kialakitasaban szerepet jatszo, a prenil-
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szintdzokra jellemzd aszparaginsavban gazdag un. FARM és SARM régiokat (66-80. és 185-197.
aminosavak).

A carG gén promoterének szekvenciaelemzése soran harom olyan motivumot talaltunk, mely
hasonlésagot mutat a N. crassa GGPP-szintaz génjének (al-3) promodterében leirt in. APE (al-3
proximal element) szekvenciakkal (GAANNTTCC) (CARATTOLI és mtsi. 1994). Ezek a kovetkezok
voltak: GAAACTTTAC (a—50. pozicioban), GAAAAAGCTTG (a—61. pozicidban) ¢s GAATTGCC
(a —92. pozicidban). N. crassa esetében e motivumok esszencidlisnak bizonyultak az al-3 gén
atirodasanak fény altali indukcidja szempontjdbdl és mas fény indukalta gének promoterében is
megtalalhatok. M. circinelloides-ben, a karotin-bioszintézis specifikus 1épéseit kodolo carB és carRP
gének promoterében szintén talaltunk az APE szekvencidkhoz hasonl6 szakaszokat (20/A abra). E
gének esetében korabban Northern-hibridizacios elemzéssel bizonyitottak, hogy atirodasukat a kék

fény indukalja (VELAYOS és mtsi. 2000a, 2000b).

A APE3
APE4 APE2
APES < ‘ / (APEL
S — BO—0—F & >
carRP -_= carB
carRP carB

— )=

K 4 5 6 10 12 14 16 20 40 60 K 4 5 6 10 12 14 16 20 40 60
Inkubéciés idé (min) Inkubiciés id8 (min)
B
carG
- “edeowee ~ 4 W/m?2, 4 perc (960 J/m?)

K 4 5 6 10 12 14 16 20 40 60

Inkubdcids id6 (min)

20. abra. A carG, carB és carRP gének dsszehangolt fényindukcidja.
A: A M. circinelloides carB és carRP gének elhelyezkedése a genomban és az APE elemek eloszlasa a két gén kdzos

transzkriptumok akkumulaciojanak vizsgalata specifikus génprobakkal végzett Northern-analizissel tortént. A
fényindukciora minden esetben 3 nap sotétben végzett tenyésztés utan keriilt sor 4 W/m?, 4percig tart6 kék
fényimpulzussal (960 J/m?). Az RNS-kivonas a fényindukciét kdvetden 4-60 perces sdtétben végzett inkubacié utan
tortént (K: folyamatosan sotétben nevelt kontroll).

A harom gén (carG, carB ¢s carRP) promoter szekvencidjanak oOsszehasonlitasdval

megallapitottuk a Mucor-ra jellemzd, az egyes gének kék fény altali indukcidjat meghatarozo APE
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motivumok konszenzus szekvenciajat: GRAN-TTGYY.

Kék fénnyel torténd besugarzast kovetd Northern-analizissel a carG gén esetében is
bizonyitottuk, hogy a gén atirodasat a kék fény indukalja, illetve fokozza (20. abra). Azt is
megallapitottuk, hogy a fényimpulzus ugyanolyan hatassal van a carG transzkriptumok
felhalmozodasara, mint az emlitett karotinoidspecifikus génekére, azaz a carG, a carB ¢€s a carRP
gének Osszehangolt fényszabalyozas alatt allnak (VELAYOS és mtsi. 2003). Egyes fajoktol (pl. B.
trispora vagy X. dendrorhous) eltéréen, a fényindukcid sziikséges a M. circinelloides
karotintermeléséhez (AVALOS és LIMON 2015). A karotintermelés fényszabalyozasanak hattere és a
fénytdl fiiggetlen termelés megvaldsitasa kutatott teriilet (NAVARRO és mtsi. 2001, 2013, ZHANG és
mtsi. 2016).

Szamos tanulmany szerint az [PP-izomeraz, valamint az FPP- és GGPP-szintazok, az 4ltalanos
mevalonsav-ut masodik szakaszdnak sebesség-meghatarozé kulcsenzimei (LEE és SCHMIDT-
DANNERT 2002, DAs ¢és mtsi. 2007, Liao és mtsi. 2016). Ezért qRT-PCR analizis segitségével
elemeztiik és 6sszehasonlitottuk az altalunk leirt ipi és carG, valamint a VELAYOS és mtsi. (2004) altal

azonositott, az FPP-szintazt kodolo iso4 gén kifejezodését a gomba novekedése sordn (21. abra).

L ipi
M isoA
| carG

1,44

1,24

1,01

0,8

0,6

Relativ transzkriptumszint

|

|

|
o | y 5 I
0,2

4 8 36 96
A leoltas ota eltelt id6 (h)
21. abra. A vizsgalt izoprén-bioszintézis gének relativ transzkriptumszintjei a M. circinelloides MS12 torzsének
tenyésztése soran.
A M. circinelloides MS12 torzsét 25 °C-on, folytonos megvilagitas mellett, YNB tapkozegben tenyésztettiik. Az egyes

mérések esetében, a reverz transzkripciot mindharom génre ugyanabbdl az RNS mintabdl végeztiik. Az iso4 gén 4 6ra
elteltével mért transzkriptumszintjét vettiik 1-nek.

Négy oraval a leoltast kdvetden, azaz a sporangiosopdrak csirazasakor, az ipi és az isoA

szignifikdnsan nagyobb transzkriptumszinteket mutatott, mint a carG, jelezve, hogy az elobbi gének
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atirddasa mar a csirazo spoérakban intenziven zajlik. Késobb a hifakban az ipi és az isoA transzkripciods
szintje csokken, és alacsonyabb szinten stabilizalodik, bar az ipi gén transzkriptumszintje még a
tenyésztés negyedik napjan is kozel kétszerese volt a masik két gén esetében mértnek. A carG
viszonylag egyenletesen fejez0dott ki a micéliumban, valosziniileg a folytonos megvilagitasnak is

kdszonhetden.

5.2.3.2. A M. circinelloides IPP-izomeraz, valamint FPP- és GGPP-szintdaz génjeinek hatdisa a

karotinoidtermelésre (Csernetics ¢és mtsi. 2011)

Hogy megvizsgaljuk az IPP-izomeraz, valamint FPP- és GGPP-szintazok, mint az altaldnos
izoprenoid-bioszintézis kulcslépéseit katalizalo enzimek génjeinek hatasat a karotinoid-bioszintézisre
¢s alkalmazhatosagat a karotinoidtermelés javitasara, olyan M. circinelloides torzseket hoztunk létre,
amelyekben az emlitett enzimeket ko6dolo ipi, isoA és carG géneket tGlmiikddtettiik, majd elemeztiik
e torzsek karotinoidtermelését.

A gének talmukodtetéséhez olyan expresszids vektorokat épitettiink, amelyek a géneket
kiilon-kiilon hordozzak, de alkalmasak kotranszforméacioval a két gén egyiittes bevitelére is. Az igy
eléallitott plazmidok egy része az egyes géneket sajat szabalyozo régidival egyiitt tartalmazta (pCA10,
pAVB160, pCA6), mas résziikben e sajat promoter és terminalis szakaszokat a Mucor gpdl gén
szabalyozo régioira (gpdIP és gpdIT) cseréltik (pPT83 — pPT86; F2. tablazat). Szelekcids
markerként a Mucor leud vagy pyrG gént hasznaltuk, melyek a M. circinelloides MS12 torzs leucin,
illetve uracil auxotr6figjat komplementdljadk. Az MSI12 kettdés auxotrof torzs vad tipusu a
karotinoidtermelésre nézve. Az egyes géneket hordozd plazmidokat, kiilon-kiilon és a lehetséges
kombinacidkban, PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacioval juttattuk be a recipiens torzsbe. Az
egyes kisérletekben hasonlé transzformacids gyakorisigot kaptunk (15-25 transzformans/10°
protoplaszt), mely nem fiiggott attdl, hogy egy vagy két plazmiddal végeztiik-e a transzformaciot,
vagy, hogy melyik szelekciés markert alkalmaztuk. A transzformansok Southern-hibridizacios
elemzése azt mutatta, hogy azok a plazmidokat autonom replikdlodd elemként tartottdk fenn. A
plazmidok kopiaszamat qPCR analizissel vizsgéltuk a transzformdnsokban, 5 fiiggetlen tenyésztési
ciklus soran (8. tablazat). A plazmidok kopiaszama 0,3 és 7 kopia/gazda genom kozt valtozott, a
kotranszformansokban a két plazmid kopiaszama rendszerint kiilonbdz6 volt. Minden transzformans
autoném replikativ Gton fenntartotta a plazmidokat mind szelektiv (YNB taptalajon), mind nem-
szelektiv (MEA taptalajon) kortilmények kozott, noha a kopiaszdm az egyes tenyésztési ciklusok
soran némileg ingadozott. A transzformansok mitdtikus stabilitdsa nem filiggott attol, hogy egy vagy

két plazmidot hordoznak-e.
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8. tablazat. A bejuttatott plazmidok képiaszdma az ipi, isoA és carG gének tilmiikodtetése érdekében létrehozott
transzformansokban és a transzformansok karotinoidtartalma.

Osszkarotinoid- p-Karotin-

Té Plazmidok tartalom tartalom
orzs R
kopiaszama (1g/g[széraz tomeg] (ng/g[széraz tomeg]
+ s70rds) + s70ras)
MS12 - 399 £27 257 +£18
MS12+pAVB107 (leud) 1-2 408 £57 255+ 36
MS12+pEPM9 (pyrG) 1 370 +£91 232 +58
MS12+pAVBI107 (leud); 1
PEPMO (pyrG) ) 417 £ 83 268 +71
MS12+pPT43leu (leud) 3 425+ 77 272 £ 49
MS12+pPT43pyr (pyrG) 1 395 +37 259 +24
MS12+pPT43leu (leuAd); 1-3
pPT43pyr (pyrG) 1-2 400 = 74 229 £ 42
MS12+pCA10 (ipi) 1 674 +230 452 £ 159
MS12+pAVB160 (isoA) 0,3-1 584 + 126 369 + 84
MS12+pCA6 (carG) 6-7 718 £ 110 485+ 76
MS12+pCA10 (ipi) 3
+pAVBI60 (isod) 1 1392 £ 396 881 +248
MS12+pCAT10 (ipi) 2
MS12+pAB160 (isoA) 2
+

+pCA6 (carG) 2 808 + 148 463 £91
MS12+pPT8S5 (ipi*) 2 1177 £218 753 £ 140
MS12+pPT83 (isoA*) 3-6 1209 + 81 794 + 53
MS12+pPT84 (carG*) 2-4 1959 + 389 1322 £263
MS12+pPT8S5 (ipi*) 4-6
+pPT83 (is0A*) 1.4 1504 £+ 141 862+ 75
MS12+pPT8S5 (ipi*) 5
+pPT84 (carG*) ) 1004 + 180 624 £ 116
MS12+pPT86 (iso4*) 1-6
+pPT84 (carG*) 1.4 1298 + 350 783 £214

2K opiaszam / gazda genom. Minden a tablazatban feltiintetett érték ot fiiggetlen kisérletben kapott eredmény atlaganak
felel meg. A kopiaszdm meghatarozast és a karotinoidkivonasokat ugyanazon mintakbol végeztiik. A torzseket a DNS- és
karotinoidkivonashoz 1% gliikéz tartalmt YNB taptalajon 4 napon at, 25 °C-on, folytonos megyvilagitds mellett
tenyésztettiik. * jelzi a gpdl promoter és terminator szakaszokkal Osszeépitett géneket.

A pCA10, pAVBI160 és pCA6 plazmidokat, amelyek az izoprén-bioszintézis géneket a sajat
promoter és termindlis régioik kozt hordoztak, tartalmazd transzforméansok Osszkarotinoid- és -
karotin-tartalma jelentdsen megnoétt az eredeti torzshoz képest, a géndozis hatds kovetkeztében (8.
tablazat).

A transzformansok masik csoportja a pPT83 - pPT86 plazmidokat hordozta. Ezekben a gének
tulmiikodéséhez, a kopiaszam novelése mellett, az erdsebb kifejezddést biztositdé gpdl szabalyozo

régiok is hozzajarultak. E transzformansok karotinoidtartalma, a vérakozasoknak megfelelden,
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jelentdsen meghaladta a nem modositott géneket extra kopidban hordozé transzformansokét (8.
tablazat).

Noha a plazmidok kopiaszdma ingadozott az egyes atoltasok kozott és ennek kovetkeztében a
kiilonboz6 tenyésztések soran mért karotinoidmennyiségek meglehetdsen nagy szorast mutattak, a
kisérletek eredményei altalanos kovetkeztetések levonasara is alkalmasak voltak. Minden kisérletben
egyetlen gén bevitele (fliggetleniil attol, hogy az adott gén atirddasat a sajat vagy a gpdl promoter
szabalyozta) a kovetkez0 sorrendben ndvelte a karotinoidprodukciot: carG > ipi > isoA.
Hasonloképpen, a génkombinaciokkal végzett transzformacioknal, minden mérés soran, az egyes
kombinacidk a kovetkezd sorrendben fokoztak a karotinoidtermelést: ipi + isoA > isoA + carG > ipi
+ carG (ugyancsak fliggetleniil a szabalyoz6 régiok milyenségétdl). Kontrollként a transzformacios
¢s kotranszformacios kisérleteket a csak a szelekcids marker géneket tartalmazd plazmidokkal
(pEPM9, AVBI107, pPT43leu és pPT43pyr) is elvégeztik. Az igy nyert transzformdnsok
karotinoidtartalma nem tért el szignifikansan a recipiens torzsétdl (8. tablazat), ami aldtdmasztja,
hogy az ipi, isoA és carG géneket extra kdpidban hordozo térzsek megndvekedett karotinoidtartalma
a gének tulmikodtetésének eredménye ¢€s nem vezethetd vissza pusztdn az auxotrofia
komplementéalasanak kovetkeztében kialakult jobb fiziologiai allapotra.

Amennyiben csak egy gén mikodését modositottuk, a legnagyobb karotintartalom azokban a
transzformansokban volt megfigyelhetd, amelyekben a carG gén kopiaszamat emeltiik, kiilonosen, ha
a bevitt gén a gpdIP kontrollja alatt allt. Korabban mar megallapitottuk, hogy a carG és a B-karotin-
bioszintézisért felelds gének kozds szabdlyozas alatt allnak (VELAYOS és mtsi. 2003). Mindez
megerdsiti e gén miikodése és a specifikus karotinoid-bioszintézis szoros kapcsolatat.

Az ipi gén altal kodolt IPP-izomerdz tobb organizmus esetében is sebesség-megatarozonak
bizonyult a terpén-, illetve a karotinoid-bioszintézis szempontjabol. Heterolég IPP-izomeraz
génekkel, illetve az IPP- és DMAP-ellatds javitasaval jelentdsen megndvelhetd volt a
karotinoidtermelés rekombinans E. coli-ban (MISAWA és SHIMADA 1998, ALBRECHT ¢s mtsi. 1999,
RODRIGUEZ-VILLALON ¢és mtsi. 2008). Ugyanakkor €lesztOkben az IPP-izomeraz gén kifejeztetése,
illetve talmukodtetése nem fokozta a karotinoidtermelést (MISAWA és SHIMADA, 1998, VISSER ¢s
mtsi. 2005). Kisérleteinkben az ipi gén talmuikodtetése pozitiv hatdssal volt a M. circinelloides
karotinoidtermelésére. A kopiaszdm emelése Onmagdban masfélszeresére, az eredetinél erdsebb
kifejezddést biztositd gpd /P alkalmazésaval egyiitt pedig tobb, mint haromszorosara emelte a gomba
Osszkarotinoid-tartalmat (8. és 9. tablazat). A kozelmultban SUN és mtsi. (2012c) sikeresen
alkalmaztdk a rokon B. trispora IPP-izomerdz génjét modositott E. coli karotintermelésének

fokozasara. Mindez azt mutatja, hogy az IPP-izomerdz jaromspéras gombdkban sebesség-
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meghatarozé a karotinoid-bioszintézis szempontjabol és hatékonyan felhasznalhatdo a termelés
javitasara.

9. tablazat. A gpdl expresszios szignilokkal 6sszeépitett izoprén-bioszintézis gének transzkripcioja és a megfelelé
transzformansok karotinoidtartalma eltéré gliikéztartalmu tipkozegen végzett tenyésztés esetén.

Torzs Gliikoz- Relativ Osszkarotinoid-tartalom
koncentracio transzkriptum- (1g/gszaraz tomeg]
(%) szint + sz0ras)
MSI12 1 kontroll? 399 £ 27
2,5 ipi: 0,6; isoA: 0,7; 490 + 48
carG: 0,7
5 ipi: 0,4; isoA: 0,5; 436 + 37
carG: 0,4
MS12+pPT85 (ipi) 1 11 1177 £218
2,5 61 1375 £ 575
5 49 1102 £431
MS12+pPT83 (isoA) 1 17 1209 + 81
2,5 50 1164 + 132
5 52 1104 £210
MS12+pPT84 (carG) 1 6 1959 + 389
2,5 49 1341 £ 98
5 44 1164 + 37
MS12+pPT8S5 (ipi) 1 ipi: 18; 1504 + 141
+pPT83 (isoA) isoA: 34
2,5 ipi: 26; 1407 £ 191
isoA: 57
5 ipi: 32; 1379 £415
isoA: 33
MS12 + pPT8S5 (ipi) 1 ipi: 9; 1004 + 180
+pPT84 (carG) carG: 2
2,5 ipi: 13; 983 + 174
carG: 4
5 ipi:12; 758 £ 150
carG: 3
MS12 + pPT86 (isoA) 1 isoA: 9; 1298 + 350
+pPT84 (carG) carG: 8
2,5 isoA: 17, 875+ 33
carG: 34
5 isoA: 16; 729 + 37
carG: 10

®Az egyes gének transzkriptumszintjeit minden vizsgalt gén esetében, az eredeti MS12 tdorzs 1% gliikézon mért
transzkriptumszintjével hasonlitottuk dssze (az utobbit vettiik 1-nek). Minden a tablazatban feltiintetett érték 6t fiiggetlen
kisérletben kapott eredmény atlaganak felel meg. Az RNS- és a karotinoidkivonasokat minden esetben ugyanazon
mintakbol végeztiik, melyhez a torzseket 25 °C-on, 4 napon at, folytonos megvilagitas mellett, YNB taptalajon
tenyésztettik.

A M. circinelloides gpdl génjének kifejezédése ugyan folyamatos a sejtekben, de a
glilkdzkoncentracio emelésével a gén atirddasa fokozhatdo (WOLFF és ARNAU 2002, LARSEN ¢€s mtsi.

2004). Ezért a pPT83 - pPT85 plazmidokat hordozo transzforméansok karotinoidtermelését eltérd
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gliikdzkoncentraciok (1, 2,5 és 5%, YNB taptalajon) mellett is teszteltiik, egyuttal az ipi, isoA €s carG
gének atirddasat is kovettiik a mintadkban qRT-PCR segitségével (9. tablazat).

Az eredeti MS12 torzsben mindharom gén esetében, 2,5 és 5% gliikkozkoncentracid mellett
enyhén csokkent a transzkripcid szintje, a karotinoidtartalom viszont nem valtozott szignifikdns
mértékben. A transzformansokban ugyanakkor — a gpd/P miikodése kovetkeztében — jelentsen
nagyobb transzkriptumszinteket detektaltunk, mint az MS12 toérzsben. A transzformansokban a harom
gén atirddasa 2,5% gliikkdzon jelentdsen megnétt az 1% gliikozon végzett tenyésztéshez képest,
ugyanakkor 5% gliikozon mar nem emelkedett tovabb (vagy némileg csokkent is a 2,5% gliikozon
mért transzkriptumszintekhez képest). A magasabb transzkripcids szintek jelentdsen nagyobb
karotintartalommal jartak egylitt, az MS12 t6rzshdz, vagy akar azokhoz a transzforméansokhoz képest,
amelyek a bevitt géneket sajat regulator régidik kontrollja alatt hordoztdk. Mindazonaltal ezekben a
torzsekben (a pPT83, pPT84, pPT85 és pPT86 plazmidokat hordozo transzformansokban) a 2,5 és 5%
gliikdzon mért karotinoidtermelés mértéke elmaradt attol, amit 1% gliikozon végzett tenyésztés
esetében mértiink, ha a karotinoidtartalmat a micélium egységnyi szaraz tomegére vonatkoztattuk (9.
tablazat). Ez azt jelenti, hogy 2,5 és 5% gliikdzon mért magasabb transzkriptumszintek mar nem
jartak egyiitt a szaraztomegre vonatkoztatott karotinoidtartalom tovabbi emelkedésével.

Kevés adat all rendelkezésre arrdl, hogy a jaromspoérds gombak karotinoidtermelése
szempontjabol a glilkkéz mennyire megfeleld szénforras. Egy régebbi tanulméanyban, A. rouxii
karotintermelése olyan komplex tapkozegben volt a leghatékonyabb, amely gliik6zt tartalmazott
szénforrasként (MOSQUEDA-CANO ¢és GUTIERREZ-CORONA 1995). Hasonloképpen, a tapkozeg
gliikozzal vald kiegészitése, fokozta a lipid- és karotinoidakkumuléciot M. circinelloides-ben és M.
racemosus-ban (SZCZESNA-ANTCZAK ¢és mtsi. 2006). Azokban a torzsekben, amelyek a gpd!
szabalyozo régiokkal Osszeépitett izoprén-bioszintézis géneket hordoztak, 1% gliilkozkoncentracio
mellett 1ényegesen nagyobb karotinoidtartalmat sikertilt elérni, mint a tobbi transzformansban; ennél
nagyobb gliilkozkoncentraci6é azonban gy tlinik gatolta a bioszintézist.

Kisérleteinkben, az eredmények reprodukélhatosaga és Osszehasonlithatosaga érdekében, a
karotinoidtartalom elemzéséhez a tenyésztést minden esetben minimal taptalajon (YNB) végeztiik. E
rendszerben mg-os nagysagrendii szarazanyag tartalomra vonatkoztatott dsszkarotinoid-produkciot
értlink el. Ez a mennyiség Osszemérhetdé a B. trispora, mely jelenleg az egyetlen ipari
karotinoidtermelésre hasznalt fonalas gomba, vad tipust torzseivel, illetve nem optimalizalt
tenyésztési koriilmények kozt elérhetd karotinoidtartalommal (KM és mtsi. 1997, MEHTA €s mtsi.
2003). A B. trispora 1PP-izomeraz ¢s GGPP-szintaz génjeit karotintermeld E. coli torzsekben

tulmiikodtetve szintén hasonld karotinoidprodukciot sikeriilt elérni (SUN és mitsi. 2012c).
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Természetesen azt gondoljuk, hogy az altalunk eldallitott torzsek termeldképessége a fermentacios
koriilmények optimalizalasaval jelentdsen fokozhatd. Mindenesetre a fent ismertetett kisérletek azt
mutatjdk, hogy a M. circinelloides karotinoidtermelése eredményesen fokozhatdé az izoprén-
bioszintézis gének kopiaszamanak emelésével ¢és erdteljes kifejezddést biztositd reguldtor
szekvencidk alkalmazasaval. Eredményeink nem csak a karotinoid-bioszintézissel direkt kapcsolatban

allo carG, hanem a korabbi 1épésekért felelds ipi €s isoA gének alkalmazhatdsagat is bizonyitottak.

5.3. A SPECIFIKUS KAROTINOID-BIOSZINTEZIS VIZSGALATA: XANTOFILLOK TERMELTETESET

LEHETOVE TEVO GENEK KIFEJEZTETESE M. CIRCINELLOIDES-BEN

A kiilonb6zd organizmusokban a P-karotinbol tovabbi vegyiiletek képzddhetnek, melyek
koziil a legfontosabbak a xantofillok, azaz a -karotin oxigéntartalmu funkcios csoportokat hordozo
szarmazékai (lasd 2. abra). Ebbe a csoportba tartozik a rendkiviil értékes asztaxantin, kantaxantin,

zeaxantin és B-kriptoxantin is. Utobbiak lényegében az asztaxantinképzddés koztitermékeinek is

tekinthetok (22. abra).
M
B-karotin
cr&;/// \\<if
MW\:Q
B-kriptoxantin

OH

CrtZ CrtwW Criz

echinenon
° \ CrtZ  crtw

CrtW

3’-hidroxiechinenon 3-hidroxiechinenon

CrtW oH
CrtZ Crtz NN
& zeaxantin
Crtw y

o , adonixantin
fonikoxantin

\Crtz Crtw

AV Y VO Y0 Y e " e N

OH _

o

22. abra. A B-karotin-asztaxantin atalakulas lehetséges 1épései és koztitermékei Paracoccus sp. N81106 esetében;
MISAWA és mtsi. (1995) nyoman. Az egyes 1épéseket eltérd hatasfokkal, de ugyanaz a két enzim képes katalizalni;
CrtW: B-karotin-ketolaz; CrtZ: B-karotin-hidroxilaz.

A B-karotin - asztaxantin konverzidhoz két enzim, egy -karotin-hidroxilaz és egy ketoldz,

elegendd. Az egyes mikroorganizmusokban el6fordul6 ilyen tipust enzimekre altaldban jellemzo,

72



dc_1349 16

hogy egyszerre egy funkcids csoportot kapcsolnak a -karotinvazra, ugyanakkor nemcsak a kiindulo
vegyiiletként szolgaldo P-karotint tudjak szubsztratként hasznositani, hanem az abbol, akar sajat
tevékenységiik eredményeként képzddo, részlegesen hidroxilalt, illetve oxigenalt szarmazékokat is.
Ennek kdvetkeztében a folyamat soran -karotinbdl valtozatos termékek keletkezhetnek (22. abra).
Annak érdekében, hogy tanulmdnyozzuk az asztaxantin, a kantaxantin és egyéb xantofillok
termeltetésének lehetdségét M. circinelloides-ben, egy asztaxantintermeld tengeri baktérium, a
Paracoccus sp. N81106, valamint az ugyancsak asztaxantintermeld bazidiumos ¢élesztd, a
Xanthophyllomyces dendrorhous bioszintézis génjeit fejeztettik ki M. circinelloides-ben ¢és
létrehoztunk egy megvaltozott karotinoid-Osszetételli M. circinelloides mutansparkot. Ebben a
rendszerben lehetéség nyilt az egyes eredeti, vagy a mddositott bioszintézis utak elemzésére (pl. a
képz6dé termékek aranyanak meghatarozasara), vagy annak vizsgéalatara, hogy a gének
tilmukodetése, vagy az izoprén Ut modositasa, milyen hatdssal van az egyes karotinok és xantofillok

képzodésére.

5.3.1. A Paracoccus sp. N81106 B-karotin-ketolaz (CrtW) és -hidroxilaz (CrtZ) kifejeztetése M.

circinelloides-ben

A Paracoccus sp. N81106 (A. auranticaum) karotinoid-bioszintézisért felelés génklasztere
régota ismert €s jellemzett (MISAWA és mtsi. 1995, FRASER ¢és mtsi. 1997). E génklaszter két tagja, a
crtW és crtZ, koédolja az asztaxantin képzddéséhez sziikséges P-karotin-ketolazt és a [B-karotin-
hidroxilazt (22. abra). Munkank soran e bakteridlis géneket hasznaltuk fel annak vizsgalatara, hogy

kivitelezhet6-e Mucor-ban a xantofilltermelés.

5.3.1.1. A crtW és crtZ gének kifejeztetése autonom replikalodo plazmidok segitségével (Papp ¢és
mtsi. 2006, Csernetics €s mtsi. 2011)

Vizsgélatainkhoz el6szor olyan expresszios vektorokat hoztunk létre, amelyek a bakteridlis
géneket, hogy kifejezddésiiket a gombaban biztositsuk, a M. circinelloides gpdl szabalyoz6 szakaszai
(gpdIP és gpdIT) kozé épitve hordozzak. A pPT50 plazmid, a gpdIP-crtZ-gpdIT kazetta mellett, a
M. circinelloides pyrG, mig a pPT51 plazmid, a gpdIP-crtW-gpdIT szakasz mellett, a M.
circinelloides leuA gént hordozta szelekcios markerként (F2. tablazat). PEG-kozvetitette protoplaszt-
transzformaciot alkalmazva, e cirkuléris plazmidokat kiilon-kiilon, illetve egyiittesen is bejuttattuk a
M. circinelloides kétszeres auxotrofiaval (leu” ¢és wura’) markerezett MS12 torzsébe. Ezzel

crer

mtsi. 2006). A transzformdcids gyakorisdg minden kisérletben meglehetdsen magas volt (50-90
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transzformans/10-15 pg DNS/10° protoplaszt). Southern hibridizacios kisérletekkel igazoltuk, hogy a
bejuttatott plazmidok nem integralodtak a genomba, hanem attol fiiggetleniil replikalddtak. Mint azt
az irodalmi attekintésben is emlitettem, a jaromspdras gombak a bejuttatott cirkularis plazmidokat
szinte mindig episzomalisan tartjdk fenn €s az ilyen elemek integracidja a genomba nagyon ritka
esemény (lasd ITURRIAGA ¢és mtsi. 1992, BENITO és mtsi. 1995, WOLFF és ARNAU 2002, QUILES-
ROSILLO és mtsi. 2003, APPEL és mtsi. 2004, Skory 2005, ORTIZ-ALVARADO ¢s mtsi. 2006, IBRAHIM
és SKORY 2007). A bevitt plazmidok kopiaszdma minden vizsgalt tenyésztési ciklus soran nagyon
alacsony maradt, hasonl6an IBRAHIM és SKORY (2007) megfigyeléseihez. A recipiens torzs sarga szine
enyhén narancssziniire valtozott azokban a transzformansokban, melyek a crtW gént tartalmazo
pPT51 plazmidot hordoztdk (azaz az MSI12+pPT51 (23/A abra) és az MSI12+pPT50+pPT51

torzsekben), mig a pPT50, azaz a crtZ gén bevitele 5nmagaban nem okozott fenotipus valtozast.

A C
" £
Yy * g
]
s ¢ Ef %
l'\ § . %: L o %
- ©
MS12 MS12+pPT51 ‘l‘ E = '
s | 5
B | 2 Karotinoid
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kantaxantin
[3-kriptoxantin
asztaxantin
zeaxantin
MS12+pPT51
MS12 MS12+ 0 2 4 6 8 10 12 14 16
pPT51 Retencids id6 (min)

23. abra. A crtW gént hordozé MS12+pPT51 transzformans, valamint a recipiens MS12 torzs telepmorfologiaja
YNB taptalajon (A) és karotinoid-osszetételének vékonyréteg kromatografias (B) és HPLC (C) vizsgalata.
A bevitt bakterialis gének atirodasat a transzformansokban Northern-analizissel igazoltuk (24.
abra), majd elemeztiik a transzforméansok karotinoid-osszetételét (23/B,C abra, 10. tablazat).
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Amint azt els6ként bizonyitottuk (lasd 5.1.2. fejezet), a M. circinelloides képes a B-karotin
hidroxilalt szarmazékainak, a zeaxantinnak ¢€s a 3-kriptoxantinnak a termelésére, azaz feltételezhetden
rendelkezik egy még nem azonositott B-karotin-hidroxildz aktivitassal. A csak a crtZ gént hordozo
MS12+pPT50 transzformansok karotinoidspektruma ennek megfelelden ugyan nem valtozott meg a
recipiens torzshoz képest, de a bakterialis B-karotin-hidroxilaz kifejezodése kovetkeztében a két

hidroxilalt szarmazék mennyisége megemelkedett (10. tablazat).

A MS12 B Ms12

MS12  +pPT50 MS12  +pPT50
MS12 +pPT51 +pPT51 MS12 +pPT51 +pPT51

28S rRNS

18S rRNS

-—

Co4. 0 B e
- -

24. abra. Northern-analizis digoxigenin jelolt crtW (A) és crtZ (B) génprobakkal.
A fels6 paneleken az RNS-mintak agar6z gél elektroforézise, mig az alsokon az ugyanazon mintakkal végzett
hibridizacié eredménye lathato.

Mind az MS12+pPT51, mind az MS12+pPT50+pPT51 torzsek, az MS12-re is jellemzd -
karotin és B-kriptoxantin mellett, képesek voltak echinenon, kantaxantin és asztaxantin — azaz a [3-
karotin keto-szarmazékainak — termelésre is. Mivel a M. circinelloides eleve képes a [-karotin
hidroxilaciojara, a csak a crtW gént expresszald transzformansok is termeltek asztaxantint, azaz
egyetlen enzim, a B-karotin-ketoldz bevitele is elegend6 az asztaxantinképzddés kivaltasahoz ebben a
gombaban.

Mivel az izoprén-bioszintézis harom génjének (azaz az ipi, isoA és carG géneknek)
tulmiikodtetésével fokozni lehetett a B-karotin-produkciot és rendelkezésiinkre alltak az ehhez
sziikséges expresszids vektorok, kotranszformacids kisérleteket végeztiink a crtW gént hordozo
pPT51 és az egyes izoprén-bioszintézis géneket hordozo pPT82 (ipi), pPT83 (isoA) és pPT84 (carG)
plazmidokkal.
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Amint az a korabbi vizsgélatok alapjan varhato volt, a kotranszformansok Osszkarotinoid-
tartalma, az MS12 és a csak a bakterialis géneket hordozé torzsekhez képest jelentdsen megemelkedett
(10. tablazat). A kotranszformansok telepszine az MS12 torzshoz képest megvaltozott, jelezve az

oxigenalt karotinoidok jelenlétét (25. abra).

10. tablazat. A pPT50 és pPT51 plazmidokat autoreplikativ médon hordozo transzformansok és a recipiens MS12

torzs karotinoid-osszetétele, valamint a plazmidok koépiaszama ¢és a Kifejeztetett gének relativ
transzkriptumszintjei.

N . Relativ
B- ¥ - Ossz- Plazmid 0 o kriptum-
Torzs Karotin Karotin Likopin Kriptox.* Zeax. Kantax. Echi. Asztax. Kkarotinoid képiaszimP szin?
MS12 25913 141 62 29+3 63 - - - 399 £27 - Kontroll®
MSI12+pPT50 287+£22 17+5 443 55+7 15+4 - - - 455+50 pPT50:0,2 -

MS12+pPT51 268+13 17+4 5+2 3542 1£1 102 113 3=£2 478 £28  pPT51:0,2 crt: 1

PT50: 0,2
MSIZHPPTS0 o704 15 ysi4 443 2245 241 1342 1745 241  410£37 © d
+pPT51 pPT51: 1
MS12+pPT82 pPT82: 2; ipi: 18;
FpPT51 513415 74+8 24+3 22+£3 5+1 65+1 108+8 1+1 1053+98 DPTS1: 1 ort¥¥ 2.4
MS12+pPT83 pPT83: 3; isoA: 16;
pPTS1 527+22 3244 1743 24+3  6+2 4+1 5+2 141  807+35 pPTS1: 0.2 ort W 0.9
MS12+pPT84 carG: 9;

pPT84:7;
+pPT51 366+ 14 69+12 4147 15+2 241 44+3 145+7 2+£1 924+146 pPT51: 0,07 W 49

aRoviditések: B-Kriptox. - B-kriptoxantin; Zeax. - zeaxantin; Kantax. - kantaxantin; Echi. - echinenon; Astax. —asztaxantin.
YK opiaszam / gazda genom. °Az ipi, isoA és carG esetében az MS12 térzsben, a crtW esetében az MS12+pPT51 tdrzsben
mért transzkriptumszintet vettiik 1-nek. A tablazatban feltiintetett karotinoid-mennyiségek 6t fliggetlen tenyésztést kovetd
HPLC analizis eredményeinek atlagértékei (Ug/gszaraz smeg] + $20rds). Az RNS- és a karotinoidkivondshoz a térzseket 25
°C-on, 4 napon at, folytonos megvilagitas mellett, YNB taptalajon tenyésztettiik.

MS12 MS12+pPT51 (crtw)

MS12+pPT82 (ipi)
+pPT51 (crtW)

MS12+pPT84 (carG)
+pPT51 (crtW)

MS12+pPT83 (is0A)
+pPT51 (crtw)

25. abra. A pPT51 plazmidot hordozé transzformansok, valamint az MS12 torzs szine.
A tenyésztés YNB taptalajon, 4 napon at folytonos megvilagitas mellett, 25 °C-on tortént.

Annak ellenére, hogy mindegyik képes volt xantofillok termelésére, a termelt karotinoidok

aranya az egyes kotranszformansokban eltéré volt. Azokban a transzformansokban, amelyekben a
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crtW gén kifejeztetése mellett az ipi, vagy a carG gént is tulmikodtettiik, a kantaxantin- és az
echinenontartalom jelentésen megndtt (10. tablazat), feltehetéen a nagyobb rendelkezésre allo
prekurzor- (B-karotin) mennyiség miatt. Ugyanakkor a pPT51 ¢és a pPT83 (isoA)
hordoz6 transzformans (MS12+pPT51). Ezt az eredményt nehéz megmagyarazni, de mivel az FPP-
szintaz miikddése egyéb fontos terpenoidok (pl. ergoszterin, dolikol, ubikinon, farnezilalt fehérjék)
mennyiségére is hatassal van (LIANG és mtsi. 2002, GRABINSKA és PALAMARCZYK 2002, SZKOPINSKA
¢s PLOCHOCKA 2005, KUZINA és mtsi. 2006), tulmiikodtetése esetleg indirekt modon hathat a f3-
karotin-ketoldz aktivitdsara a szintézis szabdlyozésa, a kompartmentalizacid, vagy a
membranszerkezet megvaltozadsdn keresztiil. Az asztaxantin mennyisége minden transzformans
esetében nagyon alacsony maradt, ami azt jelzi, hogy a M. circinelloides B-karotin-hidroxilaza nem
vagy csak kis affinitassal képes a kantaxantint szubsztratként hasznositani. Azt is meg kell jegyezni,
hogy ugyan az ipi ¢és a carG gének talmuikodtetésével, az MS12+pPT51 torzsben mérthez képest, a
xantofill-termelés fokozhato volt, de minden transzforméansban a B-karotin maradt a f6 karotinoid-

termek, azaz a konverzié kordntsem volt teljes.
5.3.1.2. A crtW gén integrdcioja a M. circinelloides genomba (Papp ¢és mtsi. 2013)

Korédbbi kisérleteinkben, amikor a Paracoccus sp. N81106 torzs crtW génjét autondém
replikalodo plazmid (pPT51) bejuttatasaval fejeztettiik ki Mucor-ban, mind a plazmidok kopiaszdma,
mind a termelt xantofillok mennyisége alacsony maradt. Annak érdekében, hogy a bejuttatott crtl
gén kopiaszdmat megemeljik ¢és nagyobb xantofill produkciora képes, mitotikusan stabil
transzformansokat allithassunk eld, megkiséreltiik a gént integralni a M. circinelloides genomjaba.

E kisérletek elsddleges célja az volt, hogy megvizsgaljuk, Ilehetséges-e stabil,
kantaxantintermeld M. circinelloides torzsek eldallitasa. Ezt az értékes keto-karotinoidot elsdsorban
taplalék, illetve, foként halak és szarnyasok esetében, takarmdny kiegészit6ként alkalmazzak
(BHOSALE és BERNSTEIN 2005; DUFOSSE 2006), az EU-ban és az Egyesiilt Allamokban engedélyezett
ételszinezék, illetve kiegészitd (E161g; FOOD STANDARD AGENCY 2014, FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION 2014). A kantaxantin er6sebb antioxidans, mint a B-karotin (PALOZZA és KRINSKY
1992, AVALOS és LIMON 2015) és szamos egyéb kedvezd hatést tulajdonitanak neki, tobbek kozt
apoptozist indukalt human rakos sejtvonalakban (KUMARESAN és mtsi. 2008; PALOZZA és mtsi. 1998),
csokkentette szdmos daganattipus kialakuldsdnak kockézatat allatmodellekben (MAYNE €s PARKER
1989). Noha szdmos baktériumot, pl. Bradyrhizobium sp. (LORQUIN ¢és mtsi. 1997), Dietzia

natronolimnaea HS-1 (ROSTAMI ¢és mtsi. 2014), Corynebacterium michiganense (SAPERSTEIN ¢€s
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STAR 1954), Micrococcus roseus (COONEY €s mtsi. 1966), Brevibacterium sp. KY 4313 (NELIS és DE
LEENHEER 1989) ¢és Gordonia jacobaea MV-1 (DE MIGUEL ¢és mtsi. 2001; VEIGA-CRESPO ¢€s mtsi.
2005) és néhany mikroalgat, pl. Chlorella pyrenoidosa (CZYGAN 1964) és Chlorella zofingiensis
(PELAH ¢és mtsi. 2004), azonositottak ¢és irtak le, mint kantaxantintermeld organizmust, az
¢lelmiszeriparban ¢és allattenyésztésben hasznélt pigmentet elsdsorban kémiai szintézissel allitjak eld
(ERNST 2002, DUFOSSE 2006). A kantaxantin iranti kereslet folyamatosan nd, €és fokozott igény
mutatkozik a természetes eredetl, illetve mikrobiologiai eldallitas fejlesztése irant is (BHOSALE és
BERNSTEIN 2005, GHARIBZAHEDI ¢és mtsi. 2013).

A gén bevitelét PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacioval terveztilkk megvalositani,
kétféle stratégiat alkalmazva, egyrészt kettés homolog rekombindcidval, ami elvileg iranyitott
génbevitelt tesz lehetdveé, masrészt restrikcios enzim kdzvetitette integracioval (restriction enzyme
mediated integration, REMI), melyet foként nagy gyakorisagli ektopikus integraciok elérésére
hasznélnak.
melyek alapja a pPT51 plazmid volt (26. abra; F1. tablazat).
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26. abra. A crtW gén M. circinelloides genomba torténé integraciojahoz szerkesztett plazmidok.
Az abran az egyes linearis fragmentumok és a transzformansok hibridizacios elemzéséhez sziikséges probak
kivagasahoz hasznalt restrikcios enzimek hasitoé helyei keriiltek feltiintetésre.

E plazmidok is a gpdl prométer €s termindlis régidé kozé épitve hordoztdk a crtW gént,
szelekcios markerként pedig ezittal is a pyrG vagy a leud gént hasznaltuk. A pCAS8 vektor esetében
a gpdP-crtW-gpdT kazettat a szelekcids markerként is szolgald leuAd, és az attdl 5° iranyban talalhato
régid kozeé épitettiik, annak érdekében, hogy biztositsuk a kettds homolog rekombinacidhoz sziikséges
DNS szakaszokat. A pCA9 esetében a gpdP-crtW-gpdT kazettét, a pyrG szelekcids markerrel egyiitt,
a M. circinelloides genombol PCR segitségével felszaporitott 18S és 28S rDNS szekvencidk kozé
épitettiik; itt e szakaszok szolgéaltak homoldg szekvenciaként a kettds rekombinaci6 irdnyitasara.

Kettés homoldg rekombinacioval kikényszeritheté a transzformaldé DNS integracidja a

genomba. Ilyenkor a vektor a bejuttatni kivant szakasz két végén, a kettds rekombinacidt iranyitd, a
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recipiens genom egyes régidival homolog szekvencidkat tartalmaz. Jaromsporas gombék esetében az
eredményes integraciohoz még az is sziikséges, hogy a transzformaciot cirkuldris plazmidok helyett
linearis DNS fragmentummal végezziik (lasd 2.7 alfejezet). Amennyiben a plazmidot csak egy
restrikcidos enzimmel linearizaljuk, a plazmid az esetek tilnyomo tobbségében recirkularizalodik,
majd az intakt plazmidokhoz hasonldan, a homolog szakaszok ellenére is episzomalisan marad fenn,
vagy elvész (TORRES-MARTINEZ és mtsi. 2012, GARRE ¢és mtsi. 2015). Mindezeket figyelembe véve a
pCAS8 plazmidbol a Clal és Aatll enzimekkel kivagott pCASIf, valamint a pCA9 plazmidbdl az Aarll
¢s Nhel enzimekkel kivagott pCA9If fragmentumokkal végeztiik a transzformaciot (26. abra). Az
egyes kisérletekben 10-15 pg linearizalt DNS-t adtunk a protoplasztokhoz.

A REMI modszer alkalmazasakor, a transzformalo linedris fragmentum mellett, azokat a
restrikcios enzimeket is hozzdadjuk a protoplasztokhoz, amelyekkel elézdleg a vektorunkat is
emésztettiik. Ilyenkor a transzformalo linearis DNS fragmentumon kiviil az enzimek is bejuthatnak a
sejtmagba ¢és a genomi DNS-t hasithatjak, majd annak — elsdsorban a kettds szaltoréseket javito, a
nem homoldg végek 0sszekapcsolasat végzé mechanizmus (non-homologous end joining, NHEJ) éltal
végbemend — Ujboli Osszerendezddése soran végbemehet az idegen DNS beépiilése a genomba
(MAIER és SCHAFER 1999, MULLINS és KANG 2001, OLMEDO-MONFIL és mtsi. 2004). A REMI
modszert korabban sikeresen hasznaltdk szdmos aszkuszos és bazidiumos gomba genetikai
manipulaldséra, jaromspords gombaknal azonban eddig nem alkalmaztak (VoS és mtsi. 2014). A
transzformaciot tobbféle, a pPT51, pCA8 és pCA9 plazmidokbdl kiemésztett fragmentummal is
teszteltiik; a felhaszndlt DNS szakaszokat a 11. tablazat foglalja Gssze, a restrikcids hasitohelyek

helyzetét a 26. abran tiintettiik fel.

11. tablazat. A crtW gén REMI transzformaciéval torténé beviteléhez hasznilt linearis DNS fragmentumok.

Fragmentum elnevezése Plazmid A fragmentum kivagasahoz hasznalt restrikciés enzimek
pCA8’R pCAS Sall, Sacl
pCA9’RI1 pCA9 Clal, Kpnl
pCA9’R2 pCA9 Pstl, Kpnl
pPT51°R1 pPT51 Nael, Ndel
pPT51’R2 pPT51 Nael, Clal
pPT51°’R3 pPT51 Sall, Scal

A transzforméacio soran, eldzetes optimalizacid alapjan, a protoplasztokhoz 10 pug DNS-t és az
egyes fragmentumok linearizaldsara hasznalt enzimekbdl 30 unit mennyiséget adtunk, majd ezt az
elegyet 30 percig jégen, azt kovetden pedig masfél 6ran keresztiil 33 °C-on inkubaltuk.

A linedris fragmentumokkal PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformaciot végeztiink. A

pCA9’R1 és a pCA9’R2 fragmentumokon kiviil, az Osszes tesztelt DNS szakasszal kaptunk
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transzformans telepeket. A transzformacios gyakorisdg minden kisérletben alacsonynak bizonyult (1-
4 transzformans/10°> protoplaszt) és nem volt novelheté a transzformald DNS mennyiségének
fokozasaval. A transzformald6 DNS kettds homolég rekombinacidoval torténd integracidja ritka
esemény jaromsporas gombak esetében (IBRAHIM és SKORY 2007), ami magyardzhatja az alacsony
transzformacids gyakorisagot. REMI esetében eltérdek a tapasztalatok, korabbi vizsgalatokban fajtol,
a transzformald6 DNS-t6l és az alkalmazott enzimektdl fliggden igen eltérd transzformacios
hatékonysagot tapasztaltak (VoS és mitsi. 2014). Mindenesetre ez volt az elsd eset, hogy egy
jaromsporas gombat ezzel a modszerrel sikeresen transzformaltak (GARRE €s mtsi. 2015).

A sikeres transzformacios kisérletek (azaz a pCASIf, pCAO9lf, pCA8’R ¢és a pPT51’R1-3

fragmentumok alkalmazésa) soran a bejuttatott fragmentumok integralodtak a genomba (27. abra).
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A - B: A pCASIf fragmentum és 3 MS12+pCASIf transzformansbol tisztitott DNS Smal és Pvull restrikcids enzimmel
emésztve. C: A pCA9If fragmentum és 3 MS12+pCAO9If transzformansbol tisztitott DNS Clal és Kpnl restrikcios
enzimmel emésztve. D - E: A pCA8’R fragmentum és 3 MS12+ pCA8’R transzformansbdl tisztitott DNS Smal és Clal
restrikcios enzimmel emésztve. F: A pPT51’R fragmentum és 3 MS12+ pPT51°R/1 transzformansbdl tisztitott DN'S
Xhol restrikcios enzimmel emésztve. Hibridizacios probaként digoxigenninnel jelolt cr¢W gént hasznaltunk, a
hibridizacids analizist a transzformaciot kovetd masodik-6tddik tenyésztési ciklusok soran végeztiik.
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A transzformansok mitotikus stabilitasanak ellen6rzéséhez mind szelektiv (YNB), mind nem
szelektiv (MEA) taptalajon, 15 egymast kovetd cikluson 4t tenyésztettiik az izolalt torzseket, majd
PCR analizissel bizonyitottuk a bevitt DNS jelenlétét a telepekben. A pCASIf és a pCAIIf
fragmentumokkal nyert transzformansok mindegyike, a REMI modszerrel 1étrehozott torzsek koziil
pedig csak a pCA8’R és a pCAS1’R3 fragmentumokkal transzformaltak bizonyultak mitétikusan
stabilnak. A REMI transzformacié sordan az alkalmazott enzim fajtdja és mennyisége, illetve a
megfeleld hasitohelyeknek a recipiens genomban taldlhatd pozicidi és az integracid helye fontos
faktorai az integralédott DNS stabilitasanak. Ezért a megfeleld transzformacios gyakorisagot és
stabilitast biztositd enzimek ¢és aranyok erdsen fiiggnek a gazdatél és altaldban nem lehet eldre
megjosolni a kisérletek sikerességét (WELD és mtsi. 2006, VOS és mtsi. 2014).

A stabilnak bizonyult transzformansok esetében, IPCR technika (OCHMAN ¢és mtsi. 1988)
segitségével igyekeztiink meghatdrozni az integracid helyét. Minden vizsgalt MS12+pCASIf ¢és
MS12+pCAS8’R transzformans elemzése azt mutatta, hogy az integracié homolog helyre, azaz a leud
gén ¢és az azzal 5’ irdnyban szomszédos régid kozé tortént. Ugyanakkor ektopikus integraciokat
detektaltunk a tesztelt MS12+pCA9If és MS12+pPT51°R3 transzformansokban. Ezen integracios

események a M. circinelloides genom kiilonb6z6 szakaszait érintették (12. tablazat).

12. tablazat. Az MS12+pCAU9If és az MS12+pCAS51’R transzformansok genomi DNS-ének IPCR analizisével feltart
régiok helyzete a M. circinelloides CBS 277.49 genomban.

Transzformans Scaffold 5’ pozicié 3’ pozicio
MS12+pCA9If/1 scaffold 01 5431430 5431782
MS12+pCA9I1f/2 scaffold 06 2480876 2481326
MS12+pPT51°R3/2 scaffold 09 46692 47033
MS12+pPT51°R3/4 scaffold 09 46720 47066

A transzformansok genomi DNS-ének IPCR analizisével meghatarozott szekvenciakkal BLAST kereséseket végeztiink a
M. circinelloides f. lusitanicus genom adatbazisban (DoE JGI; M. circinelloides CBS277.49 v2.0; http://genome.jgi-
psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html; adatbazis: Mucor_circinelloides_v2_masked scaffolds); a scaffold-ok sorszama és a
nukleotid pozicidk az ezen adatbazisban talalt régiok helyzetét jelslik.

Ismert, hogy mivel a restrikcios enzimek a genomi DNS-t szdmos helyen hasithatjak, a REMI
transzformaciod gyakran eredményez ektopikus integraciot (TURGEON és mtsi. 2010). Ugyanakkor a
pCA9If fragmentummal végzett transzformacids kisérletben kettés homoldg rekombinacidval
végbemend integraciora szamitottunk. Talan a fragmentum két végére épitett homolog szakaszok nem
voltak elég kiterjedtek az integracio6 ,,iranyitdsdhoz”. Az ugyancsak jaromsporas R. oryzae esetében
igazoltdk, hogy a NHEJ mechanizmus rendkiviil aktiv és domindns a homolog rekombindcidval

szemben, ez az oka, hogy amennyiben megtorténik, altaldban nem homolog helyre integralodik a
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bevitt DNS (SKORY 2005, IBRAHIM és SKORY 2007). Hasonl6 folyamat 4llhat az altalunk tapasztaltak
mogott is.

Az IPCR elemzés eredményei tobb transzformansban is a bejuttatott DNS tobb kopidban
vizsgalatat qPCR analizissel végeztiik (13. tablazat).

A Mucor fajok altalaban tobbmagvli protoplasztokat és spordkat, valamint conocitikus
micéliumot képeznek, ezért az elsddleges integrativ transzforméansok rendszerint heterokariotikusak
a bejuttatott DNS-re nézve (ARNAU ¢és mtsi. 1991, IBRAHIM ¢€és SKORY 2007). Ahhoz, hogy
homokariotikus torzseket nyerhessiink, a transzformansokbdl monosporangidlis telepeket kell
izolalni, melyeket tobb cikluson keresztiil szelektiv koriilmények kozt kell tenyészteni €s az egyes
tenyésztési ciklusok kozt ugyancsak monosporangialis telepeket kell tovabboltani. Kisérletiinkben az
egymast kovetd generdciok sordn a bevitt DNS kopiaszama minden transzformansban jelentdsen
megemelkedett.

Néhany transzformansban (pl. MS12-+pCAS8I1f/1-2, MS12+pCAO91f/1 és MS12+pPT51°R3/2) a
koépiaszam a 13. tenyésztési ciklus utan meglepden magasnak bizonyult. Az MS12+pCASIf/1 és a
MS12-+pCAO9I1f/1 esetében az IPCR analizis eredménye is azt sugallta, hogy a bevitt DNS sok tandem
ismétlodd kopidban talalhatd egy adott régioban. Egyes esetekben, pl. az MSI12+pCASIf/1
transzformansban, a crtW gén relativ kdpiaszama a 200 kdpia/genom szamot is meghaladta (13.
tablazat). Ez az extrém magas kopiaszdm a Southern-hibridizaciés ¢és az IPCR adatok
figyelembevételével tobbféleképpen magyarazhatd. Az egyik lehetdség szerint a gomba genomjaba
integralédott idegen DNS kivagdodott, majd recirkularizaciot kovetéen nagy kopiaszamban
felszaporodott. A transzformalé DNS atrendezddését és recirkularizacigjat kiilonbdzo jaromsporas
gombéakban mar tobbszor megfigyelték (YANAI és mtsi. 1990, ARNAU és mtsi. 1991, TAKAYA és mtsi.
1996, MACKENZIE és mtsi. 2000, OBRAZTSOVA ¢s mtsi. 2004).

A plazmid menekitési kisérletekkel a MS12+pCA8’R transzformansokbol a bejuttatott linearis
DNS-nél kisebb, 2-5,5 kb méretli cirkularis plazmidokat sikeriilt izolalni. E plazmidok
szekvencidjanak vizsgalata a transzformalo DNS-bdl szarmazo6 atrendezddott €s csonkolt szakaszok
jelenlétét tarta fel, amelyek azonban nem tartalmaztak a cr¢l gént vagy annak darabjait. Az elébbi
magyarazat ellen szol az is, hogy az ilyen folyamatok altaldban a transzformans instabilitasat és a
heterolog DNS elvesztését eredményezik, esetiinkben azonban a vizsgalt transzformansok
fenntartottak az idegen DNS-t, melynek relativ kopiaszama jelentésen megnétt. Azt is érdemes
megjegyezni, hogy a kdpiaszam a késObbi tenyésztések soran nem ingadozott, pedig ez a cirkularis

plazmidokat hordoz6 torzsek esetében altalaban megfigyelhet6 (lasd 5.3.1.1. alfejezet).
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13. tablazat. A bejuttatott cr¢W gén kopiaszama és a gént kifejezé transzformansok karotinoid-osszetétele a transzformaciot koveto 3. és 13. tenyésztési ciklus
soran.

. Tenyésztési . . - . . . . . . . . Ossz-
Torzs ciklus Kopiaszam Likopin  B-Karotin  y-Karotin B-Kriptoxantin Zeaxantin  Echinenon Kantaxantin Asztaxantin Karotinoid
MSI12 - - 12+2(3) 249+£23(61) 22+4(5) 26+ 7(6) 8+1(2) - - - 412 +£31
MS12+pCAS8If/1 3 3 9+1(2) 296=12(49) 29+4(5) 18+3 (3) 8+2(1) 31+£13(5) 16£7(3) 1+£0,8(0,2) 604+41

13 250 12+2(2) 43+£5(8) 32+8(6) 26+4(5) 4=£1(1) 117+£5(22) 148+21(28) 3+1(0,6) 529 +29
MS12+pCASIf/2 3 12 10£1(1) 295+31(43) 38%7(6) 14+3(2) 6+2(1) 60+8(9) 65+9(9) - 692 £ 63
13 55 15£3(2) 78+7(13) 41£6(7) 15+3(3) 6+1(1) 135+19(22) 123+18(20) 2+0,5(0,4) 614+52
MS12+pCAS8If/3 3 0,03 12+2(2) 373+55(49) 32+4(4) 21£3(3) 9+2(1) 27+£5@4) 16£2(2) 1+0,1(0,1) 75771
13 0,07 10+£2(2) 295+33(46) 30£4(5) 18+4(3) 9+1(1) 43£7(7) 20+3(3) 1+£0,2(0,1) 644+52
MS12+pCA9If/1 3 0,5 11+£1(2) 377+34(55) 307 (4) 24+£3(4) 7+1(1) 9+1(1) 6+1(1) - 688 +47
13 140 12+£1(2) 190+31(30) 32+4(5) 16 £2 (3) 8+1(1) 57+£909) 71+£8(11) 2£0,5(0,2) 636+43
MS12+pCA91f/2 3 0,5 21+£2(3) 397+78(51) 31+3(4) 32+2(4) 10£2 (1) 11£1(1) 9+1(1) - 785+ 72
13 62 15+2(2) 281+21(40) 35+4(5) 20£2(3) 5+1(1) 45£5(7) 50+5(7) 2+0,2(0,3) 697+36
MS12+pCA8’R/2 3 0,9 10+£2(2) 358+42(67) 30£5(6) 29+4(5) 11£2(2) 5+1(1) 3+0,5(0,5) 03+0(0,1) 533+75
13 1,12 14+£1(3) 360+37(67) 30£4(5) 25+£4(5) 7+1(1) 4+£1(1) 8+1(2) 0,7+0,1(0,1) 540+63
MS12+pCA8’R/4 3 45 12+1(3) 209+35(52) 25+3(6) 18+3 (4) 6+1(2) 31+£3(8) 37+4(9) - 405+ 74
13 50 12+1(3) 196+39(48) 31£6(8) 16+2(4) 6+1(2) 29+£3(7) 44+7(11) - 407+ 170
MS12+pCA8’R/5 3 1,22 8+2(2) 325+49(66) 28+5(6) 29+5(6) 14+2(3) 6+1(1) 3+£0,5(1) - 495+91
13 1,41 13+1(3) 337+53(66) 28+3(6) 25+£5(5) 6+1(1) 4+1(1) 8+1(2) 0,4+0(0,1) 508+54
MS12+pPT51°R3/2 3 3 23+£4(5) S58+17(13) 51+5(11) 17+£2(4) 4£1(1) 120£27(26) 109+12(24) 04+0(0,1) 460+46
13 75 11+£2(2) 40+12(8) 28+3(6) 21+£2(4) 8+1(2) 97+£21(19) 119+13(24) 0,1+0(0,02) 501+£35
MS12+pPT51°R3/4 3 0.001 12+£1(2) 359+61(61) 25+3(4) 20+£4(3) 9+1(2) 7+2(1) 6+x1(1) 05+0,1(0,1) 58371
13 0,01 - 39069 (54) 21+4(3) 38+4(5) 10£2 (1) 6+2(1) 10+2 (1) 1+£0,2(0,2) 729+75

A feltintetett mennyiségek harom fliggetlen tenyésztés adataibol szamolt atlagértékek; a karotinoidok mennyiségét HPLC analizissel allapitottuk meg és g/ (s araz tsmeg) £
szoras formaban adtuk meg; zardjelben az egyes karotinoidoknak a teljes karotinoid-tartalmon beliili aranya (%) kertilt feltiintetésre. A 100 Lg/g[szaraz 6meg-n€l nagyobb
kantaxantin- és echinenonértékek vastagon szedett karakterekkel lettek kiemelve. A kdpiaszam meghatarozashoz a DNS- és a karotinoidkivonasokat minden esetben
ugyanazon mintakbdl végeztiik, melyhez a torzseket 25 °C-on, 4 napon at, folytonos megvilagitas mellett, YNB taptalajon tenyésztettiik.
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A masik lehetdség, hogy a kordbban emlitett aktiv NHEJ mechanizmus kovetkeztében a
transzformal6 linedris fragmentumok Osszekapcsolodtak ¢és az igy keletkezett oOridasmolekula
(konkatemer) integralédott a genomba, amit az [PCR eredmények is megerdsitenek, mivel tobb
esetben a crtW gént tartalmazd fragmentumok tandem ismétlédése volt megfigyelhetd. Tandem
ismétlddé modon integralodott szekvencidk, természetesen a REMI modszer alkalmazésa soran is
gyakran 1étrejonnek (WELD ¢és mtsi. 2006, VOS €és mtsi. 2014), bar az igazan extrém kopiaszamokat a
MS12+pCASIf/1 és a MS12+pCA91f/1 esetében detektaltuk.

Néhany korai munkdban hasonld jelenséget tapasztaltak R. oryzae és R. niveus
transzformdcidja soran is, rdadasul az utdbbi gombat az altalunk is hasznalt M. circinelloides leuA
génnel transzformaltak (LIOU és mtsi. 1992, HORIUCHI és mtsi. 1995). R. oryzae esetében leirtak, hogy
a gomba transzformacidja soran a bevitt DNS-t tandem ismétlédések formajaban hordozd, autoném
replikédlodd  oridsmolekuldk képzddhetnek (SKORY 2002, 2005). Ugyanakkor ilyen nagy
molekulasulyu cirkuléaris képleteket a mi transzformdnsainkban nem tudtunk kimutatni. Tovabba
fontos hangsulyozni, hogy a transzformaciotol szamitott kb. 10. passzalas utan az emlitett torzsek
stabilnak bizonyultak és a karotinoidtermelésiikben sem voltak megfigyelhetok szignifikans
ingadozasok a tovabbi tenyésztések soran.

Néhany transzforménsban, pl. az MS12+pCAS8If/3 és az MS12+pPT51°R3/4 torzsekben, a
crtW kopiaszama nem érte el a genomonkénti egy kopidt, jelezve, hogy ezek a tdrzsek

heterokariotikusak maradtak a bevitt DNS-re nézve (13. tablazat).

5.3.1.3. A crtW gént a genomba integraltan hordozo, mitétikusan stabil M. circinelloides torzsek

karotinoidtartalmanak elemzése (Papp és mtsi. 2013)

A novekvd kopiaszdmmal parhuzamosan egyes transzformansok kezdeti sargds szine
narancsos-vorosesre valtozott jelezve a keto-karotinoidok feldtsulésat (28. abra), mely a crtW gén

er6sebb kifejezddésével magyarazhato.

MS12 MS12
MS12 +pCA8If/1 +pPT51'R3/2

A

28. abra. A recipiens MS12 és két, a crtW gént a genomba integralva hordozé transzformans torzs telepszine.
A tenyésztés YNB taptalajon, 4 napon at folytonos megvilagitas mellett, 25 °C-on tdrtént.

84



dc_1349 16

Ezekben a transzformansokban (MS12+pCAS8If/1-2 ¢s MS12+pPT51°R3/4) a transzformaciot
kovetd 13. tenyésztés soran a kantaxantin- és az echinenontartalom meghaladta a 100 ng/g(szaraz tsmeg]
mennyiséget (13. tablazat). Hasonl¢ kantaxantinprodukcidot mértek korabban a crtW donor
Paracoccus sp. N81106 esetében is (YOKOYAMA €s MIKI 1995). Megjegyzendd, hogy 55 kodpia
koriilbeliil ugyanakkora kantaxantinprodukciot eredményezett, mint 250. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy a karotinoidtermelés novelését egy bizonyos szint utdn korldtozhatja a rendelkezésre allo
prekurzorok, pl. a B-karotin, mennyisége. Emellett, az idegen enzim kifejez0dése sem fokozhatd
korlatlanul a gén kdpiaszaméanak emelésével, hisz itt is korlatot allit a gombasejt enzimszintézis- és
folding-kapacitasa (PALOMARES és mtsi. 2004).

Ugyan a crtW gén kopiaszdma mas transzformansokban is magas volt (pl. az MS12+pCA91{/1-
2 és az MS12+pCA8’R/4 torzsekben), a termelt keto-karotinoidok mennyisége nem emelkedett meg
az ennek megfeleléen vart mértékben (13. tablazat). Ez az eredmény megerdsiti, hogy az integracid
helye, az esetleges atrendezddések €s az idegen gén — kiilondsen, ha tobb kopiaban van jelen —
csendesitése jelentdsen befolyasolhatja a heterolog expresszidt, amint ezt tobb fonalas gomba
esetében kordbban megfigyelték (VERDOES és mtsi. 1995, LIANG és mtsi. 1996, LUBERTOZZI €s
KEASLING 2009).

A kantaxantintartalom tehat tobb transzformansban is jelentdsen megndtt azokhoz a
transzformansokhoz képest, melyek a crtl gént autonom replikalodd plazmidokon hordoztak,
ugyanakkor az asztaxantintermelés tovabbra is minimalis maradt az endogén B-karotin-hidroxilaz
gyenge aktivitasanak megfelelden (13. tablazat).

Erdekes modon a crtW gént a genomba integraltan hordozé transzformansok tobbségének
Osszkarotinoid-tartalma valamivel magasabb volt, mint az eredeti MS12 torzsé (13. tablazat), ami azt
jelzi, hogy a keto-szarmazékok képzddése és/vagy jelenléte stimulalja a B-karotin-képzddést. Ismert,
hogy mind a gomba altal termelt B-karotin, mind egyes szarmazékai visszahatnak a gombak, illetve a
M. circinelloides B-karotin-bioszintézisére (LAMPILA és mtsi. 1985, FRASER és mtsi. 1996, BHOSALE
2004). Lehetséges, hogy a kantaxantin- és echinenonképzddés miatt lecsokkent P-karotin-szint
gyakorolt pozitiv hatast negativ visszacsatoldssal a karotinoid-bioszintézisben szerepet jatsz6 gének,
illetve enzimek aktivitdsara. Masrészt a kantaxantin és az echinenon maguk is stimuldlhatjdk a -
karotin-képzddést. E xantofillok keto-csoportokat hordoznak a B-jonon gytiriitken (22. abra), ami
kordbban esszencidlisnak bizonyult egyes P-karotin-szarmazékok, pl. a trisporsav (29. abra),

karotinoid Utvonalat szabalyozo6 hatdsa szempontjabol (BHOSALE 2004).
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29. 4bra. A trisporsav szerkezete.

A trisporsav €s szarmazékai a jaromsporas gombak ivaros folyamataiban kulcsszerepet jatszo
feromonszerli anyagok, melyek, akarcsak a retinol és szdrmazékai, oxidativ hasitassal képzddnek -
karotinbol és pozitiv visszacsatolassal fokozzék a karotinoid-bioszintézist (SCHIMEK ¢s WOSTEMEYER
2009). B. trispora és P. blakesleeanus esetében az ellentétes, (+) és (-) parosodasi tipusu torzsek egyiitt
tenyésztésével (,,mated cultures”) tobbszordsére fokozhato a B-karotin-termelés és ezt az eljarast a
Blakeslea-ra alapozott ipari fermentaciok soran is alkalmazzdk (MEHTA és CERDA-OLMEDO 2001,
DUFOSSE 2006, KUZINA és mtsi. 2008). Ismert, hogy allatokban a retinsav olyan retinoid-kotd
fehérjékhez kapcsolodik, amelyek aztan transzkripcios faktorként szdmos gén atirddasat szabalyozzak
(BASTIEN ¢és ROCHETTE-EGLY 2004). A retinsav- ¢és a retionoid-szarmazékok transzkripciot
szabalyoz6 hatasdhoz hasonld mechanizmust feltételeznek a jaromsporas gombak és a trisporsav,
illetve szarmazékai esetében is (SCHIMEK és WOSTEMEYER 2009). Valdban, a trisporsav, s6t a retinol
is, fokozza a karotin- és trisporsav-bioszintézisben szerepet jatszo gének atirodasat Blakeslea-ban ¢€s
Mucor-ban (SCHMIDT €s mtsi. 2005, SAHADEVAN ¢s mtsi. 2013). A trispérsav €s egyes szarmazékai
bioldgiai hatasaban a 3-jonon gytirtin (C-4) talalhato keto-csoportnak nagy jelentésége van (WETZEL
és mtsi. 2009). Lehetséges, hogy ez a hasonlosag jatszik szerepet a keto-karotinoidok esetleges
karotinoid-bioszintézist serkentd hatasaban.

A 13. tablazatban megadott karotinoidmennyiségeket —minimal taptalajon,
szobahOmérsékleten végzett tenyésztést kovetden mértiikk. Hogy adatokat nyerjiink a xantofilltermelés
optimalizalasahoz, két transzformans, az MSI12+pCAS8If/1 ¢és az MSI12+pCA9If/1 esetében
megvizsgaltuk néhany tenyésztési koriilmény, azaz a homérséklet, valamint egyes szénforrasok
hatasat is a karotinoidtermelésre.

A tenyésztési hdmérséklet hatdsanak vizsgalatdhoz a két transzformanst, valamint a recipiens
MSI12 torzset YNB taptalajon tenyésztettiik 20, 25, 30, 35 és 37 °C-on, majd meghataroztuk és
Osszehasonlitottuk a karotinoid-osszetételiiket (30. abra).

A legnagyobb Osszkarotinoid- és -karotin-produkcidt minden esetben 35 °C-on tapasztaltuk.
A transzforméansok ezen a hdmérsékleten szembet{inden tobb B-karotin-t termeltek, mint az eredeti

MSI12 torzs, ami a mar emlitett szabdlyozassal fligghet Ossze. Az eldbbiekkel ellentétben a
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transzformansok kantaxantin- és echinenontermelése 20 °C-on volt a legintenzivebb (30. abra),

aminek hatterében talan a kifejeztetett enzim eltéré homérséklet optimuma allhat. Bar az enzimet

eddig még nem jellemezték, azokban a kisérletekben, ahol a cr¢W gén donoraként hasznalt Paracoccus

sp. N81106 asztaxantintermelésének fejlesztése volt a cél, a fermentéaciot 22-25 °C-on végezték (IDE

¢s mtsi. 2012).
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30. abra. A tenyésztési homérséklet hatasa az MS12, az MS12+pCAS8If/1 és az MS12+pCA9If/1 térzsek
osszkarotinoid- (A), p-karotin- (B), valamint kantaxantin- és echinenon- (C) termelésére.
A diagram harom fliggetlen kisérletben kapott eredmény atlagértékeit tiinteti fel szorassal egyiitt; gombatorzseket

25 °C-on, folytonos megyvilagitids mellett, YNB taptalajon tenyésztettiik.
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A hoémérséklet fontos faktor a karotinoid-bioszintézis szempontjabol, ugyanakkor az egyes
organizmusok esetében eltérd hatast gyakorol a termelésre (BHOSALE 2004, GHARIBZAHEDI és mtsi.
2013). H. pluvialis példaul magas homérsékleten jelentdsen tobb karotinoidot termel, mint alacsony
homérsékleten, ugyanakkor a X. dendrorhous esetében ismert, hogy alacsony hdmérsékletet igényel
az asztaxantintermeléshez (AMBATI és mtsi. 2014). Korabban, eredményeinkhez hasonldan, 4. rouxii
esetében is azt tapasztaltdk, hogy a hdmérséklet emelésével tobbszorosére nétt a karotinprodukeid
(MOSQUEDA-CANO és GUTIEREZ-CORONA 1995).

A M. circinelloides f. lusitanicus 36 °C feletti homérsékleten nem vagy extrém gyenge
novekedést mutat (SCHIPPER 1976). Ennek megfelelden, 37 °C-on az MS12 torzs esetében az altalunk
alkalmazott YNB taptalajon nem tapasztaltunk novekedést. Ugyanakkor a kantaxantintermeld
transzformansok ezen a hdmérsékleten is taléltek, sot képesek voltak annyi micéliumot képezni, hogy
karotinoidtartalmukat is meg tudtuk hatdrozni (30. dbra). KUMARESAN ¢és mtsi. (2008)
kantaxantintermeld mutdns Aspergillus carbonarius esetében ugyancsak kapcsolatba hoztdk a
pigment jelenlétét a torzs megndvekedett termotolerancidjaval. A kantaxantin beépiilhet a membranba
¢s mar igen kis koncentracidban is jelentdés hatdst gyakorolhat annak szerkezeti és dinamikus
tulajdonsagaira, ami altalaban magédban foglalja a membran rigiditdsanak fokozodasat is (SUJAK és
mtsi. 2007). A kantaxantinnak ez a membranfluiditasra és szerkezetre gyakorolt hatdsa valdsziniileg
kapcsolatba hozhato azzal, hogy a transzformansok magasabb hémérsékleten is képesek ndvekedni.
Ehhez jarulhat az is, hogy a kantaxantin védelmet nyujthat a magasabb hémérsékleten fokozottabban
termelddo reaktiv oxigénféleségekkel szemben. Valoban, membranmodellekben a kantaxantin sokkal
hatékonyabbnak bizonyult a szabad gyokokkel szemben, mint a -karotin (PALOZZA és KRINSKY
1992, AVALOS és LIMON 2015).

Az emlitett két transzformdns esetében vizsgaltuk kiilonbozd vegyiiletek, mint egyediili
szénforrasok hatasat a karotinoidtartalomra és Osszetételre (14. tablazat, 31. abra). Olyan
vegylileteket valasztottuk ki, melyek a kordbbi szénasszimildcios spektrum vizsgéalatok soran
befolyasoltak a karotinoidtartalmat (VAGVOLGYI és mtsi. 1996, NAGY és mtsi. 2012a).

A gliik6z, mannéz ¢€s trehaldz és fruktéz mindkét transzformans esetében jo szénforrasnak
bizonyult a karotinoidtermelés szempontjabol. Kordbban, a vizsgalt szénforrasok koziil a gliikdz,
maltoz és cellobidz fokozta legnagyobb mértékben a karotinoidtermelést A. rouxii-ban (MOSQUEDA-
CANO és GUTIEREZ-CORONA, 1995).

Az MSI12+pCAS8If/1 transzforméans esetében a dihidroxi-aceton és az L-aszparaginsav

alkalmazasa a B-karotin szinte teljes keto-szdrmazékokka, féleg kantaxantinnd torténd atalakulasat
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eredményezte (14. tablazat). Azt feltételezziik, hogy mindkét vegyiilet elsdsorban a gpdl promoter
indukciodjan keresztiil fokozta a crtW gén transzkripciodjat és igy jarult hozza a keto-karotinoid-szint
emeléséhez. Az MS12+pCASIf/1 torzs gliikkdézon (20 °C-on, lasd 30. abra), trehal6zon és a mar
emlitett dihidroxi-acetonon és L-aszparaginsavon (14. tablazat) tobb mint 200 pg/glsziraz twmeg]

kantaxantint termelt.

14. tablazat. Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa két crtW gént kifejezé M circinelloides transzformans és az eredeti
MS12 torzs karotinoidtartalmara.

Torzs Szénforras Osszkarotinoid p-Karotin Kantaxantin Echinenon
MS12 412 £31 245+ 12 (60) - -
MS12+pCAS8If/1 Glikoz 511+24 34+8(7) 169 £ 15 (33) 103 + 7 (20)
MS12+pCA9If/1 596 + 51 215+30(36) 8017 (13) 65+ 14 (11)
MS12 524 +41 344 £26 (66) - -
MS12+pCAS8If/1 Mannéz 749 + 68 74 +£12 (10) 198 £ 17 (26) 165+ 18 (22)
MS12+pCA9If/1 799 + 85 271 £40 (34) 139+£23 (17) 84+16(10)
MS12 310+32 186 + 18 (60) - -
MS12+pCAS8If/1 Trehaldz 684 + 57 61£16(9) 209+ 12 (31) 149+ 10 (22)
MS12+pCA9If/1 781 £ 61 268 £ 31 (34) 122 + 19 (16) 887 (11)
MS12 582+79 318 £ 12 (64) - -
MS12+pCAS8If/1 Frukt6z 595+ 59 88 £23 (15) 109 £ 18 (18) 136 £35 (23)
MS12+pCA9If/1 746 £ 91 199 £50 (27) 139+£45(19) 86+ 11(12)
MS12 472 + 48 246 + 17 (58) - -
MS12+pCAS8If/1 Galaktoz 584 + 81 68+9(12) 153 £26 (26) 124 £19 (21)
MS12+pCA9If/1 631 +75 166 £45 (26) 108 £ 17 (17) 108 £23 (17)
MS12 211 +£21 127 + 11 (60) - -
MS12+pCAS8If/1 Cellobioz 314+18 19+3 (6) 114+ 8 (36) 58+5(19)
MS12+pCA9If/1 203+ 19 56+ 8 (28) 43+£7(21) 18+3(9)
MS12 315+32 172 +10 (54) - -
MS12+pCAS8If/1 Maltdz 428 +78 27+7 (6) 139 +29 (33) 82+ 15(19)
MS12+pCA9If/1 385+ 53 95 +£12 (25) 49 +£15(13) 27+12(7)
MS12 360+ 41 129 £14 (34) - -
MS12+pCAS8If/1 Etanol 341 + 44 40+9 (12) 117+£17 (34) 28 + 8 (8)
MS12+pCA9If/1 208 +27 14+5(7) 85+ 11 (41) 35+£7(17)
MS12 236 + 30 98 + 14 (41) - -
MS12+pCAS8If/1 Glicerin 411 +£47 53+14(13) 79+11(19) 35+7(8)
MS12+pCA9If/1 437 +£32 50+7(11) 163 £21 (37) 34+5(8)
MS12 172 +22 99 +4 (58) - -
MS12+pCAS8If/1 Glicerin-L-monoacetat 430+ 70 40£17(9) 169 + 15 (39) 69+ 11 (16)
MS12+pCA9lf/1 402 + 54 126 +20 (38) 71£13(18) 42+6(11)
MS12 325+45 184 +9(57) - -
MS12+pCAS8If/1 Dihidroxi-aceton 426 £ 61 15+2 (4) 232 +21(55) 35+10(8)
MS12+pCA9If/1 590+ 41 77 £10 (13) 144 + 21 (24) 142 +23 (24)
MS12 334 +27 194 + 4 (58) - -
MS12+pCAS8If/1 L-aszparaginsav 494 + 64 21+4(4) 222 £ 28 (45) 78 £ 13 (16)
MS12+pCA9If/1 609 + 58 204 +24 (38) 50£6(8) 87+ 14 (14)

A feltiintetett mennyiségek harom fiiggetlen tenyésztés adataibol szamolt atlagértékek; a karotinoidok mennyiségét HPLC
analizissel allapitottuk meg €s Ng/gfszaraz tsmeg) £ 5zOrds formaban adtuk meg; zardjelben az egyes karotinoidoknak a teljes
karotinoidtartalmon beliili aranya (%) keriilt feltiintetésre. A 200 LLg/g[szaraz tsmee1-Nél nagyobb kantaxantinértékek vastagon
szedett karakterekkel lettek kiemelve. A karotinoidkivonashoz a torzseket 25 °C-on, 4 napon at, folytonos megvilagitas
mellett, YNB taptalajon tenyésztettiik, ahol a gliikozt a megfeleld szénforrasra (1%) cseréltiik.
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31. abra. Az eredeti MS12 torzs telepszine gliikéz tartalmu szilard minimal (YNB) taptalajon (A), az MS12 és az
MS12+pCAS8If/1 torzs szine gliikéztartalmi minimal (YNB) tapoldatban (B), valamint az MS12+pCAS8If/1 torzs
telepszine kiilonb6z6 szénforrasokat tartalmazé, szilird minimal (YNB) taptalajon (C).

A tenyésztéseket 4 napon at, 1% szénforrast tartalmazo YNB taptalajon, illetve tapoldatban, 25 C-on, folytonos
megvilagitas mellett végeztiik. Mivel a telepek felszinén a képz6d6 sporangiosoporak a micélium szinének
megfigyelését akadalyozta, minden esetben alulrol fényképeztiik a Petri-csészéket.

Ezen eredmények alapjan egy komplett, gliikozt és dihidroxi-acetont is tartalmazé szilard
taptalaj (2,5% gliikkdz, 1% dihidroxi-aceton, 1% pepton; 0,5% ¢élesztokivonat, 2% agar)
alkalmazasaval 25 °C-on, allandd6 megvilagitas mellett tenyésztve, 400-500 pg/glsziraz tomeg]
kantaxantintermelést sikeriilt elérni, szinte teljes B-karotin - kantaxantin konverzié mellett. Ezek a

mennyiségek 0sszemérhetok vad tipusu kantaxantintermeld organizmusok, pl. G. jacobaea (200
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Hg/g[széraz témeg]) (VEIGA'CRESPO éS mtSI 2005), Bradyrhizobium Sp. (260 Hg/g[széraz témeg]) (LORQUIN
¢és mtsi. 1997), Brevibacterium sp. KY 4313 (600 ug/g[sziraz omee]) (NELIS és DE LEENHEER 1989) és

Haloferax alexandrinus (700 Wg/glszaraz tsmeg]) (ASKER €és OHTA 2002), kantaxantintartalmaval.

5.3.2. A X. dendrorhous B-karotin-oxigenaz (CrtS) kifejeztetése M. circinelloides-ben (Csernetics
¢s mtsi. 2015)

A X. dendrorhous (Phaffia rhodozyma) bazidiumos ¢leszté {6 karotinoidterméke az
asztaxantin, mely hasonloan a Paracoccus sp. N81106 torzs esetében ismertetett sémahoz (22. abra),
B-karotinbol képzddik. E gombanal azonban a konverzio 1épéseit nem egy kiilon 3-karotin-ketolaz és
egy hidroxilaz, hanem egyetlen, a citokrom P450 enzimek kozé tartozd [-karotin-oxigendz (CrtS)
katalizalja (ALVAREZ és mtsi. 2006, NIKLITSCHEK és mtsi. 2008). Aktiv allapotban a CrtS enzim
redukalt formdban van jelen, amit egy citokrom P450-reduktaz (CrtR) biztosit; a crtR gén delécidja
asztaxantintermelésre képtelen X. dendrorhous mutansokat eredményezett (ALCAINO és mtsi. 2008).
Hogy megvizsgdljuk a crtS és a crtR gének kifejeztetésének hatasat a M. circinelloides
karotinoidtermelésére, a X. dendrorhous CBS 6938 torzs felhasznalasaval expresszids vektorokat
készitettiink.

Az emlitett torzs cDNS-ének felhasznalasaval a crtS (GenBank azonosito: HG939455) ¢és a
crtR (GenBank azonositd: LN554260) gént felszaporitottuk, majd a cr£S gént a pPT81 plazmidba (lasd
5.4.1. fejezet), a crtR gént pedig a pPT86 plazmidba (CSERNETICS és mtsi. 2011), az isoA gén helyére
épitettiik. Az igy kapott pPT81-crtS és pPT86-crtR plazmidok a pyrG, illetve a leud gént hordoztak
szelekcios markerként és mindkét kifejeztetni kivant gén a Mucor gpdIP és gpdIT szakaszok
szabalyozésa alatt allt (F2. tablazat).

A plazmidokat, kiilon-kiilon és egyiitt is, PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacidval az
MS12 torzsbe juttattuk, majd elemeztiik a transzformansok karotinoid-dsszetételét. A transzformacios
gyakorisag 15-30 telep/10° protoplaszt volt. Transzformacionként tiz transzformans telepet izolaltunk
a tovabbi vizsgalatokhoz (a tovéabbiakban feltiintetett kopiaszdm, relativ transzkriptumszint és
karotinoidtartalom értékek a tiz transzformansban meghatarozott értékek atlagainak felelnek meg). A
bejuttatott plazmidok kopiaszamat €s a kifejeztetett gének relativ transzkripcios szintjét qRT-PCR
kisérletekkel hataroztuk meg. A pPT81-crtS és pPT86-crtR relativ kopiaszdma 1 és 10/genom kozott
valtozott és az egyes plazmidok kopiaszama altaldban eltért a kotranszformansokban. A crtS és a crtR
gének relativ transzkripcids szintje alacsony maradt a transzformansokban (az actd génhez
viszonyitott transzkripcids szintjik 0,002 és 1,32 kozt valtozott). A transzformansok Southern-

hibridizacids analizise azt mutatta, hogy azok a plazmidokat autonom replikativ modon tartottak fenn.
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A torzsek stabilnak bizonyultak, mind szelektiv (YNB), mind nem szelektiv (MEA) tapkdzegben, tiz
tenyésztési ciklust kovetden is.

A transzformansok karotinoid-0sszetételét a 15. tablazat tartalmazza. Amint az varhato volt,
a crtR kifejeztetése onmagaban nem valtoztatta meg a M. circinelloides karotinoid-0sszetételét. A crtS
gént hordozo transzformansokban viszont koriilbeliil kétszeresére emelkedett a hidroxilélt B-karotin-
szdrmazEékok, a zeaxantin €s a B-kriptoxantin szintje. Tovabba, e torzsek kis mennyiségben ugyan, de
termeltek kantaxantint, echinenont és asztaxantint is. Kordbban ALVAREZ és mtsi. (2006) mar
kifejezették a crtS gént M. circinelloides-ben, de a Xanthophyllomyces eredetii enzimnek csak a 3-
karotin-hidroxildz aktivitasat mutattak ki; legalabbis nem sikeriilt keto-szarmazékokat (pl.

asztaxantint vagy kantaxantint) detektalniuk.

15. tablazat. A pPT81-crtS és pPT86-crtR plazmidokat autoreplikativ médon hordozé transzformansok és a
recipiens MS12 torzs karotinoid-osszetétele, valamint a bejuttatott plazmidok kopiaszama.

B- v- B- Ossz- Plazmid
Torzs Karotin Karotin Likopin Kriptox.® Zeax. Kantax. Echi. Asztax. Kkarotinoid képiaszam®
MS12 280+12 23+3 11+3 24+4 8+3 - - - 424 +34 -
MS12
+pPT86-crtR/1-10 321+17 31+£3 11+2 29+4 10+3 - - - 462 £42 2-4
MSI12 315+19 33+4 11+2 43+6 18+3 3+1 321 21 469 + 35 1-10
+pPT81-crtS/1-10
MSI12 crtS: 2-5
+pPT81-crtS 371+27 36+3 15+3 55+7 19+3 4+2 3£2  4+2 554 +49 crtR-'l-3

+pPT86-crtR/1-10

*Roviditések: B-Kriptox. - B-kriptoxantin; Zeax. - zeaxantin; Kantax. - kantaxantin; Echi. - echinenon; Astax. — asztaxantin.
YK épiaszam / gazda genom; minden esetben tiz-tiz transzforméansban hataroztuk meg a kopiaszamot. A tdblazatban
feltiintetett karotinoidmennyiségek transzformacios kisérletenként tiz-tiz transzformans harom fiiggetlen tenyésztését
koveté HPLC analizis eredményeinek atlagértékei (Lg/gszaraz tsmeg) £ 5201ds). A DNS- és a karotinoidkivonashoz a torzseket
25 °C-on, 4 napon at, folytonos megvilagitas mellett, YNB taptalajon tenyésztettik.

Nem volt 1ényeges kiilonbség a csak crtS-t kifejezd, valamint a crtS-t és crtR-t koexpresszalo
transzformansok karotinoidtermelése és Osszetétele kozott, ami azt mutatja, hogy a M. circinelloides
rendelkezik a CrtS enzimet redukalo aktivitassal. Ennek megfelelden egyetlen gén, a crtS kifejezetése
elegendd a M. circinelloides karotinoidtermelésének javitasahoz, illetve modositasahoz. Ugyanakkor,
kisérleteinkben a cirkularis plazmidon bejuttatott és kifejeztetett gén viszonylag kis hatékonysaggal
vezetett a B-karotin oxigenalt szarmazékainak képzdédésére, hasonldan a korabbi vizsgalatokhoz,
amikor a bakteridlis crtZ és crtW géneket fejeztettiik ki Mucor-ban cirkularis plazmidok segitségével
(PAPP és mtsi. 2006). A hatékonyabb konverzi6 érdekében ebben az esetben is sziikség lehet a gén

genomba integralésara, illetve atirdddsanak javitasara.
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5.4. A JAROMSPORAS GOMBAK GENETIKAI MANIPULACIOJAHOZ SZUKSEGES TRANSZFORMACIOS

RENDSZEREK KIDOLGOZASA

A Mucor gének funkciondlis elemzéséhez, a terpén- ¢és karotinoid-bioszintézis
befolyasoldsdhoz sziikség volt megfeleld genetikai transzformacids rendszerekre. Jaromsporas
eljarasok, valamint a rutinszeriien alkalmazhatd vektorok hidnya (IBRAHIM és SKORY 2007). Ezt
figyelembe véve fontos célunk volt, hogy a genetikai vizsgalatokhoz és a tovabbi rekombindns
torzsnemesitési munkdkhoz sziikséges metodikai hatteret 1étrehozzuk. Tobb altalunk kidolgozott,
illetve el6szor hasznalt modszert, melyek koziil az egyik legnagyobb jelentdségli a REMI
transzformacid adaptalasa erre M. circinelloides-re, ismertettiink a korabbi fejezetekben, igy ezek

tovabbi bemutatasatol eltekintiink.

5.4.1. Heterolog gének Kkifejeztetését lehetdvé tevo vektorok kidolgozasa jaromsporas gombakra
(Vastag és mtsi. 2004, Papp ¢és mtsi. 2006, Nyilasi és mtsi. 2005, 2008, Tako és mtsi. 2010, Papp és
mtsi. 2012, 2013, 2016)

A tovabbiakban azon altalanosan felhasznalhaté vektorok és transzformdacios rendszerek
kidolgozasat ismertetem, amelyek heterolég gének kifejeztetését teszik lehetévé ezekben a
gombakban akar a karotinoidtermelés vagy mas fermentacios eljaras javitasa, akar altalanos genetikai
vizsgalatok érdekében. Els6ként olyan plazmidokat hoztunk létre, amelyek valamely erételjesen
kifejez6dd, jaromsporas gomba gén promoter és termindlis régiodit tartalmaztak, koztiik megfeleld
restrikcios hasitd helyekkel, hogy a kifejeztetni kivant gén konnyen a megfeleld helyre épithetd
legyen. Ilyen plazmidok az altalunk izolalt és jellemzett R. miehei gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogendz gén (gpd; GenBank azonositdé: AF387315) szabalyoz6 régidira épiild pPT80a és
pPT80b, melyek a M. circinelloides leuA és pyrG génjeit tartalmazzék szelekcios markerként (F2.
tablazat). A vektorokkal sikeriilt a M. circinelloides MS12 torzs leucin, illetve uracil auxotrofiajat
komplementalni, azaz a Rhizomucor gpd promoter képes volt a Mucor gének atirddasat biztositani.
Mivel a legtobb jaromspords gombabol nem all rendelkezésre auxotrof mutdns (e vizsgalatok idején
pl. R. miehei-bdl sem) €s a jdromsporas gombakra jellemzd rezisztencia miatt a legtobb altalanosan
hasznalt antibiotikum rezisztencia gén nem vagy nem megfeleléen hasznalhato erre a célra, olyan
vektort is készitettlink, melyben a direkt szelekcidt az acetamid nitrogén forrasként valo hasznositasat
lehetdvé tevd, Aspergillus nidulans-bol szérmazd acetamiddz gén (amdS) biztositja. A pPT79
vektorban az amdS gén kifejez6dését a R. miehei gpd gén promoter és terminalis szakaszai biztositjak

(F2. tablazat). A plazmiddal, a M. circinelloides MS12 t6rzson kiviil, sikeresen transzformaltuk a B.
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lamprospora SZMC 11061B, a G. persicaria SZMC 11089 és a R. miehei SZMC 11005 torzsét. A
transzformansok a plazmidokat autonom replikativ modon tartottdk fenn, a mitétikus stabilitas pedig
alacsony maradt (a transzformansokbol nyert sporangiospordk kb. 1-3%-a képzett telepet). A
transzformansok fennmaradasa szempontjabdl az acetamidaz hasznositds gyenge szelekciot
biztositott. Hasonld eredményeket kaptak kordbban R. oryzae transzformacidja esetében is
(MICHIELSE ¢és mtsi. 2004).

A M. circinelloides genom harom gpd gént tartalmaz, melyek koziil a gpdl kifejezddését
koréabban igazoltak és jellemezték (WOLFF és ARNAU 2002). A gén szabalyozo régioi felhasznalhatok
voltak A. niger glik6z-oxidaz M. circinelloides-ben torténd kifejeztetésére, a génkifejezodés pedig a
gliilkozkoncentracio emelésével fokozhatd volt (LARSEN és mtsi. 2004). A gpd promoter €s terminalis
szakaszokra alapozva olyan altalanosan hasznalhatdo vektort épitettiink (pPT81; 32. abra, F2.
tablazat), amely alkalmas idegen gének Mucor-ban és egyéb jaromsporas gombakban torténd
kifejeztetésére €s tovabbi vektorok épitésére is. E vektorokkal nemcsak gomba, hanem bakterialis

géneket is sikertilt kifejeztetni Mucor-ban.

Sacl Sapl
Clal \ 1?6“
Xhol—\ ¢
Blll pPT81
Kpnl 5402 bp

32. abra. A Mucor gpdl promoter és terminalis régiokat tartalmazo pPT81 plazmid.

A pPT81 plazmidra alapozva, a terpén- és karotinoid-bioszintézis modositasara hasznalt, mar
emlitett vektorokon (pl. pAS1-3, pNGI1-3, pCA9, pPT50, pPT81-crtS, pPT82-84) kiviil, olyan
konstrukciokat is készitettiink, amelyek alkalmasak a M. circinelloides enzimtermelésének
befolyasolasara. A pTMS8 vektor a kivalo cellulozbontd R. miehei NRRL 5282 B-gliikozidaz génjét
(bgl) tartalmazta a Mucor gpdIP és gpdIT régiok kozé épitve (F2. tablazat).

A plazmidot PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacioval M. circinelloides MS12 torzsébe
juttattuk. A transzformdacids gyakorisadg 3 transzformans/transzformécié volt, a transzforméansok
elemzése azt mutatta, hogy a plazmid nem integralddott a genomba. Az eredeti MS12 tdrzs viszonylag

alacsony B-gliikozidaz aktivitassal rendelkezik (0,11 és 7,18 U/ml térfogati aktivitds buzakorpat
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tartalmazo folyadék tenyészetben, illetve szilard fazisu fermentacidoban). Ehhez képest a pTMS
plazmidot hordoz¢ transzformansok B-gliikkozid4z aktivitdsa mind folyadék tenyészetben (0,31-0,37
U/ml), mind szilard fazist fermentécio soran (19,6-23,3 U/ml) jelentésen, tobb mint haromszoroséara
emelkedett. Buzakorpan végzett szilard fazisu fermentdciot kovetden a transzformans tenyészetek
sziirleteibdl fehérjekivonast hajtottunk végre, majd ezt a mintat Sephadex G100 oszlopon részlegesen
tisztitottuk. A fehérje kivonat SDS-PAGE elemzésével az MS12 fehérje mintdzatdban egy, a
Rhizomucor BGL méretének megfeleld sav megjelenését detektaltuk (33. abra). Amellett, hogy
sikeriilt fokozni a M. circinelloides -gliikozidaz-termelését, a pTMS vektor alkalmas volt a R. miehei

bgl gén funkcionalitdsanak vizsgalatara, illetve igazolasara is.

1 2 1 2 3
M ad
A B
S — 188 — 188
—
— 98 " — 98
— |
62 — 62
49 — 49
38 T — 38
28 . " B — 28
==

17 — 17
14 ' — 14
6 -

3 - 3

33. abra. A R. miehei NRRL 5282 torzsbdl tisztitott B-gliikozidaz enzim (A), valamint a M. circinelloides MS12
torzsbol és egy pTMS8 vektort hordozé transzformansbél részlegesen tisztitott fehérje mintak (B)
SDS-PAGE analizise.

A mintak sorrendje a kdvetkezd: A/1: 4 ng tisztitott R. miehei B-gliikozidaz; A/2: SeeBlue Plus 2 Standard molekulastly
marker (Invitrogen); B/1 részlegesen tisztitott fehérjekivonat az MS12+pTMS t6rzsb6l; B/2 részlegesen tisztitott
fehérjekivonat az MS12 tdrzsbol, B/3: SeeBlue Plus 2 Standard molekulasuly marker (Invitrogen). Az enzimtisztitashoz
a torzseket desztillalt vizzel (130 ml) nedvesitett bizakorpan (130 g), szilard fazisu fermentacidban neveltiik 6 napig, M.
circinelloides esetében 25 °C-on, R. miehei esetében 37 °C-on. A tenyészeteket 0,1 M acetat pufferrel (pH 5,0)
extrahaltuk (12 h, 4 °C). A nyers kivonatokban ammoénium-szulfattal frakcionalt kisdzast végeztiink (12 h, 4 °C), a
csapadékot acetat pufferben (0,1 M, pH 5,0) vettiik fel (a 75 és 85% telitettség kdzott kapott frakcid csapadéka mutatta a
legmagasabb hidrolitikus aktivitast). A kis6zasi 1épések utani tomény enzimkivonat tovabbi tisztitasat Sephadex G-100
toltetli oszlopon (Sigma; 4-150 kDa; 27 x 400 mm) végeztiik; 50 mM acetat pufferrel (pH 6,0) 0,5 ml/min dramlasi
sebesség mellett elualtunk. A legmagasabb enzimaktivitast mutat6 frakciokat egyesitettiik, majd Macro-Prep HQ
anioncseréld oszlopra (BioRad; 12,6 x 40 mm) vittiikk. Az enzimet 1 ml/min atfolyasi sebességgel, 0-1 M NacCl, linearis
gradiensben torténd valtoztatasaval eludltuk. A tisztitas végsd 1épését Sephacryl S-200HR oszlopon (GE Healthcare; 5-
250 kDa; 16 x 60 mm) végeztiik; 50 mM acetat pufterrel (pH 5,0) 0.5 ml/min dramlasi sebesség mellett eludltunk. A
részleges tisztitas csak a kisozast és a Sephadex G-100 kromatografiat foglalta magaban. Az SDS-PAGE
gélelektroforézist XCell SureLock Mini-Cell futtaté kadban (Novex), NuPage Bis-Tris gélen (Invitrogen), NuPage MES
SDS futtato puffer (Invitrogen) felhasznalasaval, a gyart utasitasainak megfeleléen végeztiikk. A detektalashoz 0.0025%
Coomassie Brilliant Blue R-250 festést hasznaltunk.
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Olyan vektorokat is szerkesztettiink, melyek Agrobacterium-kozvetitette transzformaciora
voltak alkalmasak (pCA1S5 és pNYIS; F2. tablazat). E vektorok alapja a pPT81 plazmidon kiviil a
pPK2 binaris vektor volt (COVERT és mtsi. 2001). A pCA1S5 vektor a bakterialis cr¢W gént tartalmazta
¢és egykopids integraciot tett lehetové a M. circinelloides genomjaba. pNYI8 vektor segitségével a
bakteridlis higromicin B rezisztencia gént (4ph), valamint a zold fluoreszcens fehérje génjét (gfp)
nemcsak M. circinelloides-ben, hanem az ugyancsak karotinoidtermeld B. lamprospora gombéban is

ki tudtuk fejeztetni (34. abra).

34. abra. A gfp gén kifejez6dése B. lamprospora transzformansokban.

A és C: két pNYI8 vektorral transzformalt torzs hifainak fénymikroszkopos felvétele; B és D: ugyanazon hifak
fluoreszcens mikroszkopos képe; E és F: az eredeti, nem transzformalt tdrzs (SZMC 11061B) fénymikroszkopos képe és
autofluoreszcencidja. A méretskala minden képen 50 um-nek felel. A mikroszképos vizsgalathoz a torzseket YEG
taptalajra helyezett celofdn korongra oltottuk és 18 o6ran at, 25 °C-on tenyésztettiik.

E vizsgalatok célja egy jaromsporas gombakra adaptalt AMT protokoll 1étrehozasa (PAPP és
mtsi. 2012) ¢és tesztelése volt. A moddszert mind sporangiospordk, mind protoplasztok
SCHELL 1986) és GV2260 (MCBRIDE €s SUMMERFELT 1990) 4. tumefaciens torzseket teszteltiik, de
mas, helper plazmidot tartalmaz6 torzs is alkalmazhato. A logaritmikus fazisban 1évo, IM tapoldatban
nevelt A. tumefaciens tenyészet (ODgso = 0,6-0,8) 100 pl-¢hez azonos mennyis€gii sporangiospora
szuszpenziét (103-10° sporangiospéra/ml), vagy 1:5 aranyban protoplasztokat adtunk és a keveréket
IM taptalajra helyezett celofan korongokra szélesztettiik, majd 28 °C-on 1-3 napig inkubéltuk. Az
egylitt tenyésztés homérsékletének megfeleldnek kellett lennie mind a vir gének aktivacidjahoz, mind
a M. circinelloides novekedéséhez. Az egyiitt tenyésztést kovetden a celofan korongokat szelekcios
taptalajra helyeztiik at, ahol kb. 5 nap utan jelentek meg a transzformans telepek. A baktérium-gomba

egyiitt tenyésztést folyékony indukcids tapoldatban is elvégezhetjiik, ilyenkor 25-28 °C-on, 16 6ran
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at tartd, IM tapoldatban torténd razatas (150 rpm) utan centrifugalassal (2160 g, 15 perc, 4 °C)
Osszegyljtjiik a sejteket, majd ezt a keveréket vissziik ki a szelektiv taptalajra. A transzformacios
gyakorisag kisérlettél fliggben 1-15 transzformans per transzformdcido volt, a bejuttatott DNS
altalaban egy kopiaban integralddott a genomba. Sajnos jaromsporas gombakban az AMT modszerrel
nyert transzformansok gyakran mitétikusan instabilnak bizonyulnak, molekularis elemzésiik pedig
DNS-atrendezédéseket mutat ki (MONFORT ¢és mtsi. 2003, MICHIELSE ¢s mtsi. 2004). Hasonlo

instabilitast mi is tapasztaltunk a kisérleteink soran.
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6. A LEGFONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A dolgozatban ismertetett kutatdsok sordn [-karotin-termeld jaromspdras gombdékban,
mindenekel6tt a modellorganizmus M. circinelloides-ben vizsgaltuk a karotinoid-osszetételt, valamint
az altalanos mevalonsav/izoprén- és a specifikus karotinoid-bioszintézis utat és annak genetikai
hatterét. Emellett az alap- és alkalmazott kutatasban felhasznalhatd transzformacios rendszereket
dolgoztunk ki, valamint 0j torzseket hoztunk Ilétre és jellemeztiink a gombacsoport tovabbi

tanulmanyozasahoz. A legfontosabb eredményeket az aldbbiakban foglalom Ossze:

1. Létrehoztunk egy 445 jaromsporas gombatorzset magéaba foglald gylijteményt, mely hozzaférhetd
modon, a Szeged Mikrobioldgiai Gylijteményben keriilt elhelyezésre. A gylijtemény az orszag
leggazdagabb jaromspdras gomba génbankja, a Mucoromycotina altdrzs Mucorales és Mortierellales
rendjének 138 fajat reprezentalja. A gytijteménybe keriilt izolatumokat meghataroztuk, illetve a
korabbi azonositast molekularis modszerekkel ellendriztiik. A gylijtemény megfeleld alapot kinal
tovabbi alap- és alkalmazott kutatdsokhoz, pl. kiilonb6z6 metabolitok (pl. enzimek, szerves savak,

lipidek, karotinoidok) bioszintézisének vizsgalatdhoz.

2. A jaromspérds gombagylijtemény tagjainak azonositdsdhoz nagy mennyiségli specifikus
szekvenciaadatot (pl. elsésorban ITS, LSU, SSU) generaltunk. Ezek koziil nagyszamu szekvencia
(els6sorban a Mortierellales rend és az Umbelopsis nemzetség tipusfajaira vonatkozdan) bekeriilt a
nemzetkdzi Fungal Barcoding Consortium éltal e gombak identifikalasarara létrehozott, validalt
referenciaszekvencidk  adatbazisdba  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA177353),
valamint hozzajarult, hogy a magi riboszomalis ITS régiot jelolték ki univerzalis DNS vonalkod

markernek gombak azonositasara.

3. Molekularis filogenetikai vizsgéalatokat végeztiink a lipidtermeld fajokrdl ismert Mortierellales
renden beliili filogenetikai viszonyok feltarasa érdekében. Ennek sordn elkészitettiik a Mortierellales
rend atfogo, tobb génre alapozott torzsfijat. Megallapitottuk, hogy a Mortierellales rend és a
Mortierellaceae csalad egyetlen monofiletikus csoportot alkot, de a tradicionalis, morfoldgiai alapon
kijelolt Mortierella nemzetség poli-, illetve parafiletikus és a csaldd taxondmiai revizidra szorul. A
csaladon beliil elkiilonitettilk és mind molekularis szinten, mind morfoldgiailag jellemeztiik a

monofiletikus csoportokat, valamint javaslatot tettiink az osztalyozas feliilvizsgélatara.

4. Az atfogd szekvenciaadatsor lehetdséget nyujtott a magi riboszomalis régidknak a csalad, illetve
rendszintli filogenetika becslésében torténd alkalmazhatosaganak vizsgalatara. A tesztelt taxonok

esetében a riboszomalis gének evollicidés mintdzatainak az altalanosan elfogadottnal nagyobb
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komplexitasat tapasztaltuk, ami alapjan az ITS1, 5,8S és az ITS2 16kuszok, valamint az indel matrix
kiilén particioként vald kezelését javasoljuk. Nagyszdmi Mucoromycotina ITS szekvencia
tesztelésével azt is megallapitottuk, hogy az inszerciok-deléciok bevonasa a filogenetikai elemzésekbe
jelentdsen javitja az ITS illesztések hasznalhatosagat és noveli a feloldoképességet a torzsfak korai

elagazasai mentén.

5. Az éltalunk meghatarozott szekvenciakon kiviil, az adatbazisokban fellelhetd Mortierella 1TS
szekvencidk bevonasaval eléallitottunk egy kozel 900 szekvenciat magéaba foglald adatsort is. Ezen
adatsorral végzett elemzés informaciokkal szolgalt a Mortierella fajok gyakorisdgara és foldrajzi
elterjedtségére vonatkozdan. Az elemzésbol altalanosabb érvényli megallapitasokat is le tudtunk
vonni, elsésorban a leirt és még le nem irt gombafajok szdmanak becslésére vonatkozoan. Meg tudtuk
becsiilni a Mortierella fajok abszolut szamat és gy talaltuk, hogy az kozel van a leirt Mortierella
fajok szdmdhoz. Eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a kdrnyezeti mintak szekvenalasa
soran kapott identifikalhatatlan MOTU-k nagy szdma, legalabbis egyes gombacsoportokban, sokkal
inkabb a tipus- és referenciatdrzsekre vonatkozo szekvenciaadatok elégtelen voltanak tulajdonithato,

mintsem nagyszamu még le nem irt faj 1étezésének.

6. A jaromsporas gombdak reprezentativ torzsgylijteményének Osszeallitisa lehetdvé tette, hogy
teljesebb képet kapjunk a jaromspoérds gombdk karotinoidtermeld képességérol. Teszteltik a
gyljtemény tagjainak karotinoid-Osszetételét, tovabba 41 izolatum (mely 11 nemzetséget
reprezentalt) esetében HPLC analizissel részletesen elemeztiik a karotinoid-osszetételt. Tobb olyan
gombatdrzset  azonositottunk  melyek  Osszkarotinoid-tartalma  Osszemérhetd  volt a
modellorganizmusként hasznalt M. circinelloides f. lusitanicus, valamint a karotintermelésre hasznalt
B. trispora vad tipusu izoldtumainak karotinoidtartalméval. A mar jellemzett gombatorzsekhez képest
eltérd Osszetételll (pl. asztaxantin-, y-karotin-, zeaxantin-, vagy S-kriptoxantin-termeld) torzseket is

azonositottunk. Els6ként irtuk le jdromsporas gombakban oxigenalt karotinszarmazékok jelenlétét.

7. Tobb jaromspoéras gombatdrzs esetében vizsgaltuk a homérséklet és kiillonbozé szénforrasok
karotinoidtartalomra gyakorolt hatasat. Altalanossagban elmondhatd, hogy jaromsporas gombak
esetében a ndvekedési optimumnal magasabb tenyésztési hdmérséklet fokozza a karotinoidtermelést.
A kiilonboz6 szénforrdsok eltérd hatassal voltak az egyes torzsek karotinoidtartalmara, de a gliikoz,
galaktdz, cellobidz és a trehaldoz tobb torzsnél is a karotinoidtermelés szempontjabdl kedvezd

szénforrasnak bizonyult.
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8. Azonositottuk a terpén- és karotinoid-bioszintézis egyik meghataroz6 enzimének, a HMG-KoA-
reduktaznak héarom feltételezett génjét a modellorganizmusként valasztott M. circinelloides
genomjaban. A géneket az azokat hatdrold régiokkal egyiitt, valamint a megfelelé cDNS-eket
izolaltuk, in silico vizsgélatokkal meghataroztuk a gének altal kodolt, feltételezett fehérjék fobb

tulajdonsagait.

9. A M. circinelloides harom hmgR génjének atirédasat eltérd koriilmények kozt (azaz eltérd
tenyésztési idok, hdmérséklet, szénforrdsok, sokoncentracid, valamint oxigén jelenléte, vagy hidnya
esetén) QRT-PCR modszerrel elemeztiik. Igazoltuk mindhdrom gén atirodasat. A teljes tenyésztési
ciklus alatt, aerob koriilmények kozt a hAmgR2 fejezédik ki a legerdsebben, a hmgRI pedig a
leggyengébben. A hmgR2 és hmgR3 mind a csirazé sporakban, mind a micéliumban atirodik, a AmgR [
transzkriptumai azonban csak a hifdkban vannak jelen. Megallapitottuk, hogy a tapkozeg
sokoncentracidja és oxigéntartalma erdteljes hatdst gyakorol a hmgR gének kifejezddésére, de
bizonyos szénforrasok (pl. gliikoz, dihidroxi-aceton, natrium-acetat) és a hémérséklet is jelentdsen
befolyasoljak egyes gének relativ transzkriptumszintjeit. A tenyésztési koriilmények megvaltozasa

tehat eltérd hatast gyakorolt a harom gén transzkripcidjdra, ami eltérd szabalyozasukat jelzi.

10. Genetikai transzformacioval olyan M. circinelloides torzseket hoztunk létre, melyekben az egyes
hmgR gének tulmilkddtetése valosul meg. Mind a AmgR2, mind a hmgR3 gének tulmikddtetése emelte
a gomba Osszkarotinoid-tartalmat és csokkentette sztatinokkal szembeni érzékenységét. Ugyanakkor
az ergoszterintartalom csak a AmgR2 gént tulmiikodtetd torzsekben emelkedett meg, a hmgRI gén
kopiaszamanak emelése pedig nem volt hatassal a vizsgalt tulajdonsagokra. Eredményeink azt jelzik,
hogy annak ellenére, hogy eltérd szabalyozas alatt allnak, a AmgR2 és a hmgR3 terméke részben
ugyanazon folyamatokban vesz részt, illetve funkcioik atfednek. Azt is megallapitottuk, hogy mindkét

gén felhasznalhat6 a karotinoid-bioszintézis javitasat célzé fejlesztésekben.

11. Olyan M. circinelloides torzseket is létrehoztunk, melyekben a smgR géneket asRNS technikéval
csendesitettiik, majd elemeztiik a torzsek fenotipusat és a gének kifejez0dését. A hmgR2 és hmgR3
gének csendesitésének hatdsara csokkent a gomba karotinoid- és ergoszterintartalma, ami ugyancsak
a két gén atfedd funkcidjara utal. Mig a hmgR1 ¢és hmgR2 gének csendesitése nem volt 1ényeges
hatassal a sporak csirazasara, a novekedésre és a morfoldgiara, a hmgR3 gének csendesitése esetén
csokkent csirazoképességet, lassabb novekedést, torzult mikro- és makromorfologiat, valamint
apoptotikus folyamatokat detektaltunk. Mindez azt jelzi, hogy a karotinoid- és ergoszterin-
bioszintézisben betdltott szerepe mellett, a hAmgR3 miikddése hatassal van a spoérak

csirdzoképességének fenntartasara €s a gomba morfogenezisére. Megallapitottuk azt is, hogy a hmgR3
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transzkripciojanak csendesitése esetén a hmgR2 gén atirddasa jelentdsen megemelkedik, azt sugallva,
hogy taldn a AimgR3 kiesésének kompenzacidjardl van sz0, ami az utobbi génnek és termékének a
gomba ¢életfolyamataiban betoltott alapvetd szerepét, valamint a két gén szabalyozasanak kapcsolatat
jelzi.

12. Izolaltuk és jellemeztik a R. miehei HMG-KoA-reduktaz génjét, bizonyitottuk, hogy a M.
circinelloides-t0l eltérden, e gomba genomja egyetlen smgR gént tartalmaz. Nagyszdma Rhizomucor
izolatumot tesztelve megallapitottuk, hogy a R. miehei ellendlldo a HMG-KoA-reduktadz szelektiv
gatloszerével, a lovasztatinnal szemben. A Rhizomucor hmgR gént M. circinelloides-ben kifejeztetve
sikeriilt csokkenteni utobbi érzékenységét lovasztatinnal és szimvasztatinnal szemben. Ugyanakkor a
heteroloég expresszionak a M. circinelloides karotinoid-bioszintézisére nem volt hatdsa, ami
alatamasztja az utobbinak a tobbi prenilszarmazék (pl. ergoszterin, vagy egyes fehérjék

prenilcsoportjai) bioszintézisétdl valo feltételezett fiiggetlenségét.

13. Izolaltuk és jellemeztiik a M. circinelloides IPP-izomeraz (ipi) és GGPP-szintaz (carG) génjeit és
vizsgaltuk kifejezddésiiket a teny€sztési ciklus sordn. A gének altal kodolt enzimek, a HMG-KoA-
reduktdzhoz hasonldan, kulcsszerepet toltenek be a mevalonsav/izoprén-utvonalban. A carG gén
promoterében olyan, un. APE motivumokat azonositottunk, melyek feltehetéen a gén atirodasanak
fény altali indukcidjaban jatszanak szerepet. A carG gén promoterét 6sszehasonlitva az ugyancsak
fény indukalta, specifikus karotinoid-bioszintézis gének (carB ¢és carRP) promotereivel
megallapitottuk a Mucor-ra jellemzé APE motivumok konszenzus szekvenciajat. Besugarzast kovetd
Northern-analizissel bizonyitottuk a carG gén kék fény altali indukcidjat és a carG, valamint az

emlitett karotinoidspecifikus gének 6sszehangolt fényszabalyozasat.

14. Vizsgaltuk az IPP-izomerdz, valamint az FPP- és GGPP-szintdzok alkalmazhatosagat a
karotinoidtermelés javitdsara. Ennek érdekében olyan M. circinelloides torzseket hoztunk létre,
amelyekben az emlitett enzimeket kodolo ipi, isod és carG géneket (kiilon-kiilon, vagy két-két gént
kombinacioban) tulmiikddtettik. A  transzformansok karotinoidtermelése minden esetben
megemelkedett a recipiens torzshoz képest. A M. circinelloides karotinoidtermelése eredményesen
fokozhato volt az izoprén-bioszintézis gének kopiaszamanak emelésével és erdteljes kifejezddést
biztositd szabalyoz6 szekvencidk alkalmazisaval. Egyetlen gén modositdsa esetén a gének
tulmiikodtetése a kovetkezd sorrendben ndvelte a karotinoidprodukciot: carG > ipi > isoA. A
génkombindaciokkal végzett transzformacidk soran az egyes kombinaciok a kovetkezd sorrendben
fokoztak a karotinoidtermelést: ipi + isoA > isoA + carG > ipi + carG. Eredményeink megerdsitik a

carG gén és a karotinoid-bioszintézis korabban feltart szoros kapcsolatat. Megallapitottuk, hogy a
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GGPP-szintaz milkodésének befolyasolasa alkalmas a karotinoidtermelés javitasara. Bizonyitottuk,
hogy tobb élesztéfajjal szemben, az IPP-izomerdaz miikodése M. circinelloides-ben sebesség-

meghatarozod a karotinoid-bioszintézis szempontjabodl és felhasznalhato a termelés javitasara.

15. Az asztaxantintermeld tengeri baktérium, a Paracoccus sp. N81106, valamint az ugyancsak
asztaxantintermeld bazidiumos élesztd, a X. dendrorhous bioszintézis génjeit M. circinelloides-ben
kifejeztetve létrehoztunk egy modositott karotinoid-dsszetételli (xantofilltermelésre képes torzsekbol
allo) mutansparkot. A torzsek felhasznalhatok a bioszintézis utak elemzésére, a képzddd termékek
ardnyanak meghatdrozasara, tovabba annak vizsgalatara, hogy a génmiikodés, vagy az izoprén Ut

modositasa milyen hatdssal van a karotinoidok képzddésére.

16. A Paracoccus sp. N81106 crtW és crtZ génjeit, melyek a B-karotin asztaxantinnd alakuldasdhoz
sziikséges [-karotin-ketolazt és a -karotin-hidroxilazt kodoljak, eldszor olyan plazmidokon juttattuk
be M. circinelloides-be, amelyeket a transzforméansok autoném replikativ uton tartottak fenn. A két
gént kiilon-kiilon és kombinacidban (egymassal és a mevalonsav-ut egyes génjeivel) fejeztettiik ki a
gombaban. Ezen kisérletek soran kutatdcsoportunknak elséként sikeriilt xantofilltermeld jaromsporas
gombatdrzseket genetikai transzformécioval eldallitani. Mivel a M. circinelloides eleve képes
zeaxantin- és B-kriptoxantin-termelésre, a csak a crtZ gént kifejezd torzsek karotinoidspektruma nem
valtozott meg a recipiens torzshoz képest, de a két hidroxilalt szarmazék mennyisége megemelkedett.
A crtW gént expresszal6 transzformansok képesek voltak a B-karotin keto-szarmazékainak, azaz az

echinenonnak, a kantaxantinnak és az asztaxantinnak a termelésére.

17. Mivel az izoprén-bioszintézis harom génjének (azaz az ipi, isoA ¢és carG géneknek)
tulmiikodtetésével fokozni lehetett a P-karotin-produkciot €s rendelkezésiinkre alltak az ehhez
sziikséges expresszios vektorok, kotranszformacios kisérleteket végeztiink a crtW gént hordozéd
pPT51 és az egyes izoprén-bioszintézis géneket hordoz6 pPT82 (ipi), pPT83 (isoA) és pPT84 (carG)
plazmidokkal. E kisérletek eredményeképpen a kotranszformansok 6sszkarotinoid-tartalma az MS12
¢s a csak a bakteridlis géneket hordoz6 torzsekhez képest jelentdsen megemelkedett. Megéllapitottuk,
hogy az ipi és a carG gének tulmikodtetésével, az MS12+pPT51 torzsben mérthez képest, a
xantofilltermelés fokozhato volt. Ugyancsak bebizonyosodott, hogy ha a xantofill-bioszintézishez
sziikséges heterolog expressziot cirkularis plazmidok alkalmazésaval valositjuk meg, a B-karotin
marad a transzformansokban a {6 karotinoid termék, azaz a konverzié nem lesz teljes.

JON 14

18. Vektorokat szerkesztettiink a bakterialis crtW génnek a M. circinelloides genomba torténd

integralasahoz, majd megvaldsitottuk az integraciot tobbféle modszerrel. Ennek soran elséként
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valdsitottunk meg sikeres REMI transzformaciot jaromsporas gombaban. Olyan M. circinelloides
torzseket allitottunk eld, melyek stabilan hordoztdk és Orokitették a bevitt gént. Elemeztik a
transzformansokban a bejuttatott DNS tovabbi sorsat, az integracid helyét és az esetleges genom
atrendezddéseket, amivel informaciokat szolgéltattunk a jaromspords gombdk genetikai

transzformacidja soran lezajlo folyamatokrol.

19. Elemeztiik a bakterialis crtW gént a genomba integraltan hordozd M. circinelloides torzsek
karotinoidtartalmat. A kantaxantintartalom tobb transzforméansban jelentésen megnétt a crtW gént
autonom replikélodo plazmidokon hordozo toérzsekhez képest. Tobb olyan mitotikusan stabil torzset
sikeriilt eldallitani, melyekben a kantaxantin- és echinenontartalom megkdzelitette a cr¢W donor
Paracoccus sp. N81106 keto-karotinoid-tartalmat. Igazoltuk ugyanakkor, hogy a karotinoidtermelés
nem fokozhatd korlatlanul a gén kdpiaszdméanak emelésével, mivel egy bizonyos szint utdn a
rendelkezésre 4ll6 prekurzorok mennyisége, valamint a gombasejt enzimszintézis- és folding-
kapacitasa korlatozova valik. Ezzel egyidejliileg megéllapitottuk, hogy a crtWW gént a genomba
integraltan hordoz¢ transzforméansok tobbségének karotinoidtartalma magasabb, mint az eredeti
MS12 térzsé, ami azt jelzi, hogy a keto-szarmazékok képzddése stimulalja a karotinoid-bioszintézist.
Megallapitottuk, hogy a kantaxantintermeld M. circinelloides torzsek magasabb homérsékleten is
tuléltek, mint az elsésorban P-karotint termeld vad tipus. Feltételezziik, hogy a kantaxantinnak a
membranfluiditasra €s szerkezetre gyakorolt hatdsa, valamint a 3-karotinnal erdteljesebb antioxidans

jellege allhat a jelenség hatterében.

20. Kiilonbozd szénforrasok tesztelésével olyan tapkozeget allitottunk Ossze, melyen egyes
transzformansokkal megvalosithato volt a teljes B-karotin - kantaxantin konverzio €s a termelt keto-

karotinoidmennyiség megkozelitette a vad tipusu kantaxantintermeld mikroorganizmusokét.

21. Sikeresen kifejeztettiik a X. dendrorhous bazidiumos é€lesztd asztaxantin bioszintéziséért felelds,
a citokrom P450 csalddba tartozo P-karotin-oxigendzt (CrtS) M. circinelloides-ben. A crtS gént
hordoz6 transzformansokban kortilbeliil kétszeresére emelkedett a hidroxilalt B-karotin-szarmazékok
szintje. Igazoltuk, hogy a crtS kifejezddése M. circinelloides-ben is eredményez asztaxantinképzddést.
Megallapitottuk, hogy a M. circinelloides képes az exogén eredetli CrtS enzim redukciojara, azaz az
aktiv enzimforma létrehozasara, tehat egyetlen gén, a crtS, kifejezetése elegendd a M. circinelloides

karotinoidtermelésének modositasahoz.

22. Olyan altalanosan felhasznalhaté vektorokat és transzformacids rendszereket dolgoztunk ki,

amelyek heterolog gének kifejeztetését teszik lehetdvé kiilonbozd jaromsporas gombakban. A M.
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circinelloides és a R. miehei gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz génjeinek promoter és terminalis
régidira alapozva olyan plazmidokat szerkesztettiink, amelyek a kiilonb6z6 gének nagy hatékonysagu
kifejezddését teszik lehetoveé jaromsporas gombakban. Az A. nidulans-bdl szarmazo6 acetamidaz génre
vektorokat is szerkesztettiink, melyek A. tumefaciens-kozvetitette transzformaciora voltak

alkalmasak.

23. A létrehozott vektorok segitségével eldszor alkalmaztuk, optimalizéltuk és jellemeztiik e modszert
tobb jaromsporas gombafaj esetében. A vektorokat alkalmaztuk a karotinoid-bioszintézis
befolyasoldsara, a zold fluoreszcens fehérje kifejeztetésére és extracellularis enzim (B-gliikozidaz)
gén heterolog expresszidjara tobbféle jaromsporas gombdéban, pl. M. circinelloides-ben, B.

lamprospora-ban, G. persicaria-ban és R. miehei-ben.
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Roviditések jegyzéke

actA
al-2
al-3
amdS
AMT
APE
ATCC
BGL
bgl
BLAST
CarB
carB
carG
carRA
CarRP
carRP
CBS
CMA
CNCTC
CrtR
crtR
CrtS
crtS
CrtW
crtW
crtYB
CrtZ
crtZ
DMAPP
EMBL
ER
ETH
FARM
FPP
FRR
FSU
GFP
GGPP

ggsl

gpdl
gpdIP

gpdIT
GPP
HMGI
HMG2
HMG-KoA
HmgR
hmgR

Mucor circinelloides aktin gén

Neurospora crassa fitoén-szintaz/likopin-ciklaz gén

Neurospora crassa GGPP-szintaz gén

Aspergillus nidulans acetamidaz gén

Agrobacterium tumefaciens-kozvetitette transzformaciot

al-3 proximal element

American Type Culture Collection

Rhizomucor miehei 3-gliikkozidaz

Rhizomucor miehei B-glitkkozidaz gén

Basic Local Alignment Search Tool

fitoén-dehidrogenaz

fitoén-dehidrogenaz gén

Mucor circinelloides GGPP-szintaz

fitoén-szintaz/likopin-ciklaz gén (Blakeslea, Phycomyces, Fusarium)
Mucor circinelloides fitoén-szintaz/likopin-ciklaz

Mucor circinelloides fitoén-szintaz/likopin-ciklaz gén
Centraalbureau voor Schimmelcultures

cornmeal agar, kukoricaliszt agar

Czech National Collection of Type Cultures

Xanthophyllomyces dendrorhous citokrém P450-reduktaz
Xanthophyllomyces dendrorhous citokrém P450-reduktaz gén
Xanthophyllomyces dendrorhous B-karotin-oxigenaz
Xanthophyllomyces dendrorhous B-karotin-oxigenaz gén
Paracoccus sp. N81106 B-karotin-ketolaz

Paracoccus sp. N81106 B-karotin-ketolaz gén
Xanthophyllomyces dendrorhous fitoén-szintaz/likopin-ciklaz gén
Paracoccus sp. N81106 B-karotin-hidroxilaz

Paracoccus sp. N81106 B-karotin-hidroxilaz gén
dimetilallil-pirofoszfat

European Molecular Biology Laboratory

endoplazmatikus retikulum

Swiss Federal Institute of Technology Culture Collection

first aspartate rich motif, els6 aszparaginsavban gazdag motivum
farnezil-pirofoszfat

CSIRO Food Research Culture Collection

Fungal Reference Centre

green fluorescent protein, zold fluoreszcens fehérje
geranilgeranil-pirofoszfat

Gibberella fujikuroi GGPP-szintaz gén

Mucor circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz 1 gén
Mucor circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz 1 gén promoter
Mucor circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz 1 gén terminalis
geranil-pirofoszfat

Saccharomyces cerevisiae 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A 1
Saccharomyces cerevisiae 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A 2
3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A

HMG-KoA-reduktaz

HMG-KoA-reduktaz gén
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hmgR1
hmgR2
hmgR3
hph
HPLC

M

IMI

indel
IPCR

IPI

ipi

IPP

isoA

ITS

JGI

LB

leuA

LSU
McHmgR1
McHmgR?2
McHmgR3
MCMC
MEA
MIC

ML
MLBS
MOTU
MPBS
MUFS
NCBI
NHEJ
NRRL
NUDIX
OA

PEG
pyrG
gPCR
qRT-PCR
REMI
RmHmgR
SARM
SIB

SSD

SSU
SZMC
WRLCN
YEG
YNB
YPG

Mucor circinelloides HMG-KoA-reduktaz 1 gén

Mucor circinelloides HMG-KoA-reduktaz 2 gén

Mucor circinelloides HMG-KoA-reduktaz 3 gén

higromicin B-foszfotranszferaz gén

high performance liquid chromatography; nagyhatékonysagu folyadék kromatografia
induction medium; indukcios tapkozeg

CABI Bioscience Genetic Resource Collection

inszercio-delécid

inverz PCR

Mucor circinelloides IPP-izomeraz

Mucor circinelloides IPP-izomeraz gén

izopentenil-pirofoszfat

Mucor circinelloides FPP-szintaz

internal transcribed spacer, bels6 atir6do elvalaszto (szakasz)

Joint Genome Institute, DOE, USA

Luria-Bertani tapkozeg

Mucor circinelloides a-izopropilmalat-izomeraz gén

large subunit; 28S rRNS gén

Mucor circinelloides HMG-KoA-reduktaz 1

Mucor circinelloides HMG-KoA -reduktaz 2

Mucor circinelloides HMG-KoA-reduktaz 3

Markov chain Monte Carlo

malt extract agar, malata kivonatos agar

minimal inhibiting concentration; minimalis gatlé koncentracid
Maximum Likelihood

Maximum Likelihood bootstrap

molecular operational taxonomic unit, molekularis taxonomiai kezelend6 egység
Maximum Parsziménia bootstrap

Department of Microbiology and Biochemistry, University of Orange Free State
National Center for Biotechnology Information

non-homologous end joining; nem homolog végek 6sszekapcsolasa
Agricultural Research Service Culture Collection

nucleoside diphosphate linked to some other moiety X

oatmeal agar, zabliszt agar

polietilén-glikol

Mucor circinelloides orotidin-5’-monofoszfat-dekarboxilaz gén
kvantitativ, valés ideji PCR

kvantitativ, valosidejli reverz transzkripci6 PCR

restriction enzyme mediated integration, restrikcios enzim kozvetitette integracid
Rhizomucor miehei HMG-KoA-reduktaz

second aspartate rich motif, masodik aszparaginsavban gazdag motivum
Swiss Institute of Bioinformatics

sterol sensing domain, szterol érzékelé domén

small subunit; 18S rRNS gén

Szeged Microbiological Collection, Szeged Mikrobioldgiai Gyljtemény
Welcome Bacterial Collection

yeast extract glucose, élesztOkivonat-gliilkoz tapkozeg

yeast nitrogen base, élesztd nitrogénforras tapkozeg

yeast extract peptone glucose, élesztokivonat-gliikoz-pepton tdpkozeg
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F1. tablazat. A Szeged Mikrobiologiai Gyiijtemény (SZMC) jaromspéris gombakat tartalmazé algyiijteménye és

az egyes torzsek altal termelt karotinoidok.

Egyéb
Fajnév Sil}’[C torzsgyiijteményi Eredet Karotinoid
o6d p
kod
Actinomucor elegans 250 - -/- KP®
Actinomucor elegans 677 - -/- K
Actinomucor elegans 11050A  MUFS 0902 -/- K
Actinomucor elegans 11051A° NRRL 3104 -/- K
Actinomucor elegans 11052A°  NRRL 1706 -/- K
Actinomucor elegans 11053A  NRRL 13011 sufu / Csungking, Kina K
Actinomucor elegans 11054A - -/- K
Actinomucor elegans 11055A NRRL 685 -/- K
Actinomucor elegans 11056A  NRRL 22424 Sufu /- K
Actinomucor elegans 11057A - -/- K
Actinomucor elegans 11058A  NRRL 2227 -/- K
Actinomucor repens 49 - -/- K
Amylomyces rouxii 12026 - -/- K,Kr,Z
Amylomyces rouxii 12027  ATCC 24905 Rizs fermentacio / - K,Kr,Z
Amylomyces rouxii 4052 - -/- K,Kr,Z
Backusella circina 11059A  NRRL 2446 Talaj / Florida, USA K, Kr
Backusella circina 11060B  NRRL 3293 Talaj / New Jersey, USA K, Kr
Backusella ctenidia 11063B NRRL 6239 Sivatagi talaj / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Backusella ctenidia 11064B NRRL 6238 Bozotpatkany tiriilék / Nevada, USA K, Kr, Z
Backusella lamprospora 249 - -/- K,Kr,Z
Backusella lamprospora 11061B MUEFS A8 -/- K,Kr,Z
Backusella lamprospora 11062B  NRRL 1422 -/- K,Kr,Z
Dissophora decumbens 11337 CBS 592.88 T6lgy-juhar avar / Rhode Island, USA K
Dissophora decumbens 11206 CBS 301.87 Fahulladék / Rhode Island, USA K
Dissophora ornata 11356 CBS 347.77 Talaj / Kolumbia K
Dissophora ornata 11221 CBS 348.77 Talaj / Kolumbia K
Gamsiella multidivaricata 11224 CBS 227.78 Fatusko / Oroszorszag K
Gilbertella persicaria 247 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 248 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11087 - Oszibarack / Kalifornia, USA K
Gilbertella persicaria 11088 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11089 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11090 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11091 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11092 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11093 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11094 - Oszibarack / Kalifornia, USA A K, Z
Gilbertella persicaria 11095 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11096 - Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11097 - Nektarin / Kalifornia, USA K
Gilbertella persicaria 11098 - Nektarin / Kalifornia, USA K
Gilbertella persicaria 11099 - Nektarin / Kalifornia, USA K
Gilbertella persicaria 11100 - Nektarin / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11085 MI 101628 Nektarin / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Gilbertella persicaria 11086 CBS 389.95 Oszibarack / Kalifornia, USA K, Kr, Z
Lichtheimia hesseltienei 11372 FSU 6202 -/- K
Lichtheimia corymbifera 11361 FSU 9682 -/- K
Lichtheimia corymbifera 11367 FSU 10164 -/- K
Lichtheimia corymbifera 12631 - - / Szeged, Magyaro. K
Lichtheimia hyalospora 11363 FSU 10160 -/- K
Lichtheimia hyalospora 11364 FSU 10161 -/- K
Lichtheimia hyalospora 11365 FSU 10162 -/- K
Lichtheimia hyalospora 11366 FSU 10163 -/- K
Lichtheimia ornata 11368 FSU 10165 -/- K
Lichtheimia ornata 11370 FSU 10167 -/- K
Lichtheimia ramosa 11360 FSU 6197 -/- K
Lichtheimia ramosa 11362 FSU 9927 -/- K
Lichtheimia ramosa 11369 FSU 10166 -/- K
Lichtheimia sphaerocystis 11371 FSU 10079 -/- K
Lobosporangium transversale 11334L  NRRL 3116 Talaj / Nevada, USA K
Micromucor (Umbelopsis) ramannianus 11079 NRRL 1296 -/- K
Mlcromycor (Umbelopsis) ramannianus var. 12036 M27 _/- K
ramannianus
Micromucor ramannianus 484 - - / Magyaro. K
Micromucor ramannianus var. ramannianus 11078 - -/- K
Micromucor ramannianus var. ramannianus 11080 NRRL 5844 -/- K
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Micromucor rammanianus
Mortierella (Umbelopsis) ramanniana var.
angulispora

Mortierella acrotona
Mortierella alliacea
Mortierella alpina
Mortierella alpina
Mortierella alpina
Mortierella amoeboidea
Mortierella angusta
Mortierella antarctica
Mortierella armillariicola
Mortierella bainieri
Mortierella beljakovae
Mortierella beljakovae
Mortierella biramosa
Mortierella bisporalis
Mortierella bisporalis
Mortierella camargensis
Mortierella capitata
Mortierella chlamydospora
Mortierella chlamydospora
Mortierella claussenii
Mortierella clonocystis
Mortierella cogitans
Mortierella cystojenkinii
Mortierella cystojenkinii
Mortierella dichotoma
Mortierella echinosphaera
Mortierella elasson
Mortierella elasson
Mortierella elongata
Mortierella elongata
Mortierella elongata
Mortierella elongatula
Mortierella epicladia
Mortierella epicladia
Mortierella epigama
Mortierella epigama
Mortierella exigua
Mortierella fimbricystis
Mortierella gamsii
Mortierella gamsii
Mortierella gamsii
Mortierella gamsii
Mortierella gamsii
Mortierella gemmifera
Mortierella gemmifera
Mortierella globulifera
Mortierella globulifera
Mortierella globulifera
Mortierella globulifera
Mortierella histoplasmatoides
Mortierella horticola
Mortierella horticola
Mortierella humilis
Mortierella humilis
Mortierella humilis
Mortierella humilis
Mortierella hyalina
Mortierella hyalina
Mortierella hyalina
Mortierella hygroscopica
Mortierella hypsicladia
Mortierella indohii
Mortierella indohii
Mortierella indohii
Mortierella indohii
Mortierella kuhlmanni
Mortierella lignicola
Mortierella lignicola
Mortierella longicollis
Mortierella longigemmata

1018
11234

11231
21869
11317
11294
11213
11226
11254
11217
11239
21870
20730
11232
11255
11354
11320
11227
11256
11344
11219
11268
11238
11237
11345
11229
11269
11251
11359
21860
11284
11308
11318
11241
11352
11247
20731
11210
11257
21868
11340
11258
11309
11215
11259
11376
11201
11333
11260
11209
11329
11338
11353
11218
11346
11220
11331
11302
11348
11262
11261
11312
11270
11349
11297
11283
11253
11271
11264
11265
11208
21867

WRLCN(M) 304

CBS 222.29

CBS 386.71
FSU 11178
FSU 2698
FSU 695
CBS 210.32
CBS 889.72
CBS 293.61
CBS 609.70
CBS 914.73
FSU 11181
CBS 267.71
CBS 123.72
CBS 370.95
CBS 145.69
FSU 9675
CBS 221.58
CBS 648.68
CBS 529.75
CBS 120.34
CBS 294.59
CBS 357.76
CBS 879.97
CBS 660.82
CBS 456.71
CBS 221.35
CBS 575.75
CBS 219.29
FSU 11189
FSU 9721
FSU 822
FSU 823
CBS 488.70
CBS 555.89
CBS 355.76
CBS 123.71
CBS 489.70
CBS 655.68
FSU 11180
FSU 825
CBS 253.36
FSU 824
CBS 749.68
CBS 314.52
CBS 842.70
CBS 134.45
FSU 827
CBS 417.64
CBS 858.70
FSU 826
CBS 321.78
CBS 869.68
CBS 305.52
CBS 745.68
CBS 222.35
FSU 828
CBS 745.68
CBS 654.68
CBS 306.52
CBS 115655
FSU 2573
CBS 116202
CBS 665.70
FSU 830
FSU 831
CBS 720.71
CBS 157.71
CBS 207.37
CBS 313.52
CBS 209.32
FSU 11194

_/-
-/ Oroszo.

Talaj / Rajasthan, India
Pseudotsuga menziesii /| Németo.
_/-

Talaj / Magyaro.

Talaj / Ausztralia
Chromelosporium sp. / Németo.
Talaj / Anglia
Sziklahasadék / Antarktisz tipus
Armillaria mellea / Baarn, Hollandia
Hygrophorus olivaceoalbus / Belgium
Pinus taeda / Eszak-Karolina, USA
Talaj / Ukrajna
Eredi talaj / Kina
Tuber magnatum / Olaszo.

_/-

Homokos talaj / Camargue, Franciao.
Eredi talaj / Rishikesh, India
Hollandia
Antirrhinum majus / -

Talaj / Svéjc; tipus
Talaj / Gran Canaria, Spanyolorszag
Fakéreg / Nagano, Japan
Talaj / Hollandia

Mezbgazdasagi talaj / Wageningen, Hollandia
Egér tiriilék / Németo.
Begonia / Aalsmeer, Hollandia
-/ USA
Ananas sativus gyokér / USA
_/-

_/-
_/-
Virosi hulladék / Németo.
Talaj / Brazilia
Talaj / Gran Canaria, Spanyolorszag
Virosi hulladék / Németo.
Varosi hulladék / Németo.
Mezégazdasagi talaj / Allahabad, India
Moha / Argentina
Talaj / USA
Erdei talaj / Németo.
_/-
Talaj / Baarn, Hollandia
Erdei talaj / Németo.

Talaj / Anglia
Fenyderd? talaja / Nottingham, Anglia
Talaj / Svédorszag
Talaj / Németo.

Dactylis glomerata gyokér / Anglia
_/-

Tragya / Louisiana, USA
Talaj / Németo.

Németo.

Talaj / Hollandia
Fenyderd? talaja / Mexiko
_/-

Talaj / Baarn, Hollandia
Oztragya / India
Komposzt / Németo.
Triticum aestivum / London, Anglia
-/-

Denevér iiriilék / Kyushu, Japan
Talaj / Hollandia
_/-

_/-

Allati iriilék / Georgia, USA
Pinus palustris | Dél-Karolina, USA
Korhado fa / Kolumbia
Talaj / Németo.

Homokos talaj / Victoria, Ausztralia
Talaj / Németo.
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Mortierella microzygospora
Mortierella minutissima
Mortierella minutissima
Mortierella minutissima
Mortierella minutissima var. dubia
Mortierella mutabilis
Mortierella nantahalensis
Mortierella oligospora
Mortierella paraensis
Mortierella parazychae
Mortierella parvispora
Mortierella parvispora
Mortierella parvispora
Mortierella parvispora
Mortierella parvispora
Mortierella polycephala
Mortierella polycephala
Mortierella polycephala
Mortierella polycephala
Mortierella polycephala
Mortierella polygonia
Mortierella polygonia
Mortierella pulchella
Mortierella reticulata
Mortierella rishikesha
Mortierella roseonana
Mortierella rostafinskii
Mortierella sarnyensis
Mortierella schmuckeri
Mortierella sclerotiella
Mortierella selenospora
Mortierella selenospora
Mortierella simplex
Mortierella sossauensis
Mortierella strangulata
Mortierella stylospora
Mortierella tuberosa
Mortierella turficola
Mortierella turficola
Mortierella verticillata
Mortierella verticillata
Mortierella verticillata
Mortierella verticillata
Mortierella verticillata
Mortierella vinacea
Mortierella wolfii
Mortierella wolfii
Mortierella wolfii
Mortierella wolfii
Mortierella wolfii
Mortierella zonata
Mortierella zonata
Mortierella zychae
Mortierella zychae
Mucor albo-ater

Mucor albo-ater

Mucor albo-ater

Mucor aligarensis
Mucor amphibiorum
Mucor azygosporus
Mucor bainieri

Mucor bainieri

Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides

21864
11336
11327
11305
11235
11202
11222
21861
11272
11223
21486
11266
11225
11304
11313
11296
11315
11355
11298
11295
11347
11203
11339
21862
11273
11350
11249
11274
11373
11214
11342
11204
21863
11343
11267
11275
21865
21485
11207
11230
11233
11240
11205
11236
11316
11245
11244
11286
11243
11242
11374
11228
11375
11212
12037
12038
12039
1411M
12014
12015
12050
12064
12684
12686
20679
20680
20727
20729
12028
12029
12033
12041
12065

CBS 880.97
FSU 833
FSU 2734
FSU 832
CBS 307.52
CBS 308.52
CBS 610.70
FSU 11197
CBS 547.89
CBS 868.71
FSU 2736
CBS 304.52
CBS 311.52
FSU 834
FSU 835
FSU 867
FSU 759
CBS 456.66
FSU 696
FSU 866
CBS 248.81
CBS 685.71
CBS 312.52
CBS 523.70
CBS 652.68
CBS 473.74
CBS 522.70
CBS 122.72
CBS 295.59
CBS 529.68
CBS 452.88
CBS 811.68
FSU 11200
CBS 898.68
CBS 455.67
CBS 21132
FSU 11201
CBS 433.76
CBS 432.76
CBS 315.52
CBS 220.58
CBS 225.35
CBS 346.66
CBS 374.95
FSU 2701
CBS 209.69
CBS 611.70
CBS 612.70
CBS 651.93
CBS 614.70
CBS 863.68
CBS 228.35
CBS 102879
CBS 316.52
WRLCN(M) 27

CBS 763.74
CBS 292.63
NRRL A-11496
ATCC 42642

FRR 2109

FRR 2480

FRR 2479
CNCTC 1350

Talaj / Shiga, Japan
Erdei talaj / USA
_/-

_/-

Talaj / Németo.

- / Németo.

Talaj / Eszak-Karolina, USA
Talaj / Rishikesh, Rewa, India
Esderdo talaja / Brazilia
Pinus sylvestris / Hollandia
_/-

Talaj / Németo.

Talaj / Németo.

_/-

o/-

Talaj / Egyesiilt Kiralysag
Erdei egér iiriilék / Ukrajna
Erdei egér tiriilek / Ukrajna
o/-

_/-

Talaj / Hollandia
Talaj / Wageningen, Hollandia
Picea abies gyokér / Németo.
Erdei talaj / Eszak-Karolina, USA
Erdei talaj / Rishikesh, India
Talaj / Victoria, Ausztralia
Talaj / Georgia, USA
Feny6erdd / Ukrajna
Talaj / Queretaro, Mexiko
Egér triilék / Ukrajna
Talaj / Indonézia
Gombakomposzt / Horst, Hollandia
Komposzt / Baarn, Hollandia
Talaj / Gibraltar
Roka tirtilék / Baarn, Hollandia
Homokos talaj / Victoria, Ausztralia
Talaj / Eszak-Karolina, USA
Sphagnum recurvum / Hollandia
Sphagnum recurvum / Hollandia
Erdétalaj / Németo.

Talaj / Franciao.
Németo.

Tundra talaj / Alaszka
Erdei talaj / Kina
_/-

Medd6hanyo / Keele, Anglia
Szarvasmarha tiidé / Uj-Zéland
Széna / Uj-Zéland
Gombakomposzt / Horst, Hollandia
Széna / Uj-Zéland
Erdei talaj / Nagy-Britannia
Gomphidius glutinosus / Németo.
Campanotus pennsylvanicus / Kanada
Populus tremula / Allgdu, Németo.
o/-

_/-

_/-

o/-

Béka / Németo.

Gyik tiriilek / USA
Talaj / India
_/-

Faanyag / Devecser, Magyaro.
Tiizifa / Devecser, Magyaro.
Faanyag / Devecser, Magyaro.
Pince / Devecser, Magyaro.
o/-

_/-

Mogyoro6 / Queensland, Ausztralia
Temze iszap / Anglia
Magvak / India
_/-

o/-
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Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides
Mucor circinelloides f. circinelloides
Mucor circinelloides f. griseocianus
Mucor circinelloides f. gryseo-cyanus
Moucor circinelloides f. janssenii
Moucor circinelloides f. janssenii
Mucor circinelloides f. lusitanicus
Mucor circinelloides f. lusitanicus
Mucor corticolus

Mucor corticolus

Mucor corticolus

Mucor corticolus

Mucor corticolus

Mucor cylindrosporus
Mucor flavus

Mucor fragilis

Mucor fuscus

Mucor fuscus

Mucor fuscus

Mucor fuscus

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor genevensis

Mucor guillermondi

Mucor hiemails

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis f. hiemalis
Mucor hiemalis f. luteus
Mucor hiemalis f. sylvaticus
Mucor indicus

Mucor inequisporus

Mucor inequisporus

Mucor irregularis

Mucor irregularis

Mucor memphitis

Mucor memphitis

Mucor minutus

Mucor mucedo

Mucor mucedo

Mucor mucedo

Mucor mucedo

Mucor mucedo

Mucor nederlandicus
Mucor neutralensis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor piriformis

Mucor plasmaticus

Mucor plumbeus

Mucor plumbeus

Mucor plumbeus

Mucor plumbeus

12066
12082
1414M
1415M
12067
12069
12049
12003
12068
12030
12007
12031
12057
12058
1409M
1410M
12013
12002
482
1403M
12042
12043
12052
550
12060
12061
12062
12063
12072
1413M
12011
12032
12679
20678
478
479
1404M
1406M
1408
12074
12056
12054
12053
12006
1407M
12055
20721
20723
12059
1412M
12008
253
485
1405M
12034
12044
12012
12079
12075
12076
12077
12078
12080
12083
12084
12085
12086
12087
12000
906
1001
12021
12635

MS12

MUFS 055
MUES 029
NRRL A-7420
CBS 243.67
MUFS 056
ATCC 1216b
CBS 236.35

NRRL 3617
NRRL 3616

CBS 204.28
CBS 234.35

ETH 8820/1
ETH 8820/1
NRRL A-16057

NRRL 1756
NRRL 1758
NRRL 1821

CBS 17427
WRLCN(M) 328

NRRL 3624
NRRL 3632
NRRL 3642
CBS 226.29

NRRL 3626

NRRL 2597

CBS 586.67

WRLCN(M) 122

CBS 735.70

CBS 275.49

_/-

- / Salamanca, Spanyolorszag
_/-
_/-

Kerti talaj / Dél-Afrika
Kerti talaj / Dél-Afrika
Talaj / Norvégia
Mucormikozis / Dél-Afrika
Kerti talaj / Dél-Afrika
o/-

Németo.
Gyilimdlcs / Magyaro.
Talaj / Ausztria
Talaj / Ausztria
o/-

o/-

- / Franciao.
Németo.
Magyaro.

_/-

o/-

o/-

_/-

o/-

_/-

_/-

o/-

o/-

_/-

o/-

Periplaneta americana tiriilék / Oroszoro.

o/-

Faanyag / Devecser, Magyaro.
Tiizifa / Devecser, Magyaro.
- / Magyaro.

- / Magyaro.

_/-

o/-

_/-

_/-

- / Michigan, USA
_/-

Talaj / Németo.

- / Svéjc
_/-

Diospyros kaki / Japan
o/-

_/-

Kalifornia, USA
o/-

-/ India
_/-

- / Magyaro.

_/-
Tolgyfakéreg / -

_/-

_/-

o/-

Nektarin /Kalifornia, USA
Nektarin /Kalifornia, USA
Nektarin /Kalifornia, USA
Nektarin /Kalifornia, USA
_/-

Talaj / Kalifornia, USA
Narancs / Kalifornia, USA
Narancs / Kalifornia, USA
-/ Kalifornia, USA
_/-

Egér uriilék / Hollandia
o/-

_/-

Gytimoélcs / Magyaro.
Gabona / Csepel, Magyaro.
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Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor plumbeus
Mucor psychrophilus
Mucor racemosum
Mucor racemosum
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus
Mucor racemosus f. chibinensis
Mucor racemosus f. racemosus

Mucor racemosus f. sphareosporus

Mucor spinosus
Mucor strictus

Mucor zonatus
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizomucor pusillus
Rhizopus arrhizus
Rhizopus arrhizus
Rhizopus caespitosus
Rhizopus homothallicus
Rhizopus homothallicus
Rhizopus lyococcus
Rhizopus lyococcus
Rhizopus microsporus
Rhizopus microsporus
Rhizopus microsporus

12071
1025
12020
12022
12023
12024
12025
12070
12009
12046
12047
472
473
474
475
12045
12048
12633
1402M
12035
12073
20963
12005
12051
12004
471
12001
12010
14513
14514
14515
14516
14517
11003
11005
11006
11007
11008
11009
11011
11012
11014
11028
11029
555
11000
11001
11002
11004
11010
11013
11015
11016
11017
11018
11019
11020
11021
11022
11023
11024
11025
11026
21290
21291
21303
13623
21302
21292
21293
21296
21297
21298

MUES 169
FRR 2412

ATCC 56635
ATCC 42423

WRLCN(M) 370
MUFS 162
CBS 288.71

CNCTC 1591

WRLCN(M) 202
CBS 22537

CBS 636.67
NRRL 3640
CBS 115.08

CBS 576.66
CBS 148.69

NRRL 3169
NRRL 5282
CBS 370.71
NRRL 5284
NRRL 5901
NRRL 6303

CBS 360.92
ETH M4918
CBS 370.71
CBS 360.92

NRRL 2543

NRRL 3310

WRLCN(M) 231
FRR 2490

FRR 1652
NRRL 6304
NRLL 6399
NRRL 6401
NRRL 3638
CBS 354.68
CBS 184.67
NRRL 3469

FSU 8743
FSU 5857
CBS 427.87
NRRL 2538
FSU 2530
FSU 10053
FSU 10645
FSU 10049
FSU 10059
FSU 10066

-/-

Erjed6 almalé / Ausztralia
Gytimdles / Magyaro.
_/-

Alpesi talaj, Kanada
_/-

_/-

Szavanna talaj / Dél-Afrika
Juh tragya / Oroszoro.
_/-

o/-

- / Magyaro.

- / Magyaro.

- / Magyaro.

- / Magyaro.
Gyilimdlcs / Magyaro.
o/-

Gabona / Csepel, Magyaro.
_/-

_/-

Talaj /-

- / Franciao.

Talaj / Oroszorszag
-/ Svajc
-/ Norvégia
_/-

Talaj / Ausztria
Talaj / Németo.

o/-

_/-

_/-

_/-

o/-

- / Kalifornia USA
-/ India
Human képet / Hollandia
Rothado6 alma / USA
Tehén placenta / Dakota, USA
-/-

o/-

Human mikozis / Melbourne, Ausztralia

Komposzt / Svéjc
Human képet / Hollandia

Human mikozis / Melbourne, Ausztralia

_/-
Allati mikozis / Anglia
_/-
_/-
-/ India
_/-

Trachea valadék / Svajc
Allati mikézis / Anglia
- / Ausztralia
- / Lengyelorszag
_/-

-/-

Denevér tiriilék / India
-/ Kalifornia, USA
Viztartaly / Wisconsin, USA
Kukorica / Hollandia
Lotragya / Nevada, USA
- / Berkley, Kalifornia, USA
o/-

_/-

-/-

_/-

Talaj / Guatemala
_/-

_/-

_/-

_/-

_/-

_/-
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Rhizopus microsporus

Rhizopus microsporus var. oligosporus
Rhizopus microsporus var. oligosporus
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis

Rhizopus niveus
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Rhizopus racemosum
Rhizopus schipperae
Rhizopus schipperae
Rhizopus schipperae
Rhizopus sexualis
Rhizopus sexualis
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer
Rhizopus stolonifer

Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.
Rhizopus stolonifer var.

Saksanaea vasiformis

reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
reflexus
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer
stolonifer

Syncephalastrum racemosum

Thamnostylum piriforme
Thamnostylum piriforme
Thamnostylum piriforme
Umbelopsis angularis

21299
13619
13622
13647
13644
13645
13625
495
497
502
13611
13616
8100R
13617
13618
13620
13621
13633
13634
13635
13642
13643
8124R
4053
13641
13646
21304
21300
21301
2001R
2002R
2003R
2004R
2005R
2006R
2007R
13609
13610
13614
13637
21294
21295
503
504
498
506
11101
13629
13630
13631
13632
13600
13601
13602
13603
13604
13605
13606
13607
13608
13612
13613
13615
13624
13626
13627
13628
11071

547
11075
4056
11252

FSU 9932
NRRL 514
NRRL 2710

CBS 220.92
CBS 102.277
CBS 403.51

MUFS R5
NRRL 1526
NRRL 2908
NRRL 1472
CBS 112.07
CBS 260.28

CBS 109.939
CBS 146.90
NRRL 28631

CBS 138.95

FSU 10234
FSU 2531
CBS 102880

FSU 9996
FSU 9872

CBS 117.43
CBS 320.35
CBS 319.35
CBS 398.95

CBS 609.82
CBS 389.95
CBS 347. 49
CBS 109.76
NRRL 2443

MUES 025

CBS 603.68

-/-

Tempeh / Indonézia
Tempeh / Indonézia
o/-
Humén mikézis / Hollandia
Human mikoézis / -
/ Japan
/ Szeged, Magyaro.
/ Szeged, Magyaro.

- / Szeged, Magyaro.
cukkini / Kalifornia, USA
fiige / Kalifornia, USA
Mucormikozis / USA
- / Dél-Afrika
Tempeh / Illinois, USA
Kinai éleszt6 / Kina
-/ Illinois, USA
- / Hollandia
Kinai éleszt6 / Kina
Human mikozis / Texas, USA
Human mikozis / Toronto, Kanada
Humén mikézis / Hollanida
_/-

_/-

Human mikézis / USA
Human mikézis / USA
_/-

_/-

_/-
Paradicsom / Szeged, Magyaro.
Oszibarack / Szeged, Magyaro.
Gyiimdles / Szeged, Magyaro.
Di6 / Szeged, Magyaro.
Rizs / Magyaro.

Rizs / Magyaro.
Oszibarack / Szeged, Magyaro.
Nektarin / Kalifornia, USA
Nektarin / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
- / Szeged, Magyaro.

- / Magyaro.
- / Magyaro.

- / Szeged, Magyaro.
talaj / Illinois, USA
Nektarin / Kalifornia, USA
Arpa / Hollandia
_/-

/-

_/-

Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
- / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
-/ Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Oszibarack / Kalifornia, USA
Ragi/ -

_/-

Tempeh / Indonesia
Kenyér / Svajc
Talaj / India
_/-

/-

_/-

_/-

Talaj / Baarn, Hollandia

AR AR AR AR AR AR AR A R AR A R AR A R AR A R A R AR AR AR A R AR R AR A A AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARAARAANARARARAR
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Umbelopsis autotrophica

Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina
Umbelopsis isabellina

Zygorhynchus macrocarpus

Zygorhynchus moelleri

11276
11076
11077
11290
11291
11292
11293
11319
11321
11322
11323
11324
11325
11335
11073
11074

CBS 310.93
NRRL 1757

FSU 925
FSU 926
FSU 1716
FSU 2831
FSU 923
FSU 2892
FSU 954
FSU 910
FSU 909
FSU 924
FSU 922
NRRL 2663
NRRL 1625

Talaj / Nagy-Britannia
Talaj / Wisconsin, USA
_/-

_/-

_/-

_/-

-/-

_/-

_/-

_/-

_/-

_/-

_/-

_/-

- / Franciao.

_/-

AARARARAARNARAARARARARAARARAARN

2 A trozsgylijtemények roviditései: ATCC, American Type Culture Collection, USA; CBS, Centraalbureau voor

Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; CNCTC, Czech National Collection of Type Cultures, Praga, Cseh Koztarsasag;

ETH, Swiss Federal Institute of Technology Culture Collection, Ziirich, Svajc; FRR, CSIRO Food Research Culture
Collection, North Ryde, I'Jj-Dél-Wales, Ausztralia; FSU, Fungal Reference Centre, Jéna, Németorszag; IMI, CABI

Bioscience Genetic Resource Collection, Nagy-Briatnnia; MUFS, Department of Microbiology and Biochemistry,

University of Orange Free State, Dél-Afrika; NRRL, Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, Illinois,

USA; SZMC, Szeged Mikrobioldgiai Gylijtemény, Szeged, Magyarorszag; WRLCN, Welcome Bacterial Collection,

Beckham, Nagy-Britannia.

® A mintakban kimutatott karotinoidok roviditései: A, asztaxantin; K, B-karotin; Kr, B-kriptoxantin; Z, zeaxantin; n.d.,

karotinoid nem volt detektalhato.
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F2. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt és l1étrehozott plazmidok és f6bb jellemzéik.

Plazmid?® Genotipus/Leiras Hivatkozas/Forras

p18S M. circinelloides 18S rDNS 1826 bp-os szakasza pUC18 PAPP és mtsi. 2013
plazmidban, Ap*

p28S M. circinelloides 28S rDNS 1497 bp-os szakasza pUC18 PAPP és mtsi. 2013
plazmidban, Ap"

p18S-28S M. circinelloides 18S és 28S rDNS-ek egy-egy 1826 és 1405 PAPP és mtsi. 2013
bp-os szakasza pUCI18 plazmidban, Ap"

pAVB107 leuA pBluescript I SK plazmidban, Ap" VELAYOS 2000

pAVB160 isoA, leuAd, Ap" VELAYOS 2000

pAVBI161 carG, leud, Ap* VELAYOS 2000

pAS1 hmgR1 662 bp-os szakasza forditott orientdcioban a pPT43 NAGY és mtsi. 2015
plazmidban, gpdIP és gpdIT kozé épitve, pyrG, Ap*

pAS2 hmgR2 662 bp-os szakasza forditott orientdcioban a pPT43 NAGY és mtsi. 2015
plazmidban, gpdIP és gpdIT kodzé épitve, pyrG, Ap"

pAS3 hmgR3 662 bp-os szakasza forditott orientdcioban a pPT43 NAGY és mtsi. 2015

pBluescript IT SK
pCA2
pCA6
pCA7
pCAS8

pCA9

pCA10
pCAl5

pEPM9
pEPM901
pLGY2
pNG1
pNG2
pNG3
pNYI8

pPK2

pPT43
pPT43leu
pPT50
pPT51
pPT79
pPT80a
pPT80b
pPT81

plazmidban, gpdIP és gpdIT kodzé épitve, pyrG, Ap*
Altalanos E. coli klénozo és expresszios vektor, Ap"
gpdIP-crtW-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap"
carG, pyrG, Ap"

leud pUCI1S8 plazmidban, Ap*

gpdIP-crtW-gpdIT expresszids kazetta a leud gén és annak
5’-szomszédos (downstream) régidja kozé épitve, leud, Ap*
gpdIP-crtW-gpdIT expresszios kazetta 18S és 28S rDNS
szakaszok kozé épitve, pyrG, Ap"
ipi, pyrG, Ap"
gpdIP-crtW-gpdIT expresszios
plazmidba épitve, pyrG, Kn"

kazetta pPK2 binaris

pyrG, Ap*

pyrG, Ap*

Rm_hmgR pTM7 plazmidban, pyrG, Ap"
gpdIP-hmgR1-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap
gpdIP-hmgR2-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap"
gpdIP-hmgR3-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap*

RB, gpdIP-hph-gpdIT expressziés kazetta, gpdIP-gfp-
gpdIT expresszios kazetta, LB, pBR322 ori, Kn"

RB, An_gpdP-hph-An_trpCT expresszids kazetta,

PpBR322 ori, Kn'

gpdIP, gpdIT pBluescript II SK plazmidban, Ap*
leud pPT43 plazmidban, Ap"

gpdIP-crtZ-gpdIT expresszids kazetta, pyrG, Ap”

LB,

gpdIP-crtW-gpdIT expresszios kazetta, leud, Ap"

Rm_gpdP-amdS-Rm_gpdT expresszios kazetta, Ap"
Rm_gpdP-leud-Rm_gpdT expresszios kazetta, Ap"
Rm_gpdP-pyrG-Rm_gpdT expresszios kazetta, Ap"
pyrG pPT43 plazmidban, Ap"

Stratagene

PAPP és mtsi. 2013
CSERNETICS ¢és mtsi. 2011
PAPP és mtsi. 2013

PAPP és mtsi. 2013

PAPP és mtsi. 2013

CSERNETICS és mtsi. 2011
PAPP és mtsi. 2013

BENITO és mtsi. 1992
BENITO és mtsi. 1992
LUKACS és mtsi. 2009
NAGY és mtsi. 2014
NAGY és mtsi. 2014
NAGY és mtsi. 2014
NYILASI és mtsi. 2008

COVERT és mtsi. 2001

PAPP és mtsi. 2006
CSERNETICS ¢és mtsi. 2015
PAPP és mtsi. 2006

PAPP és mtsi. 2006
PETERI és mtsi. 2007
LUKACS és mtsi. 2009
LUKACS és mtsi. 2009

CSERNETICS és mtsi. 2011, 2015
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Plazmid?* Genotipus/Leiras Hivatkozas/Forras
pPT81-crtS gpdIP-crtS-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap" CSERNETICS és mtsi. 2015
pPT82 gpdIP-ipi-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap" CSERNETICS ¢és mtsi. 2011
pPT83 gpdIP-isoA-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap" CSERNETICS ¢s mtsi. 2011
pPT84 gpdIP-carG-gpdIT expresszids kazetta, pyrG, Ap" CSERNETICS ¢s mtsi. 2011
pPT85 gpdIP-ipi-gpdIT expresszios kazetta, leud, Ap" CSERNETICS ¢és mtsi. 2011
pPT86 gpdIP-isoA-gpdIT expresszios kazetta, leud, Ap" CSERNETICS és mtsi. 2011
pPT86-crtR gpdIP- crtR-gpdIT expresszios kazetta, leud, Ap" CSERNETICS és mtsi. 2015
pSP73 Altalanos E. coli klénozo és expresszios vektor, Ap" Promega

pTM7 pyrG pSP73 plazmidban, pyrG, Ap* LUKACS és mtsi. 2009
pTMS8 gpdIP-bgl-gpdIT expresszios kazetta, pyrG, Ap" TAKO és mtsi. 2010
pUC18 Altalénos E. coli klonozé vektor, Ap" Thermo Scientific

pZ4 ipi cDNS pBluescript IT SK plazmidban, Ap* CSERNETICS és mtsi. 2011

A dolgozatban ismertetett kutatasok soran készitett plazmidok neve vastagon van szedve.

Roviditések: amdS, Aspergillus nidulans acetamidaz gén; An_gpdP, A. nidulans glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
promoter; An_trpCT, A. nidulans triptofan-bioszintézis gén termindtor régidja; Ap', ampicillin rezisztencia gén; bgl,
Rhizomucor miehei B-glikozidaz gén; carG, Mucor circinelloides geranilgeranil-pirofoszfat-szintaz gén; crtR,
Xanthophyllomyces — dendrorhous — citokrom P450-reduktdz  gén; crtS, X dendrorhous citokrom P450
hidroxilaz/asztaxantin-szintaz gén; crtW, Paracoccus sp. N81106 B-karotin-ketolaz gén; crtZ, Paracoccus sp. N81106 3-
karotin-hidroxilaz gén; gfp, zold fluoreszcens fehérje gén; gpdIP, M. circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz prométer; gpdIT, M. circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz terminator; hmgRI, M.
circinelloides HMG-KoA-reduktaz 1 gén; hmgR2, M. circinelloides HMG-KoA-reduktaz 2 gén; hmgR3, M. circinelloides
HMG-KoA-reduktaz 3 gén; Aph, higromicin B-foszfotranszferaz gén; ipi, M. circinelloides izopentenil-pirofoszfat-
izomeraz gén; isoAd, M. circinelloides farnezil-pirofoszfat-szintaz gén; Kn', kanamicin rezisztencia gén; LB, A. tumefaciens
T-DNS baloldali hatarszekvencia (left boarder); leud, M. circinelloides o-izopropilmalat-izomeraz gén; pyrG, M.
circinelloides orotidin-5'-monofoszfat-dekarboxilaz gén; RB, A. tumefaciens T-DNS jobboldali hatarszekvencia (right
boarder); Rm_gpdP, R. miehei glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz promoéter; Rm_gpdT, R. miehei glicerinaldehid-3-
fosztat-dehidrogenaz terminator; Rm_hmgR, R. miehei HMG-KoA-reduktaz gén.
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F3. tablazat. A jelen dolgozatban ismertetett munkak soran tervezett fontosabb primerek

Primer Szekvencia (5’ - 3°) Termék A termék
mérete (bp)
A M. circinelloides hmgR, ipi, isoA és carG gének felszaporitasahoz hasznalt inditészekvenciak

Hmg-coA2f GGCCTGCAGATGATCAATCTGCTGTCCTAT 3740 (gDNS)

Hmg-coA2r TTCGCGGCCGCCTATAAGATGCAATTTCCCGTT hmgR1 3346 (cDNS)

Hmg-coA3f TTCGTCGAATGTTGAAAAACGTCAAAAAAGAT 3595 (gDNS)

Hmg-coA3r TTCGCGGCCGCCTATGATTTAATACAACTTCCA hmgR2 3222 (cDNS)

Hmg-coA4f TTCGTCGACATGGCGTCTGCTCTCCCCCATCA 3491 (gDNS)

Hmg-coAdr TTCGCGGCCGCTTAGGATTTGATGCAGGTT hmgR3 3345 (cDNS)

ipil GGCTCGAGATGGCCCCTGATTTGAAGGAATA o 929 (gDNS)

ipi2 CTCGCGGCCGCTTAGAAGCCTAAACGATGAATGGT ipi 697 (cDNS)

fppl GGCTCGAGATGGTTGCTGTCAAATTACA . 1510 (gDNS)

fpp2 CTCGCGGCCGCTTATTTAGTACGCTTGTAAA isod 1078 (cDNS)

ggppl GGCTCGAGATGCTCAACTCACACAACAG arG 1480 (gDNSS)

ggpp2 CTCGCGGCCGCCTAGTCGTTGGTGGCCTCTA 931 (cDNS)

A M. circinelloides gének qPCR analiziséhez hasznalt inditészekvenciak

H1 RT F CAGAAACAACTCACATGCCTTGCC )

HI RT R TAATAGCTGGAAGTGGATCGTCGG a hmgRI gén egy szakasza 151

H2 RT F CTCGTATCATCTGTGCCTCTG ,

H2 RT R AGCAGTGTTACGGTTGTGAG a hmgR2 gén egy szakasza 107

hmgR3 RTf GAATCCAGTCTGTTGCCTCTCCA )

hmgR3_RTr GAGTCACCGTCAATGTTCATGGGA a hmgR3 gén egy szakasza 128

MCactinF CACTCCTTCACTACCACCGCTGA L

MCactinR GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG az aktin gén egy szakasza 117

ipireal-timel ATGTGGACCAACACTTGCTGCTC L,

ipircal-time2 TTGATGCCAAGCTCATGCTCCAG az ipi gén egy szakasza 119

isoAreal-timel ATCTCGACTGTTACGGTGCTCCT . i

isoAreal-time2 CTTGCGTTGTTCGGGATTAGCCA azisod gén egy szakasza 119

carGreal-timel CAACATCATCAGCCAGAAGCCCA az carG sén coy szakasza 148

carGreal-time2 ACCACCCAAACGCTTGATTTCCT carty gen cgy

A pNG1-3 plazmidok transzformansokban torténé kimutatasira hasznalt inditészekvenciak

Gpdp CATGAAGTGTGAGACATTGCGA gpdIP 3’ vége - -

pnglrev TGTTGTCTCGATTGAATGGCTGG hmgR1 gén 5° vége 656

png2rev TCCACAGGATTGGCGGTCTAT hmgR2 gén 5 vége 869

png3rev CAGCGTGTGGTCAATGGTGTT hmgR3 gén 5’ vége 538

A M. circinelloides hmgR gének csendesitéséhez és a Northern-hibridizaciés préba elkészitéséhez hasznalt
inditészekvenciak

HICSf TTCGCGGCCGCTCACTGGCTTCATGAACCGGCT a hmgRI gén egy szakasza
HICSr CCGCTCGAGAGCAATGTTCTTCATAATCCGAA (forditott orientacioban) 662
H2CSf TTCGCGGCCGCAGATAACCCGTTCCGATATTTG a hmgR2 gén egy szakasza
H2CSr CCGCTCGAGTCATTGTCATGTAGTTTGGTTGT (forditott orientacioban) 626
H3CSf TTCGCGGCCGCTCCAGCGTCTTTGGCAAAGGCA a hmgR3 gén egy szakasza 697
H3CSr TTCCTCGAGGGTGTCCCGTGTTGGAGAGCGAC (forditott orientécioban)
A R. miehei hmgR génjének kimutatiasahoz és a Southern-hibridizacios proba elkészitéséhez hasznalt
inditészekvenciak
HMGIF CCIATGGCIACIACIGARGG a hmgR gén egy szakasza
HMG2R CATRTTCATICCCAT 314
L20 CCAGCAAGGATACGCCGATAA hmeR g K 23
L22 CACGCACATCTTGTCGGGTAA anmgit gen egy szakasza
A Paracoccus sp. N81106 torzs génjeinek felszaporitasahoz és qPCR analiziséhez hasznalt inditészekvenciak
ertZ1 GGCTCGAGATGACCAATTTCCTGATC )
ortz2 CTCGCGGCCGCTCACGTGCGCTCCTGCGCCTC crtZ gén 507
crtWl GGCTCGAGATGAGCGCACATGCCCTGC )
crtW2 CTCGCGGCCGCTCATGCGGTGTCCCCCTTGGTG crth gén 748
crtWreal-timel CTTCATCGGCACCTATTTCGGCT a ertlV eén ey syakasza 149
crtWreal-time2 CGAACACGAACAGCTGGATCGAC crivh gen cgy

A X. dendrorhous torzsek génjeinek felszaporitisahoz, valamint PCR és Southern-hibridizacios analiziséhez
hasznalt inditészekvencidk

XantertS1 GGCATCGATATGTTCATCTTGGTCTTGCTC* crtS 1674
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Primer Szekvencia (5’ - 3°) Termék A termék
mérete (bp)
XantertS2 CTTGCGGCCGCTCATTCGACCGGCTTGACCT
XantertR1 GACTCGAGATGGCCACACTCTCCGATCTTGTC
XantcrtR2 AATGCGGCCGCCTACGACCAGACGTCCATCAACAA crtR 2241
crtSreal-timel CCGATCCGAAAGTCTTCAACC )
crtSreal-time2 CGCCGTAACAACACCATCTC acrS gén egy szakasza 110
crtRreal-timel TCTTCTCCGAAACTTCACCC © eriR o6 cay srakassa 17
crtRreal-time2 CTGTCCGTCGCTAATCATTG crifgen cgy
Az 1j transzformacioés rendszerek és vektorok létrehozasa érdekében tervezett inditészekvenciak
gpdIPf GGGGGCCCGTGTTGGATGAACAATTCAT o
gpd1Pr GGTCTGAGATTTATAAAATATATAGAGATA M. circinelloides gpd 1P 738
gpdI Tf GGGCGGCCGCATCGTAAATCATTTCTAGTC o
gpdITr GGGAGCTCGCGATGACAATAACGGCGAT M. circinelloides gpd I'T 621
Rm_gpdPf GGTGGTATTGTTGACATTCAAG o
Rm_gpdPr GATGTTGAATGCCGTGTAAGCC R. miehei Rm_gpdP 963
Rm_gpdTf GGAAATTTTTGTTTAGTTCGCT o
Rm_gpdTr ATCGATCAGACTATCACCGCAA R.michei Rm_gpdT 486
ribl CTC GAG CTC CTG GTT GAT CCT GCT TGT AGT CA M. circinelloides 188 rDNS
1ib2 CTC GGT ACC AAT GAT CCT TCC GCA GGT TCA CCT cay szakasza 1829
rib3 CTC GGA TCC TAA TCA ATA ATT TTG GCT TGT CCA M. circinelloides 28S tDNS 1501
rib5 AGA GTT TCC TCT GGC TTC ACC CTATTC A régio egy szakasza

A crtW gén M. circinelloides genomba tortént integracidojanak ellenérzéséhez tervezett inditoszekvenciak

leuAv8inv1
leuAe8inv2
gpdPe8inv3
arsMe8inv4
18S9invl
28S9inv2
pl5linvl
pl51inv2
pl8remiinv2
gpdTv8remiinvl
amprevl
amprev2

CTGGTCATGAAGTGCCCTTTGAGGT

CTCGCTCGTCTACTAGCAGGTTGT MS12+pCASIf, IPCR
GGCTGCGCGTGGTTCACACTAAT

GTTTGGCTGTGCTCATCGCACT MS12+pCASIf, IPCR
GTAATTTGCACGCCTGCTGCCT

CCGTCTTGAAACACGGACCAAGGA MS12+pCAOIf, IPCR
CAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGT ,
GGGCTAGACTGCTCTCCAAATGCA MS12+pPT51°R, IPCR
CACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT ,
GCTGTTACTGTTACTATCGCCCT MS12+pCAS8’R, IPCR

GGCGACACGGAAATGTTGAATAC

CGAAATAGACAGATCGCTGAG plazmid menekités

nem ismert

nem ismert

nem ismert

nem ismert

nem ismert

nem ismert

2 Az alahuzott nukleotidok az inditészekvenciak 5 végére tervezett restrikcids hasitohelyeket jelolik.
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F4. tiblazat. A Mortierellaceae csalad filogenetikai helyzetének vizsgalatahoz hasznalt gombatorzsek

torzsgytlijteményi szama, a tipustorzsek stiatusza és a meghatarozott szekvenciak NCBI GenBank azonositoja. A

felsorolt torzsek a Szeged Mikrobioldgiai Gyiijtemény jaromsporas gombagyiijteményének tagjai.

a Egyéb NCBI GenBank azonosité
Fajnév SZMC torzsgytijteményi Statusz®
azonosito Py SSU ITS LSU
azonosito

Dissophora decumbens SZMC 11206 CBS 301.87 - HQ667439 HQ630275  HQ667354
D. decumbens SZMC 11337 CBS 592.88 - HQ667440 HQ630276 ~ HQ667355
D. ornata SZMC 11356 CBS 347.77 M. ornata holotipus HQ667441 HQ630277 HQ667356
D. ornata SZMC 11221 CBS 348.77 M. ornata holotipus HQ667442 HQ630278  HQ667357
Gamsiella multidivaricata SZMC 11224 CBS 227.78 M. multidivaricata HQ667475 HQ630314 HQ667391

izotipus
Lobosporangium transversale SZMC 11334L NRRL 3116 - HQ667488 - HQ667404
Micromucor (Umbelopsis) SZMC 12036 M27 - HQ667452 HQ630288 -
ramannianus var. ramannianus
Mi. (Umbelopsis) ramannianus SZMC 11079 NRRL 1296 - - HQ630289 HQ667366
Mortierella acrotona SZMC 11231 CBS 386.71 tipus HQ667489 HQ630328 HQ667405
M. alpina SZMC 11213 CBS 210.32 M. renispora autentikus HQ667501 HQ630345  HQ667421

torzs
M. amoeboidea SZMC 11226 CBS 889.72 tipus HQ667502 HQ630346  HQ667422
M. angusta SZMC 11254 CBS 293.61 M. polycephala var. HQ667443 HQ630279  HQ667358
angusta neotipus
M. antarctica SZMC 11217 CBS 609.70 tipus HQ667503 HQ630347  HQ667423
M. armillariicola SZMC 11239 CBS 914.73 tipus HQ667446 HQ630282  HQ667361
M. beljakovae SZMC 11232 CBS 123.72 tipus - HQ630352  HQ667428
M. biramosa SZMC 11255 CBS 370.95 M. wuyishanensis tipus HQ667473 HQ630312  HQ667389
M. camargensis SZMC 11227 CBS 221.58 tipus HQ667492 HQ630331  HQ667408
M. capitata SZMC 11256 CBS 648.68 M. vesiculosa tipus - HQ847055  HQ667418
M. chlamydospora SZMC 11219 CBS 120.34 Azygozygum HQ667508 HQ630354 HQ667430
chlamydosporum

sziintipus
M. clonocystis SZMC 11238 CBS 357.76 tipus HQ667479 HQ630318  HQ667395
M. cogitans SZMC 11237 CBS 879.97 tipus HQ667445 HQ630281  HQ667360
M. cystojenkinii SZMC 11229 CBS 456.71 tipus HQ667504 HQ630348  HQ667424
M. dichotoma SZMC 11269 CBS 221.35 sziintipus HQ667477 HQ630316  HQ667393
M. echinosphaera SZMC 11251 CBS 575.75 holotipus - GU559985  HQ667431
M. elongata SZMC 11308 FSU 822 - HQ667494 HQ630336  HQ667412
M. elongata SZMC 11318 FSU 823 - HQ667495 HQ630337  HQ667413
M. elongatula SZMC 11241 CBS 488.70 tipus HQ667505 HQ630349  HQ667425
M. epicladia SZMC 11247 CBS 355.76 tipus HQ667480 HQ630319  HQ667396
M. epigama SZMC 11210 CBS 489.70 tipus HQ667453 HQ630290  HQ667367
M. exigua SZMC 11257 CBS 655.68 tipus HQ667490 HQ630329  HQ667406
M. gamsii SZMC 11258 CBS 253.36 M. spinosa sziintipus HQ667497 HQ630339  HQ667415
M. gamsii SZMC 11309 FSU 824 - HQ667498 HQ630341  HQ667417
M. gamsii SZMC 11215 CBS 749.68 tipus - HQ630340  HQ667416
M. gamsii SZMC 11259 CBS 314.52 M. spinosa sziintipus HQ667468 HQ630307  HQ667384
M. gemmifera SZMC 11201 CBS 134.45 tipus HQ667456 HQ630293  HQ667371
M. globulifera SZMC 11260 CBS 417.64 M. ericetorum tipus - HQ847056  HQ667370
M. globulifera SZMC 11209 CBS 858.70 neotipus HQ667454 HQ630291  HQ667368
M. globulifera SZMC 11329 FSU 826 - HQ667455 HQ630292  HQ667369
M. histoplasmatoides SZMC 11338 CBS 321.78 tipus HQ667470 HQ630309  HQ667386
M. horticola SZMC 11218 CBS 305.52 sziintipus HQ667483 HQ630322  HQ667399
M. humilis SZMC 11220 CBS 222.35 sziintipus HQ667485 HQ630325  HQ667401
M. humilis SZMC 11331 FSU 828 - HQ667486 HQ630326  HQ667402
M. humilis SZMC 11302 CBS 745.68 - HQ667487 HQ630327  HQ667403
M. hyalina SZMC 11262 CBS 306.52 M. hygrophila var. minuta HQ667460 HQ630297  HQ667376

sziintipus
M. hyalina SZMC 11261 CBS 115655 Hydrophora hyalina HQ667509 HQ630355  HQ667432

izotipus
M. hypsicladia SZMC 11270 CBS 116202 tipus - HQ630302  HQ667379
M. indohii SZMC 11297 FSU 830 - EU736291 HQ630299  EU736318
M. indohii SZMC 11283 FSU 831 - HQ667462 HQ630300  HQ667438
M. indohii SZMC 11253 CBS 720.71 izotipus HQ667461 HQ630298  HQ667377
M. kuhlmanni SZMC 11271 CBS 157.71 tipus HQ667457 HQ630294  HQ667372
M. lignicola SZMC 11264 CBS 207.37 Haplosporangium HQ667511 HQ630357  HQ667435

lignicola tipus

M. lignicola SZMC 11265 CBS 313.52 M. sepedonioides tipus HQ667510 - HQ667434
M. longicollis SZMC 11208 CBS 209.32 autentikus torzs HQ667451 HQ630287  HQ667365
M. microzygospora SZMC 21864 CBS 880.97 tipus HQ667478 HQ630317  HQ667394
M. minutissima SZMC 11305 FSU 832 - EU736292 HQ630324  EU736319
M. minutissima var. dubia SZMC 11235 CBS 307.52 sziintipus HQ667484 HQ630323  HQ667400
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M. mutabilis

M. nantahalensis
M. paraensis

M. parazychae
M. parvispora
M. parvispora
M. parvispora
M. polycephala
M. polycephala
M. polycephala
Mortierella polygonia
M. pulchella

M. (Umbelopsis) ramanniana var.

angulispora
M. rishikesha
M. rostafinskii
M. sarnyensis
M. schmuckeri
M. sclerotiella
M. selenospora
M. strangulata
M. stylospora
M. turficola
M. verticillata

M. verticillata

M. wolfii

M. wolfii

M. wolfii

M. wolfii

M. wolfii

M. zonata

M. zychae

Rhizopus oryzae
Umbelopsis autotrophica

U. isabellina

SZMC 11202
SZMC 11222
SZMC 11272
SZMC 11223
SZMC 11225
SZMC 11304
SZMC 11313
SZMC 11355
SZMC 11298
SZMC 11295
SZMC 11203
SZMC 11339
SZMC 11234

SZMC 11273
SZMC 11249
SZMC 11274
SZMC 11373
SZMC 11214
SZMC 11204
SZMC 11267
SZMC 11275
SZMC 11207
SZMC 11205

SZMC 11236

SZMC 11245
SZMC 11244
SZMC 11286
SZMC 11243
SZMC 11242
SZMC 11228
SZMC 11212
SZMC 8124R
SZMC 11276

SZMC 11076

CBS 308.52
CBS 610.70
CBS 547.89
CBS 868.71
CBS 311.52
FSU 834
FSU 835
CBS 456.66
FSU 696
FSU 866
CBS 685.71
CBS 312.52
CBS 222.29

CBS 652.68
CBS 522.70
CBS 122.72
CBS 295.59
CBS 529.68
CBS 811.68
CBS 455.67
CBS 211.32
CBS 432.76
CBS 346.66

CBS 374.95

CBS 209.69
CBS 611.70
CBS 612.70
CBS 651.93
CBS 614.70
CBS 228.35
CBS 316.52
NRRL 28631
CBS 310.93

NRRL 1757

sziintipus
tipus
tipus
tipus

sziintipus

tipus
autentikus torzs
neotipus

tipus
neotipus
tipus
sziintipus
tipus
tipus
neotipus
tipus
neotipus
M. marburgensis
sziintipus
Haplosporangium

attenuatissimum tipus

tipus
tipus

Mortierella ramanniana
var. autotrophica tipus

HQ667476
HQ667472

HQ667447
HQ667458
HQ667459

HQ667493

HQ667463
HQ667507
HQ667450

HQ667469
HQ667512
HQ667474
HQ667496
HQ667471
HQ667499
HQ667513
HQ667444
HQ667506
HQ667481

HQ667482

HQ667464
HQ667467
HQ667465
HQ667466
HQ667500

HQ667491
AF113440
HQ667449

HQ667448

HQ630315
HQ630311
HQ630353
HQ630283
EU484279
HQ630295
HQ630296
HQ630335
HQ630332
HQ630333
HQ630301
HQ630351
HQ630286

HQ630308
HQ630358
HQ630313
HQ630338
HQ630310
HQ630343
HQ630359
HQ630280
HQ630350
HQ630320

HQ630321

HQ630303
HQ630306
HQ630304
HQ630305
HQ630344
HQ630356
HQ630330

HQ630285

HQ630284

HQ667392
HQ667388
HQ667429
HQ667362
HQ667373
HQ667374
HQ667375
HQ667411
HQ667409
HQ667410
HQ667378
HQ667427
HQ667364

HQ667385
HQ667436
HQ667390
HQ667414
HQ667387
HQ667419
HQ667437
HQ667359
HQ667426
HQ667397

HQ667398

HQ667380
HQ667383
HQ667381
HQ667382
HQ667420
HQ667433
HQ667407
AY213626
HQ667363

2 Roviditések: CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; FSU, Fungal Reference Centre, Jéna,

Németorszag; NRRL, Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, Illinois, USA; SZMC, Szeged

Mikrobiologiai Gytjtemény, Szeged, Magyarorszag; SSU, 18S rRNS gén; ITS, magi riboszémalis ITS1-5,8S rRNS gén-

ITS2; LSU, 28S rRNS gén.

b A torzsek taxondmiai statusza a Mycobank adatbéazisban (http://www.mycobank.org/) megadottak szerint keriilt

feltiintetésre.
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