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BEVEZETES

A jaromsporas gombak (Zygomycetes) rendszertanilag jol
korulhatarolhato, egységes csoportot alkotnak. Ezen osztaly kiilonleges
jelentdséggel bir az alacsonyabbrendii (Jower fungi) és magasabbrendii
(higher fungi) gombak kozotti atmeneti jellege miatt. Az idetartozé fajok
tobbsége a Mucorales rend tagja, elsGsorban novényi és allati eredetii
bomlé szerves anyagokon el6forduld, talajbol izolalhatd szaprofita
szervezet. A novénykarosité gombak dontd tobbsége G.n. raktari kartevo
szervezet. Ebbol a szempontbol kiemelkedd fontossaguinak tekinthetdk a
Rhizopus, Mucor és Gilbertella nemzetségek egyes tagjai.

A Zygomycetes osztalyba tartozé gombak gyakran wizsgalt
modellszervezetek, kilonbozé  szabalyz6  mechanizmusok, sajatos
szexudlis folyamataik, vagy a gomba morfogenezeis tanulmanyozasa
soran. Jelentségiiket tovabb néveli, hogy kézoéttitk szamos orvosi; ipari,
biotechnologiai és mez6gazdasagi szempontbdl fontos fajt talalunk.
Orvosi szempontbdl egyes fajok (mint pl. Absidia, Rhizopus, Mucor,
Rhizomucor nemzetségek képwvisel6éi ), mint 0.n. mucormikézist okozo
opportunista patogének érdemelnek figyelmet. Ezek a fertGzések bar
viszonylag ritkan fordulnak el6, de erOsen progressziv és nehezen
kezelhetd jellegiik miatt igen veszélyesek. Mas fajok ipari torzsei

extracellularis enzimek (pl. lipazok, proteazok) termeldjeként, vagy



értékes biologiai aktivitassal rendelkezd (pl. szteroidvazas) vegyiiletek
sztereospecifikus hidroxilalojaként kerilnek ipari felhasznalasra.
Meglep6 moédon a jaromspéras gombakkal kapcsolatban csak
igen szegényes genetikai ismeretanyag all rendelkezésiinkre, habar ezen
gombak szamos citologiai, biokémiai és Okologiai sajatossaga
egyértelmiivé teszi, hogy genetikai vizsgalatuk nem valthatdé ki mas

gombacsoportok tanulmanyozasaval.

CELKITUZESEK

A Rhizonmucor nemzetség képvisel6i nagy gyakorlati jelentdséggel
birnak Ugy biotechnoldgia és élelmiszeripar teriletén, mint a human és
allati mikozisok korokozojaként az orvosi gyakorlatban is. Ezen gombak
genetikai rendszere (az intraspecifikus variabilitas mértéke, genom
szervezOdése) kevésbé ismert.

Munkank soran célul tiiztik ki a kovetkezoket:

1. Kiilénb6z6 forrasbol szarmazd Rhizomucor izolatumok intraspecifikus
variabilitasanak feltarasa.

2. Fiziologiai és molekularis technikakkal (szénasszimilacios spektrum,
izoenzim és RAPD analizis, ITS-RFLP) nagyszamu genetikai marker
azonositasa.

3. Ezen vizsgalatok eredményei alapjan taxonomiai kovetkeztetések
levonasa, valamint a gyakorlat szamara hasznos torzstipizalasi

eljarasok kidolgozasa.



4.

6.

A Rhizomucor miehei egy adott torzsébdl génkonyvtar létrehozasa,
majd ennek felhasznalasaval a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(gpd) struktiurgén és a kapcsolodo szabalyzo régiok klonozasa és

elemzése.

. Ezen vizsgalatok azon til, hogy lehetGséget teremtenek az adott gén

molekularis, funkcionalis és filogenetikai elemzésére, kiindulopontul
szolgalhatnak tovabbi genetikai kisérletekhez. A gpd gén szabalyzo
régioi  JO6l hasznalhatok hatékony transzformacios rendszerek
kifejlesztésére. Eredményeink lehetOséget teremtenek egy ilyen, a
jaromsporas gombakban reményeink szerint altalanosan alkalmazhato
(pl.  drogrezisztencian  alapulé)  transzformaciés  rendszer
kidolgozasara.

A protoplasztképzés konilményeinek optimalizalasa a Rhizomucor
fajoknal, melynek a késobbiekben szintén a transzformacios

rendszerek l1étrehozdsanal lesz nagy gyakorlati jelentdsége.

. Kariotipizalasi elkisérletek megkezdése a Rhizomucor fajok genom

méretének megismerése céljabol.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kezdeti vizsgalataink soran tanulmanyoztuk a rendelkezésiinkre

allo  Rhizomucor izolatumok ivaros szaporodasat, meghataroztuk a

torzsek parosodast tipusat, valamint a homotallikus, illetve heterotallikus
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szexualis folyamatok révén kapott zigospoérak egyes morfologiai
jellemzoit. Eredményeink alatamasztottak az irodalomban korabban

kozolt megfigyeléseket, miszerint a zigospéra meéretében és

fajok elkilonitésében, azonban a vizsgélatok iddigényesek és esetenként
6nmagukban nem egyértelmiiek. Munkank soran tobbek kozott célunk
volt, hogy meghatarozzunk olyan markereket, melyek segitségével
lehetove valik a Rhizomucor izolatumok gyors és pontos identifikalasa.

2. A Rhizomucor torzsek szénforras hasznositasi képességét 87
vegyliileten teszteltik. Ezen vizsgalati eredményekkel kapcsolatban
hangsulyoznunk kell, hogy egy adott vegyiilet szénforrasként torténd
tesztelésekor kapott negativ eredmény nem feltétleniil azt jelzi, hogy az
adott Rhizomucor faj altal nem hasznosithaté szénforrasrol van szo.
Szamos tényezd (pl. a vegyilet koncentracidja, homérséklet, pH)
hozzajarulhat egy ilyen negativ eredményhez és mas kisérleti
korilmények kozott elképzelhetd, hogy némiképp eltéré novekedési
mintazatot észlelnénk. Ezen kitétel ellenére, eredményeink azt
bizonyitjak, hogy szigorian meghatarozott kisérleti koriilmények kozott
vizsgalt szubsztrat hasznositasi sajatossagok (mivel indirekt médon az
egyes torzsek genetikai hatterére reflektalnak), jol felhasznalhatok a
taxonomiai vizsgalatokban. Eredményeink alatamasztjak azon korabbi
megfigyeléseket, miszerint a szahar6z kizarélagos hasznositasira a R.
pusillus fajok képvisel6i képesek ellentétben a R michei fajjal. A

gyakorlatt célt fajidentifikalas szamara az egyik legfontosabb
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eredményként, sikeriilt 3 tovabbi olyan vegyiiletet meghataroznunk (-
alanin, L-fenilalanin, glicin), amelyek egyedi szénforrasként torténd
hasznositasa a R. pusillus €és R. miehei faj kozott megbizhatéan
differencialo értéku.

A felsorolt négy vegyllet kozil a R rauricus harmat tudott
hasznositani 6nallé szénforrasként (szaharoz, fenilalanin, f-alanin).
"Ezen eredmények alapjan felvetodott bennink a kérdés, hogy a
.morfologiailag teljesen eltérd, kiilonb6zo taptalajon eltéré mértékben
sporazo, zigospora létrehozasara képtelen egyetlen. R. tauricus képviseld
vajon valdban kiilonallo faj-e, vagy egy heterotallikus R. pusillus mutans
térzs. Vad tipusu torzseknél az asszimilacios spektrum analizis jOl
értékelhetd eredményeket mutat, azonban pleiotrof mutacio jelenlétében,
amcly eltéré biokémiai mukodést eredményez a vizsgalt szervezeteknél,
téves kovetkeztetés levonasahoz vezethel. Feltehetben a R. rauricus
Jellegzetes szén-, illetve nitrogén forras hasznositasanak hatterében is eg
ilyen jellegli mutacié all.

3. A Rhizomucor izoldtumok tovabbi intraspecifikus variabilitisanak
feltarasa érdekében izoenzim analizist végeztink. Kilonbozo
enzimrendszereket tesztelve, Ot enzim esetében kaptunk olyan
elektroforetikus mintazatot, mely alkalmasnak bizonyult a tovabbi
analizisre. Az izoenzim analizis adatai alapjan a R fawricus bizonyos
“hasonlésagot tart fel a R. pusillus torzsekkel. Ez is megerdsiti azon

feltételezésiinket, miszerint ez az izolatum egy mutans R. pusillus.



Az izoenzim analizis eredményeire alapozva megallapithatjuk, hogy
meghatarozhatok olyan molekularis markerek, amelyek segitségével a
Rhizomucor fajokat megbizhatéan megkilonboztethetjik (pl. malat
dehidrogenaz, glutamat dehidrogenaz, savas foszfataz futasi mintazat).

A Rhizomucor fajokon beliil jelentdsen eltéré mértékl genetikai
variabilitast tapasztaltunk: a R miehei izolatumok alkotta csoport a
vizsgalt markerek alapjan homogénnek bizonyult, ellentétben a R
pusillus izolatumokkal, melyek markerei jelentds mérték(i polimorfizmust
mutattak. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy a R. pusillus fajon
beliil homo-, illetve heterotallikus torzsek is elé6fordulnak, ellentétben a
R. michei fajjal, melynek torzsei kivétel nélkil homotallikus jelleget
mutatnak, tehat o©nalld zigospora képzésre képesek. Mindezen
eredmények kozvetett bizonyitékul szolgalhatnak az ivaros ciklus
természetben is gyakori lejatszodasara ezen gombaknal. Ez azért érdekes,
mivel kevés esetben figyeltek meg ivaros sporakat, és ezért altalanosan
elterjedt az a vélemény, amely szerint a zigosporaképzés a természetben
csak nagyon ritkan lejatszodo esemény.

4. A rDNS ITS-RFLP vizsgalat soran azt a feltevésiinket probaltuk
méginkabb megerdsitent, miszerint a R. fauricus egyetlen képviseloje
nem képvisel kiilonallé fajt, hanem egy mutans heterotallikus R. pusillus
izolatum.

Az ITS1 és ITS4 primerek segitségével sikeresen felszaporitottuk az

c s

PCR termék azonos méretet mutatott a R. fauricus és a heterotallikus R.
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pusillus esetében, mig a homotallikus R. pusillus és R. miehei
amplifikacids fragment mérete az el6zoektdl nagyobbnak bizonyult. Az
ITS régié vanabilitasat az amplifikalt DNS RFLP analizisével is
vizsgaltuk, kettés emésztéseket végeztiink két kilonbozd restrikcios
enzimmel. Minden esetben a R. tauricus és a heterotallikus R. pusillus
azonos restrikcios mintazatot mutatott. Hasonl6an az izoenzim analizis
“eredményéhez, ebben az esetben is kiilonbséget tapasztaltunk a R.
'pu.s'illus homo-, illetve heterotallikus képvisel6i kozott, illetve a R.
pusillus és R. miehei izolatumok is eltérd csoportot alkottak.
5. Hogy tovabbi adatokat nyerjink a Rhizomucor fajok
intraspecifikus variabilitasanak jellegérél és mértékér6l, RAPD-PCR
eljarassal nyert molekularis markerek vizsgalatat is elvégeztiik (a RAPD
markerek sokkal inkabb neutralisnak tekinthet6k, mint az expresszalt
géntermékek, pl. az izoenzimek). Osszesen 7 primert teszteltiink,
mindegyikkel stabil és reprodukalhaté amplifikacids mintazatot kaptunk.
Osszességében a RAPD adatok nagyobb mértékii variabilitast mutattak,
mint az izoenzim analizis eredményei a vizsgalt Rhizomucor izolatumok
esetében. Hasonléan az izoenzim analizis eredményéhez, ebben a
vizsgalatban is a R. pusillus nagyobb mértéki intraspecifikus variabilitast
'mutatott, mint a R. miehei faj. A kiilonbzd mértékii genetikai variabilitas
magyarazataul a fajok eltéré parosodasi (mating) tipusa szolgalhat. A R.
»tauricus azonos csoportot alkotott a R. pusillus izolatumokkal, ami
alatimasztja az izoenzim és ITS-RFLP analizis soran felallitott

elképzelésiinket, miszerint ezen izolatum a R. pusillus fajba tartozik.



A két Rhizomucor faj amplifikaciés mintazata jelentds kilonbségeket
mutatott, azonban sikeriilt olyan RAPD markereket meghataroznunk,
melyek segitségével megbizhatdan elkiilonithetd a R. miehei a R. pusillus
fajtol. Ezen fajspecifikus markerek mellett egyetlen génusz specifikus
markert talaltunk, mely minden Rhizomucor izolatumban amplifikalodott,
de hidnyzott a M. piriformis torzs amplifikacids mintazatabol.

A PCR-RAPD analizis sorain meghatarozott genetikai markerek
segitségevel lehetOvé valik a Rhizomucor izolatumok gyors és biztos
identifikalasa. Annak ellenére, hogy a RAPD mintazatban esetlegesen
eléfordulo halvany, gyenge savok megjelenése nagymértékben fligg a
DNS minta tisztasagatol, ez a mddszer jol hasznalhaté a gyakorlatban
akar el6zetes DNS tisztitas nélkil is.

6. Lambda Fix II fag vektor, valamint a Gigapack III Gold
Packaging Extract kit felhasznalasaval, a Rhizomucor miehei NRRL
5258 torzsébol, 15 kb atlagméretre szelektalt genomialis DNS inzertek
beépitésével reprezentativ génkonyvtarat hoztunk létre, melynek titere
atlagban 4x10* PFU/ml-nek felel meg.

A létrehozott génkonyvtar felhasznalasaval sikeresen klonoztuk a R.
michei NRRL 5258 torzsébdl a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(gpd) gént. A A Fix II fagban létrehozott reprezentativ génkonyvtar
szirése R. miehei gpd homolog probaval tortént. Az izolalt rekombinans
fag altal tartalmazott inzertet tovabb emésztettitk kilonboz6 restrikcids

enzimekkel; a kapott gpd gént tartalmaz6 fragmenteket szubklonoztuk a



pBluescript SK (-) plazmidba, majd szekvenaltattuk. A kapott gpd gén
egy adott régidjanak megismert szekvencidja alapjan kulonbozd
szekvenalo oligonukleotidokat szintetizaltattunk, melyek felhasznalasaval
tobb lépcsében, kulonbozé atfedésekkel megkaptuk a teljes gpd gén
nukleotid szekvenciajat. A R. miehei gpd gén 1354 nukleotidnyi kodolo
régidja 336 amindsavat kodol, 5 intront tartalmaz. A promoter régiobol
100 nukleotidot tudtunk az eddigiekben meghatarozni, valamint
megismertiik a terminalis régid 246 bp-nyi szekvenciajat is. A R. miehei
gpd gén vizsgalata soran meghataroztuk az intronok helyzetét, majd
osszehasonlitottuk mas szervezetek gpd génjének intronhelyzetével. A
korabbi vizsgalatokkal ellentétben eredményeink alapjan nem tudtunk
messzemend kovetkeztetéseket levonni a vizsgalt szervezetek rokonsagi
kapcsolatarol. Az altalunk wizsgalt gén amindsav szekvencigjat 11
szervezet gpd génjének amindsav szekvencidjaval hasonlitottuk ossze.
Igen nagymértékii homologiat (atlagban 70%) tudtunk kimutatni a
kiilonbdzb szervezetek amindsav szekvenciai kozott, ami igazolja a gpd
gén nagymeértéki konzervativ voltat az élovilagban. A zigomicétak ezen
gén amindsav szekvenciainak 0sszehasonlitasa soran kozelebbi rokonsagi
kapcsolatot mutatnak a bazidiomicétakkal, mint az aszkomicétakkal.

A gpd gén vizsgalata soran informaciot szereztiink a R. miehei adott
génjének kodonhasznalatardl, meghataroztuk az intronok, valamint a
nem-kodold régidk konszenzus szekvencidit, mely utobbinak a
késobbiekben a jaromsporas gombakban alkalmazhatd transzformacios
rendszer létrehozasanal lesz nagy gyakorlati jelentGsége.
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7. Kidolgoztuk a Rhizomucor fajok optimalis protoplasztalasi
korilményeit, melynek fontos szerepe lesz a tovabbiakban a
transzformacids rendszerek kiépitésénél. Elbzetes elektroforetikus
kariotipizalasi munkakat folytattunk, mely segitségével adatokat nyertiink

a Rhizomucor fajok genomméretérol.
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