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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

APE al-3 proximal element

AS acetosziringon

ATCC American Type Culture Collection, USA

ATMT Agrobacterium tumefaciens-kozvetitett transzformacio

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands

DEPC dietil-pirokarbonat

DMSO dimetil-szulfoxid

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EMBL European Molecular Biology Laboratory

FPP farnezil-pirofoszfat

GGPP geranilgeranil-pirofoszfat

GPP geranil-pirofoszfat

HMG-KoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(nagyhatékonysagu folyadékkromatografia)

IPP izopentenil-pirofoszfat

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid

ITS Internal Transcribed Spacer (belsé atirddé szekvencia)

LB Left Border (bal oldali T-DNS hatarol6 régio)

LB Luria-Broth (Luria-féle tapleves)

MBIC Marine Biotechnology Institute Culture Collection, Japan

MEA Malt Extract Agar (malatas taptalaj)

MES 2-N-morfolin-etanszulfonsav

MOPS 3-N-morfolin-propanszulfonsav

MUFS Department of Microbiology and Biochemistry, The
University of the Orange Free State, South Africa

NCBI National Center for Biotechnology Information

NRRL Agricultural Research Service Culture Collection, USA

oD optikai denzitas

OMP orotidin-5’-monofoszfat

PBS fosztat-pufferelt sdoldat
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PCI

PCR
PEG
PMC
prenylPP
RB
rDNS
REMI

RNaz
ROS
RPM
SDS
SMC
SOC
SSC
SZMC
TAE
TLC
TRIS
X-Gal
YPG

YNB
WRL CN

fenol — kloroform — izoamilalkohol

Polimerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)
polietilén-glikol

PEG — szorbitol — MOPS — kalcium-klorid
E-prenil-difoszfat

Right Border (jobb oldali T-DNS hatarolé régio)
riboszomalis DNS

Restriction Enzyme-Mediated Integration (restrikcids enzim-
kozvetitett integracio)

ribonukleaz

Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigénféleség)
Revolutions Per Minute (percenkénti fordulatszam)
natrium-lauril-szulfat

szorbitol — MOPS — kalcium-klorid

Super Optimal broth with Catabolite Repression
natrium-klorid — natrium-citrat

Szeged Microbial Collection, University of Szeged, Hungary
Tris — ecetsav — dinatrium-EDTA

Thin Layer Chromatography (vékonyréteg kromatografia)
trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan
5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid

Yeast extract — Pepton — Glucose medium (éleszté kivonat —
pepton — gliikoz tapkozeg)

Yeast Nitrogen Base (éleszt6 nitrogénforras)

The Wellcome Bacterial Collection, UK

A doktori értekezésben el6forduld fontosabb gének jeldlései és az altaluk kodolt

enzimek:

Paracoccus sp. N81106 torzs (korabbi elnevezése Agrobacterium aurantiacum):

crtB
crtl
crtY
crtw

fitoén szintaz
fitoén deszaturaz
likopin ciklaz

B-karotin ketolaz
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crtZ

Mucor circinelloides:
gpd

ipi

iISOA

carG

carRP

leuA

pyrG

B-karotin hidroxilaz

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
IPP izomeraz

FPP szintaz

GGPP szintaz

fitoén szintaz/likopin ciklaz
a-izopropilmalat izomeraz

orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz
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2. BEVEZETES

A Karotinoidok az egyik leggyakrabban el6forduld és legvaltozatosabb természetes
pigmentcsoport. Nagy mennyiségben hasznaljak az élelmiszer-, a kozmetikai- és a
gyogyszeriparban, valamint az allattenyésztés soran. Ismert antioxidansok, kimutattak
daganatos megbetegedésekkel szembeni megel6z0 és az immunrendszert erdsitd hatasukat
is. Ma a felhasznalt karotinoidok nagy részét kémiai szintézissel allitjak el6, azonban egyre
nagyobb igény mutatkozik a természetes forrasbol szarmazd, ezen belill is a
mikroorganizmusokkal eléallitott vegyiiletek irant. A mikrobioldgiai eredetti karotinoidok
felhasznalasanak egyik legfobb akadalya jelenleg a termelékenység alacsony szintje.

A jaromsporas gombak, kiilonosen a Phycomyces, a Blakeslea és a Mucor
nemzetségek tagjai régota hasznalt modellorganizmusai a karotin-bioszintézis biokémiai és
genetikai tanulmanyozasanak. A karotin-bioszintézisben résztvevé gének funkcionalis
vizsgalatahoz és a biotechnoldgiai szempontbol jelentds torzsek modositdsdhoz
nélkiilozhetetlenek a stabil transzformansokat eredményez6 transzformaciés rendszerek.
Ugyanakkor viszonylag kevés az olyan jaromsporas gombafajok szama, melyekkel sikeres
transzformaciot hajtottak végre, tovabba korlatozottak az ismereteink a bejuttatott DNS
sorsat illetden is, mindezek pedig megnehezitik a hatékony torzsnemesitést.

Munkaénk sordn célul tliztiik ki, hogy rekombinans technikékat alkalmazva a Mucor
circinelloides karotin bioszintézisét tigy modositsuk, hogy egyrészt néveljiik a gomba f3-
karotin termelését, masrészt lehetové tegyiik értékes oxigéntartalmu B-karotinszarmazékok,
elsésorban kantaxantin és asztaxantin termel6dését. Ezért az asztaxantintermeld
Paracoccus sp. N81106 torzs -karotin — asztaxantin konverzioért felelds génjeit hordozo
expresszids vektorokat szerkesztettiink és ezekkel transzformaltuk a M. circinelloides
MS12 torzset. Vizsgalataink masik teriilete karotinoid-tultermeld torzsek eldallitasa volt.
Ennek érdekében a nem karotin-specifikus izoprén bioszintézis Ut genetikai modositasat
célzd kisérleteket végeztiink. Ez bizonyos gének talmiikodtetését jelentette a géndozis-
hatés alapjan.

Ismert, hogy a jaromsporas gombakba bejuttatott cirkularis DNS autonom
replikdlodé elemként marad fenn, anélkiil, hogy beépiilne a gazda genomjaba. Az
integracio  kikényszerithet6, ha olyan linearis fragmentumokkal végezzik a
transzformaciot, melyek a kettds rekombinaciot iranyité homoldg szakaszokat hordoznak.
Egy masik, viszonylag ujonnan alkalmazott modszer, az Agrobacterium tumefaciens-

kozvetitett transzformaciod, amely szintén integraciot eredményez. Célul tiztik ki
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modositott  karotinoid-termeld M. circinelloides torzsek eléallitasat  kiilonb6zo
transzformécidos rendszerek alkalmazasaval. Vizsgalni kivantuk a transzformdnsok
karotinoid termelését, valamint a bejuttatott transzformalé DNS sorsat mind az autoném

replikalodo plazmidokat hordozd, mind az integrativ transzformansok esetében.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A jaromsporas gombak altalanos jellemzése

A jaromsporas gombak (Zygomycota) az egyik legvaltozatosabb és legkevésbé
tanulmanyozott gombacsoport, melyet a korabbi feltételezésekkel ellentétben ma mar
polifiletikusnak vélnek (Barr 1992, Benny €s mtsi. 2001). Alapvet6 jellegeik a conocitikus
micélium, a kitin és kitozan tartalmt sejtfal €és a sporangiumokban ivartalanul képz6do
sporangiosporak. Az 1. abrdn egy jaromsporas gomba conocitikus micéliuma és
sporangiumai lathatok. A csoport sokszinliségét mutatja, hogy a felsorolt jellegektol

merdben eltérd fajokat is sz€p szamban talalunk. Ivaros szaporodasmoédjuk eredménye a

zigospora (jaromspora), melyrdl a csoport a nevét is kapta.

A

1. abra. A M. circinelloides conocitikus micéliuma (A) és sporangiuma (B).

A hagyomanyos felosztas a jaromsporas gombak két osztalyat kiiloniti el. Ezek a
Zygomycetes és a Trichomycetes. Megjegyzendd, hogy a legujabb molekularis vizsgalatok
hatasara a jaromsporas gombak rendszertana jelentds atalakulason megy at; az 0j kutatasi
eredmények értelmében az eddig azonositott kdzel 900 faj tobbségét, az altalunk vizsgalt
Mucor circinelloides modellorganizmussal egyiitt a Mucoromycotina altdrzs Mucorales
rendjébe soroljak (White és mtsi. 2006, James és mtsi. 2006). Olyan elméleti és gyakorlati
szempontbol jelentds nemzetségek sorolhatok ide, mint az Absidia, Gilbertella, Mucor,
Phycomyces, Rhizopus vagy Rhizomucor. Tagjai foként szaprofitak, talajban, valamint
bomld novényi €s allati szerves maradvanyokon fordulnak eld. A jaromsporas gombak
kozott talalunk rovarpatogéneket, allati €s mikoparazitdkat, endo- €s ektomikorrhiza
alkotdkat, valamint obligat szimbiontékat is (Benny és mtsi. 2001, Benny 2001).

A jaromspoéras gombak egyes képviseldi nagy gyakorlati jelentéséggel birnak az

ipari és a biotechnoldgiai alkalmazasok teriiletén. Szamos torzset hasznalnak az élelmiszer-
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és gyogyszeriparban, tobbek kozott extracellularis enzimek, pl. lipaz, renin, proteazok
(Outrupp ¢és Boyce 1990, Godtfredsen 1990), tobbszordsen telitetlen zsirsavak (Carter
1988, Ward 1995, Yamada és mtsi. 1992) és karotinoidok (lturriaga 2000, 2001, 2005,
Mehta és mtsi. 2003, Dufossé 2006) termeltetésére, valamint szteroidvazas vegyiiletek
sztereospecifikus hidroxilalasara (Madyastha és Srivatsan 1989). T6bb Mucor, Rhizopus
valamint Actinomucor faj megtalalhato specialis fermentacioval késziilé tavol-keleti étel
(pl. koji, ragi) starter kultGraiban (Han és mtsi. 2001). Elelmiszeripari (Devoyod 1988) és
mezégazdasagi (Michailides és Ogawa 1985) termények raktari kartevéiként komoly
karokat okoz szdmos, a Mucorales rendbe tartozo faj (Csernetics és mtsi. 2005). Tébb
fajnak klinikai jelentésége is van: opportunista humanpatogénként legyengiilt
immunrendszeri betegekben sulyos fertézéseket (zigomikozisokat) okozhatnak (Ribes
2000, Walsh és mtsi. 2004, Chayakulkeeree és mtsi. 2006, Papp és mtsi. 2008). Szamos, a
biologiai kutatasok szempontjabol jelentés nemzetség (Absidia, Blakeslea, Gilbertella,
Micromucor, Mortierella, Mucor, Phycomyces, Rhizomucor, Rhizopus) sorolhato a
jaromsporas gombak kozé. Az egyik legtobbet kutatott modellorganizmus a Mucor
circinelloides, ahol a vizsgalatok a gomba dimorf karakterére, a morfogenezis fizioldgiai
¢s biokémiai alapjaira (Orlowsky 1991, Ruiz-Herrera 1993), a szexualis folyamatok
vizsgalatara és a szexferomonok, igy a trisporsav szerepére (Gooday 1994, Orlowsky
1994), valamint a masodlagos metabolitok, elsdésorban a karotinoidok bioszintézisére
(Iturriaga és mtsi. 1992, 2000, 2001, 2005, Navarro és mtsi. 2000, Papp és mtsi. 2006,
Velayos és mtsi. 1997, 2000a, 2000b) iranyulnak.

3.2. A karotinoidok szerepe és ipari jelentosége

A karotinoidok az egyik leggyakrabban el6forduld és legvaltozatosabb természetes
pigmentcsoport. Megtalalhatok a fotoszintetizalo szervezetekben (ndvényekben, algakban
¢és fotoszintetizalo baktériumokban), ahol részt vesznek a fotoszintézis folyamataban mint
masodlagos fénygyiijt6 molekulak (Mathis és Schenk 1982). Szerepet jatszanak a
fototropizmus és a fototaxis folyamataban (Goodwin 1980). Novényekben viragok és
termések festékanyagai, fitohormonok prekurzorai (pl. abszcizinsav) lehetnek. A fény altal
okozott stresszel szembeni védekezésben (Edge €s mtsi. 1997), illetve a szabadgyokdk és a
reaktiv oxigénféleségek (ROS) elleni fotooxidativ védelemben (Sandmann és Misawa
2002) is fontos szerepiik van. Heterotrof szervezetekben is nagy jelentéséggel birnak:
koriilbeliil hatvan olyan karotinszarmazékot ismeriink, mely az A vitamin eldanyaga lehet
emldsokben (pl. a-karotin, B-karotin, B-kriptoxantin, zeaxantin; Simpson 1983), ezenkiviil

részt vesznek a sejtdifferencialodas (gap-junction kommunikaciés mechanizmus
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indukcidja), a latas (a retinal és a retinolsav eldanyagaiként; Olson 1964) és a taplalkozas
folyamataban (Paiva és Russel 1999).

A karotinoidokat els6sorban az élelmiszer-, a kozmetikai- és a gyodgyszeriparban
alkalmazzak. Takarmanyadalékként nagy mennyiségben hasznaljak az allattenyésztésben
is, pl. egyes halféléknél (lazac, pisztrang) a has szinének és mindségének javitasara,
valamint szarnyasoknal a bér és a tojas szinének élénkitésére. Az élelmiszeriparban
taplalék-kiegészitoként és ételszinezékként alkalmazzak (pl. vajban, margarinban, idit6
italokban), egyrészt az antioxidans és A provitamin tulajdonsaguk miatt, masfeldl pedig
azért, mert az ételek természetes karotintartalma az eldallitas, a tarolas és a szallitas soran
megvaltozik, mivel ezek a vegyliletek fény és oxigén jelenlétében gyorsan degradalodnak.

Régota ismert a karotinszdrmazékok antioxidans, azaz szabadgyOk hatéstalanito
tulajdonsaga (Burton 1989, Paiva és Russel 1999, Naguib 2000). Az emberi szervezetben a
karotinoidok megtalalhatok a bor epidermalis rétegében. Zsiroldékonyak, ezért Kis
striségti lipoproteinekkel (LDL) szemben mutatnak erds affinitast. Elsddleges antioxidans
hatasuk a legjelentdsebb, ami a szinglet oxigén, a triplet gerjesztett allapot, valamint a
peroxidgyokok kozombositésében nyilvanul meg (Cantrell és mtsi. 2003, Britton és mtsi.
2008). Ez meghatarozza a taplalkozasban bet6ltott szerepiiket is. A szabadgyokok karositd
hatdsa sok betegségben kimutathatd: nagy szerepet jatszanak a sejtek Oregedési
folyamataiban, a koszoraér-elmeszesedés, a szivinfarktus, bizonyos méjbetegségek, rakos
megbetegedések és borgyogyaszati elvaltozasok kialakulasaban. Fontos megemliteni, hogy
a szabadgyokok a spermiumok DNS-ét karosito hatasuk révén orokletes betegségek okozoi
is lehetnek. Erthetd tehat az antioxidansok fontos szerepe e betegségek megel6zésében és
gyogyitasaban (Halliwell és Gutteridge 1999, Klotz és mtsi. 2000). Ennek megfeleléen
igazoltak a karotinoidok sziv és érrendszeri-, valamint daganatos betegségeket megel6z6 és
immunrendszert erdsité hatasat (Jyonouchi és mtsi. 1994, 1996, Okai és Higashi-OKkai
1996, Hughes 1999). fgy a nemrégiben végzett allati és emberi vizsgalatok kimutattak,
hogy a B-karotin (akarcsak az asztaxantin, kantaxantin és a likopin) jelentds mértékben
csokkenti a szaj-, a prosztata-, a mell- és egyéb rakos elvaltozasok (Matthews-Roth és
Krinsky 1987, Mayne ¢és Parker 1989, Chew 1993, Vainio és Rautalahti 1998, Chew és
mtsi. 1999, Nishino és mtsi. 2002) valamint az Alzheimer-kor kialakulasanak esélyét
(Zaman ¢és mtsi. 1992). A kantaxantinr6l kimutattak, hogy apoptozist indukal az emberi
rakos sejtvonalakban (Palozza 1998, Palozza és mtsi. 1998). Egyes xantofillok (pl.
zeaxantin, lutein) jelentéséggel birnak az idéskori makularis degeneraci6 megelézésében
(Bhosale és Bernstein 2005).
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A karotinoidok nagy részéhez taplalék utjan jutunk, azonban ételeink szamos, a
taplalkozas szempontjabdl fontos karotinoidbol keveset tartalmaznak (ilyen pl. a zeaxantin
is, amely a luteinnel egyiitt alapvetd alkotdja a szem pigmentjeinek) és ezek egy részéhez
taplalék-kiegészitoként sem lehet hozzajutni.

Napjainkban az iparban felhasznalt karotinoidok tobbségét kémiai szintézissel
allitjak el6, csak kis hanyadat vonjak ki névényekbdl (Johnson és Schroeder 1995, Bhosale
2004). A jelenlegi mesterséges karotinszarmazékok azonban csupan néhany vegyiiletre
korlatozodnak. Emellett a mesterségesen eldallitott karotinoidok csupan egy, mig a
természetes forrasbol szarmazok tobb vegyiiletbdl allnak. Erre jo példa a szintetikus -
karotin, ami csak all-transz izomerekbdl all, szemben a bioldgiai eredeti B-karotinnal,
amely all-transz izomerek mellett tartalmaz cisz-izomereket (pl. 9-cisz izomer), s6t sok
esetben, kis mennyiségben prekurzorokat is. A legnagyobb mennyiségben eldallitott
karotinoid a B-karotin, de jelentds mértékii a likopin €s az asztaxantin eldallitds is. A
jelenleg kereskedelmi forgalomban 1évé asztaxantint, ami a P-karotin keto-szarmazéka,
szinte kizarélag kémiai szintézissel allitjdk eld, az ara tobbszordse a P-karotinénak. Az
asztaxantin és a kantaxantin kivald antioxidansok, a B-karotinnal is erésebb antioxidans
hatassal rendelkeznek (Palozza és Krinsky 1992), ezért jelentGs szerepiik lehet egyes
daganatos elvaltozasok és az érsziikiilet megel6zésében. A tovabbi vizsgalatokhoz nagy
tisztasag karotinoidokra van sziikség, ezek nagy mennyiségben torténd eldallitasa
azonban nagyon koltséges. Egyre ndvekvd igény mutatkozik a szintetikus adalékanyagok
természetes eredetii anyagokkal torténd felvaltasara, azon beliil is kiemelt jelentdsége van a
mikroorganizmusokkal torténd termeltetésnek. Tobb, az iparban karotinoid termelésre mar
alkalmazott torzs mellett szdmos kisérlet folyik 0j, taltermeld mutans torzsek eldallitasara,
melyek koziil a legjelentésebbeket az 1. tablazat foglalja 6ssze. Ma a biologiai eredetii
karotinoidok termeltetésének f6 nehézsége, hogy a termelés mértéke elmarad az ipari

kovetelményektol.

3.3. A karotinoidok szerkezete és bioszintézisének fobb lépései

A karotinoidok zsiroldékony, 3-15 konjugalt kettds kotést tartalmazo, altalaban 40
szénatombol 4allo, izoprénvazas, ciklikus vagy aciklikus vegyliletek (2. abra). A
természetben altalaban a stabilabb all-transz izomeriik fordul el6, de a cisz izomer is
megtalalhato (Rodriguez-Amaya 2001). A szénhidrogén jellegli karotinoidokat nevezziik
karotinoknak, mig a xantofillok oxigéntartalmu szubsztitualt karotinszdrmazékok, melyek
hidroxi-, keto-, metoxi-, epoxi- vagy karboxil csoportot tartalmaznak. Sziniik az izomer

allapotuktdl és a konjugalt kettds kotések szamatol fiiggben a sargatdl egészen a pirosig
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terjedhet. A hétnél kevesebb konjugalt kettds kotést tartalmazd vegyliletek szintelenek,

mivel képesek a lathatd fényt abszorbealni (Britton 1983, Rodriguez-Amaya 2001).

Pigment Mikroorganizmus Allapot Hivatkozasok
Ramirez és mtsi. 2000, Vazquez és mtsi. 1998,
ﬁgg;ﬁgﬂ}’ygﬁgﬁ ?ﬁggg‘z’;go;)s F Verdoes és misi. 19992, 1999& 2003, Flores-Cotera
és Sanchez 2001, Visser és mtsi. 2003, 2005
e
Paracoccus carotinifaciens K Tsubokura és mtsi. 1999
Boussiba 2000, Guerin és mtsi. 2003, Steinbrenner és
Hematococcus pluvialis | Linden 2003, Jin és mtsi. 2006, Vidhyavathi és mtsi.
2008
kantaxantin Bradyrhizobium sp. K Hannibal és mtsi. 2000
likopin Bl_akeslea tris_por_a_ F Vitatene Kft. 2003
Fusarium sporotrichioides K Jones és mtsi. 2004
riboflavin Ashbya gossypi | Santos és mtsi. 2005
. Flavobacterium sp. F Shepherd és mtsi. 1976
zeaxantin — - - -
Paracoccus zeaxanthinifaciens K Hiimbelin és mtsi. 2002
Ciegler 1965, Ninet és Renaut 1979, Lampila és mtsi.
Blakeslea trispora | 1985, Mehta és Cerda-Olmedo 1995, Mehta és mtsi.
2003, Rodriguez-Saiz és mtsi. 2004
Fusarium sporotrichioides K Jones és mtsi. 2004
B-karotin Mucor circinelloides F Tturriaga és mtsi. 2000, 2001, 2005
Neurospora crassa K Hausmann és Sandmann 2000
Phycomyestlkeseeanis | K| Cori Ol 2008 K e "
Dunaliella sp. | Finney és mtsi. 1994, Mokady és mtsi. 1989
lutein Dunaliella sp. | Mokady és mtsi. 1989

1. tablazat. Néhany, az ipar altal is hasznositott pigment és az azokat termeld, mar alkalmazott vagy
épp kutatds alatt allo mikroorganizmusok (Dufossé és mtsi. 2005, Dufossé 2006 alapjan). A
hivatkozasok kozott csak néhany kiragadott példa lathato a teljesség igénye nélkdil.

| — ipari alkalmazas; F — fejlesztési szakasz; K — kisérleti szakasz.

X

izoprén egység (2-metil-1,3-butadién)
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neurosporén
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y-karotin
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OH B-kriptoxantin
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fitoén
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likopin

RVt N

B-karotin
OH

zeaxantin

OH

OH

OH asztaxantin

0

2. 4bra. A karotinoidokat alkotd izoprén alegység, valamint néhany aciklikus és ciklikus karotinoid
szerkezeti képlete.
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Antioxidans hatasuk szerkezetiikt6l (kettds kotések szama, a funkcids csoportok
elhelyezkedése ¢és szama), valamint a membranban elfoglalt poziciojuktdl és
orientacidjuktol fiigg. Ismert, hogy a konjugalt kettds kotések szdmanak novelése egyben
noveli az oxigéngyok hatastalanitoé képességiiket (Cantrell és mtsi. 2003), igy pl. a likopin
er6sebb antioxidans, mint a 3-karotin.

A karotinoidok bioszintetikus reakcioutjanak (Armstrong ¢s Hearst 1996, Britton
1998, Cunningham ¢s Gantt 1998) elsé fele megegyezik mas izoprén-szarmazékokéval (pl.
szterolok, szteroidok, terpének, Kkinonok). Archedkban, gombakban, allatokban és
novényekben (de nem a ndvényi plasztiszokban) ezen elsé szakasz az un. mevalonsav ut.
Kulcs intermedierje a 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA), amely 3 acetil-
koenzim A kondenzécidjaval jon létre. A HMG-KoA mevalonsavva alakuldsat a HMG-
KoA reduktaz katalizalja. A mevalonsav tobb reakcidlépés utan izopentenil-pirofoszfatta
(IPP, Cs) alakul, azon 6t szénatomos vegyliletté, amelyb6l minden izoprénvazas vegyiilet
leszarmaztathatd (3. abra). Baktériumokban, algakban és a novényi kloroplasztiszokban
ett6l eltérd, nem-mevalonsav tutvonalat (piruvat/glicerinaldehid-3-foszfat reakciout) is
leirtak (Rohmer 1999, Eisenreich és mtsi. 2001, Iturriaga 2001).

o

M
~" 7 8CoA ~ “SCoA

2 acetil-KoA

acetil-KoA l

acetiltranszferaz

o o
PN
-7 T 800A
aceto-acetil-KoA

Q
° l e - scoa
[~ -OH acetil-KoA
AN NN

HO™ 7 7 TscoA

HMG-KoA

HMG-KoA reduktéz l
o

HMG-KoA szintaz

OH
Ho T T Tow
mevalonsav

mevalonsav kindz l
o

 _OH
AP
HO™ 7 7 Top
mevalonsav-P

foszfomevalonsav
kinaz l

)
| OH

Hoo T~ “opp
mevalonsav-PP

difoszfo-mevalonsav
dekarboxilédz l

ZNopp
izopentenil-PP
3. &bra. A mevalonsav bioszintézis utvonal, melynek terméke az izopentenil-pirofoszfat, az

izoprénvazas vegyiiletek alapvegyiilete. A piros nyillal jelzett 1épések a mevalonsav, illetve az
izopentenil-pirofoszfat képzdését mutatjak.
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Az izoprénvazas vegyiiletek szintézise (izoprén Ut)—mar fiiggetleniil attél, hogy
mely uUtvonalon képzdédott az IPP —hasonldan zajlik minden éldlényben: 6t szénatomos
egységek kondenzacidja eredményezi a lanchosszabbodast. Az IPP-bol egy izomerizacios
1épés soran (izopentenil-pirofoszfat izomeraz hatasara) dimetilallil-pirofoszfat képzdédik
(DMAPP, Cs), majd ez utobbi kondenzacidja egy IPP molekulaval hozza létre a tiz
szénatomosS geranil-pirofoszfatot (GPP, Cio). Ezutan tovabbi IPP egységek beépiilésével
hosszabbodik a poliprenil lanc (Lee és Schmidt-Dannert 2002). Az un. prenil transzferazok
(E-prenil-difoszfat szintazok vagy prenylPP szintaz enzimcsalad) Kkatalizaljak a
lanchosszabbodast. Specifitasuk a lanc hosszatol fiigg (Ogura és Koyama 1998),
aktivitasukhoz Mg?* kofaktort igényelnek (Liang és mtsi. 2002). A végs6 lanchossz
szempontjabol, e fehérjék tobb konzervalt régioja koziil, az elsé aszparaginsavban gazdag
régi6 (First Aspartate Rich Motif — FARM), azaz a D-D-X34-D motivum és az azt
megeldz6 6t aminosav tiinik meghatarozonak (Kellogg és Poulter 1997, Ogura és Koyama
1998). Az ujabb C-C kotések kialakitasahoz az allélikus szubsztrat és a homoallélikus
molekula (azaz az IPP) kozott a masodik aszparaginsavban gazdag régio (Second
Aspartate Rich Motif — SARM, D-D-X;-D motivum) jelent6ségét irtak le (Ashby és
Edwards 1990, Szkopinska és Ptochocka 2005). A reakciout soran GPP és farnezil-
pirofoszfat (FPP, Cis) intermediereken keresztiil geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP, Cyp)
keletkezik, a reakciokat az FPP szintaz és a GGPP szintdz enzimek katalizaljak. GPP
szintazt ez idaig csak novényekben azonositottak; valdsziniisithetd, hogy gombakban az
FPP szintaz felelds a 10 és a 15 szénatomos molekuldk képzdédéséért is (Ogura és Koyama
1998, Szkopinska és Plochocka 2005). Az izoprénvazas vegyiiletek egyarant prekurzorai
olyan fontos molekulaknak, mint a monoterpének, szeszkviterpének, szteroidok, szterolok,
klorofillok vagy a karotinoidok (4. abra), ugyanakkor valdszinisithetd, hogy a
karotinoidok, az ubikinonok és a szteroidok, valamint a triacil-glicerolok bioszintézise
kiilon kompartmentekben zajlik, amelyekben mar a prekurzor készletek is elkiiloniilten
vannak jelen. Mindezt jaromsporas gombakban sikertilt igazolni (Kuzina és mtsi. 2006).

Az eddigi 1épések a reakciout nem karotinoid-specifikus szakaszat alkotjak. A
karotinoid-specifikus szakaszban két molekula GGPP-bdl szintelen fitoén lesz, ezt a 1épést
a fitoén szintdz enzim katalizalja. A fitoén dehidrogenalasat tobb 1épésen keresztiil a fitoén
dehidrogenaz végzi, ami a molekuldn beliil, minden egyes 1épés soran a kettds kotések
szdmanak megduplazodasdhoz vezet. A kiilonbozd €ldlények fitoén dehidrogenazai eltérd
tipusokba sorolhatok, egyik a Crtl-tipus, amely kevésbé szubsztratspecifikus, harom- vagy
négylépéses dehidrogénezésre képes, amelytél fliggben neurosporén vagy likopin

keletkezik. Ilyen enzimmel rendelkeznek az archeabaktériumok, az eubaktériumok
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tobbsége, az anaerob fotoszintetizald baktériumok és a gombdk. Cianobaktériumokban,
algakban és novényekben a szubsztratspecifikusabb CrtP-tipus, mely a fitoén — (-karotin
atalakulast katalizalja, és a CrtQ-tipus talalhatdé meg, ami pedig a (-karotin — likopin
atalakulasért felel (Iturriaga és mtsi. 2001, Sieiro és mtsi. 2003). Az igy képzodott
neurosporén vagy likopin lehet a karotin-bioszintézis végterméke, de altalaban
tovabbalakulnak, igy pl. Rhodobacter fajokban a neurosporén szferoidénné ¢és
szferoidenonna. Mas organizmusokban a likopin molekula egyik vagy mindkét végének
jonon-gytirtivé zarodasa y-karotin vagy P-karotin képzddéséhez vezet (5. abra), utdbbi
gyakran a karotinoid-bioszintézis végterméke. A folyamatot a likopin ciklaz katalizalja,
melynek két tipusa a gyakoribb likopin B-ciklaz és a csak ndvényekben és néhany algaban
eléforduld likopin e-ciklaz (Cunningham és Gantt 1998). A likopin [-ciklaz aerob
fotoszintetizald szervezetekben a CrtL-tipushoz, mas él6lényekben a CrtY-tipushoz

sorolhato.

acetil-KoA —— HMG-KoA —— mevalonsav

!
7z |\/ “opp Cs

szteroidok izopentenil-pirofoszfat (IPP)
szterolok
szeszkviterpének ) .
farnezilalt proteinek I IPP izomeraz (ipi)
triterpének |
politerpének A opp c
imetilallil-pirofoszfat (DMAPP) °
karotinoidok
retinoidok t’lPP
diterpének | |
geranilgeranilalt proteinek RN 0P C10

klorofillok geranil-pirofoszfat (GPP)
'PP FPP szintaz (isoA)

/K/\/'%/\/'%/\/'%/\OPP . INANININANopp Cog
Coo geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP) farnezil-pirofoszfat (FPP)
GGPP szintaz (carG)

4. abra. Az izoprénvazas vegyiiletek bioszintézisének dsszefoglalasa (a 20 szénatomszamu
vegyiiletekig).

A gombékban leirt harmadik tipusba tartozé enzimek kettds, fitoén szintdz —
likopin ciklaz aktivitassal rendelkeznek. Ilyen pl. a Xanthophyllomyces dendrorhous crtYB
(Verdoes és mtsi. 1999a), a Mucor circinelloides carRP (Velayos és mtsi. 2000b), a
Phycomyces blakesleeanus carRA (Arrach és mtsi. 2002) vagy a Neurospora crassa al-2
(Arrach és mtsi. 2001) gének altal kodolt fehérjék. Peck és mitsi. (2002) kimutattak a
baktériumokban és a gombdakban talalhatd likopin ciklazok kozotti evolucids kapcsolatot,

amibdl egy nagyon érdekes kovetkeztetést vontak le: gombakban a likopin ciklaz/fitoén
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szintdz enzimeket kodold gén valdjdban harom gén fuzidjaval jott létre. Archedkban
ugyanis egy génduplikacio kovetkeztében a likopin ciklaz két kopiaban van jelen és egy
homodimér fehérjét kodol (Sieiro és mtsi. 2003). Ilyen archeaszerti likopin ciklazt kodolo
gének fizidja a fitoén szintazt kodold génnel vezethetett a gombak kétfunkcids enzimeit

kodolo gének kialakulasahoz.

2x GGPP

ﬁtoép / X VN NANRA N
dehidrogenaz / &karotin

R

\
Y Y2 YaYa Y
neurosporén

MWVY\/Y
v-karotin ﬂ

C
< pprn .

5. abra. A GGPP-bol kiindulé B-karotin-szintézis M. circinelloides-ben. A csillaggal jel6lt enzimeket
egy gén (carRP) kodolja. Jobb oldalon két mutans és a vad tipusu torzs fotdja lathatd: A — fitoén
dehidrogenaz mutans torzs, B — likopin ciklaz mutans torzs, C — vad tipust torzs.

Szamos mikroorganizmusban a B-karotinbol tovabbi szarmazékok képzddhetnek,
ilyenek az oxigéntartalmt funkcids csoportokat (féként hidroxil és oxo csoport) hordozo
xantofillok. Ebbe a csoportba tartozik a zeaxantin (3,3’-dihidroxi-p,B-karotin), a
kantaxantin (B,B-karotin-4,4’-dion) és az asztaxantin (3,3’-dihidroxi-p,B-karotin-4,4’-dion)
is. A p-karotin — asztaxantin atalakulashoz legalabb két kiilonbozé enzim aktivitasa
sziikséges, egy hidroxildz és egy ketoldz vagy mdas néven oxigendz. Jellemzd ezekre az
enzimekre, hogy egyszerre csak egy funkcios csoportot tudnak kapcsolni a B-karotin vazra,
ugyanakkor nem csak a [B-karotint tudjdk szubsztratként hasznositani, hanem a sajat
tevékenységiik eredményeként képzddo, részlegesen modositott szarmazékokat is. Ebbol

adddoan a folyamat soran valtozatos koztitermékek képzédhetnek.
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3.4. A karotinoidok bioszintézisének genetikai és molekularis alapjai gombakban
Szamos gombaban, igy a jaromsporasokban is a Kkarotinoid-bioszintézis végsd
terméke a P-karotin (Papp és mitsi. 2009b). A Kkarotinoid-specifikus szakasz harom
enzimatikus 1épésen keresztiil jatszodik le (Id. 5. abra). Az ezen enzimeket kodold géneket
mar t6bb mikroorganizmusban azonositottak és jellemezték. M. circinelloides-ben a gének
a kovetkezok: a carB (2089 bp, egy 61 bp és egy 63 bp intronnal tagolt gén, amely egy 579
aminosav hosszusagu fehérjét kodol, Velayos és mtsi. 2000a), amely a fitoén dehidrogenaz
aktivitasért felel6s enzimet kodolja és a carRP (1974 bp hosszl, egyetlen 61 bp intront
tartalmazo gén, amely egy 614 aminosav hosszsagu fehérjét kodol, Velayos és mitsi.
2000b), amely a fitoén szintaz (a fehérje C-terminalis része) és a likopin ciklaz (a fehérje

N-terminalis szakasza) aktivitasokat egyarant meghatarozza (6. abra).

)\/\OPP
dimetilallil-pirofoszfat
FPP szintaz (isoA) |
D
farnezil-pirofoszfat
GGPP szintaz (carG) - | prenilPP szintaz (isoB)
A > ~ S0P —————— /&/\/K/\/I\/\/K/\/R/\)\/\OPP
geranilgeranil-pirofoszfat hexaprenil-pirofoszfat
fitoén szintaz - ' < CaIP
Y Sy N W &N AN &N Y
fitoen
fitoén dehidrogenaz ~ M | <=  carB carRP
)\/\/KA\NAA\(W
likopin
likopin ciklaz — mmmp | S CAIR

w
B-karotin

6. abra. A Mucor circinelloides karotinoid szintézisében résztvev$ gének és az altaluk kodolt
enzimek.

A két gén egymas mellett, egymastol minddssze 446 bp tavolsagra, ellentétes
orientacidban, klaszterszertien helyezkedik el (7. dbra). A két gén miikodése 0sszehangolt,
koz0s szabalyozas alatt allnak; mindkettd atirddasat a kék fény indukalja (Velayos és mitsi.
2000b, Iturriaga és mtsi. 2001). Amennyiben a CarRP fehérje N-termindlis szakaszat
eltavolitjuk, mind a likopin ciklaz, mind a fitoén szintaz aktivitasa megsziinik, mig ha a C-
terminalis szakaszt tavolitjuk el, a likopin ciklaz aktivitds megmarad (Velayos és mitsi.
2000b). Ebbdl két dologra lehet kovetkeztetni: egyrészt nincs poszttranszlaciés modositas

a két fehérje képzddésekor, masrészt arra, hogy a fitoén szintdz miikodéséhez esszencialis
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a membranon vald lehorgonyzas. Az N-terminalison, vagyis a likopin ciklaz aktivitasért
felel6s fehérjerészben talalhatdo ugyanis a transzmembran szakaszok nagy része. A M.
circinelloides B-karotin szintézisének még bizonyitasra vard, multienzimatikus modellje
szerint a karotinoidok bioszintézisében résztvevd enzimek — két molekula fitoén
szintaz/likopin ciklaz, és négy fitoén dehidrogenaz egység — egy komplexet alkotnak. Ez a

komplex a membran kettOsrétegébe agyazodik a CarRP enzim N-terminalis régidjan
keresztiil (8. abra).

Transzkripcio iniciacios helyek:
carRP: -30
carB: -162; -150; -80

Transzkripcio Transzkripcio
iniciacios pont APE3 iniciacios pontok

carRP carB

BamHI Hincll

i:< carRP I — i carB E>£

7. dbra. A carRP és a carB kozotti kozos intergénikus régid szerkezete (Velayos és mtsi. 2000b,

s

talalhato, a fényszabalyozasért feltehetden felelds szakaszokkal homoldgiat mutatd szekvenciak.

carRP carB
GGPP N e
fitoéen  likopin fitoén
szintaz  ciklaz dehidrogenaz

B-karotin

8. abra. A B-karotinszintézis multienzimatikus modellje M. circinelloides-ben (Iturriaga és mtsi.
2001).
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A spanyol kutatocsoport korabbi kisérletekben mar vizsgalta a karotinoid-
specifikus gének karotinoid-bioszintézisben betoltott szerepét (Velayos és mtsi. 2000a,
2000b). Tobb, a karotinszintézis nem specifikus szakaszait meghatarozé struktargént
szintén azonositottak. Az izoprén ut ismert génjei M. circinelloides-ben: az isoA, amely a
FPP szintazt (Velayos és mtsi. 2004) ¢és a carG (Velayos és mtsi. 2003), amely a GGPP
szintazt kodolja. Munkank soran azonositottuk a M. circinelloides IPP izomerazt kodold
ipi génjét is, amely mar ismert volt névényekben (Rodriguez-Concepcion és Boronat
2002), algakban és élesztégombakban (Kajiwara és mitsi. 1997). Utobbiaknal heterolog
expresszios rendszerben a gén talmukodtetése fokozta a karotinoid-termelést. Mindharom
enzim sebesség-meghatarozo (rate-limiting) 1épéseket katalizal az izoprénvazas vegyiiletek
bioszintézisében, mely egyben azt is jelenti, hogy a karotinok szintézisét is alapvetden
meghatarozzak. A terpénbioszintézis Gt génjei altalaban egy kopiaban vannak jelen az
¢élévilagban, de pl. Gibberella fujikuroi-bol két GGPP szintazt izolaltak. A kodolt enzimek
altalaban homodimerek formajaban fordulnak eld, kivételt képez néhany baktérium,
melyekben a prenylPP szintdz heterodimer, illetve ndvény, melyekben a GGPP szintaz
heterodimer vagy heterotetramer formaban fordul el6 (Burke és Croteau 2002). M.
circinelloides-ben az isoA egy 1491 bp hosszsagu, 6t intronnal tagolt (101, 65, 60, 57, 57
bp) gén, mely egy 352 aminosav hosszusagu fehérjét kodol (Velayos és mtsi. 2004), mig
az 1461 bp hosszusagu, szintén 6t intront tartalmazé (62, 73, 55, 61, 60 bp) carG gén egy
303 aminosavbol allo fehérjét kodol (Velayos és mtsi. 2003). A GGPP szintaz jelentdségét
a karotinoidok bioszintézisében Neurospora crassa-ban mutattak ki elészor, ahol a GGPP
szintazt az al-3 gén kodolja. A gén transzkripcidjat, hasonldan a karotinoid-specifikus
szakasz génjeihez, a kék fény indukalja (Carattoli és mtsi. 1994). A hasonlo szabalyozas is
jelzi, hogy a karotinoid-specifikus szakaszt kozvetleniil megel6z6 1épésrdl van szo, egyben
elkiiloniti a bioszintézis ut korabbi génjeitdl, melyek nem fény-indukalhatok (kivétel az
iISOA, melyet a vorés fény indukal). A Mucor carG génben sikeriilt azonositani harom
rovid, az APE konszenzus szekvencidhoz hasonlé régiot (1d. 7. dbra), amelyek feltehetéen
feleldsek a fényszabalyozasért (Velayos és mtsi. 2003). A GGPP egy intermedier vegyiilet,
amelyet a gomba nem akkumulal. A kdézelmultban végzett kisérletben a GGPP szintdz
tulmikodtetése jelentésen megnovelte a Kkarotintermelést karotintermelé mutans
Escherichia coli torzseken végzett kisérletekben (Wang és mtsi. 1998).

Régota ismert, hogy a HMG-KoA reduktaz altal katalizalt 1épés az egyik sebesség-
meghataroz6 az emldsok koleszterin, valamint a gombak ergoszterin bioszintézisében.
Mivel ez a szakasz koz0s a karotinképzés elsé szakaszaval (mevalonsav 1t), joggal adodik

a kérdés, hogy ez a 1épés a karotinoidok szintézisében is hasonld szereppel bir-e. Erre
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vonatkoz6 adatok csupan az elmult néhany évben keriiltek napvilagra. Candida utilis
ergoszterint termel, de karotinoidokat egyaltalan nem, az izoprén bioszintézis 1t
prekurzorai azonban jelen vannak a gombaban. A C. utilist bakterialis heterolog génekkel
transzformalva Kkarotintermelést (pl. likopin, B-karotin, asztaxantin) tudtak kivaltani
(Misawa és Shimada 1998). Sikeriilt izolalni a C. utilis HMG-KoA reduktazt kodold génjét
(hmg1l), melyet plazmidba klonozva a karotintermel6 torzsbe juttattak, igy a tobb kopidban
jelenlevé hmgl gén tulmilkodésének koszonhetden a karotinmennyiség (a kisérletben
likopin) a négyszeresére noétt, mig az ergoszterin mennyisége alig valtozott.
Laboratériumunkban izolaltak és jellemezték a Rhizomucor miehei HMG-KoA reduktazt
kodolo hmg génjét, melyet heterolog rendszerben expresszaltattunk M. circinelloides-ben,
de ott nem eredményezett valtozast a karotinoid termelésben (Vagvolgyi és mtsi. 2004,
Lukacs ¢és mtsi. 2009). Tanszékiinkon jelenleg is folyamatban van a M. circinelloides
mevalonsav utvonalban résztvevé enzimeket (HMG-KoA reduktiz, HMG-KoA szintaz,
mevalonsav kinaz, difoszfo-mevalonsav dekarboxilaz) kodoldo gének izolalasa és
jellemzése.

Ahogy egyre tobb, a karotin-bioszintézisben szerepet jatszo gént azonositanak, a
kutatok egyre nagyobb lehetdséget latnak a mikrobakkal megvaldsithatdo heterolog
karotintermelésben. Ujabban sikeresen fejeztettek ki bakterialis (Erwinia, Paracoccus,
Alcaligenes), karotin bioszintézisért felelés géneket eredendéen karotint nem-termeld
baktériumokban, igy pl. E. coli-ban (Misawa és mtsi. 1995, Fraser és mtsi. 1997, Kajiwara
¢és mtsi. 1997, Misawa és Shimada 1998, Wang és mtsi. 1998), illetve élesztokben pl.
Candida (Misawa és Shimada 1998, Shimada és mtsi. 1998) és Saccharomyces torzsekben
(Misawa és Shimada 1998). A modositott mikrobak, a bejuttatott géntél fliggden,
kiilonb6z6 karotinoidokat (likopin, asztaxantin, kantaxantin, zeaxantin, [-karotin)
termeltek (Schmidt-Dannert 2000). Rendelkezésiinkre allnak az asztaxantin termelésére
képes tengeri baktérium, a Paracoccus sp. N81106 torzs (MBIC 01143, korabban
Agrobacterium aurantiacum) karotinoid szintézisért felelés génjei. Az 6t gén és az altaluk
kodolt enzimek a kovetkezok: crtB-fitoén szintaz, crtl-fitoén deszaturaz, crtY-likopin
ciklaz, crtW-p-karotin ketolaz, és crtZ-p-karotin hidroxilaz. Ezek a gének egyetlen
génklasztert alkotnak. Paracoccusban az asztaxantin (3,3’-dihidroxi-p,B-karotin-4,4’-dion)
B-karotinbol torténd, tobb koztiterméken keresztiili képzOdéséért 2 enzim: a [-karotin
ketolaz €s a B-karotin hidroxilaz a felelések. Az enzimeknek kettds aktivitasuk van, igy a
B-karotin hidroxilaz a p-karotint és a [-kriptoxantint zeaxantinna, ugyanakkor a
kantaxantint és a fonikoxantint (3-hidroxi-f,p-karotin-4,4’-dion) asztaxantinna képes

alakitani, mig a [-karotin ketolaz a [-karotint és az ehinenont (j,B-karotin-4-on)
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kantaxantinna, a zeaxantint és az adonixantint (3,3’-dihidroxi-p,B-karotin-4-on) szintén
asztaxantinna alakitja. A 9. abra a Paracoccus sp. N81106 torzs B-karotinbol kiinduld

asztaxantin bioszintézisének Iépéseit abrazolja.
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9. abra. Az asztaxantin bioszintézis utja Paracoccus sp. N81106 torzsben, az egyes lépéseket
katalizal6 enzimek génjeivel jelolve: crtZ - B-karotin hidroxilaz, crtW - f-karotin ketolaz.

3.5. Jaromsporas gombak a karotin-bioszintézis kutatisaban

Az utébbi idében egyre tobb kutatds foglakozik a gombadk karotinoid
bioszintézisével (Iturriaga és mtsi. 2005). A p-karotintermelé mikrobak koziil mind
elméleti, mind pedig gyakorlati szempontbdl kiemelkedd jelentdséggel birnak a
jaromsporas gombak kozé tartozo Mucorales rend tagjai (Papp és mtsi. 2009b). Ezekben a
gombakban a karotintermelés szorosan 0sszefiigg a parosodasi folyamatokkal (Schimek és
mtsi. 2003). Sok fajnal az ellentétes parosodasi tipusba tartoz6é micéliumok érintkezési
zigoférokban (Lampila és mtsi. 1985). Az ivaros folyamatokban fontos szerepet jatszo, a
zigoforok képzddését stimulalé feromonok (a trisporsav ¢€s szdrmazékai) is f-
karotinszarmazékok (Navarro és mtsi. 2000). A trisporsavak, akar a parosodasi
folyamatoktol fliggetleniil is serkenthetik a B-karotin termelddését. Ezt a hatast eddig csak
jaromspodras gombaknal mutattak ki.

A Karotin-bioszintézis biokémiai és genetikai tanulmanyozasanak régdta hasznalt
modellorganizmusai a Phycomyces, a Blakeslea és a Mucor nemzetség tagjai. Részletesen
vizsgaltak a Phycomyces blakesleeanus karotin bioszintézisének folyamatat. E faj esetében

vizsgaltak legalaposabban a karotinoidok jelent6ségét a fény érzékelésében, valamint azt is
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igazoltak, hogy a B-karotintermelés novekedésével parhuzamosan né a zsirsavtermelddés is
(Cerda-Olmedo ¢és Avalos 1994). Az ipari felhasznalas szempontjabol ez nagy jelentéségii,
mivel a P. blakesleeanus elsésorban az emberi taplalkozasban is fontos szereppel bird
telitetlen zsirsavakat (pl. y-linolénsav) termel (Stred’anska és Sajbidor 1992). Eddig
azonban egyetlen genetikai transzformécids rendszert sem tudtak sikerrel alkalmazni
Phycomyces esetében, ami egyelére hatart szab a tovabbi kutatisoknak. Jelenleg az
egyetlen ipari B-karotin termeltetésre hasznalt jaromsporas gombafaj a Mucorales rendbe
tartozO Blakeslea trispora, amit féként Ukrajnaban, Oroszorszagban és tjabban
Spanyolorszagban alkalmaznak (Iturriaga és mtsi. 2001, Dufossé 2006). Ennél a gombanal
tobbféle modszert alkalmaztak a karotintermelés fokozasanak érdekében, tobbek kozott
novekedést befolydsold vegyiiletek adagolasat a termeltetés soran, taltermeld mutans
torzsek szelektalasat, parosodasi folyamatokkal képzett interszexualis heterokarionok
alkalmazasat (Mehta és mtsi. 2003). Ezekkel a modszerekkel azonban csak bizonyos
mértékig tudtak fokozni a gomba karotin termelését. Emellett a B. trispora-ra vonatkozo
molekularis bioldgiai ismereteink meglehetésen hianyosak és a P. blakesleeanus-hoz
hasonloan itt sem all rendelkezésre megfeleld transzformaciés rendszer (Iturriaga és mtsi.
2005).

Az utobbi években a M. circinelloides keriilt a kutatasok kozéppontjaba. Ez a
gomba rendelkezik néhany, a karotin-bioszintézis vizsgalata és a karotin termeltetés
szempontjabol igen elényds tulajdonsaggal. Ilyen példaul a hatékony genetikai
transzformaci6 lehetdsége, a heterolog gének kifejezddése, a morfoldgiai dimorfizmus
jelensége, vagyis az a tulajdonsaguk, hogy bizonyos koriilmények kozott élesztdszerii
novekedésre képesek. Ez a tulajdonsaguk nagyon hasznos az ipari felhasznalas soran,
mivel lehetdvé teszi a folyékony tapkozegben torténd fermentaciot (“submerged”
novekedést), igy a biomassza is nagyobb és a sejteket is konnyebb elvalasztani a
tenyésztési kozegtdl (Orlowsky 1994). Mindezek mellett szamos, Kkarotin termelésében
megvaltozott mutans torzset izolaltak (Velayos és mtsi. 1997). Tobb, a karotinszintézissel
kapcsolatos gén szekvencidja ismert, sokat koziililk részletesen jellemeztek is pl. carB,
carRP, isoA, carG (részletesen lasd a 3.4. fejezetben). Ipari szempontbol tovabbi
jelentdséggel bir, hogy a karotinoid termelés fokozasa a gombaban ndveli az emberi

taplalkozas szamara ugyancsak elényds telitetlen zsirsavak termelédését is.

3.6. Jaromspoéras gombak genetikai transzformaciéja
A gének funkciodjanak és kifejezédésiik szabalyozasanak vizsgalatdhoz, valamint az

ipari szempontbol jelentds gombatdrzsek genetikai modositasdhoz nélkiilozhetetlen a stabil
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transzforméansokat eredményezd, hatékony transzformacios rendszerek megléte. Altalanos
kovetelmény a transzformacidkkal kapcsolatosan, hogy a transzformalé DNS bejusson az
adott organizmusba, ott stabilan fennmaradjon, replikalédjon és a rajta talalhatd gén(ek)
kifejez6djon(ek). 1978-ban kozolték az els6 gomba (Saccharomyces cerevisiae) sikeres
miikod6 E. coli inga (shuttle) vektorok kifejlesztése (Beggs 1978, Hinnen és mtsi. 1978).
Ezt sorra kovették a kiilonféle gombafajokkal végzett kisérletek (Fincham 1989, Casas-
Flores ¢s mtsi. 2004). Hat évvel az elsé gombatranszformaciot kovetéen a M.
Heeswijck és Roncero 1984).

Jaromsporas gombak esetében nehézséget jelent, hogy a mdas gombaknal
rutinszertien alkalmazott modszerek gyakran nem hasznalhatok, emellett az ismereteink
igen hianyosak a bejuttatott DNS fennmaradasat illetéen is (Skory 2002, 2004, 2005,
Ibrahim ¢és Skory 2006). A jaromspdras gombak modositasara a PEG-medialt protoplaszt
transzformacié a leggyakrabban alkalmazott modszer (van Heeswijck €s Roncero 1984,
Appel és mtsi. 2004), ugyanakkor a hifakbol vagy sporakbol torténd protoplasztképzés sok
faj esetében nehézkes (gyakran a sejteket korlilvevd anyagok miatt). Tovabb neheziti a
modszer alkalmazhatosagat a sejtfalukat felépité kitin és kitozan polimereket bontod
enzimeket tartalmazo gyari készitmények hianya (Jung és mtsi. 2000). Az utdbbi néhany
évben az elektroporacio, a biolisztikus, az Agrobacterium tumefaciens-kozvetitett
transzformaci6 (ATMT) valamint egy esetben az Agrobacterium rhizogenes-kozvetitett
transzformacié (ARMT) modszerét is sikerrel alkalmaztak jaromsporas gombak esetében
(Id. 1. melléklet). A jaromsporas gombak transzformacidjarol alkotott legfontosabb
ismereteket egy konyvfejezetben foglaltuk dssze (Papp és mtsi. 2009a).

Ismert, hogy a jaromsporas gombakba, az alkalmazott transzformacios modszertdl
fliggetleniil, a bejuttatott cirkularis DNS, eltéréen a mas gombaknal tapasztaltaktol,
autonoém replikalodo extrakromoszomalis elemként marad fenn. Erdekes, hogy ehhez nem
sziikséges az autonom replikacidt biztositd szakasz (ARS) megléte (van Heeswijck és
Roncero 1984, Revuelta és Jayaram 1986, Wostemeyer és mtsi. 1987, Benito és mitsi.
1995, Skory 2002). A genomba torténd integracio nagyon ritka esemény, még akkor is, ha
a bejuttatott plazmid nagyobb, a gazdagenommal homoldg szakaszokat hordoz (Arnau és
mtsi. 1991, Arnau és Stroman 1993, Wada és mtsi. 1996, Yamazaki és mtsi. 1999, Wolff
és Arnau 2002, Skory 2002, 2004, 2005). Cirkularis plazmid alkalmazasa viszonylag
magas transzformacids gyakorisagot eredményezhet, ugyanakkor a plazmid kopiaszdma

alacsony marad a transzformansokban, ami mitotikus instabilitashoz vezet (Ibrahim és
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Skory 2006). Kimutattak, hogy a DNS koncentracid novelésével nem novekszik linearisan
a transzformaciés gyakorisag (Revuelta és Jayaram 1986), valamint a transzformacios
mtsi. 1988). Az integracié kikényszerithetd, ha olyan linearis fragmentummal
transzformalunk, mely a végein a Kkettdés rekombinacidt iranyitd, Kiterjedt homolog
szakaszokat hordoz. Amig élesztékben ehhez 50-80 bp-nyi szakasz elengendd, addig
jaromspoéras gombakban 500 bp-nal hosszabb homolog szakaszok sziikségesek. A kettds
homolog rekombinacié eredménye a génkicserél6dés vagy mas néven szubsztitacidé (Arnau
¢s Stromann 1993, Skory 2002). A transzformacids gyakorisag azonban ilyenkor nagyon
alacsony marad, feltehetdleg egy, a gazda genomot védé mechanizmusnak kdszonhetden,
amely meggatolja az idegen DNS genomba torténd integraciojat és fennmaradasat
(Obraztsova és mtsi. 2004, Ibrahim és Skory 2006). Ezt igazolja, hogy szinte minden
vizsgalt esetben igazolhato volt a bejuttatott DNS csonkolodasa, valamint atrendezodések,
deléciok vagy akar a transzformalod vektor teljes eliminédcioja (Burmester és mtsi. 1990,
Yanai és mtsi. 1990, 1991, Burmester 1992, Arnau és mtsi. 1991, Mackenzie és mtsi. 2000,
Monfort és mtsi. 2003). Ilyen genomot védé mechanizmus meglétét mar tobb gombaban
igazoltak: ilyen mechanizmus N. crassa-ban a RIP (repeat induced point mutation) és a
quelling (transgene-induced gene-silencing, Cambareri és mtsi. 1991, Romano és Macino
1992), Ascobolus immersus-ban a MIP (methylation induced premeiotically, Rhounim és
mtsi. 1992) és Phytophtora infestans-ban a transnuclear transcriptional gene silencing (van
West és mtsi. 1999). Feltehet6leg hasonld folyamatok jaromsporas gombakban is
lejatszodhatnak, ezt azonban eddig nem sikeriilt igazolni. A bejuttatott idegen DNS
feldarabolodasat és eliminacidjat ugyanakkor mar szamos publikacioban leirtak.

Tovabbi nehézséget jelent, hogy a jaromsporas gombakba bejuttatott linearis
fragmentumok konnyen cirkularizalodnak (mivel lineéris fragmentum nem marad fenn
jaromsporas gombdkban), illetve tobb fragmentum osszekapcsolddasaval oridsmolekuldk
(konkatamerek) johetnek létre, amelyek extrakromoszomalis elemekként maradhatnak
fenn. Valoszinii, hogy még két kiilonb6z6 restrikcios enzimmel torténd linearizalas sem
garantalja a recirkularizaci6é elkeriilését és az integracio lejatszodasat (Skory 2005).
Amennyiben megtorténik az integracio, a bejuttatott DNS altalaban egy kopiaban épiil be a
genomba, habar az ARMT moddszer esetében kétkopias integraciot irtak le (Wei és mitsi.
2010) Megtorténhet ugyanakkor a fragmentumok 6sszekapcsolddasa és integracioja is, ami
tandem-ismétl6do, tobb kopias integraciot eredményez.

Szdmos gomba esetén az integracié ugy is elérhetd, ha a protoplasztokhoz a

transzformalod linearis fragmentum mellett azokat a restrikciés endonukledzokat is
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hozzaadjuk, amelyekkel linearizaltuk vektorunkat. Ilyenkor a sejtmagba bejutd linearis
fragmentum mellett az emészt6 enzimek is bejutnak, majd a magi DNS darabolasa utan, az
ujboli osszerendezdédésekor, kis valoszinliséggel el6fordulhat az idegen DNS beépiilése a
genomba (Maier és Schifer 1999, Mullins és Kang 2001). Ezt nevezziik restrikcios enzim-
medialt integracionak (REMI, 10. &bra), melyet ez idaig sikerteleniil alkalmaztak
jaromsporas gombak esetében. A modszerrel tobbé-kevésbé random integracid érhetd el.
Héatranyai kozott emlithetd, hogy mivel PEG-medidlt protoplaszt transzformécion alapul,
megkoveteli a protoplasztok képzését, emellett gyakran eredményez nagyobb kromoszéma
mutaciokat, pl. deléciokat, inverziokat, atrendezOdéseket (Sweigard ¢és mtsi. 1998,

Linnemannstons és mtsi. 1999).
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10. abra. A REMI folyamatanak elméleti hattere (Maier és Schifer 1999 alapjan).

Az ATMT egy, a névényeknél mar régéta, gombaknal csak az elmult néhany évben
alkalmazott modszer (Bundock és mtsi. 1995, de Groot és mtsi. 1998). Mara mar a M.
circinelloides, Backusella lamprospora, Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae valamint
Mortierella alpina jaromsporas gombafajoknal is sikeresen alkalmaztak ezt a modszert (1.
melléklet). Az A. tumefaciens egy talajlaké Gram negativ baktérium, amely tumorosodast
okoz kétszikli novényekben. A baktérium sejteket a sebzett névényi szovetekbdl kiaramlod
fenolszarmazékok (pl. acetosziringon) a sebhez vonzzak (Kado 1991), és a ndvényi
jelmolekulak a baktériumok tumor indukaldo (Ti) plazmidjan talalhaté vir gének
expresszidjanak indukciojat okozzak (Li és mtsi. 2000, Michielse és mtsi. 2005). Az
egyszalt T-DNS régio (a Ti plazmid része) kivagodasaért, védelméért, a novényi sejtekbe

/////

fehérjek felelések. A ndvényi genomba beépiild T-DNS régiorol ndvényi hormonok
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expresszalodnak, amelyek  kontrolldlatlan  sejtburjanzast, azaz  tumorosodast
eredményeznek. E T-DNS régio két végén egy-egy 24 bazisos, ismétlodé szekvencia
talalhaté (LB ¢és RB régio), a kozottik 1évé tumorképzdodés indukcidjahoz sziikséges,
valamint a baktérium sejtek ndvekedése szempontjabdl fontos ndvényi eredetli opinok
bioszintézisét és felhasznalasat biztositd gének azonban nem sziikségesek a T-DNS régio
transzferéhez. A két hatarolo régio kozotti szakasz kivaghato és helyére tetszOleges gének
illeszthetok be, igy a tumorképzé képességiiket elvesztett baktériumok mesterséges
génatvitelre hasznalhatok. Az ATMT alapjat binaris Ti vektorok képezik. Kiilon plazmid
hordozza a T-DNS régiot a transzformalni kivant génekkel és kiilon tigynevezett helper
plazmid a T-DNS atjutasat és genomba torténd integraciojat biztositd vir géneket;

mindkettd nélkiilozhetetlen a transzformacidhoz (11. abra).
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11. dbra. Az ATMT folyamatanak elméleti hattere (Michielse és mtsi. 2005 alapjan)

A modszer nagy elénye, hogy kozvetleniil sporak és hifak is transzformalhatok igy
nem igényli protoplasztok képzését. Ugyanakkor a sikeres transzformacidhoz fontos a
baktérium és gomba sejtek egyiitt-tenyésztési paramétereinek optimalizalasa. Az ATMT
szinte minden esetben egy kopias integraciot eredményez, heterolog helyre, és akar 150 kb
hosszusagu DNS szakasz gazdagenomba torténd épitésére is alkalmas (Hamilton és mtsi.

1996). Kimutattak, hogy gyakran a genom ugyanazon lokuszaba torténik az integracio,
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kijelolve un. ,,hot spot”okat (Michielse és mitsi. 2004), ugyanakkor Kiterjedt homolog
szakaszokkal az iranyitott integracio is elérhetd. A hatarol6 szekvencidkon kiviili rész nem
integralodik a genomba, valamint gyakran a T-DNS régio is csonkolddik. Az ATMT
segitségével olyan gombafajokat is sikerrel transzformaltak, amelyeket hagyomanyos
modszerekkel nem vagy csak nehézkesen sikeriilt, igy pl. Agaricus bisporus (Chen és mtsi.
2000, Mikosch és mtsi. 2001), Calonectria morganii (Malonek és Meinhardt 2001),
Fusarium circinatum (Covert és mtsi. 2001), Helminthosporium turcicum (Degefu és Hanif
2003) fajokat.

Sikeres integraciés események utdn a jaromspdoras gombak conocitikus
felépitésének, valamint a multinukledris protoplasztoknak/spéraknak koszonhetden tovabbi
nehézséget jelent a stabil integrativ transzformansok homokariotikus allapotban torténd
izolalasa. A tobbmagvu protoplasztokbok fejlédé hifak ugyanis heterokariotikusak, azaz
genetikailag kiilonb6z6 magokat tartalmaznak. A hifak novekedésekor a conocitikus
micéliumban a sejtmagok szegregalnak, igy néhény tenyésztési ciklus utdn homokarionok
jonnek létre.

A transzformansok szelekcioja szintén okozhat nehézséget a jaromsporas
gombaknal. A leggyakrabban valamilyen auxotr6fia komplementalasa (leucin, uracil,
metionin, arginin) haszndlatos, azonban ez mutdns torzsek meglétét igényli. Az integracio6
¢s ebbdl adoddan az iranyitott génkiiités nehézkes, igy a leggyakrabban valamilyen
hagyomanyos mutagenezissel (elsdsorban fizikai, pl. UV-mutagenezis) eléallitott auxotrof
mutanst hasznalnak. A random mutagenezist eredményez6 modszerek azonban egyéb
nemkivant, nehezen kiszlirheté mutaciokat is eredményezhetnek. Ritka spontan mutaciokra
is lehet szelektalni, igy pl. FOA (fluoro-orotsav) tartalmu taptalajon, ahol uracil auxotrof
mutansok izolalhatok. Dominans szelekcios markerek alkalmazasaval ugyanakkor
kivalthaté az auxotrof mutansok eldzetes létrehozasa. Gyakran valamilyen bakterialis
eredetli drogrezisztenciat biztositd gént (pl. hygromycin, neomycin, vagy kanamycin
rezisztencia gén) alkalmaznak szelekciés markerként. Jaromsporas gombak esetében
azonban tovabbi problémat okozhat a nagyfoka alaprezisztencia szamos, kiilonféle
antifungalis hatasu vegyiilettel szemben (van Heeswijck és mtsi 1988). Dominans
szelekcionak mindsiil az is, ha egy egyébként a mikroorganizmus szamara nem
hasznosithatd szubsztrat hasznosithatova valik a szubsztrat felhasznalasat lehetové tévo
enzimet kodolo gén bejuttatasaval. Ilyen célbol sikerrel alkalmaztak mar szamos gomba,
koztiikk a jaromsporas R. oryzae esetében is az Aspergillus nidulans acetamidazt kodolo
amdS génjét. A transzformansok képesek voltak az acetamid egyediili nitrogénforrasként

val6 hasznositasara (Michielse és mtsi. 2004).
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Rendelkezésiinkre allt a leucin és uracil auxotrof mutans M. circinelloides MS12
torzs, munkank soran végig ezzel a térzzsel dolgoztunk. A Kettés auxotrofia lehetdvé tette,
hogy egyidejileg két plazmiddal transzformaljuk az MS12 torzset. A jovoben mas
jaromspéras gombak genetikai moddositdsdhoz auxotréf mutans torzsek hianyaban
sziikkségesnek tlinik dominans szelekcidos markerek alkalmazasa is. A tanszéki
kutatocsoport jelenleg is folytat ilyen iranyu kisérleteket.

Nagy elonye a M. circinelloides-nek mas gombakkal szemben, hogy a nem-rokon
szervezetekbdl szarmazod heteroldg gének is viszonylag jol kifejeztethetok benne (Iturriaga
és mtsi. 1992, 2001, Ruiz-Hidalgo és mtsi. 1999, Wolff és Arnau 2002, Papp és mitsi.
2006). A heterolog eredetii gének kifejez6déséhez tobb Mucor gén szabalyozo régiodja is
alkalmas lehet. A legigéretesebbnek a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzim
promotere tiinik. Ezt az altalaban konstitutivan és erésen kifejez6dé gént mar szamos
gomba esetében felhasznaltak transzformacios rendszerek 1étrehozasahoz (Wolff és Arnau
2002). A M. circinelloides gpdl gént (EMBL azonosito: AJ293012) azonositottak és
részletesen jellemezték (WoIff és Arnau 2002). A Mucor gpdl gén expresszidja jelentésen
novelheté, ha a gombat gliikoz tartalmt taptalajon tenyésztjilkk és fokozzuk a glikoz
koncentraciojat (Wolff és Arnau 2002, Larsen és mtsi. 2004).

A M. circinelloides kétszeres auxotr6f mutans MSI2 torzsét szamos elonyds
tulajdonsdga, mint a hatékony genetikai transzformacié lehetdsége, a heteroldg gének
kifejezddése vagy a szelekcids rendszerek megléte egyardnt a kutatasok egyik

modellorganizmusava tette.
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4. CELKITUZESEK

Munkank soran célul tiztiikk ki, hogy rekombinans technikakat, valamint a
genetikai transzformacio kiilonféle eljarasait alkalmazva a M. circinelloides
karotinoid bioszintézisét ugy mdédositsuk, hogy a létrehozott torzsek [-karotin

termelése novekedjen, illetve a B-karotinon Kiviil mas értékes karotinoidok (pl.
asztaxantin és kantaxantin) termeltetése is lehetové valjon. Célunk volt az is, hogy
olyan a genetikai transzformaciora, illetve a transzformansok jellemzésére alkalmas
modszereket dolgozzunk ki, illetve optimalizaljunk, melyek eredményesen
hasznalhatok fel a fonalas gombak karotin termelésének befolyasolasat célzo elméleti

és alkalmazott kutatasok soran.

Munkénk soran ezért a kdvetkezd konkrét célok megvalositasat tiiztiik ki:

1. A M. circinelloides kétszeres auxotr6f mutdns MS12 torzs karotinoid termelésének
modositdsa olyan xantofillok termeltetése érdekében, amiket a gomba eredetileg nem
szintetizal. Ezt a Paracoccus sp. N81106 torzs asztaxantintermeld tengeri baktérium

génjeit hordozo6 autoném replikalddod expresszids vektorokkal kivantuk megvalositani.

2. A M. circinelloides MS12 torzs izopentenil-pirofoszfat izomerazt kodold génjének
klonozasa és jellemzése. Az MS12 torzs B-karotin termelésének fokozasa harom, a nem
karotinoid-specifikus izoprén bioszintézis Gt génjeit (ipi, iSOA és carG) hordozd autoném

replikalodo expresszios vektorok segitségével.

3. A xantofillok termeltetéséhez sziikséges bakterialis eredetli gének integracidja a gomba

genomjaba kiilonbozo transzformécios rendszerek alkalmazasaval.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletek soran alkalmazott torzsek

Transzformacios kisérleteink soran a Mucor circinelloides f. lusitanicus (CBS
277.49 izolatum) leuA és pyrG kétszeres auxotrof mutins MS12 torzset alkalmaztuk
(Benito és mtsi. 1992, SZMC 12082).

Az ATMT soran az Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsett alkalmaztuk,
amely a pTiC58-bol szarmazo6 (Koncz és Schell 1986) pMP90 helper plazmidot hordozza.
A GV3101 torzs genomja rifampicin, mig a helper plazmid gentamicin rezisztencia gént
hordoz. Binaris vektorként az S. F. Covert-t6l szarmaz6, altalunk modositott, kanamycin
rezisztenciat hordozé pPK2 vektort hasznaltuk, melyet elektroporacioval juttattunk a
baktérium sejtekbe.

A plazmid klonozasi munkakat Escherichia coli TOP10F (Invitrogen) és XL1-Blue
(Stratagene) torzsekkel végeztiik.

5.2. Alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenyésztési koriilmények

Minimal (YNB) tapoldat/taptalaj: 1% D-glikéz; 0,15% (NH4).SO,4; 0,15% Na-L-
glutaminat; 0,05% YNB; sziikség esetén 0,05% uracillal vagy 0,05% leucinnal kiegészitve
(pH 4,5). Szilard taptalaj el6allitasahoz 1,5% agart adtunk a tapoldathoz.

PEG-kozvetitett protoplaszt transzformacio soran a protoplasztokat 0,8 M szorbitolt és 1%
agart tartalmazd YNB fedbagarral osszekeverve (pH 3,2) ontottik 0,8 M szorbitollal
kiegészitett YNB taptalajra.

A karotintermelés vizsgalata soran a YNB tapoldatot/taptalajt esetenként 20 mM H,O,-al,
1% palmaolajjal vagy 1-1 mM nehézfémsoval (FeSO4, CuSO,, CoCly,) egészitettiik ki; a D-
glikozt pedig a kisérlettdl fiiggéen cellobiozzal, dihidroxi-acetonnal, etanollal, D-
fruktozzal, D-galaktozzal, glicerinnel, glicerin-L-monoacetattal, L-aszparaginsavval, D-
mannodzzal, maltozzal vagy trehaldzzal helyettesitettiik.

Malatas tapoldat/taptalaj (MEA): 1% D-glikoz; 0,5% élesztokivonat; 1%
malatakivonat; szilard taptalaj eléallitasdhoz 1,5% agar.

Eleszté — gliikéz tapoldat/taptalaj (YEG): 1% D-gliikoz; 0,5% élesztOkivonat; szilard
taptalaj eléallitasdhoz 1,5% agar.

Eleszté — pepton — gliikéz tapoldat/taptalaj (YPG): 1% D-glikkéz; 1% pepton; 0,5%
¢élesztokivonat; szilard taptalaj eldallitasahoz 1,5% agar (pH 4,5). A protoplasztok
regeneraltatasa soran 0,8 M szorbitollal kiegészitett YPG tapoldatot alkalmaztunk.



Anyagok és mddszerek 32

Luria-Bertani tapoldat/taptalaj (LB): 1% NaCl; 1% tripton; 0,5% élesztékivonat; szilard
taptalaj eldallitasahoz 1,5% agar (pH 7,0). E. coli plazmidot hordozé torzsek
szelekcidjahoz 100 pg/ml ampicillinnel vagy 100 ug/ml kloramfenikollal az A.
tumefaciens transzformans torzsek szelekcidjahoz 100 pg/ml rifampicinnel, 25 pg/ml
gentamicinnel €s 50 pg/ml kanamycinnel egészitettiik ki a tapkdzeget.

SOC tapoldat: 0,05% NaCl; 2% tripton; 0,5% ¢lesztokivonat; 2,5 mM KCI; 10 mM
MgCl;; 20 mM D-gliikéz (pH 7,0).

Indukcids tapoldat (IM): 1x MM sooldat; 10 mM D-gliikéz; 0,5% glicerin; 40 mM MES;
200 uM acetosziringon.

Indukcios taptalaj (IM): 1x MM sooldat; 5 mM D-gliikéz; 0,5% glicerin; 40 mM MES;
1,5% agar; 200 uM acetosziringon.

Az indukcids taptalajt esetenként kiegészitettiik 0,05 % leucinnal és 0,05 % uracillal is,
hogy a gomba protoplasztok illetve sporak csirazasnak indulhassanak. A M. circinelloides
transzformansok szelekcidjahoz 200 uM cefotaximmal és leucinnal kiegészitett YNB
taptalajt alkalmaztunk.

Tenyésztési koriilmények: A vad tipusi gombatorzseket malatds vagy minimal, a
transzformansokat minimal taptalajon (sziikség estén uracillal vagy leucinnal, az ATMT-
nél cefotaximmal is kiegészitve), kéthavonkénti atoltassal, 4 °C-on tartottuk fenn.
Tenyésztésiik altalaban 25 °C-on, négy napig, mesterséges vagy természetes fényforrassal
torténd megvilagitds mellett tortént. Esetenként a hémérsékletet (20-37 °C kozott), a
tenyésztési id6t (1,5-4 nap), valamint a fényforrast a kisérleteknek megfeleléen
valtoztattuk. KésObbi felhasznalas esetén a taptalajrol vagy tdpoldatbol gylijtott micéliumot
(desztillalt vizes mosas utan) fagyasztva taroltuk. A baktérium torzsek tenyésztése a
megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB tapoldatban/taptalajon tortént, E. coli esetében
37 °C-on, az A. tumefaciens esetében pedig 28 °C-on. Felhasznalasig a baktériumsejteket

-70 °C-on taroltuk.

5.3. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

crcr

100 mM CacCl, oldat, hiitve tarolva

70% glicerin

TCM puffer: 10 mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaCl,; 10 mM MgCl,

Szinszelekciohoz: X-Gal (Fermentas): 20 mg/ml dimetilformamidban oldva és IPTG
(Fermentas): 20 mg/ml steril desztillalt vizben oldva
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Antibiotikum térzsoldatok: ampicillin (Sigma): 50 mg/ml térzsoldat steril desztillalt vizben

oldva; kloramfenikol (Egis): 50 mg/ml torzsoldat etanolban oldva (Brown 1991)

E. coli sejtekbdl torténd plazmid DNS tisztitdsahoz hasznalt oldatok

Soll: 5 mM gliikoz; 25 mM Tris-HCI (pH 8); 10 mM EDTA; 10 pg/ml RNaz

Sol2: 0,2 M NaOH; 1% SDS

Natrium-acetat puffer: 3 M natrium-acetat 75% jégecetben és 25% desztillalt vizben oldva
(pH 4,5)

Plazmidtisztito kitek: Viogene Mini Plus™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene),
Viogene Midi Plus VV100™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene)

Kompetens A. tumefaciens sejtek készitéséhez hasznalt oldatok

10% glicerin

A. tumefaciens sejtekbdl torténd plazmid DNS tisztitashoz hasznalt anyagok
TE puffer: 10 mM Tris (pH 8); 1 mM EDTA

5 M NaCl oldat

10% Natrium-lauril-szarkozin oldat

Lizozim (Reanal): 20 mg/ml térzsoldat

Plazmid tisztit6 kit: Viogene Mini Plus™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene)
Antibiotikum torzsoldatok: rifampicin (Fluka): 50 mg/ml térzsoldat DMSO-ban oldva;
gentamicin (Sigma): 50 mg/ml toérzsoldat steril desztillalt vizben oldva; kanamycin (Egis):

20 mg/ml torzsoldat steril desztillalt vizben oldva (Brown 1991)

GombaDNS tisztitasahoz hasznalt anyagok
Lizis puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 20 mM EDTA,; 1% Natrium-lauril-szarkozin
RNaz (Sigma): 10 mg/ml térzsoldat 10 mM Tris-HCI, 15 mM NaCl oldatban oldva

PCI: fenol-kloroform—izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke

CI: kloroform—izoamilalkohol 24:1 aranyu keveréke

CsCl gradiens centrifugalashoz: 47,75% CsClI; 10 mg/ml bis-benzimid (1,5%)
DNS tisztit6 kit: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Gomba RNS tisztitasdhoz hasznalt anyagok

Lizis puffer: 30 mM Natrium-acetat (pH 5,2); 4 M guanidin-izotiocianat, 1 M B-
merkaptoetanol

CsCl oldat gradiens centrifugalashoz: 5,7 M CsCl; 2 mM EDTA (pH 8,0)

DEPC kezelt desztillalt viz
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CB: kloroform—butanol 4:1 aranyu keveréke
3 M Natrium-acetat oldat (pH 5,2)
RN tisztito kit: E.Z.N.A.® Fungal RNA Kit (Omega Bio-tek)

Gélelektroforézishez hasznalt anyagok
TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na,EDTA
Agar6z gél: a fragmentum mérettdl fiiggden 0,7-2,5% agardz, TAE pufferben oldva

Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva

Mintapuffer: 40% szachar6z; 0,25 M brémfenolkék; 0,2 M EDTA; pH 8vagy 6x DNS
mintapuffer (Fermentas) vagy 70% glicerin, kisérlettdl fliggéen

Molekulasuly marker: 1 kb DNS Iétra (Fermentas); pUC Mix Marker (Fermentas);
Lambda/Hindlll Marker (Fermentas): steril desztillalt viz — molekulasuly marker — 6x

DNS mintapuffer 4:1:1 aranyt keveréke

ATMT soran alkalmazott anyagok

2,5x MM sooldat: 26,6 mM KH,PO,4; 29,4 mM K;HPO4; 6,4 mM NaCl; 5,1 mM
MgS04.7H,0; 1,1 mM CaCl,.2H,0; 22,3 uM FeS04.7H,0; 9,5 mM (NH,),SO4

1 M MES: 2-N-morfolin-etanszulfonsav térzsoldat, pH 5,3-ra allitva 5 M KOH-dal

25 mM acetosziringon (Fluka): 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-acetofenon torzsoldat desztillalt
vizben oldva, pH 8-ra allitva 5 M KOH-dal

Cefotaxim (Merck): 50 mM (23,8 mg/ml) térzsoldat steril desztillalt vizben oldva

Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok

Protoplasztal6 oldat: 100 mM Natrium-foszfat puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim
Natrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM Na;HPO,, 75 mM NaH,PO,

SMC puffer: 50 mM CacCl,; 10 mM MOPS; 0,8 M szorbitol

PMC puffer: 40% PEG 4000; 10 mM MOPS; 0,6 M szorbitol; 50 mM CacCl,

Baktériumtelep és DNS blottolashoz hasznalt oldatok
10% SDS oldat

Depurinal¢6 oldat: 0,25 M HCIl oldat

Denatural6 oldat: 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralizal6 oldat: 0,5 M Tris; 1,5 M NaCl, pH 8
20x SSC: 3,0 M NacCl; 0,3 M Natrium-citrat, pH 7.




Anyagok és mddszerek 35

RNS blottolashoz hasznalt oldatok és anyagok

RNS futtat6 puffer denatural6 formaldehid gélelektroforézishez: 50% deionizalt formamid;
6,14% formaldehid oldat; 1x MOPS puffer; 0,01% bromfenolkék; 10% glicerol

MOPS puffer (10x): 0,4 M MOPS; 0,1 M Natrium-acetat; 10 mM EDTA, pH 8,0
Deionizalt formamid: 50 g ioncserélé AG501-X8 rezin (Bio-Rad); 500 ml formaldehid.

Hibridizaciohoz haszndlt oldatok és reagensek
Hibridizacios puffer: 5x SSC; 0,1% Natrium-lauril-szarkozin; 0,02% SDS; 1% blokkolo
reagens (Roche)
Hibridizéacios puffer RNS mintdkhoz: 7% SDS; 50% deionizalt formamid; 5x SSC; 2%
blokkoldé reagens (Roche); 50 mM Natrium-foszfat (pH 7,0); 0,1% Natrium-lauril-
szarkozin
Moso pufferek: 2x SSC; 0,1% SDS

0,1x SSC; 0,1% SDS
1. detektalo puffer: 0,01 M maleinsav; 0,015 M NaCl, pH 7,5
2. detektalo puffer: 1% blokkolo6 reagens (Roche) 1. detektalod pufferben
3. detektalo puffer: 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl,, pH 9,5
Alkalikus foszfat antitest-konjugatum (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche)
Szinreakcids el6hivashoz: NBT-BCIP torzsoldat (DIG DNA Labeling and Detection Kit,
Roche): nitroblue tetrazolium-klorid és 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat toluidin so6

keveréke

Rontgen filmes el6hivashoz: CDP-Star kemilumineszcens szubsztrat (Roche): 25 mM
torzsoldat; el6hivo oldat: GBX developer and replenisher (Kodak); fixalo oldat: GBX fixer
and replenisher (Kodak), a gyart6 utasitasai szerint higitva

5.4. A Kkisérletek soran alkalmazott primerek és DNS probak

Munkank soran primereket terveztiink a vizsgalt gének felszaporitasara, valamint a
transzformansok vizsgalatahoz, azaz a transzformalé DNS jelenlétének igazolasara, DNS
atrendezddések vizsgalatara, inverz-PCR-hoz az integracid helyének azonositasara,
valamint valds idejii PCR-hoz a kdépiaszam és a transzkripcids szintek meghatarozasahoz
(2. tablazat).

A hibridizacios kisérletekhez a PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) segitségével
készitettiik a kiillonboz6é génprobakat (crtZ, crtW, ipi, isoA, carG génprobak), melyekhez a

2. tablazatban felsorolt primereket hasznaltuk.
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Amplifikalt
Primer Szekvencia 5°- 3’ Felhasznalas szakasz mérete
(bp)
crtzl ATG ACC AATTTC CTG ATC Paracoccus sp. N81106 torzs crtZ 486
crz2 CGT GCG CTC CTG CGC CTC génjének amplifikalasa
crtwil ATG AGC GCACATGCCCTGC Paracoccus sp. N81106 torzs 726
crtw2 TGC GGT GTC CCC CTT GGT G crtW génjének amplifikalasa
ipil GGC TCG AGA TGG CCC CTG ATT TGA AGG o S
AAT A M. circinelloides ipi génjének 929 (gDNS)
ipi2 CTC GCG GCC GCT TAG AAG CCT AAA CGA amplifikalasa 697 (CDNS)
TGA ATG GT
fopt GGC TCG AGA TGG TTG CTG TCA AAT TAC o N
A M. circinelloides isoA génjének 1510 (gDNS)
fon2 CTC GCG GCC GCT TAT TTAGTA CGC TTG amplifikalasa 1078 (cDNS)
PP TAAA
goppl GGC TCG AGA TGC TCA ACT CAC ACAACA
G M. circinelloides carG génjének 1480 (gDNS)
CTC GCG GCC GCC TAG TCG TTG GTG GCC amplifikdlésa 931 (cDNS)
ggpp2 TCTA
ribl CTC GAG CTC CTG GTT GAT CCT GCT TGT
AGT CA M. circinelloides 18 rDNS régi6 1829
rib2 CTC GGT ACC AAT GAT CCT TCC GCA GGT amplifikdlasa
TCACCT
b3 CTC GGA TCC TAATCA ATA ATT TTG GCT
TGT CCA M. circinelloides 28S rDNS régio 1501
b5 AGA GTT TCC TCT ch TTC ACCCTATTC amplifikalasa
gpdP CAT GAA GTG TGA GAC ATT GCG A M. circinelloides gpd1 prométer | 1321+a két régi6
¢és terminalis régiodira irt primerek, kozé épitett gén
gpdT TAC ATA TCA GAG GGT TGG AAC A kontroll PCR-hoz merete
ipireal-timel ATG TGG ACC AAC ACTTGC TGC TC 119
ipireal-time2 TTG ATG CCA AGC TCATGC TCC AG
isoAreal-timel ATC TCG ACT GTT ACG GTG CTCCT 119
isoAreal-time2 CTTGCG TTG TTC GGG ATT AGC CA
carGreal-timel CAA CAT CAT CAG CCA GAA GCC CA valés idejfi PCR-hoz, a gén
- kopiaszam és génkifejezddés 148
carGreal-time2 ACC ACCCAAACGCTTGATTTCCT vizsgalatihoz
crtWreal-timel CTTCATCGG CACCTATTITCGGCT 149
crtWreal-time2 CGA ACA CGA ACAGCTGGATCGAC
actreal-timel CAC TCC TTC ACT ACC ACCGCT GA 17
actreal-time2 GAG AGCA GAG GATTGAGCAGCAG
leuAv8invl CTG GTC ATG AAG TGC CCTTTGAGG T
leuAe8inv2 CTC GCT CGT CTACTA GCAGGT TGT MS12+pCA8If
gpdPe8inv3 GGC TGC GCG TGG TTC ACACTA AT transzformansok
arsMe8inv4 GTT TGG CTG TGC TCATCG CAC T inverz-
18S9inv1 GTA ATT TGC ACG CCT GCT GCC T MS12+pCA9If PCR-hoz
28S9inv2 CCG TCT TGA AAC ACG GAC CAA GGA transzforméansok az )
pI5Linvl CAA CAG CGG TAA GAT CCT TGA GAG T MS12+pPT51R ‘Eéfggizf nem ismert
pl51inv2 GGG CTA GAC TGC TCT CCA AAT GCA transzformansok meg}lllatéro
pl8remiinv2 CACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT MS12+pCA8R zasahoz
gpdTv8remiinvl GCT GTTACT GTT ACT ATC GCCCT transzformansok
gpdTv8remiinvl GCT GTTACT GTT ACT ATC GCC CT MS12+pPK2W
pyrGvA-51inv2 CTT GAA AGA GTG CGT CTC CAC AAG A transzformansok

amprevl

GGC GAC ACG GAAATG TTG AAT AC

amprev2

CGA AAT AGA CAG ATC GCT GAG

plazmid menekités soran
szekvenaltatashoz

2. tablazat. Kisérleteink soran felhasznalt primerek, szekvenciajuk és felhasznalasuk. Amennyiben az
inditoszekvencia 5 végén restrikcids hasitohelyet tartalmaz, azt minden esetben alahtizott nukleotidok
jelolik, egyben feltiintetve a restrikcios enzimek miikodéséhez sziikséges tovabbi nukleotidokat is.
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5.5. A kisérletek soran felhasznalt expresszios vektorok

Munkank soran homolég és heterolog géneket hordozo transzformacios vektorokat
szerkesztettiink. Ezek a M. circinelloides IPP izomerazt kodolé ipi, FPP szintazt kodold
iISOA, GGPP szintazt kodolo carG és fitoén szintazt/likopin ciklazt kodolo carRP, valamint
Paracoccus sp. N81106 torzs B-karotin hidroxilazt kodold crtZ és p-karotin ketolazt
kodolo crtW génjeit hordozoé vektorok.

A harom izoprén bioszintézis utban résztvevé gént sajat szabalyozo régidival egyiitt
klénoztuk plazmidokba, ugyanakkor a bakterialis eredetli génekhez hasonléan gpdl
(glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén, EMBL azonositd: AJ293012) prométer és
terminalis (gpd1P és gpdlT) régidinak szabalyozasa ala is helyeztiik (igy biztositottuk a
heterolog gének expresszidjat), annak érdekében, hogy az sszes gént azonos szabalyozas
alatt tudjuk vizsgalni. Minden esetben a pPT43 (Papp és mtsi. 2006) plazmidot hasznaltuk
a vektorok épitéséhez, amely hordozza a gpdl promoter és terminalis régidit pBluescript
SK+ kloénozo vektorba (Stratagene) épitve.

A transzformansoknak hordozniuk kell egy (vagy tobb) szelekciot biztosité gént.
Rendelkezésiinkre allt egy leucin és uracil auxotrofiaval markerezett M. circionelloides
mutans torzs (MS12), illetve az ezen auxotréfidkat komplementalé gének €s az azokat
hordoz6 plazmidok: az a-izopropilmalat izomerazt kodold leuA gén (Roncero és mtsi.
1989) pBluescript SK+ klonozo6 vektorba épitve (pAVB107, Velayos 2000) és az orotidin-
5’-monofoszfat dekarboxildzt kodold pyrG gén (Benito és mtsi. 1992) pBluescript SK+
vektorba épitve (pEPMO illetve pEPM901, Benito és mtsi. 1992).

A B-karotintermelés fokozdsdhoz épitett autondm replikaldédd vektorok

v' pAVB160 plazmid a rendelkezésiinkre &llt, amely a M. circinelloides isoA gént
hordozza leuA szelekcios marker génnel (Velayos 2000)

v' pAVBI61 plazmid a rendelkezésiinkre allt, amely a M. circinelloides carG gént
hordozza leuA szelekcios marker génnel (Velayos 2000)

v' pCA10 plazmid a M. circinelloides ipi gént hordozza pyrG szelekcios marker
génnel. El6z6leg az ipi cDNS-ét pBluescript SK+ klonozo vektorba épitettiik (pZ4)

v" pCAG6 plazmid a M. circinelloides carG gént hordozza pyrG szelekcios génnel

v' pPT82 plazmid a gpdP-ipi-gpdT expresszids kazettidt hordozza pyrG szelekciods
génnel

v' pPT83 plazmid a gpdP-isoA-gpdT expresszios kazettat hordozza pyrG szelekcios

génnel
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v' pPT84 plazmid a gpdP-carG-gpdT expresszios kazettat hordozza pyrG szelekcios
génnel

v' pPT85 plazmid a gpdP-ipi-gpdT expresszids kazettdt hordozza leuA szelekcios
génnel

v' pPT86 plazmid a gpdP-isoA-gpdT expresszios kazettat hordozza leuA szelekcios
génnel.

Xantofillok termeltetéséhez épitett autondom replikalddod vektorok

v" pPT50 plazmid a Paracoccus sp. N81106 torzs crtZ génjét hordozza Mucor gpd1P
és gpd1T régioi kozott pyrG marker génnel

v' pPT51 plazmid a Paracoccus sp. N81106 torzs crtW génjét hordozza Mucor gpd1P
¢és gpd1T régioi kozott leuA marker génnel

v' pPT72 plazmid egy carRP-crtW fazios gént hordozé vektor, carRP promoter
szabalyozasa alatt pyrG szelekcios génnel.

crer

elrontani kivant génbe épitettiik.

Xantofillok termeltetéséhez épitett, integracidt eredményezd vektorok

v pCA8 plazmid a gpdlP-crtW-gpd1T expresszios kazettat hordozza a Kkettds
homoldg rekombinaciot iranyitd leuA és a leuA 5° vég melletti szekvenciaval
Osszeépitve. A plazmidbol kivagott linearis fragmentummal transzformaltunk.

v' pCA9 plazmid a gpdlP-crtW-gpd1T expresszios kazettdt hordozza a kettds
homolég rekombindciot iranyité 18S rDNS és a 28S rDNS régiok kozott, pyrG
szelekcios  génnel. A plazmidbol  kivagott  linearis  fragmentummal
transzformaltunk.

v' pPK2-crtW plazmid egy binaris vektor ATMT-hez, amely a gpd1P-crtW-gpdlT

expresszios kazettat hordozza pyrG szelekcios génnel.

5.6. Vizsgalati modszerek
5.6.1. DNS tisztitasa Mucor circinelloides-bél

A DNS tisztitasahoz a micéliumot folyékony nitrogénben tartuk fel. A feltaras utan
a micéliumhoz grammonként 2,5 ml lizis puffert adtunk és livegbottal a teljes homogenitas
eléréséig kevergettilk. RNaz-t adtunk a homogenizatumhoz (20 pg/ml koncentracidban),
majd a lizis elésegitéséhez 20-30 percig 65 °C-on inkubaltuk (kozben id6nként
megkeverve), majd szobahdmérsékletiire torténd hiités utdn centrifugaltuk (8000 g, 10

perc, 4 °C). A feliiluszéhoz azonos mennyiségli PCI-t adtunk, majd 4 °C-on, 2-3 6ran
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keresztiil, a fazisok elkeveredéséig enyhén kevertettiik (45 rpm). Centrifugalas utan (8000
g, 15 perc, 4 °C) a vizes fazist azonos mennyiségi CI-vel mostuk. Ujabb centrifugalast
(8000 g, 15 perc, 4 °C) kovetden a vizes fazist kétszeres mennyiségii 96%-0s etanollal
kicsaptuk (2 ora -20 °C-on vagy 30 perc -70 °C-on), majd centrifugalassal {iilepitettiik a
DNS-t (13000 g, 20 perc, 4 °C). A csapadékot vakuum alatt beszaritottuk, majd 500 pl
steril desztillalt vizbe visszaoldottuk. A vizes fazist esetenként CsCl gradiens
centrifugalassal (44000 rpm, 40 o6ra 20 °C, 70.1 Ti rotor/ Beckman C8-70M) tovabb
tisztitottuk (Iturriaga és mtsi. 1992).

Gyakran a tisztitast a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével végeztiik, a gyarto

utasitasai szerint.

5.6.2. RNS tisztitasa M. circinelloides-bél

Az RNS tisztitast altalaban az E.Z.N.A. Fungal RNA Kit (Omega Bio-tek)
segitségével, a gyartd utasitasai szerint végeztilk. Néhany esetben Choi és mtsi. (1988)
leirasat kovettiikk: folyékony nitrogénnel feltartuk a micéliumot, majd a mintakat
grammonként 3 ml lizis pufferrel vortexeltiik, ezutdn 4 °C-on inkubaltuk 5-24 o6ran
keresztiil. Centrifugéalas (8000 g, 3 dra, 4 °C) utén a feliilaszét CsCl oldatra rétegeztiik (kb.
9 ml feliilaszot lehet 3,5 ml CsCl oldatra felvinni). A mintikat ultracentrifugaban (SW40
rotor, Beckman) 25000 rpm-mel, 12-18 6ran at 20 °C-on centrifugaltuk. A feliiluszot
ledntése utan a kitilepedett RNS mintakat 200 ul DEPC kezelt desztillalt vizzel dtmostuk,
majd 400 pl DEPC kezelt desztillalt vizben felszuszpendaltuk. Ezutan a mintakat 3-4
alkalommal CB-vel extrahaltuk (kozben centrifugalas: 1-2 perc, 3000 g). Az RNS
kivonatot Uj csébe vittiik at és 2,2X mennyiségli etanollal valamint 0,1 térfogat Natrium-

acetattal kicsaptuk és felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

5.6.3. DNS/RNS gélelektroforézis

A nukleinsav mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd a vart fragmentumok és a gél
méretétdl, illetve a kisérlettdl fiiggden 0,7 - 2,5% agarozgélben, 80 - 110 V fesziiltséggel,
1-4 oran keresztiil végeztik az elvalasztast. Mind az agar6zgél elkészitéséhez, mind
futtatopuffernek TAE puffert hasznaltunk. A nukleinsavakat etidium-bromidos festéssel
(0,5 pg/ml), UV fény alatt detektaltuk. A fragmentum méretének meghatarozasahoz

kiilonb6z6 molekulastly markereket hasznaltunk.
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5.6.4. DNS izolalasa agaroz gélbol

A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazo gél részletet steril szikével
UV lampa alatt vagtuk ki a 0,7% agardzt tartalmazo gélb6l. A DNS-t a DNA Extraction
Kit (Fermentas) vagy a Gel-M Gel Extraction System (Viogene) kit segitségével nyertiik ki

a gyarto utasitdsainak megfelelden.

5.6.5. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

Munkank soran kiilonboz6 PCR technikakat alkalmaztunk. Az amplifikalast T3
Thermocycler (Biometra), valamint MJ Mini (Bio-Rad) késziilékekkel végeztiik. Real-time
PCR esetében iCycler Thermal Cycler-t iQ5 Real-Time System, valamint C1000 Thermal
Cycler-t CFX96 Real-Time System detektald rendszerekkel alkalmaztunk.

Génklonozashoz, vektorok épitéséhez, ellendrzéshez, valamint a transzforminsok

vizsgalatai soran alkalmazott reakciokoriillmények
A reakciokat Dupla-Taq (ZenonBio), Expand High Fidelity PCR System (Roche),
Pfu (Fermentas) vagy Long-PCR Enzyme Mix (Fermentas) kitek segitségével mértiik

Ossze 50 ul végtérfogatban a kdvetkezdk szerint:

20-50 ng genomi vagy plazmid DNS
0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer
0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Dupla-Taq puffer

2,5 mM MgCl,

2 U Dupla-Taq DNS polimeraz

20-50 ng genomi vagy plazmid DNS
0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer
0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Pfu puffer

2,5mM MgSO4

1,25 U Pfu DNS polimeraz

95°C 3 perc 1 ciklus
95°C 1 perc

55-68 °C 1 perc 35 ciklus
72 °C 2-5 perc

72 °C 10 perc 1 ciklus

4 °C-ra hiités

20-50 ng genomi vagy plazmid DNS
0,8 uM — 0,8 uM specifikus primer
0,2 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Expand High Fidelity puffer (1,5

mM MgCl,-dal kiegészitve)
2,6 U Expand High Fidelity enzim

20-50 ng genomi vagy plazmid DNS
0,4 uM — 0,4 uM specifikus primer
0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Long PCR puffer (1,5

mM MgCl,-dal kiegészitve)
1,25 U Long PCR Enzyme Mix

kezdeti denaturacio
denaturacio

primer kotédés
lancszintézis

végso lancszintézis
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A M. circinelloides ipi gén hatdrold (downstream és upstream) régidinak meghatarozisa

A M. circinelloides ipi génjét a spanyol kutatdocsoporttal egyiittmiikodve
azonositottuk, klonoztuk és meghataroztuk a hatarold szekvenciait (Csernetics és mtsi.
2011a). A gént hatarold6 downstream és upstream régiok meghatarozasa GenomeWalker
Universal Kit (Clontech) segitségével tortént. Pvull, Scal, Smal and Stul emésztett genomi
DNS fragmentumokbol, a Genome Walker Adaptor-ral torténd ligalas utan mértiik 6ssze a
PCR reakciokat, Hot-start PCR, Advantage 2 PCR Enzyme System (Clontech)

segitségével, a gyartd utasitasai szerint.

Elsédleges PCR reakcid Masodlagos PRC reakcid

1 pul DNS kényvtar 1 pl elsédleges PCR termék

1x Advantage 2 PCR puffer 1x Advantage 2 PCR puffer

0,2 mM dNTP Mix 0,2 mM dNTP Mix

0,2 uM adaptor primerl (API) 0,2 uM adaptor primer2 (AP2)
0,2 uM génspecifikus primerl (GSP1) 0,2 uM génspecifikus primer2 (GSP2)
1x Advantage 2 PCR Mix 1x Advantage 2 PCR Mix

94 °C 25 masodperc ) 94 °C 25 masodperc )

72 °C 3 perc 7 ciklus 72 °C 3 perc 5 ciklus
94 °C 25 masodperc 35 ciklus 94 °C 25 masodperc 20 ciklus
67 °C 3 perc 67 °C 3 perc

67 °C 7 perc 1 ciklus 67 °C 7 perc 1 ciklus

A klonozott 2058 bp hosszu fragmentumokat pBluescript SK+ vektorba ligaltuk.

A génrobak készitése soran alkalmazott reakcidkorilmények

A reakciokat a PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) segitségével allitottuk 6ssze 50 pl

végtérfogatban a kovetkezdk szerint:

20-50 ng plazmid vagy genomi DNS

1 uM - 1 uM specifikus primer

0,1 mM dNTP mix (Fermentas)

0,1 mM PCR DIG mix (DIG-11-dUTP-t tartalmaz)

1x Expand High Fidelity puffer (1,5 mM MgCl,-dal kiegészitve)
2,6 U Expand High Fidelity enzim

95 °C 3 perc 1 ciklus kezdeti denaturacio
95 °C 1 perc denaturécio

58-68 °C 1 perc 35 ciklus primer kotodés

72 °C 2-5 perc lancszintézis

72 °C 10 perc 1 ciklus végso lancszintézis

4 °C-ra hutés
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Inverz-PCR reakcidk az integracid helyének meghatarozasahoz

A transzformansokbol tisztitott DNS-t kiilonb6zé restrikcidés enzimekkel
emésztettilk (transzformansoktol fiiggéen Sall, Scal, BstXl, Clal, Smal és/vagy Nhel
enzimeket hasznaltunk). Egy éjszakan at végzett emésztés utdn a mintakat 96% etanollal
kicsaptuk (2 ora, -20 °C), majd centrifugalas (16000 g, 20 perc) utan 70%-0s etanollal
mostuk. Az ujabb centrifugalassal (16000 g, 5 perc) iilepitett DNS-t vakuum alatt
szaritottuk. A DNS-t ezutdn 10 pl steril desztillalt vizbe visszaoldottuk, majd a
fragmentumokat onmagukkal ligaltuk (8 °C, 16 6ra). A ligitumokat ezutan ismét 96%
etanollal kicsaptuk, centrifugalas (16000 g, 20 perc) utan mostuk 70% etanollal, majd
ujboli iilepités (16000 g, 5 perc) utan felszuszpendaltuk steril desztillalt vizben. Az igy
nyert DNS mintakbol mértiik 6ssze a PCR reakciokat Pfu polimerazzal (ZenonBio) 25 ul

végtérfogatban a kovetkezOk szerint:

20-50 ng ligdtum

0,6 uM - 0,6 uM specifikus primer

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Dupla-Pfu puffer (2 mM MgSOy-al kiegészitve)
2 U Dupla-Pfu DNS polimeraz

Valés ideji  PCR reakcidok a kopiaszam, valamint a transzkripcids szintek

meghatarozasahoz

A méréseket monosporangidlis telepekbdl izolalt DNS-bdl illetve RNS-bdl
végeztik. Az egylépéses reakciokat 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad) segitségével
mértiik 6ssze. A nyert eredményeket a 244"

and Schmittgen 2001).

modszer segitségével értékeltiik ki (Livak

A reakciok Osszemérése 20 ul végtérfogatban tortént 96 lyuku lemezeken:

20-50 ng DNS vagy cDNS
0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer
1x iQ SYBR Green Supermix

95°C 3 perc 1 ciklus kezdeti denaturaciod

95 °C 1 perc denaturécio

69 °C 30 masodperc } 40 ciklus primerkotédés és lancszintézis
Melting curve analizis:

95°C 3 perc 1 ciklus

65 °C 2 perc 1 ciklus

55°C-95°C 10 masodperc 0,5 °C-onként emelkedd homérséklet
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5.6.6. Génklénozas soran alkalmazott modszerek, plazmid konstrukciok létrehozasa

Restrikcids emésztések, ligdlas, plazmidok épitése és plazmid DNS tisztitasa

A restrikcidés emésztéseket, ligaldsokat a standard modszerek szerint végeztiik
(Sambrook ¢s mtsi. 1989) kdvetve a gyartd utasitdsait, valamint optimalizalva az adott
kisérleti koriilményekhez. A DNS fragmentumokat pBluescript SK+ (Stratagene) vagy a
pUC18 (Fermentas) klonozo vektorokba T4 DNS ligazzal (Fermentas) épitettiik 8 °C-on,
16 6ran keresztiil. Esetenként az InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit-ben (Fermentas)
talalhato pTZ57 R/T vektort is hasznaltuk. A PCR soran nyert fragmentumok tisztitasahoz
a PCR-M Clean Up System (Viogene) kitet hasznaltuk.

Plazmid DNS tisztitasahoz a Viogene Mini-M Plasmid DNA Extraction System
(Viogene), nagyobb mennyiségii plazmid DNS tisztitasahoz a Viogene Midi-VV100 Plasmid
DNA Extraction System (Viogene) kiteket hasznaltuk a gyart6 utasitasai szerint. Nagyobb
mintaszam esetében a plazmid tisztitast altalunk készitett oldatokkal végeztik a
kovetkezok szerint: 3 ml, ampicillinnel vagy kloramfenikollal kiegészitett LB tapoldatban
nevelt E. coli sejteket centrifugalassal osszegytjtottiink (16000 g, 2 perc). A sejteket 150
ul Soll oldattal lizaltuk. 5 perc szobahdémérsékleten torténd inkubacid utan 200 pl Sol2
oldatot adtunk a lizatumhoz, majd enyhe 0sszekeverés utdn a mintakat jégen inkubaltuk 5
percig. Ezutan 150 ul Natrium-acetatot adtunk a mintakhoz, majd 10 perc jégen torténd
inkubaci6 utan az igy kisoézott DNS-t centrifugaltuk (16000 g, 10 perc). A feliiluszot 96%
etanollal kicsaptuk (2 6ra, -20 °C), majd centrifugalas (16000 g, 20 perc) és 70% etanollal
torténd mosas utan a DNS-t 50 ul steril desztillalt vizbe visszaoldottuk.

A. tumefaciens sejtekbdl a plazmid DNS tisztitasat kiegészitettiik néhany, az
extracellularis poliszacharidok eltavolitasat elGsegité 1épéssel. A  rifampicinnel,
gentamicinnel és kanamycinnel kiegészitett, 10 ml LB tapoldatban nevelt sejteket
centrifugélédssal (2160 g, 3 perc) iilepitettiik, majd a tapoldat eltavolitasa utan a sejteket 1
ml TE pufferben szuszpendaltuk. A mintakhoz 100 pul 5 M NaCl oldatot adtunk, erds
vortexelés utan 10 ul 10% Natrium-lauril-szarkozinnal is kiegészitettiik. Enyhe keverés
utan a sejteket iilepitettiik (16000 g, 3 perc), majd a koradbban leirtak szerint folytattuk a
plazmid DNS tisztitast, azzal a kiilonbséggel, hogy a lizis pufferrel felszuszpendalt
sejtekhez 20 pl lizozim (20 mg/ml) oldatot adtunk, amit 15 percig 37 °C-on inkubaltunk,

ezzel elosegitve a baktérium sejtek feltarasat.
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cDNS szintézis (reverz transzkripcio)

Az RNS mintakat DNaz (Fermentas) kezeltiik, a gyart6 utasitasai szerint:

| ug RNS

1x reakciopuffer (2,5 mM MgCl,-dal)
1 U RN4z inhibitor (Fermentas)

1 U DNaz

A reakciot 30 percig 37 °C-on végeztik, majd 5 mM EDTA-val 65 °C-on torténé 10
perces kezeléssel allitottuk le. Minden minta eset¢ében PCR illetve qPCR reakciok
segitségével ellendriztiik a mintak DNS mentességét.

A DNéz kezelt RNS mintakbol a reverz transzkripciot RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) segitségével végeztiik:

0,1-100 pg RNS izolatum
5 uM oligo (dT);5 vagy random hexamer primer

65 °C-on 5 percig kezeltiik, majd 4 °C-on hiitottiik. A tovabbi reakcidkomponenseket is

hozzaadtuk:

1x reakciopuffer (2 mM MgCl,-dal)

20 U RNaz inhibitor

1 mM dNTP mix

200 U RevertAid™ H Minus M-MULV Reverse Transcriptase enzim

A reakcioelegyet random hexamer primer esetén 25 °C-on kezeltik 5 percig. A
tovabbiakban minden esetben 42 °C-on 60 percig tartd inkubaciot kovetéen 70 °C-on 5

percig tarto kezeléssel allitottuk le a reakciot.

5.6.7. Szekvenciak meghatarozasa és elemzése

Az altalunk klonozott €s vizsgalt DNS fragmentumok, szerkesztett plazmidok
szekvenalasat az MTA Szegedi Biologiai Kozpontjaban (ABI 373 tipusi automata
szekvenator, Applied Biosystem) illetve Berlinben az Agowa cégnél (3730xl és 3700
automata szekvenator, Applied Biosystem) végeztettiik. A DNS szekvencidk ellendrzése a
Chromas program segitségével tortént, mig a nukleotid szekvenciak analizisét az NCBI
BLAST 2 programjanak segitségével végeztiik (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A
svajci ,,Expasy” szervert (http://www.expasy.ch) is hasznaltuk a szekvencidk elemzése
soran. A fehérjeszekvencidk illesztését ClustalW program segitségével végeztiik
(www.ebi.ac.uk/clustalw). Az azonositott szekvenciakat az EMBL nukleotid szekvencia
adatbazisba kiildtiik.


http://www.expasy.ch/
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5.6.8. Baktérium telep/DNS blottolas és hibridizalas
Baktérium telepek blottolasa

Az ampicillint tartalmazé LB taptalajon nétt baktérium telepeket hordozo Petri-
csészéket 2 orara 4 °C-ra raktuk. Ezt kovetéen a felsziniikre hibridizdciés membrant
(Hybond-N+, Fluka) helyeztiink (5 perc). A membrant 2 percig 10% SDS oldattal atitatott
Whatman papirra helyeztiik. Ezt kovette a denatural6 oldattal (2 perc), majd neutralizalo
oldattal (5 perc) torténé Whatman sziirépapiros kezelés. Végiil 30 masodpercig 2x SSC-vel
atitatott sztrOpapirra helyeztik a membrant, melyet ezutan szobahdmérsékleten

megszaritottunk és 1 percig UV fénnyel kezeltiink (DNS rogzitése).

DNS blottolasa

Agardz gélelektroforézist kdvetden a gélt esetenként depurindl6 oldatban 20 percig
kezeltiik, majd desztillalt vizes Oblitést kovetéen denaturald oldatba helyeztiik. 30 perces
denaturalo kezelést kovetden a gélt 30 percre neutralizalo oldatba tettiikk. Az igy eldkezelt
gélt 16 oran keresztiil 20x SSC oldat segitségével blottoltuk a hibridizaciés membranra

(Hybond-N+, Fluka), majd a DNS-t UV fény (2-3 perc) segitségével rogzitettik.

Hibridizalas

A hibridizacids membrant legalabb két 6ran at 65-68 °C-on hibridizaciods pufferrel
el6hibridizaltuk, majd 16 o6rdn at 65-68 °C-on, jelolt probat tartalmazd hibridizacios
oldattal (20 ng/ml) hibridizaltunk. A proba jeloléséhez minden esetben digoxigenines
jelolést alkalmaztuk (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche). A jeldlt probat hasznalat el6tt
minden esetben 10 perc 100 °C-os, majd 10 perc 4 °C-0s inkubacioval denaturaltuk.

A hibridizacidés membrant szobahdmérsékleten 2 x 5 percig 2x SSC, 0,1% SDS
oldattal, majd kétszer 15 percig 65-68 °C-on 0,1x SSC, 0,1% SDS oldattal mostuk. Ezt
kovetben az 1. detektalo pufferrel 1 percig, majd a 2. detektald pufferrel 30 percig, majd a
2. detektalo pufferhez adott 1-4 pl alkalikus foszfat antitest-konjugatummal (Anti-
Digoxygenin-AP, Roche) tjabb 30 percig inkubaltuk szobahomérsékleten. Az antitest-
konjugdtum mennyiségét a detektdlds modja hatdrozta meg: kemilumineszcens festés
esetén 1 pl, NBT-BCIP festés esetén 4 pl-t hasznaltunk. Ezt kovette kétszer 15 perces
mosas 1. detektald pufferrel, majd egy 2-5 perces mosas 3. detektald pufferrel. A
detektalast a 3. detektald pufferhez adott 200 ul NBT-BCIP (DIG DNA Labeling and
Detection Kit, Roche) eléhivo reagenssel végeztiik sotétben torténd inkubacioval, 1-12
oran keresztiil. Végiil a felesleges festéket desztillalt vizzel lemostuk. CDP-Star

kemilumineszcens reagenssel (Roche) torténd eléhivast is alkalmaztunk: a 3. detektalo
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puffernez 10 pl kemilumineszcens szubsztratot adtunk. Sotétszobaban a hibridizacios
filtert kazettaba tettiik, rontgenfilmet (Kodak) helyeztiink ra és néhany percig inkubaltuk.
Az elBhivast és a fixalast (2-2 perc) gyari oldatokkal (Kodak) végeztiik.

5.6.9. Northern hibridizalas

A Northern hibridizalds soran Sambrook és mtsi. (1989) leirasat kovettik. A
feliiletek és a futtatokadak 10% H,0O,-al torténd RN4az-mentesitése utdn az RNS mintakat
denaturdldo formaldehid-agar6z gélelektroforézissel elvalasztottuk. A mintdkat 96%
etanolban Kicsaptuk (2 6ra, -70 °C), majd centrifugalas (16000 g, 20 perc) utan 70%
etanollal mostuk. Ujabb centrifugalast (16000 g, 5 perc) kovetden a mintakat DEPC kezelt
desztillalt vizbe vettiik fel. 15 ug RNS-t 4,5 ul desztillalt vizbe feloldottunk és 2 ul 10x
MOPS puffert, 3,5 ul formaldehidet (37%-0s), valamint 10 ul deionizalt formamidot
adtunk hozza. A deionizalashoz a formamidot a rezinnel 37 °C-on lassi sebességgel
razattuk, majd a rezint sziiréssel eltavolitottuk. A mintdkat RNaz-mentes 1x MOPS
pufferben futtattuk. Az elvalasztott RNS-t, 10x SSC-t hasznalva blottoldé pufferként,
kapillaris transzferrel atvittiilk hibridizacios membranra. A hibridizalast a DNS
hibridizalassal azonos modon végeztiik, csupan a hibridizacids puffer dsszetételében volt

eltérés (Id. Anyagok és modszerek, 5.3. fejezet).

5.6.10. Kompetens Escherichia coli sejtek készitése
E. coli TOP10F vagy XL1-Blue sejtek 16 o6ran at nevelt tenyészet 1 ml-ét 100 ml

LB tapoldatba 4toltva a baktériumokat ODggp=0,5-0,6 érték eléréséig 37 °C-on 200 rpm
razatas mellett novesztettiik. A tenyészetet centrifugaltuk (2160 g, 10 perc, 4 °C), majd a
sejteket a frissen leoltott tenyészet mennyiségével 1-1 aranyban, 100 mM CaCl, oldatban
felszuszpendaltuk. Centrifugalast (2160 g, 10 perc, 4 °C) kdvetden a 1épést megismételtiik,
majd 1 6ran 4t tartd jeges vizflirddben torténd inkubéciot kdvetden ismét centrifugaltuk a
sejteket (2160 g, 10 perc, 4 °C). A kiiilepedett sejteket 1/20 térfogata hideg, 20%
glicerintartalm 100 mM CaCl, oldatban felszuszpendaltuk. A kompetens sejteket 200 ul
mennyiségekbe szétadagoltuk, ezeket -70 °C-on taroltuk (igy honapokig eltarthatok).

5.6.11. E. coli sejtek transzformacidja
200 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 5-10 pl
ligatumot (1 pl tisztitott plazmidot) adtunk hozza. 30 perc 4 °C-on torténd inkubacid utan 2

percig 42 °C-on tartottuk (hésokk), majd 0,5 ml LB hozzaadasat kovetéen 37 °C-on 1 6ran
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keresztiil razattuk. Ezutan antibiotikum (ampicillin vagy kloramfenikol) tartalmt LB
taptalajra szélesztettilk, esetenként IPTG és X-Gal jelenlétében. Gyakran egy masik
modszert kovettiink (Sambrook és mtsi. 1989): a sejtekhez a plazmid mellett 100 ul TCM
puffert is adtunk, majd 30 percig 4 °C-on inkubaltuk. Hésokk (3,5 perc 37 °C) alkalmazasa
utan 10 percig szobahdmérsékleten tartottuk a sejteket, majd ezutan antibiotikum tartalmt
LB taptalajra szélesztettiik, esetenként IPTG és X-Gal jelenlétében. Mindkét modszer
esetében a Petri-csészéket 37 °C-on, 16 6ran keresztil inkubaltuk, az inszert DNS-t is

tartalmazo plazmidokat hordozo transzformansokra szelektalva.

5.6.12. Kompetens Agrobacterium tumefaciens sejtek készitése

Az A. tumefaciens GV3101 torzs rifampicinnel és gentamicinnel kiegészitett LB
tapoldatban nevelt 24 6ras tenyészetébdl 3 ml-t 300 ml elémelegitett, azonos Gsszetételii
tapoldatba 4toltva, a baktériumokat ODgpe=0,5 érték eléréséig novesztettiikk (200 rpm, 28
°C). A tenyészetet 15 percig jégen hiitottiik, majd centrifugaltuk (2160 g, 15 perc, 4 °C). A
sejteket 10 ml steril desztillalt vizzel mostuk, majd ujra centrifugaltuk (2160 g, 15 perc, 4
°C). Az clektroporacidhoz fontos a teljes somentesités, ezért egy tjabb desztillalt vizes
mosast végeztlink, majd a sejteket 10% glicerinben is mostuk. Centrifugalds (2160 g, 15
perc, 4 °C) utan a sejteket 3 ml 10% glicerinben szuszpendaltuk fel, majd 200 pl
mennyiségenként Eppendorf csévekbe osztottuk szét. A kompetens sejteket -70 °C-on,

fagyasztva taroltuk.

5.6.13. A. tumefaciens sejtek transzformacioja

A transzformaciokat elektroporacioval hajtottuk végre. Az A. tumefaciens GV3101
kompetens sejteket jégen felolvasztottuk, majd 3-5 ng plazmidot adtunk a sejtekhez. A
szuszpenziot elohiitott elektroporald kiivettaba (1 mm résszélességii, Epicentre) mértiik at.
Az elektroporalast Electro Cell Manipulator BCM-600 (BTX Electroporation System)
segitségével, 2,5 kV, 25 puF és 400 Ohm beallitasok mellett hajtottuk végre. Kozvetleniil az
elektroporacio utan a mintakhoz 1 ml SOC tapoldatot adtunk, majd a tapoldatban elkevert
sejteket félkémcesébe mértiik at, amit 3 o6ran keresztiil 28 °C-on 150-200 rpm razatas
mellett regeneraltattunk. A sejteket rifampicin, gentamicin és kanamycin tartalmt LB
taptalajra szélesztettiik, majd 2 napig 28 °C-on, a transzformans telepek megjelenéséig
inkubaltuk.
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5.6.14. Protoplasztképzés M. circinelloides-bal

M. circinelloides protoplasztok képzéséhez a sejtek el6készitését kétféle modszerrel
végeztiik el: csiraztatassal vagy celofanon torténd neveléssel (Nagy és mtsi. 1994).
Csiraztatas

Az MS12 torzs MEA téptalajon, 4-5 napon keresztiil, fényben nevelt tenyészetérol
steril desztillalt vizzel lemostuk a sporangiosporakat, majd 107 db sporét oltottunk 10 ml
YPG tapoldatot tartalmaz6 lombikba. A sporakat 2 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk,
majd 12 oran at 4 °C-on allni hagytuk. Ezutan 2-4 6ran keresztiil 28 °C-on 200 rpm-mel
razattuk, mig a sporak atmérdjiikkel legalabb azonos hosszusagu tomlot nem fejlesztettek.
A csiraz6 sporakat centrifugaltuk (2160 g, 10 perc) majd 10 mM Natrium-foszfat pufferrel
mostuk.

Celofanon nevelt tenyészetek

Az MS12 térzs MEA taptalajon, (transzformansok esetében uracillal vagy leucinnal
kiegészitett szelektiv YNB taptalajon) 4-5 napon keresztiil, fényben nevelt tenyészetérol
steril desztillalt vizzel lemostuk a sporangiosporakat, majd a tomény sporaszuszpenziobol
oltotiivel friss, celofankoronggal fedett YEG taptalajra oltottunk (transzformansok
esetében uracillal vagy leucinnal kiegészitett szelektiv YNB taptalajon). A tenyészeteket
25 °C-on, 16 oran keresztiil neveltiik.

A tovabbiakat mindkét modszerrel el6készitett protoplasztokkal azonos modon
végeztiik. A két modszer koziil a celofanon nevelt tenyészetbdl torténd protoplasztképzés
bizonyult hatékonyabbnak, ezért elsdsorban ezt a modszert alkalmaztuk. Csirdztatasnal a
centrifugalt sejteket, celofanon nevelt tenyészeteknél a micéliumkorongokat protoplasztalo
oldatba helyeztiik, majd 3 oran at 28 °C-on protoplasztaltunk, idénkénti &vatos
Osszerazassal elOsegitve a képzddd protoplasztok levalasat. A sejtfal oldasdhoz sajat
készitésti, éti csiga gyomorbol preparalt litikus emésztéenzimet hasznaltunk. SMC
pufferrel alaposan atmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tolcsérbe helyezett
gézen keresztil sterilen atszlrtik, igy megszabadultunk a micéliumtormeléktél. A
centrifugaldssal (minden protoplaszt centrifugalashoz 2160 g, 15 perc, 4 °C) 0sszegytijtott
protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd Gjboli centrifugalas utan 250 ul SMC
pufferbe vettiik fel.

5.6.15. M. circinelloides protoplasztok PEG-medialt transzformacioja

Az éltalunk alkalmazott modszer van Heeswijck és Roncero (1984) altal leirt PEG-
medialt transzformécié modositasa. A 250 ul SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz 5-10
pg plazmidot vagy linearizalt DNS-t és 20 ul PMC puffert adtunk, a protoplasztok és a
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transzformalé DNS 0Osszecsapasaval elOsegitve a transzformaciét. Ezutdn a mintdkat fél
oran keresztiil jégen inkubaltuk. Tovabbi 2,5 ml PMC puffer hozzaadasa utan a mintakat
20 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. A mintdkat 20 ml SMC pufferrel higitva
centrifugaltuk. A kitilepedett sejtekhez szorbitolt tartalmaz6 YPG tapoldatot adtunk, majd
fél oran at 25 °C-on inkubaltuk o6ket (protoplasztok regenerdcidja). Centrifugdlds utan
SMC pufferrel mostuk 6ket, majd a kiiilepitett sejteket kis mennyiségti (100-200 pl) SMC-
ben szuszpendaltuk és szorbitollal kiegészitett YNB fedGagarral 6sszekeverve szorbitolt
tartalmazd6 YNB csészékre oOntottik. Az alkalmazott szelekcios géntdl fiiggben a
taptalajokat esetenként kiegészitettiik uracillal vagy leucinnal. A csészéket 4-10 napig, a
transzforméns  telepek  megjelenéséig  szobahdmérsékleten  inkubdltuk. REMI
transzformécid sordn annyiban modositottuk a lépéseket, hogy a protoplasztokat és a
linearizalt DNS-t tartalmazo elegyhez hozzaadtuk a restrikcios enzimeket (30-30 U), majd
20 perc jégen torténd inkubdacié utan kiegészitettiik 20 pl PMC pufferrel. Fél 6ran at jégen
torténd inkubaciot kovetden 1,5 oran keresztiil 32-35 °C-on inkubaltuk a protoplaszt
elegyet, eldsegitve a genomi DNS feldarabolddasat. A tovabbi 1épéseket az elézdekben

részletezett médon végeztik.

5.6.16. A. tumefaciens-kozvetitett transzformacié (ATMT)

A transzformacios kisérleteket Bundock és Hooykaas (1996) altal leirt, de Groot és
Mmunkatarsai (1998) altal moddositott, majd tanszékiinkon optimalizalt (Nyilasi €s mitsi.
2005, 2008, Papp és mtsi. 2010) protokoll szerint végeztiik. Az A. tumefaciens sejteket 16
oran keresztiil 28 °C-on rifampicinnel, gentamicinnel és kanamycinnel kiegészitett LB
tapoldatban novesztettik. A tenyészet 1 ml-ével beoltottunk 20 ml 200 pM
acetosziringonnal (AS) kiegészitett IM indukcids tapoldatot, amit 28 °C-on razatva (200

rpm) ODeggo=0,6 érték eléréséig neveltiink. Az A. tumefaciens tenyészettel mind sporak,

crer

tumefaciens tenyészetet Osszekevertiik egyenlé mennyiségii gombaspora szuszpenzidval
(105-106 sporangiospora/ml) vagy 1:5 aranyban gomba protoplasztokkal (a kordbban leirt
moédon végeztilk a protoplasztképzést). A keverékeket 200 uM AS tartalmu indukcios
taptalajra helyezett celofan korongokra szélesztettiik (de Groot és mitsi. 1998)). A
celofankorongokat 28 °C-on 1, 2 €és 3 napig torténd egyiitt-tenyésztés utan leucinnal
kiegészitett YNB taptalajra (szelekcios taptalaj) helyeztik at. Az egyiitt-tenyésztést
folyékony IM tapoldatban is elvégeztiik: ekkor 25-28 °C-on, 16 o6ran keresztiil tarto

folyamatos razatas (150 rpm) utan centrifugalassal (2160 g, 15 perc, 4 °C) 6sszegyUjtottiik
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a sejteket, majd a keveréket szelekcios taptalajra mértiik. A baktérium sejtek
elpusztitasahoz 200 uM cefotaximot is adtunk a taptalajhoz. A Petri-csészéket 4-10 napig,

a transzformans telepek megjelenéséig 25 °C-on inkubaltuk.

5.6.17. Monosporangialis telepek izolaldsa és a mitotikus stabilitas vizsgalata

A jaromsporas gombak conocitikus micéliumanak, multinukleédris spoérainak ¢€s
protoplasztjainak koszonhetden az integrativ transzformaciot kovetden heterokariotikus
micélium jon létre, ezért a transzformansok vizsgalatdhoz monosporangialis telepek
izolalasa sziikségesa. Ennek érdekében a szelektiv taptalajon nétt telepek sporangiosporait
desztillalt vizzel lemostuk, majd a sporaszuszpenzidobdl tobb 1€pcsdben tizszeres higitasi
sort készitettiink és ezekbdl szélesztettiink ki szelektiv taptalajra. Az egy sporabol kindvo
transzforméns telepeket ezutan tovabboltottuk szelektiv taptalajra. Esetenként egymas utan
tobbszor (4-5 atoltas), is elvégeztiik a monosporangialis telepek izolalasat.

A transzformansok mitotikus stabilitdsanak vizsgalatdt minden transzforméci6 utan
elvégeztik. Ennek érdekében néhany transzformans gombatelepet MEA taptalajon
novesztettiink 25 °C-on 4 napig, majd a sporangiosporak lemosasa utan azokat ismét MEA
taptalajra szélesztettiikk. Ezt 10-15 alkalommal megismételtiik, végiil a sporangiosporakat

szelektiv taptalajra oltottuk.

5.6.18. Karotinoid kivonas

A M. circinelloides MS12 torzsét és a transzformansokat YNB csészéken 4 napig,
alland6é megvilagitds mellett tenyésztettiik. A tenyésztést kiillonb6z0 kornyezeti faktorok,
valamint kiilonb6zd taptalajosszetétel mellett is elvégeztik vizsgdlva ezek hatisat a
karotintermelésre.

A micéliumokat steril csipesszel leszedtiik a taptalaj felszinér6l, majd a micéliumot
dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel elporitottuk. A karotinoidok fényérzékenysége
miatt a teljes folyamatot sotétben végeztiik. A karotinoidok extrahaldsahoz 400-500 mg
micéliumport hasznéltunk, ehhez 500 pl acetont adtunk és erésen vortexeltiik néhany
percig. A mintakat centrifugaltuk (1000 g, 1 perc), majd a feliiluszot egy 0j csébe vittiik at.
Az extrahdlast addig ismételtiik, amig a sejttormelék teljesen szintelen nem lett (6-10
extrakcios 1épés). Az extraktumhoz ezutan azonos mennyiségii petrolétert (40-70 °C),
valamint a fazisok konnyebb szétvalasa érdekében 1-2 ml desztillalt vizet adtunk. A
szerves fazist centrifugalas utan 0j csébe pipettaztuk at, majd a petrolétert nitrogén gaz

aramoltatasa mellett elparologtattuk. A beszaradt karotinoid mintakat -20 °C-on taroltuk.
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5.6.19. A karotinoid mintak elemzése

Spektrofotometrias mérés

A beszaritott, kiilonb6z6 pigmenteket tartalmaz6 mintakat petroléterben oldottuk,
majd kalibralas utan 450 nm hullimhosszon hataroztuk meg az extinkcié értékeket.
Extinkcios koefficiensként 2500-al szamoltunk (Rodriguez-Amaya 2001).

Vékonyréteg kromatografia (TLC)

A beszaritott, kiilonb6z6é pigmenteket tartalmazo mintakat 50 ul etil-acetatba vettiik
fel. A mintakat szilika gélen (60F,54, Merck) futtattuk, futtatoelegyként aceton és petroléter
20:80 aranyu keverékét hasznaltuk.

Nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC)

Kezdetben Hewlett-Packard 1090 Series II. folyadék kromatografot hasznaltunk
automata injektorral. A beparolt mintakat 1 ml tetrahidrofuranban oldottuk fel kozvetlentil
az analizis el6tt, a mintakbol 5 pl-t injektaltunk az analizishez. Zorbax SB Cg 5 um (5 x
250 mm) oszlopon izokratikus elvalasztast végeztiink, a mobil fazis acetonitril/aceton (9:1,
v/v) volt 0,6 ml/perc ataramléasi sebességgel. A detektalast 480 nm hullamhosszon
végeztik.

A vizsgalatok tobbségéhez azonban egy moduléris, alacsony nyomadasu gradiens
HPLC rendszert (Shimadzu) hasznaltunk. A beparolt mintakat 150 ul 100 pg/ml butilalt
hidroxitoluénnel (BHT) kiegészitett tetrahidrofuranban (TH) oldottuk, amib6l 2 pl-t
injektaltunk. Az elvalasztast Prodigy ODS-3 (4.6 x 150, ODS 3 um) oszlopon
(Phenomenex) végeztiik. Az A olddszer viz és metanol 4:96 aranyl elegye, mig a B
oldoszer 100% metil-terc-butil éter volt. Az aramlasi sebességet 1 ml/perc értékre
allitottuk. Gradiens elvalasztast végeztink a kovetkezd paraméterek szerint (perc/A
oldoszer mennyisége %-ban/B oldoszer mennyisége %-ban): 0/99/1; 8/60/40; 13/46/54;
15/0/100; 18/0/100; 21/99/1 és 25/99/1. 450 nm hullamhossznal detektaltunk, az oszlop
homérséklete 35 °C volt.

A termelt karotinoidok azonositasahoz a kdvetkezd gyari standardokat hasznaltunk:
asztaxantin, likopin és B-karotin (Sigma); B-kriptoxantin és zeaxantin (DHI Water and
Environment vagy Carl Roth); kantaxantin (Roche vagy Carl Roth); ehinenon (DHI Water

and Environment), mig a y-karotint HPLC-vel tisztitottuk M. azygosporus micéliumabol.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Xantofillok termeltetése Mucor circinelloides-ben

A Paracoccus sp. N81106 torzs B-karotin — asztaxantin atalakulast biztosité crtZ
(B-karotin hidroxilaz) illetve crtW (B-karotin ketolaz) génjeinek heterolog expresszidjaval
xantofillok termeltetését valositottuk meg M. circinelloides-ben. Munkam kezdete el6tt
laboratoriumunkban elkészitettek két expresszios vektort (pPT50 és pPT51, 12. abra),
amelyek az emlitett géneket hordozzak a M. circinelloides gpdl gén promoter és terminalis
régidinak szabalyozésa alatt pBluescript SK+ plazmidba (Stratagene) klonozva (Papp és
mtsi. 2006). A gpdl génr6l korabban mar kimutattak, hogy ez a promoter régid alkalmas
bakterialis gének kifejeztetésére (Appel és mtsi. 2004). A pPT50 vektor tehat a gpdP-crtzZ-
gpdT, a pPT51 plazmid pedig a gpdP-crtW-gpdT kazettat hordozta. Szelekcidés markerként
a pPT50 vektor az uracil auxotrofiat komplementalo pyrG, a pPT51 vektor pedig a leucin

auxotrofiat komplementald leuA gént tartalmazta.

Kpid Ndel

leuA

12. abra. A pPT50 és pPT51 vektorok (Papp és mtsi. 2006).

A pPT50 és pPTS1 cirkularis vektorokkal kiilon-kiilon, illetve egylittesen is
transzformaltuk a M. circinelloides kétszeres auxotrofiaval (leu” és ura’) markerezett MS12
(Papp és mtsi. 2006). A nyert transzforméansokat az auxotréfia komplementacidja, illetve a
szinvéltozas alapjan szelektaltuk. A természetes allapotaban sarga gomba szine egyes
transzformansokban megvaltozott: a pPT51, illetve a pPT50; pPT51 plazmidokat hordozo
torzsek (MS12+crtW és MS12+crtZ; crtW) enyhén rozsaszines-narancssargas fenotipust
mutattak (13. abra). A pPT50 (crtZ) vektor 6nmagaban nem okozott fenotipus valtozast.



Eredmények és értékelésiik 53

MS12+pPT50 (crtZ); pPT51 (crtw)

13. abra. A pPT50 (crtZ) és pPT51 (crtW) vektorokkal kotranszformalt M. circinelloides térzs a nem-
transzformalt MS12-vel 6sszehasonlitva.

A transzformacios gyakorisag viszonylag magas volt: 25-93 telepet izolaltunk 10-
15 ug DNS 10° szamu protoplaszthoz torténé adasakor. Hasonld gyakorisagot figyeltek
meg mas kutatdécsoportok is (van Heeswijck és Roncero 1984, Iturriaga és mtsi. 1992). A
Southern hibridizacios kisérletek igazoltak, hogy a transzformansok autoreplikativ modon
tartottak fenn a plazmidokat, integraciot nem tudtunk kimutatni egyik vizsgalt torzsnél
sem. Mint azt az irodalmi attekintésben is emlitettem, a jaromsporas gombak a bejuttatott
cirkularis DNS-t autoném replikal6do elemekként tartjak fenn, az integracidé nagyon ritka
esemény. Ibrahim és Skory (2006) megfigyeléseivel dsszhangban a bejuttatott plazmidok
képiaszama mindvégig alacsony maradt.

A crtW és crtZ géneket probaként hasznalva a transzformansokbdl kinyert RNS
mintakkal Northern analizist végeztiink, amellyel sikeriilt igazolnunk a heterolog gének
atir6dasat. A 14. abra két kotranszformans (MS12+pPT50; pPT51) és a kontrollként

hasznalt MS12 RNS mintaival végzett hibridizalas eredményét mutatja.
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14. abra. Nem-transzformalt, valamint pPT50 (crtZ) és pPT51 (crtW) vektorokkal kotranszformalt
MS12 torzsekkel végzett Northern hibridizacio jeldlt crtW (kdzépen) és a crtZ (jobbra) génprobakkal.
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Vizsgaltuk a transzformansok karotin termelését is. A TLC vizsgalatok kimutattak,
hogy a transzformansokban megndtt a [-karotin mennyisége ¢és oxigenalt p-
karotinszarmazékok is jelen vannak. Az MS12+pPT50 (MS12+crtZ) torzs termelt
zeaxantint (3,3’-dihidroxi-f,B-karotin) és B-kriptoxantint (3-hidroxi-p,B-karotin). Azt is
Kimutattuk, hogy az MS12+pPT51 (MS12+crtW), valamint az MS12+pPT50; pPT51
(MS12+crtZ; crtW) torzsek a B-karotin mellett ketolalt p-karotinszarmazékokat, igy
chinenont (B,B-karotin-4-on), kantaxantint (f,p-karotin-4,4’-dion), illetve hidroxilalt
szarmazékokat, mint B-kriptoxantint, valamint kis mértékben asztaxantint is termeltek (15.

abra).

B-karotin; y-karotin; likopin

ehinenon

kantaxantin
B-kriptoxantin

== asztaxantin

zeaxantin

MS12 MS12+
pPT50 (crtz);
pPT51 (crtw)

15. 4bra. A karotintermelés vizsgalata TLC analizissel. A karotinoid mintakat azonos tomegii
micéliumbol nyertiik.

A Kkarotinoid-termelés mértékét HPLC vizsgalatokkal hataroztuk meg (3. tablazat).
A mérések megkezdése elott optimalizaltuk az elvalasztis koriilményeit a gyari
standardokbol készitett higitasi sorral, illetve meghataroztuk a standardok HPLC
spektrumat (16. abra). A vizsgalatok igazoltak azt a némileg meglepd felfedezést, amit mar
a TLC vizsgalatok alapjan is gyanitottunk, hogy az MS12+pPT50 (MS12+crtZ) torzs bar
mennyiségileg tobb karotint termel, de annak Osszetétele megegyezik a vad tipusa MS12
torzsével (3. tablazat). Az MS12 torzs ugyanis szintén felhalmoz zeaxantint és f-
kriptoxantint (a B-karotin hidroxi-szarmazékait, 17. abra), ami egyben azt is jelenti, hogy a

vad tipust M. circinelloides-nek B-karotin hidroxilaz aktivitasa is van, igy elvben elegend6
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egy B-karotin ketolaz (oxigenaz) enzim kifejeztetése ahhoz, hogy a M. circinelloides
asztaxantint termeljen. Ez 6sszhangban van azzal az eredménnyel is, hogy a csak pPT51
plazmidot hordozé MSI12 torzs is képes volt asztaxantin termelésére. A vad tipusu és a

kotranszformans torzs HPLC spektruma a 17. abran lathato.

h B- ’ i i ; . Teljes
Téorzs lerain | oisimenin Zeaxantin | Kantaxantin | Ehinenon | Asztaxantin | | -~o-’
MS12 128 (57) 26 (12) 4(2) - ; i 203
MS12+
pPTS0 (Ms12+crz) | 14669 | 41(10) 10 (4) - - ] 249
MS12+
oPT51 (Mst2+crtw) | ~>° 67) 20(9) - 6(3) 17.(n 31 231
MS12+
pPT50; pPT51 114 (54) 31 (15) - 13 (6) 17 (8) 2(1) 210
(MS12+crtz; crtw)

3. tablazat. A transzformansokban HPLC analizissel mért atlagos karotintermelés szarazstlyra

vonatkoztatva (pg/g). Feltiintettilk az egyes karotinoid mennyiségeket, valamint zar6jelben azok
szazalékos aranyat is.

Norm.

astaxanthin
lycopene
zeaxanthin
p-carotene

B-cryptoxanthin
300

200

100

350 400 450 500 550 nm

16. abra. A karotinoid standardok HPLC spektruma.

Az MS12+pPT51 (MS12+crtW) és a kotranszformalt MS12+pPT50; pPT51
(MS12+crtZ, crtW) torzsek kantaxantin, echinenon, valamint asztaxantin termelése
bizonyitja, hogy a Paracoccus sp. N81106 torzs PB-karotin — asztaxantin konverzidért
felelds génjei Mucor-ban is miikodnek. Az oxigenalt karotinoid-szarmazékok mennyisége
azonban nagyon alacsony maradt. Megfigyelhetd, hogy az MS12+pPT51 (MS12+crtW)
torzsben alacsonyabb a kantaxantin ¢és a [-kriptoxantin mennyisége, mint a
kotranszforméns torzsben, tovabba egyik torzs sem termel zeaxantint (3. tablazat). Fraser
¢s mtsi. (1997) kimutattak, hogy mind a B-karotin hidroxilaz, mind a B-karotin ketolaz
tobbféle szubsztratot is képes elfogadni, de eltérd affinitassal (ld. lrodalmi attekintés, 9.
abra). Korabbi vizsgalatokban a kantaxantin mennyiségének emelkedése a zeaxantin

mennyiségének teljes lecsokkenését okozta, mivel a bioszintézis a kantaxantin iranyaba
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tolodott el (Fraser és mtsi. 1997). Ez megmagyarazhatja, hogy a pPT51 (crtW) vektort

hordoz6 transzformansokban miért nem volt kimutathatd a zeaxantin.

5
3 5
1 2 *

° 2 2 3 s 10 1z 14 15
retencids idd (perc)

17. abra. Karotinoid mintdk HPLC kromatogramja. A szamok altal jeldlt karotinoidok minden
esetben: 1: asztaxantin, 2: zeaxantin, 3: kantaxantin, 4: B-kriptoxantin, 5: ehinenon, 6: likopin, 7: y-
karotin, 8: B-karotin.

A: Standardok

B: MS12 nem-transzformalt torzs

C: MS12+pPT50; pPT51 (MS12+crtZ; crtW) kotranszformans torzs.

Az eddigi eredmények alapjan sziikségesnek tint a [-karotin ketolaz génnek a
genomba torténd integracidja, mivel az oxigenalt szarmazékok mennyisége a B-karotinhoz
képest viszonylag alacsony maradt a cirkularis plazmidokkal képzett transzformansokban,
tovabba az egyes transzformansokban az 0j karotinféleségek termelddése meglehetésen
ingadozott, feltehetéen a bejuttatott plazmidok eltérdé kopiaszama miatt.

A Kkarotinoid-osszetétel elemzése soran sikeriilt azonositanunk egy ismeretlen
karotinoid-féleséget, amelyet a crtW gént hordozé transzformansok nagyobb
mennyiségben termeltek. A vegyiiletet vékonyrétegen, majd a késobbiekben HPLC
segitségével tisztitottuk nagyobb mennyiségben. Spektrofotometrias vizsgalatokkal
meghataroztuk az ismeretlen karotinoid fényelnyelési gorbéjét, majd a fényelnyelési
maximumokat. A terméket irodalmi adatok alapjan y-karotinként azonositottuk
(Rodriguez-Amaya 2001). Hogy az eredményeinket megerdsitsiik tomegspektrometrids

mérés (HPLC-MS/MS) segitségével meghataroztuk a karotinoid molekulatomegét, €s a



Eredmeények és ertékelésiik 57

vizsgalatok igazoltak feltevésiinket. Sikeriilt tehat kimutatnunk, hogy az MS12 torzs termel
y-karotint, amit a HPLC spektrumokon a likopin, valamint a B-karotin k6zott megjelend

csucs jelez (17. abra).

6.2. p-karotin-, valamint xantofillok termeltetésének fokozasa M. circinelloides-ben
(Csernetics és mtsi. 2011a)

Munkank ezen részében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a nem karotin-
specifikus izoprén bioszintézis Ut génjeinek talmiikodtetése fokozza-e a karotinoid-
termelést; €s ha igen, milyen mértéki ez a valtozas és mely gén talmiikodtetése okozza a
legnagyobb valtozast? Harom, az izoprén bioszintézis ut soran feltételezhetéen
sebességmeghatarozo 1épést katalizald enzimet kodold M. circinelloides gént vizsgaltunk:
az izopentenil-pirofoszfat atalakulasat katalizald IPP izomerazt (ipi), a geranil-pirofoszfat
képzddését és atalakulasat katalizalo FPP szintazt (iSOA) és a farnezil-pirofoszfat
atalakulasat katalizald6 GGPP szintazt (carG). A harom gén koziil az iSOA és carG mar
vektorokba klonozva allt rendelkezésiinkre (pAVB160 és pAVB161 vektorok, Velayos
2000, Velayos és mitsi. 2003, 2004), mig az ipi gént munkank soran azonositottuk,

klénoztuk és jellemeztiik.

6.2.1. Az ipi gén klonozasa és jellemzése

Az ipi gén klonozasa egy heterolog expresszios rendszer felallitasaval tortént:
kutatocsoportunk E. coli-ban Erwinia uredovora Karotinoid-bioszintézis —gének
expresszidjaval B-karotint termeld mutans torzseket izolalt. A cél ezen torzsek M.
karotinoid-bioszintézisben megvaltozott mutansok izolalasa, majd a mutansok genetikai
analizise volt. A 60000 izolalt telep koziil harom sotétsarga fenotipust baktérium telepet
sikeriilt izolalnunk, melyekben igazolhato volt a karotinoid-termelés fokozodasa.
Mindhéarom telepbdl izolalt DNS szekvendlasa esetén ugyanazt a szekvenciat nyertiik. Az
azonositott cDNS nagy hasonlosagot mutatott ismert IPP izomerazt kodold génekkel és
tartalmazott egy ezen enzimre jellemzo, teljes IPP delta-izomeraz katalitikus domént
kodolo szakaszt.

A M. circinelloides ipi génjét a hatarolo régidival egyiitt PCR alapti modszerrel (Gn.
kromoszomasétaval) izolaltuk, majd jellemeztiik. Az azonositott DNS szekvencia egy 910
bp hosszi kodolo régiot és 787 bp upstream ¢és 361 bp downstream hatarold régiot
tartalmaz, amelyet adatbazisban rogzitettiink (EMBL azonosito: AM903092). A gén egy

minddssze 225 aminosavbol allo fehérjét kodol (18. abra) €s négy intronnal (57, 57, 61 és
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57 bp) tagolt, mindegyik tartalmazza az intronok 5’ végén altalanosan megfigyelheté GT,
valamint 3’ végén az AG motivumokat (Ballance 1990).

tggcgaggcn_agtatcccnccatggctgatgatggcngtctgtagtctcctctgtgctgctggtact 71
gatgatgcattgaattgtgtcgggtcgtgcttgttggccgac-gtgtccagtgtagaccatgcatcca 142
catcactgtagcctgtaaagtccacaaacacaacatcctgctctaccggtaactgtggecgectatgecttgg 213
-gacacccaagttgctgctgtgccatctgaacggtatcaggatcattggaaacgacagc-gacat 284
gtcgttaaatctacgtgtgaaatgttgagtgtctgtatcacttgcgtatgggataattattacctttgttt 355
gaattctgatttgatgtcgctagcaccaaataagcccaagagctgaagcaccgtttggecttgaatctaata 426
catttcaggtttgttttgcatatacatggttggctgttcttttttttgcaagtaccagaagattccttctce 497
-gcgatttgccctgaacatccctctcttgcgacttggtggacatgctccagcggatgctgatctggca 568
gcgtataagggcagtagtagacgagcgctctctttggtatgtgcgacatggtagtgatagatgcaaagaaa 639
gagagagggagatggcccaccaccttgtgaaatcagtctgaacggaagattcggaaccctaaatcgcaaat 710
aaaatcttttaggcgacggtgcgaccctcttttccctttcttcccttttgtttgctgaaacttg-aaa 781
M A P D L K E Y D E E Q v R L M 16

cacaac ATG GCC CCT GAT TTG AAG GAA TAT GAC GAA GAG CAA GTG CGC CTC ATG 835
E E M Cc I v v D E N D K R v G A D S 34
GAG GAG ATG TGC ATT GTT GTA GAC GAA AAC GAC AAA CGC GTG GGC GCT GAC TCC 889
K K T C 38
AAA AAG ACA TgtaggctcaaatcaagaagcgttgcgagatgatgcttatcgttttctgcaatcatagGe 958
H L M T N I D T G L L H R A F S v F 56
CAT TTG ATG ACC AAC ATC GAC ACT GGC CTC CTG CAC CGT GCC TTT AGT GTC TTC 1012
L F D S N N K L L L Q Q R A T E K I 74
TTG TTC GAC TCC AAC AAC AAG CTC TTG CTT CAA CAG CGT GCC ACC GAG AAG ATC 1066
T F P D M W T N T Cc Cc S H P L N T A 92
ACT TTC CCC GAC ATG TGG ACC AAC ACT TGC TGC TCT CAC CCC TTG AAC ACT GCT 1120
S E L I E E D Q L G 102
TCT GAA TTG ATT GAA GAG GAT CAG CTT Ggtaaatatgggacctgagggatgatgggcactgga 1183
v R N A A Q R K L E H E 114

ctgacatggagagagacaatagGT GTC CGC AAT GCT GCT CAG CGC AAG CTG GAG CAT GAG 1243
L G I K P E Q v P L D K F K F L T R 132
CTT GGC ATC AAG CCC GAG CAA GTG CCC CTC GAC AAG TTC AAG TTT TTG ACC AGA 1297
I H Y L A P S D G Q W G E H E V 148
ATT CAT TAT TTG GCC CCC AGT GAT GGT CAA TGG GGA GAG CAT GAA Ggtaaggcctat 1354
D Y I L F 153

ttgattgtgcagaccaaaatcaagggggtattgacatgtggcaaacatagTG GAT TAC ATC CTC TTT 1421
I K A N v D L D \'4 N P N E I R D v K 171
ATC AAG GCA AAT GTC GAT TTG GAC GTC AAT CCC AAC GAG ATC CGT GAT GTC AAA 1475
Y v T P E E L K A M F A D S s 186
TAT GTC ACT CCT GAG GAG CTC AAG GCC ATG TTT GCT GAC AGC Agtaagtatccatgct 1533
v P M T P W F 193

ggagtcggctcagcacattgactgaccttattgacatgctagGC GTC CCA ATG ACA CCT TGG TTC 1598
K L I C N S F L F K W W D Q L D T I 211
AAG CTC ATC TGC AAC TCC TTC TTG TTC AAG TGG TGG GAT CAA CTT GAC ACC ATT 1652
E S v K A D D T I H R L G F * 226
GAA AGT GTC AAG GCC GAT GAT ACC ATT CAT CGT TTA GGC TTC TAA acgtcgctcc 1707
cacacaaaaaaagcatctatatatctttaatattacagtaatctcatttttttatttaatccatgaaataa 1778
aaaagaaaaacgttttcttattctatttatggcggatcaagccttttagcacacgtgcaacagtgacattt 1849
cgagtgctagctttgcttgtttgctgctgctgectgetgetgetgectgtecgetgtgecgetgecgtecatagt 1920
ttttttggcctattgtcctttggeccecteectececcteecctecatectecactecteccecegtactetectacttyg 1991
gtatatccctttctttectctecttggattgectgatgaataaactggttttattctaggtaaategt 2058

18. abra. A M. circinelloides ipi gén teljes nukleotid és a kodolt fehérje aminosav szekvenciaja.
Kékkel a gén kodolo részét, zold betiikkel az intronokat, mig piros betiikkel a tripletek altal kodolt
aminosavakat jeloltiik. Az intronok 5’ és 3 végén talalhato GT és AG motivumokat kiilon jeleztiik
(Ballance 1990). A szabalyozo régiokban a jellegzetes szekvencia részleteket kiemeltiik.
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A promoter régioban a start kodontdl 216 bp upstream helyzetben egy TATA
motivumot (TATAA), tovabba tobb CAAT motivumot és kozvetleniil a start kodontol
upstream jellegzetes pirimidingazdag régiot azonositottunk. A terminalis régidoban a stop
kodontél 82 bp downstream helyzetben azonositottunk egy konszenzus AATAAA
poliadenilaciés szignal szekvenciat. Ez a szekvencia szinte minden eukariota gén 3’
és bazidiumos gombakban) gyakran hianyzik. Az ipi gén kodonhasznalatat is vizsgaltuk: a
fonalas gombéak korében gyakrabban eléfordulo TAA STOP kodont azonositottuk.
Tizenkét olyan kodont talaltunk, amely nem fordul elé a M. circinelloides ipi génjében. Az
ipi  gép kodonhasznalatat a 2. mellékletben mutatjuk be. Az egyes gének
kodonhasznalatdban gyakran tapasztalhatok eltérések, még egyazon organizmus esetében
is: a konstitutivan és erdsen kifejez6d6 gének esetében jellegzetes, hogy a 61 aminosavat
koédold kodonnak koriilbeliil felét hasznéljak csak, illetve a kodonhasznalatban szigoru
szabalyok figyelheték meg (Punt és mtsi. 1988). Ezzel szemben a nem konstitutivan vagy
alacsony szinten kifejezodo gének altalaban az 0sszes rendelkezésre alldé kodont hasznaljak
(Gurr és mtsi. 1987). Az azonositott ipi gén és az altala kodolt fehérje 100%-o0s egyezést
mutatott a M. circinelloides genom adatbazisban talalhato feltételezett IPP izomeraz génnel
¢és annak transzkriptumaval (scaffold 02, 4087315-4088347; protein ID: 155452). Fontos
megjegyezni, hogy a M. circinelloides genom adatbazisa (http://genome.jgi-
psf.org/Muccil/Muccil.home.html) 2008-2009 ota érhetd el, mig az ipi gén klonozasat
évekkel korabban elvégeztik. Az ipi gén cDNS-ét a gén hatarold régioival egyiitt
pBluescript SK+ vektorba klonoztuk (pZ4 vektor, 19. abra).

—_\ Xhd
Z4

P
4517 bp

Psi

19. 4bra. Az ipi gént hordoz6 pZ4 vektor.

A feltételezett IPP izomeraz molekulatomege 26,124 kDa, katalitikus régidja (18 —
208 aminosav) a konzervalt NUDIX hidrolaz doméncsalad jellemz6it (NUcleoside


http://genome.jgi-psf.org/Mucci1/Mucci1.home.html
http://genome.jgi-psf.org/Mucci1/Mucci1.home.html
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Diphosphate linked to some other moiety X, 49 - 199 aminosav) mutatja. Az aktiv hely
kialakitasaban feltételezhetéen fontos konzervalt cisztein €s glutaminsav maradékokat
(Cys85, C¥ ¢és Glul47, E™') szintén azonositottuk. A Mucor IPP izomerdz fehérje
szekvenciaval végzett BLAST keresés soran egy 78% egyezést mutatd fehérje szekvenciat
talaltunk a P. blakesleeanus (http://genome.jgi-psf.org/Phybl1/Phybl1l.home.html, protein
ID: 29590; 226 aminosav) és kettd, egyenként 83% egyezést mutatd fehérje szekvenciat a
R. oryzae (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/rhizopus_oryzae/MultiHome.
html, RO3G_13592.1 és RO3G 07411.1; egyenként 225 ¢és 207 aminosav) genom
adatbazisokban Ez az Osszehasonlitdas a 20. abran lathaté, mig a 3. mellékletekben a
M.circinelloides IPP izomeraz fehérje szekvencidjat hasonlitottuk Gssze mas, nem kozeli
rokon fajokéval. A Phycomyces gén a M. circinelloides ipi génhez hasonléan 4 intront
tartalmaz, azzal azonos poziciokban, mig a 2 Rhizopus gén 3 intronja az ipi gén 1., 2. és 4.
intronjaval megegyez0 pozicidban talalhat6. Valdszinisithetd, hogy a Rhizopus két IPP
izomerazt kodold génje a teljes Rhizopus genom-duplikacidjabol szarmazik, amit az utobbi
idékben igazoltak (Ma és mtsi. 2009).

R.oryzael = @ —ooooooooooo—o——oo MCIVIDENDNRIGADSKKTCHLMSNISSGLLHRAFSVEFLEFDS 42

R.oryzae2
P.blakesleeanus
Clustal

consensus

R.oryzael

MAPDLKEYDQEQVRLMEEMCIVIDENDKRIGADSKKTCHLMSNINDGLLHRAFSVFLEDS
MAPDLKEYDEEQVRLMEEMCIVVDENDKRVGADSKKTCHLMTNIDTGLLHRAFSVFLEDS
MAPDLKNYDEEQARLMEEMCIIIDKDDKPIGADSKKTCHLMDNINNGLLHRAFSVFLEDS

hhkk o okeoke ohkkhkkkhkhkkhkkhkhkk k% * %k k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok

ONRLLLQORASEKITEFPDMWTINTCCSHPLNTPSELVEENQLGVRTAAQRKLEHELGIPPE

60
60
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102

ONRLLLQQRASEKITFPDMWINTCCSHPLNTPSELVEENQLGVRTAAQRKLEHELGIPPE 120
M.circine le: NNKLLLQQRATEKITFPDMWINTCCSHPLNTASELIEEDQLGVRNAAQRKLEHELGIKPE 120
P.blakesleeanus ONRLLLQQRASEKITFPDMWINTCCSHPLNTPSELVEKDQLGARTAAQRKLDHELGIPAH 120

Clustal consensus sk e kkokkokkok s kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kokk ok o skkk ok hkkkokkokkkkx

R.oryzae2

R.oryzael
R.oryzae2

QVPLEKFKYLTRIHYVAPSDGQWGEHEIDYILFMKADVTLSLNPNEIRDIKYVTPEELQE 162
QVPLEKFKYLTRIHYVAPSDGQWGEHEIDYILFMKADVTLSLNPNEIRDIKYVTPQELQE 180
loides QVPLDKFKFLTRIHYLAPSDGQWGEHEVDYILFIKANVDLDVNPNEIRDVKYVTPEELKA 180
QVPLDSFKYLTRIHYLAPSDGLWGEHEIDYIFFVKADVTVKPSPNEIRDIKYVTPDELRA 180

hhkhkk o hhkoehkkhkhhhkhkehkhhhk hhkhkkhkhkeoehkhkhkokokkhox Kkhkhkkkk o khkhkkhkk o kKo

M.circinel

P.blakesleeanus

Clustal consensus

MEFKDPSIPMTPWFKLICNTFLFKWWKQLETIETVETDNNIHRLGE 207
MFRDPNIPMTPWFKLICNTFLFKWWNQIETIETTEQDDTIHRLGE 225
MFADSSVPMTPWFKLICNSFLFKWWDQLDTIESVKADDTIHRLGE 225
MFADPNVPMTPWEFKLICNTFLEFDWWKKIDTIETEKDTKTIHRLGE 225

** Kk ckkkkkhkkhkhkhkkohkkhk Kk o0 khkk o * kK kK Kk

R.oryzael
R.oryzae2

P.blakesleeanus
Clustal consensus

20. abra. M. circinelloides IPP izomeraz fehérje szekvencidjanak Osszehasonlitasa R. oryzae és P.
blakesleeanus fajok IPP izomeraz fehérje szekvenciaival.

6.2.2. Cirkularis transzformalé vektorok épitése

Munkank tovabbi részében az ipi, iSOA és carG géneket hasznaltuk fel az izoprén
reakciout tulmukodtetésére a rendelkezésiinkre allo B-karotintermeld, kétszeres auxotrof
M. circinelloides MS12 torzsben. A géneket autoném replikalodé plazmidokon kiilon-

kiilon és parosaval, kotranszformacioval is bejuttattuk a gazdatorzsbe. A tobb kopidban
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jelenlevé gének a géndodzis-hatas kovetkeztében a P-karotinszintézis prekurzorainak
tultermelését eredményezték. Hasonloan sikeres kisérleteket végeztek modositott
karotintermel6 E. coli torzsekkel, ahol az IPP és a GGPP szintdz talmiikodtetése jelentOsen
megnovelte a karotintermelést (Kajiwara és mtsi. 1997, Wang ¢és mtsi. 1998). A carG
miikédésének eredményeként szintetizalodo GGPP a karotinszintézis specifikus utjanak
kiindulési vegyiilete, melyet a gomba nem akkumulal; igy ennek mennyisége varhatoan
nagyban befolyasolja a Karotinoidok termelédését.

Rendelkezésiinkre allt a M. circinelloides iSOA génjét tartalmazé6 pAVBI160
(Velayos és mtsi. 2004) és a M. circinelloides carG gént hordozo pAVBI161 plazmid
(Velayos és mtsi. 2003). Mindkét konstrukcid leuA szelekcidés markerrel rendelkezik (21.
abra). Ahhoz, hogy a génekkel egyiittes transzformaciot hajthassunk végre sziikségiink volt
olyan vektorra, ahol a pyrG gén biztositja a szelekciot. A vektor elkészitéséhez a pyrG gént
a pEPM901 vektorbol (Benito és mtsi. 1992) EcoRI, Xbal restrikcids enzimekkel emésztve
Kivagtuk, majd a pUC18 vektor azonos hasitohelyei kozé épitettiink (pCA1 plazmid). A
fent emlitett pAVB161 plazmid carG génjét Pstl és Sall restrikcios endonukleazokkal
kivagtuk és beépitettiik a pEPM901 vektor Pstl és Xhol hasitohelyei kozé (pCA6, 21.
abra), mely igy a GGPP szintdz enzimet kodold carG és a szelekcios pyrG géneket
hordozza. A pZ4 vektorbol Xhol és Pstl enzimekkel kivagtuk az ipi gént és azt a pyrG-t
hordoz6 pEPM901 vektor azonos hasitohelyei kozé épitettiik (pCA10).
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\
pAVB160 “‘?"I_ Sal
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9623 bp <

leu”
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Sad

21. abra. Az izoprén bioszintézis Ut géneket hordozo transzformald vektorok pyrG vagy leuA
szelekcids markergénnel.
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Létrehoztunk olyan vektor konstrukcidkat is, ahol az emlitett géneket M.
circinelloides gpdl (glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz gén) promoter és terminalis
régiodival épitettiik Ossze. Ez egy konstitutivan és erdsen kifejez6dé promotert jelent, ami
ugyanakkor a gliikoz koncentracié emelésével indukalhatdé. Ezekhez a vektorokhoz a
harom vizsgalandé gént (ipi, iSOA és carG) PCR technika segitségével amplifikaltuk, majd
a felszaporitott DNS fragmentumokat ECORV emésztett pBluescript SK+ klonozo vektorba
épitettiik. Az igy nyert vektorokbdl a felszaporitott DNS fragmentumokat Xhol és Notl
restrikcids endonukleazok segitségével kivagtuk, majd azokat a pPT43 plazmid (a Mucor
gpdl promoéter és terminalis régioit hordoz6 vektor, EMBL azonosit6: AJ293012, 13-799
és 1831-2470 nukleotidok) azonos hasitohelyei kozé épitettiik. Korabban tobb 1épésen
keresztil a pPT43 vektorba ligaltuk a pyrG gént is: Xbal és Pstl restrikcios
endonukleazokkal a pEPM901 plazmidbol kivagott pyrG gént a pUC18 azonos
hasitohelyei kozé ligaltuk, majd a 1étrehozott plazmidbol Gjra kivagtuk a pyrG gént Sacl és
Kpnl restrikcios endonukleaz segitségével, majd azt a pPT43 azonos hasitd helyei kozé
raktuk. Az igy nyert vektorok a pyrG szelekciés markergén mellett a gpdl promoter és
terminalis régidi kozott hordoztak az izoprén géneket (pPT82, pPT83, pPT84, 22. 4bra).
Olyan vektorokat is szerkesztettiink, amelyekben a pyrG gént leuA-ra cseréltik Smal és
Sall endonukleazokkal (22. abra).

Xhd Xhd
Xhd

Nod N _7%

Nod

Sal
“ Sul

pPT85

9297 bp pPT86

10018 bp

nel

e

Smd Smd

22. abra. Transzformald vektorok, ahol az izoprén bioszintézis it harom génjét gpdl promoter és
terminalis régioi kozé épitettiik.
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6.2.3. A cirkularis plazmidokkal nyert transzformansok elemzése

Transzformaciods kisérletek

A vektorokkal kiilon-kiilon, valamint parosaval, minden génkombinacioval (a
megfeleld konstrukcio-tipusokkal) elvégeztik a M. circinelloides MSI12 torzs
kivantuk, ezért a pPT82-84 vektorokkal és a korabban mar leirt pPT51 plazmiddal (Id.
Eredmények és értékelésiik, 6.1. fejezet) parban, mindharom kombinacidban elvégeztiik a
kotranszformaciét. Minden esetben cirkularis plazmiddal transzformaltunk, a
transzforménsokra az auxotréfia komplementalasa, valamint a szinvaltozas alapjan
szelektaltunk. A kisérletek sordn nyert transzformansokat, azok genotipusara ¢és

fenotipusara vonatkozé fobb jellemzdket a 4. és az 5. mellékletben foglaltuk Ossze.

Transzformicids gyakorisag

A transzformans telepek a transzformaciot kovetGen altalaban két nap utan jelentek
meg. A transzformacios gyakorisag atlagosan 15-25 telep volt, 15-20 ug plazmid DNS
(kotranszformécié esetén 10-10 pg mindkét plazmid DNS-bé1), valamint 10° protoplaszt
mennyiség alkalmazasa mellett. Tobb kutatécsoport hasonld transzformécios gyakorisagot
irt le azonos szamu protoplasztra és mennyiségii transzformalé DNS-re vonatkoztatva (van
Heeswijck és Roncero 1984, Iturriaga és mtsi. 1992), ugyanakkor egyes esetekben
magasabb gyakorisagot is leirtak (Benito és mtsi. 1992). A nyert telepek szamaban nem
eredményezett kiilonbséget az, hogy a plazmid milyen szelekcidos markergént hordozott,
hogy egy vagy két plazmiddal transzformaltunk, illetve, hogy a vektor(ok) homolog vagy
heterolog gént hordoztak. Suarez és Eslava (1988) azt tapasztaltak Phycomyces esetében,

crer

crer

szamanak emelkedését irta le, igaz a DNS koncentracié emelésével csokkent az 1 pg DNS-
re szamolt transzforméacids gyakorisag. Kisebb mértékben ugyan, de Heeswijck és Roncero

(1984) megfigyeléseihez hasonld eredményt tapasztaltunk mi is, azaz a transzformalo DNS

crer

ng DNS alkalmazasa esetén 25-30 telepet izolaltunk).

A bejuttatott DNS fennmaradésa

A transzformansokban a plazmidok jelenlétét PCR technika segitségével mutattuk
ki olyan primerek alkalmazasaval, amelyek csak a plazmid DNS-b6l eredményeznek



Eredmények és értékelésiik 64

terméket. A Southern hibridizacios kisérletek igazoltak, hogy a transzformansok eredeti
méretiikben, autonom replikaléodd elemekként hordozzak a bejuttatott plazmidokat. A
detektalas soran egyértelmiien azonositani tudtuk a genomi, valamint a plazmid DNS altal
adott jeleket (23. abra A, B, C és D panelek). Tobb minta esetében sikeriilt a plazmid
méreténél kisebb vagy nagyobb méretli tovabbi savokat is detektalni (23. abra B, C és D
vagy DNS atrendezédésekbol erednek? A kiilonb6z6 restrikcios endonukleazokkal torténd
hasitast kovetd Southern hibridizacié szamos vizsgalt minta esetében igazolta a DNS
atrendezddéseket (23. abra E panel): kiilonb6zd restrikcios enzimekkel torténd emésztés
mindig ugyanakkora méretli fragmentumokat eredményezett, tehit a genetikai elem
extrakromoszomalisan van jelen a gombaban. Hasonld atrendezddéseket mas
kutatdcsoportok is leirtak mar (Burmester és mtsi. 1990, Burmester 1992, Arnau és mtsi.
1991, Mackenzie és mtsi. 2000, Monfort és mtsi. 2003). Mindazonaltal az integracid
lehetdsége sem zarhato ki egyes esetekben. Arnau és mtsi. (1991), valamint Arnau és
Stroman (1993) a cirkularis DNS gombagenomba torténd integraciojat irtak le.

Plazmid menekitéses technikat alkalmaztunk a transzformalé DNS visszanyerésére.
Ennek soran a transzformansokbol tisztitott DNS-el transzformaltuk az E. coli kompetens
sejteket. A szelekcio alapja a plazmidok altal hordozott ampicillin rezisztencia gén volt,
vagyis azokra a baktérium sejtekre szelektaltunk, amelyekbe bejutott a transzformalo
plazmid. Tobb esetben sikeriilt a transzformaldo DNS méreténél szignifikansan kisebb
cirkularis elemeket izoladlnunk (4ltalaban 3 kb méret koriil), ami megerdsiti a hibridizacios
kisérletek soran megfigyelt atrendezédéseket. Ugyanakkor, 5 kb-nal nagyobb méretii
savoknak megfelel6 elemeket (nagyobb méretiiek a bejuttatott plazmidok is) nem sikeriilt
izolalnunk. Ezt a jelenséget korabban mas kutatocsoportok szintén leirtak (Arnau és mitsi.
1991). A menekitett plazmidok szekvencidinak meghatarozasa igazolta, hogy azok az
eredeti transzformald DNS-bdl erednek: hordozzak az ampicillin rezisztencia gént, néhany
esetben a pyrG gént vagy annak egy szakaszat, valamint plazmid szekvencia részeket, igy
pl. minden esetben a lacZ gén t6bb szakaszat. Gyakran néhany nukleotid hosszusagt, nem
plazmid eredetli szekvencia részleteket is taldltunk, amelyek a Mucor genombol
szarmazhatnak. Az izolalt genetikai elemek egyik esetben sem hordoztdk az izoprén
géneket, illetve azok részleteit, ami megmagyardzza, hogy miért nem detektaltunk
hibridizaciés jelet a visszanyert plazmidokkal azonos méretben. Ugyanakkor tovabbi
kérdések fogalmazodtak meg benniink ezen elemek kapcsan: vajon stabilan fennmaradnak
és replikalodnak a gombédban vagy tovabbi atrendezddések torténnek, esetleg

eliminal6édnak?
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23. abra. Példak a Southern hibridizacios kisérletekre.
A: Xhol enzimmel emésztett mintak hibridizacioja jeldlt ipi génprobaval.
B: Xhol enzimmel emésztett mintak hibridizacioja jelolt iSOA génprobaval.
C: Xhol enzimmel emésztett mintak hibridizacioja jelolt carG génprobaval.
D: Clal enzimmel emésztett mintak hibridizacioja jelolt crtW génprobaval.
E: Sall és Smal enzimekkel kiilon-kiilon emésztett mintak hibridizacidja jelolt crtW génprobaval.
F: MS12+pPT83 transzformans térzs YNB illetve MEA téaptalajokon tiz cikluson keresztiil torténd
tenyésztés utan tisztitott, Xbal enzimmel emésztett DNS mintainak hibridizacioja iSOA génprobaval.

Plazmid kopiaszam és mitotikus stabilitis

Meghataroztuk a transzformansokba bejuttatott plazmidok relativ kopiaszamat
minden transzformans esetében, tobb atoltasbol izolalt telepbdl, qPCR technika

segitségével. A kisérletek megkezdése eldtt optimalizaltuk az amplifikéalas koriilményeit.
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Amikor az MS12 t6rzsbél izolalt DNS-t hasznaltuk templatként, az ipi, iSoA és carG gének
amplifikacids jelei azonos ciklusban érték el az érzékelési kiiszobértéket (24. abra). Ez jo
lehetéséget nyujtott arra, hogy a kopiaszdm meghatarozashoz belsé kontrollként
alkalmazzuk azokat a géneket, amelyeket nem jutattunk be tovabbi kopidban a gombaba. A
kisérletek egyben igazoltak azt a korabbi feltevést is, hogy mind a harom izoprén gén egy
kopiaban van jelen a Mucor genomban. A crtW bakterialis gén esetében a kontroll

kisérleteket a pPTS51 plazmid higitasi sorozatanak segitségével végeztiik el.
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24. 4bra. Valos ideji PCR kontroll kisérletek. A harom izoprén gén (ipi, iSOA és carG) azonos
ciklusban éri el a kiiszobértéket (két parhuzamost alkalmaztunk a mérések soran).

A plazmid kopiaszam meghatarozast egy transzformans tobb monosporangialis
telepébdl izolalt DNS-sel is elvégeztiik. A transzformansokban az izoprén géneket hordozo
plazmidok kopiaszama 0,3 és 7 kopia/gazdagenom kozott adodott, hasonld értékeket
mértek Appel és mtsi. (2004). A bakterialis gént hordozé pPT51 plazmid koépiaszama
azonban alacsonyabbnak bizonyult, altalaban <1 kopia/genom volt (0,07-0,8 kopia/genom
kozott valtozott). A kotranszformansokban a két plazmid koépiaszdma altalaban eltért
egymastol (4. tablazat).

Mind szelektiv, mind nem szelektiv koriilmények kozott torténd, tobbszori (10-15
ciklus) egymast kovetd atoltds utan vizsgaltuk a transzformansok mitotikus stabilitdsat. A
vizsgalt transzformansok stabilnak bizonyultak mindkét koriilmény kozott, fiiggetleniil
attol, hogy mely szelekcios gént hordozta a plazmid vagy attdl, hogy egy vagy két
plazmidot hordozé transzformansrol volt-e sz6. Az sem befolyasolta a mitdtikus stabilitast,
hogy a plazmid homoldg vagy heterolog gént hordozott, ami némileg meglepd, hiszen
korabban heterolog gént hordozo plazmiddal torténd transzformacid esetében altalaban
nagyfoku instabilitast irtak le jaromsporas gombaknal (Ruiz-Hidalgo és mtsi. 1999, Wolff
és Arnau 2002, Ortiz-Alvarado és mtsi. 2006, Lukacs és mtsi. 2009). Azt azonban meg kell
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emliteniink, hogy a transzformansok ugyan stabilak voltak, de sziikséges volt a tarolasuk
soran a kéthavonkénti atoltas. A plazmid kopiaszam tekintetében megallapithatd, hogy egy
vagy két atoltasi ciklus utdn nem valtozott jelentés mértékben, de tobbszori atoltas a
emelkedését jelentette (4. tablazat). A varttal ellentétben a nem szelektiv koriilmények
kozott torténd tenyésztés soran sem csokkent a kopiaszam, holott az irodalomban a

nagyfoku mitotikus instabilitast altalaban a plazmid elvesztésével magyaraztak.

e Relativ plazmid Osszkarotinoid-
képiaszam (kopia/genom) | tartalom (ug/g)
MS12 - 399+27
MS12 + pCAZ10 (ipi) 1 674+230
MS12 + pAVB160 (isoA) 03-1 584+126
MS12 + pCAG6 (carG) 6-7 718+110
MS12 + pCA10 (ipi); 3
pAVB160 (isoA) 1 1392396
MS12 + pCA10 (ipi); 2
+
pAVB161 (carG) 03-1 745+149
MS12 + pAB160 (isoA); 2
+
pCAG (carG) 2 808148
MS12 + pPT85 (ipi*) 2 11774218
MS12 + pPT83 (isoA*) 3-6 1209+81
MS12 + pPT84 (carG*) 2-4 19594389
MS12 + pPT85 (ipi*); 4-6
+
pPT83 (is0A*) 1-4 1504141
MS12 + pPT85 (ipi*); 5
+
pPT84 (carG*) 2 1004180
MS12 + pPT86 (is0A*); 1-6
+
pPT84 (carG*) 1-4 1298350
MS12 + pPT82 (ipi*); 2
+
pPT51 (crtw) 1 1053498
MS12 + pPT83 (isoA*); 3
+
pPT51 (crtW) 0,2 80735
MS12 + pPT84 (carG*); 7
+
pPT51 (crtw) 0,07 924146

4. tablazat. Ot fiiggetlen tenyésztés soran a transzforméansokbol izolalt DNS-bdl valés idejii PCR
segitségével meghatarozott relativ plazmid kopiaszamok atlaga (kopia/genom). A tablazatban a
szarazanyagtartalomra vonatkoztatott 9sszkarotinoid-tartalmak is lathatok. A csillaggal jelzett izoprén
gének gpd1l promoter és termindlis régidk szabalyozasa alatt allnak.

Mindezen eredmények igazoljak, hogy a korabbi feltevésekkel ellentétben az
integracido nem sziikségszerli a stabil transzformansok eléallitasahoz. Ez azonban felveti
azt a kérdést, hogy azok a transzformansok, amelyekben a kutatok a stabilitas alapjan
lattak igazoltnak az integracidos eseményeket, valoban integrativak voltak-e? Southern

hibridizaciés kisérletekkel igazoltuk, hogy a szelekciés nyomas hianya nem okozta a
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crcr

integralodott a transzformald6 DNS vagy annak egy darabja. (23. abra, F panel). A
hibridizacidés mintazatbol azt is megfigyeltiik, hogy egy monosporangialis eredetli teleprél
nyert sporakbol tovabboltott, majd egymastol fliggetleniil nevelt tenyészetekbdl izolalt
DNS-ekbdl azonos méretben volt kimutathatd egy plazmid atrendez6désbél eredd jel. A
kis mintaszam miatt altalanositani nem lchet, ¢z az eredmény azonban igazolhatja, hogy
ezek a genetikai elemek bizonyos esetekben stabilan fennmaradhatnak, replikalodhatnak,

valamint a vegetativ sporak révén oroklédhetnek.

Transzkripcio elemzése

Mieldtt megkezdtiik volna a transzformans torzsek vizsgalatat, valés idejii PCR
segitségével megmértiik az MSI12 torzs izoprén génjeinek az aktinhoz, valamint
egymashoz viszonyitott relativ transzkripcids szintjeit, a transzkripcios szintek iddbeni,
valamint a glilkéz koncentracio fokozasaval jaro esetleges valtozasat. Az aktinnal
Osszehasonlitva mindharom gén transzkripcids szintje alacsony volt. Négy ordval az
inokuléci6 utan az ipi és iSOA gének sokkal magasabb transzkripcios szintet mutattak, mint
a carG gén. Ez az idépont a sporangiosporak csirazasanak megindulasaval esik egybe. Az
id6 elérehaladtaval a két gén transzkripcids szintje radikalisan csokkent és egy viszonylag
alacsony szinten stabilizalodott. A carG folyamatosan alacsony transzkripcids szintet
mutatott. A csirazas megindulasanak id6épontjat kivéve az ipi relativ transzkripcios szintje
folyamatosan a masik két gén kétszeresének adodott (25. abra). A gliikdz koncentracio

fokozasa pedig némileg csokkentette mindharom gén transzkripciojat (5. tablazat).
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25. abra. Az MS12 t6rzs harom izoprén génjének az aktinhoz viszonyitott relativ transzkripcids szintje
az inokulaciotol eltelt id6 fliggvényében abrazolva, 4, 8, 36 és 96 ora eltelte utan. Az abra felsé részén
lathato két képen 4 ora utan csirazo sporak, 8 ora utan novekvo hifak lathatok.
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Torzs Gliiké6z Relativ Osszkarotinoid- Szirazanyag
koncentricio (%) transzkripcios szint tartalom® (ug/g) tomeg® (q)
1 kontroll® 399+27 0,08
ipi: 0,6; isoA: 0,7;
MS12 2,5 carG: 0.7 490448 0,107
ipi: 0,4; isoA: 0,5;
5 carG: 0,4 436+37 0,151
1 11 11774218 0,099
MS12 + pPT85 (ipi) 2,5 61 13754575 0,130
5 49 11024431 0,171
1 17 1209+81 0,103
MS12 + pPT83 (isoA) 25 50 1164+132 0,159
5 52 1104+210 0,169
1 6 1959+389 0,113
MS12 + pPT84 (carG) 2,5 49 1341498 0,142
5 44 1164437 0,166
ipi: 18;
+
1 iSoA: 34 1504+141 0,101
MS12 + pPT85 (ipi*); 25 Ipi: 26; 14074191 0179
pPT83 (is0A®) iS0A: 57
ipi: 32;
. 1379+41 ,207
5 iSOA: 33 3794415 0,20
ipi: 9;
1 1004+1 11
carG: 2 004180 0
MS12 + pPT85 (ipi*); ipi: 13;
PPT84 (carG*) 25 carG- 4 9834174 0,156
ipi:12;
+
5 carG: 3 758+150 0,212
iSOA: 9;
+ .
1 carG: 8 1298+350 0.098
MS12 + pPT86 (isoA*); iSOA: 17;
PPT84 (carG*) 25 carG: 34 875433 0,156
iSOA: 16;
! 29+ 187
° carG: 10 729437 0.18
ipi: 18;
1 ortw: 17 1053+98 0,108
MS12 + pPT82 (ipi*); ipi: 26; .
PPT5L (crtw) 2,5 crtw: 16 1111+100 0,170
ipi: 32;
5 crtw: 20 629+66 0,208
iSOA: 16;
+
1 CrtW: 6 807435 0,120
MS12 + pPT83 (isoA*); iSOA: 29;
OPT51 (crtw) 2,5 Crtw: 7 809+32 0,143
iSOA: 29;
+
5 J 702+13 0,197
carG: 9;
1 Crtw: 34 924+146 0,110
MS12 + pPT84 (carG*); carG: 10;
+
PPT5L (crtw) 25 SrtW- 29 895+46 0,151
carG: 17,
5 crtW- 53 742130 0,206

5. tablazat. A gliikoz koncentracio hatasa a vizsgalt gének transzkripcidjara és a karotinoid-termelésre.
a - szarazanyagtartalomra vonatkoztatott karotinoid-tartalom, b - szarazanyagtartalom 1g nedvesanyag

s

RNS-b6l atirt cDNS-t vettilk. A csillaggal jelzett izoprén gének gpdl promoéter és terminalis régidk
szabalyozasa alatt allnak.
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A transzformansokbdl tobb monosporangialis telepet izolaltunk, majd tobb telepbdl
izolalt RNS-bol atirt cDNS mintabol mértiik a relativ transzkripcids szinteket. Minden
esetben kontroll kisérletekben vizsgaltuk, hogy a tisztitott RNS mintdk DNaz kezelés utan
valoban mentesek-e a DNS szennyezddéstdl. A megemelt gén-kdpiaszamok
megnovekedett transzkripcios szinteket eredményeztek a transzformansokban, ugyanakkor
a plazmid kopiaszam fluktuacidja a relativ transzkripcids szintek ingadozéasat is
eredményezte. A gpdl promoter régid szabalyozasa ala helyezett gének transzkripciojat
kiilonboz6 gliikdz koncentracion nevelt tenyészetekbdl tisztitott RNS-bdl is lemértiik, ahol
az 1% glikéztartalm taptalajon nevelt MS12 torzset hasznaltuk kontrollként. A
kontrollhoz viszonyitva szignifikans novekedést tapasztaltunk a gének transzkripcidjaban
2,5% gliikkoztartalma taptalajon nevelve, ugyanakkor az 5% gliikkoztartalma taptalajon
torténd nevelés a 2,5% glilkdzhoz képest mar nem eredményezett valtozast, s6t néhany
esetben még csokkentek is a mért transzkripcios szintek (5. tablazat). Ha azonban
figyelembe vesszilk, hogy a glikéz koncentracio fokozasaval csokkent a nem-

transzformalt MS12 torzs harom izoprén génjének transzkripcids szintje, és azonos gliikoz

crer

cre

szintek novekedése. Mértiik a transzkripcios szinteket 1,5 és 4 napig nevelt transzformans
tenyészetek micéliumabdl izolalt RNS-bdl is. A gpdl szabalyozo régioit hordozo vektorral
transzformalt torzsek esetében tapasztaltunk jelentds kiillonbséget: 1,5 nap utdn a
tulmiikodtetett izoprén gének magasabb expresszids szintet mutattak, mint 4 nap utdn, mig
a crtW gén esetében ennek a forditottjat mértiik, vagyis 4 nap utan mértiink magasabb

expresszios szintet minden transzformans esetében.

A karotintartalom elemzése

A transzformansok altal termelt karotinoidok mennyiségét fotometrias, valamint
HPLC mérésekkel hataroztuk meg, mig az egyes karotinoidok aranyat TLC és HPLC
analizissel vizsgaltuk. A karotinoidok termelésének mértékét a génddzis-hatas alapjan
sikeriilt fokoznunk. Mind a TLC, mind a HPLC vizsgalatok igazoltdk, hogy az izoprén
bioszintézis ut gének talmilkodtetése nem valtoztatta meg a karotinoid-Gsszetételt, vagyis
ugyanazon karotinféleségek termelddtek, mint az MS12 torzsben (legnagyobb
mennyiségben B-karotin, y-karotin, likopin, B-kriptoxantin és zeaxantin). Az eredmény
nem meglepd, hiszen j gént nem vittiink be. Ugyanakkor az egyes transzformansokban és
kotranszformansokban az 6sszkarotinoid mennyisége jelentésen megnétt (6. tablazat, 26.

¢s 27. abra). Ez a novekedés jelentésebb mértékli volt azokndl a transzformédnsoknal,
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amelyek a gpdl promoter és terminalis régiokkal dsszeépitett izoprén géneket hordoztak

(27. abra).
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26. abra. Az egyes transzformansok altal termelt, szarazanyagtartalomra vonatkoztatott atlagos
karotinoid mennyiségek (ug/g). 1: MS12, 2: MS12+pCA10 (ipi), 3: MS12+pAVB160 (isoA), 4:
MS12+pCA6 (carG), 5: MS12+pCA10; pAVB160 (ipi; isoA), 6: MS12+pCA10; pAVB161 (ipi;
carG), 7: MS12+pAVB160; pCA6 (isoA; carG).
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27. ébra. A termelt karotin mennyiségeket, a szarazsuly novekedést és a relativ transzkripcios
szinteket abrazolé diagramok. A mintak sorrendje mindharom panel esetében azonos: 1: MS12, 2:
MS12+pPT85 (ipi), 3: MS12+pPT83 (isoA), 4: MS12+pPT84 (carG), 5: MS12+pPT83; pPT85 (isoA;
ipi), 6: MS12+pPT82; pPT87 (ipi; carG), 7: MS12+pPT84; pPT86 (carG; isoA), 8: MS12+pPT82;
pPT51 (ipi; crtW), 9: MS12+pPT83; pPT51 (isoA; crtW), 10: MS12+pPT84; pPT51 (carG; crtW).

A: Szarazanyag tomegre vonatkoztatott karotinoid-tartalom (pg/g)

B: Szarazanyag tomeg 1 g nedvesanyagban (Q)

C: A gliik6z koncentraci6 fokozasanak hatasa a relativ transzkripcios szintekre.
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Torzs Likopin | pB-karotin | y-karotin [B-kriptoxantin|Zeaxantin|Kantaxantin| Ehinenon |Asztaxantin|Osszkarotinoid
MS12 6+2(2)| 259+13(65) |14+1(4)| 29+3(7) | 6+3(2) - - - 399 +27
MS12+pAVB107 (leuA) 5+2(1)| 255+10(63) | 13+1(3)| 31+3(8) |6+2(2) - - - 408 + 16
MS12+pEPM9 (pyrG) 6+2(2)| 232+11(63) |12+1(3)| 27+£2(7) 5+£2(1) - - - 370 £ 18
MS12+pCA10 (ipi) 20+3(3)[ 452+ 170 (67) |21 +£2(3)| 28+5(4) |9+2(1) - - - 674 + 230
MS12+pAVB160 (isoA) 1543 (3)| 369+85(63) |16+3(3)| 23+2(4) |5+2(1) - - - 584 + 126
MS12+pCAG (carG) 24+£3 (3)| 485+£78(68) |19+£4(3)| 27+3(4) 9+2(1) - - - 718 £110
MS12+pCA10; pAVB160 (ipi; isoA) (39 +4 (3)| 881 £221 (63) |21 +4(2)| 46+4(3) 9+1(1) - - - 1392 £ 396
MS12+pCA10; pAVB161 (ipi; carG)|20+3 (3)| 452+91(61) [15+1(2)| 24+5(3) 5+£2(1) - - - 745 £ 149
MS12+pAVB160; pCA6 (isoA; carG)|13 2 (2)| 463 £87(57) |25+4(3)| 37x5(5) |6=1(1) - - - 808 + 148
MS12+pPT85 (ipi*) 31£2(3)| 770 £ 154 (65) [29+4 (3) | 47+6(4) |11+2(1) - - - 1177 £218
MS12+pPT83 (is0A*) 36+5(3)| 805+54(67) |36+3(3)| 50+6(4) |14+5(1) - - - 1209 + 81
MS12+pPT84 (carG¥*) 54+ 8 (3)|1327+£274 (68)| 51 +5(3)| 77+3(4) |[25+6(1) - - - 1959 + 389
MS12+pPT85; pPT83 (ipi*; is0A*) |34 +7 (2)| 894+93(59) [23+3(2)| 66+4(4) |[11+£3(1) - - - 1504 + 141
MS12+pPT85; pPT84 (ipi*; carG*) (29 +5 (3)| 630 £ 114 (63) [29+5(3)| 37+8(4) 8+3(1) - - - 1004 + 180
MS12+pPT86; pPT84 (isoA*; carG*)[35+ 6 (3)| 779 £ 261 (60) [43+2(3)| 51+8(4) |13+4(1) - - - 1298 + 350
MS12+pPT51 (crtw) 5+2(1)] 268+13(56) |17+4(@4)| 35+2(7) [1+1(02)] 10£2(2) | 11+£3Q2) | 3£2(1) 478 +28
MS12+pPT82; pPT51 (ipi*; crtW) (24 +3 (2)| 513+ 61 (49) |74+8(7)| 22+3(2) [5+1(04)] 65+7(6) [108+15(10)] 1+1(0,1) | 1053 =98
MS12+pPT83; pPT51 (isoA*; crtW) {17 +£3 (2)| 530+22(66) | 33+4(4) | 24+3(3) |6+2(1) | 4£1(04) | 5£2(1) | 1£1(02) 807 + 35
MS12+pPT84; pPT51 (carG*; crtW) |41 £7 (5)[ 366 = 101 (40) (69 £ 12 (8)] 15+2(2) [2+1(0,3)| 42+5(5) |146+8(16)| 2+1(0,2) | 924+ 146

6. tablazat. Az izoprén bioszintézis génekkel transzformalt torzsek karotinoid-tartalma és Osszetétele. A karotinoid mennyiségek pg/g szarazanyagtartalomra
vonatkoztatva vannak feltlintetve. Zardjelben az egyes karotinoidok szazalékos aranya lathatd. A csillaggal jelolt izoprén gének gpdl promoter és termindlis régiok
szabalyozasa alatt allnak.



Eredmények és értékelésiik 73

Meg Kkell jegyezniink, hogy a relativ plazmid képiaszammal és a relativ
transzkripcios szintekkel egyiitt a karotinoid-termelés is folyamatosan ingadozott. Ennek
ellenére tehetd néhany altalanos megjegyzés. Egy plazmiddal torténd transzformacid
esetében, fliggetleniil a promoéter milyenségétdl, a carG=>ipi>isoA sorrend allapithatdo meg,
annak fiiggvényében, hogy mely gén tulmikdodtetése okozta a legnagyobb ndvekedést a
karotinoid termelésben. Ez valdsziniileg annak koszonhetd, hogy a GGPP nem csupan az
izoprén bioszintézis ut végterméke, hanem egyben a karotinoid-specifikus Ut kezdd
vegylilete is. Ezt megerdsiti, hogy a carG gén is, a karotinoid-specifikus génekhez (carRP,
carB) hasonloan, kék fény altali szabalyozas alatt all (Velayos és mtsi. 2003, Silva és mtsi.
2006), valamint baktériumokban a GGPP szintazt koédold gén (crtE) a karotinoid
génklaszter része (Sandmann 1997). A GGPP szintaz talmiikddtetése megndvelte a
karotinoid-termelést heteroldg géneket hordozo és ez altal karotintermelévé valt E. coli
torzsben (Wang és mtsi. 1998). Az ipi gén talmikodtetése szintén nagy karotinoid-
termelés novekedést okozott M. circinelloides-ben. Mivel az IPP izomeraz katalizalja az
izoprén bioszintézis Ut els6 1épését, ezért nem meglepd, hogy a gén tilmiikodtetése minden
izoprén szarmazék, igy a karotinoidok mennyiségének ndvekedését is okozhatja (Lee és
Schmidt-Dannert 2002, Das és mtsi. 2007). Hasonlo karotinoid-tartalom novekedést
mértek heterolog IPP izomeraz E. coli-ban torténd talmiikddtetése révén Kajiwara és mitsi.
(1997), Misawa ¢és Shimada (1998), Albrecht és mtsi. (1999). Ugyanakkor Misawa és
Shimada (1998) C. utilisben nem tapasztalt hasonld termelésnovekedést. Rodriguez-
Villalon és mtsi. (2008) az IPP és a DMAPP, valamint ezek prekurzor vegyiileteinek
mennyiségét novelve dramaian fokoztak a likopin termelést karotintermelé mutans E. coli
torzsben, ugyanakkor X. dendrorhous-ban endogén IPP izomeraz gpd szabalyozo régiok
alatt csokkentette a karotinoid termelddést (Visser és mtsi. 2005). Kotranszformansok
esetében, fliggetleniil a promoéter milyenségétdl a kovetkezd sorrendet tudtuk felallitani,
annak fliggvényében, hogy mely génkombinacid okozta a legnagyobb novekedést a
karotinoid termelésben: ipi+isoA>isoA+carG>ipi+carG. Egyes transzformansokban a
karotintermelés mértéke az MS12 torzshéz képest harom-négyszeresére nott. Kontroll
kisérletekkel igazoltuk, hogy az auxotrofia komplementidldsa nem okoz valtozast a
karotinoid termelésben.

A gliikéz koncentracio fokozasa indukalja a gpdl gén expresszidjat (Wolff és
Arnau 2002, Larsen és mtsi. 2004). Az MS12 gpdl szabalyozé régiokkal Osszeépitett
izoprén génekkel torténd transzformacidja ugyanakkor nem eredményezett a vartnak

megfeleld valtozast a karotinoid termelésben, vagyis amikor a transzformansokat 2,5

crer
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novekedése nem eredményezte a karotintartalom szarazanyag tOmegre vonatkoztatott
mennyiségének emelkedését. Ugy tiinik, hogy a transzforméansok elérték az altaluk
termelhetd maximalis karotinoid mennyiséget. A telepek fenotipusaban azonban
szinintenzitasbeli valtozas volt megfigyelhetd (28. dbra). A mérések soran fény deriilt arra,
hogy a gliikdz koncentracio fokozasa noveli az egységnyi nedvesanyag tomegben mérhetd
szarazanyagtartalmat, vagyis a biomasszat (ld. 5. tablazat). A szarazanyagtartalom
emelkedése magyarazhatd azzal, hogy az izoprén gének magasabb expresszidja egyéb
izoprén-szarmazékok, igy szterolok, ubikinonok, prenilalt proteinek mennyiségének
novekedéséhez is vezet. Szczgsna-Antczak és mtsi. (2006) kimutattak, hogy a gliikdzzal,
mint szénforrassal kiegészitett taptalaj megnoveli a lipidek és a karotinoidok termelddését
M. circinelloides és M. racemosus tenyészetekben. Magasabb gliikéz koncentracio

ugyanakkor represszalhatja a karotinoid-bioszintézis géneket.

1% 2,5% 5%
glikoz glikoz glikoz

MS12+pPT85 (ipi)

MS12+pPT85 (ipi);
pPT83 (isoA)

MS12+pPT85 (ipi);
pPT84 (carG)

28. abra. Néhany transzformans torzs szinintenzitas valtozasa 1%, 2,5%, valamint 5% gliikkoztartalmu
taptalajon nevelve.

A korabbiakban mar igazoltuk, hogy a M. circinelloides rendelkezik B-karotin
hidroxilaz aktivitassal (Papp és mtsi. 2006, Alvarez és mtsi. 2006). Annak érdekében, hogy
fokozzuk a hidroxilalt és ketolalt xantofillok termelddését, az MS12 torzset a crtW gént
hordoz6 pPT51 plazmiddal és valamely izoprén gént hordoz6 vektorral (pPT82-84) egyiitt
transzformaltuk. A transzformansok és azok szinvaltozasa a 29. abran lathato. A legtobb

xantofillt a carG-vel torténé egylittes transzformacid, ugyanakkor a legnagyobb
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Osszkarotinoid termelést az ipi-vel torténé kotranszformacié eredményezte (Id. 6. tablazat

¢és 30. abra).

MS12+
pPT51 (crtw)

MS12

-

MS12+ MS12+ MS12+
pPT82 (ipi); pPT83 (isoA); pPT84 (carG);
pPT51 (crtw)  pPT51 (crtW)  pPT51 (crtw)

29. abra. A pPT51 vektort hordozd transzformansok ¢€s kotranszformansok az MS12 torzzsel

Osszehasonlitva.

retencids idd (perc)

30. abra. Karotinoid mintak HPLC kromatogramja. A szamok altal jelolt karotinoidok: 1: asztaxantin, 2:

zeaxantin, 3: kantaxantin, 4: B-kriptoxantin, 5: ehinenon, 6: likopin, 7: y-karotin, 8: p-karotin.

A: Standardok
B: MS12 torzs
C: MS12+pPT84; pPT51 (carG; crtW) kotranszformans torzs

Erdekes, hogy a pPT51 vektort onmagaban hordozé mutins torzs nagyobb

mennyiségii xantofillt termelt, mint az iS0A-val térténd kotranszformacioja esetén. Ezt az

eredményt nehéz megmagyarazni, esetlegesen az FPP szintaz talmiikodtetése indirekt
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modon hat a B-karotin ketolaz aktivitasara a szintézis szabalyozasanak megvaltoztatasaval.
Egy masik magyarazat lehet a mar korabban emlitett kompartmentalizacié hatasa, vagyis
az, hogy a kiilonb6z6 izoprénvazas vegyiiletek (a karotinoidok, ubikinonok és szteroidok,
valamint a triacil-glicerolok) szintézise kiilon kompartmentekben zajlik, elkiiloniild
prekurzorokbol (Kuzina és mtsi. 2006). Az asztaxantin mennyis€ége minden transzformans
esetében nagyon alacsony volt, valosziniileg a Mucor hidroxilaza nem vagy csak Kis
affinitassal képes a kantaxantint szubsztratként hasznositani. A transzformansok karotinoid
valtozasa, valamint a TLC vizsgalatok alapjan a gliik6z koncentracié fokozasa latszolag
novelte a karotinoid-tartalmakat (31. abra). Ezzel ellentétesen a szarazanyag tomegre
vonatkoztatott  karotinoid mennyiségek csokkenését, ugyanakkor az egységnyi

micéliumtomegben mérhetd szarazanyag tomeg novekedését mértiik (Id. 5. tablazat).

B-karotin; y-karotin; likopin

ehinenon

kantaxantin
B-kriptoxantin

asztaxantin
zeaxantin

1% 2,5% 5%
glikéz  glikéz  glikéz

31. abra. Az MS12+pPT84 (carG); pPT51 (crtW) kotranszformans torzs karotinoid termelésének TLC
analizise kiilonbozo6 gliikdz koncentracioju taptalajon. A karotinoid mintakat azonos tomegii
micéliumbal nyertiik.

6.3. A crtW gén integracioja a Mucor genomba (Csernetics és mtsi. 2011b, Papp és mtsi.
2011)

A korabbi kutatasok tapasztalatai szerint a jaromsporas gombakba bejuttatott
plazmidokat a gombak autoreplikativ modon hordozzak, anélkiil, hogy a bejuttatott DNS
(vagy annak egy része) integralddna a genomba. Ha a bejuttatott gének integralodnénak a
gomba genomjaba, elkeriilheté lenne a transzformansok plazmid kopiaszamanak és ezzel

parhuzamosan a karotinoid termelésének ingadozasa is. Az integracié tobb modszerrel is
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kikényszeritheté, egyik lehetséges modszer, ha olyan linearis DNS molekulaval
transzformalunk, amely nem képes cirkularizalédni, viszont tartalmaz a homolog
rekombinaciot iranyitd, az integralandd szekvenciat kozrefogd homoldg szakaszokat.
Tovabbi megoldas lehet a restrikcidés enzim-kozvetitett integracid, azonban ezt eddig
sikerteleniil probaltak jaromsporas gombaknal, illetve az Agrobacterium tumefaciens-
kozvetitett transzformacio, melyet mar tobb jaromsporas gombafajnal is sikeresen
alkalmaztak (Id. Irodalmi attekintés, 3.6. fejezet). Az integraci6 megvalositasahoz

kiilonb6z6 vektorokat szerkesztettiink és mindegyikkel elvégeztiik a transzformaciot.

6.3.1. Expresszios vektorok épitése és transzformacios kisérletek

Minden vektor alapja a mar korabban is alkalmazott gpdl promoter és terminalis
régiok kozé épitett crtW gén volt, azaz a pPT51 plazmid. Szelekcids markerként ezuttal is a
pyrG vagy leuA gént hasznaltuk.

1. Integracio kettés homolog rekombindcioval

A pCAB8 vektorban a ketts rekombinaciot biztosito homolog szakaszként a leuA
gént, mely egyuttal szelekcios markerként is szolgalt, €s az attol 5° iranyban elhelyezkedd
szekvenciat hasznaltuk, és ezek kozé épitettiik a gpdP-crtW-gpdT kazettat. Els6 1épésként a
pPT51 plazmidbol a Mucor leuA gént Xbal enzim segitségével kivagtuk, a fennmaradt
szakaszt pedig onmagaval osszeligaltuk (pPT51RE). A leuA gént és hatarold szekvenciait a
pAVBI107 plazmidbol Xbal és Pstl restrikcios endonukleazok segitségével kivagtuk és a
pUC18 vektor azonos hasitohelyei kozé épitettiik (pCA7 plazmid). A tovabbiakban a
pCA7 Smal és Scal helyei kozé beépitettilk a pPTS1RE Nael és Scal hasitohelyei kozotti,
gpd1P-crtW-gpdT kazettat hordoz6 szakaszt. Az integrativ transzformaciohoz a pCAS8
plazmidbol kivagtuk a homolog szakaszokkal hatarolt Clal-Aatll fragmentumot (pCAS8/If,
32. abra) és ezzel a linearis fragmentummal végeztik a PEG-kozvetitett protoplaszt

transzforméciot (MS12+pCASIf transzforméns torzsek).
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Egy masik konstrukciot is készitettiink (pCA9), ahol a gpdP-crtW-gpdT kazettat, a
pyrG szelekciés markerrel egyiitt, a Mucor genombdl amplifikalt 18S és 28S rDNS
szekvencidk kozé épitettiik. Ez utobbi szakaszok szolgaltak homolog szekvenciaként a
kettés rekombinacid iranyitasahoz. Ehhez a 18S rDNS szakaszt PCR-rel felszaporitottuk a
RIBI és RIB2 primerekkel, amelyek Sacl, illetve Kpnl hasitohelyeket tartalmaztak a
végiikon, majd ezek segitségével pUC18 vektorba a megfelel restrikcids hasitohelyek
kozé épitettiik. Ezzel parhuzamosan a 28S rDNS egy szakaszat is felszaporitottuk, ehhez a
RIB3 és RIB5 primereket hasznaltuk, melyek a végiikon BamHI és Sall hasitohelyeket
hordoztak. A terméket a 18S rDNS-pUC18 konstrukcioba épitettik a megfeleld
hasitohelyek kozé. Igy nyertiik a pCA1828 vektort (33. dbra). A pPT51 vektorbol Xbal és
Pstl restrikcios endonukleazokkal kivagtuk a gpdl szabalyzo régiokkal osszeépitett crtw
gént, melyet azonos hasitohelyek kozé a pEPMO901 plazmidba épitettiink (ez utobbi
hordozza az uracil auxotréfia komplementalasaért felelds pyrG gént). Ebbol a vektorbol
Clal és Kpnl restrikcios enzimekkel kihasitottuk a gpd1P-crtW-gpd1T kazettat és a pyrG
gént hordozo fragmentumot, amit a pCA 1828 vektor azonos hasitohelyei kozé épitettiink.
fgy nyertik a pCA9 vektort (34. abra), amelyet a transzformaciohoz Aatll és Nhel
enzimekkel hasitva linearizaltunk (pCAOIf, 34. abra). A pCA9If fragmentummal a
szokasos modon transzformaltuk a M. circinelloides MSI12 torzsét (MS12+pCAOIf
transzformans torzsek).
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2. Integrdacio restrikcios enzim medialt integracioval (REMI)

A transzforméciohoz a mar korabban emlitett pPT51, pCA8 és pCA9 vektorokat
hasznaltuk, melyeket kiilonboz6 restrikcidos endonukleaz enzimparokkal hasitottunk, az
alabbiak szerint: pCA8/Sall-Sacl; pCA9/Clal-Kpnl; pCA9/Pstl-Kpnl; pPT51/Sall-Scal;
pPT51/Nael-Ndel; pPT51/Nael-Clal (35. abra). Az igy nyert linearis fragmentumokkal
transzformaltuk az MS12 tdrzset, gy, hogy a protoplasztokhoz a transzformalé DNS
mellett a linearizalashoz hasznalt restrikcios endonukledzokat is hozzaadtuk, hogy azok a
magokba jutva feldaraboljék a genomi DNS-t. [ly modon az Gjboli osszerendez6dés soran
megtorténhet a transzformald DNS beépiilése a genomba (Id. lrodalmi attekintés, 10. abra).
A transzformansokat az el6bb felsoroltaknak megfeleléen a kovetkezOkképen neveztiik el
MS12+pCA8R, MS12+pCA9R1, MS12+pCA9R2, MS12+pPT51R1, MS12+pPT51R2 és
MS12+pPT51R3, ahol a szamozés ugyanazon linearis fragmentum kiilonb6z6 restrikcids

endonukledzokkal torténd hasitasat jelzi.

Seal

O

A\

'~ (V4 ,/ .
&\\ . 73 N,
& ﬁ
cut 7™ e o leuA

35. abra. A REMI-hez kiilonb6z6 restrikcios endonukledz enzimparokkal emésztett pCAS8, pCA9 és
pPT51 vektorok.

3. Integrdcio Agrobacterium tumefaciens-medialt transzformdcioval (ATMT)

A pPK2-crtW vektort a Covert-t6l kapott pPK2-bél kiindulva épitettiik, ahol az
eredeti, hygromycin rezisztenciat biztosito gént tartalmazé (hph) kazettat Kicseréltiik a
gpd1P-crtW-gpd1T kazettara, valamint a pyrG szelekcios génre Pstl, Kpnl és Sacl
restrikcios endonukleazok segitségével (36. abra). A transzformaciot az Anyagok és
modszerek fejezetben leirtak szerint végeztiik, a nyert torzseket MS12+pPK2W-nek

neveztik el.

6.3.2. Az integrativ transzformansok elemzése

Mindegyik felsorolt moddszerrel ¢és  vektorkonstrukcioval elvégeztik a
transzforméciot ¢és mindharom transzformdcidos modszerrel kaptunk transzformans
telepeket. A REMI kisérletek is eredményesek voltak, egyediil a pCA9 plazmidbol

kivagott linearis fragmentummal végzett REMI nem eredményezett transzformdns
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telepeket. Ezzel kutatécsoportunknak eldszor sikeriilt jaromspdords gombat REMI
modszerrel transzformalni. A kisérletek soran nyert transzformansokat, azok genotipusara

¢s fenotipusara vonatkozé fobb jellemzoket a 4. és az 5. mellékletben foglaltuk 6ssze.
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36. abra. Az ATMT-hez szerkesztett pPK2-crtW binaris vektor.

Transzformicids gyakorisag

Linearis fragmentumokkal végzett PEG-medialt protoplaszt transzformacio
esetében a transzformacid soran alkalmazott koriilmények optimalizalasa utan is alacsony
maradt a transzformécios hatékonysag: 1-4 telep/5x10° protoplaszt volt, 10-15 pg linearis
fokozta a transzformacids hatékonysagot; természetesen a DNS koncentracio és a
protoplasztok szamanak egyidejii emelése novelheti a transzformacids gyakorisagot. A
transzformans telepek megjelenése lassubb volt, mint cirkularis plazmid alkalmazasa
esetén (kb. 1 hét). A REMI soran két kiilonb6z6 restrikcios endonukledzt alkalmaztunk
(30-30 U mennyiségben) a recirkularizacio elkertiléséhez, Maier ¢és Schafer (1999)
publikacidjaban kozolt adatok alapjan. A transzformacio soran az Anyagok és modszerek
fejezetben (5.6.15.) leirt, 32-35 °C-on torténé 1,5 oras inkubaciot alkalmaztuk a
transzformacios gyakorisdg fokozéasa érdekében. Az inkubacidos homérsékletet és 1dot
elézetesen optimalizaltuk a Mucor protoplasztokra.

Az ATMT modszer esetében némileg magasabb volt a transzformécios gyakorisag
(3-8 telep/transzformacio), fliggetleniil att6l, hogy sporakat vagy protoplasztokat
transzformaltunk. Michielse és mtsi. (2004) R. oryzae esetében csak protoplasztok sikeres
transzformaciojat irtdk le, sporakat sikerteleniil probaltak ezzel a mddszerrel
transzformalni. Ez a kiilonb6z6 jaromsporas gombafajok  sporainak  eltérd
sejtfalfelépitésébdl eredhet. A folyékony IM tapoldatban torténd egyiitt-tenyésztés némileg
nagyobb transzformacids gyakorisdgot eredményezett, mint a szilard taptalajon torténd

egyiitt-tenyésztés, de a kiilonbség olyan kicsi volt, hogy valdsziniileg csak a kisérleti
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rendszer pontatlansagabol ered, minthogy valoban a két modszer kozotti kiilonbségbol
adodna. Az egyiitt-tenyésztési hémérsékletnek megfelelének kellett lennie mind a vir
gének aktivacidjahoz, mind a M. circinelloides névekedéséhez; az altalunk alkalmazott 28
°C mindkét kritériumnak megfelelt. Az egyiitt-tenyésztési id6 tekintetében a 2-3 nap
bizonyult optimalisnak. A szelektiv taptalajra helyezett celofankorongokon 5-6 nap utan
jelentek meg a transzforméns telepek. Fontos megemliteni, hogy a celofankorongot
teljesen beboritd baktériumpazsit elpusztitdsa nem volt konnyi, a transzformansokat ezért

tobbszor atoltottuk cefotaxim tartalmu taptalajra.

Az integrativ transzformansok molekularis elemzése

PCR segitségével igazoltuk, hogy a transzformalé DNS, illetve az 4ltala hordozott
crtW gén jelen van a haromféle modszerrel kapott transzformans torzsekben. Southern
hibridizacios kisérleteket végeztiink a transzformalé DNS Mucor genomba torténd
integracidjanak bizonyitdsdhoz. Az izoladlt DNS mintdk kiilonboz6 restrikcids
endonukleazokkal torténd hasitasa utan végzett hibridizacioval a legtobb esetben sikeriilt
igazolnunk a transzformald DNS integraciojat, mivel a transzformalo linearis DNS-b6l és a
transzformansokbol tisztitott DNS-b6] eltéré méretii jeleket kaptunk, illetve egyazon DNS
minta kiilonb6zd restrikcios endonukledzokkal torténd hasitdsa szintén eltérd méretii
jeleket eredményezett (37. abra). A hibridizaciés mintdzatok alapjan feltiint, hogy nem
csak az iranyitott integracioval, hanem a randomnak vélt REMI-vel és ATMT-vel nyert
transzformansok esetében is gyakran a genom egyazon (meghatarozott) helyére tortént az
integracio, vagyis feltételezhetéek un. ,hotspot”-ok a genomban, azonban ezek
szekvenciajat altalaban nem sikeriilt azonositanunk. A vizsgalatok soran Kimutattuk, hogy
az integracio altalaban egy kopidban tortént, ugyanakkor esetenként a REMI és az ATMT
tobbkopias integraciot eredményezett. Az ATMT transzformdciot a Nyilasi és mtsi. (2005)
altal is alkalmazott protokoll szerint végeztiik, ahol a hph bakterialis gént integraltak a M.
circinelloides genomjaba és Southern hibridizacios kisérletek soran egykopias beépiilést
tapasztaltak. Michielse és mtsi. (2004) szintén egykopias integraciot irtak le R. oryzae
ATMT-vel torténd transzformacioja soran. Rho és mtsi. (2001) Magnaporthe grisea
esetében szintén egykopias integraciot irtak le, ugyanakkor az egyiitt-tenyésztési ido
novelésével tobbkopias integraciot értek el, amit viszont Mullins és mtsi. (2001) Fusarium
oxysporum esetében nem tudtak megismételni. Sullivan és mtsi. (2002) Beauveria
dermatiditis, Hanif és mtsi. (2002) pedig Suillus bovinus esetében irtak le, hogy az
Agrobacterium sejtek koncentracidjanak novelése tobbkopias integraciot eredményezett,

mig Mullins és mtsi. (2001) F. oxysporumnal nem erre az eredményre jutottak. Maier és
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Schifer (1999) kimutattak, hogy a REMI esetében altalaban egykopias integracio torténik.
Transzformaciés modszertdl fliggetleniil tobb olyan transzformans telepet izolaltunk,
melyekbdl a nagyon alacsony kopiaszam miatt hibridizacioval nem tudtuk vizsgalni a
transzformal6 DNS sorsat, Monfort és mtsi. (2003) kanamycin rezisztencian alapulo

Rhizomucor miehei transzformacidja soran hasonlé jelenséget tapasztaltak.
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37. abra. A crtW gén jelenlétének és integracidjanak igazolasa kiilonbozé integrativ
transzformansokbol tisztitott DNS-b6l Southern hibridizacios kisérletekkel, jelolt crtW génproba
segitségével. Az abran néhany kiragadott példa lathato.

A: Smal, Pvull és BssHII restrikciés endonukledzokkal emésztett pCASIf fragmentummal
transzformalt MS12 transzformansokbol tisztitott DNS hibridizacids mintazata.

B: Clal, Kpnl, BssHII és Pvull restrikciés endonukleazokkal emésztett pCAO9If fragmentummal
transzformalt MS12 transzformansokbol tisztitott DNS hibridizaciés mintazata.

C: Smal, Clal, BssHII és Pvull restrikcios endonukleazokkal emésztett pCA8R fragmentummal
transzformalt (REMI) MS12 transzformansokbdl tisztitott DNS hibridizaciés mintazata.

D: Smal restrikcids endonukledzzal emésztett pPT51R1 fragmentummal transzformalt (REMI) MS12
transzformansokbol tisztitott DNS hibridizacids mintazata.

E: Xhol restrikcios endonukledzzal emésztett pPK2W vektorral transzformalt (ATMT) MS12
transzformansokbol tisztitott DNS hibridizaciés mintazata.

Inverz-PCR technika segitségével vizsgaltuk a bejuttatott DNS genomba torténd
integraciojanak helyét. A tisztitott DNS-t olyan restrikcios endonukleazokkal hasitottuk,

amelyek felismerdhelyét a transzformal6 DNS nem hordozta. Primereket terveztiink a
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transzformalo DNS két végére, ugy, hogy a feldarabolt genomi DNS fragmentumok
onmagukkal tortén6 ligalasat koveté PCR reakcid segitségével meghatarozhassuk a
transzformalo DNS-t hatarolo genomi szakasz szekvenciait (Triglia és mtsi. 1988, Ochman
¢s mtsi. 1988).

A kovetkez0 megallapitasokat tettiik:

MS12+pCAS8If transzformansok vizsgalata soran az integracid az esetek
tobbségében a M. circinelloides genom leuA génjébe tortént, tehat valoban kettés homoldg
rekombinaci6 altali iranyitott integraciot sikeriilt megvaldsitanunk. Arnau és mtsi. (1991)
leu” mutans M. circinelloides torzs sikeres transzformaciojat irtak le, ahol a leuA gén kett6s
valositottak meg. Arnau és Stroman (1993) szintén leirtak integraciot génkicserélodés
utjan, ahol szintén a leucin auxotrofiat komplementaltak a leuA gén Mucor genom leuA
integracio randomnak bizonyult. Esetenként az inverz PCR soran olyan fragmentumokat is
izolalnunk, amelyek a vektorbol ered6 DNS szekvenciak kozott rovid genomi eredetiieket
hordoztak, mig a crtW gént nem tartalmaztak. Ezek feltehetden pontatlanul kivagodott,
majd recirkularizalédott DNS darabokbdl szarmazhatnak, amelyek extrakromoszomalis
elemként maradhattak fenn.

Az MSI12+pCA9If transzformansok esetében a Mucor genombdl szarmazod
szekvenciakat tudtunk azonositani, amelyek a varttal ellentétben nem a 18S vagy 28S
riboszémalis DNS régiokbol szarmaztak, tehat ez esetben az integracio ektopikusnak
bizonyult. Arnau és Stroman (1993) nyolc M. circinelloides transzformans torzs esetében
igazoltak, hogy el6fordulhat mind additiv integracié homolog és heterolog helyre, mind
pedig génkicserélédés. R. miehei esetében Monfort és mtsi. (2003) rDNS szekvenciak
segitségével integraciot tudtak elérni cirkularis plazmid segitségével.

Az MSI12+pCAS8R transzformansokkal végzett inverz-PCR kisérletek tobbféle
szekvenalasi eredményt szolgaltattak. Egyes esetekben a szekvenciak a Mucor genomban
talalhato leuA gén kozelébdl szarmaztak, mas adatok pedig atrendez6dott plazmid és
ismeretlen szekvenciarészleteket mutattak, amelyeket sem a vektorokbol, sem a Mucor
genom adatbazisbol nem sikeriilt azonositanunk. Ezek, valamint a Southern hibridizaci6
kisérletek eredményei azt igazoljak, hogy néhany transzformdnsban az integracid tobb
kopiaban random helyre tortént, tovabba DNS atrendezddések is torténtek. Természetesen
az integracio helyét meghatidrozza az, hogy hol taldlhato a genomban az alkalmazott
restrikciés endonukleazok altal felismert nukleotidsorrend. Sweigard és mtsi. (1998)
Magnaporthe grisea, illetve Lu és mitsi. (1994) Cochliobolus heterostrophus esetében
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kimutattdk, hogy a REMI transzformacié soran az integracidé, a kromatin struktura
felépitésének koszonhetben, valdjaban nem teljesen random helyre torténik. Ez abbol
adodik, hogy a transzkripcid szempontjabdl aktivabb régid érzékenyebb a restrikcios
hasitasokra, mint a transzkripcionalisan inaktiv, mivel a génexpresszidhoz relaxaltabb
kromatin struktara sziikséges (Maier és Schifer 1999).

MS12+pPT51R1 transzformans torzseknél egyes esetekben révid, a Mucor
genombol szarmazdé DNS szekvencidk mellett az esetek tobbségében plazmid
szekvencidkat tudtunk azonositani. Mas esetekben az egy transzformansbol szarmazé
kevert szekvenciak mind tobbkopias integraciobol, mind plazmid kivagddasbol
szarmazhattak. Mindegyik REMI transzformacié soran, fiiggetleniil az alkalmazott linearis
fragmentumtol, megfigyeltiink olyan transzformansokat, amelyekben a szekvenciaadatok
alapjan feltételezhetden ugyanazon, de nem homolog helyre tortént az integracio.

MS12+pPK2W transzformansok esetében az azonosithatatlan ¢és kevert
szekvenciaadatok miatt egy esetben sem sikeriilt meghataroznunk az integracio helyét.
Ugyanakkor szinte minden transzformans esetében ugyanazt a Southern hibridizacios
mintazatot figyeltik meg, ami alapjan ugy tiinik, hogy azonos helyekre tortént az
integracio, tehat az integracié szempontjabdl 1étezhetnek un. ,,hotspotok™ a genomban.
Hasonlé eredményre jutottak Michielse és mtsi. (2004) R. oryzae homolog pyrd gén
ATMT modszerrel torténd integracidja soran: nyolc vizsgalt transzformans koziil két
esetben génkicserélodést tapasztaltak, hat transzformans esetében azonban heterolog helyre
tortént az integracid €s minden esetben ugyanazon kromoszomalis helyre. Egy vizsgalati
modszer sem vezetett eredményre, amikor az ektopikus integracio helyét probaltak

meghatarozni.

A koépiaszam, mitotikus stabilitas és transzkripcio elemzése

A crtW gén kopiaszamat, illetve az 4atoltdsok sordn megfigyelhetd
kopiaszamvaltozast qPCR segitségével mértiik (7. tablazat). Azt feltételeztiik, hogy mind a
protoplasztok, mind a spérak tobbmagvusaga miatt az abbdl fejlodoé conocitikus micélium
heterokariotikus lesz, azaz egyes magok hordozzak majd a bakterialis gént (az integraciotol
fliggden akar tobb kopidban is), masok viszont nem. Ennek megfeleléen egy egykopias
kromoszoémalis gén kopiaszamaval Osszehasonlitva annal 1ényegesen alacsonyabb
kopiaszamot mérhetiink. Azt vartuk, hogy monosporangidlis telepek izolalasaval és
folyamatos tovabboltasaval a szelekcidos nyomds hatdsara a transzformalé DNS-t hordoz6
magok felszaporodnak, ezaltal a kontrollhoz viszonyitva fokozatosan (az atoltasok

szamanak novekedésével) emelkedni fog a crtW gén kopiaszama.
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A crtW gén relativ képiaszamvaltozasa a
Transzformans transzformacio utani atoltasok szamanak Telep szine
torzs novelésével (kopia/genom) (szinvaltozasa)
2. atoltas 4. atoltas 8. atoltas | 12. atoltas
MS12+pCAS8If/1 3 34 155 286 SPN-PN
MS12+pCAS8If/2 12 na. na. 55 SPN-PN
MS12+pCAB8If/3 0,03 na. na. 0,07 S
MS12+pCAQIf/1 0,5 11 21 145 S-PN
MS12+pCAQIf/2 0,5 4 na. 62 S-PN
MS12+pCA8R/1 na. 0,01 na. na. S
MS12+pCA8R/2 na. 0,9 1,09 na. S
MS12+pCA8R/3 na. 0,05 na. na. S
MS12+pCA8R/4 na. 46 10 13 SPN
MS12+pCA8R/5 na. 1,22 na. na. S
MS12+pPT51R1/1 5 12 14 23 PN
MS12+pPT51R1/2 3 9 13 74 PN
MS12+pPT51R1/3 5 na. na. na. PN
MS12+pPT51R1/4 0,001 na. na. 0,01 S
MS12+pPT51R1/5 0,02 na. na. na. S
MS12+pPK2W/1 na. 0,002 na. na. S
MS12+pPK2W/2 na. 0,3 na. na. S
MS12+pPK2W/3 na. 0,003 na. na. S
MS12+pPK2W/4 na. 0,07 na. na. S

7. tablazat. A transzformansokban bejuttatott crtW gén relativ képiaszamvaltozasa és a telepek
szinvaltozasa. PN — piros-narancs, SPN - atmenet sarga-piros-narancs kozott, S-sarga, na.-nincs adat,
nem meértik.

Egyes transzformansoknal valoban ez az eredmény volt megfigyelhetd: az alacsony
kezdeti kopiaszam az atoltasok soran emelkedett és elérte az 1 koriili relativ kopiaszamot
(MS12+pCA8R/2 transzformans, 7. tablazat). Egyes transzformansokban a kopiaszdm 13
atoltasi ciklus utan is alacsony maradt (MS12+pCA8If/3, MS12+pPT51R1/4
transzformansok), ugy tlinik, hogy ezekben a mutans torzsekben fennmaradt a
heterokariotikus allapot. Ugyanakkor mas transzforméansok esetében a relativ kopiaszam
mar kozvetleniil a transzforméciot kovetden magasnak bizonyult, majd az atoltasi ciklusok
szamanak novelésével tovabb né6tt  (MS12+pCAS8If/1-2, MS12+pCA9If/1  és
MS12+pPT51R1/2 transzformansok) és egyes esetekben a 200 kopia/genom értéket is
meghaladta (MS12+pCAS8If/1 transzformans). Ez az extrém magas kdpiaszam a Southern
hibridizaciés és az inverz-PCR adatok figyelembevételével tobbféleképp magyardzhato.
Egyik lehetéség az, hogy a gomba genomjaba integralddott idegen DNS pontatlanul
kivagodott, majd recirkularizaciot kovetéen képes volt nagyon nagy kdpiaszamban
felszaporodni (talan éppen a pontatlan kivagddasnak koszonhetéen). Ilyen kivagddas
adodhat a jaromspords gombaknal is mar leirt, de ezidaig kozvetleniil nem bizonyitott
genomveédd mechanizmusbol (Takaya és mtsi. 1996, Ibrahim és Skory 2006). A lineéaris

fragmentumok 0Osszekapcsolodasa, majd a mar kompatibilis végek Osszekapcsolodasa
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(esetlegesen a nem kompatibiliseké is ,,non-homologous end joining” mechanizmussal,
Skory 2005, Ibrahim és Skory 2006), tehat egy 6riasmolekula (konkatamer) keletkezése is
magyarazhatja a magas kopiaszamot. Ezen oriasmolekula ugyanakkor integralédhatott a
gomba genomjaba, ez esetben a linearis fragmentumok tandem ismétlédése figyelhetd
meg. Ilyen oriasmolekula kialakulasanak lehet6ségét mar tobb publikacioban is felvetették
(Takaya és mtsi. 1996, Skory 2004, 2005).

Plazmidmenekitést végeztiink az integrativ transzformansokbol izolalt DNS-bdl,
amely soran tobb esetben a bejuttatott transzformaldé DNS-nél jelentésen kisebb méretii
cirkularis elemeket (2000-5500 bp kozotti méretben) izolaltunk. Ezek a korabban
leirtakhoz hasonloan (Id. Eredmények és értékelésiik, 6.2.3. fejezet) a transzformaldé DNS
atrendez6désébol szarmaznak, mivel itt is azonositani tudtunk plazmid szakaszokat
(minden esetben lacZ géncsonkokat). Ugyanakkor egyik esetben sem hordoztak a crtW
gént (vagy annak egy részét), ami megmagyarazza, hogy ezeket a cirkularis elemeket miért
nem tudtuk azonositani a Southern hibridizaciés mintazaton.

A mitotikus stabilitds vizsgalata soran a linearis fragmentummal transzformalt
torzsek tobbsége stabilnak bizonyult 15 egymast kovetd atoltasi ciklus utan is mind
szelektiv, mind nem szelektiv tenyésztési koriilmények kozott. A transzforméansokban a
nem szelektiv koriilmények melletti tenyésztés soran sem csokkent a crtW gén relativ
kopiaszama. Az ATMT mddszerrel 1étrehozott Gsszes torzs azonban instabilnak adodott
minden tenyésztési koriilmény kozott és 3 atoltas utan a transzformansok mar nem voltak
képesek novekedni. Mindez taldn a bakteridlis gén és a transzformécidos modszer
kombinaciojabol eredhet. Hasonl6 instabilitast kaptak Nyilasi és mtsi. (2005, 2008) mind
Backusella lamprospora, mind M. circinelloides, valamint Monfort és mtsi. (2003) R.
miehei heterolog génnel torténd ATMT transzformacioja soran. Michielse és mtsi. (2004)
R. oryzae esetében homoldg génnel torténd ATMT transzformdacidja soran stabil
transzformansokat nyertek. Minden REMI transzformans, amit a pPT51/Nael-Ndel
(MS12+pPT51R2) és pPT51/Nael-Clal (MS12+pPT51R3), valamint egy pCA8/Sall-Sacl
(MS12+pCA8R/1) fragmentum alkalmazasaval nyert transzformans szintén instabilnak
bizonyult. Mindezen eredmények igazoljak, hogy valdban mikodik ennél a gombanal egy
genomvédd mechanizmus, azonban a stabil transzformansok azt jelzik, hogy talan kisebb
aktivitassal, mint mas jaromsporas gombaknal.

A transzkripcio elemzése soran kimutattuk, hogy a crtW gén kifejezédik a
transzformansokban. A relativ transzkripcios szintek a gén relativ kopiaszamat, illetve
annak valtozasat kovették: ahol magas volt a relativ kopiaszam, ott a transzkripcids szint is

magasnak bizonyult, ahol pedig alacsony, ott a transzkripcids szint is alacsony volt (8.
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tablazat). Néhany transzformans torzs esetében megvizsgaltuk a tenyésztési ido €s a gliikoz
koncentracié hatasat is a relativ transzkripciés szintekre (9. tablazat). A korabban
tapasztaltakhoz hasonléan 4 nap utdn a bakteridlis gén nagyobb transzkripcids szintjét
mértiik, mint 1,5 nap utdn, valamint a magasabb glikoz koncentracio fokozott
génexpressziot eredményezett. A transzformansokba bejuttatott crtW gén gpdl promoter
régié szabalyozasa alatt all. Igy nem meglepd a crtW gén expresszidjanak emelkedése,
hiszen a gpdl promotere a gliik6z koncentracié fokozasaval indukalhatd (Wolff és Arnau
2002, Larsen €s mtsi. 2004).

Transzforméns Relativ tra’ns.z,kripci()s s’zint a Relativ trz’m.s'zkri’pc.i()s s%int a
torzs transzformfacw uta’m 3. atoltasi transzforma.cw utal}l 13. atoltasi
ciklus utan ciklus utan
MS12+pCA8If/1 56 325
MS12+pCA8If/3 0,07 na.
MS12+pCAQ9If/1 na. 11
MS12+pCA9If/2 0,5 13 (43)
MS12+pCA8R/2 4 na.
MS12+pCA8R/4 13 na.
MS12+pCA8R/10 10 na.
MS12+pPT51R1/1 12 na.
MS12+pPT51R1/2 74 207
MS12+pPT51R1/4 na. 0,3

8. tablazat. A relativ transzkripcids szintek korai és késéi atoltasok utan.
na.-nincs adat

Transzformans Gliikéz Relativ transzKkripcios szint Relativ transzKkripcios
torzs koncentracio 1,5 nap tenyésztés utan szint 4 nap tenyésztés utan

1% 12 na.
MS12+pCAS8If/1 2,5% 18 na.
5% 29 na.
1% 10 207
MS12+pPT51R1/1 2,5% 17 288
5% 93 143

9. tablazat. A relativ transzkripcios szintek a gliikkoz koncentracioé fiiggvényében 1,5 és 4 nap tenyésztés utan.
na.-nincs adat

Karotintartalom elemzése

Szamos transzformans nagy mennyiségben termelt oxigenalt [-karotin-

szarmazékokat, elsésorban kantaxantint és ehinenont, kis mértékben asztaxantint (10.
tablazat), emellett a transzformansok Osszkarotinoid-tartalma is novekedett az MS12
torzshoz képest. Kozvetleniil a transzformacio utan a transzformans telepek szine altalaban

sarga volt és ezekben a torzsekben az oxigenalt karotinoidok koncentracidja alacsony volt.
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Torzs Atoltasi ciklusszam | Likopin |B-karotin| y-karotin | B-kriptoxantin | Zeaxantin | Kantaxantin | Ehinenon | Asztaxantin | Osszkarotinoid Szin
MS12 - 12 (3) | 249 (61) 22 (5) 26 (6) 8(2) - - - 412 S
MS12+pCA8If/1 3 9(2) | 296 (49) 29 (5) 18 (3) 8 (1) 16 (3) 31(5) 1(0,2) 604 S
MS12+pCA8If/1 6 8(2) | 195(37) 23 (4) 14 (3) 8 (2) 25 (5) 59 (11) -(-) 535 SPN
MS12+pCA8If/1 13 12(2) | 43(8) 32 (6) 26 (5) 4 (1) 148 (28) | 117 (22) 3(1) 529 PN
MS12+pCA8If/2 6 10 (1) | 295 (43) 38 (6) 14(2) 6 (1) 65 (9) 60 (9) -() 692 SPN
MS12+pCA8If/2 13 15(2) | 78 (13) 41 (7) 15 (3) 6 (1) 123(20) | 135(22) | 2(0,4) 614 PN
MS12+pCAS8If/3 3 12 (2) | 373 (49) 32 (4) 21 (3) 9(1) 16 (2) 27 (4) 1(0,1) 757 S
MS12+pCAS8If/3 13 10 (2) | 295 (46) 30 (5) 18 (3) 9(1) 20 (3) 43 (7) 1(0,1) 644 S
MS12+pCA9If/1 3 11(2) | 377 (55) 30 (4) 24 (4) 7(1) 6 (1) 9(1) -() 688 S
MS12+pCA9If/1 13 12 (2) | 190 (30) 32 (5) 16 (3) 8(1) 71(11) 57 (9) 2(0,2) 636 SPN
MS12+pCA9If/2 3 21 (3) | 397 (51) 31(4) 32 (4) 10 (1) 9(1) 11(1) -() 785 S
MS12+pCA9If/2 13 15(2) | 281 (40) 35 (5) 20 (3) 5(1) 50 (7) 45 (7) 2(0,3) 697 SPN
MS12+pCA8R/2 3 10(2) | 358 (67) | 30 (6) 29 (5) 11(2) 5() 3(0,5) 0,3(0,1) 533 S
MS12+pCA8R/2 13 14 (3) | 360 (67) | 30(5) 25 (5) 7(1) 4(1) 8 (2) 0,7(0,1) 540 S
MS12+pCA8R/4 3 12(3) | 209 (52) | 25 (6) 18 (4) 6 (2) 31(8) 37(9) -(-) 405 SPN
MS12+pCA8R/4 13 12(3) | 196 (48) | 31(8) 16 (4) 6 (2) 29 (7) 44 (11) -() 407 SPN
MS12+pCAB8R/5 3 8(2) | 325(66) | 28(6) 29 (6) 14 (3) 6 (1) 3(1) -() 495 S
MS12+pCAB8R/5 13 13(3) | 337(66) | 28 (6) 25 (5) 6 (1) 4(1) 8(2) 0,4(0,1) 508 S
MS12+pPT51R1/2 3 23(5) | 58(13) | 51(11) 17 (4) 4(1) 109 (24) | 120(26) | 0,4 (0,1) 460 PN
MS12+pPT51R1/2 13 11(2) | 40(8) 28 (6) 21 (4) 8(2) 119 (24) 97 (19) | 0,1(0,02) 501 PN
MS12+pPT51R1/4 3 12 (2) | 359 (61) 25 (4) 20 (3) 9(2) 6 (1) 7(1) 0,5(0,1) 583 S
MS12+pPT51R1/4 13 -(-) | 390 (54) 21 (3) 38 (5) 10 (1) 10 (1) 6 (1) 1(0,2) 729 S
MS12+pPK2W/1 2, nem stabil -(-) | 427 (65) 20 (3) 39 (6) 11(2) 11(2) 4(1) -() 652 S

10. tablazat. Kiilonb6z6 integrativ transzformans torzsek Osszkarotinoid-termelése szarazsulyra vonatkoztatva (ug/g), valamint annak Osszetétele és valtozasa az
atoltasok soran. A felsorolt torzsek egy-egy tipust képviselnek az egyes modszerekkel eldallitott transzformans torzsek koziil aszerint, hogy hogyan valtozott a
karotinoid termelésiik. Zardjelben jeldltiik az adott karotinoid szazalékos aranyat az Gsszkarotinoid-tartalomra vonatkoztatva.
S —sarga, PN — piros-narancs, SPN — sarga-piros-narancs.
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Kivételt a pPTS5IR1/1 ¢és pPTS51R1/2 transzformansok képeztek, melyek
kozvetleniil a transzformécid utdn intenziv piros-narancs szinliek voltak, jelezve az
tablazat). Ezt a fenotipust az atoltdsok soran megtartottak (10. tablazat), ezek a torzsek
nagy mennyiségben termeltek kantaxantint és ehinenont.Tobb mint 10 atoltas utan a
xantofillok aranya jelentésen megnétt a Kkarotinokhoz képest a kezdetben sarga szin(i
telepek tobbségében is (10. tablazat). Kiemelkedik ezen toérzsek koziil az MS12+pCAS8If/1
és az MS12+pCAB8If/2, melyek a legnagyobb mennyiségben szintetizaltak kantaxantint és
ehinenont. Az MS12+pPK2W, MS12+pCA8R, valamint az MS12+pCAS8If/3
transzformansok az atoltasok szamatol fiiggetlentil sargak maradtak, vagyis ezek a torzsek
legnagyobb mennyiségben [-karotint termeltek. Néhany piros-narancs szinii transzformans
képe a 38. abran lathat6, a 39. abran pedig az egyik transzformans torzs karotinoid
Osszetételének TLC analizisét mutatjuk be, 6sszehasonlitva az MS12+pPT51 torzzsel (ami

szintén a crtW gént hordozta, de autonom replikalodé plazmidon).

MS12+
MS12 pCAS8If/1

MS12+ MS12+
pPT51R1/1 pPT51R1/2

38. abra. Néhany xantofilltermel§ transzformans torzs, 6sszehasonlitva az MS12-vel.

A szarazsulyra vonatkoztatott karotinoid-tartalmat tekintve a sarga telepekben
nagyobb Osszkarotinoid-tartalmat mértiink, mint a piros-narancs szintickben. Ez a
kiilonbség egy transzformdns telep vizsgalata soran is megfigyelhetd volt, amikor az
atoltasok soran a szine sargardl piros-narancsra valtozott (10. tablazat).

Megallapithato, hogy a crtW gén relativ kopiaszama és az oxigenalt karotinoidok
mennyisége egyenes aranyban van egymassal: magasabb kopiaszam esetén magasabb volt
a kantaxantin és az ehinenon koncentracidja. Az MSI2+pPT51R1/1 ¢és az
MS12+pPT51R1/2 torzsekben az oxigenalt [-karotinszarmazékok kezdeti, illetve
folyamatosan magas koncentracidja leginkabb azt a hipotézist tamasztja ala, miszerint a

linedris fragmentumok Osszekapcsolodasaval 1étrejott oOridsmolekuldk integralddtak a
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gomba genomjaba. Az MS12+pCAS8It/1 és MS12+pCAS8If/2 térzsekben a folyamatosan
emelkedd kantaxantin és ehinenon koncentracidt inkabb az integracid utdni pontatlan

kivagodas, recirkularizacié, majd a cirkularis genetikai elemek felszaporodéasa

magyarazhatja.
| B-karotin; y-karotin; likopin | S
ehinenon
-
kantaxantin -
B-kriptoxantin o

asztaxantin

zeaxantin

MS12+pPT51 MS12+pCAS8If/1

39. abra. Az MS12+pPT51 és az MS12+pCAS8If/1 transzformans torzsek karotinoid termelésének
Osszehasonlité TLC analizise.

Meghatdroztuk a transzformansok karotinoid termelését nem szelektiv tenyésztési
koriilmények kozott is (MEA, valamint uracillal és leucinnal kiegészitett YNB taptalajon),
kontrollként a szelektiv koriilmények ko6zott mért karotinoid-termelést vettiik. Egyik
esetben sem volt jelentés mértékii eltérés a termelt karotinoidok mennyiségében és csak
nagyon kis mértékben tért el a karotinoid-Gsszetétel.

Két transzformans torzs esetében részletesen megvizsgaltuk a kiilonb6zo
tenyésztési koriilmények (fény, homérséklet, kiilonbozoé szénforrasok) hatisat a torzsek
karotinoid termelésére. A korabbi mérések alapjan a vizsgalatokhoz az MS12+pCAS8If/1 és
az MS12+pCA91t/1 torzseket valasztottuk.

Allandé megvilagitast alkalmazva a Daylight fényforras kozel 1,5-szeres
karotinoid-termelés novekedést eredményezett a Warm White fényforrashoz képest a két
transzformans és az MS12 esetében is, a karotinoid-osszetétel szempontjabol azonban csak
kismértékii eltérést tapasztaltunk. M. circinelloides esetében a kék fény karotintermelés
szabalyozasaban betoltott szerepe régota ismert (Iturriaga és mtsi. 2000). Mint az irodalmi

attekintésben is emlitettem, a kék fény indukdlja a karotinszintézisben szerepet jatszo
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gének atirodasat (Velayos és mtsi. 2000a, 2000b, 2003). A két tesztelt fényforras kozt a
fény Gsszetételében van eltérés: az alacsony szinhémérsékletii fény (Warm White, 3000K)
a sarga-vords, mig a magas szinhdmérsékletli (Daylight, 6000K) a kék tartomanyban
intenzivebb, ami megmagyarazza, hogy a Daylight fényforrds miért eredményezett
magasabb karotinoid-termelést. A fényintenzitas a kisérletek soran alland6 volt, amit azért
fontos megemliteni, mert Orset és Young (1999) Dunaliella salina, Boussiba (1992) pedig
Hematococcus pluvialis esetében mutatta ki, hogy a fényintenzitas fokozdsa noveli a
karotinoid-termelést, amit Shais és mtsi. (1993) az aktiv oxigén molekulak képzédésén
(2001) H. pluvialis-ban a karotin-bioszintézis gének (fitoén szintaz, hidroxilazok)
transzkripcids szintjének novekedését mérték a fényintenzitas novelésével.

Vizsgaltuk a transzformansok karotinoid termelését kiilonbozd tenyésztési
hémérsékleteken is (20, 25, 30, 35 és 37 °C-on), és a legmagasabb karotinoid-termelést 35
°C-on mértiik. 37 °C-on a gombak mar gyengén néttek, de a transzformansok az MS12-nél
nagyobb tuléloképességet mutattak. Megfigyelhetd volt, hogy az alacsonyabb homérséklet
kedvezett az oxigenalt karotinoid-szarmazékok szintézisének (20 °C-on volt a
legmagasabb), mig a magasabb hémérsékleten a B-karotin mennyisége volt nagyobb (40.
abra). Korabbi vizsgalatokban Mosqueda-Cano ¢és Gutierrez-Corona (1995) Mucor rouxii
esetében a homérséklet emelésével szintén fokozni tudtak a karotinoid-termelést. Simpson
és mtsi. (1964) Rhodotorula glutinis-ben leirtak, hogy a karotinoid-bioszintézisben a
dehidrogénezéses és dekarboxilacios 1épések homérsékletfiiggbek. Kutatdocsoportunk is
igazolta, hogy a X. dendrorhous alacsonyabb hdmérsékleten tobb karotinoidot termel, mint

magasabb homérsékleten.
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40. abra. A hémérséklet hatdsa a kiilonb6zO karotinoidok termelddésére. Az értékek az adott
karotinoid szdzalékos aranyat jelzik. Az é&bran a vizsgdlatok szempontjabdl jelentds harom
karotinoidot tiintettiik csak fel.
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Tobb mint 20 atoltasi ciklust kdvetden a transzformansok karotinoid termelését
kiilonb6z6 szénforrasokkal, valamint adalékanyagokkal kiegészitett minimal taptalajon,
tovabba tapoldatban, alland6 razatas mellett is vizsgaltuk. Az dsszkarotinoid-tartalmakat, a

legnagyobb mennyiségben termelt karotinoidokkal egyiitt a 11. tablazat szemlélteti.

Torzs Szénforras/adalékanyag B-karotin | Kantaxantin | Ehinenon | Osszkarotinoid
MS12+pCA8If/1 N 34 (7) 169 (33) 103 (20) 511
MS12+pCA9If/1 1% D-gliikoz 215 (36) 80 (13) 65 (11) 596
MS12+pCA8If/1 Do 74 (10) 198 (26) 165 (22) 749
MS12+pCA9If/1 ? 271 (34) 139 (17) 84 (10) 799
MS12+pCA8If/1 rehals 61 (9) 209 (31) 149 (22) 684
MS12+pCAQIf/1 ? 268 (34) 122 (16) 88 (11) 781
MS12+pCA8If/1 Dkt 88 (15) 109 (18) 136 (23) 595
MS12+pCA9If/1 ? 199 (27) 139 (19) 86 (12) 746
MS12+pCA8If/1 D alakton 68 (12) 153 (26) 124 (21) 584
MS12+pCA9If/1 8 166 (26) 108 (17) 108 (17) 631
MS12+pCA8If/1 | esaoaraginsay 21 (4) 222 (45) 78 (16) 494
MS12+pCA9If/1 parag 204 (38) 50 (8) 87 (14) 609
MS12+pCA8If/1 N 15 (4) 232 (55) 35 (8) 426
MS12+pCA9If/1 dihidroxi-aceton 77 (13) 144 (24) | 142 (24) 590
MS12+pCA8If/1 cerin 53 (13) 79 (19) 35 (8) 411
MS12+pCA9If/1 g 50 (11) 163 (37) 34 (8) 437
MS12+pCA8If/1 corin Lomonoacetit 40 (9) 169 (39) 69 (16) 430
MS12+pCA9If/1 g 126 (38) 71 (18) 42 (11) 402
MS12+pCA8If/1 cellobiy 19 (6) 114 (36) 58 (19) 314
MS12+pCAQIf/1 56 (28) 43 (21) 18 (9) 203
MS12+pCA8If/1 o 27 (6) 139 (33) 82 (19) 428
MS12+pCAQIf/1 95 (25) 49 (13) 27(7) 385
MS12+pCA8If/1 ol 40 (12) 117 (34) 28 (8) 341
MS12+pCA9If/1 14 (7) 85 (41) 35 (17) 208
MS12+pCA8If/1 N 61 (10) 143 (25) 115 (20) 580
MS12+pCA9If/1 2,5% D-glikéz 161 (31) 41 (8) 99 (19) 513
MS12+pCA8If/1 N 37 (7) 144 (26) 120 (22) 546
MS12+pCA9If/1 5% D-glitkéz 50 (15) 56 (17) 85 (26) 329
MS12+pCA8If/1 o . 17 (8) 54 (26) 41 (20) 209

- +
MS12+pCA9If/1 D-glitkéz+pdlmaolaj 48 (23) 23 (11) 16 (8) 205
MS12+pCA8If/1 o 51 (19) 42 (15) 63 (23) 276
MS12+pCA9If/1 D-glitkéz, pH3,0 71 (20) 45 (13) 80 (23) 348
MS12+pCA8If/1 o 11 (6) 77 (40) 27 (14) 192
MS12+pCA9If/1 D-glitkéz+H,0, 52 (16) 78 (24) 43 (13) 325
MS12+pCA8If/1 o 24 (8) 110 (35) 47 (15) 312
MS12+pCA9If/1 D-glitkéz+FeSO, 104 (27) 67 (17) 27 (7) 385
MS12+pCA8If/1 o 6(6) 42 (43) 10 (10) 98
MS12+pCA9If/1 D-glitkéz+CuSO, 62 (25) 44 (18) 26 (10) 246
MS12+pCA8If/1 o 62(17) 26 (7) 70 (19) 362
- +
MS12+pCA9If/1 D-gliikoz+CoCl, 30(13) ) 39 (17) 229
MS12+pCA8Ifil | , " 4 (4) 35 (33) 9(9) 105
MS12+pCAQIf/L razatott tenyészet, D-gliik6zzal 9(6) 40 (30) 20 (15) 135

11. tablazat. Két transzformans torzs karotinoid termelése szarazsulyra vonatkoztatva (ug/g)
kiilonb6z6 szénforrast vagy adalékanyagot tartalmazo taptalajokon. A tablazatban a legnagyobb
mennyiségben eléforduld karotinoidok, valamint zardjelben azok sz4dzalékos aranya lathato.
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Az MS12+pCAS8If/1 ¢és az MSI12+pCAO9If/1 torzs a termelt karotinoidok
mennyiségében nem, csak 0sszetételében tért el jelentdsebb mértékben egymastol. A 41.
abran az MS12+pCASIf/1 torzs lathato kiilonb6zd szénforras tartalmu taptalajon nevelve,
illetve folyadéek tenyészetben az MS12 torzzsel osszehasonlitva. A D-galaktéz, D-fruktdz,
trehaldz és a D-manndz jelent6s novekedést, mig az L-aszparaginsav, dihidroxi-aceton,
glicerin, glicerin-L-monoacetat, maltdéz, cellobidz, etanol, illetve a kiilonboz6
adalékanyagok csokkenést okoztak az Gsszkarotinoid termelésben, dsszehasonlitva a D-
gliikbzon nevelt tenyészettel. Kobayashi és mtsi. (1992) H. pluvialis esetében leirtak, hogy
a vas-sok hatasara fokozoddott az asztaxantin produkcid. Tjahjono és mtsi. (1994) ezt a
Fenton reakci6 soran képzddd hidroxil gyokokkel, illetve azok karotin-bioszintézist
stimuldloé hatdsdval magyaraztak. A fémionokrdl kimutattdk, hogy altaldban fokozzék a
karotinoid-termelést élesztOkben, valamint fonalas gombakban is (Atamanyuk és
Razumorskii 1974, Mahattanatavee és Kulprecha 1991, Bhosale 2004). Ugyanakkor An és
mtsi. (1996) X. dendrorhous-ban mangan sok hatasara csokkenést figyeltek meg.
Mindezek szintén az oxid gyokok képzdodésével, valamint a fémionok enzimek

kofaktoraiként betoltott szerepével magyarazhatok.

A MS12 MS12+pCAS8If/1

B D-fruktoz D-mannéz trehaléz cellobiéz D-galaktéz glicerin

D-gliikéz L- dihidroxi- maltéz glicerin-L-
aszparaginsav aceton monoacetat

41. dbra. Az MS12+pCASIf/1 integrativ transzformans torzs fenotipusa kiilonb6z6 szénforras tartalmua
taptalajon és folyadéktenyészetben, a teljesség igénye nélkiil.

A razatott tenyészetben, az MS12 torzzsel dsszehasonlitva.

B: kiilonb6z6 szénforras tartalmu taptalajokon.
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Kisérleteinkben tobb szénforras €s adalékanyag jelentésen megndvelte a xantofillok
mennyiségét: az MS12 torzsben a glicerin, etanol és dihidroxi-aceton fokozta a hidroxilalt
szarmazékok mennyiségét (zeaxantin ketté-négyszeresére, B-Kriptoxantin kétszeresére
emelkedett). A transzformansok esetében a dihidroxi-acetonnal, L-aszparaginsavval,
valamint a hidrogén-peroxiddal és réz-szulfattal kiegészitett taptalajon torténd tenyésztés a
ketoszarmazékok mennyiségének és/vagy aranyanak emelkedését eredményezte. gy pl.
dihidroxi-aceton tartalmt taptalajon szinte teljesen megtortént a B-karotin —kantaxantin
atalakulas (42. abra).
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7
1 2 4 5
D 3
2 4 78
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e {—— — e IS W | S e
o 2 4 ] 8 10 12 14 16
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42. abra. Néhany karotinoid minta HPLC kromatogramja. A szamok altal jelolt karotinoidok: 1:
asztaxantin, 2: zeaxantin, 3: kantaxantin, 4: B-kriptoxantin, 5: ehinenon, 6: likopin, 7: y-karotin, 8: -
karotin.

A: Standardok

B: MS12+pPT51 D-gliikozon tenyésztett transzformans torzs

C: MS12+pCAB8If/1 D-gliik6zon tenyésztett transzformans torzs

D: MS12+pCAS8If/1 dihidroxi-acetonon tenyésztett transzformans torzs



Eredmények és értékelésiik 95

Ezekben a transzformansokban a kantaxantin mennyisége Osszemérheté mas, az
iparban potencialisan alkalmazott mikrobak kantaxantintermeld képességével (Bhosale és
Bernstein 2005). Vazquez és mtsi. (1997) Phaffia rhodozyma esetében kimutattak, hogy a
xiléz megnovelte az asztaxantin mennyiségét. Liu és Wu (2006) hidrogén-peroxid, Gu és
mtsi. (1997) etanol, Csernetics és mtsi. (2007) pedig olajok (els6sorban palmaolaj)
segitségével értek el hasonlo hatast, amikor azt Phaffia tenyészethez adtak. Az etanol a
karotinoid-termelés mellett a biomassza novekedését is eredményezte. Az MS12+pCA9If/1
torzs esetében a kiilonb6zé szénforrast, illetve adalékanyagot tartalmazo taptalajokon
nagyobb aranyu B-karotin—xantofill atalakulast mértiink a gliikkoz tartalmu taptalajon nevelt
tenyészethez képest, mint az MS12+pCAS8If/1 transzformans esetében, mivel a torzs eleve
kevesebb xantofillt tartalmazott.

Razatott tenyészetben alacsonyabb Gsszkarotinoid-tartalmat mértiink, mint szilard
taptalajon (altalanossagban o6t-hatszor kevesebbet), igy az MS12+pCAS8If/1 torzs esetében
a szarazanyagtartalomra vonatkoztatott karotinoid-mennyiség gliikdz tartalmu tapoldatban
105 ng/g, mig a legmagasabb (153 pg/g) trehaldz tartalmu tapoldatban volt. A fruktoz,
trehaloz, mannoz, valamint a palmaolajjal kiegészitett gliikkoz tartalmu tapoldat kozel
masfélszeres novekedést eredményezett a kantaxantin/B-karotin ardnyban a szilard
taptalajon nevelt micéliumokbol tisztitott karotinoid mintakkal Osszehasonlitva, illetve
atlagosan kétszeres novekedést tapasztaltunk a -kriptoxantin/B-karotin arany tekintetében.

Az asztaxantin koncentracidja minden transzformans esetében alacsony maradt,
jelezve, hogy a M. circinelloides B-karotin hidroxilaza nem vagy csak kis mértékben képes
szubsztratként hasznositani a kantaxantint. Ezért a Paracoccus sp. N81106 torzs crtZ
génjét a 6.1. fejezetben leirt autondm replikédlodod plazmidon (pPT50) az MS12+pCAS8If/1
¢s az MSI12+pPT51R1/1 transzforméns torzsekbe juttattuk PEG-medialt protoplaszt
transzformacioval. Mindkét transzformacio6 soran 20-25 transzformans telepet izolaltunk.

A kezdeti atoltadsok utan az asztaxantin koncentracidja alacsony maradt, valamint a
kantaxantin és az ehinenon koncentracidja is lecsokkent. TObbszdri atoltds utdn azonban
asztaxantin termelését az elézdekben leirt tenyésztési korilmények kozott (kiilonbozo
hoémérsékleten, fényforrason, szénforrast tartalmazé taptalajon, adalékanyagokkal
kiegészitett taptalajon). Az Osszkarotinoid tekintetében az integrativ transzformans
torzsekkel = azonos  kinetikat ~ mértiink.  Glikéz  tartalma  taptalajon  az
MS12+pCAS8If/1+pPT50/1 torzsben 737 ng/g, az MS12+pPTS1R/1+pPT50/1 torzsben
pedig 611 pg/g szarazanyagtartalomra vonatkoztatott 6sszkarotinoid-tartalmat mértiink. Az

asztaxantin mennyisége 8 és 13 ug/g volt (ami 1-2%-a az Osszkarotinoidnak). Az
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MS12+pPT51R/1+pPT50/1 térzshen mannézon, L-aszparaginsavon, valamint 30 °C-on D-
gliikbzon nevelve az asztaxantin mennyisége az Osszkarotinoid 4%-ara emelkedett (17, 28
és 30 ng/g,). A transzformansokban mind a zeaxantin, mind a B-kriptoxantin mennyisége
atlagban a kétszeresére emelkedett az MS12+pPT51R1/1 és MS12+pCAS8If/1 torzsekkel
Osszehasonlitva. A crtZ gén integracidja a két transzformans torzs genomjaba jelenleg is
folyamatban van, remélhet6leg igy tovabb tudjuk ndvelni a transzformans torzsek

asztaxantin termelését.

6.4. A crtW és a carRP gének flzidja, valamint a carRP gén elrontasa

A gpdl prométer és terminalis régiokra alapozott expresszios rendszerek mellett
olyan vektort is épitettiink, amelyben megkiséreltilk Osszehangolni a Paracoccus sp.
N81106 torzs P-karotin ketolazt kodold génjének expresszigjat a Mucor Kkarotin-
bioszintézis gének kifejezodésével. Ilyen vektor a pPT72, ahol a crtW gént 6sszeépitettiik a
M. circinelloides fitoén szintaz/likopin ciklaz aktivitasért felelés carRP génjével. A carRP
koédolja a B-karotinszintézis utolséd 1€pését katalizalé enzimet. A Mucor B-karotinszintézis
multienzimatikus modellje szerint, ez a fehérje transzmembran régidival a membranba
agyazodik, a szintetizalodo P-karotin a membran kettds lipidrétegébe keriil. Ha egy ilyen
fuzios fehérje miikodoképes lenne, a B-karotin—asztaxantin atalakulas kozvetleniil a -
karotinszintézis helyén valosulhatna meg. Mucor-okban a Kkarotinbioszintézis gének
expresszidja fény szabalyozasa alatt all (kék fény aktivalja), egy ilyen fuzidés génben a
crtW aktivitas szabalyozasa a Mucor génekével 6sszehangoltta valhat. Ugyanakkor a [3-
karotinszintézis esetleges valtozdsaibol a multienzimatikus modell helyességére is lehet
kovetkeztetni. Korabban tobb olyan expresszios vektort épitettek, ahol géneket

fuzionaltattak és ezek miikodoképesek voltak jaromsporas gombakban (Hiramatsu és mitsi.
1990, Houghton-Larsen és mtsi. 2003).

6.4.1. Expresszios vektorok épitése és transzformacios kisérletek

A pPT72 plazmidot a kovetkezOképpen szerkesztettik: a pyrG szelekcios gént
EcoRI és Sacl enzimekkel kihasitottuk a pEPM901 plazmidbdl és a pUCI18 bakterialis
klonozéd vektor megfeleld helyére ligaltuk (pPT71). A pPT71 vektor hordozza tehat a
Mucor pyrG gént, amely az uracil auxotrofia komplementalasaért felelés. A crtW és a

crcr

(pPT58). Végiil a pPT71 Smal és Kpnl hasitohelyei kozé épitettik a pPT58 plazmid
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EcoRV-Kpnl kozotti, carRP prométer kontrollja alatt 4llo crtW-carRP fuzios gént hordozé
szakaszat (pPT72, 43. ébra).

Ahhoz, hogy megfigyelhessiik a fizios gén bevitelének kovetkezményeit,
sziikségiink volt egy olyan mutans torzsre, amelyben a carRP nem fejezddik ki. Az ilyen
carRP™ mutansok fehér sziniiek, mivel nem termelnek [-karotint. Ha egy ilyen carRP’
torzset pPT72 plazmiddal transzformalnank, csak akkor termelédne [-karotin és/vagy
annak oxigenalt szarmazékai, ha a crtW-carRP fuziés gén mitkddéképes lenne. Igy a crtw-
carRP mukodeését a transzformansok szine jelezni tudja (fehér: a gén nem mukodik, sarga:
csak B-karotin termelddik, narancs/rézsaszin: B-karotin ketoldz aktivitas is jelen van). A
carRP"  mutans létrehozdsahoz integrativ  transzformaciéra alkalmas  vektort
szerkesztettiink, amely szelekciés markerként a leuA gént hordozta (pPT75 vektor, 43.
abra). Ehhez a carRP gént ¢és hatarolo szekvenciait pUC18 vektorba klonoztuk (pPT73),
majd a carRP génben talalhato Xhol-Nael fragmentumot kivagtuk és helyére beépitettiik a
pAVBI107 plazmidbol Xhol-Smal enzimekkel kivagott, a leuA gént tartalmazd
fragmentumot. A pPT75 plazmidbdl a leuA gént hordozo linearis fragmentumot Aatll és
Notl resrtrikcios enzimekkel vagtuk ki (pPT751f). A transzformaciot ezzel a linearis
fragmentummal végeztiik, de tobbszori probalkozas utan sem nyertiink transzformansokat.
Ezidaig Navarro és mtsi. (2001) irtak le sikeres génkititést jaromsporas gombaknal (CrgA
nullmutans létrehozasa). Mindezek alapjan ugy dontottiink, hogy a pPT72 cirkularis
vektorral az MS12 (carRP™) torzset transzformaljuk.

Aedl

Nold

43. abra. A pPT75 és pPT72 vektorok.

6.4.2. Cirkularis plazmidokkal nyert transzformansok elemzése
A transzformacios gyakorisag a korabban leirtak szerint alakult: 25-30 telepet
izolaltunk 10° protoplaszt és 10 pg DNS alkalmazasa mellett. Meglepé volt azonban a

transzformansok szine, mivel fehér és sarga telepeket egyarant izolaltunk (44. ébra).
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Amikor a fehér és sarga transzformans telepeket tisztitani probaltuk, a sarga telepek
tovabboltasa sordn sarga telepeket nyertiink, azonban a fehér szinliek tobbszori szelektalas
utan is tovabbi sarga és fehér telepekre szegregaltak. Feltételeztiik, hogy ez a plazmid
kopiaszdm ingadozasabol eredhet, a fuzids fehérje gatolja a Mucor CarRP miikodését, ami

fehér telepeket eredményez.

44. dbra. Transzformacio utin izolalt fehér és sirga telepek (A). Fehér szinii telepek tobbszori
tovabboltas utan is fehér és sérga telepekre szegregaltak (B).

A ¢PCR adatok igazoltak a feltevésiinket: a sarga telepekben nagyon alacsony volt
a pPT72 plazmid kopiaszama (0,002-0,17 kopia/genom kozott ingadozott), mig a fehér
telepekben magas volt (1,6-2 kopia/genom). A transzformansok karotinoid termelésében is
jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk: a sarga telepekben magasabb, a fehérekben viszont
nagyon alacsony karotinoid-tartalmat meértiink. A transzformansokban nagyon Kis
mennyiségben, de kimutathatd volt kantaxantin és ehinenon jelenléte is (12. tablazat). Ez
azt jelzi, hogy a crtW gén ugyan kifejeztethet6 egy ilyen génfuzio alkalmazasaval, de a Kis
mennyiségli prekurzorok jelenléte miatt (mivel feltételezhetden a fuzids fehérje gatolja a

CarRP miikodését) az oxigenalt karotinoidok koncentracidja nagyon alacsony marad.

Térzs |Likopin Karotin|karotin|kriptoxantin Zeaxantin|Kantaxantin|Ehinenon|Asztaxantin|Osszkarotinoid
259

MS12 | 6(2) (65) 14 (4) 29 (7) 6 (2) - - - 399
MS12+ -

pPT2 | 10 (2) (50) 19 (4) 31 (6) 1(0,2) 1,7 (0,3) 7() - 553

sarga
MS12+

pPT72| 2(2) |34(32)| 5(4) 9 (8) 2(2) 2(2) 5(5) - 108

fehér

12. tablazat. Eltér6 szinii pPT72 transzformansok atlag karotinoid termelése. A karotinoid
mennyiségek g/g szarazanyagtartalomra vonatkoztatva vannak feltiintetve. Zardjelben az egyes
karotinoidok szazalékos aranya lathato.
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7. OSSZEFOGLALAS

A jaromsporas gombak nagy gyakorlati jelentdséggel birnak orvosi, ipari-
biotechnologiai ¢s mezdgazdasagi szempontbdl is. Egyes fajok, mint zigomikdzist okozo
opportunista patogének érdemelnek figyelmet, masok genetikai modellorganizmusok,
illetve szamos faj akad kozottiik, amelyeket a biotechnoldgiai iparban hasznositanak.

A karotinoidok a természetben el6forduld egyik leggyakoribb pigmentcsoport.
Alapvetd szerepiik van mind fotoszintetizald, mind heterotrof szervezetekben. Régota
ismert antioxiddnsok, Ujabban daganatos megbetegedésekkel szembeni védd és az
immunrendszert erdsitd hatasukat is kimutattak. A karotinoidokat elsésorban az élelmiszer-
a kozmetikai- és a gyogyszeripar teriiletén, valamint az allattenyésztés soran (takarmany
kiegészitoként) hasznaljak fel jelentdsebb mennyiségben. A legnagyobb mennyiségben
eléallitott és forgalmazott karotinoid a B-karotin (mely egyben a jaromsporas gombak altal
szintetizalt karotinoidok koziil is a legjelentésebb). Ugyanakkor az utobbi években mind az
ipar, mind az alapkutatas egyre novekvd érdeklédést mutat a P-karotin oxigenalt
szarmazékainak (xantofillok), kiilondsen a piros szinii keto-szarmazékok bioszintézise
irant is.

A jaromsporas gombak, kiilonésen a Phycomyces, a Blakeslea és a Mucor
nemzetségek tagjai, régdta hasznalt modellorganizmusai a karotin-bioszintézis biokémiai
¢és genetikai tanulmanyozasanak. A Mucor fajok koziil részletesebben a M. circinelloides
karotinoid bioszintézisét tanulmanyozzak. Ez a gomba rendelkezik néhany, mind a
bioszintetikus ut vizsgalata, mind a lehetséges alkalmazasok szempontjabol is rendkiviil
elényds tulajdonsaggal. Ilyen pl. a hatékony genetikai transzformacid lehetdsége, a
heterolog gének kifejezddése, vagy a morfologiai dimorfizmus jelensége. A genetikai
vizsgalatok, mddositdsok soran nehézséget jelent a conocitikus micélidlis felépités, illetve
a bejuttatott idegen DNS extrakromoszomalis elemként vald fenntartasa, azaz az integracio
hianya. Nagyon kevés ismerettel rendelkeziink tovabba a jaromsporas gombakba
bejuttatott transzformald DNS sorsat illetden, pedig ezen ismeretek megkdnnyithetnék az
iparban is hasznalhatd mutans torzsek eldallitasat.

A kutatasi program célkitiizései és az elvégzett vizsgalatok eredményei.
A transzformacios kisérletek soran a M. circinelloides MS12 leucin ¢és uracil auxotrof

mutans torzsét hasznaltuk.
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1. A Paracoccus sp. N81106 torzs B-karotin hidroxilazt kédolé crtZ és -
karotin ketolazt kodoloé crtW gének heterolog expresszioja M. circinelloides-ben.

A Paracoccus sp. N81106 torzs tengeri baktérium crtZ és crtW génjeit M.
circinelloides glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt kodold gpdl gén szabalyozo
régiodival épitettiik 6ssze, amelyekkel kiilon-kiilon és parban is transzformaltuk az MS12
torzset. Northern hibridizacidval igazoltuk, hogy a gének kifejezOdnek a gombaban. A
transzformansok karotin termelésének vizsgalata soran igazoltuk, hogy az MSI12 torzs
rendelkezik B-karotin hidroxildz aktivitassal, ezért csak a B-karotin ketolazt koédold crtW
génre van szilkség asztaxantin, kantaxantin, ehinenon, valamint egyéb ketolalt
karotinoidok termeltetéséhez. A crtW gént hordozé transzformans torzseknél, illetve a
kotranszformansoknal a vad tipusi torzshoz képest megvaltozott karotin-Osszetételt
tapasztaltunk, mivel nagy mennyiségben termeltek kantaxantint, ehinenont ¢és Kis
mennyiségben asztaxantint is.

2. Az izoprén bioszintézis ut génjeinek talmiikodtetése M. circinelloides-ben, a
transzformansok karotin termelésének és a Dbejuttatott idegen DNS sorsanak
elemzése.

Klénoztuk és jellemeztik a M. circinelloides izopentenil-pirofoszfat izomerazt
kodolo ipi génjét. A transzformacios kisérletek soran a Velayos és mtsi. (2003, 2004) altal
Klonozott és jellemzett farnezil-pirofoszfat szintazt kodold iSOA és a geranilgeranil-
pirofoszfat szintdzt kodoldé carG géneket is felhasznaltuk. A hérom gént expresszios
vektorokba épitettiilk. A vektorok a leucin auxotrofiat komplementald leuA vagy az uracil
auxotrofiat komplementalo pyrG szelekciés markergéneket hordoztak. Minden
kombinacioban elkészitettiilk a transzformald vektorokat, hogy az izoprén bioszintézis Ut
egy-egy génjét hordozd plazmidokkal paronként kotranszforméciot is tudjunk végezni. A
harom izoprén gént M. circinelloides gpdl génjének szabalyozo régioival is Osszeépitettiik,
mivel a gpdl gén promotere erdésen kifejez6dd és indukalhatd a taptalaj glikoz

Southern hibridizacids vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a transzformans torzsek
autonom replikalodo elemekként tartjak fenn a plazmidokat. Tobb transzformans torzs
esetében igazoltuk, hogy torténtek plazmid DNS atrendezédések is. Valos idejii PCR
segitségével igazoltuk, hogy a harom gén egy kopiaban van jelen a vad tipusa Mucor
genomban. Vizsgaltuk a transzformansokba bejuttatott transzformalé plazmidok
kopiaszamat is. Atlagosan 2-3 plazmid/genom (0,3-7 plazmid /genom értékek kozott
ingadozott) relativ kopiaszamot mértiink, amely az irodalmi adatokhoz képest magasnak

mondhat6. Tobb kotranszformans esetében a plazmidok egyenldtlen eloszlasat mértiik.
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Meghataroztuk az MS12 torzs harom izoprén génjének transzkripcid valtozasat a
tenyésztési 1d6 ¢és a glikéz koncentracid fiiggvényében. Meghataroztuk a
transzformansokban talmilkodtetett gének expresszidos szintjét ¢és igazoltuk azok
novekedését a vad tipusu tOrzshoz képest. Megallapitottuk, hogy a gpdl promoter
szabalyozasa alatt allo géneket hordozo vektorokkal transzformalt torzsek esetén a
nagyobb gliikkoz koncentracid a gének transzkripcidjanak novekedését okozza, ami 1,5 nap
utan intenzivebb volt, mint 4 nap utan.

A mérési koriilmények optimalizalasa utan a karotintermelést spektrofotometrias,
TLC és HPLC vizsgalatokkal is meghataroztuk. A transzformansok karotin termelésében
egyértelmil novekedést tapasztaltunk. A legnagyobb mértékii ndvekedés minden esetben
azoknal a torzseknél volt mérheté, melyeket a carG gént hordoz6 vektorral
transzformaltunk. A kotranszformansok kozott voltak, amelyekben a harom-négyszeresére
nétt a karotintermelés a vad tipust torzshéz képest. A transzformansok karotin-
Osszetételében nem tapasztaltunk eltérést.

A crtW gént hordozo vektort a gpdl szabalyozo régidival Osszeépitett izoprén
bioszintézis ut génjeit hordozd vektorokkal parban is transzformaltuk, ahol jelentds
mértékii xantofilltermelés-névekedést mértiink a csak a pPT51 vektort hordozo
transzformansokhoz képest. Igazoltuk, hogy a kotranszformansok a heteroldg gént hordozo
vektorokat autondom replikalodo elemekként, jelentdsen alacsonyabb kdpiaszamban (0,07-
0,8 kopia/genom) hordoztadk, mint a homoloég géneket hordozd vektorokat (2-7
kopia/genom). Valos idejii PCR segitségével igazoltuk a heteroloég gének expresszidjat a
transzformansokban. lgazoltuk, hogy minden transzformans stabil szelektiv és nem
szelektiv koriilmények kozott egyarant.

3. A crtW gén integracioja a M. circinelloides genomjaba Kiilonb6zo,
integraciot eredményez6 modszerekkel.

A crtW gént harom kiilonbozd, integraciét eredményezd transzformdacios
modszerrel juttattuk a M. circinelloides genomjaba: a kettds rekombinacion alapulod
szubsztitucioval, a restrikcidos enzim-medialt integracioval (REMI), valamint az
Agrobacterium  tumefaciens-kozvetitett  transzformacioval ~(ATMT).  Vektorokat
szerkesztettiink, melyekkel a koriilmények optimalizaldsa utan sikeres transzformaciot
hajtottunk végre mindharom moédszerrel. Az ATMT nem, de a masik két modszer stabil
transzforménsokat is eredményezett.

Az integraciot minden esetben Southern hibridizacids technikaval igazoltuk.
Vizsgaltuk a genomba torténd integracid helyét is inverz-PCR technika segitségével. A

transzformans torzsek karotin termelését is analizaltuk, mely soran olyan torzseket sikertilt
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izolalnunk, melyek nagy mennyiségli xantofillt, azon beliil is kantaxantint és ehinenont
termelnek. Ezekben a torzsekben a crtW gén relativ kopiaszama nagyon magasnak
bizonyult, ami vagy a linearis fragmentumok 6sszekapcsolodasat kovetd integracié vagy a
pontatlan kivagodas kovetkeztében 1étrejott cirkularis DNS  felszaporodasanak
kovetkezménye. Ezeket a torzseket vizsgaltuk kiilonboz6é hémérsékleten, fényforrason,
kiilonboz6 szénforrast tartalmazo taptalajon, valamint egyéb adalékanyagokkal kiegészitett
taptalajon tenyésztve. Sikeriilt meghataroznunk olyan tenyésztési paramétereket, amelyek
mellett a B-karotin — kantaxantin konverzié szinte teljesen megtortént. Ugyanakkor
elhanyagolhat6 volt a termelt asztaxantin mennyisége, valdszintileg a M. circinelloides f3-
karotin hidroxildza nem vagy csak kis hatasfokkal képes a kantaxantint szubsztratként
hasznositani. Az asztaxantintermelés fokozésa érdekében két transzformans torzsbe
bejuttattuk a crtZ gént hordozoé vektort autonom replikalddo cirkularis plazmidon. Ezekben
a transzformansokban mar jelent6s mennyiségben termelddott asztaxantin.

Szerkesztettiink egy, a crtW-carRP fazids gént hordozd vektort is. Ezt a vektort

hordoz6 transzformansok azonban nem vagy csak kis mértékben termeltek karotinokat.

A kutatasok eredményeként uj informaciokkal béviiltek ismereteink az eddig
kevéssé tanulmanyozott jaromsporas gombak transzformacios rendszereit ¢és
karotinoid bioszintézisét illetéen. Szamos megvaltozott karotinoid-odsszetételi,

valamint megnovekedett karotintermeld képességii gombatorzset hoztunk létre.
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8. SUMMARY

Zygomycetes fungi have great practical importance in medical, industrial
biotechnological and agricultural aspects. Some species are considered as opportunistic
pathogens causing zygomyecosis, others are known as model-organisms in genetic studies
and several species are used in the biotechnological industry.

Carotenoids are yellow to orange-red natural pigments with a broad range of
biological functions. They play an important role in photosynthetic and heterotrophic
organisms. Their effective antioxidant property linked to a preventive action on various
types of cancer and an enhancement of the immune response makes them important in the
human diet. Carotenoids are used in the food, pharmaceutical and cosmetic industries and
as feed colour additives (especially to salmon, trout and poultry). The main industrial
carotenoid is [B-carotene, but the production of lycopene and astaxanthin is also
considerable. Today most of the carotenoid are produced by chemical methods, but there
is an increasing interest for sources of carotenoids of biological origins. The demand to
decrease the amounts of chemical additives urges the development of the biological
production.

Today, both applied and basic researches are increasingly directed towards the
oxygenated derivatives of the f-carotene (xanthophylls), especially to the biosynthesis of
the red keto-derivatives.

Zygomycetes, especially the members of the genera Phycomyces, Blakeslea and
Mucor have been used as model-organism for the study of the genetic and biochemical
background of the carotenoid biosynthesis. From the Mucor genus the carotenoid
biosynthesis of the Mucor circinelloides is the most studied. This fungus has some
advantageous features in reference to molecular studies and biotechnological applications,
such as the possibility of the genetic transformation, the expression of heterologous genes
or the morphological dimorphism. Some properties of zygomycetes make the genetic
analysis or modification difficult, like the coenocytic mycelial structure, or the
extrachromosomal maintenance of the foreign DNA.

Objectives of the research program and the results of the experiments.
The leucine and uracil double auxotrophic mutant Mucor circinelloides MS12 strain was
used in the transformation experiments.
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1. Heterologous expression of the Paracoccus sp. N81106 strain crtZ (f-
carotene hydroxylase) and crtW genes (B-carotene ketolase) in M. circinelloides.

The crtZ and crtW genes of the marine Paracoccus sp. N81106 strain were placed
between the M. circinelloides gpdl (encoding the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) regulatory regions. Transformation and co-transformation experiments
with the two genes were also performed. The expression of the heterologous genes in the
fungus was verified by Northern hybridization. The B-carotene hydroxylase activity of the
MS12 strain was demonstrated, thus, expression of the crtW gene encoding the p-carotene
ketolase seems to be enough to produce astaxanthin, canthaxanthin and other ketolated p-
carotene derivatives. The changes in the composition of the accumulated carotenoids in the
transformants harbouring the crtW gene comparing to the wild type strain were analysed;
production of canthaxanthin, echinenone in high amount and astaxanthin in low amount
was Verified.

2. Overexpression of the isoprenoid biosynthetic genes in M. circinelloides,
analysis of the carotenoid production of the transformants and the fate of the
introduced DNA.

The isopentenyl pyrophosphate isomerase, encoding the ipi gene of M.
circinelloides was cloned and characterized. Velayos and his research group have cloned
and characterized the M. circinelloides isoA gene encoding the farnesyl pyrophosphate
synthase and the carG gene encoding the geranylgeranyl pyrophosphate synthase. These
genes and the ipi were used in our experiments. The expression vectors harbouring these
genes carried one of the following selection marker genes too: the leuA (a-isopropyl malate
isomerase) complementing the leucine auxotrophy or the pyrG (5’-monophosphate
decarboxylase) complementing the uracil auxotrophy. The expression vectors were built in
two versions containing one of these two selection markers to allow co-transformations
with two plasmids. The three isoprenoid biosynthesis genes were also placed under the
control of promoter and terminal regions of the M. circinelloides gpd1 gene. This promoter
is very effective and its activity depends on the concentration of glucose. Transformations
and the co-transformations with two plasmids (to test all possible gene combinations) were
achieved with PEG-mediated protoplast transformation.

Southern hybridization technique was used to verify that the transformants carried
the introduced DNA as autonomously replicating elements. Plasmid rearranges were
detected in many of the transformants. Quantitative PCR (qPCR) technique was used to
verify that the three isoprenoid genes are in a single copy in the wild type Mucor genome.

The copy number of the plasmids in the transformants was also analysed. The average
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relative copy number was 2-3 copies/genome (varied between 0.3-7 copies/genome),
which is a high number comparing with other publications. The copy number of the two
plasmids was different in most of the co-transformants.

The time and glucose concentration dependence of transcription of the isoprenoid
genes was measured in the MS12 strain. The increase in the transcription level of the
introduced genes was confirmed in the transformants. Increased expression of the genes
driven by the gpd1l promoter was verified in cultures on media containing higher glucose
concentration.

After optimization of the parameters, spectrophotometry and TLC and HPLC
techniques were used for the analysis of the carotenoid production. The increase of the
carotenoid production in the transformants was proved. Transformants carrying the carG
gene in extra copies showed the highest carotenoid accumulation. Some of the co-
transformants produced three to four times more carotenoids, than the wild type strain. No
significant changes were detected in the composition of the produced carotenoids in the
transformants in comparison with the wild type strain.

Co-transformations of the MS12 with the plasmid harbouring the crtW gene and the
plasmids carrying one of the isoprenoid biosynthesis pathway genes placed under the
control of the gpd1 regulatory regions were also performed in all possible combinations. In
such transformants, increased xanthophyll production was detected comparing to strains
transformed only with the crtW gene-containing plasmid. These transformants carried the
plasmids as autonomously replicating elements, but the copy number of the plasmids
containing the bacterial gene were significantly lower (varied between 0.07-0.8
copies/genome), than the vectors containing the homologous genes (varied between 2-7
copies/genome). Real-time gPCR technique was used to analyse the expression of the
heterologous genes.

All of the transformants proved to be stable under selective and non-selective
conditions.

3. Integration of the crtW gene into the M. circinelloides genome using different
methods.

We achieved the integration of the bacterial crtW gene into the M. circinelloides
genome using the following different methods: gene substitution based on double crossing
over; restriction enzyme-mediated integration (REMI) and Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation (ATMT). After the optimization of the transformation conditions,
successful transformations were performed with all of the constructed vectors. With the

exception of the ATMT method, stable transformants were isolated in each experiment.
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Southern hybridization technique was used to verify the integration and inverse-
PCR to determine the site of the integration. The carotenoid production of the
transformants was analysed and several mutant strains producing xanthophylls in high
amounts (mainly canthaxanthin and echinenone) were isolated. In these strains the crtW
gene was detected in extremely high copy number; maybe originating from the integration
of the linear fragment in tandem repeats or from the imprecise excision, recircularization
and extrachromosomal amplification of the introduced DNA. These strains were cultured
under different conditions, e.g. different temperatures, light sources, media containing
different carbon sources and supplemented with different chemical additives. Several
culture conditions, where the B-carotene-canthaxanthin conversion was nearly complete,
were determined for these strains. Furthermore, production of astaxanthin was near to zero
in these strains. Maybe the B-carotene hydroxylase of M. circinelloides is able to use the
canthaxanthin as substrate only with very low efficiency. For this reason, the
autonomously replicating plasmid carrying the crtZ gene was used for the transformation
of two of the canthaxanthin-producing mutants. As a result, astaxanthin production in high
amount was detected in these strains.

A plasmid carrying the crtW-carRP gene fusion was also built and used for the
transformation of the MS12 strain, but these transformants produced low amount of
carotenoids.

As a result of our research, new information is standing in the poorly studied
transformation systems and carotenoid biosynthesis in Zygomycetes. Many Mucor
strains changed in their carotenoid production have been isolated. New strains with
significantly increased carotenoid production were also created and characterized.
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1. melléklet. A jaromsporas gombaknal alkalmazott transzformacios rendszerek 6sszehasonlitasa.
;ﬁ;ﬁi Faj Vektor Tr(a:::lse z;';l%);a;l;:;s)ag Fennmaradas Mitétikus stabilitas (megjegyzés) Publikacié
Absidia glauca | cirkularis - extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas Wostemfgg; es mist.
Mortierella S . . . Mackenzie és mtsi.
alpina cirkularis 1-2/ug DNS integracid stabil (rDNS) 2000
“{gg:jm:;a linearis <l/pg DNS integracio (géndiszrupcio) stabil Zhang és mtsi. 2007
19-720/ug DNS/3,2x10°
. protoplaszt; 1-38/10-50 pg e ) . L van Heeswijck és
cirkuldris | " 5N5/2410° protoplaszt, extrakromoszémlis (homoldg és heterolog génck) Roncero 1984
vektortdl fiiggden
cirkularis 200/pg DNS - stabil (heterolog gén) Dickinson és mtsi. 1987
cirkularis - extrakromoszomalis - van Heeswijck és msi.
PEG-medialt 1988
pr?topliiszti cirkularis 2500/ug DNS extrakromoszomalis -(ars) Roncero és mtsi. 1989
szreroplasz
transzformacio cirkularis <6000/pg DNS extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas Anaya ¢és Roncero 1991
Mucor
circinelloides | i iutaris 98/u1g DNS extrakromoszomalis Cs alacsony mitotikus stabilitas Arnau és mtsi. 1991
integrativ stabil
) 6
cirkularis 600 i)or(c)){ggl]a)sI;ItS/lo extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas (ars) Benito és mtsi. 1992
N 5
cirkularis 8 483&; tgo BI:SSZ{SX] 0 extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas (heterolog gén) | Iturriaga és mtsi. 1992
cirkuldris | 590 illetve 390/10 pgDNs/ | ntegrcio, de akis mintaszim

és linearis

107 protoplaszt

miatt nem zarhato ki
extrakromoszomalis sem

Arnau és Stroman 1993

cirkularis

extrakromoszomalis

alacsony mitotikus stabilitas

Benito és mtsi. 1995

cirkularis

extrakromoszomalis

Velayos és mtsi. 1998
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Ruiz-Hidalgo és mtsi.

cirkularis - extrakromoszomalis instabil (heterolog gén) 1999

linearis 28/transzformacio integracio (génkiiités) stabil (homokariotikusak) Navarro és mtsi. 2001
cirkularis - extrakromoszomalis instabil (heterolog gén) Wolft és Arnau 2002

385-1758 telep (3,12-
cirkularis 1(,)’4/0 kOZOVtt’l a extrakromoszomalis instabil és stabil is volt (RNSi) Nicolds és misi. 20033,
géncsendesitési 2003b
frekvencia)

cirkularis 324i147|_33’\? éilOl/p. & extrakromoszomalis instabil Appel és mtsi. 2004
cirkularis 25-93/10° protoplaszt extrakromoszomalis - (kotranszformacio) Papp és mtsi. 2006
cirkul4ris 170£16,5-705+35/pg extrakromoszémalis mitdtikusan instabil (heterolog és homolog Ortiz-Alvarado és mtsi.

DNS/107 protoplaszt

ars)

2006

linearis és

42 telep, 4 esetben igazolt
génkiiités (linearizalt
DNS) és

integracio (génkiliités) és

mitétikusan stabil (homolog
rekombinacidval génkiiités, dcl-1 null

) s foats AN Nicolas és mtsi. 2007
et | SIEAe Gl | mioomouondt i) & ol
279,870 KOZOHL clriuiar mitétikusan instabil (RNSi)
géncsendesitési
frekvencia)
- mitdtikusan stabil (homoldg
linegris | 2 telep. 1 esetben igazolt integracié (eénkiiités) rekombindcioval génkiiités, crgA null Nicolds és mtsi. 2008
génkilités muténs
10-20/ pg DNS/10°
. - protoplaszt (sajat adat, s S . . L o .
cirkularis nem szerepel a extrakromoszomalis mitdtikusan instabil (heterolog gén) Lukécs és mtsi. 2009
publikacioban)
196-340 telep (3,17-91,8%
cirkularis kozotti a géncsendesitési extrakromoszomalis mitdtikusan stabil Nicolas és mtsi. 2009

frekvencia)

linearis és
cirkularis

14 telep, 1 esetben igazolt
génkiiités (linearizalt
DNS) és
50-1758 telep (cirkularis
DNS; 3,47-86,9% kozotti a
géncsendesitési
frekvencia)

integracid (génkiiités) és
extrakromoszomalis
(cirkularis DNS)

mitotikusan stabil (homolog
rekombinacidval génkiiités, dcl-2 null
mutans) és
mitdtikusan stabil és instabil
transzformansok is (RNSi)

de Haro és mtsi. 2009
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Navarro és mtsi. 2000,
Velayos ¢és mtsi. 1997,
2000a, 2000b

Mucor rouxii cirkularis 1-3/ug DNS - - Appel és mtsi. 2004
Pz{;?)lltglla cirkularis - extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas Burmester 1992
6 extrakromoszomalis/tobbszori .
cirkuldris 40-60/ug DNS/10 toltas utén cléfordul alacsony mitétikus stabilités? (ars elem) Revuelta és Jayaram
szferoplaszt . iy 1986
integracio (ars)
0-3136 kbzdtt, az éﬂa§ 20- extrakromoszomalis/integracio
Phycomyces cirkularis 170 /ug DNS/ 10 is torténhetett g instabil/stabil Arnau és mtsi. 1988
blakesleeanus szferoplaszt
0,25-250/ug DNS (a
K 1cib névelésevel
cirkularis Once“tgsgf(‘l’(ég,e eseve extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilités Suarez és Eslava 1988
27,7-231/10° protoplaszt
20/ ug DNS/10°
. ro. r I Z
gs‘rllfl‘l‘gr‘fs oL (f chfgp SSN ; 00 integraci6 - Wada és misi. 1996
Rhizomucor protoplaszt
usillus irkulari 7
P gs‘rllfl‘l‘gr‘fs Sng %ﬁ%/;r?efgggﬁ'asn' integracié Yamazaki és misi. 1999
cirkularis 100/ug DNS extrakromoszomalis - Appel és mtsi. 2004
10-12/pg DNS a heterolog
Rhizomucor cirkularis ars-t hordozé vektorral extrakromoszomalis ars-el; instabil <20% a tuléld sporak (heterolog ars Monfort & misi. 2003
miehei . 5-8/ug DNS rDNS-t integracié rDNS-¢l valamint rDNS szekvenciak) ’
hordozo vektorral
Rhizopus , . S ,, 1
oryzae/Rhizopus | cirkularis 0,5-1/pg DNS integracio relativ Stalﬁl’ am; N ova,bb nott az at oltasokkal Horiuchi és mtsi. 1995
delemar (heteroldg génexpresszio)
cirkuldris 0.08-0,1/ug DNS és extrakromoszomalis instabil illetve alacsony mitotikus stabilitdas | Michielse és mtsi. 2004

Rhizopus oryzae

és linearis

0,15/ug DNS

linearis és
cirkularis

- (13 telep esetében igazolt
homolég rekombinacio
altali génkiiités, linearizalt

integracio (génkiiités)
extrakromoszomalis
(cirkularis DNS)

mitotikusan stabil (ftrl delécids mutans), de
nem homokariotikus

mitotikusan stabil

Ibrahim és mtsi. 2010
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DNS alkalmazésa)
- (50%-o0s géncsendesitési
frekvencia)

Rhizopus niveus

extrakromoszomalis és

cirkularis - integraci6 alacsony mitotikus stabilitas Yanai és mtsi. 1990
écslrllzﬁizrrlii ketto;/szz Se lslgcll)(;\lustan 2 extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas Yanai és mtsi. 1991
1-20/ug DNS integracio és

cirkularis
és linearis

linearissal 1/5-e a
cirkulérissal meghatarozott

extrakromoszomalis, a linearis
fragmenttel nétt az integracid

stabil integracio6 esetén,
extrakromoszomalissal alacsony mitotikus

Liou és mtsi. 1992

integracio tortént

szamhoz képest esélye stabilitds
. L. . s alacsony mitotikus stabilitas, szelektiv . .

cirkularis 0,2-1,9/ug DNS integracio Koriilmények fenntartésa sziikséges Takaya és mtsi. 1996

PEG-mediélt Phycomyces cirkularis 150/1D7£g s(gog‘%i)% ne extrakromoszomalis stabil Ootaki és mtsi. 1991

mikroinjekcio blakesleeanus . <1/ug DNS/10° a1 o . Obraztsova és mtsi.

cirkularis szferoplaszt extrakromoszomalis extrém instabil 2004

gslrlligclezrrliss - integracio stabil (raﬁll oretl“(f{:’)l’girsipgggn]s)ii clemek, Burmester és mtsi. 1990
Elektropordcio | Absidia glauca = 5q s 28-54/ug DNS extrakromoszomalis voltak stabilak (segl elem) Burmester & misi. 1992

cirkularis - extrakromoszomalis stabil (ragl, sagl elemek) Schilde és mtsi. 2001

N 7
Absidia glauca | cirkularis 384 64,15;;ggraDNS/10 extrakromoszomalis stabil (ragl elem) Bartsch és mtsi. 2002
instabil ¢
cirkularis 0,4/ug DNS integracio il is 5ollt ESDN 8 Takeno és mtsi. 2004
Mortierella vektortol fliggden 0-14/pg
alpina cirkularis DNS illetve integraciod instabil és stabil is volt (rDNS) Takeno és mtsi. 2005
6,8/ug DNS
Biolistik cirkularis 40-50/4x10° spora integracid stabil Ando és mtsi. 2009a
lofisztikus Mortierella c ) .

isabellina cirkuléris >70/ng DNS - - Zhang és mtsi. 2007

14+5-380+34/pg DNS/107 .
cir(:l}/rl:;(l:lcz) I’I des cirkuldris | spora vagy 5+3-55+10/ pg extrakromoszomalis alacsony mitotikus stabilitas (ars) Gonzalne;;:_ligl;? dez és

DNS/107 csirazo spora :
t6bbfele extrakromoszdmalis, ritkan
. S 1-50/ug DNS, vektortol integracio, de volt olyan . s i . Skory 2002,
Rhizopus oryzae l\l/I;ek?glrs figgden vektor, ahol minden esetben integracio esetén stabil lehet Skory 2005




Mellékletek 127
cirkularis : - PP
és lincaris |~ M& DNS cirkuldrissal, extrakromoszomilis és volt stabil és instabil is Skory 2004
vektor 50/ng DNS linearissal integracio is
cirkularis - extrakromoszomalis viltozo, de ff)kent 1nsta.b’11 (heterolog Mertens és mtsi. 2006
génexpresszio)
Backusella alacsony, de az
lamorosnora cirkularis egybefliggd novekedés integracid instabil Nyilasi és mtsi. 2008
prosp miatt nem volt szamolhato
Mortierella koriilményektol fliggden 4-
alpina cirkularis | 80/107 spora, (meghaladja integracio a telepek nagy része stabil (60%) Ando és mtsi. 2009b
P a 400/10°® spora szamot)
Mucor irkuldri 1-31/8x10° spo integracio instabil Nyilasi és mtsi. 2005
ATMT circinelloides cirkuléris -31/8x10° spora integracid instabi yilasi és mtsi.
Rh:;?erﬁgicor cirkularis 50-800/107 spora integracid instabil Monfort és mtsi. 2003
. . L. egybefliggd novekedés . s - Michielse és mtsi.
Rhizopus oryzae | cirkularis miatt nem volt szamolhato integracio nagyon stabil 2004
Ui?;;;:ﬂﬁzls cirkularis 5-25/10° spora - - Wei és mtsi. 2010
ARMT UI';‘;SQI'EEZ'S cirkularis kb. 10-95/10° spora integracio stabil Wei és mtsi. 2010
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2. melléklet. M. circinelloides ipi gén kodonhasznalata.
Az ipi arany az adott kodon aranyat mutatja az aminosavat kodolé szinonim kodonokhoz
viszonyitva, mig az ipi szam az adott kodon dsszes eléfordulasat a génben.
Kodon Aminosav I?I 'Ff' Kodon Aminosav I?I IFEI
ardny szdm ardny szdm

TTT Phe F 3% 4 TAT Tyr Y 5% 3
TTC Phe F 66 % 8 TAC Tyr Y 25% 1
TTA Leu L 4% 1 TAA - - 100 % 1
TTG Leu L 42 % 10 TAG - - 0% -
CTT Leu L 17% 4 CAT His H 1% 5
CTC Leu L 29 % 7 CAC His H 29 % 2
CTA Leu L 0% - CAA Gln Q 62,5 % 5
CTG Leu L 8 % 2 CAG Gln Q 37,5% 3
ATT lle I 42 % 5 AAT Asn N 27 % 3
ATC lle I 58 % 7 AAC Asn N 3% 8
ATA lle I 0% - AAA Lys K 19 % 3
ATG Met M 100 % 7 AAG Lys K 81 % 13
GTT Val \Y 7% 1 GAT Asp D 45 % 9
GTC Val \% 57 % 8 GAC Asp D 55 % 11
GTA Val \Y 7% 1 GAA Glu E 37 % 7
GTG Val \% 29% 4 GAG Glu E 63 % 12
TCT Ser S 20 % 2 TGT Cys C 0% -
TCC Ser S 30 % 3 TGC Cys C 100 % 5
TCA Ser S 0% - TGA - - 0% -
TCG Ser S 0% - TGG Trp wW 100 % 5
CCT Pro P 30 % 3 CGT Arg R 44 % 4
CCC Pro P 60 % 6 CGC Arg R 44 % 4
CCA Pro P 10 % 1 CGA Arg R 0% -
CCG Pro P 0% - CGG Arg R 0% -
ACT Thr T 38 % 5 AGT Ser S 60 % 3
ACC Thr T 46 % 6 AGC Ser S 40 % 2
ACA Thr T 15% 2 AGA Arg R 22% 1
ACG Thr T 9% - AGG Arg R 0% -
GCT Ala A 42 % 5 GGT Gly G 29 % 2
GCC Ala A 50 % 6 GGC Gly G 57 % 4
GCA Ala A 8 % 1 GGA Gly G 14 % 1
GCG Ala A 0% - GGG Gly G 0 -
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3. melléklet. A M. circinelloides ipi génje altal kédolt IPP izomeraz fehérje

szekvencidjanak oOsszehasonlitisa, mas, nem kozeli rokon fajok IPP

izomeraz fehérje szekvenciajaval

Clustal Consensus

Clustal Consensus

10 z0 30 40 50 &0 70
B I e T O T T I I e I [ [P IR
. circinelloides ----------—------—————-—-—- H.APDLI{EYDEED‘RRL}[EEHCIV‘RDEHDRRVGADSIG(TCHLI‘TINI
A. fomigakus  ~ - -—-—-———- MAPRESPNEELAGYDEE]VRLMD EVCIVLDDD DEPIG 3ASFKACHL MTHI
G. zeae MATTTTTTHAF ITAE SMLRLFPDID TS S APLAGHDEE] IRLMD EVCIVLDEDDEP IGTASKKICHL MTHI
5. pombe = =0 0z—---mmmm———m—o——o——oo HEE300EKFDTDEEQ LRLHEEVCIVVDENDYE LRV CTEKECHLHMENT
¥. maydis 0 ------ METATVIETATHRTESTITLDEAPLTGCYDEEQ IRLMEERCIV LDND DEYVRED GSEKECHL MTIT

PEEER RET R FRE L E DEE OREEE AW

0] an 100 110 120 130 140
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M. circimelloides DTGLLHRAFSVFLFDINN-ELLLOORATEEITFPDMUTNTCCSHFLNTASEL ---TEEDLGVERIIL AQRE
A. fumigqatus DRGLLHRAFSVFLFD SNN-RLLLOORASERITFPDMUTHNTCCEHPLGI PGET GAELD AAWLGVERL AQRE
G. zeae DEGLLHRAFSVFLFNDEN-ELLLOORATERITFPDMUTHTCCEHPLHI FTET GETLED S TAGVERL AQRE
5. pombe HNEGLLHRAFGHMFIFDEQN-RLLLOORAEERKITFF SLWTHTCCS HF LDVAGERGNTLF EAVEGVEINL AQRE
U. mavdis HNEGLLHRAFGVFLFD FTTGEL LLORRALEKITFPNMWTHTCCS HF LAIKG-- -ELEE AEQIGVRRL AQRE

EEEETEEE . F o Fs JEFEL AL KAEERL o ERARRTLERS TE. FEEEE

150 1a0 170 130 130 Z00 zZ10
T e e e e e T e T T,
M. circimelloides LEHELGIEPEQVPLDEFEFLTRIHYLAPEDG]---WCEHEVDY ILFIKANVD LDVNPNEIRDVIEYVTIEE
A, fimigatus LDQELGIEAEQVPLEKFEFFTRIHVELR 3D GK- - -CEHEIDY ILFIQADVD LIWHNEP NEVED TEYV S40E
& zege LEHELGIKEEQVFFEDFHFLTRIOYEAR 3D GH---WEEHEIDY ILFIKANVD LDINKENEVYED TOTVTRES
5. pombe LFHELGINAKY IFPEDEFOFLTRIHY LAF 3TGA---WEEHEIDY ILFFEGEVE LDINFNEVIAYETVTHEE
U mavdis LDI-IELGIRE&EQVPLDEFQYLTRIHYLAPI-]‘[\]DAI-H\II\TDIGEHEIDYILFITAD‘ITLKPI-ILI-IEVCD KITV SPEE
Clustal CDnSEnSuS +* ##** H :* :_* *t*## #* #**** #***# # # * ** ::#_
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M. circimelloides LEAMFADSS-WPMTPWFELICNSFLFEWNWDALDTIESVEADDTIHRLGF-——————————-
A. fumigalus LEQMFTOPG-LEFTRWFELICH ML FENWSYLGTADLD KYEGEKEIREM-— - ——— == ——— -
& zege LEQOFDDPS-LYFTRWFELICHSML FEWWONLD S G-LD EYLNE JEIREM--- ————————-
5. pombe LEEMFEDPO-¥ GFTRWFELICEHFM FENWDVDHASKFODTLIHRC - - - === === == ———=
. mavdis

Clustal Consensus
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4. melléklet. A M. circinelloides jaromsporas gombanal altalunk alkalmazott transzformacios rendszerek ésszehasonlito
tablazata.
PEG-medialt protoplaszt transzformacio
Vizsgalt
tulajdonsag linearis DNS ATMT
cirkularis DNS
génkicserélodés REMI
Transzformalt sejt protoplaszt protoplaszt protoplaszt spora/ protoplaszt
magas alacsony alacsony alacsony/kozepes
(1-3 telep/transzformacio, 10° (1-4 telep/transzformacié, 10° (1-8 telep//transzformacio, 10
protoplaszt, ugyanannyi

(15-25 telep/transzformacio, 10°

protoplaszt, 10-20 ug transzformald

protoplaszt, 10-20 pg
transzformalo DNS)

Agrobacterium sejt)

Transzformacios
gyakorisag protoplaszt, 10-20 ug
transzformald DNS) DNS)
Mitotikus stabilitas stabil stabil stabil instabil
A transzformald autoném replikalodo integraci6 (kivagddas és integracio (kivagodas és integracio (kivagodas és
DNS sorsa P recirkularizaci6?) recirkularizaci6?) recirkularizaci6?)
DNS atrendez6dés igen igen igen igen
A transzformald valtozd altalaban magas altalaban alacsony extrém alacsony
DNS kopiaszama (0,07-7 képia/genom) (0,03-286 kopia/genom) (0,01-46 kopia/genom) (0,003-0,3 kopia/genom)
igen igen igen
- az egyitt-tenyésztési hOmérséklet

A bejuttatott gén

igen

- nagy mennyiség linedris

- Nagy mennyiségi linedris

¢és 1d6 optimalizaciodja sziikséges

expresszioja

Nehézségek

- kopiaszam ingadozas
- torzsek fenntartasa gyakori
atoltast igényel

fragmentum és kiterjedt homolog
szakasz sziikséges
- gyakran sikertelen a

transzformacid

fragmentum sziikséges
- gyakran sikertelen a
transzformacio

- gyakran instabil
- baktériumsejtek eliminacioja
nehézkes
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5. melléklet. A transzformans torzseket és jellegzetességeiket oOsszefoglald

tablazat.

ATMT

Genotipus A bejuttatott
Transzformans torzs DNS Telepszin
Bejuttatott gén(ek) Szeg’;:ldés fennmaradisa
MS12+pPT50 gpd1P-crtz-gpd1T pyrG r;)ulti‘f(‘;fggé sérga
MS12+pPT51 gpd1P-crtW-gpdiT leuA reﬁﬁgf’g‘lé narancs
MS12+pPT50; pPT51 gggiigﬁi\/g&i}; pyrG; leuA reﬁﬁ?{gi’gﬁé narancs
MS12+pCA10 ipi oyrG rei)“lti‘l’(gfggé sérga
MS12+pAVB160 iSOA leuA reﬁﬁgggé sérga
MS12+pCA6 carG pyrG rea})ultiig?ggé sarga
M?)%JEEQ}O; ipi; iSOA pyrG; leuA reﬁﬁgggé sarga
Mil:\;gg@llo; ipi; carG pyrG; leuA rea})ultiig?ggé sarga
MSlZ;pCAA\éBMO; iSOA; carG leuA; pyrG reﬁtiigggé sarga
MS12+pPT85 gpd1P-ipi-gpd1T leuA reﬁtﬁ%é sérga
MS12+pPT83 gpd1P-isoA-gpd1T oyrG reﬁﬁ%o sérga
MS12+pPT84 gpd1P-carG- gpd1T pyrG r;)“lti‘l’(gfggé sérga
MS12+pPT85; pPT83 553115 I'SFSAgggéIT leuA; pyrG ré;ﬁg?ggé sarga
MS12+pPT85; pPT84 gﬁﬁfgéi'rc?pgﬂn leuA; pyrG r;)ufi‘l’(gfggé sérga
MS12+pPT86; pPT84 gggig?;%ggs dlir'li leuA; pyrG reﬁﬁ%ﬁé sarga
MS12+pPT82; pPTS51 g%%dllF,Pc'rﬁ{NgzzﬂT pyrG; levA rei)“lti‘f(gfggé narancs
MS12+pPT83; pPT51 gf)ﬁllilfﬁ(?vlggppd . oyrG: leuA re‘;“ﬁ‘f{‘;?ggé narancs
MS12+pPT84; pPT51 %pp‘fjll%_ccar:\?v'_ ggg?jllTT oyrG: leuA reﬁﬁ%ﬁé narancs
MS12+pPT72 carRP-crtw pyrG r;ulﬁggo' sérga
sizponsr | WA SPCRIT |y | ey ] i p
stzepcar [HSTONS BT e | el | e
MS12+pCASR gpd1P-crtwW-gpd1T leuA i“;eEgmtIiV Sérgnf; f;n%isros'
MS12+pPT51R gpd1P-crtw-gpd1T leuA i“gEg,r\thiV Sér%]z f:nféisms'
MS12+pPK2W gpd1P-crtW-gpd1T pyrG integrativ sérga




