DOKTORI (PhD) ERTEKEZES
Molekularis- és Sejtbiologia Doktori Program

Genetikai és rendszertani vizsgalatok a Rhizomucor nemzetségben

készitette

Vastag Maria

Témavezetd
dr. Vagvolgyi Csaba

Szegedi Tudomanyegyetem
Mikrobioldgiai Tanszék

SZEGED
2002



B




TARTALOMJEGYZEK

TARTALOMJEGYZEK
BEVEZETES
1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. A JAROMSPORAS GOMBAK FOBB JELLEMVONASAI
1.2. A RHIZOMUCOR NEMZETSEG
1.2.1. A Rhizomucor nemzetség jellemzése
1.3. A RHIZOMUCOR GENUSZBA TARTOZO FAJOK JELLEMZESE
1.3.1. Rhizomucor pusillus (Lindt)
1.3.2. Rhizomucor miehei (Conney és Emerson)
1.3.3. Rhizomucor tauricus (Milko és Schkurenko)
1.4. A GENETIKAI VARIABLITAS VIZSGALATA IZOENZIM ES RAPD ANALIZISSEL
1.4.1. Az izoenzim analizis
1.4.2, Szénasszimilacios spektrum analizis
1.4.3. A RAPD analizis
1.4.4. rtDNS ITS-RFLP
1.5. GENTECHNIKA
1.5.1. Klénozasi stratégiak
1.6. A GLICERINALDEHID-3-FOSZFAT DEHIDROGENAZT KODOLO GEN (GPD)
1.6.1. A gpd szekvencian alapul6 filogenetikai elemzések
1.6.2. A gpd promoter szekvenciak alkalmazasa transzformacios rendszerekben
2. CELKITUZESEK
3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. A VIZSGALT MIKROORGANIZMUSOK
3.2.. TAPTALAJOK ES OLDATOK
3.3. TENYESZTESI KORULMENYEK
3.4. IZOENZIM ANALIZIS
3.5. RAPD ANALIZIS
3.6. PCR-RFLP
3.7. SZENASSZIMILACIOS SPEKTRUM ANALIZIS
3.8. SZAMITOGEPES ADATFELDOLGOZAS
3.9. GENKLONOZASHOZ FELHASZNALT MODSZEREK
4.0. PULZALTATOTT MEZEJU GELELEKTROFOREZIS

0 00 ) W A B W



5. EREDMENYEK ES ERTEKELES 39

5.1. ZIGOSPORAK VIZSGALATA 40
5.2. A RHIZOMUCOR FAJOK GENETIKAI VARIABILITASANAK VIZSGALATA 40
5.2.1. Szénasszimilaciés spektrum analizis 40
5.2.2. Izoenzim analizis 44
5.2.3. 1DNS ITS-RFLP 49
5.2.4. RAPD analizis 51
5.3. A RHIZOMUCOR MIEHEINRRL 5282 GENOMIALIS GENKONYVTAR LETREHOZASA 56
5.4. HOMOLOG GPD PROBA LETREHOZASA PCR REAKCIOVAL 56
5.5. A RHIZOMUCOR MIEHEI GENKONYVTAR SZURESE ES A REKOMBINANS KLONOK
AZONOSITASA 56
5.6. SZUBKLONOZASI ES SZEKVENALASI KISERLETEK 57
5.7. A RHIZOMUCOR MIEHEI GPD GEN SZEK VENCIA ANAL{ZISE 59
5.8. GPD AMINOSAV SZEVENCIA OSSZEHASONLITAS 65
5.9. ELEKTROFORETIKUS KARIOTIPIZALAS 68
6. OSSZEFOGLALAS 69
7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO (SUMMARY IN ENGLISH) 72
8. IDEZETT IRODALOM 76
9. A SZERZ( PUBLIKACIOS TEVEKENYSEGE 89

10. KOSZONETNYILVANITAS 93



BEVEZETES

A jaromsporas gombak (Zygomycetes) rendszertanilag jol korilhatarolhatd, egységes
csoportot alkotnak. Ezen osztaly kiilénleges jelent6séggel bir az alacsonyabbrendii (lower fungi)
és magasabbrendii (higher fungi) gombak kozétti tmeneti jellege miatt. Az idetartozo fajok
tobbsége a Mucorales rend tagja, elsésorban névényi és allati eredetii bomlé szerves anyagokon
eléfordulo, talajbol izolalhaté szaprofita szervezet. A novénykarositdé gombak dontd tébbsége
u.n. raktani kartevd szervezet. Ebbdl a szempontbol kiemelkedé fontossagunak tekintheték a
Rhizopus, Mucor €s Gilbertella nemzetségek egyes tagjai.

A Zygomycetes osztilyba tartozd gombak gyakran vizsgalt modellszervezetek, kiilénbozo
szabalyzd6 mechanizmusok, sajatos szexualis folyamataik, vagy a gomba morfogenezeis
tanulmanyozasa soran. Jelent6ségiiket tovabb néveli, hogy koézottik szamos orvosi, ipari,
biotechnoldgiai és mezdgazdasagi szempontbdl fontos fajt taldlunk. Orvosi szempontbdl egyes
fajok (mint pl. Absidia, Rhizopus, Mucor, Rhizomucor nemzetségek képvisel6i ), mint G.n.
mucormikézist okoz6é opportunista patogének érdemelnek figyelmet. Ezek a fertdzések bar
viszonylag ritkan fordulnak eld, de erdsen progressziv és nehezen kezelhet6 jellegiik miatt igen
veszélyesek (WHITEWAY és mtsi. 1979, WEITZMAN és mtsi. 1993). Mas fajok ipari torzsei
extracellularis enzimek (pl. lipazok, proteazok ) termeldjeként (GOTTFREDSEN 1990, OUTTRUP
és BOYCE 1990), vagy értékes biologiai aktivitassal rendelkezd (pl. szteroidvazas) vegyiiletek
sztereospecifikus hidroxilalojaként (MADYASTHA ¢és SRIVATSAN 1987) keriilnek ipari
felhasznalasra.

Meglep6 médon a jaromspoéras gombakkal kapcsolatban csak igen szegényes genetikai
ismeretanyag all rendelkezésiinkre, habar ezen gombak szamos citologiai, biokémiai és
okologiai sajatossaga egyértelmiivé teszi, hogy genetikai vizsgalatuk nem valthato ki mas
gombacsoportok tanulmanyozasaval.

Ezért céljaink kozt szerepelt: a Rhizomucor fajok (Rhizomucor miehei, Rhizomucor
pusillus, Rhizomucor tauricus) intraspecifikus genetikai variabilitisanak feltarasa ; kilonbozo
fiziologiai és molekularis technikikkal nagyszami marker azonositisa, ezen vizsgalatok
eredményei alapjan taxonomiai kévetkeztetések levonasa; génkonyvtar készités, mely
felhasznalasaval gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpd) gén azonositasa €s szekvencidjanak
meghatzirozésa; valamint ezen gombak genetikai rendszerének tanulmanyozasa céljabol
transzformalasi rendszerek kidolgozasanak megkezdése.

Kisérleti munkank eredményeként sikeriilt meghataroznunk olyan markercket, melyek
felhasznilhatok a Rhizomucor torzsek azonositisaban, és adatokat szolgiltattak a nemzetség
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patogén gomba jobb megismerésének lehetdségét nyujtjak.



A Rhizomucor nemzetség rendszertananak és a kiilonb6zd taxonokat jellemz6. genetikai
variabilitas €s genetikai rendszer jobb megismerésén til, eredményeink elésegithetik mas fontos

Zygomyceta rendszertani csoportok alaposabb megismerését is.

1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A JAROMSPORAS GOMBAK FOBB JELLEMVONASAI

A Zygomycetes osztalyba tartoz6 gombak neviiket vastag falu, kitartosporaként is
a zigosporardl (gér zygos = jarom, iga) kaptak. Azonban nem minden a Zygomycetesbe
helyezett fajnal figyelhetd meg a zigospéraképzés, igy szamos morfoldgiai, biologiai és
okolégiai jelleget is figyelembe vesznek az osztalyba sorolasnal. Ilyen alapvet6 jellegek példaul
a conocitikus micélium (vagy legalabbis a regularis szepticié hianya), a sporangiosporakkal
torténd ivartalan reprodukcio, valamint a flagellumok és centriolumok hidnya. Meg kell
emliteni, hogy a csoport igen sok tagja esetében a taxondmusok kiilénos hangsilyt helyeztek a
vegetativ szaporodassal kapcsolatos jellemzokre, ezért a legtébb hatdrozokulcs szinte kizardlag
az ivartalan szaporitoképletek morfolégiajan alapul (ALEXOPOULOS és mtsi. 1996).

A Zygomycetes osztaly legtc'ibb fajt magaba foglalé és legvaltozatosabb csoportja a
Mucorales rend. Ezen rendbe tartozd szervezetek tébbsége talajbol, humuszb6l, bomlé szerves
anyagbol izolalhato szaprofita gomba. Ennek ellenére szamos fajuk komoly gazdasagi karokat
okozhat pl. vetémagvak, lédus zoldségfélék vagy gyiimélcsék tonkretételével. Némely ide
tartozo faj kifejezetten névénypatogén, mint a Choanephora cucurbitarum, mely tokfélék és
mas gazdasagilag fontos névények viragait és termését timadja meg (WEBSTER 1980).

A Mucorales rendbe tartozo fajok egy része, mint pl. az Absidia corymbifera, valamint a
Moucor, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek némely képviselje humanpatogén szervezet
(AJELLO és mtsi. 1976 , RIPPON 1988, KWONG-CHUNG és BENNETT 1992).

Ezen til a rend néhany nemzetsége elsGsorban ipari fontossagal bir, kilénbdz6 enzimek (pl.
amilaz, proteaz, lipaz), valamint szerves savak vagy masodlagos metabolitok termel6jeként. igy
pl. a kereskedelmileg fontos fumarsav elGallitdsa Rhizopus stolonifer gombaval torténik, mig
mas Rhizopus fajok nagyon fontos tejsav termelék. Habar a gyakorlatban a tejsav dontd
mennyiségét baktériumokkal termeltetik, a gomba altal eldallitott végsé termék konnyebben
tisztithat6, mint a bakterialis uton eldallitott (LOCKWOOD 1975).



1.2. A RHIZOMUCOR NEMZETSEG

A Rhizomucor nemzetség 6nalld taxondmiai egységként torténé kezelését Lucet és
Constantin (1899) javasolta. A nemzetségnek, mint a mezofil Mucor fajoktol jol elhatarolodo
taxonnak a végleges és altalanos elfogadsara, azonban csak évtizedekkel késobb keriilt sor.
Jelentds ismeretanyag felhalmozodasa tette egyértelmilen szikségessé (WEHMER 1907,
VUILLEMIN 1931, HESSELTINE és ELLIS 1973), hogy ezen nemzetségbe elkilonitve kezelj¢k az
indaval (stolon), rizoidokkal és sotét szinii (bama-fekete) sporangiummal rendelkezé termofil
Mucor fajokat.

A kiilonallo génusz létjogosultsagat a kés6bbi scanning elektronmikroszkoppal végzett
vizsgalatok is alatamasztottak, amellyek soran fény deriilt arra, hogy ezen fajok zigosporainak
kiils6 morfologiaja teljesen kiilonbézik a tébbi Mucor faj zigosporainal megfigyelttdl (SCHIPPER
1978).

A Rhizomucor génusz renszertanilag a Zygomycetes osztalyba tartozik. Schipper (1978)
harom gombafajt sorolt ezen nemzetségbe: a R. pusillus, R. miehei és a R. tauricus fajokat. A
csekély fajszam ellenére az idetartozd mikroszkopikus gombak kiemelkedé gyakorlati
jelentoséggel bimak. A R. pusillus és a R miehei human és allati mikoézisok opportunista
patogén korokozéi lehetnek. Az Altaluk kivaltott betegségek, amelyeket gyakran jelolnek az
altalanosabb zigomikoézis (mukormikozis) elnevezéssel is, viszonylag ritkin fordulnak eld.
Els6sorban immunszupresszalt betegeknél, ketoacidozisban szenvedé cukorbetegeknél,
kronikusan alultaplalt gyermekekben, egyes leukémias megbetegedésekben, illetve sulyos égési
sériilteknél okozhatnak gondot (EMMONS és mtsi. 1977, EVANS és GENTLES 1985). Két olyan
tényez0 is ismert azonban, amelyek miatt ezen mikozisokra az utobbi években fokozott
figyelem iranyul. Az egyik, hogy novekszik azoknak a betegeknek a szama, akik allapotuk miatt
potencialisan veszélyeztetettek; itt els6sorban a cukorbetegek, tovabba a valamilyen
korfolyamat (pl. AIDS), vagy terapias okokbol (pl. transzplanticié) immunszupresszait
allapotba keriilt betegek névekvd szamara kell utalnunk (SMITHERMAN és PEACOCK 1995).

A masik ok, hogy ezen mikozisok kialakuldsa esetén a terapias lehetdségek meglehetosen
korlatozottak: ez részben ezen gombak gyors, a normal testhémérsékleten optimalis feltételeket
talalé novekedésével, masrészt a gombaellenes hatéanyagok tobbségével szemben mutatott
rezisztenciajaval magyarazhatd. Ennek tudhaté be, hogy Blitzer és Lawson felmérése szerint
(1980) a rhinocerebralis mukormikézisban megbetegedettek esetében a mortalitas elérte a 63%-
ot, amely értéket nagy dozisi amfotericin B kezelés alkalmazasaval is csak 58%-ra lehetett
csokkenteni.

A Rhizomucor miehei, a leirtakon tal, rendkiviil nagy jelentségii egyes biotechnoldgiai és
élelmiszeripari alkalmazasok okan is. A legismertebb ilyen felhasznalas a sajtgyartas soran
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alkalmazott rennin (a tejet koagulalé enzim) termelése. Egyes adatok szerint az ipari
felhasznalasra keriil6 rennin értéke évi mintegy 60 millio $; ezt, a piaci értéket tekintve csak a
proteazok és az amilazok muljak felil (WAINWRIGHT 1996). Tébb gombafaj izolatuma altal
termelt enzim nem specifikus proteinaz aktivitasat vizsgaltdk meg, amely soran a R miehei
VIT-D-82193 (ATCC 16457) térzse bizonyult a legjobb mikrobiélis rennin forrasnak (BAILEY
és SIIKA-AHO 1988). A R pusillus protedz termelése heterotallikus torzseknél mindossze 1%-a,
homotallids tdrzseknél 2-4%-a a R miehei enzimtermelésének (BRANNER-JORGENSEN ¢€s
NIELSEN 1974).

1. Abra. A R tauricus (R1), R. pusillus (R2A) és R michei (R6) jellegzetes
telepmorfologidja.



1.2.1. A Rhizomucor nemzetség jellemzése

A Rhizomucor fajok sporangioforjai monopodialis, vagy szimpodialis elagazasiak, sdtétbarna
Ez utobbiak fiiggbleges helyzetiiek,
gombolyiiek, sotét szintiek és sporakkal teltek. A sporangiospérak (ivartalan szaporitoképletek)

sziniiek, végeiken terminalis sporangiumokkal.

alakja gébmbszerii.

Ez a nemzetség morfologiai szempontbél hasonlit az Actinomucor génuszhoz (a
sporangioférnak ¢€s sporangiumnak hasonlé a szerkezete), de az Actinomucor nemzetségbe
tartoz6 gombak mezofilek, tovabba nem mutattak ki ezen fajoknal zigospérat, ami a
Rhizomucoroknal altalaban megfigyelhetd (COONEY és EMERSON 1964). A Mucor génusztol a
rizoidok és indik, a Rhizopus fajoktél az elagazé sporangioforok és az apofizis hianya, az
Absidia képviselditdl pedig a gémbalakd sporangium és szintén az apofizis hidnya kaldnbézteti
meg. (1. Tablazat).

A termofil tulajdonsig a Rhizomucor génusz mindhirom fajanak régen felismert jellegzetes
sajatossaga (LINDT 1886, MIEHE 1907, LUCET és CONSTANTIN 1900). Az optimalis homérséklet
ezen gombak fejlodéséhez a 37-40°C.

A Rhizomucor fajok ivartalan uton sporangiospérdkkal szaporodnak. Ivaros folyamataik
eredménye az erGsen pigmentalt fali zigospdra, mely két heterotallikus (eltérd parosodasi
tipusba tartoz0) telep ivarszerveinek egyesiilése révén vagy homotallikusan jon létre. A

homotallikus torzsek egyazon telepen beliil képeznek zigosporat. A zigospora meretében és
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1. Tablazat. A Rhizomucor nemzetség dsszehasonlitasa az Absidia, Mucor és
Rhizopus nemzetséggel.
Génusz Rhizopus Absidia Rhizomucor Mucor
van, gyakran
rizoid és stolon van nehezen van hianyzik
észlethetd
altalaban nem a végeken monopodialis, elagazo, vagy
sporangiofér elagazo; elagazo; vagy nem; leginkabb
legtobbszor altalaban hialin szimpodialis hialin tipusu
barna szin( tipusa elagazasq;
sGtétbarna
gombalaky; piriform gombalaka; gombalaku
sporangium sziirke, vagy sziirke; fénylo
barna; sokszor
fényes




gOémbszer(, hemiszférikus, gombszeri; valtozatos alaku
kolumelia vagy kissé gyakran barna (pl. gomb,
elongalt nyulvanyokkal piriform)
jelen van jelen van; kap hianyzik, vagy hianyzik
apofizis (sokszor nem alaku nagyon pici
szembetind)
leginkabb gomb alaktol a gomb, vagy gomb alaktol a
sporangiospéra szogletes és | hengeresig; sima gombszer(, hengeresig
barazdalt felszinii kicsi; sima
érdes; sima, vagy érdes; egyforma | érdes; egyforma
leginkabb gyengén érdes; a | szuszpenzorok | szuszpenzorok
zigospora egyenlotlen szuszpenzorok kozott kozott
gomb alaki | kozel egyformak talalhatok talalhatok
szuszpenzorok
kozott

1.3. A RHIZOMUCOR GENUSZBA TARTOZO FAJOK JELLEMZESE
A harom Rhizomucor faj legfontosabb jellemzbinek 6sszehasonlitasat a 2. Tablazat

tartalmazza.

1.3.1. Rhizomucor pusillus (Lindt)

A Rhizomucor pusillus legtobb torzse heterotallikus; ezt a sajatossagot kezdetben, mint a
legfontosabb, a R. miehei-t6l a megkilonboztetést lehetové tevo bélyeget kezelték (COONEY és
EMERSON 1964). A késébbiekben, a homotallikus R. pusillus torzsek felfedezése utan, az ilyen
alapon torténd elkiilonités lehetetlenné valt (SCHIPPER 1978). A fajhatarok meghuzasat
nagyrészt a morfologiai bélyegek tették (tobb-kevesebb sikerrel) lehetové.

A rendelkezésre allo adatok szerint a Rhizomucor fajok kozil a R. pusillus okoz gyakrabban
megbetegedéseket: szamos esetben irtak le allati mikézisok korokozéjaként (SCHOLER 1970),
gyakran izolaltak fert6zott emlésokbol (szarvasmarha, 16, disznd, foka), sokszor okoz vetélést a
szarvasmarhaknal. Lindt és munkatarsai (1886) R pusillus segitségével halalos kimenetelii
fertézéseket idéztek eld kisérleti nyulakon. Scholer (1970) egerekkel tortént kisérletei soran tiz
torzs patogenitasat igazolta. Mindegyik torzs igen jelentés morfologiai elvaltozast okozott a
vizsgalt allatok veséjében.

Emberi megbetegedést valamivel ritkabban irtak le. Az Osszes Rhizomucor faj esetében
megneheziti az ilyen adatok értékelését az a tény, hogy a mukormikézist kivalté gomba
azonositasa sokszor csak a nemzetség meghatarozasaig torténik meg. Mivel a Rhizomucor fajok
korabban a Mucor nemzetségbe sorolva szerepeltek (M. pusillus, M. miehei), nem lehet

pontosan tudni azon korabbi megbetegedések szamat, amelyet ezen fajok valtottak ki.



2. Téblazat.

A Rhizomucor nemzetségbe tartozé fajok fontosabb jellemzéi.

Jellemzé R. tauricus R. michei R. pusillus Forris
tulajdonsigok
Parosodasi tipus ? homotallikus heterotallikus, Schipper 1978
néhany térzs homotallikus
Patogenitis ? patogén patogén Scholer 1970
Fény hatdsaa jelentéktelen halvanyabb telepek (ok: jelentéktelen Schipper1978
telepnivekedésre kevés zigospéra )
" Homérséklet 21°C: lassi 21°C és 55°C: 21°C: nagyon lassé | Cooney és Emerson,
hatdsa a 24°C-55°C: normal elhanyagolhaté 24 - 50°C: normél 1964
telepnivekedésre 57°C: nincs 24-55°C: normél 55°C: szegényes Scholer 1970
57°C: nincs novekedés.
Taptalaj hatisa a 20-80% szahar6z szahar6z nem befolyasol | 20-40% szahar6z serkent | Scholer és Mitller,
telepndvekedésre serkent 1966
Schipper 1978
Telep magassiga <1mm 1 mm 1-2 mm Schipper 1978
Telep szine szirkés oliva vilagossziirke, vilagos fistszirke, Schipper 1978
sziirke, mély szirkés oliva,
mély olivasziirke bamna
Zigosporaképzés ? gyér telepek zigospordk hatastalan Schipper 1978
tiamin hidnyiban nélkal
Zigospéraképzés ? kedvezétlen kedvezétlen Schipper 1978
szaharéz 40% (hianyzik) 20% (kevés)
jelenlétében 40% (ritka v. hianyzik)
Zigosporaképzés ? kevés zigospora kevés zigospéra Schipper 1978
fény jelenlétében
Zigosp6raképzés ? 27(24) - 40°C 27(24) - 33(36)°C Schipper 1978
hémérséklete
Zigospordk ? alt. 35pm®, 70X63pm, Schipper 1978
gd’mt?szen"x, csillaga- tompa végi tiskék
lakd kiemelkedésekkel, figyelheték meg rajta,
voroses-, késébb szintik a s6tétbarnatol a
feketésbarnak feketéig
Indak 20um 9um, 17Tumd, Schipper 1978
durva sejtfali durva sejtfala
Rizoidok gyengén fejlettek gyengén fejlettek rovidek Schipper 1978
Sporangiofér 10-35um@, szimpodialis eldgazasi, | elagazd (monopodialis v. Schipper,1978
esetleg gyenge Tumd, szimpodialis), 11-15um@,
szimpodidlis bama, kéregszeril barnis szinii kéregszer(
eldgazasi;, bamnas sejtfalial sejtfallal
szind
Sporangium szilrke, fényl6, sziirke, fényl6, 50- szlirke, fényl6, 80- Schipper 1978
125um&, kéregszert 60um, kéregszeri 100pm@, kéregszerd
sejtfal sejtfal sejtfal
Kolumella gémbszeri, 28x25um, 45x38um, Schipper 1978
70x60um, egérsziirke v. barnds, vildgosbarnétol a
egérsziirke v. bamnas | kis kiemelkedésekkel a sotétszarkéig ,
felszinén majdnem sima felszind,
gombszerd
Sporangiospérik gombszeriek, gombszeriek, gombszeriiek, Schipper 1978
3-4um & 34pm & 34um &




1.3.2. Rhizomucor miehei (Cooney és Emerson)

A Rhizomucor miehei valamennyi torzse homotallikus (COONEY és EMERSON 1964). A faj
elkiilonitését segitdé morfoldgiai bélyegek koziil a zigosporak mérete, tovabba a sporangiofor
morfologidja érdemel emlitést: ez a R. pusillus-nal csokorszeriien 4gazik el, mig a R. miehei-nél
lazabb, foként szimpodialis elagazasok figyelhetok meg. A sporangium és kolumella is
altalaban nagyobb a R pusillus-nil. Mindezek a bélyegek, azonban olyan nagy fajon belili
variabilitist mutatnak (az elagazas mértéke és a sporangium mérete is valtozhat), hogy
o6nmagukban alkalmatlanok a fajok elkiil6nitésére.

Kisérleti célbol megfertdzott egerekben a R miehei letalis mikozisok kivaltasara képes
(SCHOLER 1970). A beteg allat veséjén makroszkopikus elvaltozasokat észleltek, hasonl6an a R.
pusillus altal indukalt tiinetekhez.

1.3.3. Rhizomucor tauricus (Milko és Schkurenko)

Malatas taptalajon jellegzetes, kissé Osszenyomott, barna szinii telepeket produkdl. A
telepeken csak egy sajatos, duzzadt tipusi sporangiofor fejlodik ki: a sporangium steril.

A malatas taptalajt szaharézzal kiegészitve (20-80%) sziirkés szinii telepek fejlodnek :
megjelenik a keskenyebb tipusu (szabalyos) sporangiofor, valamint a sporakkal telt sporangium
(SCHIPPER 1978).

Szahar6z hozzaadasa a taptalajhoz megvaltoztatja a faj novekedésének homérsékletfuggését is.
Szaharoz nélkiili malatas taptalajon a maximalis hdmérséklet, ahol még novekedés tapasztalhato
50°C, mig szahar6z jelenlétében még 55°C-on is mutat névekedést (SCHIPPER 1978).

A R tauricus faj érdekessége, hogy csak egyetlen térzse ismert a mai napig. A szoban forgo6
térzzsel végzett kisérletek soran a R pusillus-tol és R. miehei térzseitdl elsésorban az
ozmofilitisa (szahar6z igénye a taptalajban) és szabalytalan mikromorfolégiat mutato,
korlatozott névekedése kiilonbozteti meg (SCHIPPER 1978). A disszertacioban ismertetett
kisérleti eredményeink alapjan megkérddjelezhetd ezen térzs kiilon fajba valé sorolasa.

Patogenitasaval kapcsolatos kisérleteket még nem végeztek el, de 37°C-os optimalis
novekedési homérséklete alapjan potencialisan patogén fajnak tekintik.

A rendelkezésre all6 egyetlen torzsén zigospora képzést még nem sikeriilt megfigyelni. A
keresztezési kisérleteket a R. pusillus eltérd parosodasi tipusu teszter-torzseivel a R. tauricus
ozmofilidja akadalyozta meg: ugyanis emelt szahar6z koncentracid mellett a R pusillus
zigospora képzése gatlodik (SCHIPPER 1978).
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2. Abra. A R tauricus sporangioférok (A) 1% gliikézzal illetve (B) 3.75% gliikézzal

kiegészitett malatas taptalajon
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1.4. A GENETIKAI VARIABLITAS VIZSGALATA 1ZOENZIM £ES RAPD ANALIZISSEL

A fajon, illetve faj alatti egységeken belilli genetikai variabilitis vizsgalataban igen
hatékony médszemnek bizonyult az izoenzim és RAPD analizis. A genetikai vizsgalatok
szitkségessé teszik, hogy kénnyen és egyértelmilen azonosithaté markerek alljanak
rendelkezésiinkre. Ilyen teriileten a gombak genetikai vizsgalatiban elrelépést a nyolcvanas
évek végétdl tapasztalhattunk, mikortdl is egyre elterjedtebbé valt az izoenzim és az RFLP
(restriction fragment length polymorphism) analizis (MICHELMORE és HULBERT 1987)
hasznalata.

A polimeraz lancreakcion (PCR, SAIKI és mtsi. 1988) alapulé modszerek bevezetése Gjabb
lokést adott az ilyen iranyu kutatasoknak. Ezen ujabb eljarasok kozé tartozik az 1990-ben leirt
RAPD (random amplified polymorphic DNA) technika is (WILLIAMS és mtsi. 1990), mely
sikeresen alkalmazbat6 a genetikai polimorfizmus tanulmanyozasara, valamint a géntérképezés
és a szegregacios analizis teriiletén is (WILLIAMS és mtsi. 1991).

A szamos ismert modszer koziil csak az altalam hasznalt eljarasokat részletezem.

1.4.1. Az izoenzim analizis

Régota ismertek azok az eljarasok, amelyek lehetvé teszik a fehérjék sejtekbdl torténd
kivonasat. A fehérjekivonat oésszetevdinek szétvalasztasa elektroforézissel torténik, amelyet
kovetden lehetoségiink nyilik a proteinmintazat elemzésére.

Tobb informacioval szolgalhatnak azok a vizsgilatok, amelyek soran egy adott enzim
kiilonboz6 formainak, az un. izoenzimeknek a vizsgalatat végezzitk el. Ezek az izoenzimek
t6bbféle moédon johetnek létre:

- tobb génlokusz kiilonboz6, de azonos funkciot ellaté polipeptid-lancot kodol;

- egy lokusznak t6bb allélja hozza 1étre a kilonb6z6 formakat;

- poszttranszlacios médositasok kovetkezményeként jénnek létre az un. masodlagos
izoenzimek (ilyen moddosulasok lehetnek pl.  alkilezés, glikozilezés, a fehérjék
aminocsoportjainak acilezése);

- “conformer” hipotézis (egy polipeptid lancnak t6bb konformécidja is lehet aktiv)

Mivel a kiilonboz6 izoenzim formak mas-mas elektroforetikus mobilitassal rendelkeznek, igy
azok keményité vagy poliakrilamid gélen elvalaszthatok egymastél; specifikus festéseket
alkalmazva jellegzetes mintazat nyerhetd.

Az izoenzim analizis a gomba taxonémia és genetika évtizedek Ota sikeresen alkalmazott
moédszere (MICALES és mtsi. 1986). Szdmos esetben alkalmaztak gombarendszertani problémak
megoldasara: elssorban génuszon belil fajok, illetve faj alatti kategoridk elkiilonitésére
bizonyult jol hasznalhatonak. fgy, tobbek kozott, felhasznaltak Beauveria fajok taxondmiai
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elemzésére (MUGNAI és mtsi. 1989), Rhizoctonia fajok taxondomiai revizidjara (PATERSON és
mtsi. 1989), Aspergillus és Pleurotus fajok taxonOmiai vizsgalatira is (SUGIYAMA ¢és
YAMATOYA 1990, ZERVAKIS és LABARERE 1992). Egy sajatos alkalmazasi teriilet az ismeretlen
gombak azonositasa, amely els6sorban a patogén mikroorganizmusok esetében nagy gyakorlati
jelent6ségii (NEWTON 1987, BONDE és mtsi. 1989).

A modszert széles kérben alkalmazzak fajon, vagy populacién beliili variabilitds feltarasara,
valamint keresztezési kisérletek nyomonkovetésére, éppugy mint a létrejovo hibridek
analizisére (BURDON ¢és mtsi. 1981; KALMAN TOTH és mtsi. 1991), és kromoszémak genetikai
térképezésére (ROYSE és mtsi. 1983; SPEAR és mtsi. 1983). Az egyik leggyakoribb alkalmazasi
teriilet azonban a gombapopulaciok vagy fajok genetikai variabilitisianak vizsgalata; hasznaltak
pl. Fusarium (SKOVGAARD és ROSENDAHL 1998);, Pythium (MOTOAKI ¢és mtsi. 1998);
Phomopsis (MELER és mtsi. 1994) vagy Phyllosticta (LEUCHTMANN és mtsi. 1992) esetében.

A leirtakkal ellentétben a jaromsporas gombak taxonémidjanak és genetikai variabilitasanak
biokémiai vagy molekularis markerekkel t6rténd elemzésére alig lehet példat talalni. Egy korai
kisérletben kétféle (glikéz és olivaolaj tartalmu) taptalajon nevelt 9 Mortierella ramanniana
(korabban Mucor ramannianus) izolatum észteraz mintazatait hasonlitottak 6ssze (PEBERDY és
TURNER 1968). Az elektroforetikus mintazatok rendkiviil nagy variabilitdst mutattak; gliikoz,
illetve olivaolaj taptalajon csak egy-egy észteraz sav volt kozos a vizsgalt izolatumok esetében.
A szerz6k kétségbe vontak a tapasztalt izoenzim profilok taxondmiai jelentdségét. Meg kell
azonban emliteni, hogy a modszer alkalmazhatosaga szempontjabol nem mindegy, hogy milyen
enzimrendszereket vonunk be a vizsgalatokba. A kozponti metabolitikus folyamatok szabalyoz6
enzimjei altalaban sokkal kisebb variabilitast mutatnak, mint a tébbi enzim, pl. az észterazok és
a foszfatazok. gy az utobbiak kizarolagos alkalmazisa olyan nagymértékii polimorfizmust
eredményezhet, amely valoban megakadalyozza, hogy az igy kapott eredményekbol megfeleld
kovetkeztetéseket vonjunk le a taxondmiai viszonyokra, vagy a fajon beliili variabilitas
mértékére vonatkozéan (MICALES és mtsi. 1986).

Egy masik kisérletben a M. racemosus izolatumok szintén igen nagy variabilitast
mutattak. Morfologiai hasonlésaguk ellenére, 3 kiilén fajnak megfelelé csoportot alkottak.
Ugyanakkor a morfoldgiailag meglehetsen kiilonbdzd M. hiemalis és M. mucedo tobb, mint
90%-os hasonlésagot mutatott (STOUT és SHAW 1974).

Egy masik, 10 Mucor faj 30 izolatumat érintd izoenzim vizsgalat soran (VARGA ¢és
VAGVOLGYI 1991) szintén igen nagy inter- és intraspecifikus variabilitist detektaltak. Az
azonos fajba tartozéként leirt izolatumok tobbsége nem alkotott elkiil6niilé csoportot; ez aldl
kivétel a M. plumbeus 11 vizsgalt izolatuma volt, amely minden vizsgalt enzimrendszerre
feltiind hasonlosagot mutatott. A korabbi eredményekkel 6sszhangban (STOUT és SHAW 1974)

ebben a kisérletben is a M. racemosus térzsek rendelkeztek a legvariabilisabb mintazatokkal,
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tovabba a M. hiemalis és a M. mucedo itt is nagyon hasonlonak bizonyult. Mivel a M. plumbeus
morfologiai jellegek alapjan a tobbi vizsgalt fajnal joval kénnyebben azonosithaté (SCHIPPER
1976), az eredmények egyik magyarazata lehet, hogy a kiilénboz6 kisérletekben detektalt nagy
"fajon beliili" variabilitis a morfologiai alapu torzsidentifikalas elégtelenségébdl szarmazik. A
masik, még tobb megvilaszolatlan kérdést felvetd lehetoség az, hogy ezek az eredmények
valoban az egyes fajok genetikai allomanyanak erdsen eltéro variabilitasat tiikrozik.

Vagvolgyi €s munkatirsai (1996) Mucor piriformis izolatumok izoenzim analizise
segitségével a zigospora képzésre képes (+ és -), illetve az aszexualis (neutralis) izolatumok
elkil6nitését lehetové tevd markereket hataroztak meg. Hat enzimrendszer vizsgalata soran
mérsékelt variabilitast detektaltak. 93%-uk 3 jellegzetes elektroforetikus fenotipust mutatott, a
tobbi 4 fenotipust egy-egy torzs képviselte, melyek mindegyike csak egyetlen enzim
mintazataban kiilonbozétt az elébb emlitett 3 fenotipus valamelyikétdl. Az izoenzim karakterek
és egyéb biologiai jellegek (pl. fertézoképesség) nem mutattak korrelaciot.

1.4.2, Szénasszimiliciés spektrum analizis

A fiziologiai tulajdonsagok tanulmanyozasa (pl. nitrogén vagy szénforras hasznositasi
képesség) is szolgaltathat adatokat a mikroszkopikus gombak jellemzéséhez. Kilonosen
elényds ez a megkozelitési mod numerikus taxonémiai vizsgalatok részeként alkalmazva, ahol a
tovabbi elemzéshez nagyszamu, jo! differencialé karaktert biztosithat.

Trichoderma nemzetség fajainak identifikalasaban a szénasszimilacios vizsgalat jol
hasznalhatd modszernek bizonyult: 65 Trichoderma izolatumot 127 szénforrason tesztelve
lehetdvé valt a T. harzianum és T. hamatum fajok elkiilonitése (MANCZINGER és POLNER 1987).

Hoog ¢és munkatarsai (1995) a humanpatogén Cladosporium-Xylophita fajok rendszertani
osztalyozasat pontositottak fiziologiai, tobbek kozott szénforras hasznositasi vizsgalatok
segitségével. A Capronia pilosella morfologiailag hasonloé a Cladosporium carrionii fajhoz, de
fiziologiai kulonbségeik alapjan biztosan elkilénitheték voltak, csakigy mint a
Cladophialophora génusz morfolégiailag nehezen megkiilénbdztethetd fajai.

A Rhizomucorhoz taxondmiailag kézeli Mucor nemzetségben a szénasszimilacios vizsgalatok
szintén taxondémiai szempontbol hasznosnak bizonyultak (VAGVOLGYI és mtsi. 1996).

1.4.3. RAPD analizis

Kary Mullis 1985-ben bejelentett felfedezéséért, a polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain
Reaction, PCR ) kidolgozasaért, megkapta az 1993-as év kémiai Nobel-dijat. Modszere
példatlan sebességgel terjedt el, és mara a PCR-technika teret héditott a nukleinsavval

kapcsolatos munkak szinte mindegyikében. Népszeriisége abban rejlik, hogy jelentdsen
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megkonnyiti az eddigi eljarasokat, és szamos korabban elképzelhetetlen alkalmazast tesz
lehet6vé.

A DNS polimorfizmus kimutatasahoz is tobbféle hatékony eljarast biztosit a PCR alkalmazasa
(FOSTER és mtsi. 1993). Lehetoség van, tobbek kézott, a genom egy adott régidjanak (pl. az ITS
szakaszok a rDNS-ben ) amplifikilasira (LIU és mtsi. 1993), vagy random szintetikus
oligonukleotid primerek alkalmazasaval a teljes genom vizsgalatira és ismeretlen szekvencidk
amplifikalasara. Ez utobbi eljaras, a Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD, BOWDITCH
és mtsi. 1993; WILLIAMS és mtsi. 1990) felhasznalasival felszaporithatok azok a DNS
szakaszok, melyek a primerekkel homolég invertalt repetitiv szekvencidk kozé esnek. A
primerek, ezen kisérletekben altalaban 10 bazisbdl 4116 oligonukleotidok, a veliikk homolég DNS
szakaszokhoz kapcsolodnak. A két szakasz kozé esé genomdarabot a polimerdz lancreakcid
elvén a kimutathatosagig fel lehet szaporitani. A kilénb6z6 mikroszkopikus gombatorzsek
kozotti genetikai hasonlésag nagyon jol jellemezhetd azaltal, hogy megvizsgaljuk milyen
gyakorisaggal és milyen tavolsagban ismétlddnek genomjukban bizonyos szekvencidk. A
RAPD technikat, mint az RFLP (restriction length polimorphism) analizis alternativ modszerét,
széles korben alkalmazzak;, ugyanis, rendkiviili érzékenysége mellett, szamos elénnyel
rendelkezik az utobbihoz képest: lényegesen gyorsabb, nem igényel specifikus génprobakat, a
minta DNS igen kis mennyisége is elegendd hozza — mig pl. az RFLP analizishez jelentds
mennyiségii és j6 mindségii DNS-re van sziikség.

A RAPD mar szamos mikroszkdpikus gomba esetében (pl. Fusarium, CROWHURST és mtsi.
1991; Colleotrichum, GUTHRIE és mtsi. 1992; Aspergillus, MEGNEGNEAU és mitsi. 1993 ;
Botrytis, BUTINER és mtsi. 1994; Coprinus, LAROCHE ¢s mtsi. 1995; Pythium, MOTOAKI és
mtsi. 1998) bizonyult rendkiviil érzékeny, elsdsorban fajon beliili kiilonbségek kimutatasara
kitiinGen alkalmazhato eljarasnak.

Azon tilmenden, hogy a RAPD-technikaval akir egyedszintii kilonbségek feltarasara is
modunk nyilik, segitségével hozzajuthatunk nagy specifitisi diagnosztikai probakhoz is
(FOSTER és mtsi. 1993). A médszer szegregicios analizisre (FABRITIUS és JUDELSON 1997,
JUDELSON és mtsi. 1995), genetikai térképezésre (pl. WILLIAMS és mtsi. 1991, JUDELSON és
mtsi. 1995) és homokarion/heterokarion allapot meghatarozisira (FOSTER és mtsi. 1993)
egyarant lehetGséget kinal. Tovabbi alkalmazast tesz lehetSvé, hogy a RAPD termékek
kozvetleniil szekvenalhatok, valamint felhasznalhatok hibridizacios probaként is, pl. pulzaltatott
mezejii gélelektoforézissel (PFGE) elvalasztott kromoszomak markerezésére (TUDZYNSKI és
WELTRING 1993).

A RAPD technikat nagyon kevés esetben hasznaltak jaromsporas gombak genetikai
analizisére. A Mucorales renden beliil részletesen tanulmanyoztak a Parasitella parasitica

(rokon fajokat parazitilé gomba) tozsgylijteményekben fellelhetd osszes (7 db) izolatumat
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(BURMESTER és WOSTEMEYER 1994). RAPD analizist végeztek tovabba a Mucor piriformis
izolatumaival is, melyek az izoenzim vizsgilatokkal Osszhangban, szintén a parosodasi
képesség meglétének vagy hidnyanak, illetve a torzsek eredetének megfelelden kiildniilnek el. A
Mucor piriformis esetében tehat kimutathatok olyan polimorf markerek, melyek alapjan
elkiilonitheték a parosodasra képes és az aszexudlis torzsek, valamint az eltérd eredetii
izolatumok (PAPP és mtsi. 1997).

1.4.4. rDNS ITS-RFLP

Filogenetikai szempontbél fontosak azok a gének, amelyek azonos funkcidval birnak a
kiilonb6z6 szervezetekben, koériilbeliil azonos ratiji az evolucidjuk és genomonként egy van
belolik jelen (vagy egységes egészként viselkednek). llyenek pl. a rRNS gének (3. Abra),
citokrom oxidaz gén és egyes riboszomalis fehérje elongaciés faktorok. Fontos, hogy olyan
szekvencidkkal dolgozzunk, melyek nem til variabilisak. A rRNS gének tartalmaznak igen
konzervativ szekvenciakat is (28S, 5.8S és 18S rRNS gének), melyeket nem kodolo, polimorf
régiok: ITS (internal transcribed spacer) és IGS (ihtergenetic spacer) valasztanak el egymastol.
A rtRNS gének konzervalt volta lehetové teszi primerek szerkesztését az ITS régiok PCR-al
torténd amplifikalasahoz.

A PCR-RFLP moédszert ma mar széles korben alkalmazzak a gombataxonémiaban (WHITE és
mtsi. 1990, BRUNS és mtsi. 1991). Aszkomicéta és bazidiomicéta fajok identifikalasa is ily
modon tortént (GARDES és mtsi. 1991, HENRION és mtsi. 1992, 1994). A kevésbé variabilis ITS
régi6 RFLP analizise alkalmasnak bizonyult Tuber fajok elkiilonitésére, mig a kozeli rokonsagu
taxonok, valamint a fajon belilli variabilitis mértékének kimutatasa az IGS régiok, valamint
azok restrikcios elemzésével valosithaté meg (HENRION és mtsi. 1994).

Berbee és munkatarsai (1995) Penicillium fajok 18S, 5.8S és ITS rDNS szekvenciait elemezte.
A vizsgalatok alapjan a Talaromyces szexualis alakkal rendelkezé Penicillium fajok kilon
csoportot képeznek, mig az Eupenicillium teleomorf alaku fajok az Aspergillus és Monascus
fajokhoz allnak kozelebb. Az Aspergillus nemzetség monofiletikusnak bizonyult. Az
eredmények Osszhangban vannak az aszkospordk felszini morfoldgidja alapjan tortént
elkiilonitéssel, de nincsenek Osszhangban az aszexualis szaporitoképletek alakja szerinti
felosztassal.

Az ITS régiét polimeraz lancreakcioval amplifikaltak és RFLP analizisét végezték el sikeresen
az Aspergillus nemzetség Flavi szekci6jdban Kumeda és Asao (1996). A PCR-RFLP modszert
Fusariumok vizsgalataban is alkalmaztak (EDEL és mtsi. 1996), és az ITS szekvencia és a vele
szomszédos 26S rRNS egy rovid szakaszinak vizsgilata alapjan 87 kilonbdzd Fusarium
izolatumot tudtak 23 csoportba (0.n. haplotipusba) sorolni.
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Varga és munkatarsai (2000) 17 Aspergillus section Circumdati izolatum ITS régioi, illetve
5.8S rRNS génjei szekvenciainak filogenetikai analizise soran azok parafiletikus fejlodését
allapitottak meg. Rigd és munkatarsai (2001) az ITS régidk szekvenciait szintén alkalmasnak
talaltak az Aspergillus fajok evoluciés kapcsolatanak tisztazasara. Az Aspergillus nemzetség
Flavi szekcidjaba sorolt fajok 23 tipus torzsét vontak be a vizsgalatokba. Az ITS régiok, illetve
5.8S rRNS gének szekvencia adatainak parsimony analizise soran megallapitottdk, hogy az
Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba tartozo fajok kiilon csoportokat alkotnak.

Mas vizsgalatok soran Gécser és munkatarsai (2001) kimutattdk, hogy a Cryptococcus

hungaricus ITS régidinak hossz polimorfizmusa alkalmas taxonomiai kérdések megoldasara.

ITS REGIOK IGS REGIO 5,8 S r DNS

mill

|
18'S l | l 28S NTS I ETS 18S 1 28'S

iTS 4 struktirgének ]
5,8 S r DNS
r DNS génklaszter

2. Abra. A rDNS szervezddése.

1.5. G ENTECHNIKA

A géntechnika (genetic engineering) és fehérjetechnika (fehérje mémokség, protein
engineering) a molekularis bioldgia legdinamikusabban fejlédé részei. A géntechnika szamos
tudomanyag és specialis technika dsszehangolt alkalmazasaval az €16 szervezetre vonatkozd
alapvetd és gyakorlati problémakat old meg. Ezen beliil is a rekombinans DNS eljarasok
fejlodnek a leggyorsabban. A rekombinans technika lehetévé teszi egyedi gének izolalasat,
szaporitasat, kutatasat, atvitelét mas organizmusokba és e génck kifejezddését termékeik
forméajaban. A rekombinians DNS technika mara mar oriasi ismeretanyaga az 1970-es évek ota
halmozodott fel. Fejlddése elsdsorban az informaciot atvivé vektorok, ezen beliil is a plazmid
kutatasnak koszonhetd, abbol az analdgiabol kiindulva, hogy a természetes klonozas vektorai a
transzdukald bakteriofagok. A vektorok hasznalatat 6tvozve a DNS specifikus hasitasaval
(restrikciés enzimek) és a DNS fragmentek dsszekapcsolasaval (DNS ligaz) egy viszonylag

konnyen hozzaférhet6 technika birtokdba juttatta a molekularis genetikat.
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1.5.1. Klénozasi stratégiak

Egy gombagén izolalasara kilénbozo klonozasi stratégidk alkalmasak, melyek
hasznalhatosiga azonban nagymértékben fiigg a mikroorganizmus és az izolalni kivant
genetikai elem természetétol.

A funkcionalis azonossag alapjan torténé klonozas egyik lehetséges modja egy heterolog
mikroorganizmus hordozta mutacié genetikai komplementacidja. Ez a megkozelités, elsdsorban
élesztogének klonozasanal volt eredményes (KIEL és mtsi. 1995, RATKZIN és CARBON 1997,
DALBOGE és HELDT-HANSEN 1994). Ezen modszer hatékony alkalmazasanak elofeltétele
azonban, hogy megfeleld mutansok, illetve hatékony transzformacios rendszer alljon
rendelkezésre. Szamos "modellszervezet” esetében (pl. S. cerevisiae, Sch. pombe és A. nidulans)
ezek a feltételek teljesiilnek (FINCHAM 1987, GREY és BRENDEL 1992, HOOD és STACHOW
1995). Elényds, hogy mind a S. cerevisiae (PARENT és mtsi. 1985, BRUNELLI és PALL 1993),
mind a Sch. pombe (COTTAREL és mtsi. 1993, BRUN és mtsi. 1995), mind pedig az A. nidulans
esetében (BOWYER ¢€s mtsi. 1994) ismertek az E. coli-ban is funkcionald inga vektorok (shuttle
vector).

A jaromsporas gombak esetében a legnagyobb nehézséget az jelenti, hogy hatékony
heterolog komplementacié csak az egymashoz filogenetikailag kozel allé gombak esetében
varhato. Erre jo példa tébb A. nidulans, A. niger és N. crassa gén kolcsondsen sikeres
expresszalodasa (BALLANCE 1986, WEISS és mtsi. 1985), illetve szamos sikeres
komplementacio kiilénb6zo élesztogombak kozott (MCNEMAR és mtsi. 1997, GROOM és mitsi.
1998). A jaromsporas gombak azonban rendszertanilag tavol allnak valamennyi fentebb emlitett
mikroszkopikus gombatdl, ami a genetikai komplementacio esélyeit jelentosen csokkenti.
Problémat jelenthet tovabba élesztd mutansok hasznalatakor, hogy a fonalasgombak jelentds
mennyiségben tartalmaznak az élesztokbdl hianyzé genetikai informaciot: példaul a
névénykorokozé Magnaporthe grisea-bol ismert expresszalodé szekvencidk kozel 30%-a nem
mutat homologiat az élesztd adatbazisok szekvencidival (HAMER 1997). Ennek ellenére nincs
kizarva a sikeres komplementacié lehetésége a jaromsporads gombak génjeivel: igy pl. a B-
izopropil malat dehidrogenazt kddolé Mucor gén (leud) komplementacidja is eképpen tortént
(VAN HEESWIICK és RONCERO 1984, RONCERO és mtsi. 1989).

A genetikai komplementacié az "instant génbank” (BOWYER és mtsi. 1994) médszerével is
felhasznathato klonozasra, melynek elénye, hogy sziikségtelenné teszi génkonyvtarak eldzetes
létrehozasat. Az A. nidulans 6.1 kb nagysagi AMA1 szekvenciaja (autoném replikaciot lehet6vé
téve) jelentdsen képes megnédvelni egy adott vektor transzformaciés gyakorisigat (GEMS €s
mtsi. 1991). Ez, egy kiilon vektorba (pHELP1) integralva, kotranszformacios kisérletek esetén
is hasonlé hatasa (GEMS és CLUTTERBUCK 1993). Ennek hatterében allo, valoszinileg
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preintegrativ rekombinacids esemény lehetdvé teszi, hogy a vizsgalt gomba izolalt genomialis
DNS-ével kozvetlen komplementaciés kisérleteket végezziink.

Masik modszer, a homoldg genetikai komplementacién alapulé klénozas, amely esetében
elsdé lépésként egy megfelelden jellemzett mutinspark létrehozasa sziikséges. Ekkor
megkisérelhet6 a defektiv fenotipusok direkt komplementacidja egy S. cerevisiae plazmidban
(pl. YRp17) létrehozott génkonyvtar segitségével. Egyes irodalmi adatokbél ugy tiinik, hogy a
jaromsporas gombak 6rokitd anyagaban nagy gyakorisaggal fordulnak el autonom replikaciét
lehet6vé tevo genetikai elemek, mintegy sajatos "hajlamot” titkrozve a genetikai informacié egy
részének extrakromoszomalis allapotban valé fenntartisira (VAN HEESWLICK és RONCERO
1984, ANAYA és RONCERO 1991, RONCERO ¢és mtsi. 1989, BURMESTER és mtsi. 1992,
HANFLER ¢és mtsi. 1992, BURMESTER és mtsi. 1987, WOSTEMEYER és mtsi. 1987, REVUELTA és
YAYARAM 1986). Ez teremti meg annak az esélyét, hogy a kis gyakorisaggal lejatszodo
integrativ tranformacids események mellett (ARNAU és STOMAN 1993), a vad tipusi DNS-t
tartalmazo vektor képes lehet integralodas nélkiil fennmaradni és hatékonyan komplementalni
az adott mutaciot.

Gének izolalasa megkisérelhetd a szekvencia-hasonldsag alapjan is, mas mikroszképikus
gombakbol mar klonozott gének segitségével. Ekkor a jaromsporas gombatorzs
génkonyvtarabdl, mas gombak klonozott génjeit heterolog probaként felhasznalva hibridizaciés
analizissel azonosithatjuk a megfelelé klonokat. Ezen kisérletek soran azonban ugyanaz a
nehézség jelentkezik, mint a genetikai komplementacidval térténdé klonozaskor: a probaként
felhasznalhato gének dont6 tobbsége rendszertanilag tavoli gombafajokb6l szarmazik, ezért
sokszor viszonylag alacsony kozottiik a szekvenciahomoldgia. Ennek okan a jaromsporas
gombaknal esctenként célszerii lehet az ilyen hibridizacios anmalizisre alacsonyabbrendii
gombak, mint példaul a Chytridiomycetes klonozott génjeit is felhasznalni (REYMOND és mtsi.
1991, DURAN és mtsi. 1994, BRONDIJK és mtsi. 1996). Sikerrel alkalmazhaté azonban ez a
modszer az élGvilagban eléfordulé konzervativ gének klénozasakor, mint pl. gpd gén, orotidin-
5-monofoszfat dekarboxilaz gén. Claviceps purpurea, valamint Schizophyllum commune gpd
gének génkonyvtarbol torténd izolalasidhoz probaként az A. nidulans gpd A gén egy régidjat
hasznaltak fel (JUNGEHULSING és mtsi. 1994, HARMSEN és mtsi. 1982). A Podospora anserina
ugyanezen génjének izolalasa is heteroldg hibridizacioval tortént a Curvularia lunata gombabol
szarmazo probaval (RIDDER és OSEWACZ 1982). Mig a Rhizopus niveus leul gén
klénozasahoz, a Mucor circinelloides leu A génjének 2kb-nyi fragmentjét hasznaltak
hibridizacids probaként (TAKAYA és mtsi. 1996).

Altalaban hatékonyan alkalmazhatok azok a klénozasi stratégidk, melyekben PCR
segitségével generalt homoldg probak keriilnek felhasznalasra (MULLIS és FALLONA 1987).
Ezen a médon torténd klénozast sok esetben alkalmaztak gpd gének izolilasara (pl.
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1.6.

Cryptococcus neoformans, VARMA és mtsi. 1999 ; Candida albicans, VILLAON és mtsi. 1999,
Lyophyllum shimeji, SAITO és TANAKA 1999), de mas gének klénozasara is (pl. Phaffia
rhodozyma aktin gén, WERY és mtsi. 1996 ; Rhizopus oryzae aspartil proteaz, FARLEY ¢s
SULLIVAN 1998 ; Aspergillus oryzae glutaminaz gén, KOIBUCHI és mtsi. 2000). Bar itt is gondot
jelenthet a primerek tervezéséhez hasznalt szekvenciak és az amplifikalni kivant jaromsporas
gomba DNS szakasz sziikségszerii kiillonboz6sége, azonban a "touchdown" PCR (DON és mtsi.
1991, LICHSTEINER és mtsi. 1993), vagy a "nested", illetve "hemi-nested" amplifikalas (két
kiilso és egy belsd primer felhasznalasival) elésegitheti korlatozott mennyiségii szekvenciaadat
megléte esetén is egy homolog proba eldallitasat (MAGDOLEN és mtsi. 1995).

A GLICERINALDEHID-3-FOSZFAT DEHIDROGENAZT KODOLO G EN (GPD)

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt kodold gén (gpd) kulcsenzimkeént jatszik fontos
szerepet a glikolizis folyamataban. A gpd gén nagy mértékben és konstitutivan kifejez6d6 gén :
élesztoknél a poly (A)+ RNS 2-5%-at a gpd mRNS teszi ki (HOLLAND és HOLLAND 1978,
EDENS és mtsi. 1984), mig kozel 5%-at a sejten belili fehérjéknek a gpd protein képviseli
(KREBS 1953). Az aktiv holoenzim tetramer szerkezetii, azonos alegységekkel.

A glikolizis folyamataban a glicerinaldehid-3-foszfat glicerinsav-1,3-difoszfatta valé
atalakulasat a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (egy NAD-koenzimmel miikodd tipikus
oxidoreduktaz) katalizalja. Az enzim -SH csoportjahoz torténd kétédéssel jon 1étre az enzim-
szubsztat komplex, amelyen bekovetkezik a NAD redukcidja. A NADH, kevésbé szorosan

koétodik az enzimhez, igy a kornyezetben talalhatdo NAD konnyen lecseréli. Az enzim-szubsztrat
komplex - anorganikus foszforilacidval - Gj szubsztratot kétni képes enzimmé és glicerinsav-
1,3-difoszfatta bomlik.

1.6.1. A gpd szekvenciin alapulé filogenetikai elemzések

A gombak filogenetikai vizsgalata kezdetben morfologiai és fiziologiai jellegzetességekre
épiilt. Az utobbi idében azonban filogenetikai clemzések céljara legtobbszor az rDNS
génklaszter - bizonyos szakaszait szoktik alkalmazni (pl. 18S RNS-t kdédolo gént). Annak
ellenére, hogy a 18S rRNS gén univerzalis az él6vilagban, nem minden esetben szolgaltat kello
informaciét a gomba filogenetikai elemzéséhez. Ennek magyarazatdul szolgithat a gén
nagymértékii konzervativ volta, melynek kovetkeztében mindéssze 15%-os eltérés tapasztalhatd
a gombak koézott. Tavolabbi rokonsagi kapcsolatok, igy pl. Schizosaccharomyces pombe
filogenetikai helyzete sem allapithaté meg 18S rRNS génjének vizsgalatival (RADFORD

1993). Erre a célra alkalmasak lehetnek mas, a kiilénb6z6 mikroorganizmusokban altaldnosan

20



eléfordulo, alapvetd jelentdségii és viszonylag konzervativnak tartott genetikai elemek (pl. a
gpd gén). Verdoes és mtsi. (1997) altal a Phaffia rhodozyma gpd génjének klonozasa kapcsan
elvégzett ilyen elemzés szamos meglepd eredményre vezetett. A P. rhodozyma egyetlen gpd
gént tartalmaz ellentétben jonéhany mas eukariota mikroorganizmussal (pl. S. cerevisiae,
Trichoderma koningii). Sajatos médon a Phaffia gpd a legnagyobb homologiat egy fonalas
bazidiomicéta gpd génnel (Phanerochaete chrysosporium) mutatta. A gpd gén vizsgalatan
alapulé filogenetikai fat (5. Abra) értékelve tobb kovetkeztetés is levonhatd. A legérdekesebb,
hogy az aszkuszos ¢élesztok (pl. S. cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii) a fonalas
aszkomicétaktdl viszonylag koran kiilénvalva fejlodtek, kézottitk kisebb mértékii rokonsagi
kapcsolat mutathat6 ki, mint a bazidiomicétak és a fonalas aszkomicétak kozott (SMITH 1989).
Ez utobbi megallapitast alatimasztja, hogy a Saccharomyces cerevisiae-nél fonalas gombak
heterolog promoterét alkalmazva nem torténik transzkripcid (INNIS és mtsi. 1985, YOSHIZUMI
és ASHIKARI 1987), mig pl. Aspergillus niger glilkoamilaz génjének promotere jol miikddik a
bazidiomicéta Ustilago maydis gombaban (SMITH 1989). Az éleszté aszkomicétak jelentds
kiilonbozésége a fonalas aszkomicétaktol feltehetoen az élesztok unicellulans voltaval
magyarazhat6. Molekularis szinten ezen éleszték bizonyos szempontbol kozelebbi rokonsagot
mutatnak a baktériumokhoz, mint a fonalas gombakhoz és magasabb fejlettségii eukariotakhoz.
A bakteridlis génekhez hasonléan a legtébb Saccharomyces gén sem tartalmaz intronokat,
ellentétben a fonalas gombakkal, valamint novényi és allati génekkel.

A feltevések szerint az aszkuszos élesztdkben jelenlevd két gpd gén, vagy egy, a gombak korai
evolucios torténetében lezajlott génduplikacid, vagy a prokariotakbol az eukariotikba torténd
horizontalis géntranszfer eredménye. Az utobbi hipotézist tébbek kozott az a felfedezés is
alatamasztja, hogy az E. coli gpd gén aminosav szekvenciaja jelen van egy az aszkomicéta

¢élesztokhoz viszonylag kozel levd csoportban (SMITH 1989).

1.6.2. A gpd promoter szekvenciik alkalmazéisa transzforméciés rendszerekben

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzimnek nagyon fontos szerepe van mind a
glikolizisben, mind a glilkkoneogenezisben. Irreverzibilisen katalizilja a glicerin-aldehid-3-
foszfat foszforilaciojat és oxidacidjat foszfogliceratta és mint az anyagcesere egyik kulcsenzime
altalaban erds expressziot mutat gombakban is. Erds promoter aktivitisanak koszonhetden a gpd
(PUNT és mtsi. 1987). Elesztokkel végzett kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a gpd
génrdl irédik at a mRNS 2-5%-a (HOLLAND és HOLLAND 1978). Cochliobolus heterostrophus-
szal végzett vizsgalatok szerint ez az enzim mind id6ben, mind pedig kiilonb6z6 szénforrasokat
tartalmazé taptalajokon konstitutivan termelddik; az expresszi® ugyanolyan mértéki a
spordkban és a vegetativ micéliumokban (VAN WERT 1990). Erdekes modon olyan kisérleti
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adatok is ismertek, melyek szerint a glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz szintézise nem
konstitutiv. A mikoparazita Trichoderma harzianum-ndl azt tapasztaltik, hogy a gpd
expresszidja regulalt: erds expressziot detektaltak glikkoz jelenlétében, am joval gyengébbet,
amikor a gazda Rhizoctonia solani sejtfalat hasznaltak fel egyediili szénforrasként. Ugyanezen
organizmusnal a gpd mRNS mennyisége valtozik az egyes életszakaszok folyaman; csokken a
sporulicié alatt és kevesebb a konidioforokban és konidiumokban, mint a vegetativ
micéliumokban (PUYESKI és mtsi. 1997). A Sclerotinia sclerotiorum esetében pektint, glikozt,
glicerolt és arabin6zt felhasznalva egyedilli szénforrasként azt tapasztaltik, hogy a gpd gén
kifejezédése pektin és gliikoz esetében joval erdsebb.

Agaricus bisporus bazidiomicéta gombanal két gpd gén jelenlétét igazoltak. Harmsen és
munkatarsai szerint (1992) az egyik gpd (gpd*®') gén feltehetden a gomba életciklusanak csak
bizonyos részében aktiv, vagy pedig bizonyos kornyezeti feltételek (mint pl. anaerobidzis)
hatasara aktivalodik és fejezodik ki.

A transzformacié hatasfoka homolég promoter hasznilatakor lényegesen jobb, mivel a
szelekcids markerként alkalmazott struktirgén sokkal ersebb expresszidjat teszi lehetové. Ezt
igazoltak tébbek kozott Trihoderma reesei és Curvularia lunata fonalasgombakkal végzett
kisérletekben is (MACH és mtsi. 1994, OSIEWACZ és RIDDER 1991). Ridder és Osiewacz (1992)
a Podospora anserina aszkomicéta gombaval folytatott kisérletei soran megallapitotta, hogy
homoldg 5° szabalyz6 régié hasznilataval a transzformacié hatasfoka jelents mértékben
novekedett, a heterolég Aspergillus nidulans promoter szekvenciat tartalmazoé plazmiddal

torténd transzformacié gyakorisagahoz képest.
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2. CELKITUZESEK

A Rhizomucor nemzetség képviseléi nagy gyakorlati jelentdséggel bimak gy
biotechnolégia és élelmiszeripar teriiletén, mint a human és allati mikozisok korokozoéjaként az
orvosi gyakorlatban is. Ezen gombak genetikai rendszere (az intraspecifikus variabilitas
mértéke, genom szervezddése) kevésbé ismert.

Munkank soran célul tiiztiik ki a kovetkezoket:

1.  Kiilonbdzd forrasbdl szarmazé Rhizomucor izolatumok intraspecifikus variabilitasanak
feltarasa.

2.  Fiziolégiai és molekularis technikakkal (szénasszimilaciés spektrum, izoenzim és RAPD
analizis, ITS-RFLP) nagyszami genetikai marker azonositasa.

3.  Ezen vizsgalatok eredményei alapjan taxonomiai kovetkeztetések levonasa, valamint a
4. A Rhizomucor miehei egy adott t6rzséb6l génkonyvtar létrehozasa, mely felhasznalasaval
a gpd struktirgén és a kapcsolodo szabalyzo régiok klénozasa és elemzése.

5. Ezen vizsgalatok azon til, hogy lehetdséget teremtenek az adott gén molekularis,
funkcionalis és filogenetikai elemzésére, kiindulopontul szolgalhatnak tovabbi genetikai
kisérletekhez. A gpd gén szabalyz6 régidi j6l hasznalhatok hatékony transzformacios rendszerek
kifejlesztésére. Eredményeink lehet6séget teremtenek egy ilyen, a jaromspéras gombakban
reményeink szerint altalanosan alkalmazhaté (pl. drogrezisztencian alapuld) transzformacids
rendszer kidolgozasara.

6. A protoplasztképzés koriilményeinek optimalizilasa a Rhizomucor fajoknal, melynek a
késobbiekben szintén a transzformaciés rendszerek létrehozasanal lesz nagy gyakorlati
jelentdsége.

7. Kariotipizalasi elokisérletek megkezdése a Rhizomucor fajok genom méretének

megismerése céljabol.
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4.

4.1.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A VIZSGALT MIKROORGANIZMUSOK

3. T4bl4zat. A felhasznilt gombatbrzsek.

Kod® Fajnév Gytijteményes Eredet Parosoddsi
kédb tipus
R1 R pus,-"usc NRRL 3695 talaj, .Ukra'na ismeretlen
(R. tauricus)
R2A .y € NRRL 2543 allati mikozis, homotallikus
. /! s
R. pusillus Anglia ®
pusillus)?
R2B o © NRRL 2543 allai mikozs, homotallikus
R. pusillus Anglia R
. pusillus)®
R4 R. pusillus NRRL A-23448 ismeretlen +
RS R. pusillus NRRL A-23504 ismeretlen -
R6 R miehei NRRL 3169 ismeretlen, homotallikus
California,
US.A
R7 illus® NRRL 3310 ismeretlen, homotallikus
R. pusillus India ( R
miehei) d
R8 R. miehei NRRL 5282 borsmenta homotallikus
komposzt, India
R9 R. miehei CBS 370.71 képet, homotallikus
Hollandia
R10 R. miehei NRRL 5284 rothadé alma, homotallikus
US.A.
R11 R. miehei NRRL 5901 tehén placenta, homotallikus
Dakota, U.S.A
R12 R. miehei NRRL 6303 ismeretlen homotallikus
R13 R. pusillus® NRRL A-13100 Ismeretlfn (R. -
miehei)
R14 R. miehei NRRL A-18359 ismeretlen homotallikus
R15 R. miehei CBS 360.92 human mikdzis, homotallikus
Ausztrilia
R16 R pusillusc ETH M4920 tracpea valadék, ismeretlen
Svéjc R
miehei)®
R17 R. miehei ETH M4918 komposzt, homotallikus
Svijc
R18 R. pusillus WRL allati mikézis -
CN(M)231
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R19

R20

R23

R25

N6

Abl
Rpl1l

R. pusillus

R. pusillus

R. pusitius®
R. pusillus®

R. pusillus

M. piriformis

A. glauca
Rh. stolonifer

FRR 2490

IBP M.p./1

FRR 1652
NRRL 6399

NRRL 3638

NRRL 26212

CCM F450
SzMC 0506

ismeretlen,
Ausztralia
ismeretlen,
Lengyelorszig

ismeretien

denevér iirtilék,
India (R. miehei
var. minor)‘l

viztartaly,
Wisconsin,
US.A.

rothadé korte,
US.A.

talaj

lalaj, Illinois,
U.S.A.

+

homotallikus

neutralis

2 A dolgozatban hasznalt izolatumok kodjai.

b ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, U.S.A.; CBS, Centraalburecau voor
Schimmelcultures, Baarn, Hollandia, ETH, Swiss Federal Institute of Technology Culture Collection
(C.C)). Ziirich, Svijc, FRR, CSIRO Food Research C.C., North Ryde, New South Wales, Ausztrilia; IBP,
Institute of Fermentation Industry C.C., Warsaw, Lengyelorszag. NRRL, Agricultural Research Service
C.C., Peoria, Illinois, U.S.A.; WRL, Wellcome Bacterial Collection, Beckenham, Anglia, CCM,
Canadian Collection of Microorganism; SzMC, Szeged Microbial Collection, Magyarorszag.

C A Kkisérleteink alapjan pontatlannak bizonyult fajnevek.
¢ Eredeti fajmeghatdrozas.

¢ Az eredeti torzsbdl két izolatumot tudtunk Kitisztitani. Masik torzsgyiijteményben (ATCC 22064) R.

miehei-ként irtik le.

4. Tabldzat. Felhasznalt baktériumtdrzsek és plazmidok.

Torzsek

Plazmidok
E.-coli DHS5a pBluescript SK (-)

F.-coli XL1 Blue MRA (P2)

A Fix 11 fag
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3.2, TAPTALAJOK ES OLDATOK
Malatas taptalaj (MA)
5% élesztdkivonat; 5% malatakivonat; 1% gliik6z; 1% KH,PO,; 3% agar
Minimal taptalaj (MM)
0.5% (NH.),S0;; 0.1% KH,PO,; 0.05% MgS0,x7H,0; 1% gliikkéz; 1.5% agar,
1 ml/1 Wickerman vitamin térzsoldat

Elesztkivonat-gliikéz tapoldat (YEG:” Yeast-Extract-Glucose medium”)
1% gliik6z; 0.5% élesztdkivonat; 1% KH,PO.

LB-téptalaj (pH 7.0)
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% élesztokivonat; 1.5% agar

LB+maltéz tapoldat
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% élesztékivonat; 0.2% maltéz; 10 mM MgSO, (pH 7.0)

LB-fed6agar
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% élesztdkivonat; 0.7% agaréz, 10 mM MgSO, (pH 7.0)

SM puffer
0.58% NaCl; 0.2% MgS0,4x7H,0; 1 M Tris/HCI (pH 7.5); 2% zselatin

Hibridizaciés oldatok

1. detektalé puffer (pH 7.5)
0.1 M maleinsav; 0.15 M NaCl

2, detektilé puffer
1.4% "blocking" reagens 1. detektalasi pufferben

3. detektalé puffer
0.1 M Tris-HCI; 0.1 M NaCl; 50 mM MgCl, (pH 9.5)

20xSSC
3 M NaCl; 0.3 M Na;-citrat

1xSTE

1 M NaCl ; 100 mM Tris/HCI (pH 8.0) ;10 mM EDTA (etilén diamin tetraccetsav) (pH3.0)

10x“feltdlts” puffer
0.06 M Tris/HCI (pH 7.5); 0.06 M NaCl; 0.06 M MgCl, 0.5% zselatin; 0.015 M DTT
(ditioeritol)

Extrakciés puffer
1xtérfogat SXRNB (1M Tris/HCI, 1.25M NaCl, 0.25M EDTA, pH 8.5)
2xPAS (120mg /ml p-aminosalicilsav)
2xXTNS (20mg/ml tri-izopropil-naftilszulfonat)
3xfenol
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Agariz puffer
10 mM Bis Tris/HCI (pH 6.5); 1 mM Na,EDTA

TE puffer
10 mM Tris/ HCI (pH 7.5); 1 mM Na,EDTA

LETS
0.1 M LiCl; 10 mM EDTA; 10 mM Tris; 0.5% SDS (natrium lauril szulfat)

TBE
90 mM Tris-borat, pH 8.0; 2 mM Na,EDTA

TAE
40 mM Tris-ecetsav, pH 7.6; 1 mM Na,EDTA

3.3. TENYESZTESI KORULMENYEK

A torzsek fenntartasa malatas taptalajon tortént két havonkénti atoltdssal. Az izoenzim és
RAPD analizishez 150 ml tapoldatot (YEG) tartalmazé gomblombikot 107 sejt/ml
spéraszuszpenzio 5 mi-ével oltottunk be. A tenyészeteket 37°C-on 48 6raig razattuk (200 rpm).
Az igy kapott micélium témeget sziiréssel gyiijtottilk, majd lefagyasztva taroltuk (-70°C) a
felhasznalasig.

A zigospéraképzés indukilisira a torzseket egyenként (homotallikus zigospéra képzés
kimutatasa), illetve paronként, csikhizassal malatas taptalaj felszinére oltottuk (két térzs esetén
egymastél 2.5 cm tivolsagra). 37°C-on térténd 4-5 nap inkubaciés id6 utan vizsgaltuk a
zigosporaképzést sztereomikroszkop segitségével. A zigosporak méretének meghatarozasahoz a
teljes telep felszinét steril desztillalt vizzel mostuk, az igy kapott sporangiospéra és zigospéra
szuszpenziobol a zigosporakat differencial centrifugalassal (2 perc, 2500 rpm) koncentraltuk. A
méretek meghatarozasat Zeiss Laboval mikroszképpal, okular és objektiv mikrométer
felhasznalasaval végeztiik.

3.4. IZOENZIM ANALIZIS

3.4.1. Fehérjekivonat készitése
A fagyasztott micélium harom grammjat folyékony nitrogénben kvarchomok jelenlétében
szétdorzsoltitk, majd 2.5 ml extrakcids puffert (0.37 M Tris-HCI, pH 7.5; 1 mM EDTA; 5 mM
B-merkaptoetanol; 1% Triton X-100) adtunk hozza. Az extrahalast kévetden a mintat 4°C-on 30
percig centrifugaltuk (12 000 rpm). Az utébbi lépést (a magas lipidtartalom miatt) a
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feliiliszoval megismételtitk, majd a fehérjekivonathoz 1:3 aranyban mintapuffert (30% glicerol,
0.25% bromfenolkék) adtunk. Az igy kapott mintat a felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.4.2. Elektoforézis és enzimfestés
Az izoenzimek szeparalasat poliakrilamid gélen (7.5% szeparacios és 3% gyiijtogél) végeztiik.
Az elvalasztas, rovid eldfuttatas utan (15 perc, 200V ), alland6 fesziiltség mellett (140 V) 14
oran at tortént. Minden kisérletet a Protean II vertikalis elektroforézis rendszerben (Bio-Rad,
Richmond, CA) végeztiink 1.5x100x160 mm-es géllapok alkalmazasaval.
Az enzimaktivitasok detektalasara felhasznalt festékek:
a-ésterdz (E.C. 3.1.1.2; Harris és Hopkinson 1976 )
150 ml Sérensen foszfat puffer (pH 6.5), 25 mg a-naftilacetat (par
csepp acetonban feloldva), 30 mg Fast Blue B.
Glutamdt dehidrogendz (E.C. 1.4.1.2.; Anne és Peberdy 1981)
15 ml 1 M Tris/HCI (pH 8.5), 7.5 ml 1 M Na-glutamat (pH 7.0), 127.5 ml
desztillalt viz, 30 mg NAD (nikotinsavamid adenin dinukleotid), 60 mg NBT (p-nitro-
tetrazolium kék), 8 mg PMS (fenazin metoszulfat).
Glitkoz-6-foszfit dehidrogendz (E.C. 1.1.1.49; Mulvey és Vrijenhoek 1981)
150 ml 0.2 M Tris-HCI (pH 8.0), 300 mg gliikoz-6-foszfat, 600 mgMgCl,, 30 mg
NADP (nikotinsavamid adenin dinukleotid foszfat), 60 mg NBT, 8mg PMS.
Maldt dehidrogendz (E.C. 1.1.1.38; Brewer 1970)
7.5 ml Tris-HCI (pH 8.0), 33 ml 1 M Na-malat (pH 7.0), 110 m!
desztillalt viz, 100 mg NAD, 60 mg NBT, 8 mg PMS.
Savas foszfatdz (E.C. 3.1.3.2; Harris és Hopkinson 1976)
150 ml 0.1 M Na-acetat (pH 4.6), 0.3 g MgCl,, 15 mg a-naftil-foszfat,
15 mg PVP (poli-vinil pirrolidon), 30 mg Fast Blue B.

3.5. RAPD ANALizZIS

3.5.1. DNS kivonas (LEACH és mtsi. 1986 modositasa )

Egy gramm fagyasztott micéliumot iiveggyongy jelenlétében 2 ml LETS pufferben
szuszpendaltunk, majd azonnal 1:1 aranyban fenol : kloroform : i-amilalkohol (25:24:1,PCI)
eleggyel elkevertiink. Centrifugélas utan (4°C, 20 perc, 13000 rpm) a felsd fazissal a fenolozasi
lépést még kétszer megismételtik 10 perces centrifugilassal. Egy kloroform:i-amilalkohol
(24:1,CI) eleggyel végrehajtott végsd fehérjementesitd 1épést kovetden az eltavolitott felsd
fazisbol a nukleinsavakat kétszeres térfogati 96%-os etanollal kicsaptuk (-75°C, 180 perc).
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Centrifugalas (4°C, 30 perc, 12000 rpm) és vakumos beszaritas utin a nukleinsav preparatumot
100 pi TE pufferbe oldottuk fel és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.5.2. DNS amplifikilds (RAPD-PCR) (HU és QUIROS 1991, WILLIAMS és mtsi. 1990)
A felhaszndlt oldatok
25 pl térfogati reakcidelegy Osszetétele:
200-200 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Pharmacia)
2.5 pul 10xinkubacios puffer
2.5 mM MgCl,
0.5 U Tag-polimeraz
0.2 uM primer (Operon Technologies, Inc. C Random Primer kit),
2.5 ul templat DNS (50 ng/ul)
steril desztillalt viz
Az amplifikdlds koralményei
A reakcioelegyet 40 pl steril asvanyolajjal (Sigma) rétegeztiik feliil. Az amplifikalas egy PTC-
100-60 tipusi programozhaté PCR-késziilékben (MJ Research, Watertown, USA) tortént, a
kévetkez6 reakciokoriilmények kozott:
93°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
45 ciklus:
92°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
37°C, 1 perc; primer kotodés
72°C, 2 perc; lanc szintézis
72°C, 5 perc; lanc szintézis

A RAPD vizsgalatokban a kévetkezd tiztagli random primereket hasznaltuk fel:

Primer Szekvencia (5 —3°) Molekulasuly
OPC-01 TTCGAGCCAG 3019
OPC-02 GTGAGGCGTC 3075
OPC-04 CCGCATCTAC 5783
OPC-05 GATGACCGCC 3004
OPC-07 GTCCCGACGA 3004
OPC-13 AAGCCTCGTC 2979
OPC-20 ACTTCGCCAC 2939
3.6. PCR-RFLP

DNS amplifikalds (SAIKI és mtsi. 1988)

“Core” puffer (10 reakciéra):
10-10 ul ANTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP és dTTP)
50 pul 10xinkubacios puffer (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCI)
50 ul MgCl; (25 mM)
10 pl steril desztillalt viz
“Cocktail” (10 reakciora):
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2.5pl Taq polimeraz (SU/ul)
5-5 ul primer (100 uM)
287.5 pl steril desztillalt viz
500 pl-es Eppendorf csébe a kovetkezo oldatokat mértiik 6ssze:
15 ul “Core” puffer
30 pl “Cocktail”
5 ul templat DNS (0.02 ug/nl)

Az amplifikdlds korialményei
95°C, § perc; lanc szétvalasztas

4 ciklus :
95°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
40°C, 2 perc; primer kétédés
72°C, 3 perc; lanc szintézis

24 ciklus:
95°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
55°C, 2 perc; primer kot6dés
72°, 3 perc; lanc szintézis

72°C, 5 perc; lanc szintézis

Az alkalmazott restrikciés enzimek (NBL Gene Sciences, Cramlington, U.K.) a kovetkezok

voltak: BamH], Bglll, EcoRl, EcoRV, Haelll, Hhal, Hindlll, Kpnl, Pvull, Rsal és Xhol

DNS gélelektroforézis
A DNS molekulak elvalasztasat 0.7%-os, 1.0%-os, vagy 1.2%-os agaroz/TBE ., vagy
agar6z/TAE gélben végeztik. Az elvalasztott molekulakat etidium-bromidos festést (0.5 pg/ml)
kovetden, UV fluoreszcenciaval detektaltuk. Méret markerként leggyakrabban Hindlll, vagy
HindIll-EcoRI emésztett A DNS-t hasznaltunk.

3.7. SZENASSZIMILACIOS SPEKTRUM ANALIZIS

A 87 vegyiiletet teszteltiink egyedi szénforrasként. A torzseket sporaszuszpenzioként 10’
spéra/ml) a killénbozd szénforrast tartalmazd taptalajokra oltottuk. A novekedést 37°C-on
torténd 5 napos inkubécié utdn vizsgaltuk. A taptalaj készitésekor, annak révid ideig (10 perc)
tartd sterilezésével csokkenthetd a ("pokhalos") hattér névekedés, melyet az agarbdl esetlegesen
felszabadulé tapanyagok okozhatnak. Az értékelés: nincs novekedés: -, nem egyértelmiien
hasznositott szénforras: (+) vagy (-), gyenge-: +, kdzepes-: ++, erds novekedés: +++ jelekkel
tortént. Néhany esetben a vegyiiletek egyéb hatasait is megfigyelték: (g): csirdzas gatolt, (K):
kompakt gatlas.

3.8. SZAMITOGEPES ADATFELDOLGOZAS
A RAPD analizis adataibél — az amplifikaciés termékek jelenléte vagy hianya alapjan -

binaris méatrixot készitettiink. Az értékelésnél a sivok intenzitasbeli kiilonbségeit nem vettik
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figyelembe, noha ezek az eltérések tobbnyire reprodukalhatok voltak Az adatokbol Jaccard (S;,
SOKAL és MICHENER 1958) hasonlosagi koefficienst szamoltunk. A dendogramot minden
esetben csoportatlag modszerrel (unweighted pair-group method using arithmetic averages,
UPGMA, SNEATH és SOKAL 1973) szerkesztettiik. A dendrogramokon a kiilénb6zdségi
(dissimilarity, D) értékek lettek feltiintetve.

Az adatmatrix feldolgozasat és az eredmények grafikai megjelenitését a SYNTAX 5.0
programcsomag (PODANI 1993) segitségével végeztiikk. Ez a szoftver alkalmas a numerikus

taxonomidban hasznalt legfontosabb matematikai analizisek elvégzésére.

3.9. GENKLONOZASNAL FELHASZNALT MODSZEREK

Felhasznalt térzsek

Kisérleteinket a Rhizomucor miehei ATCC 46344 torzsén végeztiik. A reprezentativ
génkonyvtar elkészitéséhez a A FIX 1I fagot (Stratagene) hasznaltuk fel. A fagfertézés céljara a
XL1-Blue MRA (P2) E coli torzset (Stratagene), mig a szubklonozasi kisérletek
transzformacioiban az E. coli DH5a térzset alkalmaztuk.

DNS izolalds Rhizomucor miehei-bél génkdnyvtar készitéséhez

YEG tapoldatban 2-3 napig razatott tenyészetb6l a micéliumot leszirtiik és folyékony
nitrogén jelenlétében dérzsmozsarban elporitottuk. 4 ml 55°C-os "extrakcids puffer” hozzaadasa
utan 1 percig 6vatosan raztuk, majd 1 ml kloroform:i-amilalkohol elegy (CI; 24:1) hozzaadasa
utan centrifugaltuk szobahémérsékleten (10000 rpm/10 perc). A vizes fazishoz 2 térfogatnyi
96%-o0s etanolt (4°C) hozzaadva -20°C-on 5 percig inkubdltunk. Ezt koévetden
szobahmérsékleten centrifugéltuk (15 perc/15000 rpm), a csapadékot szaritottuk, majd 3 ml
TE-ben feloldottuk. 3 ml fenol:kloroform (1:1) hozzaadasat és 10 perc/10000 rpm-en,
szobahdmérsékleten torténd centrifugalast kovetden a vizes fazishoz 2 ml Cl-elegyet mértiink és
ujbol centrifugaltunk (10000 rpm/10 perc, 20°C). A vizes fazishoz 1/10-ed térfogat 3M Na-
acetatot €s 2.5 térfogat 96%-os etanolt adtunk, majd centrifugaltunk (10 perc/10000 rpm). A
csapadékot Beszéritottuk, majd 1.6 ml TE-ben 4°C-on 12 6ran at oldédni hagytuk. 30 ul (25
mg/ml) RNaz oldat és 30 pl (1 mg/ml) proteindz K oldat hozzaadasat kovetben a mintat 4
Eppendorf csobe szétosztottuk és 2 o6ran at 37°C -on inkubdltuk. Ezutan 1 térfogat
fenol:kloroformot (PC; 1:1) mértiink hozza, centrifugaltuk (10 perc/12000 rpm, 20°C), majd ezt
a lépést megismételtitk. A vizes fazishoz 1 térfogat vizzel telitett kloroformot adtunk, majd
centrifugaltunk (10 perc/12000 rpm). A DNS-t 1/10-ed térfogat Na-acetat (3 M) jelenlétében, 2
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térfogat 96%-os etanollal kicsaptuk (5 perc, -20°C), centrifugaltuk (15 perc/12000 rpm), 70%-
os etanollal mostuk, centrifugaltuk (5 perc/12000 rpm), majd 37°C-on torténé beszaritds utan
250 pl desztillalt vizben oldottuk.

A parciilis emésztés optimalizaldsa

100 pl genomialis DNS-hez 15 pl Sau3Al enzimpuffert és 35 pl steril desztillalt vizet adtunk,
majd ezt 9 Eppendorf cs6be szétosztottunk ugy, hogy az elsé csébe 30 pl, a tébbibe pedig 15-15
pl oldat keriilt. Az elsé cséhéz 0.5 pl (10U/ul) Sau3Al enzimet adtunk, amelybdl nyolc
lépcsdben felezo higitast készitettink. A DNS emésztést 1 6ran at 37°C-on végeztik. Az
enzimreakci6 ledllitisa 4 M karbamid, 50 mM EDTA (pH 7.0), 50% szaharoz és 0.1%
bromfenolkék tartalmu oldattal tortént 10 perc 65°C-on valé inkubalassal. Gélelektroforézissel
megallapitottuk, mely enzimkoncentracié eredményezte a megfelelé mértékii emésztést. Ezutan
az emésztést 300 pl DNS mintaval is elvégeztiik.

A parcialisan emésztett genomidlis DNS visszaizolilasa gélbél

A 0.7%-os alacsony olvadasponti agar6zbdl késziilt gélbol a 10-20 kb méretii DNS
fragmenteket tartalmazé gélrészletet kivagtuk, majd 1/10 térfogat 10xagaraz puffer hozzaadasa
utan 65°C-on felolvasztottuk. Ezt kévetéen a mintakat 40°C-ra hiitéttiik és B-agarazzal kezeltik
(15 U, 1 6ra, 40°C), majd 1/10 térfogat Na-acetat (3 M, pH 5.2) és 2 térfogat 96%-os
szobah6mérsékletii etanol hozziaddsa utin 2 o6rat szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezutan
centrifugaltuk (30 perc/12000 rpm), és beszaritas utan 200 pl desztillalt vizben feloldottuk.

Feltdltési reakcio

200 pl DNS-hez 30 pl 10x"feltsltési” puffert, 5-5 pul 10 mM dGTP-t és dATP-,
valamint 15 U Kienow enzimet adtunk, majd a reakcidelegyet 300 ul-re egészitettiik ki
desztillalt vizzel. 20°C-on 15 percig inkubaltunk, majd 33 ul 10xSTE put;fert és 100 ul 1x STE
puffert mértiink hozza. Fenol:kloroformos extrakcidé utin a DNS-t etanollal (10 perc, -20°C)
kicsaptuk, majd centrifugalas utan (15 perc/12000 rpm, 0°C) az iiledéket beszéritottuk és 10 pl
TE pufferbe.n feloldottuk.

Alkalikus foszfataz kezelés

5 pl DNS-hez 3 pl 10xalkalikus foszfataz puffert, 0.1 pl (0.01 U) alkalikus foszfataz
enzimet és 22 pl desztillalt vizet adtunk. Kétszer 30 percig 37°C-on inkubaltunk Ggy, hogy a
masodik inkubacié elétt ujra 0.1 pl alkalikus foszfatiz enzimet mértiink az elegyhez. 2 pl
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EDTA (0.5 M, pH 8.0) hozzaadasa utan 10 percig 75°C-on inkubaltuk, majd fenol:kloroformos
és etanolos kezelés utan a DNS-t 2.5 pl desztillalt vizben oldottuk.

Ligalasi reakcié

A ligalas 16 oran at 4°C-on tortént a kovetkez6 reakcicelegyben :

1 pl A-FIXII fag DNS (Stratagene)

2.5 pl feltoltott/alkalikus foszfatazzal kezelt genomialis DNS

0.5 ul 10x ligaz puffer

0.7 ul T4 DNS ligaz (3 U/ul)

0.3 pl desztillalt viz
Féagcsomagolasi reakci6

A genomialis DNS tartalmi A-FIXII fag DNS fagfejbe torténé bepakolasa 22°C-on 2 6ran
at tortént (2.5 pl ligitum + 1 pl A FIXII fig "packaging extract" (Stratagene)). A reakcid
leallitasa 500 ul SM puffer és 20 ul kloroform hozziadasival tortént. 4°C-on hoénapokig
eltarthato az ily moédon eldallitott DNS konyvtar.

A Rhizomucor génkényvtar amplifikalasa

Az XL1-Blue MRA (P2) baktérium térzset ODgoo = 0.6 eléréséig neveltiik LB-maltéz
tapoldatban. Centrifugalast kévetden 10 mM MgSO,-ban felszuszpendaltuk a baktériumsejteket,
majd a lambda faggal vald inkubalast kévetden (37°C, 30 perc) fedbagardzzal (42°C) elkeverve
alaptaptalaj felszinére ontottiik. A 7-8 6ra utin megfelelé méretiivé valo plakkokbol a
fagrészecskéket SM pufferrel mostuk ki (overnight, 4°C). A fagszuszpenziot 5% (v/v)
kloroformmal kezeltiik, centrifugaltuk, majd a feliilisz6hoz 3% (v/v) kloroformot adva 4°C-on
taroltuk. Hosszi idejii tarolas —~70°C-on t6ténik 7% DMSO (dimetil szulfoxid) hozzaadasa utan.

A Rhizomucor génkonyvtar titralasa
Az amplifikalt konyvtarbol 15pul-t, illetve ebbdl 107, 10?2 103, 10 higitasi 1épcsék
hasonlé térfogatait 150pul - 150ul XL1-Blue MRA (P2) baktériummal inkubaltunk (37 °C-on 30

perc), majd fedéagarézzal elkeverve csészékre ontottiik.

A génkdnyvtar sziirése

A génkonyvtar amplifikalasanal leirt modon tortént a fagfertézés. Az LB taptalajon 7-8
6ra elmultaval plakkok jelentek meg. A csészéket 2 orara 4°C-ra helyeztiik, majd membran
(Amersham N+) lenyomatot vettink. A membranokat szaritdis utan (10-20 perc,
szobahomérséklet) 2 percig 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl-ban (denaturalas), 5 percig 0.2 M TRIS
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(pH 7.5)/ 2xSSC (neutralizalas), végiil 30 masodpercig 2xSSC-ben mostuk. A membranokat

levegdn szaritottuk, majd 30 masodpercig ultraibolya (UV) fénnyel kezeltiik.

Jeldlt proba készitése
A felhasznalt gpd-specifikus primerek (VERDOES és mtsi.1997):
(3005)' - cgggatccaa(ag)ctiaciggiatgge - 3'
(331-338 aminosavak: WYDNEWGY)

(3006)5'- cgggatcc(ag)taice(cag)(ct)a(tc)tc(ag)tt(ag)tc(ag)tacca - 3'
(241-246 aminosavak: KLTGMA)

Az amplifikdlds korilményei

95°C, 5 perc; lanc szétvalasztas
5 ciklus
95°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
50°C, 2 perc; primer kotodés
72°C, 2 perc; lanc szintézis
25 ciklus
95°C, 1 perc; lanc szétvalasztas
55°C, 2 perc; primer kétodés
72°C, 2 perc; lanc szintézis
72°C, 10 perc; lanc szintézis

A PCR reakcioelegy
200-200 uM dNTP 0.5 pIM primer
5 ul 10xTagq puffer 2.5 U Taq-polimeraz
2.5 uM MgCly 2 ul DNS (50ng/pl)

steril desztillalt viz

A mintakra 40 pl steril asvanyi olajat rétegeztiink.

A préba jelolése

A gélbdl visszaizolalt 300 bp-nyi fragmentet digoxigenines (DIG DNA labeling and detection

kit; Boehringer Mannheim) méddszerrel a gyarto utasitasa szerint megjeloltiik.

DNS visszaizolilas agaréz gélbél

Az amplifikalt PCR termék gélbél torténé visszaizolalasahoz: a géldarab tomegét lemértilk,
Eppendorf csébe 3 térfogat Nal oldatot adtunk hozza, majd 55°C-on S percig inkubaltuk (mig a

gél feloldodott). Ezt kovetden 1 pug DNS-re 5 pl iveggydngy ("glasmilch")-szuszpenziét
mértiink, 5 percig jeges vizfiirdSben inkubaltuk, majd rovid ideig (30 masodperc)
centrifugaltuk. A felillisz6t eltavolitottuk, ismét centrifugdltuk (15 masodperc), majd az
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iiledéket 500 pl 70% etanollal 6vatosan mostuk. Ismételt centrifugalast kovetden (kétszer 15
masodperc) a felilliszét eltavolitottuk, majd a mintat 37°C-on beszaritottuk. Az DNS-t 20 pl
desztilldlt vizzel eludltuk az iiveggyongyokrol, amelyeket kétszer rovid ideig tartd
centrifugalassal tavolitottunk el.

A gélbél valdé DNS visszaizolilasira esetenként alkalmaztuk a GeneElute (Supelco)

minioszlopot is.

Hibridiziciés koriillmények

A hibridizaciés membrant (Amersham N+) két 6ran at 68°C-on hibridizaciés pufferrel
elohibridizaltuk, majd 12 6ran at 68°C-on, 2.5 ml hibridizacidés pufferhez adott 15 ul jelolt DNS
probaval hibridizaltuk. A proba jeloléséhez minden esetben a nem radioaktiv digoxigenines
Jelolést (DIG DNA labeling and detection kit; Boehringer Mannheim) alkalmaztuk a gyartd
utasitasainak megfelelGen.

A hibridizaciés membrant szobahémérsékleten kétszer ot percig 2xSSC, 0.1% SDS
oldattal, majd kétszer tizendt percig 68°C-on 0.1xSSC, 0.1% SDS oldattal mostuk. Ezt
kovetden az 1. pufferrel 1 percig, majd a 2. pufferrel 30 percig, majd a 2. pufferhez adott 4 pl
antitest konjugatummal wjabb 30 percig inkubaltuk szobah6mérsékleten. Kétszer tizentt perces
mosast (1. puffer) kovetden a detektalashoz 3. pufferhez adott 200 pl eldhivé reagenst (p-nitro-
tetrazolium kék (NBT) + 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfat (BCIP)) hasznaltunk.

Kompetens sejtek készitése

DH5a E. coli egy éjszakan 4t nevelt tenyészetébdl 1 ml-t 100 ml LB tipoldatba atoltva a
baktériumokat ODgsso = 0.4 érték eléréséig 37°C-on razattuk. A tenyészetet centrifugaltuk (7000
pm/10 perc, 4°C), majd a sejteket 50 m! 50 mM-os CaCl, oldatban felszuszpendaltuk. 10
percig jeges vizfiirddben inkubaltuk, ezutan ujra centrifugaltuk (7000 rpm/10 perc), majd a
kiiilepedett sejtecket 1/20-nyi térfogat, 50 mM-os hideg CaCl, oldatban felszuszpendaltuk és 1
oran at jégfiirdoben inkubaltuk. A kompetens sejtek —70°C-on, 15% glicerol hozzaadasaval
hoénapokig tarolhaték.

Plazmid tisztitas
Az LB taptalajon nevelt transzformans sejtekbél a plazmid DNS-t a Quantum Prep Plasmid

Miniprep Kit (BioRad) segitségével tisztitottuk, a gyarté utasitasa szerint.

Ligalas szubklénozasi kisérletekben
1 ul 10xT4 DNS ligaz puffer
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1 pl pBluescript SK (-) plazmid
1 pl T4 DNS ligaz enzim
7 ul DNS fragment

Ligalas 18°C-on 16 6ran at tortént. A reakciot : 10 perces, 65°C-os hokezeléssel allitottuk le.

Baktérium transzformécié

350 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 5 ul ligatumot
(plazmidot) adtunk hozza. 30 perc inkubalds utan (4°C), 2 percig 42°C-on tartottuk (hdsokk).
0.5 ml LB hozzaadasat kévetéen 37°C-on 1 6ran 4t inkubaltuk, ampicillin tartalma (100 pg/ml)
LB taptalajra szélesztettik 40 ul IPTG (izopropil-8-D-tiogalaktopiranozid, 20 mg/ml)és 70 ul
X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indol-B-D-galaktopiranozid, 20 mg/ml) jelenlétében. A felhasznalt E.
coli torzs a kromoszoéman hordozza a B-galaktozidaz enzim C-terminalisat kodolo részt, amely
6nmagaban funkcidképtelen. A transzformaciéhoz hasznalt pBluscript vektor (az antibiotikum
rezisztencia gén mellett) a fehérje N-terminalis, énmagaban szintén miikodésképtelen a-
peptidjét kodolja. E két protein azonban az interallélikus komplementaciohoz hasonléan
funkcioképes fehérje komplexet alkot a sejtben, aminek kévetkeztében a baktériumsejtek IPTG
induktor és X-gal szubsztrat jelenlétében kékek lesznek. Az a-peptidet kodolo génszakasz
klénozohelyeire beépiilt inzert azonban inaktivalja azt, igy az ilyen plazmidot hordozé
baktériumsejtek IPTG és X-gal jelenlétében is fehérek maradnak.

A fag DNS tisztitas

A fagfertdzés utin a szétesett baktérium tenyészethez 1 pg/ml-es végkoncentraciéban
RNaz-t és DNaz-t adtunk; 37°C-on 30 percig inkubaltunk. A lizitumhoz ezutan 5.8 g NaCl-ot
és 9.3 g PEGsuo-¢t (polietilén-glikol) adtunk (100 ml lizdtumra), majd 1 6ran at 4°C-on
inkubaltuk. Centrifugalast kévetden (10000 rpm/20 perc, 4°C) a csapadékot 10 ml fagpufferben
oldottuk, majd ismét centrifugaltunk (8000 rpm/2 perc, 4°C). A feliiliszohoz 100 pl 10% SDS-t
és 100 ul 0.5M EDTA-at (pH 8.0) adtunk, majd 68°C-on 15 percig inkubaltuk. Az elegyet PCI
hozziadasa utan centrifugaltuk (12000 rpnv/5 perc). A PCI kezelést kétszer megismételtik. A
vizes fazishoz azonos térfogatban izopropanolt adtunk és -70°C-on 20 percig inkubaltuk.
Centrifugalast kovetéen (12000 rpm/10 perc, 4°C), a csapadékot 70%-os etanollal mostuk,
vakuumban széritottuk és 200 pl desztillalt vizben feloldottuk.

DNS szekvenilas
A vizsgilatainkban elemzett DNS szakaszok szekvenilasa az MTA Szegedi Bioldgiai
Kozpontban tortént. A nukleotidsorrend meghatarozasat Applied Biosystem 373 DNA
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sequencer automata szekvenatorral végezték. A DNS szakaszok osszehasonlitisat nemzetkozi
adatbazisokban (NCBI, National Center for Biotechnology; EMBL, European Molecular
Biology Laboratory) fellelhetd szekvencidkkal a BLAST (ALTSHUL és mtsi.1990) és FASTA
(PEARSON és mtsi. 1988) programok felhasznalasaval végeztiik.

A gpd fragmentek filogenetikai analizise

Az AS szekvencidk parositisa a Clustal W szoftver (THOMPSON és mtsai, 1994)
felhasznalasaval tortént. A szekvenciaadatok filogenetikai elemzéséhez a szomszéd-Gsszevonas
(neighbor-joining, NJ, SAITOU és NEI 1987) analizist, mig a torzsfa elkészitéséhez a PHYLIP 3.5
programcsomagot (FELSENSTEIN 1993) hasznaltuk fel.

4.0. PULZALTATOTT MEZEJU GELELEKTROFOREZIS (PFGE)

Protoplasztképzés

A gombékat sporaszuszpenzié formajaban malatas taptalaj felszinére helyezett celofan
membranra oltottuk. Inkubalast kévetden (37°C, 17-24 6ra a fajtol fiiggben) a celofanlapokat a
kinétt fiatal telepekkel 0.5 M szorbitol oldatba helyeztitk, amely 1.2% liofilezett Helix pomatia
gyomornedv kivonatot (Protoplast forming enzyme, Boehringer), valamint 0.1% Novozym-et
tartalmazott. Szobahémérsékleten, gyenge razogatas mellett 0.5-1 o6raig inkubaltunk. A
protoplasztokat steril vattan sziirtiik és centrifugalassal (2000 rpm) gyiijtottitk.

Mintaeldkészités

500 pl 1 M szorbitollal kétszer atmosott protoplaszthoz (kb. 4x10® protoplaszt/ml) 600 ul
1.3% agardzt (low gelling temperature agarose, Type VII, Sigma) és 100 ul Proteinase K-t (10
mg/ml, Promega) kevertiink. A megszilardult agaréz blokkokat, 10 ml inkubaciés pufferbe (1
mg/ml Proteinase K, 0.5 M EDTA, 10 mM Tris, 1% Na-laurilszarkozinat, pH 9.5) helyeztiik és
24 6ran at 50°C-os homérsékleten inkubaltuk. Végiil az agar6z blokkokat 5 ml 50 mM EDTA-
val mostuk és tovabbi felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

Pulziltatott mezejii gélelektroforézis

A kromoszémalis nagysagi DNS molekulak elvalasztasait CHEF DR II késziiléken (Bio-Rad),
0.5xTBE pufferben 0.7% chromosomal grade agarose-t (Bio-Rad) tartalmazé gélben végeztiik.
A futtat6 puffert (0.5xTBE) 10°C-os hdmérsékleten folyamatosan cirkulaltattuk. Az elvalasztas
eloszor 75 oraig, 44 V fesziiltség és 5000 masodperc pulzusidé mellett, majd 80 6ran 4t 47 V
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fesziiltséggel és 3000 masodperc pulzusiddvel, végiil 75 6ran keresztiil 49 V fesziiltséggel és
2100 masodperc pulzusidével tortént. Az elektroforézist kdvetéen a gélt 1 oran at 0.5 pg/mi
etidium-bromiddal festettiik, ezutan 12 6rara desztillalt vizbe helyeztiik.

5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A kisérletek megkezdésekor az izolatumok eredeti fajmeghatarozasat nem biraltuk feliil,
annak ellenére, hogy az némely esetben kétségesnek bizonyult, igy példaul az R2 esetében,
amelyet két amerikai torzsgyiijtemény, két kiilonboz6 fajként tart fenn (NRRL: R. pusillus;
ATCC: R miehei). Céljaink kézott szerepelt, hogy vizsgilataink eredményeként egy olyan
identifikaciés sémat is kidolgozzunk, amely a gyakorlatban biztosithatja ezen fajok megbizhato
elkiilonitését. Ennek hasznalhatosagat is tesztelni kivantuk a rendelkezésiinkre allé bizonytalan
besorolasu izolatumokkal.

A kisérletek megkezdése el6tt valamennyi t6rzsb6l monosporangialis izolatumot készitettiink.
Ezzel a célunk a vizsgalt torzsek, illetve az azokbol szirmazd tenyészetek homogenitasanak
biztositasa, illetve ellendrzése volt. Az R2 kivételével valamennyi térzset (morfologiai
bélyegeit) tekintve homogénnek taliltuk. Az R2 tenyészete azonban, két, egymastol
telepmorfolégiai bélyegeik alapjan j6l elkiilonithetd torzs (a késobbiekben jelolésitkk: R2A és
R2B) keverékének bizonyult.

A numerikus taxonémiai elemzések megfeleld kiértékelhetdségének biztositisara hirom
Mucor, Rhizopus, illetve az Absidia nemzetséget reprezentalé izolatumot (,,outgroup™) is
bevontunk a kisérletekbe.
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5.1. ZIGOSPORAK VIZSGALATA

A vizsgalt 23 Rhizomucor torzs koziil 13 bizonyult homotallikus jellegiinek. A parban
leoltott torzsek koziil csak az R16 izolatum esetében nem sikeriilt zigospora képzést kivaltani
egyetlen tesztelt parositisban sem. A homotallikus R. miehei izolatumok atlagos zigospora
mérete 36 pum-nek, a homotallikus R. pusillus izolatumoké 53 um-nek, mig a heterotallikus
szexualis folyamatok révén kapott zigosporak atlagos mérete 54 um-nek bizonyult.

Schipper (1978), a Rhizomucor génusz taxonémiai feldolgozasakor a zigosporak méretét az
egyes fajoknal valamelyest eltéronek talalta: adatai szerint R. pusillus esetében a zigospéra
atmérGje 50 pm-nél nagyobb, mig a R. miehei-nél 50 um-nél kisebb.

Elfogadva ezt kindulépontként, csak a zigospéra képzés és méret eredményeit tekintve az R7-
es, valamint az R23-as torzset a R pusillus fajhoz kellene sorolni. Hasonloképpen, az R13 és az
R21 (,R miehei”) bizonyitott heterotallikus jellege egyértelmilen a torzsek hibas
identifikalasara utal. Nincs pontos magyarazat a zigosporaképzés hidnyara az R16 torzs
esetében.

A kisérletek ezen szakaszaban els6sorban a kovetkez6 pontokban ismertetett
szénasszimilaciés spektrum és izoenzim analizis, valamint PCR technikak, tovabba a
zigosporaképzés és a zigosporak morfologia vizsgalatanak megel6zGen leirt eredményei
(kiegészitve telepmorfologiai és fiziologiai jellemzOk vizsgalatival) mar elegenddé adatot
R21 és R23 esetében téves a fajmegjelélés: a megadott R. miehei helyett R. pusillus fajokrél van

sz0.

5.2. A RHIZOMUCOR FAJOK GENETIKAI VARIABILITASANAK VIZSGALATA

5.2.1. Szénasszimilaciés spektrum analizis

A Rhizomucor fajok elkilénitése az eddigickben a sporangiospordk sejtmagszamanak
meghatarozasaval (TANSEY 1984), vagy keresztezési kisérletekkel, a zigosporak felszinének
morfologiai vizsgalatiaval tortént (SCHIPPER 1978, WEITZMAN 1995). Sokszor azonban nem
egyértelmiick a kiilonbségek (TANSEY 1984), vagy pedig tul hosszi idGt igényel a vizsgalat
(SCHIPPER 1978).

A szénasszimilaciés spektrum, valamint az izoenzim analizis is megbizhaténak bizonyult a
Mucor génuszon beliili taxonémiai bizonytalansagok tisztazasara (VAGVOLGYI 1996,
VAGVOLGY1 1996).
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Néhany vegyiilet szénforrasként t6rténd hasznositasat mar Scholer és Miiller (1966, 1983)
is tanulmanyozta: a tiamin novekedést stimuldlé hatasat észlelték a R miehei torzseknél,
ugyanakkor ezen térzsek ellentétben a R. pusillus izolatumokkal képtelenek a szaharozt 6nnald
szénforrasként felhasznalni. Azonban, ez a fiziologiai marker sem valhatott kétségek nélkiil
hasznalhato bélyeggé; egy késdbbi vizsgalat soran Branner-Jergensen és Nielsen (1974) nem
talaltak szignifikansnak az eltérést a két faj izoldtumainak szahar6z hasznositasa kozott.

Kisérleteink soran a Rhizomucor térzsek szénforras hasznositasi képességét 87 vegyiileten
teszteltiik. Ezek koziil 13 vegyiilet egyedi szénforrasként torténé hasznositdsara valamennyi
torzs képes volt: D-lixéz, L-xiléz, maltéz, laktéz, melibiéz, keményitd, szorbitol, L-alanin, L-
prolin, L-tirozin, L-aszparagin, raffin6z és glicerol-a-monoacetat. Masik 13-on egyetlen torzs
sem mutatott novekedést: xilan, y-butirolaktat, vanillin, a-metil-D-xilozid, aszkorbinsav, L-
glutamin, L-almasav, metanol, orotsav, L-lizin, protokatekusav, inulin, galluszsav. 13 vegyiilet
hasznositisa nem volt egyértelmii az értékelés soran: L-ramnoz, L-izoleucin, L-szerin, citozin,
timin, dihidroxi- aceton, a-metil- D-galaktozid, D-glikézamin, fumarsav, szukcinilsav,
glilkkonsav, L-ornitin, uracil. 48 olyan szénforrast talaltunk, amelyen a vizsgalt 23 Rhizomucor
térzs legalabb egyike a t6bbitdl eltérd novekedést mutatott (5. Tablazat). Ezen tablazatban
osszehasonlitjuk a Rhizomucor torzsek szénasszimilacios képességét a masik harom rokon
génuszt reprezentalo faj izolatumainak szénforrashasznositasi képességével.

Ezen vizsgalati eredményekkel kapcsolatban hangsilyoznunk kell, hogy egy adott vegyiilet
szénforrasként torténd tesztelésekor kapott negativ eredmény nem feltétleniil azt jelzi, hogy az
adott Rhizomucor faj altal nem hasznosithatd szénforrasrél van sz6. Szamos tényezo (pl. a
vegyiilet koncentracidja, hémérséklet, pH) hozzajarulhat egy ilyen negativ eredményhez €és mas
kisérleti koriilmények kozott elképzelhetd, hogy némiképp eltérd nodvekedési mintazatot
észlelnénk. Ezen kitétel ellenére, eredményeink azt bizonyitjak, hogy szigorian meghatarozott
kisérleti koriilmények kozott vizsgalt szubsztrat hasznositasi sajatossagok (mivel indirekt
moédon az egyes torzsek genetikai hatterére reflektilnak), jol felhasznalhatok a taxonomiai

vizsgalatokban.
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5. Tablazat. Kizarélagos szénforrasként eltéré modon felhasznalt vegyiiletek

listaja
Vegyiiletek R R R Rhizopus Absidia Mucor
tauricus miehei pusillus (Rpll) (Abl) (N6)
D-ribéz . + +H G 3 ;
D-arabinéz - + + g ) 3
(&)
D-xiloz - ++ 4t + ++ +
+ X
D-gliik6éz - ++ ++ - ++ ++
() i - + v
D-mannéz - ++ ++ - o ++
0 . +
D-galaktoz - ++ ++ + 4 ++
. +
D-fruktoz - ++ R + ++ T
+ -
L-arabinéz - ++ ++ + ++ +
L-szorbéz - ) (+) - ) *
X
szaharéz - - + & LR 2
a8 @)
cellobioz - ++ +F ¥ T TS
+ +
melecitoz (-) (=) ) & T 3
dextran - I - -
(&)
glicerol - - + + (+)
i-critritol i ) % )
D- - ++ + - ++ -
mannitol
galaktitol ) ) = < ) G
ribitol - + ) £ +
+
mio- - ) O - 8)
inozitol
xilitol » + + - ++ +
g“Ci“ - - + + + (_)
(€3]
L-valin - (62 + - (K) ™) )
L-leucin - - - - -)
L-metionin - (=) - - (K) - B
L- ) s + (©) ) ©
fenilalanin
L-triptofan - 2 . 3 ©
L-treonin - ) ) & ) -)
L-cisztein - +) ) - ) )
L- - ++ - + e RS
aszparagin + (X)
sav
L- - ++ ++ + ++ +
glutaminsa g
v
L-arginin - -+ # [8) ¥ 5
(&
L-hisztidin *) ) = - (K) + ¥
(K) (K)
B-alanin *) - " - ) ©
L-citrullin - - ), ") ) ©
+
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5. Tablazat. Kizarélagos szénforrasként eltéré modon felhasznalt vegyiiletek

listaja (folytatds)

Vegyiiletek

R
tauricus

pusillus

Rhizopus
(Rpl1)

Absidia
(Ab1)

Mucor

(N6)

uridin

*

citidin

)

)

adenozin

&

L-tejsav

L-hidroxi-
butirat

B-metil-D-
galaktozid

a-metil-D-
mannozid

5-keto-D-
glukonsav

2-keto-D-
glukonsav

gentizinsav

D-
gliikuronsav

D-L-
izocitromsav

4

piroszolosav

©

B-metil-D-
gliikozid

)

o

)

Eredményeink meger6sitik Scholer ¢és Miller (1966) megfigyelését a szaharéznak

szénforrasként torténd hasznositasaval kapcsolatban. Ezen megfigyelés mellett, a gyakorlati
célu fajidentifikalas szamara az egyik legfontosabb eredményként, sikeriilt 3 tovabbi olyan
vegyliletet meghataroznunk (f-alanin, L-fenilalanin, glicin), amelyek egyedi szénforrasként
torténd hasznositasa a R. pusillus és R. miehei faj kozott megbizhatoan differencial6 értéki.

A felsorolt négy vegyiilet kézil a R tauricus harmat tudott hasznositani 6nalld
szénforrasként (szaharoz, fenilalanin, f-alanin). A 48 szénforras koziil egy vegyiileten (L-
triptofan) a Rhizomucor fajok kozil kizardlag a R tauricus mutatott novekedést. Ezen
eredmények alapjan felvetodott benniink a kérdés, hogy a morfologiailag teljesen eltérd,
kiilonboz6 taptalajon eltéré mértékben spdrazo, zigospéra létrehozasara képtelen egyetlen R.
tauricus képviseld vajon valoban kiilonallo faj-e, vagy egy heterotallikus R. pusillus mutans
torzs. Vad tipusu torzseknél az asszimilacios spektrum analizis jol értékelhetd eredményeket
mutat, azonban pleiotrof mutacio jelenlétében, amely eltéré biokémiai mitkodést eredményez a
vizsgalt szervezeteknél, téves kovetkeztetés levonasahoz vezethet. Felteheten a R. tauricus

jellegzetes szén-, illetve nitrogén forras hasznositasanak hatterében is egy ilyen jellegli mutacio
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all. Pleiotrop mutansok j6l ismertek a gombak vilagaban (pl. Aspergillus nidullans creA
génjének mutacidja, HYNES és KELLY 1977).

5.2.2. 1zoenzim analizis

Egy populacié, vagy faj esetében az izoenzim markerekkel detektalt variabilitast erdsen
befolyasolhatja, hogy milyen enzimrendszerek vizsgalatira kerill sor. Tobb kisérleti adat
timasztja ala azt a vélekedést, hogy egyes enzimtipusok kiilénb6z6 meértékii variabilitast
mutatnak, a veliikk szemben megnyilvanulé szelekciés nyomas eltérd erossége miatt (JOHNSON
1974).

Kiilonboz6 enzimrendszereket tesztelve, 6t enzim esetében kaptunk olyan elektroforetikus
mintazatot, mely alkalmasnak bizonyult a tovabbi analizisre. A legnagyobb variabilitast, ez
esetben Osszességében 9 eltérd elektroforetikus mintazatot (elektromorfot) a G6D aktivitas
vizsgalata esetén észleltiink. Az a-észteraz (EST) esetében 3, mig a savas foszfataz (ACP),
glutamat dehidrogenaz (GDH) és malat dehidrogenaz (MDH) aktivitds vizsgalatakor 2
elektromorfot tudtunk kimutatni. Ezen utdbbiak bizonyultak a legkevésbé polimorfnak (4.
Abra).

Az egyes Rhizomucor torzsekhez tartozd elektromorfok listajat a 6. Tablazat tartalmazza.
Ebbol jol lathatod, hogy az eredetileg R. miehei-ként leirt 4 torzs (R7, R13, R16, R23), az
izoenzim analizis adatai alapjan is R pusillus jellegeket mutat, mig a R tauricus bizonyos
hasonlésagot tart fel a R pusillus torzsekkel. Ez is megerdsiti azon feltételezésiinket, miszerint
ez az izolatum egy mutans R. pusillus.

Az izoenzim analizis eredményeire alapozva megallapithatjuk, hogy meghatarozhatok olyan
molekularis markerek, amelyek segitségével a Rhizomucor fajokat megbizhatéan
megkiilonboztethetjitk (pl. MDH, GDH, ACP futasi mintazat).
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EST ACP
RZ2A| RP R1
R2B| R1 | RM |Rp11| N6 RP | RM | Ab1 |Rp11| N6
G6D
e o et o o —— Ly
RTE
R1 |R2BJ R2A| R4 | R7 | RM | R13 | R18 | R20 | R21 | Ab1 |RP11] N6
R5 R19
4. Abra. Rhizomucor és az dsszehasonlité csoportként szereplé (Absidia, Rhizopus és
Mucor) izolatumok EST, ACP, MDH, GDH és

elektroforetikus mintazatai.

MDH
T
RP | RM | Ab1 [Rp11]| Ne
GDH
R1 | RM | Ab1 [RP11] N8
RP

G6D enzimrendszereinek
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6.Tablazat. A vizsgalt Rhizomucor torzsekhez tartozé elektroforetikus fenotipusok (EP)

Enzimek EP Az izolatumok szdma Az izolatumok kodja

MDH, GDH, ACP

EST

G6D

b

R1, R pusillus
R. miehei
R2A, R2B

R1. R pusillus
R. miehei

R1

R2B

R2A

R4, R5, R7

R. miehei

R13
R16,R18, R19
R20

R21

o

gasasyiep) xo s e W eplieclts Mqp vl glovi 2
et ) b D W) et bt e D = DN \O

Az enzimfestésekkel detektalt kiilonbozé mobilitasa savok meglétébdl, illetve hianyabol
binaris matrixot, ebbdl pedig egy hasonldsagi matrixot készitettiink, majd a csoportatlag
modszer (UPGMA) segitségével dendrogramot konstrualtunk (5. Abra). A hasonlésagi matrix
és dendrogram kofenetikus koeficense 0.9963-nak adodott, amely igen jo értéket jelent.

Izoenzim profiljuk alapjan a vizsgalt izolatumok 3 csoportot alkotnak. Egyik csoportba a
kisérletbe dsszehasonlitasként (outgroup) bevont izolatumok tartoznak (N6, Abl, Rpll), mig a
masik két csoportba a R pusillus, illetve a R. miehei vizsgalt torzsei keriiltek. Az izoenzim
vizsgalat alapjan a két fajt reprezentalé izolatumok igen nagy mértékben kiillonboznek
egvmastol. Ezen kiilonbség megkozelitdleg azonos mértékii a Rhizomucor fajok és a rokon
génuszok (Absidia, Mucor és Rhizopus) képvisel6i kozott kimutatottal.

Ezen tul, a Rhizomucor fajokon beliil jelentdsen eltérd mértékii genetikai variabilitast
tapasztaltunk: a R miehei izolatumok alkotta csoport a vizsgalt markerek alapjan homogénnek
bizonyult, ellentétben a R pusillus izolatumokkal, melyek markerei jelentés mértékii
polimorfizmust mutattak. Ennck egyik lehetséges magyarazata, hogy a R. pusillus fajon beliil
homo-, illetve heterotallikus torzsek is elofordulnak, ellentétben a R. miehei fajjal, melynek
torzsei kivétel nélkill homotallikus jelleget mutatnak, tehat 6nallé zigospora képzésre képesek.
Sajnalatos médon minddssze 3 homotallikus R. pusillus torzs allt rendelkezésiinkre, igy ezzel a
feltételezéssel kapcsolatban egyértelmii kovetkeztetéseket nem tudtunk levonni. Mindezen
eredmények azonban kozvetett bizonyitékul szolgalhatnak az ivaros ciklus természetben is
gyakori lejatszodasara ezen gombaknal. Ez azért érdekes, mivel kevés esetben figyeltek meg
ivaros sporakat, és ezért altalanosan elterjedt az a vélemény, amely szerint a zigosporaképzés a

természetben csak nagyon ritkan lejatsz6d6 esemény (ALEXOPOULOS és mtsi. 1996).
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Ujabban viszont a M. piriformis esetében tobb olyan adat is napvilagot latott, hogy a
természetben is lejatszodik ilyen folyamat és fontos szerepet jatszik a hosszabb tavu tulélés
biztositisaban (MICHAILIDES és mtsi. 1992). Vagvolgyi és munkatarsai (1996) is kimutattak,
hogy azonos helyrdl szarmazo M. piriformis szexualis és neutralis izolatumai jol elhatarolt
csoportot alkotnak. A koztitk levd eltérés akkora volt, mint a foldrajzilag is kiillonb6z6 helyrdl
szarmazo torzsek kozott.

Jaromsporas gombakkal végzett korabbi izoenzim vizsgalatok alapjan, mivel til nagy fajon
belili variabilitast tapasztaltak, egyes szerz6k kétségbevontak a modszer alkalmazhatosagat a
Mucor és a rokon Mortierella nemzetség taxonomiai problémainak feloldasara (STOUT és
SHAW, 1974; HAVENS, 1976, PEBERDY és TURNER, 1968). Mas eredmények (VAGVOLGYI és
mtsi. 1996), koztilk a mi eredményeink is azonban azt mutatjak, hogy az izoenzim analizis
eredményesen hasznalhaté fajok intraspecifikus variabilitisinak tanulmanyozasaara, igy
lényegében egy faj delimitilasira is. Mas vizsgalatokbol kitiint, hogy az intraspecifikus
variabilitds gyakran valoban magas, de egyes fajoknal (pl. M. plumbeus) igen csekély is lehet
(VARGA és VAGVOLGYI, 1991). Ez megerésiti azt a feltevést, hogy a rokon fajoktdl morfolégiai
karaktereik alapjan megbizhatéan elkiilénithetd gombak esetében (pl. M. pirirformis, M.
plumbeus) az észlelt variabilitas kisebb mértékii, azaz a mas esetekben tapasztalt nagy
"intraspecifikus" variabilitasért gyakran a tisztan morfologiai alapu torzsidentifikalas hibaja is
felel6s lehet.
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5. Abra. A Rhizomucor, valamint Mucor, Absidia és Rhizopus izolatumok izoenzim
analiziseinek adataibél Jaccard-koefficiens (Sj) segitségével az UPGMA médszerrel

szerkesztett dendrogram.
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5.2.3. rDNS ITS-RFLP

Ezen vizsgalat soran azt a feltevésiinket probaltuk méginkabb megerdsiteni, miszerint a R.
tauricus egyetlen képviseldje nem képvisel kiilonallé fajt, hanem egy mutans heterotallikus R
pusillus izolatum. Kisérletiinket éppen ezért nem végeztiik el a rendelkezésiinkre allo Gsszes
Rhizomucor izolatummal, a R fauricuson kivill minddssze 2 R. pusillus (homo-, illetve
heterotallikus), valamint 1 R. miehei torzset vontunk be a vizsgalatba.

Az ITS! és ITS4 primerek segitségével sikeresen felszaporitottuk az altalunk vizsgalt
a R tauricus és a heterotallikus R. pusillus esetében, mig a homotallikus R. pusillus és R. miehei
amplifikicios fragment mérete az eléz6ektdl nagyobbnak bizonyult (6. Abra). Az ITS régi6
variabilitasat az amplifikalt DNS RFLP analizisével is vizsgaltuk. Néhany enzim (pl. BamHI,
HindlIl) esetében nem kaptunk restrikcids termékeket, igy kettds emésztéseket végeztiink két
kiilonbozod restrikcids enzimmel (Xbal-Haelll, Bglll-EcoRV, EcoRI-Hhal, Hhal-Rsal). Minden
esetben a R. rauricus és a heterotallikus R pusillus azonos restrikcids mintazatot mutatott. A
Hhal-Rsal kettds emésztés eredménye a 7. Abran lathato.

Hasonléan az izoenzim analizis eredményéhez, ebben az esetben is killonbséget
tapasztaltunk a R. pusillus homo-, illetve heterotallikus képvisel6i kozott, illetve a R. pusillus és
R. miehei izolatumok is eltérd csoportot alkottak. Az Absidia, Rhizopus és Mucor izolatumok
teljesen eltéré amplifikacios, illetve emésztési mintazatot mutattak, mint a Rhizomucor csoport
tagjai. A rDNS ITS fragmentek kettés emésztésének binaris értékelését a 7. Tablazat tiinteti fel.
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6. Abra. A vizsgalt Rhizomucor izolatumok ITS1/ITS4 primerekkel amplifikalt ITS

fragmentjei.
1. palya: Molekulasaly marker: EcoRI-HindIIl emésztett A DNS
2-8. palyak: R1, R2A, R5, R6, N6, Rp11 és Ab1

7. Abra. ITS fragmentek Hhal-Rsal kettésemésztése soran kapott DNS fragmentek.

1. palya: Molekulasaly marker: EcoRI-Hindlll emésztett A DNS
2-8. palyak: R1, R2A, RS, R6, N6, Rp11 és Abl
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7. Tablazat. A Rhizomucor izolatumok ITS-RFLP markereinek binaris adatai.

Izolatumok
Enzimek R1 R2A" RS R6
EcoRI 0 0 0 1
1 1 1 0
0 0 0 1
Hindlll 0 0 0 1
0 1 0 0
1 0 1 0
Xbal-Haelll 0 1 0 0
1 0 1 0
0 0 0 1
0 0 0 1
BglI-EcoRV 1 1 1 0
0 0 0 1
EcoR1-Hhal 0 0 0 1
0 0 0 1
1 1 1 0
Hhal-Rsal 0 0 0 1
1 1 1 0
0 0 0 1
1 1 1 0

5.4.2. RAPD analizis

Hogy tovabbi adatokat nyerjiink a Rhizomucor fajok intraspecifikus variabilitasanak
jellegérol és mértékérdl, RAPD-PCR eljarassal nyert molekularis markerek vizsgalatat is
elvégeztik (a RAPD markerek sokkal inkabb neutralisnak tekinthetok, mint az expresszalt
géntermékek, pl. az izoenzimek). Ezen vizsgalatba két uj Rhizomucor torzset (R23 és R25), a
matematikai analizis szamara pedig kiilsé kontrollként a M. piriformis (N6) egy torzsét is
bevontuk. Osszesen 7 primert teszteltiink, mindegyikkel stabil és reprodukalhaté amplifikacios
mintazatot kaptunk.

A legkisebb mértékii polimorfizmust az OPC-02 és OPC-20 primer felhasznalasa
soran tapasztaltuk, az amplikonok szama 25 illetve 26 volt, 6-6 amplifikaciéos mintazatot
figyelhettink meg (8. Abra, B). A tobbi esetben nagyobb mértékii DNS polimorfizmust
tapasztaltunk : az OPC-04 ¢és OPC-05 primerek hasznalatakor 35 és 30 amplikon, 8 illetve 7
kiillonb6z6 amplifikaciés mintazatot eredményezett. A legnagyobb mértékii variabilitist az
OPC-01, OPC-07 és OPC-13 primerekkel tortént PCR reakcio soran tapasztaltuk : az 57, 52 és
33 amplikon, 11, 13 illetve 17 mintazatot alkotott (8. Abra, A). Egyetlen primer hasznalatakor
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sem tapasztaltunk teljesen azonos amplifikiciés mintdzatot a vizsgalt torzseknél. Ezen
kiilonbség egyes esetben egy extra amplikon jelenlétében nyilvanult meg (mint az OPC-20,
OPC-01 primer hasznilatakor az R2A és R2B esetében), de legtébbszor torzsspecifikus
kiilonbségeket figyelhettink meg az amplifikacios mintazatokban. Osszességében a RAPD
adatok nagyobb mértékii variabilitist mutattak, mint az izoenzim analizis eredményei a vizsgalt
Rhizomucor izolatumok esetében.

A 24 vizsgalt gombatérzsnél 261 RAPD markert hataroztunk meg. Ezeket binaris
karakterként kezelve egy hasonlosagi matrixot készitettiink (a savok intenzitasbeli kiilonbségét
nem vettiik figyelembe az értékelés soran), és ezt kovetden a csoportatlag moédszer (UPGMA)
segitségével dendrogramot konstrualtunk (9. Abra). A hasonlésagi matrix és a dendrogram
kofenetikus koefficiense 0,9963-nak adddott. A torzsfan két csoportra kiiléniilnek a R. pusillus
és R. miehei izolatumai. Hasonl6an az izoenzim analizis eredményéhez, ebben a vizsgalatban is
a R pusillus nagyobb mértékii intraspecifikus variabilitast mutatott, mint a R miehei faj. A R.
miehei torzseihez detektalt markerek invariabilisnak bizonyultak az OPC-05, OPC-20 és OPC-
02 random tiztagu oligonukleotidokkal tortént kisérletek soran: 2, 2 illetve 3 kiilonb6zd
amplifikiciés mintazatot figyelhettink meg. A kiilonb6z6 mértékii genetikai variabilitas
magyarazataul a fajok eltérd parosodasi (mating) tipusa szolgalhat. A vizsgalt R. pusillus
izolatumok kozé6tt négy homotallikus térzset talaltunk (R2A, R2B, R7 és R23). Hasonldan az
izoenzim analizis adataihoz, a RAPD térzsfan sem alkotnak kiilén csoportot a R pusillus homo-
illetve heterotallikus izolatumai. Erdekes megemliteni, hogy a Mucor piriformis RAPD
analizise soran Papp és munkatarsai (1997), sokkal nagyobb mértékii intraspecifikus
variabilitast tapasztaltak (D=0.7), mint mi a Rhizomucor fajok (D=0.42 a R. pusillus és D=0.22
a R miehei) esetében.

A R tauricus azonos csoportot alkotott a R. pusillus izolatumokkal, pl. az Rd4-es
heterotallikus R. pusillus-hoz basonlitva a dendrogramon a koztik levé kiilénbség
(dissimilarity) D=0.27-nek adodott. Ez az eredmény alatimasztja az izoenzim és ITS-RFLP
analizis soran felallitott elképzelésiinket, miszerint ezen izolatum a R. pusillus fajba tartozik.

Az R23-as torzs, melyet eredetileg R. miehei varictas minor-ként irtak le, amplifikacios
mintizata alapjan egyértelmiien a R. pusillus fajba tartozik. A két Rhizomucor faj amplifikaciés
mintazata jelentds kiilonbségeket mutatott (D=0.95), azonban sikeriilt olyan RAPD markereket
meghataroznunk, melyek segitségével megbizhatoan elkiilonithetdé a R. miehei a R pusillus
fajtol (8. Tablazat). Ezen fajspecifikus markerek mellett, egyetlen génusz specifikus markert
talaltunk az OPC-20-as primerrel végzett reakcio soran. Ez a megkézelitdleg 700 bp nagysagu
DNS fragment minden Rhizomucor izoldtumban amplifikalédott, de hidnyzott a M. piriformis
torzs amplifikaciés mintazatabol. Erdemes megemliteni, hogy a két Rhizomucor csoport kozel

ugyanolyan mértékii kiilonbséget mutatott egymashoz képest, mint a rokon génusz
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képvisel6jéhez. Ezen M. piriformis térzs mindossze néhany kozos savot mutatott a Rhizomucor
nemzetség izolatumaival. Két kozos savot figyelhettiink meg a R. miehei és R. pusillus-al (OPC-
07 és OPC-04 primerek hasznalatakor), valamint egy k6z6s savot talaltunk az OPC-20 primerrel
tortént vizsgalatkor.

A PCR-RAPD analizis soran meghatdrozott genetikai markerek segitségével lehetévé valik a
Rhizomucor izolatumok gyors és biztos identifikdlasa. Annak ellenére, hogy a RAPD mint4zatban
esetlegesen el6forduld halvany, gyenge savok megjelenése nagymértékben fiigg a DNS minta
tisztasagatol (MICHELI és mtsi. 1994), ez a mddszer jol hasznalhat6 a gyakorlatban akar elézetes
DNS tisztitas nélkiil is. Aufauvre-Brown és munkatarsai (1993) példaul a PCR reakciohoz DNS

mintaként spéraszuszpenziét hasznaltak fel.

1. 203, 850, 6.1 Ra@ul0 1 1203 0415 46 87518 19,




8. Abra. A Rhizomucor izolitumok OPC-13 (A) és OPC-20 (B) primerekkel kapott
amplifikdciés mintazatai.

(A) 1: Molekulasuly marker : HindIII-EcoRl emésztett A DNS ; 2-18 : R1, R2A, (és R2B), R4, RS (és
R16), R6, R7, R8 (és R10, R15), R9, R11, R12 (és R17), R13, R14, R18, R19, R20 (és R21), R23 és
R25 ; 19 : M. piriformis N6

(B) 1 : Molekulasuly marker : HindllI-EcoRI emésztett L DNS ; 2-7 : R2A, R2B (és R1, R4, RS, R7, R16,

R18, R19, R21, R23, R25), R8 (és R6, R10, R11, R12, R14, R15, R17), R9, R13 és R20; 8: M.
piriformis N6
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9. Abra. 23 Rhizomucor izolatum RAPD adataibél Jaccarrd-koefficiens (Sj) és
UPGMA moédszerrel szerkesztett dendrogram.

8. Tablazat. R. pusillus és R. miehei fajokra jellemzé DNS amplifikacios fragmentek

méretei.
Fragment méretek (bp)

Primerek R. pusillus R. miehei
OPC-01 550; 840; 1800 1600
OPC-02 700 1200
OPC-04 700; 1000 500; 1400; 1900
OPC-05 1000 600; 800; 1200
OPC-07 1000; 1400 1800; 2200
OPC-13 600; 700; 1800; 2300; 2500 400; 1200
OPC-20 700; 800, 1000 500; 830
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5.3. A RHIZOMUCOR MIEHEI NRRL 5282 GENOMIALIS GENKONYVTAR LETREHOZASA

Lambda Fix II (A FixIl/Xhol Partial Fill-In Vector Kit, Stratagene,) fig vektor, valamint a
Gigapack Il Gold Packaging Extract (Stratagene) kit felhasznalasaval 15 kb atlagméretre
szelektalt Rhizomucor genomidlis DNS inzertek beépitésével reprezentativ génkonyvtarat
hoztunk létre. A génkényvtar titerét tobb kisérletben ellendrizve arra az eredményre jutottunk,
alapjan a Rhizomucor miehei genommérete 40 Mb kériilinek adddott, amelybdl kiszamithato,

hogy megkozelitdleg 1.8x10* rekombinans fag reprezentilja 99%—os valdszimiiséggel a teljes

Rhizomucor genomot. A létrehozott génkonyvtar megkézelitdleg 2x104 rekombinans fagot
tartalmazott. A génkonyvtdrat a biztonsigos fenntartds érdekében amplifikaltuk: az amplifikalt
génkonyviar (mintegy 50 ml) titere 4.4 x 10* PFU/pl-nek bizonyult.

5.4. HOMOLOG GPD PROBA LETREHOZASA PCR REAKCIOVAL

A Rhizomucor miehei NRRL 5282 torzséb6l térténd genomidlis DNS tisztitast
kovetden, az Anyag és modszer részben ismertetett, a Phaffia rhodozyma esetében alkalmazott
gpd specifikus primereket alkalmaztuk a polimeraz lancreakci6 soran. Az amplifikalas egyetlen,
mintegy 300 bp nagysagu terméket eredményezett, amelynek szekvenciaanalizise azt mutatta,

hogy a Rhizomucor gpd gén egy rovid konzervativ szakaszat sikeriilt felszaporitanunk.

5.5. A RHIZOMUCOR MIEHEI GENKONYVTAR SZURESE ES A REKOMBINANS KLONOK
AZONOSITASA

A PCR segitségével kapott mintegy 300 bp nagysaga PCR terméket digoxigenines jeloiést
kovetéen homoldg probaként alkalmaztuk a A Fix II fagban elkészitett reprezentativ
génkonyvtar sziirésére. A rekombinans figok altal 1étrehozott plakkokra a Rhizomucor gpd
homoldég probaval hibridizalva, a mintegy 2500 rekombinans fag koziil 6 olyat izolaltunk,
amely hibridizacios jelet adott (a hibridizacios kisérletek szerint feltételezhetden tartalmazta a
fagklon tobblépesds tisztitasat kovetden, megkezdtitk ennck részletes jellemzését. Restrikcios
emésztésekkel és hibridizacios kisérletekkel igazoltuk, hogy egy megkozelitdleg 6.5 kbp méretit

Rhizomucor genomialis inzertet tartalmaz, amely erdteljesen hibridizal a homolog gpd prébaval.
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10. Abra. A gpd homolog prébaval jelet adott rekombinans fagok létrehozta plakkok.

5.6. SZUBKLNOZASI ES SZEKVENALASI KiSERLETEK

Az izolalt rekombinans fag altal tartalmazott inzertet kiilonboz6 restrikcios enzimekkel
(Sall, Pstl, Notl, BamHI, Hindlll, Bglll) tovabb emésztettiik, majd gpd probaval torténd
hibridizalas segitségével meghataroztuk, mely fragmentek tartalmazzak a gpd gént. (11. Abra).
A Hindlll emésztés soran kapott 2.3 kbp-nyi fragmentet szubklonoztuk a méretii pBluescript SK
(-) vektorba. Ezen klonozott fragmentet kiilonb6zo restrikcios enzimekkel emésztettik (Sall,
Kpnl, Xhol, Xbal, EcoRV, Haelll). A Haelll enzimmel tortént emésztés 900, 700 és 500 bp-nyi
fragmenteket eredményezett, melyeket szintén pBluescript SK (-) plazmidba szubklonoztunk.
Ezen szubklonokat elsé 1épésben T3 és T7 primerekkel szekvenaltattuk, majd a kapott gpd gén
szintetizaltattunk (12. Abra), melyek felhasznalasaval tobb lépcs6ben, kiillonbozo atfedésekkel
megkaptuk a teljes gpd gén nukleotid szekvenciajat.
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11. Abra. (A) A rekombinans fagbol izolalt inzert kiilonb6z6 restrikciés enzimekkel
torténé emésztése. (B) Homolég gpd prébaval erdteljesen hibridizalé Rhizomucor

genomialis inzertek.
1. Molekulastly marker: EcoRI-Hindlll emésztett .. DNS.

2-7. Sall, Pstl, Notl, BamH], Hindlll, Bglll emésztés

1358 bp 246 bp

 /

4

\ 4 v[
A 4
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12. Abra. A R. michei gpd gén teljes nukleotid szekvencidjanak megismeréséhez

felhasznalt oligonukleotidok.
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5.7. A RHIZOMUCOR MIEHEI GPD GEN SZEKVENCIA ANALIZISE

A szekvencia analizis adatai alapjan bizonyossagot nyert, hogy a 2.3 kbp-nyi emésztési

fragment a R. miehei gpd gén teljes kodolo régidjat tartalmazza, valamint a promoter régidébol
100 nukleotidot és a 246 bp-nyi terminalis régiét (13. Abra.). Az 1354 nukleotidnyi gpd kédold
régio 336 AS-at kodol, 5 intront tartalmaz, melyek hosszisaga 56 (intron IV) és 77 (intron III)

nukleotid kozott valtozik. A fonalas gombak intronmérete altalaban kevesebb, mint 100 bp,

ellentétben az emldsok és a S. cerevisiae intronok méretével.

taacgacctcaactttttttttacggaaaaaccaagaaaaacftatajgtcacactttttacgaacttaaacgt

M T A% K A G i N G
ttacgaactctcaaaaatacaaatcaac ATG ACT GTC AAA GCT GGA ATT AAC GGG taagct

E G
gaaaggctcttgttactatgggtagagatatcgaattgttaacccattattttegtgtgaatag TTT GGC

R I G R I v L R A S L L N  J E v E v
CGC ATT GGC CGC ATT GTC TTG CGA GCT TCT CTC TTG AAC CCC GAA GTC GAA GTC

v A I N D E F I D L E + 4 M
GTT GCT ATC AAC GAC CCT TTT ATT GAT CTC GAA TAT ATG gtaaggtggaaaagtgagc

Vv Y M 3 K
tctccggtttcaaatcgcaactctaacatgaaacgttgcatatgttatagGTT TAC ATG TTC AAA

Y D S T H G R K K G T v E A K D G K
TAT GAC TCG ACT CAC GGT CGC TTC AAA GGC ACA GTC GAG GCC AAG GAC GGT AAA

L v v N G K P I S v b ¢ A E R D P C C
CTC GTG GTC AAC GGC AAA CCT ATT TCT GTG TAT GCT GAA CGC GAT CCC TGC TGC

I B G R 1 G A E Y % v E S Y G \' E T
ATA CCT GGA AGA ATT GGT GCC GAG TAC ATT GTC GAG TCT ACC GGC GTC TTT ACG
ACC AAG GAA AAG GCA GGA GCA CAC TTG ACC GGT GGA GCC AAG AAG GTC ATC ATC
TCG GCG CCC TCG GCA GAT GCA CCC ATG TTT GTC GTT GGT GTC AAC CTC GAA AGC
TAT TCG TCC GAT ATG CAA GTT ATC TCT AAC GCC TCA TGC ACA ACA AAC TGC CTT

v
GCA CCT CTC GCC AAG GTT ATT GAC GAT GAG TTT GGT ATC GTG GAA GGC TTA ATG
ACT ACT GTA CAT GCA ACC ACT GCT ACG CAA AAA ACA GTG GAT GGA CCT TCC GGC
AAG GAT TGG CGT GCT GGT CGT GGC GCA GGA GCA AAC ATT ATT CCT GCA TCC ACA
GGA GCC GCT AAA G gtacggccaagaaaaactaacgacaactcctgtaccctgattactaagtttgtt
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ttttttgccectaatgtatatagCT GTC GGC AAA GTT ATT CCT CAT CTC AAT GGT AAA
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ACA GTC CGG TTA GAG AAG tcgtaacactgaaacattggtaacttgagacaacgtgcactcacact 1110

S A S X E D I K A A I K K A ) E 265
tgcactagAGC GCC TCT TAT GAA GAT ATC AAA GCT GCC ATC AAA AAG GCA TCT GAA 1166

G S L K G I L G s f T D E \4 Vv S i D 283
GGT TCT TTG AAG GGC ATT CTT GGT TAC ACG GAA GAT GAA GTG GTA TCA ACA GAC 1220

m

B I G D S H S S I

E D A K A
TTT ATT GGA GAC TCG CAC TCA AGT ATA TTT GAT GC

G i S L 301
G AAA GCC GGT AT

C TCC CIC 1274

N P N E v K 307
AAT CCT AAC TTT GTC AAG gtaaaccagtccttataacctacttacaaatcatccttgcatcaaag 1339

L I S W ;4 D N E > 4 G 5 318
actaaccgctcactcacctcttctctagCTA ATT TCT TGG TAC GAC AAT GAA TAC GGA TAC 1400
S T R v \% D L L v H I A K v D G R L 336
TCT ACA CGC GTT GTC GAT TTA CTG GTC CAC ATC GCC AAG GTC GAC GGC AGG TTG 1454
ki 337

TAA ttcttgcaacgaagtgtagatttctcatttgctttcgctccctcctttcttcttttctctca 1524
tctttacccttctatttcecttctcaccgtctccagtgcaaactggcattcatccaaactatgaaactccaac 1596
cggcatctccattaatttctattcEttttottictectotetctotetcacoctettttectctetetectcte 1668

tctctaacacacaaattgcctccaccattgtatga 1703

13. Abra. A R. miehei gpd gén nukleotid és aminosav szekvenciaja.

Az intronok helyzete

A fonalas gomba intronok helyzetiiket tekintve altalaban a gén 5° vagy 3’ végei kozelében,
illetve random helyezkedhetnek el, ellentétben a S. cerevisiae intronjaival, melyek altalaban a
gén 5° vége kozelében talalhatok (GURR és mtsi. 1987). A R. miehei intronjai tobbnyire a gén
nem-kodolé régidi kézelében lokalizalédnak. Az intronok helyzetét az intron 5° illetve 3° végi
konszenzus szekvenciai alapjan, valamint mas gpd gének kodolé szekvencidival torténd
Gsszehasonlitas segitségével hataroztuk meg. Minden intron 5° és 3 végén jelen van a GT
illetve PyAG konszenzus szekvencia motivum, valamint egy belsé konzervativ szekvencia
motivum is megfigyelheté [5°-(G/A)CTAAC-3°], mely a kivagodas (splicing) soran a lasszod
szert forma kialakulasaért felelés (BALLANCE 1990).

Egves kisérleti eredmények arra utalnak, hogy bar a kiilonbéz6 szervezetek ugyanazon
génjei eltérd intron tartalmuak, az intronok helyzete erésen konzervalt, ami ilyen alapon is
lehet6vé teszi a filogenetikai rokonsagi kapcsolatok vizsgalatat. Harmsen és munkatarsai (1992)
megfigyelték, hogy az aszkomicéta és bazidiomicéta osztalyon belil a fajok gpd gén
intronjainak helyzete erdsen konzervalt, azonban az aszkomicéta és bazidiomicéta fajok kozotti

osszehasonlitas soran mindéssze egy intront talaltak azonos pozicidban.
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A R. miehei gpd gén intronjainak helyzetét 9 mas szervezet (bazidiomicéta, aszkomicéta és
metazoa) gpd génjének intron helyzetével hasonlitottuk Gssze (14. Abra), mely alapjan a R.
miehei I-es intronja azonos pozicidban talalhaté a rokon M. circinelloides 2-es és 3-as gpd
fehérjéinek I-es intronjaval. Kettes intronjanak helyzete megegyezik az aszkomicéta A.
nidulans, A. niger és P. anserina V.—ik, IV -ik illetve I. intronjanak helyzetével; mig a III.-ik
intron a bazidiomicéta C. neoformans IX.-ik intronjaval azonos helyen lokalizalt. A TV.-ik és
V.-ik intron 3” végi elhelyezkedése eltér a tobbi altalunk vizsgalt szervezet intron helyzetétol.

A S. cerevisiae €lesztd gpd gén intronmentes, ezzel szemben a bazidiomicéta P. rhodozyma
6, mig a C. neoformans 11 intront tartalmaz, melyek koziil mindéssze kettd azonos
elhelyezkedésii. Mindez az ¢lesztd és fonalas gombdak killonbozd evolucids fejlodésével
magyarazhatd. A R. miehei gpd gén intronjai kéziil 1-1 talalhaté azonos pozicioban mind a
rokon zigomicéta M. circinelloides, mind az aszkomicéta és bazidiomicéta képviseldk

intronjaival. Ezért ez alapjan nem tudunk messzemend kovetkeztetéseket levonni a vizsgalt

szervezetek rokonsagi kapcsolatardl.

9 42 213 243 307
R. miehel |

250
M. circinelloides3

88

M. circinelloides2

289
M. clrcinelloides1 |

124 4 3521 42 270 328

A. nidulans l

A. niger

P. anserina

S. cerevisiae

3 10 34 88 | 228
S. commune e | | |

U. maydis

26 34 46 62 168
P. rhodozyma

18 41 S0 128 166 192 213 274 312
C. neoformans | | | | |1 | | |

8 7 107 146 173 224 260 278 3
G. gallus l | | | |

prd
prs

14. Abra. A vizsgalt szervezetek gpd gén intronjainak helyzete.
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Az S’ nem-kddolé régié

Az altalunk vizsgalt génben 100 nukleotidnyi promoter régidban (upstream) -58
nukleotidnyira a start kodontol talalhat6 egy AT-tartalmi motivum (TATA, bekeretezve az
abran), hasonloan a P. chrysosporium, A. bisporus 1 és 2 gpd génhez (HARMSEN és mtsi. 1992).
Egyes fonalas gombak, igy pl. a S. commune, M. circinelloides konszenzus TATA boxot
tartalmaznak (TATAAA; HARMSEN és mtsi. 1992, WOLFF és ARNAU 2002). Ezen konszenzus
szekvencia 30 bp-nyira taldlhato a transzlacio iniciacios helytdl (tsp), mig az AT-tartalmi
motivumok rendszerint 30-60 bp-nyira lehetnek a tsp helyt6l. Ezen nem tipikus AT-motivumok
gén expresszioban betoltott szerepe nem tisztazott. Az A. nidulans trpC gén AT-motivumanak
eltavolitisa nem eredményezett gén expresszids valtozast (HAMER és TIMBERLAKE 1987).

A promoter régioban gyakran CT-gazdag régié illetve régiok figyelheték meg, melyek
Jelenléte gyakoribb az erdsen kifejez6d6 géneknél, utalva ezzel promoter elemként valé fontos
szerepiikre. A legtébb fonalas gomba esetében megfigyelték, hogy a transzkripcid inicidcidja
vagy egy ilyen pirimidin gazdag régidban vagy kézvetleniil utana (downstream) talalhato
start kodonol két pirimidin gazdag régi6 figyelhetdé meg, hasonldan a S. commune, A. bisporus
és P. chrysosporium gpd génekhez. Az altalunk klonozott promoter régié nem tartalmazta a
CAAT konzervativ motivumot.

A legtobb gombagén esetében a transzlacio az elsé ATG kodonnal kezd6dik. Magasabbrendii
eukariotaknal a transzlacié start pontjanak pontos felismerése nagymértékben figg az ATG
kodon szekvencia kornyezetétol. A start kodon korili konzervativ szekvenciamotivum a
riboszomahoz torténd pontos kapcsolodast teszi lehetévé (Kozak 1981). A Kozak-féle
konszenzus szekvencidban (CCACCATGGC) -3-as pozicidban mindig purin, leggyakrabban
adenin (A) talalhaté. Az altalunk vizsgalt gén esetében szintén A fordul el —3 nukleotidnyira a
start kodont6l (TCAACATGAC).

A 3’ nem-kédolé régio

Az azonositott stop kodont6l (TAA) mintegy 40 bp-nyira a terminalis csatlakozé szekvencia
tartalmazza -azt az ATTAA szekvenciat, amelyhez hasonlét (pl. AATAAA) mar szdmos
gombaban leirtak (GURR és mtsi. 1987). Ennek valosziniisithetden szerepe van a mRNS 3’
végének poliadenilalasaban, oly mdédon hogy ettél a konszenzus szekvenciatol mintegy 20 bp-
nyira downstream a mRNS szal vagédik, majd ezt kévetden raépiil a poli-A farok. A mRNS
érésében a terminalis szekvencia ezen része fontos szerepet tolt be, ezért valosziniisithetd, hogy
a késobbiekben a jaromsporas gombakban alkalmazhaté transzformaciés rendszer
létrehozasanal nélkiilézhetetlen szakaszt sikeriilt azonositanunk.
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A R. michei gpd gén kodonhasznalata

A kiilonboz6 szervezeteknél eltéré kodonhasznilat figyelheté meg, fiiggden az izoakceptor
tRNS molekulak tipusatol, bizonyos amindsav (AS) kodonok hasznalata gyakoribb, mig mas
ugyanazon amindsavat kodolé kodonok ritkabban fordulnak eld, esetleg hidnyoznak. Sokszor
ugyanazon szervezeten beliil is nagy kiilonbségek lehetnek a kodonhasznalatban, attol fiiggden,
mely gént vizsgaljuk. Altaliban a konstitutivan és erdsen kifejez6d6 géneknél igen egyoldali a
kodonhasznalat (PUNT és mtsi. 1988, HARMSEN és mtsi. 1992, WOLFF és ARNAU 2002). Ezen
pirimidin bazisok is eléfordulhatnak, az utobbiak a gyakoribbak (69.5%), melyek koziil is a C
dominal a T felett, hasonl6éan a P. rhodozyma, A. nidulans gpd génhez, ellentétben viszont a M.
circinelloides gpd2 génnel, ahol a T a gyakoribb (VERDOES és mtsi. 1997, (WOLFF és ARNAU
2002). Az AS-t kddolo 6sszes kodont figyelembe véve a R miehei kodonjainak 3-as
pozicidjaban 63%-ban fordul el6 pirimidin (33%C, 30%T, 20.5%A, 16%G). Abban az esetben,
amikor ezen pozicidban purin bazis fordul elé, az A a gyakoribb. Az arginin és szerin
amindsavak AGN kodonja ritkan van jelen. Az altalunk vizsgalt R miehei gpd génnél az AS-
akat kodol6 61 kodon kéziil 58 fordul el6 (9. Tablazat).

A Rhizomucor miehei gpd génnél is, a fonalas gombak tobbségéhez hasonléan, a stop
kodonok kéziil az UAA talalhaté meg.
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9. Tablazat. A Rhizomucor miehei gpd gén kodonhasznalata.

(a)Az azonos aminésavat koédolé kodonokon belill egy adott kodon eléfordulési aranya.
(b)A megfeleld kodonok szama.

GPD GPD GPD GPD
Kodon | Aminosav A B Kodon | Aminosav A B
TTT Phe 0.727 (8) TAT Tyr 0.454 (5)
TTC Phe 0.272 (3) TAC Tyr 0.545 (6)
TTA Leu 0.148 (3) TAA -—-- 1 (1)
171G Leu 0.288 (6) TAG — 0 (0)
CTT Leu 0.095 (2) CAT His 0.333 (2)
CTC Leu 0.333 (7) CAC His 0.666 (4)
ICTA Leu 0.095 (2) CAA GIn 1, (2)
CTG Leu 0.048 (1) CAG Gln 0 (0)
ATT lie 0.438 (14) AAT Asn 0.308 (4)
ATC lle 0.281 (9) AAC Asn 0.692 (9)
ATA lle 0.062 (2) AAA Lys 0.5 (12)
ATG Met Q217 (7) AAG Lys 0.5 (12)
GTT Val 0.2 (7) GAT Asp 0.571 (12)
IGTC Val 0.543 (19) GAC Asp 0.428 (9)
GTA Val 0.086 (3) GAA Glu 0.706 (12)
GTG Val 0.171 (6) GAG Glu 0.294 (5)
TCT Ser 0.4 (10) TGT Cys 0 (0)
TCC Ser 0.16 (4) TGC Cys 1 (4)
TCA Ser 0.12 (3) TGA -— 0 (0)
TCG Ser 0.2 (5) TGG Trp 1 (2)
CCT Pro 0.643 (9) CaT Arg 0.25 (3)
ICCC Pro 0.286 (4) CGC Arg 0.417 (5)
ICCA Pro 0 (0) CGA Arg 0.083 (1)
CCG Pro 0.071 (1) CGG Arg 0.083 (1)
ACT Thr 0.238 (5) AGT Ser 0.04 (1)
IACC Thr 0.19 (4) AGC Ser 0,08 (2)
ACA Thr 0.381 (8) AGA Arg 0.083 (1)
ACG Thr 0.19 (4) AGG Arg 0.083 (1)
GCT Ala 0.281 (9) GGT Gly 0.333 (11)
GCC Ala 0.312 (10) GGC Gly 0.363 (12)
GCA Ala 0.344 (11) GGA Gly 0.272 (9)
CG Ala 0.062 (2) GGG Gly 0.03 (1)
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5.8. Gombak GPD aminésav szekvencidinak dsszehasonlitisa

Az osszehasonlitisban felhasznalt gpd szekvencidk az EMBL Génbankbol szarmaznak. A
négy kiilonb6z6 gomba (R. miehei, M. circinelloides, S. commune és A. niger) gpd amindsav
szekvencidjat a Clustal W program (THOMPSON és mtsi. 1994) segitségével hasonlitottuk 6ssze
(15. Abra). A parositast minden esetben csak az intron mentes , kodolé szekvencidkkal
végeztilk. A 16. Abra 10 szervezet (2 zigomicéta, 3 aszkomicéta, 4 bazidiomicéta, 1 metazoa)
gpd génjének AS szekvencidjat %-os formaban hasonlitja 6ssze. Jelentds mértékii homologiat
tudtunk kimutatni a kiilonb6z6 szervezetek AS szekvenciai kozott, ami igazolja a gpd gén
erosen konzervativ voltit az élévilagban. A R. miehei gpd protein szekvencia a legnagyobb
mértékii homologiat a rokon M. circinelloides gpd fehérjékkel mutat (78-80%). A R. miehei gpd
fehérje a S. cerevisiae amindsav szekvencidjaval valamivel kisebb mértékii (67%) azonossagot
tart fel, mint az Gsszehasonlitasban részt vevo tobbi szervezet proteinjével (atlagosan 70%).

A zigomicétak ezen Osszehasonlitas alapjan koézelebbi rokonsagi kapcsolatot mutatnak a
bazidiomicétakkal, mint az aszkomicétakkal. Wolff és Arnau (2002) a M. circinelloides gpd gén
analizise soran hasonlé kovetkeztetést tudott levonni. Radford (1993) 14 kiilénbozd gombafaj
orotidin-5- monofoszfat dekarboxilaz génjének AS 6sszehasonlitasa soran szintén a zigomicétak
és bazidiomicétak kozelebbi rokonsagat tudta kimutatni.

A tablazatbol kitiinik, hogy a fonalas aszkomicéta és bazidiomicéta gombik gpd fehérjéi
nagyobb mértékii homologiat mutatnak, mint a fonalas aszkomicétak és éleszté aszkomicéta (S.
cerevisiae) gpd fehérjéi. Ezen utobbi nagymértékii eltérésre sziiletett egyik magyarazat az
élesztk unicellularis modon torténd novekedését, illetve azok fakultativ fermentativ
metabolizmusat jeloli meg ennek okaként. Az élesztok unicellularis névekedése soran az
egyetlen sejtmagban bekévetkezé esetleges mutacié nagy valdsziniiséggel allandésul,
ellentétben a tobbsejtii fonalas gombakkal, ami egy sokkal gyorsabb evolicidés valtozast
eredményez.

A Gallus gallus (csirke) gpd AS szekvencidja és a vizsgalt gombak AS szekvenciai kozott is
atlagban 70%-os homolodgia figyelhetd meg. A csirke gpd gén nagy mérete (4646 bp), illetve
intronjainak szama (10) és helyzete azonban jol tiikkrozi a gombakkal fennallé igen tavoli
rokonsagat.-

A szekvenciaadatok filogenetikai elemzéséhez a szomszéd-dsszevonds (neighbor-joining, NJ;
SAITOU és NEI 1987) analizist hasznaltuk, a torzsfa elkészitését (17. Abra) pedig a PHYLIP 3.5
programcsomag segitségével végeztik. Ezen torzsfan jol elkiléniilé csoportot alkotnak a
zigomicétak, aszkomicétik, illetve bazidiomicétak, ugyanakkor az eddigi eredményeinkel
osszhangban a jaromspoéras gombak kézelebb helyezkednek el a bazidiomicétakhoz, mint az

aszkomicétakhoz, ami a kozelebbi filogenetikai kapcsolatukat bizonyitja. A S. cerevisiae élesztd
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kiilon agat képez a filogenetikai torzsfan, ami ezen egysejti gombanak a fonalas

aszkomicétaktol valo elkiiloniilt fejlodési utvonalat mutatja. Az altalanos filogenetikai

kovetkeztetések levonasahoz azonban tébb szervezet, illetve tobb gén egyiittes vizsgalatara

lenne sziikség.

16. Abra. Kiilonboz szervezetek gpd AS szekvencidinak %-os sszehasonlitasa.

Zigomicétak Aszkomicétak Bazidiomicétak Mis
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. R. miehei 100 78 81 80 72 72 1 67 74 76 75 76 76
2. M. circin.1 100 79 T2 69 69 68 67 13 73 75 74 71
3. M. circin.2 100 84 T2 72 72 69 74 T 76 778 74
4. M.circin. 3 100 70 70 69 68 74 76 73 74 71
5. A. niger 100 89 80 68 69 71 72 74 74
6. A. nidulans 100 78 66 68 i 74 73 70
7. P. anserina 100 64 68 70 72 ¢ 72
8. S. cerevisiael 100 64 63 64 65 66
9. S. commune 100 83 69 66 63
10. P. rhodozyma 100 83 76 73
11. C. neoformans 100 77 73
12. U. maydis 100 73
13. G. gallus 100
G. gallus
S. cerevisiae
U maydis
R michei

M circinelloidesl

M circinelioides2

M. circinelloides3

S commune

P. rhodozyma

C. negformans

P. anserina

A niger

A nidulans

17. Abra. Kiilonb6z6 szervezetek gpd génjének aminésav szekvencidi alapjan szomszéd-

osszevono (neighbour-joining) modszerrel késziilt torzsfa.
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15. Abra. R. miehei, M. circinelloides, A. nidulans és S. commune gpd aminésav

szekvencidinak Clustal W programmal tortént dsszehasonlitasa.

*: jeloli az azonos AS-at

Prim. cons. : az 6sszehasonlitasban leggyakrabban elofordulo AS-at tiinteti fel
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5.9. ELEKTROFORETIKUS KARIOTIPIZALAS

Az elektroforetikus kariotipizalasi kisérletek részeként eddig kidolgoztuk a protoplasztképzés
és a kromoszomalis DNS minta készitésének modszerét Rhizomucor fajokbdl, melynek a
késObbiekben a transzformacios rendszerek kidolgozasanal lesz nagy gyakorlati jelentGsége.

A kariotipizalasi kisérletek részeként megkezdtiik az elvalasztasi kisérleteket kiindulasként a M.
circinelloides esetében megfelelének bizonyult futasi paramétereket hasznilva (NAGY és mitsi.
1994). Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy bar a Rhizomucor genom feltehetbleg Gsszevethetd
nagysagi a Mucor 32-38 Mb méretli genomjaval a megfelelé kromoszomalis elvalasztashoz

tovabbi optimalizacios kisérletek sziikségesek.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Mucorales rendbe tartozd Rhizomucor nemzetség, annak ellenére, hogy csekély szami
gombafajt foglal magéaba (R. pusillus és R. miehei) kiemelkedd gyakorlati jelentoséggel bir. Az
ide tartozo fajok human és allati mikézisok opportunista patogén kérokozoéi lehetnek. Ezen
kivil a R miehei rendkiviill nagy jelent6ségii egyes biotechnologiai és élelmiszeripari
alkalmazasok okan is.

Vizsgalataink célja az volt, hogy informaciokat nyerjiink ezen gombak ma még nagyrészt
ismeretlen genetikai rendszerérol: feltarjuk  intraspecifikus variabilitisukat, hasznathaté
markereket azonositsunk térzstipizalasi eljarasok, illetve a tovabbi genetikai analizis szamara;
egy adott torzsbol génkonyvtarat hozzunk létre, amely felhasznalasaval a glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (gpd) strukturgént és az ehhez kapcsolodé szabalyz6 régiokat klénozzuk
és eclemezziik. Ezen utdbbi vizsgalatok lehetOséget teremtenck az adott gén molekularis,
funkcionalis és filogenetikai elemzésére, tovabba kiindulopontul szolgalhatnak tovabbi
genetikai kisérletekhez. A gpd gén konstitutiv és erdsen kifejez6d6 volta miatt, szabalyzo
régidja j6l hasznalhat6 hatékony transzformacios rendszer kifejlesztésére. Célunk volt tovabba,
hogy optimalizaljuk a protoplaszt képzés kérilményeit a Rhizomucor fajoknal, melynek a
késGbbiekben szintén a jaromsporas gombakban reményeink szerint altalanosan alkalmazhaté
transzformacids rendszerek kiépitésénél lesz gyakorlati jelentosége. Ezen kiviil elektroforetikus
kariotipizalasi elokisérleteket is elkezdtiink, amely soran informaciét szerezhettiink az adott
gombak genommeéretérol.

Kezdeti vizsgalataink sordn tanulmanyoztuk a rendelkezésimkre allo Rhizomucor
izolatumok ivaros szaporodasat, meghataroztuk a torzsek parosodasi tipusat, valamint a
homotallikus, illetve heterotallikus szexualis folyamatok révén kapott zigosporak egyes
morfoldgiai jellemz6it. Eredményeink aldtimasztottik az irodalomban korabban kozolt
bar bélyegként szolgalhatnak a fajok elkiilonitésében, azonban a vizsgalatok id6 igényesek és
esetenként 6nmagukban nem egyértelmiiek. Munkank soran tébbek kozott célunk volt, hogy
meghatarozzunk olyan markereket, melyek segitségével lehetévé valik a Rhizomucor
izolatumok gyors és pontos identifikalasa.

A Rhizomucor fajok megbizhatdé meghatarozisa céljabol elsdként szénasszimilacios,
izoenzim és RAPD analizist végeztiink. Korabbi irodalmi adatok is utaltak arra, hogy a felsorolt
moédszerek hasznilhatonak bizonyultak taxonémiai kérdések megvalaszolisara. A kisérleti
programunk részeként ezen modszerekkel egymast meger0sitd eredményeket kaptunk.
Mindharom vizsgalat soran sikeriilt meghataroznunk olyan molekularis markereket, melyek
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segitségével a Rhizomucor fajok megbizhatéan elkiilonithetok egymastol. A 87 szén- illetve
nitrogénforras koziil 4 bizonyult differencialé értékiinek (szaharéz, fenilalanin, B-alanin, glicin).
A R tauricus mindkét fajtél vald eltérd asszimilacids képességét az izolatum mutans voltaval
magyarazhatjuk. A pleiotrop mutinsoknal a mutaci6 eltérd biokémiai miikodést eredményez,
ami hibas kovetkeztetések levonasahoz vezethet az asszimilacios spektrum analizis értékelése
soran. A R tauricus izoldtum kiilon fajba torténé sorolasanak feliilbiralasat a késdobbi
kisérleteink (izoenzim, ITS-RFLP, RAPD analizis) is igazoltak.

Az izoenzim analizis soran 6t enzimrendszert tesztelve sikeriilt olyan molekularis
markercket taldlnunk (MDH, GDH, ACP futasi mintazat), melyek segitségével a Rhizomucor
fajok megbizhatdan elkiilonithetdk. A riboszomalis ITS régio, valamint annak RFLP analizise
soran kiilnbséget tapasztaltunk a R. pusillus homo-, illetve heterotallikus torzsei, valamint a R
miehei izoldtum amplifikaciés fragmentjeinek méretében. A RAPD-PCR cljarassal nyert
molekularis markerek vizsgilata sordn faj, illetve génusz specifikus fragmenteket tudtunk
meghatarozni.

A R pusillus és R miehei izoldtumok a vizsgalatok soran eltéré meértékii fajon belili
genetikai variabilitist mutattak. Ezen intraspecifikus variabilitis mindkét faj esetében az
izoenzim analizis soran kisebb, mig a RAPD analizis soran nagyobb mértékiinek bizonyult. A
R pusillus torzsek kozott homo-, illetve heterotallikus képviselSk is eléfordulnak ellentétben a
R miehei fajjal, melynek izoldtumai mind homotallikusak. Ez magyarazatul szolgalhat a R
pusillus faj nagyobb mértékii intraspecifikus variabilitisara. Eredményeink indirekt médon
megerdsitik azokat az ujabb megfigyeléseket, amelyek szerint (a korabbi altalanos nézettel
szemben) ezeknél a gombaknal az ivaros folyamatok a természetben is gyakran lejatszodnak és
fontos szerepilk van a jaromspérds gombak hosszabbtivi tulélésének biztositasaban.
Vizsgalataink sordn mind a négy moédszer (szénasszimilaciés spektrum analizis, izoenzim
analizis, ITS-RFLP, RAPD analizis) alkalmasnak bizonyult térzsidentifikalasra.

A tovabbi kisérleteink céljaul tiiztiik ki reprezentativ génkonyvtar létrehozasat egy R. miehei
izolatumbol, mely a késobbiekben segitséget nydjthat a Rhizomucor nemzetség genetikai
allomanyanak tanulmanyozasaban. El6zetes elektroforetikus kariotipizalasi adatok alapjan a
Rhizomucor miehei genomméretének ismeretében kiszamitottuk, hogy megkozelitdleg 1.8x10*

rekombinans fag reprezentalija 99%—os valoszimiiséggel a teljes Rhizomucor genomot. A

létrehozott génkonyvtar megkozelitdleg 2x 104  rekombinéns fagot tartalmazott. A
génkényvtarat a biztonsagos fenntartds érdekében amplifikaltuk: az amplifikalt génkényvtar
(mintegy SO ml) titere 44 x 10° PFU/ul-nek bizonyult. A Ilétrehozott génkényvtar
felhasznalasaval sikeresen klénoztuk a R. miehei NRRL 5282 t6rzsébdl a glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (gpd) gént; meghatiroztuk a kodold és nem kodolé (promoter és
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terminalis) régiok szekvencidjat. Ezek elemzésével adatokat nyertiink az adott gén molekularis
szervez6désérdl, kodon hasznalatarol, valamint mas gpd génekkel mutatott homologiajarol.

Ennek megvaldsitasahoz polimeraz lancreakcio segitségével amplifikaltunk egy 300 bp-nyi
régiot a R miehei gpd génbél, melyet specifikus probaként hasznaltunk fel a R miehei
génkonyvtar sziirésére. Kiilonb6zo szubklonok Iétrehozasaval, valamint atfed6 oligonukleotidok
szintetizalasaval sikeriilt meghataroznunk a R miehei gpd gén teljes kodold régidjat, valamint
100 bp-nyit a promoter régiobal €s a terminalis régiot 246 bp hosszan.

Nagy mértékii homolégiat tudtunk kimutatni a R miehei gpd gén AS szekvencidja €s
kiilonb6z6 szervezetek gpd fehérjéi kozott. Ez az atlagban 70%-os homologia titkrozi a gpd gén
nagymértékii konzervativ voltat az éldvilagban. Ezen gpd gén AS szekvencia analizise alapjan a
zigomicétdk a bazidiomicétakkal kozelebbi kapcsolatot mutatnak, mint az aszkomicétakkal.
Eredményeink alatamasztottdk azon korabbi megfigyeléseket is miszerint az aszkomicéta
élesztok gpd génje, a gombak unicellularis volta kovetkeztében igen kismértékii homolégiat
mutat a rokon fonalas aszkomicétak megfelelo génjeivel.

A tovabbiakban a R miehei gpd gén szekvencia analizise soran meghataroztuk az intronok
helyzetét, majd 6sszehasonlitottuk mas gomba gpd gén intronjainak elhelyezkedésével.

Munkank soran sikeriilt optimalizalnunk a Rhizomucor fajok protoplaszt képzésének
koriilményeit; elektroforetikus kariotipizalasi elokisérleteket is végeztink, mely alapjan
adatokat nyertink a Rhizomucor fajok genomméretérdl. A megfeleldé kromoszomalis
elvalasztashoz tovabbi optimalizacids kisérletekre van szitkség.

A R miehei gpd gén klonozasa, regulator szekvencidinak meghatarozasa, valamint a
protoplasztalasi korillmények optimalizalasa lehetdséget teremt a késbbickben a jaromsporas
gombikban (reményeink szerint altalanosan alkalmazhaté) transzformacios rendszer

kidolgozasara.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO
(SUMMARY IN ENGLISH)

GENETIC AND TAXONOMIC ANALYSIS IN THE RHIZOMUCOR GENUS

The members of the genus Rhizomucor (Zygomycetes) are distinct from Mucor by virtue of
their thermophilic nature and some morphological traits (e.g. the formation of rhizoids). These
fungi are of value in both theoretical and applied microbiology. They are good producers of
different extracellular enzymes (e.g. proteases), while in other cases they may be the agents of
progressive and frequently fatal opportunistic mycotic diseases. Little is known about the
genetics (e.g. the level of genetic variability) and taxonomy of these organisms. The aim of the
present study was to obtain information about the largely unknown genetic organization of these
fungi; to reveal their intraspecific variability; to determine useful markers for a methodically
simple, quick and more unambiguous strain identification and for genetic analysis; to construct
a representative genomic library from R. miehei; and to clone the gpd gene from R. miehei and
characterize the structural gene and its adjecent regulatory elements (promoter and terminator
regions) at sequence level (molecular organisation, codon usage and homology with gpd genes
of other fungi).

At the beginning of our study we examined the sexual life cycle of the Rhizomucor isolates,
and determined their mating type and the sizes of zygospores resulted from the homo- and
heterotallic sexual processes. Our results supported the earlier observations that the differences
in size and morphology of zygospores are valuable tools in the taxonomy of the genus
Rhizomucor. Certain approaches, such as determination of the number of nuclei in the
sporangiospores or mating studies coupled with determination of the morphological traits of the
zygospores, could supply characteristics for the delimitation of these species. However, the
differences are not clear-cut in every case, or the procedure is time-consuming. One of our aims
was to develop a methodically simple, quick and more unambiguous identification of the
Rhizomucor species.

Carbon source assimilation patterns were determined, and isoenzyme, ITS-RFLP and RAPD
analyse were carried out with 23 Rhizomucor strains obtained from various sources together
with three other zygomycetous strains (Mucor, Absidia, and Rhizopus) as an outgroups. These
methods gave comparable results and also proved useful for the determination of markers of
distinctive value at the species level.

Numerous Rhizomucor isolates were assayed for their ability to utilize 87 various

substrates as a single carbon source. Besides a difference in sucrose utilization, distinctive
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differences were found in the abilities of R. miehei and R. pusillus in the utilization of glycine,
phenylalanine and 4-alanine. Under the same experimental conditions, R. fauricus utilized (to
various extents) few of the same 87 compounds. It was, however, able to grow on three (sucrose,
phenylalanine and &-alanine but not glycine) of the four compounds whose utilization was found
to be characteristic for R. pusillus but not for R. miehei. Differences in the abilities of R. tauricus
and the other Rhizomucor species in the utilization of various substrates as a single carbon source
could be explained with the occurence of pleiotropic mutation in this single isolate. Assimilation
spectra work well for wild-type isolates but could be misleading if a pleiotropic mutation
influencing different biochemical functions is present.

Results of isoenzyme, ITS-RFLP and RAPD studies strongly support the view that the
isolate known as R. rauricus does not represent a true species but is a deviating heterotallic R.
pusillus strain.

The result of the amplification of ribosomal ITS region of this species suggested the very
close connection of R tauricus to R pusillus. No differences between R tauricus and the
heterotallic R. pusillus strain were observed in the ITS-RFLP studies, whereas no common
character was found between R. miehei strains and either R. pusillus strains or R. tauricus.

RAPD analyses with all 7 primers tested gave reproducible amplification results. Due to
the highly different amplification patterns, RAPD bands characteristic of R. miehei or R. pusillus
isolates could be identified. Besides these markers, which appeared to be species-specific, only
one major amplification product was found which appeared to be genus specific in our
experiments.

In the course of our studies it 5 isoenzyme systems were tested that also proved useful for
the determination of markers of distinctive value at a species level. The results of our
investigations revealed different levels of intraspecific genetic variability within the R. pusillus
and R miehei species. R. miehei strains were more homogeneous genetically than the
heterothallic R. pusillus isolates. R. pusillus isolates can either be homothallic and heterothallic,
while all R. miehei isolates are homothallic. The different levels of genotypic diversity suggest a
correlation with the different forms of mating behaviour of these sepcies. These results indicate
(in the contrast with earlier opinions) the existence of the sexual life cycle of this fungus in nature.

Wﬁile the reading of the extent of colony growth in the carbon source assimilation
experiments inevitably involves some inconsistencies (resulting in a higher variation of
characteristics) the evaluation of other three methods (isoenzyme, ITS-RFLP, RAPD) determine

easily countable characteristics for the identification of Rhizomucor isolates.
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The aims of the further studies were to construct a representative genomic library from
R. miehei, to clone the gpd gene from R. miehei and characterize the structural gene and 5° and
3’non-coding regions (promoter and terminator regions) at sequence level.

Polymerase chain reaction was used to synthesize a specific 300 bp fragment of the gpd
gene of R miehei and used as a gpd-specific probe to screen the genomic library of R. miehei.
For sequence analysis several subclones were generated, and sequenced with a number of newly
oligonucleotides to obtain the complete nucleotide sequence of the gpd gene. Nucleotide
sequences of the R. miehei gpd gene was compared to the gpd gene sequences of several
organisms. The gpd sequences used in this study were obtained from nucleotide sequence
libraries (EMBL, GeneBank). Comparison of the derived amino acid (aa) sequences revealed
that there is a large extent of homology among gpd proteins in various organisms about 70% aa
sequence identity. This result confirms the fact that the gpd gene is a very conservative gene in
nature.

On the basis of the gpd aa sequence zygomycetes show a closer relationship to
basidiomycetes than to ascomycetes. Furthermore, our results supported those earlier
observations that the Saccharomyces-like yeasts differ significantly from the filamentous
ascomycetes. The explanation could be that the yeast are unicellular throughout their life cycles
whereas the filamentous fungi are multicellular during most of their life cycles. In the course of
the sequence analysis of the R. miehei gpd gene the positions of five introns were determined
and compared with positions of introns gpd genes in other organisms. However these results at
in contrast with earlier observations coudn’t provide informations about the systematic
relatedness of these organisms. In the course of our studies the protoplast preparation
conditions, which will play an important role in the further transformations procedures, have
also been optimised some Rhizomucor isolates.

Electrophoretic karyotype experiments have also been conducted to obtain some data
about the genome size of the Rhizomucor species. Our preliminary experiments reflect that the
genome size of Rhizomucor species is comparable with that of the M. circinelloides genome. To
obtain a precise elektrophoretic karyotype from Rhizomucor strains the experimental conditions
should be further optimised.
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