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BEVEZETES

A novénykarositd jaromsporas gombak dontd tobbsége a Mucorales
rendbe, a Zygomycctes osztdly legtobb fajt magaban foglald csoportjaba
tartozik. Annak cllenére. hogy tobbségiik szaprofita szervezet. bizonyos
koriilmények kozott néhany faj komoly gazdasagi karokat okozhat. elsésorban
lédas zoldségfélék ¢és gyiimolesok tonkretételével. Az ilyen masodlagos
novénypatogén, vagy raktari kartevo (posthaﬁ*est) szervezetek  kozott
kicmelkedd jelent6séglick a Rhizopus. a Mucor és a Gilbertella nemzetségek
cgyes tagjai. Ilyen a AL piriformis, amely alacsony hémérsékleten is révid idé
alatt nagykiterjedésti 1éziokat tud okozni a fertézott gyiimolesokon. A
védekez€st neheziti. hogy a csonthéjas gyiimolesok esetében alkalmazhato
fungicidek hatdstalanok a AL piriformisszal szemben. A Gilbertella persicariat.
amely szintén csonthéjas gyiimélcsok raktari kartevéjeként bir gyakorlati
Jjelentdséggel. clséként Choanephora persicaria (Choancphoraccae. Mucorales)
néven irtdk le, a sporangiosporak e csoportra jellemzé morfologidja alapjan. A
késébbickben 1étrehozott Gilbertella nemzetséget, mar a Mucoraceae csaladban
(a tovabbi vizsgalatok soran Mucor-tipusu zigospérakat figyeltek meg). végiil
egy teljesen uj csaladban (Gilbertellaceae) helyezték el. A Rhizopus nemzetség
képviseldi koziil elsésorban a Rh. stolonifer novénykarositd szerepét tartjak
meghatarozonak. Ez a fert6z¢s altaldban lagy rothadast okoz. amelyet nagyon
konnyii osszetéveszteni a Mucor fajok (kilondsen a AL piriformis) altal kivaltott
tinetekkel. A nemzetségen beliil, kizarélag morfolégiai alapon harom
fajcsoportot kiilonboztetnek meg; az czeket alkotod, mindéssze 6t fajba vontdk

Ossze a korabban szinte attekintheteleniil nagyszamu fajként leirt izolatumokat.



A KUTATASI TEMA ELOZMENYEINEK OSSZEFOGLALASA

Annak cllenére. hogy talan a Rhizopus nemzetség tagjai alkotjak az
cgyik legalaposabban vizsgalt jaromspords gombacsoportot, molckuldris
modszerekkel torténd atfogo jellemzésiik ezidaig még nem tortént meg. A fent
bemutatott masik két faj csetében pedig gyakorlatilag semmilyen adat nem
keriilt publikalasra a kromoszomalis ¢s extrakromoszomalis genetikai
rendszerre ¢s genetikai diverzitasukra vonatkozoan.

Minden genetikai vizsgalathoz sziikséges. hogy jol meghatarozhato.
stabil markerek alljanak rendelkezésiinkre. A foként nemzetségen beliili
taxonémiai problémak tisztdzdsara hasznalatos izoenzim analizis a gomba
taxonomia ¢s genetika évtizedek ota sikeresen alkalmazott modszere. A néhany
korabbi (kiilonboz6 Mucor és Mortierella fajokkal végzett) izoenzim technikan
alapulo vizsgalat soran. az izocnzim markerek igen nagymértékii inter- ¢s
intraspecifikus polimorfizmusat észlelték. Az is altalanos tapasztalat volt, hogy
czen vizsgalatok eredménycit nchezen Ichetett 6sszhangba hozni a morfologiai
alapon torténd rendszertani besorolassal.

A genetikai variabilitds vizsgalatara biztosit hatékony eljarast a RAPD
(random amplified polymorphic DNA) analizis is, amely abban tér ¢l a (obbi
altalanosan hasznalt PCR technikatol, hogy itt egyetlen random primer
alkalmazasa is elegend6. A RAPD technikat, mint az RFLP analizis alternativ
modszerét, széles korben alkalmazzak. A RAPD termékek kozvetleniil
szckvenalhatok, felhasznalhatok hibridizacios probaként, de a modszer
szegregacids analizisre, genetikai térképezésre is lehetdséget kinal. Mindezek
ellenére, genetikai vagy rendszertani célu RAPD analizist csak egy-két esctben
végeztek jaromsporas gombakkal. '

Az extrakromoszomalis genetikai elemek vizsgalata (pl. mikovirusok,

plazmidok. transzpozonok, a mitokondridlis genom). elsdsorban ezck esetleges
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génexpressziora gyakorolt hatasa, illetve a kérdés evolicids jelentdsége miatt a
fonalas gombak esctében is erdsen kutatott teriilet. A legtobb gombacsoporttal
szemben, a jaromsporas gombak mitokondrilis genetikai rendszere alig ismert.
Ezen hianyossag, foként a gombdk és a gomba mitokondridlis genom
evolucidjara vonatkozé vizsgalatok eredményeinek attekintésekor feltiing. Az
elsd jellemzett jaromsporas mitokondridlis genom a M. racemosus mtDNS-e
volt. Ez a cirkularis DNS molekula rendelkezik két— a kis és a nagy
riboszomalis RNS gént tartalmazo6 — invertalt ismétlédd szekvenciaval, amelyck
altal hatarolt szakasz orienticidja intramolekuldris homolég rekombindcioval
megfordulhat, igy a mitokondridlis genom két izomer formdaban Iétezik. A
masik ismert jaromsporas mitokondridlis genom a Rh. stoloniferé; teljes
szekvencidjat meghataroztak és elkészitették részletes genetikai térképét. Ez a
cirkularis DNS a tipikus mitokondrialis géneket hordozza. koztikk az ATP-az 3
és a NADH dehidrogenaz 7 alegységét. A AL racemosus mitokondridlis
genomjahoz hasonlé szervezddést ennél a gombanal nem észlelték.

Egyre n6vekvd szamban detektalnak mikovirusokat a kiilonboz6
rendszertani csoportokba tartozd gombakbol, mégis csak nagyon kevés
publikacié szamol be ezen genetikai elemek eléforduldsarol a Zygomycota torzs
tagjainak esetében. Elektronmikroszkopos vizsgalatok virusszerd partikulumok
jelenlétét tartdk fel a Strongwellsea magna és az Entomophaga aulicae,
valamint a Paramoebium arcuatum fajokban. Ezen VLP-k (virus-like particle)
egyikét sem izolaltak és jellemezték biokémiai vagy molekularis moédszerekkel.
Ujabban két, a Mucorales rendbe tartozd nemzetség tagjaiban sikeriilt
mikovirusok jelenlétét igazolni: dsRNS molekuldkat és izometrikus
partikulumokat detektaltak 4 Mucor faj ¢és a Mortierella ramanniana
izolatumaiban.

A jaromsporas gombak ivaros folyamatait, 6roklédését is régota

tanulmanyozzak, mégis ¢ folyamatok genetikai hatterét, szabdlyozasat alig
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ismerjilk. E gombdk tobbsége heterotallikus szervezet, azaz két eltérd
parosodasi tipusi partnertorzs vesz részt a zigosporaképzésben. A zigospora
jelenléte ugyanakkor nem feltétleniil utal ivaros reprodukciéra, a Mucorales
rendre ugyanis jellemz6k az n. azigospordk és ezek partenogenctikusan jonnek
létre. A meidzis a zigospdraban vagy a csirdzas soran jatszodik le. Amennyiben
a meidzis még a germspoérak képzédéée eldtt jatszodik le, azt varnank, hogy
mindkét parosodasi tipus 1:1 aranyban van jelen az egy zigosporabol szarmazd

utédok kozt, azonban sok esetben nem ez torténik. Egyelére nem tisztazott,

sris

CELKITUZESEK

A M. piriformis, a G. persicaria, valamint a Rh. stolonifer és a Rh. oryzae, a

Mucorales rendbe tartoz6 gombdk kozil a legjelentdsebb masodlagos

novénykartevok. Vizsgalataink ezekre a jaromsporas gombakra irdnyultak a

koévetkez6 konkrét célkitiizésekkel:

1. A M. piriformis, a G. persicaria valamint egyes Rhizopus fajok
intraspecifikus genetikai variabilitdsa mértékének és jellegének feltarasa.

2. Kiilonboz6 fiziologiai és molekularis technikdkkal — a tovabbi genetikai
analizisckben (pl. kromoszomak markerezése, szegregacios kisérletek)
felhasznalhaté — nagyszamu marker azonositasa.

3. Ezen vizsgalatok alapjan, elsdsorban a Rhizopus nemzetség esetében,
taxonomiai kovetkeztetések levondsa, valamint a gyakorlat szamara hasznos
torzstipizalasi eljarasok kidolgozasa.

4. A molekuldris modszerekkel meghatarozott markerek és a gomba valamely
fiziologiai, bioldgiai sajatossiga (pl. parosodasi tipus, fert6zOképesség,

virulencia) kozott esetlegesen fennalld korrelacio feltarasa.



5. Az  extrakromoszomalis  genetikai rendszer tanulmanyozasa: a
mitokondridlis genom jellemzése M. piriformisban.

6. Az extrakromoszomalis genetikai rendszer tanulmanyozasa: mikovirusok
kimutatasa és jellemzése a vizsgalt gombakban.
alapuld kisérleti rendszer kidolgozdsa a jaromspérds - gombak
6roklédésmenetének jobb megértése céljabol.

8 AG peréicaria taxonomiai helyzetének tanulmanyozasa a gpd gén cgy

részletének szekvencia elemzésével.
ALKALMAZOTT MODSZEREK

Az intraspecifikus genetikai variabilitas tanulmanyozasa:

1. Szénasszimilaciés spektrum vizsgalata

2. Izoenzim analizis

3. RAPD analizis
Az extrakromoszomalis genetikai elemek tanulmanyozasa:

1. A mitokondridlis DNS restrikcios analizise

2. DNS elektronmikroszkopia

3. Kettdsszalia RNS molekuldk izoldlasa és kimutatasa

4. VLP izolalas, kimutatasa elektroforézissel és elektronmikroszkopia
A G. persicaria 6roklédésmenetének tanulmanyozasa:

1. Az izolatumok keresztezése, zigospora €s utod izolalas

2. RAPD markerek szegregaciojanak vizsgalata

3. RAPD amplikonok klonozasa, a nukleotid ¢s aminosav szekvencidk

analizise



A gpd gén egy szakaszanak amplifikdlasa polimeraz lancreakcidval, specifikus

primer alkalmazasaval; a felszaporitott fragmentek szekvencidinak elemzése és

osszehasonlitasa.

1.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
A  Mucor piriformis intraspecifikus variabilitisanak vizsgilata.
Nagyszamu M. piriformis izolatum izoenzim és RAPD analizisét végeztiik
el. A két modszerrel nagymértékben egyez6 eredményeket kaptunk.
Kiilénbséget tudtunk tenni izoenzim, illetve amplifikaciés mintdzat alapjan
az cltéré foldrajzi helyr6l izolalt torzsek kozott. Mindkét modszerrel
viszonylag alacsony variabilitast lehetett detektalni. Ez megerdsiteni latszik
azokat a populaciodinamikai vizsgalatokat, amelyek a hidegtiird A
részében (spordival) tulajdonképpencsak passzivan van jelen a talajban,
micéliumképzés és sporulacié csak megfelel6 szubsztraton a hiivosebb Gszi
idészakban figyelhetdé meg. A viszonylag homogén kornyezet szerepet
jatszhat az alacsony izoenzim és RAPD polimorfizmus fennmaradasiban.
Sikeriilt korrelaciot kimutatni a parosodasi képesség megléte vagy hianya ¢és
egyes izoenzim, illetve RAPD markerek koz6tt; ilymodon kizardlag
molekuldris markerekkel a szexudlis és neutralis izoldtumok elkiilonithetévé
valtak. Az egy helyrdl szarmazo, parosodasra képes izolatumok genetikailag
igen homogén csoportokat alkotnak; ez egy koz6s génkészlet (gene pool)
1étezését sugallja. Eredményeink ezaltal bizonyitékot szolgaltatnak azokhoz
az ujabb megfigyelésekhez, amelyek szerint (a korabbi altalanos nézettel
szemben) az ivaros folyamatoknak fontos szerepilk van a jaromsporas
gombdk hosszabbtava tulélésénck biztositdsaban, mivel a természetben is

szamottevd gyakorisaggal jatszodnak le. Vizsgalataink soran mindkét



médszer mind a M. piriformis  intraspecifikus  variabilitdsanak
tanulmanyozasara, mind térzsidentifikalasra alkalmasnak bizonyult.

. A Gilbertella persicaria intraspecifikus variabilitisinak vizsgilata.
Ugyanezen modszerekkel vizsgdltunk 16 fiiggetlen helyrdl izolalt G.
persicaria izolatumot is. Izoenzim analizissel csak igen alacsony fajon beliili
variabilitist lehetett detcktdlni, a RAPD vizsgilatok viszont szinte
torzsszintli kiilonbségeket tartak fel. Két primerrel az egyes parosodasi
tipusokra (+ és ) specifikus amplifikicios termékeket azonositottunk. Ezen
primerekkel nyert RAPD mintdzatok alapjan a kétféle parosodasi tipus
egyértelmiien elkilonithetd. Szamos olyan RAPD markert hataroztunk meg,
amely a kés6bbi genetikai vizsgalatokban is jol alkalmazhat6.
Tanulméanyoztuk 80 egyedi szubsztrat hasznositasat, valamint 35 szénforras
zigosporaképzésre gyakorolt hatsat is.

. Rhizopus izolitumok variabilitisinak vizsgalata. Elvégeztiik 25 Rhizopus
izolatum RAPD analizisét és szénforras hasznositdsanak vizsgalatat. Az
irodalmi adatokkal 6sszhangban a vizsgalt karakterek nagymértéki intra- és
interspecifikus polimorfizmusat tapasztaltuk, ennek ellenére harom fajszinti
csoportot (Rh. stolonifer, Rh. circinans, Rh. oryzae) egyértelmiien sikeriilt
elkiiloniteniink. Eredményeink alapjan, indokoltnak latszik — az eredetileg
6nallo fajként leirt, de ma sem fajként sem véltozatként a Rh. stolonifertsl
meg nem kiilénboztetett — Rh. circinanst kiilon fajként kezelni. Viszonylag
egységes csoportot alkottak a Rh. oryzae izolatumok, az eltérd helyekrél
(kiillonb6z6  fSldrészekr6l) izolalt térzsek RAPD mintizatai ¢és
szénasszimilacios spektruma is nagyon hasonlé volt. Ezek az adatok cafoljak
azt a megallapitast, mely szerint a Rh. orvzae egy heterogén, rosszul
definialt gyiijtéfaj lenne. A Rhizopusok rendszerezésére korabban felhasznalt
(foként morfolégiai) karakterek til nagy variabilitast mutatnak ahhoz, hogy
egy id6tallo taxonomiai felosztast lehetne rajuk alapozni, tovabba, az
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ezekkel a modszerekkel végzett fajmeghatarozas igen gyakran tévesnek
bizonyul. Ezért olyan specifikus szénasszimilaciés és RAPD markercket
azonositottunk, amelyek alkalmasak az altalunk vizsgalt 3 faj izolatumainak
azonositasara.

. A M. piriformis é a G. persicaria mitokondriilis genetikai
szervez6désének tanulminyozasa. Elcktronmikroszkopos és restrikcios
enzimekkel végzett vizsgalatok eredménycként meghataroztuk a M.
piriformis mitokondrialis genom méretét (33,5 kb), elkészitettiik cirkularis
fizikai térképét, amelyen sikeriilt egyes géneket lokalizalni. Eredményeink
els6ként engednek betckintést a raktari kartevd M. piriformis mitokondrialis
genetikai rendszerébe, amely a harmadik ismert jaromspoéras gomba mtDNS.
Ezen vizsgalatainkkal parhuzamosan megkezdtik a G. persicaria
mitokondridlis genomjanak analizisét, amelynek soran eddig meghataroztuk
a restrikcios emésztésekkel nyert fragmentek és a mtDNS méretét (40,3 kb).
. Mikovirusok kimutatiasa és jellemzése. Mindharom vizsgalt csoportban
els6ként sikeriilt mikovirusok el6fordulasat kimutatni. Két G. persicaria
izolatum esetében ugyanazon nagyméretii (mintegy 15 kb) kétszali RNS
molekulat azonositottuk. Nukleoproteidek gélelektroforézisével
bizonyitottuk, hogy ezek az izoldtumok nukleokapszidot is hordoznak.
Kimutattuk, hogy a dsRNS elem a mitokondridlis frakcioban lokalizalt
Tanulmanyoztuk a dsRNS elemeknek a zigospordkon keresztiil torténd
transzmissziojat és azt tapasztaltuk, hogy ha a (+) parosodasi tipusa sziil6i
izolatum (vagy mindkettd) virushordozo6 volt, akkor a virusatvitel 50 %-os
volt; mig ha csak a (-) parosodasi tipusi sziilé volt fertézo6tt, akkor a virus
nem jelent meg az utédizolatumokban. A transzmisszidos kisérletek
eredményei a mitokondriumok uniparentalis 6roklédését és egy olyan
szelekcids mechanizmus 1étezését sugalljak, amely akadalyozza a

virushordoz6 mitokondriumok bejutasit az utddokba. A vizsgalt Rhizopus



izolatumok koziil 6tben mutattunk ki viralis genomként azonositott, eltérd
méretih  kettdsszali RNS  szegmenseket.  Elektroforézissel, illetve
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal ezekben is VLP-ket azonositottunk ¢s
jellemeztiink.

. A G. persicaria 6roklodésének vizsgalata. Alkalmas modszert dolgoztunk
ki a G. persicaria izolatumok keresztezésére, a zigosporak izolaldsara €s
csiraztatasara, valamint az utodok elkiilonitésére. RAPD markerek
felhasznalasaval megkezdtiik a gomba oroklédésmenetének
tanulmanyozésat. Kisérleteink sordn a kovetkezoket allapitottuk meg: az 2gy
zigosporabol szarmazo utédok azonos parosodasi tipusuak; a vizsgalt
zigosporakban tobb (legalabb 3) meidzisnak kellett lejatszodnia (ellentétben
a Phycomycesszel, ahol azt figyelték meg, hogy a zigosporak 80 %-dban
egyetlen meidzis torténik); a RAPD markerek megoszliasa az
utoédizolatumokban eltér a vart mendeli aranyoktol; a zigosporabol csirdzéd
micélium heterokariotikusnak bizonyult (szemben a M. hiemalis esetével,
ahol a germsporangiumok 98 %-a azonos genotipust sporakat tartalmaz). A
rendelkezésiinkre all6 markerekkel kapcsoltsdgi analizist is végeztiink,
amelynek eredményeként 2 kapcsoltsagi csoportot kiilonitettiink el.

. Mating specifikus RAPD termék azonositisa. A RAPD analizis sordn
tobb parosodasi tipus specifikus amplifikacios terméket azonositottunk. Az
egyik (+) izolatumokra karakterisztikus savot izolaltuk ¢és plazmidvektorba
klonoztuk, majd szekvenciajat meghataroztuk. Az amplikon a sejtciklus
szabalyozasaban is fontos szerepet jatsz6 szerin/treonin kindzok katalitikus
doménjével mutat homologiat, ami felveti azt a lehetdséget, hogy az elsd
jaromspéras gombabdl szarmazo (reményeink szerint a mating-folyamattal

kapcsolatos) kinaz gén egy részletét sikeriilt azonositani.



8.

A)

4.2.4. A G. persicaria rendszertani helyének vizsgilata a glicerinaldehid-
3-foszfit dehidrogeniz gén egy szakaszanak szekvencia elemzése
alapjan. A G. persicaria egy izolatumanak és a Mucoraceae, illetve a
Choanephoraceae csalad 3 -3 fajt reprzentald torzscinck DNS mintdibol
specifikus primerekkel felszaporitottuk ‘a gpd gén egy 240 bazisparos
szakaszat ¢és az igy kapott fragmentek nukleotid-, illetve a feltételezett
proteinek aminosavsorrendjét Osszehasonlitottuk. A G. persicaria, a
szekvencidk filogenetikai analizise alapjan jelentdsen eltér mind a
Mucoraceae, mind a Choanephoraceae csaladot képviseld izoldtumoktol,
czaltal eredményeink molekuldris eszkozokkel is megerdsitetik a
Gilbertellaceae csalad (elméleti megfontolasbol tortént) létrehozasanak
indokolt voltat. A termofil R. miehei és A. elegans a tobbi Mucoraceacbe
tartoz6 izolatumtol erdsen elkiiloniilt klaszterben helyezkedik el (meglepd
modon a B. trisporaval egyiitt); intronmentes szekvencidik hasonlésaga
mellett, mindegyikiikk gpd fragmentjei ugyanazon a helyen tartalmaztak
nagyfoki homolégiat mutat6 intronokat is — ezek a tébbi vizsgalt fajpban nem
fordultak eld. :

AZ ERTEKEZES TARGYKOREHEZ TARTOZO KOZLEMENYEK

FOLYOIRATBAN MEGJELENT KOZLEMENYEK

1.
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