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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A mikroszkopikus gombak esetében a részletes genetikai analizis egyik
alapfeltétele a konnyen alkalmazhato genetikai markerek megléte. Klasszikus genetikai
markerekkel (legtobbszor auxotrofia és rezisztencia markerek) jelolt gombatorzsek
alkalmazasaval lehetGség nyilik kiillonbozé genetikai felépitési gombatorzsek
keresztezésére, hibridek, illetve rekombinans torzsek elSallitasara. Ez a megkozelités,
szamos esetben jarult hozza elméleti, vagy gyakorlati szempontbol fontos gombatorzsek
genetikai allomanyanak megismeréséhez. Mivel az ilyen markerek (mutaciok) bevitele,
elsésorban az ipari torzsek egy jelentGs részében eldnytelen, sziikség lehet olyan,
kiilonleges protoplasztfizios rendszerek alkalmazasara, amelyek feleslegessé teszik a
partnerek, vagy legalabbis az egyik partner mutaltatasat. Ilyen modszer a hdinaktivalas, a
kémiai inaktivalas, vagy az izolalt sejtorganellumok atvitele. Alkalmazasuk esetén
mindkeét partner, vagy legalabbis a donor genetikai allomanya valtozatlanul, indukalt
mutaciok nélkiil vehet részt a fuzios folyamatban.

A kutatasi program kezdeti (a kés6bbitdl tematikailag elkiloniilé) idészakanak
célkitiizése, egy mikroszkopikus fonalasgomba, az Aspergillus nidulans sejtmagjainak
intakt allapotban torténd izolalasa volt. Vizsgalni kivantuk, hogy milyen tényezék és
hogyan befolyasoljak a sejtmagizolalas eredményét. Megkiséreltiikk tovabba az izolalt
sejtmagok recipiens 4. nidulans protoplasztokba torténd bevitelét.

Az utdbbi években tobb olyan eljaras is sziiletett, melyek segitségével nagyszamu,
a gomba genetikai rendszerét jellemzG természetes markert hatarozhatunk meg. Ezek,
bar szelekcios hatasuk nincs, a korabban emlitett protoplaszfuzids kisérletekben is
szerepet kaphatnak, mint a fuzios esemény nyomonkovetésének elGsegit6i. Igazi
jelentdségre azonban a természetes gombapopulaciok és kiilonboz6 rendszertani
csoportok genetikai variabilitasanak vizsgalataban tettek szert. Sajatos modon a nagy
fajszamu €s igen elterjedt Mucor nemzetség képvisel6i az ilyen jellegli vizsgalatokbol

mindeddig kimaradtak.



A Mucor nemzetség tagjai elsGsorban a talajbol izolalhaté szaprofita gombak. Az
ide tartozo fajok gyakran vizsgalt modell szervezetek, elsGsorban kﬁlc’inbézé szabalyzo
mechanizmusok, szexualis folyamatok, vagy a gomba morfogenezis tanulmanyozasakor.
Kozottik szamos, orvosi, ipari, biotechnologiai és mezdgazdasagi szempontbdl fontos
fajt talalunk. Orvosi tertleten ezek a gombak, mint a mucormikdzist okozo opportunista
patogének érdemelnek figyelmet. Egyes torzseik jo extracellularis enzimtermelSként,
masok’ a szteroidvazas vegyiiletek sztereospecifikus hidroxilalojaként keriilnek
élelmiszeripari és gyogyszeripar felhasznalasra. Nem elhanyagolhato szerepiik van egyes
élelmiszeripari termékek, vagy kulonbozé novényi eredetlii mezdgazdasagi termények
karositasaban.

A Mucor fajok a novénykarosité gombak azon csoportjaba tartoznak, melyek
elsGsorban az alacsony hémérséketen tarolt lédus terményeknél, mint masodlagos raktari
kartevok képesek kartételre. A génusz tagjai kozil, azonban csak néhanyat izolaltak
ilyen fertézésekkel kapcsolatban; az alkalmanként el6forduld M. circinelloides, M.
fragilis, M. hiemalis, M. racemosus és M. strictus mellett, elsGsorban a M. mucedo és a
M. piriformis azonosithato ilyen esetekben. Figyelembe véve az el6fordulas gyakorisagat
€s a kartétel nagysagat, kiemelkedd fontossagunak tekinthet6k a M. piriformis okozta
fert6zések.

A leirtak alapjan meglepd, hogy alig keriilt olyan adat publikalasra, amely M.
piriformis torzsek karakterizalasabol, vagy valamely karakter populacoszinti
variabilitasanak tanulmanyozasabol szarmazik. Ezért a kutatasi programunk célkit(izése
az, hogy kulonbozd molekularis markerek vizsgalata révén képet kapjunk a Mucor
nemzetségbe tartozéd fajok, kozilik is elsGsorban a M. piriformis genetikai
variabilitasarol.

Régota ismertek azok az eljarasok, melyek lehetGséget nytjtanak egy adott enzim
kilonbozé formainak, az un. izoenzimeknek az analizisére. Ezek az izoenzimek
létrejohetnek ha: (a) tobb génlokusz kulonbozd, de azonos funkcidt betoltd

polipeptidlancot kodol, (b) egy lokusz tobb allélja hozza létre a kiilonbozd



enzimformakat, (c) posztranszlacios modositasok un. masodlagos izoenzimeket hoznak
létre. A kulonbozd izoenzim formak eltéré elektroforetikus mobilitasuk alapjan
elvalaszthatok és specifikus festésekkel detektalhatok.

Az izoenzim analizis kiilonb6zd taxonomiai problémak megoldasakor, elsGsorban
fajok, illetve faj alatti kategoriak elkiilonitésére hasznalhato: pl. Alternaria, Beauveria és
Rhizoctonia fajok taxondémiajanak revizidja. A novénypatogén mikroszkopikus gombak
kozott azonban arra is talalunk példat, amikor az izoenzim analizis nem bizonyult
alkalmasnak rokon fajok elkiilonitésére (pl. Pythium).

Az eltéré enzimformak alapjan meghatarozott, lényegében genetikai markerek
megfeleldek egy fajon, vagy populacion belili variabilitas kimutatasara is. Egyes
fitopatogén gombaknal ilyen izoenzim markereket eltéré virulenciaju csoportok
azonositasara is sikerult felhasznalni.

A genetikai variabilitas kimutatasara tobbféle eljarast kinal a polimeraz lancrekciod
szakaszok a rDNA-ben) amplifikdlasara, vagy random szintetikus oligonukleotid
primerek alkalmazasara (Random Amplified Polimorphic DNA; RAPD). A RAPD
technika segitségével felszaporithatok azok a DNS szakaszok, melyek a primerekkel
homolog invertalt ismétlédé szekvenciak kozé esnek. A RAPD mar szamos
mikroszkopikus gomba (pl. Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium) esetében bizonyult
rendkiviil érzeékeny, elsdsorban fajon beluli kiilonbségek kimutatasara alkalmazhatd
eljarasnak. Lehet6ség van a RAPD amplifikacios termékek RFLP és PFGE analizisekben
probaként torténd felhasznalasara is.

A mikroszkopikus gombak genomjanak  Osszetettsége, ugyanakkor
kromoszémaik kis mérete a klasszikus citologiai €s genetikai vizsgalatokat nagyon
megneheziti. A PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) segitségével azonban, a DNS
molekulak mintegy 12 Mb nagysagig egymastol fizikailag szétvalaszthatok, ezaltal
lehetévé valik a kromoszomak szamanak €s méretének meghatarozasa. A fitopatogén

gombak kozil az eldszor tanulmanyozott Ustilago maydis rendkivil nagy variabilitast



mutatott; valamennyi izolatum elektroforetikus kariotipusa eltérd volt. Ez a kromoszoma
polimorfizmus (CLP, Chromosomal length polymorphism), amely elsGsorban inszerciok,
duplikaciok és transzlokaciok révén johet létre, kulonb6zé mikroszkopikus gombaknal
eltérd mértékli. Az elektroforetikus kariotipizalas, kiilondsen speciﬁkué génprobakat
felhasznalo hibridizacios kisérletekkel kiegészitve, izolatumok azonositasara, illetve faj
alatti rendszertani kategoriak elkilonitésére alkalmas eljaras.

lMikroszkc')pikus gombatdrzsek  jellemzésére az  altaluk  hordozott
extrakromoszomalis elemek, igy példaul a mikovirusok is felhasznalhatok. Kimutatasuk
altalaban a virusgenom detektalasaval torténik, amely szinte minden eddigi esetben
kettdsszala RNS (dsRNA). A virushordozas, amely altalaban nem kothets fenotipusos
valtozasokhoz, egyes fitopatogén gombak esetében lényegesen befolyasolhatja a torzs
patogenitasat (pl. Endothia parasitica, Helminthosporium victoriae). A kettGsszalu RNS

elemek kit(inéen felhasznalhatok fitopatogén gombak epidemologiai markereiként is.

A kutatasi program a kovetkezd fobb kérdésekre kivant valaszt adni:

1. Melyek azok a tipizalasi eljarasok, melyek segithetik a kiillonbozé Mucor fajok,
illetve egy faj kiilonboz6 torzseinek azonositasat. Osszhangba vannak-e ezek az
eredmények a Mucor nemzetség jelenleg elfogadott rendszertani felosztasaval.

2. Milyen mértékd a genetikai allomany variabilitasa a M. piriformis-on belul.

3. Korrelacioba hozhatok-e a kulonbozd molekularis-genetikai analizissel nyert
karakterek a vizsgalt torzsek valamely bioldgiai jellemzGivel.

4. Kimutathato-e, €és ha igen, milyen gyakorisaggal, extrakromoszomalis elemek

(plazmid, virus) jelenléte Mucor izolatumokban.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. A sejtmagizolalasi és protoplasztfuzios kisérleteket Aspergillus nidulans auxotrofia
€s morfologiai markereket hordozo torzseivel végeztiik.

2. Ezen kisérletek soran felhasznalt modszerek a kovetkezdk voltak: sejtfeltarasi
eljarasok, preparativ centrifugalasi eljarasok, spektrofotometrias modszerek,
plrotoplasztfaziés technikak  (kémiai €s elektrofuizio), fény- és

elektronmikroszkopia, tovabba altalanos mikrobioldgiai technikak.

3. A genetikai (és biokémiai) markerek variabilitasat a kovetkez6 Mucor fajok
esetében vizsgaltuk: M. albo-ater, M. aligarensis, M. circinelloides, M. corticolus,
M. fragilis, M. fuscus, M. hiemalis, M. mucedo, M. piriformis, M. plumbeus, M.
racemosus, M. ramannianus és M. rouxii.

4. Az izoenzim analizis soran alkalmazott modszerek: fehérje gélelektroforézis,
izoenzim festési technikak. A RAPD vizsgalatok soran alkalmazott modszerek:
polimeraz lancreakcio, nukleinsav  gélelektroforézis. Az elektroforetikus
kariotipizalas felhasznalt technikai: protoplasztképzési moddszerek, pulzaltatott
gélelektroforetikus eljarasok (OFAGE, Orthogonal Field Alternation Gel
Electrophoresis; CHEF, Contour Clamped Homogeneous Electric Field), DNS
hibridizacios modszerek. A numerikus taxonomiai elemzésekhez egyes Mucor
torzsek esetében szénasszimilacios teszteket és API-ZYM mikroteszteket is
hasznaltunk. A fiziologiai tesztek tovabba az izoenzim analizis €s a RAPD analizis
eredményeivel elvégeztik a numerikus taxonomiaban hasznalt legfontosabb

matematikai analiziseket.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1.

A kutatasi program elsé idGszakaban sikeriilt kidolgoznunk egy olyan eljarast, amely
lehetdveé teszi intakt sejtmagok izolalasat A. midulans protoplasztokbol.
Meghataroztuk tovabba azokat a feltételeket, amelyek mellett ezek a sejtmagok
recipiens protoplasztokba atviheték voltak. Ezt a kariodukciot 5 x 107 - 1 x 108

‘

gyakorisaggal sikeriilt megvalositani.

Eredményeinkkel sikerult cafolnunk azt az allitast, miszerint az izoenzim analizis a
nagy fajon beluli variabilitds miatt nem alkalmazhatd faj delimitalasra a Mucor
nemzetségen beltl. Bar a fajon belili eltéréseket egyes esetekben valoban nagynak
talaltuk (pl. M. circinelloides, M. racemosus), de mas fajok esetében (pl. M.
plumbeus) ez igen csekély is lehetett. Ezen eltérések magyarazhatok agy, hogy a
nagy "fajon beliili" variabilitas a torzsidentifikalas elégtelenségébdl szarmazik; a
morfologiai karakterei alapjan a tobbit6l megbizhatobban elkiilonithetd fajok
eseteben (M. plumbeus) az észlelt polimorfizmus kisebb. Nem zarhaté ki azonban
hogy az eredmények valoban az egyes Mucor fajok genetikai allomanyanak erdsen
eltérd variabilitasat tukrozik.

Az intraspecifikus variabilitast a legnagyobb torzsszammal vizsgalt M. piriformis
esetében tanulmanyoztuk részletesebben. Egy elmélet szerint a viszonylag
meghatarozott kornyezeti feltételek kozott €16 specializalodott patogének és az
obligat parazitak kisebb genetikai variabilitast mutatnak, mint a szélesebb gazda- és
szubsztratspektrummal rendelkezdé fakultativ patogén, vagy a szaprofita gombak.
Eredményeink nem tamasztjak ala ezt a hipotézist: a szaprofita M. piriformis
izoenzim markereinek variabilitasa kozepesnek mondhatdé. 59 izolatumra hét
elektroforetikus fenotipus (EP) detektalhato, de az izolatumok 93%-a harom EP

valamelyikébe tartozik.



Egyes M. piriformis izolatumok (29 izolatum) felhasznalasaval, amelyek parosodasi
tipusa is meghatarozasra kerult, sikerilt olyan izoenzim markereket azonositani
(MDH, EST, G6DH enzimrendszerekkel), melyek lehetévé teszik a szexualis
interakciora képes (+ €s - parosodasi tipusu) izolatumok elkilonitését a neutralis
("aszexualis") izolatumoktol. Ez az elsé alkalom, hogy ilyen tipusu korrelacié
ismerté valik egy Mucor nemzetséghez tartozo gomba esetében. Morfologiai, illetve
p:;togenjtésbeli jellemzdkkel a vizsgalt izoenzim markerek nem mutattak hasonlo
Osszefuggést.

Nyolc kilonbozd oligonukleotid primer felhasznalasaval 59 M. piriformis izolatum
RAPD analizisét is elvégeztik. A létrehozott amplifikaciés mintazatok szama
primerenként erésen eltérd: két primer esetében (OPC-05, OPC-07) harom-harom,
az OPC-08 segitségével hét, az OPC-01 esetében nyolc, mig az OPC-12 és OPC-13
primerek alkalmazasakor kilenc-kilenc volt. A RAPD segitségével a neutralis
izolatumokban kimutatott polimorf lokuszok szama (48%), jelentGsen meghaladja a
parosodasi reakciora képes (+ €s -) izolatumokét (34%). Mindeddig nem allt
rendelkezésre bizonyiték arra nézve, hogy az ivaros folyamatok (zigosporaképzés)
végbemennek-e egy természetes M. piriformis populacioban; ha igen milyen
gyakorisaggal €s milyen feltételek esetén. Eredményeink kisérletes bizonyitékot
szolgaltatnak arra nézve, hogy ez az ivaros szaporodasi ciklus feltehetSleg
természetes kortilmények kozott is végbemegy.

Hasonloan néhany mikroszkopikus gombanal tapasztalthoz, a RAPD segitségével
kimutatott variabilitds meghaladja az izoenzimek segitségével detektaltat. Ennek
ellenére a RAPD vizsgalatok adataibol is meghataroztunk olyan markereket,
amelyek korrelacioba hozhatok a vizsgalt gombatorzsek szexualis tulajdonsagaival,
segitségiikkel elktlonithet6k a neutrdlis és a parosodasi képességgel rendelkezd
izolatumok.

Az elektroforetikus kariotipizalas modszerét alkalmazva, elGszor sikertilt adatokat

nyerni kalonbozé Mucor fajokat reprezentald torzsek kromoszomaszamara, a



kromoszomalis DNS méretére €s a genom nagysagara vonatkozoan. Mindazok a
korabbi probalkozasok, melyek klasszikus citologiai modszerek alkalmazasaval
kisérelték meg kondenzalt kromoszomak kimutatasat valamely Mucor torzsbél,
sikertelenek voltak. A vizsgalataink, melyeket eddig a M. plumbeus, M.
circinelloides, M. racemosus, M. bainieri és a M. mucedo fajokhoz tartozd
torzseken végeztiink, igen nagy kromoszoma polimorfizmust (CLP) tartak fel,
lényegeében torzsszinti kilonbségek 1étét jelezve. Ilyen nagyon variabilis
elektroforetikus kariotipust mar tobb gombafaj igy, pl. Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloeosporoides, Ustilago hordei esetében kimutattak. A CLP Ggy
tlinik, meglehetdsen altalanos sajatossag kiiliinboz6 gombafajokban, a varabilitas
mértéke azonban erfsen eltérd lehet. Kistler és Miao hipotézise szerint, a meiozis
szelekcios hatasa a kromoszoma aberraciokkal szemben, ezért a meiozis
el6fordulasanak gyakorisaga forditottan aranyos a CLP mértékével. Ezen hipotézis
megalapozottsaga vizsgalataink révén konnyebben eldonthetd.

Heterolog génproba felhasznalasaval két, egyébként jelentés CLP-t felmutato, M.
circinelloides torzs esetében a rRNS-t kodolo régid kromoszoémahoz rendelését is
megvalositottuk. Ezek az eredmények az elsé 1épést jelentik a Mucor torzsek
genetikai térképezéséhez, amely a tobbmagvi meiosporak bonyolult kariotikus
dllapota €s az igen rossz csirazasi képességiik miatt, klasszikus geneﬁkai
eljarasokkal mindeddig lehetetlennek bizonyult.

A kutatasi program soran elsének sikertlt azonositanunk kett3sszali RNS elemeket
egy Mucor torzsben (M. ramannianus NRRL 1296). Ezt megel6z6en csak egyetlen,
mtDNS preparatum elektronmikroszkdpos vizsgalatabol szarmazo megfigyelés
jelezte kisméretd extrakromoszomali elemek jelenlétét M. racemosusban.
Nagyszami Mucor torzs (102 izolatum) vizsgalata révén tovabbi 6t esetben (egy-
egy M. mucedo, M. hiemalis, M. aligarensis és két M. corticolus) mutattuk ki,

feltehetSen viralis eredeti RNS szegmentek jelenlétét. Ezen virushordozé torzsek
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esetében nem talaltunk megkulonboztetd, a virushordozassal Ossszefliggésbe
hozhato fenotipusos bélyegeket.

10. Megvizsgaltuk €s meghataroztuk, néhany mas analizis (szubsztrat hasznositasi
tesztek, Api-ZYM mikrotesztek) hasznosithatosagat Mucor fajok numerikus

taxonomiai elemzéseiben.
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