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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AA
ALA
BLAST
CBS
DGLA
DHA
DPA
EPA
ETA
FSU
GLA
ITS
LA
MEA
ML
NCBI
NRRL
nrLSU
nrSSU
OA

PCR
PUFA
rDNS
rpbl
RPM
SZMC
tef
YNB

arachidonsav

a-linolénsav

Basic Local Alignment Search Tool

Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands
dihomo-y-linolénsav

dokozahexaénsav

dokozapentaénsav

eikozapentaénsav

eikozatetraénsav

Friedrich Schiller University, Jena

y-linolénsav

Internal Transcribed Spacer

linolsav

Malt extract agar (malatas taptalaj)

Maximum Likelihood

National Center for Biotechnology Information
Agricultural Research Service Culture Collection, USA
nuklearis riboszomalis RNS (28S) nagy alegység
nuklearis riboszomalis RNS (18S) kis alegység

olajsav

palmitinsav

polimeraz lancreakcio

Polyunsaturated Fatty Acid (tobbszorosen telitetlen zsirsav)
riboszémalis DNS

RNS polimeraz b alegység

percenkeénti fordulatszam

Szeged Microbial Collection, Hungary

transzlacios elongacios faktor

Yeast nitrogen base (élesztd nitrogénforras)



2. BEVEZETES

A Mortierellales rend a jaromsporas gombak egyik klasszikus csoportja, ezen beliil a
Mortierella a legnagyobb fajszammal rendelkezé nemzetsége. Az ide tartozo fonalas gombak
kozmopolita, szaprotrof szervezetek. Micéliumuk magas lipidtartalma miatt az olajtermeld
organizmusok kozt tartjak szamon 6ket. Ezt kihasznalva egyes képviseldiket (pl. Mortierella
alpina) tébbszorosen telitetlen zsirsavak (pl. arachidonsav) termeltetésére hasznaljak az iparban.

Gyakorlati és 6koldgiai jelentdségiik ellenére rendszertanuk meglehetdsen elhanyagolt és
szinte kizarolag morfologiai bélyegeken — elsésorban az aszexualis szaporitd képletek
vizsgalatan — alapul. Mivel a fajok laboratoriumban a hosszu tarolas alatt elveszithetik sporazé
képességliket pontos, csak morfologiai bélyegek alapjan torténé meghatarozasuk problémas. Az
utoébbi évek molekularis filogenetikai vizsgalataiban ugyan tanulmanyoztak a jaromsporas
gombak magasabb szintli kapcsolatait, de a vizsgalatok kevés Mortierella izolatum bevonasaval
torténtek és nem terjedtek ki a Mortierellales renden beliili filogenetikai viszonyok tisztdzasara.

Az ipari zsirsavtermelésben alkalmazott Mo. alpina-val meglehetésen sok tanulmany
foglalkozott. Vizsgaltak a kiilonb6z6 Mo. alpina torzsek zsirsavtermelését, mutansok
segitségével feltartak a zsirsav-bioszintézis egyes enzimatikus 1épéseit, illetve azonositottak az
enzimeket kodold géneket. Néhany faj (pl. Umbelopsis isabellina) zsirsavtermelését szintén
tanulmanyoztak, azonban a Mortierella nemzetség tobbi tagjanak zsirsavprofiljarél, illetve a
termelés hatterében allo bioszintetikus folyamatokrol nagyon kevés informacioval rendelkeziink.

Munkank célja az volt, hogy az egész nemzetségre kiterjedd fiziologiai és molekularis
vizsgalatok segitségével tisztazzuk a Mortierella nemzetség filogenetikai helyzetét, valamint a
Mortierellales rend tobbi nemzetségéhez fiiz6d6 viszonyat. Tovabba célul tiiztiik ki a Mortierella
¢s rokon nemzetségek zsirsavtermelésének vizsgélatat, tovabbi telitetlen zsirsavtermeld torzsek
azonositasat, illetve a zsirsavtermelés diverzitasanak tanulmanyozasat a Mortierellales renden
beliil. Terveink kozt szerepelt a zsirsav-bioszintézisben résztvevd A9 deszaturaz enzimet kodold

gén azonositasa is a zsirsavtermeld izolatumokban.

Kulcsszavak: Mortierella, A9 deszaturaz, nrSSU, filogenetika, szénforras-hasznositas,

tobbszorosen telitetlen zsirsavak.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A jaromspordas gombdak dltalanos jellemzése és rendszerezésiik dttekintése

A jaromsporas gombak elnevezés a valdédi gombak (Eumycota), azon beliil pedig a
szarazfoldi gombak egyik nagy csoportjat jeloli. Neviiket az ivaros szaporodasuk soran keletkezd
spora (zigospéra vagy jaromspora) jellegzetes alakjarol kaptak. Ismertebb nemzetségeik,
melyeket gyakorlati és élettani hatasaik alapjan tobbszor vizsgaltak: Absidia, Gilbertella,
Micromucor, Mucor, Mortierella, Phycomyces, Rhizomucor és Rhizopus. Tobbségiik szaprotrof
¢életmodot folytat (pl. Mortierellales és Kickxellales). Sejtfaluk 6 épitéeleme a kitin és kitozan.
Vegetativ telepiik jol fejlett, intenziv novekedésiik miatt nagy tomegli hifaképzésre képesek.
Micéliumuk altalaban conocitikus vagy szabalytalanul szeptalt. Ivartalan szaporodasuk soran a
micéliumokrol nyeles sporangiumok differencialédnak, az ezekben képzddd sporangiosporak
passzivan terjedd aplanospordk (Benjamin, 1979; Benny ¢és mtsi., 2001). Megfeleld kornyezeti
koriilmények kozott és kompatibilis partner esetén ivarosan is képesek szaporodni.

A jaromsporas gombak felhasznaldsa szamos teriileten kiemelkedd. Az élelmiszer- és
gyogyszeriparban extracelluldris enzimek (pl. protedzok és lipazok) és kiillonbozé metabolitok
(pl. B-karotin, likopin, arachidonsav, y-linolénsav) termelésére (Outtrup és Boyce, 1990;
Godtfredsen, 1990), ezen kiviil szteranvazas vegyliletek sztereospecifikus hidroxilalasara
hasznaljak Oket (Madyastha és Srivatsan, 1987). Néhany fajuk (Mucor, Actinomucor és
Rhizopus) megtalalhato specialis fermentacioval késziilé tavol-keleti ételek starter kulturajaban
(Han ¢és mtsi., 2001). Nem elhanyagolhatd azonban, hogy ¢élelmiszeripari termékek (Devoyod,
1988) és mezOgazdasagi termények karositasaban (Michailides és Ogawa, 1985) is részt
vehetnek elsdsorban raktari kartevoként. Zigomikozist okozo fajaik, mint opportunista patogének
érdemelnek figyelmet (Ribes és mtsi., 2000; Walsh és mtsi., 2004; Chayakulkeeree és mtsi.,
2006). Laboratoriumokban fontos modellszervezetekként hasznaljak Oket, a leggyakrabban
alkalmazott fajok a kovetkezok: Mo. alpina, Mucor mucedo, Mu. rouxii, Mu. circinelloides,
Phycomyces blakesleeanus (Jackson és mitsi., 1998; Cerda-Olmedo, 2001).

A jaromspords gombak tradicionalis osztdlyozasa és a fajok meghatarozasa foként az
aszexualis (sporangium, sporangiélum) ¢és a szexualis (zigospora) szaporitdo képletek
morfoldgiaja alapjan tortént. A morfologiai alapu osztalyozas 1d6- és laborigényes, ezen kiviil a
morfologiai jellegek, példaul a zigosporak hianya miatt téves eredményekhez vezethet. Az ITS
(Internal Transcribed Spacer) a magi SSU (nrSSU nuklearis riboszémalis RNS (18S) kis
alegység) és LSU (nrLSU nuklearis riboszomalis RNS (28S) nagy alegység) régio, valamint az



aktin gének vizsgalata megfelel6 moddszernek bizonyult a jaromspoérds gombak evolucios ¢€s
filogenetikai kapcsolatainak tanulmanyozasara faj- és nemzetség szinten egyarant (Kwasna és
mtsi., 2006). A jaromsporas gombak filogenetikai helyzetével foglalkozo publikacié (Hibbet és
mtsi., 2007) az utdbbi években jelent meg, mely alapjan a polifiletikus Zygomycota térzset négy
monofiletikus alcsoportra osztottak fel: Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina
¢s Entomophthoromycotina. A Mucorales, Endogonales ¢és Mortierellales rendeket a
Mucoromycotina altorzsbe soroltak. A Mucorales és a Mortierellales rendbe gyorsan novo,
sporazo fajok tartoznak. A két csoport elkiilonitésére szolgald morfologiai bélyeg a

sporangiumtarté csucsan 1évo kolumella megléte (Mucorales) vagy hianya (Mortierellales).
3.2. A Mortierellales rend dltalanos jellemzése és rendszerezésiik dttekintése

A Mortierellales rend a jaromsporas gombak egyik legnagyobb fajszammal rendelkezd,
morfoldgiai és 0kologiai szempontbdl is figyelemre méltd csoportja. A fajok tobbsége az erdei
talajok humuszképzésében résztvevd szaprofita szervezet. A csoport egyarant tartalmaz meleg-
¢és hidegkedveld fajokat. A Mo. wolfii az egyetlen opportunista patogén faj kozottiik, mely
szarvasmarhdkban okozhat vetélést, tiidégyulladast (mortierellozis) (Johnson és mtsi., 1990).
Szintenyészetben vattaszerii vagy felszinre tapado telepeket képeznek, bizonyos taptalajokon

jellegzetes un. rozettas telepmorfoldgiat mutatnak (1. abra).

1. abra: Mo. capitata CBS 648.68 izolatum rozettas novekedést mutato telepe MEA
taptalajon (21 °C-on 7 napos inkubacio utan).
A telepek szine valtozo lehet: jellemzden fehér, halvanyrozsaszin, lila, barna vagy sziirke;
azonban ez sok esetben fligg a tenyészet koratdl és a tapkozegtdl is. Micéliumaik pokhalo

finomsaguak, jellegzetes hagyma vagy fokhagyma illatot 4raszthatnak. Aszexudlis szaporodasuk



egy- és/vagy soksporas sporangiummal torténik, a kolumella szinte mindig hianyzik vagy
fejletlen (Taylor és mtsi., 2004).

A legtobb Mortierellales renddel foglalkoz6 molekuléris filogenetikai tanulmény
elsésorban a csoport Mucorales rendhez fiiz6d6 viszonyat vizsgalta, példaul a transzlacios
elongaciés faktor al (tef), az aktin, illetve a magi riboszémalis gének (ITS, nrSSU, nrLSU)
szekvenciai alapjan (Voigt és Wostemeyer, 2001). A régebbi rendszerek a Mortierella fajokat is
tartalmaz6 Mortierellaceae csaladot a Mucorales rendbe soroltak (Zycha és mtsi., 1969;
Hesseltine és Ellis, 1973; Hawksworth és mtsi., 1995). Azonban az utdbbi évek molekularis
filogenetikai vizsgalatai szerint Cavalier-Smith (1998) egy uj jaromsporas gombarend, a
Mortierellales rend bevezetését ajanlotta, amit a késdbbi tanulmanyok szintén megerdsitettek
(Voigt és mtsi., 1999; Voigt ¢és Wostemeyer, 2001). A szétvalasztast aladtdmasztotta az
extracellularis poliszacharidok (Ruiter és mtsi., 1993), valamint az nrSSU ¢és nrLSU szekvenciak
tanulmanyozasa (Voigt és mtsi., 1999; Tanabe és mtsi., 2000; O’Donnell és mtsi., 2001; Voigt és
Wostemeyer, 2001). A 2. abran a magi riboszémalis RNS gének (rDNS) ismétlddd egységel,
illetve egy kinagyitott egység részletezése lathato.

A tef és az aktint kodolo gének vizsgalata alapjan bebizonyosodott az is, hogy mind a
Mortierellales, mind a Mucorales rend monofiletikus csoportok (Voigt és Wostemeyer, 2001).
Ezt egyébként aldtdmasztjdk egyes morfologiai karakterek is, mint példaul a kolumella

jelenléte/hianya, a hifa valaszfalak és a zigosporak morfologiaja.

1 rDNS ismétlodo egység

|
f 1

/

/

ITS régio IGS régid

N

I S -
SSU (185) RNS 5,85 LSU (25-28 S) RNS SSRNS
RNS

2. abra: A kis (18S) és nagy (28S) riboszomalis RNS alegységet kodolod
génszakasz. (http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm)

A Mortierella nemzetség rendszerezése sokaig kizardlag aszexualis tulajdonsagaik
alapjan tortént (Gams, 1977). A sporangioforok elagazasai alapjan a nemzetséget két

alnemzetségre osztottak fel: Micromucor és Mortierella. A Micromucor alnemzetséget mas


http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm

szerzOk Isabellina szekcioként kiilonboztették meg (Zycha és mtsi., 1969; Meyer és Gams,
2003). Az ITS 1/2 régi6o PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizise és
az ITS 1 szekvencidk alapjan késziilt filogenetikai vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy a
Micromucor — Isabellina (syn. Umbelopsis/Micromucor) csoport monofiletikus és a Mucorales
rendbe tartozé gombakkal all kozelebbi rokonsagban (Meyer és Gams, 2003). Ezért javasoltak e
gombak szamara az Umbelopsis nemzetség és az Umbelopsidaceae csalad bevezetését és
athelyezését a Mucorales rendbe. A morfologiai karakterek jellegzetességei szintén azt mutatjak,
hogy az Umbelopsis nemzetség a Mucorales rend tagja (Zycha és mtsi., 1969; Hesseltine és Ellis,
1973; Hawksworth és mtsi., 1995; Voigt és Wostemeyer, 2001).

A Mortierellales rend kozel 120 fajaval az eddig leirt jaromsporas gombak 10 szazalékat
foglalja magéaba (Hawksworth ¢és mtsi., 1995). A Mortierellaceae csaladba jelenleg hat
nemzetséget sorolnak, ezek a Mortierella, Aquamortierella, Lobosporangium, Gamsiella,
Dissophora ¢és Modicella (Benny, 2005). Az utobbi években tehat tobb publikacio is megjelent,
amelyben a Mortierellales rend magasabb filogenetikai kapcsolatait vizsgaltak. A teljes
Mortierellales rendre kiterjed6 filogenetikai és morfologiai tanulmanyokat azonban eddig nem

végeztek. Jelen vizsgalatunk célja éppen ennek a hianynak a potlasa.

3.3. A tobbszorosen telitetlen zsirsavak és egészségben betoltott Szevrepiik

A Mortierellales rendbe tartozé gombakat micéliumuk magas lipidtartalma miatt az
olajtermeld organizmusok kozt tartjak szamon és egyes képviseldiket tobbszordsen telitetlen
zsirsavak termeltetésére alkalmazzak. A zsirsavak kiilonb6zd hosszusdgu szénhidrogénldncbol és
egy terminalis karboxil csoportbdl allnak. Megkiilonboztetiink telitett zsirsavakat (mint példaul a
palmitinsav), amelyek nem tartalmaznak kettds kotéseket, illetve telitetlen zsirsavakat, melyek
legalabb egy kettds kotést tartalmaznak. A kettds kotésben szerepld két hidrogénatom allasa
szerint beszélhetiink cisz- vagy transz-zsirsavakrol. Azokat a zsirsavakat, amelyek egynél tobb
kettds kotést tartalmaznak tobbszorosen telitetlen zsirsavaknak (Polyunsaturated Fatty Acid,
PUFA) nevezziik. A kettds kotések elhelyezkedése a lancon beliil nagy jelentdséggel bir. A
kotések helyét meghatdrozhatjuk a karboxil csoporttél, azaz a delta végtdl szamitva, vagy az
ellenkezé végi metil csoporttdl, az Gin. omega-szénatomtdl. Ez utobbi névhasznalat esetében
beszEliink omega-3, omega-6 és omega-9 zsirsavakrol, attdl fliggden, hogy a végtol szamitott
hanyadik szénatomon talalhatdo az els6 kettés kotés. A legismertebb tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat az 1. tdblazatban tiintettiik fel szénatomszdmuk és kettds kotéseik elhelyezkedése

szerint csoportositva oket.



1. tablazat: Tobbszorosen telitetlen zsirsavak csoportositdsa a szénatomszam ¢és a kettds kotés
elhelyezkedése szerint.

9 zsirsavak ®6 zsirsavak ®3 zsirsavak

OA=olajsav (C18:1) LA=linolénsav (C18:2) ALA=q-linolénsav (C18:3)

1§iszenatomszamu 6,9-oktadekadiénsav

zsirsavak (C18:2) GLA=y-linolénsav (C18:3) sztearidonsav (C18:4)
8,11-eikozadiénsav DGLA=dihomo-y-linolénsav ETA=eikozatetraénsav
20 szénatomszamu (C20:2) (C20:3) (C20:4)
zsirsavak MA=5,8,11- _ . . EPA=eikozapentaénsav
eikozatriénsay (C20:3) | AA=arachidonsav (C20:4) (C20:5)
. ) DPA=dokozapentaénsav
22 szénatomszamu i adrénsav (C22:4) (C22:5)
zsirsavak DPA=dokozapentaénsav DHA=dokozahexaénsav
(C22:5) (C22:6)

Zarojelben a szénatomok szama ¢és a kettds kotések szama lathato.

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak szerkezetiikbdl adédoan fontos szerepet toltenek be a
membranok felépitésében, dinamikajaban, permeabilitasaban, ezen kiviil a membrankapcsolt
1995). Emellett bizonyos gének, példaul az adipocita zsirsavkotd fehérje (Amri, 1991; Distel és
mtsi., 1992), a gliikdz transzporter 4 (Tebbey és Buttke, 1994), és a sztearoil-KoA deszaturaz
(Landschulz és mitsi., 1994; Ntambi, 1992) kifejez6désének kontrollalasaval szabalyozzak a
szervezetben a zsirsavak bioszintézisét ¢és a koleszterin transzportjat (Sessler és Ntambi, 1998).
A tobbszordsen telitetlen zsirsavak szamos metabolit, példaul a prosztaglandinok, leukotriének
¢s hidroxi-zsirsavak prekurzoraiként is fontos szerepet jatszanak (Innis, 1991). Széleskori
biologiai hatasuk miatt hianyuk borrendellenességeket, illetve az ideg-, keringési-, hormon-,
l1égz6- és szaporodasi rendszer, valamint az immunrendszer és a gyulladasos folyamatok
szabalyozasanak zavarat okozhatja (Certik és Shimizu, 1999). Az omega-3 zsirsavak hianya
altalaban sziv- és érrendszeri problémakat okoz, mig az omega-6 zsirsavak a gyulladasos
folyamatokban birnak jelentds szereppel (Din és mtsi., 2004). Emellett az arachidonsav az
alloxan okozta cukorbetegség Kialakulasanak esélyét csokkenti, valamint védi a kiilonféle
szoveteket az oxidativ stressz okozta karos hatasoktol (Suresh és Das, 2006). Az anyatej
tartalmazza a csecsemdk idegrendszerének és retinajanak egészséges fejlodéséhez sziikséges
arachidonsavat és dokozahexaénsavat (Gill és Vaivety, 1997; Ward és Singh, 2005). A y-
linolénsavat, a dihomo-y-linolénsavat és az eikozapentaénsavat az arachidonsav ¢és a
dokozahexaénsav mellett szintén alkalmazzak élelmiszerek adalékanyagként (Innis, 1991; Ward
¢és Singh, 2005; Suresh és Das, 2003). Az emberi szervezet nem képes kettds kotést helyezni az
omega-6 és omega-3 helyekre, ezért nem képes az olajsavat linolsavva illetve a-linolénsavva
alakitani. Ezeket esszencialis zsirsavaknak nevezziik, melyeket a taplalékkal kell a szervezetbe

juttatnunk (Certik és Shimizu, 1999).




3.4. Mikrobialis zsirsavtermeles

3.4.1. A mikrobialis zsirsavtermelés elonyei

A y-linolénsav nagyrészét az iparban novényi magvakbol nyerik Ki (szazszorszép és
bordgd), azonban a ndvényekbdl hianyoznak a 18 szénatomszadm feletti telitetlen zsirsavak
kialakulasaért felel6s enzimek (Certik és Shimizu, 1999). Az allati forrasbol szarmazo olajok (pl.
halolaj) hosszabb szénlancu zsirsavakat is tartalmaznak, azonban alkalmazasuknak szamos
hatranya van. Az egyik hatrany, hogy a halolajnak kellemetlen ize és illata van, valamint el kell
tavolitani az olajban 1évd szennyezddéseket és a koleszterint (Certik és Shimizu, 1999). Ezért a
figyelem régota az ugynevezett olajtermeld mikrobak felé fordult, amelyek képesek hosszabb
szénlanci (20 vagy 22) zsirsavak szintézisére is. Bizonyos gombak, tengeri baktériumok,
heterotrof és fototrof mikroalgak, valamint moszatok termelnek kiilonféle, tobbszorosen
telitetlen zsirsavakat, melyek alternativ zsirsavforrasok lehetnek az élelmiszeripar szamara
(Radwan, 1991; Leman, 1997; Singh és Ward, 1997; Certik és Shimizu, 1998; Vazhappilly és
Chen, 1998).

Az olajtermeld mikroorganizmusokra jellemz6, hogy szaraztomegiik 50%-ban lipideket
tartalmaznak (Higashiyama és mtsi., 2002). Szamos elénnyel rendelkeznek a névényi és az allati
eredetli zsirsavforrasokkal szemben, melyek a kovetkezOk: (a) aktiv lipid-szintetizalo
apparatussal rendelkeznek; (b) a mikrobialis olajok magasabb értékiiek, mint példaul a
napraforgoolaj vagy a palmaolaj; (C) a mikrobak magas novekedési rataval rendelkeznek,
valamint szamos szubsztratot képesek hasznositani, igy eldallitasuk olcso; (d) a zsirsavtermelés
folyamatosan végezhetd évszaktol, iddjarastol fliggetleniil; (e) a mikrobakkal ellenérzott
mindségli, koncentraltabb, analitikailag tisztabb zsirsavak allithatok el6; (f) egyszeri felépitésiik
miatt megfeleld modellszervezeteknek bizonyultak a lipid-bioszintézis és a metabolikus

szabalyozas vizsgalatahoz (Certik és Shimizu, 1999).
3.4.2. Mortierella fajok, mint alternativ zsirsavforrasok

A jaromsporas gombak koziil a Mucorales rendbe tartozo fonalas gombak is termelnek
tobbszorosen telitetlen zsirsavakat, azonban ezek a gombak gyakran okoznak opportunista
fertézéseket emberekben (mukormikoézisok), ezért hasznéalatuk élelmiszer adalékanyagként nem
lenne biztonsagos, igy a figyelem a Mortierellales rend felé fordult. (Dyal és Narine, 2005). A
Mortierellales rendbe tartozé fonalas gombakat az olajtermelé organizmusok ko6zé soroljuk
mivel biomasszajuk tobb mint 25%-ban lipideket tartalmaz, melyeket lipid testekben halmoznak

fel valamilyen kornyezeti stressz hatasara (Murphy, 1991). A Mo. alpina szarazsulyanak akar
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50%-at is kiteheti a triacilglicerol olaj, aminek a 40%-at hosszulancu, tobbszordsen telitetlen
zsirsavak alkotjak (Wongwathanarat €s mtsi., 1999). Szdmos tanulmany bemutatta, hogy a
Mortierella fajok igéretesek lehetnek az omega-6 zsirsavak gyartasaban, beleértve a 20
szénatomszamu arachidonsavat, melynek egyik legfontosabb ipari termeléje a Mo. alpina
(Higashiyama és mtsi., 2002). A Mo. alpina az arachidonsavon kiviil képes még linolsavat, y-
linolénsavat, dihomo-y-linolénsavat, eikozapentaénsavat és dokozahexaénsavat is eléallitani a
hémérséklet csokkentése (Bajpai és mtsi., 1991) vagy kiilséleg hozzaadott olajok alkalmazasakor
(Jang és mtsi., 2005; Shinmen és mtsi., 1992), ami azt jelzi, hogy ez a gomba mind az omega-3,
mind az omega-6 zsirsavak tekintetében potencialis forras lehet (Ho és mtsi.,, 2007). A Mo.
alpina 1S-4 ipari torzs az egyik legjobban vizsgalt zsirsavtermeld mikroorganizmus. Szamos
zsirsav eldallitasara, ezen kiviil kiils6leg hozzaadott zsirsavak atalakitasara is képes. A torzs
zsirsav-bioszintézisben hibas mutansai is rendelkezésre allnak, amelyek kiilonboz6 tobbszorésen
telitetlen zsirsavak eldallitasara képesek (Sakuradani és Shimizu, 2009). A Mo. alpina altal
termelt arachidonsavat ¢lelmiszer adalékanyagként is felhasznaljak, mivel kimutattdk, hogy a
gomba biztonsagosan alkalmazhat6 (Strekeestra, 1997; Hempenius és mtsi., 2000; Hempenius és
mtsi., 1997). Mivel a Mo. alpina egy talajbol izolalhato fonalas gomba, ezzel az emberek
gyakran taldlkozhatnak. A zsirsavtermeld gomba nem patogén, a spoérdi nem allergének,
valamint mikotoxinokat sem termel.

Habar az iparban alkalmazott Mo. alpina részletesen jellemzett, a Mortierella nemzetség
tobbi tagjanak zsirsavtermelésér6l meglehetdsen hianyosak ismereteink. Munkank célja ezért uj
zsirsavtermel6 Mortierella torzsek azonositasa, valamint a zsirsavtermelés diverzitasanak

vizsgalata a Mortierellales renden beliil.
3.5. Tobbszorosen telitetlen zsirsavak bioszintézise Mortierella fajokban

A tObbszorosen telitetlen zsirsavak bioszintézise telitett és telitetlen zsirsavak
modositasaval torténik, amely soran a deszaturaz enzimek kettés kotéseket helyeznek a
megfeleld szénatomokra, az elongazok pedig egy metilén (CH,) egységgel hosszabbitjak meg a
szénlancot (Ward és Singh, 2005). A gombakbdl izolalt zsirsav deszaturazok mindegyike az
endoplazmatikus retikulum membranjahoz kotott enzim (Shanklin és mtsi., 1994). A zsirsav
deszaturacié aerob utjahoz 3 fehérje sziikséges: NAD(P)H-citokrom bs reduktaz, citokrom bs és
deszaturaz. A deszaturazoknak harom tipusa van: az acil-KoA deszaturazok, az acil-ACP
deszaturazok és az acil-lipid deszaturazok (Sakuradani és mitsi., 1999). Az aerob utvonalnal az

els6 telitetlen kotés kialakitasa mindig a KoA-hoz kapcsolt telitett zsirsavak (palmitinsav és

crer
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Mo. alpina-bdl izolalt A9 deszaturazok karboxil végén egy citokrém bs-szerii alegység talalhato.
A Mo. alpina-ban harom A9 deszaturaz gént azonositottak. Mindharom A9 deszaturaz fehérjére
jellemzd, hogy 8 hisztidint tartalmaznak, amelyek 3 konzervalt hisztidin klusztert alkotnak,
emellett mindharom gén esetén az intron az altalanos eukaridta génekre jellemz6 5°GT
nukleotidok helyett 5 GC nukleotidokkal kezdddik (Sakuradani és mtsi., 1999). A A9 deszaturaz
egyes (A9-1) és kettes (A9-2) kopiak aminosav sorrendje 86%-ban megegyezik, mindkettében
egy intron talalhat6, azonban szubsztratspecifitasuk eltér, mivel a A9-2 f6 szubsztratja a 16
szénatomszamu palmitinsav, mig a A9-1 deszaturazé a 18 szénatomos Sztearinsav. A A9-3
deszaturaz aminosav sorrendje 56%-ban egyezik meg a A9-1 és 58%-ban a A9-2 deszaturazzal,
azonban szubsztratként a 24, illetve 26 szénatomszamu zsirsavakat részesiti elonyben. Ezen
kiviil tartalmaz egy madsodik intront is és valosziniileg a A9-1 és A9-2 deszaturdz gén
duplikaciojaval jott 1étre (Abe és mtsi., 2006).

Az elongazok tobb alegységbdl felépiild, membrankapcsolt enzimek. Az elongacio 4
1épésben zajlik: a folyamat az acil csoport kondenzaciojaval kezdédik malonil KoA-va, ekdzben
ketoacil keletkezik, valamint CO, redukcié torténik a y-hidroxi csoporton, a kovetkezo 1épés a
dehidratacio, majd a masodik redukcio végeredményeképp kialakul a meghosszabbitott zsirsav
(Ward ¢és Singh, 2005).

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak bioszintézisének mindharom utvonala (omega-9,
omega-6, omega-3) a A9 deszaturaz reakcidjaval indul, igy sztearinsavbol olajsav (OA) jon 1étre.
Az omega-9 zsirsavak esetén a masodik kettds kotés a A végtdl szamitott 6. szénatomra keriil a
A6 deszaturaz altal, kialakitva igy a 6,9 oktadekadiénsavat. A kovetkezd 1épésben elongacio
torténik, igy kialakul a 20 szénatomszamu 8,11-eikozadiénsav, amire a A5 deszaturdz az 5-0s
pozicioban 1évé szénatomon kialakitja a harmadik kettds kotést, igy létrejon az 5,8,11-
eikozatriénsav (Certik és Shimizu, 1999). Az omega-6 zsirsavak ttvonala soran az olajsav A
veégtdl szamitott 12. szénatomjan a Al2 deszaturdz alakitja ki a masodik telitetlen kotést, igy
létrehozva a linolsavat (LA), amire a mar emlitett A6 deszaturaz helyezi a harmadik telitetlen
kotést létrehozva a y-linolénsavat (GLA). Ezt a 1épést elongicido koveti, amelyben a vy-
linolénsavbol 20 szénatomszamu dihomo-y-linolénsav (DGLA) keletkezik. A DGLA-bol a AS
deszaturdz arachidonsavat (AA) készit, ami altalaban az omega-6 bioszintézis ut végterméke Mo.
alpina-nal (Certik és Shimizu , 1999). Az omega-3 zsirsavak tobbféle modon is kialakulhatnak.
A kezdOlépések a mar jol ismert sztearinsav — olajsav — linolsav atalakuldsok, majd a
linolsavra a A15 deszaturaz helyezi a 3. telitetlen kotést kialakitva az a-linolénsavat (ALA),
amelybdl a A6 deszaturdz sztearidonsavat készit. A kovetkezd elongacié soran 20

szénatomszamu, 4 telitetlen kotést tartalmazd eikozatetraénsav (ETA) keletkezik. Az
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eikozatetraénsavat a A5 deszaturaz alakitja eikozapentaénsavva (EPA). Azonban az
eikozapentaénsav alacsony homérsékleten arachidonsavbol is keletkezhet a Al17 deszaturaz
segitségével (Certik és Shimizu , 1999). A AlS5 és a Al7 deszaturazokat gombakban ®3
deszaturazként emlitik, ezért a 3. abran is igy jeloltiik ¢ket, melyen a tobbszordsen telitetlen

zsirsavak bioszintézisének harom Utvonala lathato.

coon A COOH 3 COOH

18:1000 —>» ¢ 18208 —_— 18:303
AS AB AS

T Yooup COOH —18:3‘” COOH < 18:403 COOH
an/ NZNENAON =/ \am SN IALE
EL vy EL v E1Sy

30200 ~ COOH 203008 COOR 8 - 20:403  COOH
= o o N
A5 v A5 + AS v

— = COOH e OOH 3 == COOH
— =, alacsony hém 7 e,
® 9 sorozat ® 6 gorozat ® 3 sorozat

3. abra: Tobbszorosen telitetlen zsirsavak bioszintézisének utvonalai Mo. alpina-ban (EL =
elongaz, AS, A6, A9, A12, o3, = deszaturdzok, 18:0 = sztearinsav, 18:109 = olajsav, 18:209
= 6,9 oktadekadiénsav, 18:2m6 = linolsav, 18:3w6 = y-linolénsav, 18:3w3 = a-linolénsav,
18:4w3 = sztearidonsav , 20:2®9 = 8,11-eikozadiénsav, 20:3w9 = 5,8,11-eikozatriénsav,
20:3w6 = dihomo-y-linolénsav, 20:4w6 = arachidonsav, 20:4m3= eikozatetraénsav, 20:5®3
= eikozapentaénsav (Certik és mtsi., 1998).



4. CELKITUZESEK

Munkéank 6 célkitlizése a Mortierellales renden beliilli rokonsagi viszonyok
tanulmanyozéasa fiziologiai ¢és molekularis vizsgalatok segitségével nagyszamu izolatum
bevonasaval. Célunk a Mortierella nemzetségen beliili fobb fajcsoportok, valamint a kevés
izolatummal reprezentalt fajok helyzetének pontositasa is. Ezen kiviil terveink kozott szerepelt a
Mortierella és rokon nemzetségek zsirsavtermelésének vizsgalata, j tobbszorosen telitetlen

zsirsavakat termeld fajok, valamint a zsirsav-bioszintézisben résztvevd gének azonositasa.
Munkénk soran ezért a kovetkezd konkrét célokat tiiztiik ki:

1. A 18S riboszomalis RNS régiot (nrSSU) kodolod génszakasz felszaporitdsa nagyszamu

Mortierella és rokon izoldtum bevonasaval.

2. Az nrSSU szekvenciak kombinalasa a korabban meghatarozott nrLSU, ITS, tef és az RNS
polimeraz b alegységét kodolo rpbl szekvenalasabol nyert adatokkal, illetve a kombinalt

adatsorok filogenetikai elemzése.

3. Nagyszamt Mortierella és rokon nemzetségbe tartozo izolatum szénforras-hasznositasanak

vizsgélata. A szénasszimilacids profil és a filogenetikai eredmények dsszevetése.

4. A Mortierella és rokon nemzetségek zsirsavtermelésének vizsgalata 1) telitetlen
zsirsavtermeld torzsek azonositdsanak, illetve a zsirsavtermelés Mortierellales renden beliili

diverzitasanak tanulmanyozasa érdekében.

5. A zsirsavtermel0 izolatumokban a tobbszorosen telitetlen zsirsavak bioszintézisének kezdo

1épéséért felelés A9 deszaturazt kodold gén azonositasa.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Felhasznalt gombatorzsek

A szénforras-hasznositdshoz ¢és a molekuléris vizsgalatokhoz hasznalt torzseket ugy
valogattuk Gssze, hogy lefedjék a teljes Mortierellales rendet. Vizsgalatainkba 105 Mortierella, 6
Dissophora, 3 Umbelopsis, 2 Micromucor, 1 Lobosporangium és 1 Gamsiella izolatumot
vontunk be. A vizsgalt izolatumok részletes felsorolasat az 1. melléklet tartalmazza. A
zsirsavtermelés vizsgalataba 67 torzset vontunk be, mig a A9 deszaturdz gént eddig 15 torzsbol

azonositottuk. Ezeket a torzseket szintén az 1. mellékletben jeldltiik.
5.2. Tenyésztési koriilmények

A gombatorzseket malatas taptalajon (MEA: 1% gliikoz, 0,5% élesztOkivonat, 0,5%
malatakivonat, 2% agar) tartottuk fenn 4 °C-on. A torzseket izolatumtol fliggben a novekedésiik
szempontjabol optimalis hdmérsékleten (20, 24 vagy 37 °C) inkubaltuk 7 napig. A szénforras-
hasznositasi vizsgalatokhoz minimal taptalajt (MM: 0,5% (NHg)2 SOq4, 0,1% KH,PQO4, 0,05%
MgSQy4, 2% agar) hasznaltunk, melyet 0,2% szénforrassal egészitettiink ki. Néhany torzs esetén
nitrogénforrasként 0,05% YNB-t hasznédltunk ammoénium-szulfat helyett. A szénforras-
hasznositas vizsgalatakor a torzseket szintén a ndvekedésiik szempontjabol optimalis
hémérsékleten (20, 24 vagy 37 °C) inkubéltuk 7 napig. A DNS kivonashoz malatas tapoldatot
hasznaltunk (MEA: 1% gliikéz, 0,5% ¢élesztokivonat, 0,5% malatakivonat), a torzseket a
novekedésiiknek megfelelé hémérsékleten (20, 24 vagy 37 °C) 5-7 napig, 200 rpm-mel razattuk.
A zsirsavtermeléshez gliikkoz-éleszt6 tapoldatot (GY: 2% gliikkoz, 1% élesztékivonat, pH 6,5)
hasznaltunk, melybe 10° sporat oltottunk, majd 10 napig 20 °C-on, 150 rpm-mel razattuk. A
kompetens sejtek készitéséhez, valamint a plazmid kivonashoz alkalmazott Escherichia coli
TOP10F torzset Luria-féle tapoldatban (LB: 1% NaCl, 1% tripton, 0,5% élesztékivonat)
neveltiik. A tapoldatot a plazmid kivonas esetében 100 pg/ml ampicillinnel egészitettiik ki a
megfeleld szelekcid miatt. Luria-féle taptalajt (LB: 1% NaCl, 1% tripton, 0,5% élesztékivonat,
2% agar) hasznaltunk a baktérium transzformacidhoz, illetve a transzformans baktériumok

fenntartasahoz, amit 100 pg/ml ampicillinnel egészitettiink ki a megfeleld szelekcid miatt.
5.3. Felhasznalt anyagok

5.3.1. Alkalmazott szénforrasok

A szénforras-hasznositasi tesztekben a kovetkezd vegyiileteket hasznaltuk egyediili

szénforrasként: D-gliik6z, D-szacharoz, D-lix6z, D-xiléz, D-frukt6z, D-galaktéz, D-mannoz, L-
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arabinoz, maltoz, L-szorbdz, L-ramnoz, laktdz, xilan, dextran, vanillin, mio-inozit, cellobioz,
raffindz, keményitd, szorbit, xilit, L-glutamin, L-prolin, L-aszparagin, L-glutaminsav, L-glicin,
L-leucin, L-valin, L-izoleucin, L-fenilalanin, L-triptofan, L-lizin, L-szerin, L-treonin, L-cisztein,
L-hisztidin, L-alanin, L-metionin, L-arginin, L-tirozin, ornitin, glicerol-lI-monohidrat,
borostyankésav, gliikkonsav, inulin, L-almasav, fumarsav, etanol, glicerin, eritrit, galaktit, L-
citrullin, cisz-akonitsav, inozin, orotsav, galluszsav, I|-metilmannozid, keto-izovaleriansav,
gentizinsav, pirosz6ldsav, aszkorbinsav, protokatechusav, a-metil-D-xilozid, melibidz, glicerol-I-

Mmonoacetat, mannit.
5.3.2. HPLC analizisnél alkalmazott standardok

A zsirsavtermelés vizsgalatakor a HPLC analizis sordan a kovetkezd standardokat
alkalmaztuk: palmitinsav (P, C16:0); palmitolénsav (PO, C16:1w-7); sztearinsav (S, C18:0);
olajsav (OA, C18:1»-9); linolsav (LA, C18:2w-6); linolénsav (ALA, C18:3w-3); y-linolénsav
(GLA, C18:3w-6); arachidonsav (AA, C20:40-6); eikozapentaénsav (EPA, C20:50-3);
dokozahexaénsav (DHA, C22:6w-3). Bels6 kontrollként a margarinsavat (C17:0) alkalmaztuk.

5.4. Alkalmazott maodszerek

5.4.1. A szénforrds-hasznositas vizsgalata

A vizsgélatba bevont izolatumokbol sporaszuszpenzidt készitettiink: a sporakat 3 ml
desztillalt vizzel steril koriilmények kozott lemostuk a MEA ferde agarok felszinérdl.
Kiilonboz6, az alap taptalaj (MM) mellett csak egy-egy szénforrast tartalmazo taplemezeket,
illetve kontrollként szénforrasmentes taplemezeket ontottiink, majd a szuszpenziokbol minden
csészére 20 pl-t pipettaztunk a taplemezek kozepére. A leoltott taplemezeket a torzseknek
megfeleld homérsékleten (20, 24 vagy 37 °C) inkubaltuk egy hétig. Az inkubacios id6 letelte
utan a szénforrdsmentes és a glikoz tartalmu taptalajhoz viszonyitva vizsgaltuk a torzsek

novekedését.
5.4.2. Genomi DNS kivonas

10 mg micéliumot dorzsmozsarban -elporitottunk cseppfolyds nitrogén hozzaadasa
mellett. A porra dorzsolt micéliumbol a DNS-t a MasterPure Yeast DNA Purification Kit
(Epicentre) segitségével tisztitottuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A DNS mintakat
kloroform-izoamilalkohol 1:1 aranya keverékével tisztitottuk. Centrifugalas utan (13000 rpm, 10
perc, Hettich) a vizes fazist 2,5-szeres mennyiségii 96%-0s etanollal kicsaptuk, majd 2-12 o6ra
inkubacid utan centrifugalassal (20 perc, 13000 rpm, Hettich) iilepitettiik. A kililepitett DNS-t
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70%-0s etanollal mostuk, majd vakuum alatt beszaritottuk. Ezt kovetéen a DNS-t 50 pl

desztillalt vizbe feloldottuk, majd tovabbi felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.
5.4.3. A 18S riboszomadlis DNS régio felszaporitisa

A PCR reakcioelegy 0sszetétele (25 ul végtérfogatban):
1x Dupla-Taq puffer (ZenonBio)
2,5 mM MgCl; (ZenonBio)
0,2 mM dNTP mix (Fermentas)
0,2 uM NSI1 primer
0,2 uM NS4 primer
1 U Dupla-Taq DNS polimeraz (ZenonBio)
20-50 ng genomi DNS

Az amplifikalas koriilményei:
1 ciklus: 94 °C, 3 perc, denaturalas
35 ciklus: 94 °C, 20 mp, denaturalas
60 °C, 30 mp, primer kotddés
72 °C, 90 mp, lanchosszabbitas
1 ciklus: 72 °C, 10 perc, lancelvarras

Az amplifikalas soran alkalmazott primerek (White és mtsi.,1990):

NSI1 primer 5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’
NS4 primer 5’-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’

Az amplifikalasokat T3 Thermocycler (Biometra) segitségével végeztiik.
5.4.4. DNS gélelektroforézis

A nukleinsavak elvalasztasa agar6z gélelektroforézissel tortént. A mintakat 1/5
mennyiségli mintapuffer hozzdadasa utan 0,8%-os agar6z/TAE gélen valasztottuk el. A
nukleinsavak detektalasa etidium-bromidos festést kovetden (0,5 pg/ml) UV fényben tortént. Az
amplifikalt fragmentumok mérete 1100-1200 bazispar kozott volt. Az amplifikdlds utdn a

mintakbol 1-1 pl-t futtattunk meg a PCR termék ellenérzéséhez.
5.4.5. Az nrSSU szekvencidk elemzése és filogenetikai analizise

A PCR technika segitségével felszaporitott DNS fragmentumok szekvenalasat az LGC
Genomics (Berlin) végezte, ahol szekvenalas eltt a mintakat ExoSAP-IT (Affymetrix) kit
segitségével tisztitottadk. A kapott szekvencidkat egyesével Gsszehasonlitottuk adatbanki (NCBI
GenBank) szekvencidkkal a BLAST alkalmazas segitségével. Az 0Osszehasonlitds alapjan
igazoltan Mortierella (vagy rokon) nemzetségbe tartozo izolatumok ellentétes iranybol
meghatarozott szekvenciaibol kontig-ot készitettiink a Staden programcsomag PreGap és Gap4
programjainak felhasznalasaval (Staden és mitsi., 2000), majd a kontigokbol CLUSTAL-W
(Thompson és mitsi., 2002) algoritmus alapjan a BioEdit (Hall, 1999) program segitségével
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illesztéseket készitettiink, sziikség esetén manualis javitassal. Az ITS, tef és rpbl szekvenciak
esetében, azok magas indel tartalma miatt az ilyen evolucios eseményeket jobban figyelembe
vevl, kifinomultabb illesztési moddszerre volt sziikség. A végsd, ot gén szekvencidjanak
adataibol késziilt illesztést ezért a Probalign algoritmus (Roshan és Livesay, 2006) segitségével
végeztiik. A manualis korrekciokra elsésorban az esetlegesen el6forduld szekvenalasi hibak és az
indel szakaszok ellen6rzése miatt volt sziikség. EIobbit a szekvenalasbol kapott
kromatogramokkal vald Osszevetés alapjan végeztiik. A szekvencia tulnyaldsokat kizartuk a
vizsgalatbol. Az elemzéseket a kizardlag nrSSU szekvenciakat tartalmazd adatsor esetében
Maximum Likelihood, a kombinalt (ITS + nrLSU + nrSSU + tef + rpbl) szekvencia adatsor
soran pedig Bayes-féle megkozelitéssel végeztiik. Kiilcsoportként a Rhizopus oryzae egy
izolatumanak (NRRL 28631) adatbankbol letoltott nrLSU és nrSSU szekvenciait valasztottuk.

A Maximum Likelihood (ML) becslést Phyml v2.4.4 szoftverrel (Guindon és Gascuel,
2003) végeztiik a GTRHT (General Time Reversible) szubsztiticios modellt hasznalva. A kapott
Maximum Likelihood fa kladjainak megbizhatosagat Bootstrap analizissel vizsgaltuk. Ezt 1000
ismétlésben, a fenti koriilményeket hasznalva végeztiik, 70% feletti bootstrap értékeket tekintve
er0s tamogatottsagnak. A Bayes-féle analizist a MrBayes 3.1.2 szoftver MPI verzidjaval
(Alteckar és mtsi., 2004) végeztiik. A felhasznalt evoluciés modell megegyezett az ML analizis
soran hasznalttal. Kiilonbség volt az ML analizishez képest, hogy az illesztést 6t particiora
osztottuk (teljes ITS régio, nrLSU, nrSSU, tef, rpbl), mivel azt tapasztaltuk, hogy a likelihood
értekek igy szignifikdnsan javultak és a kapott eredmények jobban illeszkedtek adatainkhoz. A
Markov lancokat addig futtattuk, amig azok el nem érték a stacionarius fazist. Ezt a két futas
kozotti eltérés vizsgalatabol és a likelihood értékek valtozasabol tudtuk megallapitani. A futtatas
10’ generacion keresztiil, 6 x 10° generacios burn-in értékkel tortént. A lancokbol minden
szazadik generacio utan vettiink mintat. A Bayes-féle analizisben a 0,95 feletti poszterior

valdszinliség értékeket tekintettiik szignifikansnak.
5.4.6. Zsirsavkivonas

A vizsgalatba bevont izolatumokbol spdraszuszpenzidt készitettiink: a sporakat 3 ml
desztillalt vizzel steril koriilmények kozott lemostuk a MEA ferde agarok felszinérdl. A
sporaszuszpenziok koncentraciojat Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg, majd a
szuszpenziokat 10° spora/ml tdménységiire higitottuk. 10° sporat oltottunk 100 ml GY tapoldatot
tartalmaz6 250 ml térfogati lombikokba, majd a lombikokat 10 napig 20 °C-on, 150 rpm-mel
razattuk. Az inkubécios 1d6 letelte utdn a micéliumokat lesziirtiik, majd desztillalt vizes mosast

kovetden a nedves tomeget lemértiik. Ezutan a micéliumokat 70 °C-on 24 o6ran keresztiil
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szaritottuk, majd szaritast kovetéen meghataroztuk a mintdk szaraztomegét. A szaritott
micéliumot dorzsmozsarban eldorzsoltiik, majd 20 mg micéliumhoz 1 ml 5%-0s KOH tartalmu
majd a mintdkat alapos vortexelés utan 5 oran keresztiil 70 °C-on inkubaltuk. A szaponifikacio
utan a mintakhoz 100 pl 37%-0s sosavat adtunk, amivel a mintak pH-jat 2-esre csokkentettiik,
ezaltal a zsirsavakhoz kapcsolodott kalium hidrogénre cserélédott. A zsirsavakat ezek utdn 3 X 1
ml kloroformmal extrahaltuk. Minden extrakciot kdvetden a mintékat 1 percig vortexeltiik, majd
15 percig, 4000 rpm-mel, 4 °C-on centrifugaltuk (Hettich). Az els6 extrahalas elétt a mintakhoz
1 ml desztillalt vizet is adtunk a fazishatarok konnyebb szétvalasa végett. A kloroformban

extrahalt mintak beszaritasat nitrogén gaz alatt végeztiik.
5.4.7. HPLC analizis
5.4.7.1. Szarmazékképzés

A beparolt mintakhoz 50+1 mg kalium-karbondtot adtunk, majd felvettiik 0,250 ml
acetonitrilben és hozzdadtunk 0,125-0,125 ml acetonitrilben elkészitett koronaéter (1 pg/ml,
Sigma) és BrDMEQ (250 pg/ml, Dojindo) oldatot. Az elegyet tartalmazo iiveget teflon-betétes
kupakkal szorosan lezartuk, majd 1 perc homogenizalast kovetden 20 percig, fénytdl elzartan, 80
°C-on inkubaltuk (Heating block, Cole-Palmer). A mintdk lehiilése utdn a reakcidelegybdl 0,4
ml-t 1,5 ml-es mintatarto fiolakba (Vialab) pipettaztunk.

5.4.7.2. Referencia standardok elokészitése, kalibrdcio

A vizsgalandé komponensek azonositadsara és mennyiségi meghatarozéasara alkalmazott
referencia vegyiileteket és a modszer optimalizalt paramétereit a 2. tablazat tartalmazza. A
vegyliletekbdl acetonitrilben kiilon-kiilon 1 mg/ml-es torzsoldatokat készitettiink, majd ezek
egyesitésével és higitasaval allitottuk el a kalibracios szintek eldallitasahoz alkalmazott 10
készitettiik el 5000 ng/ml, 1000 ng/ml, 500 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml és 1 ng/ml. A
meghatarozasok soran margarinsavat alkalmaztunk az extrakcio és a meghatarozas ellenérzéseére

belsd standardként.
5.4.7.3. Folyadékkromatogrdfias (HPLC) paraméterek

A szarmazékképzett zsirsavak analizisét Shimadzu LC-10 modularis HPLC rendszerrel
végeztiik, mely egy rendszervezérlob6l (SCL-10AVp), automata mintaadagolobol (SIL-
10ADVp), két LC-20ADVp pumpabdl, egy eluens gaztalanitobol (DGU-14A), egy
oszloptermosztatbol (CTO-10ASVp) és egy fluoreszcens detektorbdl (RF-20A) allt.
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2. tablazat: A meghatarozasba bevont zsirsav komponensek kromatografias paraméterei.

Zsirsav komponens | Rt (min) | Meredekség | Tengelymetszet R’ LOQ (ng/ml)
Eikozapentaénsav 11,42 0,000052 -3,08 0,9998 10
a-linolénsav 11,72 0,000452 -25.37 0,9996 1
y-linolénsav 11,81 0,000399 -25,51 0,9995 1
Dokozahexaénsav 11,91 0,003993 -14,62 0,9994 10
Arachidonsav 12,36 0,000839 -37,26 0,9997 10
Palmitoleinsav 12,46 0,000544 -32,19 0,9996 10
Linolsav 12,85 0,000413 -64,12 0,9993 10
Palmitinsav 14,39 0,001397 -9083,93 0.9796 100
Olajsav 14,74 0,000360 -72,75 0,9993 10
Margarinsav,ISTD 15,99 0,000564 -37,28 0,9997 10
Sztearinsav 18,08 0,000368 -2071,1 0,9947 100

Az elvalasztast 35 °C-on termosztalt reverz fazisa 150 mm X 4,6 mm-es Kinetex C-18
(Phenomenex) 2,6 pm-es szemcseatmérdjii oszlopon, gradiens eluensarammal valositottuk meg
1,2 ml/min aramlasi sebességgel. Az A eluens HPLC mindségli viz (Millipore), a B eluens
acetonitril (VWR) volt. A gradiensprogram 0,5 percig tarté6 30% B eluens tartalommal indult,
mely 8,5 perc alatt linearisan 90%-ra emelkedett és ezen az értéken maradt 10 percig, majd 2
perc alatt visszadllt a kiindulési értékre és a nyomas stabilizalasaig (4 perc) ezen az értéken
maradt. A teljes futasidé igy 25 perc volt. A mintdkbol 5 pl-t injektaltunk és a fluoreszcens

detektalast 350 nm excitacios €s 450 nm emisszids hullamhosszaknal valositottuk meg.
5.4.8. A A9 deszaturaz gén felszaporitdsa

A PCR reakcioelegy 0sszetétele (20 pl végtérfogatban):

1x PCR Master Mix (0.05 U/ul Tag DNS polimeraz, 1x reakcié puffer, 4 mM
MgCl,, 0,4 mM dNTP mix) (Fermentas)

1 ul Frw2 primer

1 ul Revl primer

20-50 ng genomi DNS

Az amplifikélas koriilményei:

1 ciklus: 94 °C, 3 perc, denaturalas
3 ciklus: 94 °C, 1 perc, denaturalas
37 °C, 1 perc, primer kotodés
lassu hémérséklet emelkedés (0,23°C/mp 2°C/mp helyett)
72 °C, 2 perc, lanchosszabbitas
35 ciklus: 94 °C, 1 perc, denaturélés
50 °C, 1 perc, primer kotodés
72 °C, 2 perc, lanchosszabbitas
1 ciklus: 72 °C, 2 perc, lancelvarras

Az amplifikalasokat T3 Thermocycler (Biometra) segitségével végeztiikk. Az amplifikélas
soran alkalmazott degeneralt primerek:
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Frw2 primer 5>-GGTTCTAGAGGNYTNGGNATHACNGC-3’
Revl primer 5>-GGTCTCGAGTGRAARTTRTGRTANCCYTC-3’

Alahuzassal a primerre tervezett restrikcios endonukleazok (Xbal, Xhol) hasitohelyeit jeloltiik.
N=AT,C G;Y=C, T;H=T,C,A;R=A,G
5.4.9. DNS izoldlasa gélbol

A PCR soran kapott DNS fragmentumokat tartalmazé gél részletet steril szikével UV
lampa alatt vagtuk ki a 0,8% agar6zt tartalmazo gélbdl. A kivagott gélbdl a DNS-t a DNA

Extraction Kit (Fermentas) segitségével nyertiik ki a gyarto utasitasainak megfelelden.
5.4.10. DNS fragmentumok klonozdsa

A DNS fragmentumokat a pTZ57R/T (InsT/Aclone™ PCR Cloning Kit, Fermentas) vagy
a pJET1.2/blunt vektorokba (CloneJET™ PCR Cloning Kit, Fermentas) ligaltuk. A ligalast T4

DNS ligazzal (Fermentas) 20 percig szobahOmérsékleten végeztiik.
5.4.11. Kompetens Escherichia coli sejtek készitése

E. coli TOP10F torzsének 14 o6ras LB tapoldatban nevelt tenyészetébdl 1 ml-t 100 ml LB
tapoldatba atoltva a baktériumokat ODgoe=0,6 érték eléréséig novesztettiik (200 rpm, 37 °C). A
tenyészetet centrifugaltuk (4000 rpm, 10 perc, 4 °C, Hettich), majd a sejteket azonos mennyiségii
4 °C-0s, 100 mM-os CaCl; oldatban szuszpendaltuk. Az elébbi miiveletet megismételtiik, majd a
100 mM-os, 4 °C-os CaCl, oldatban felvett sejteket 1 o6ran at jégfiirddben inkubaltuk, ezt
kovetben Gjra centrifugaltuk (4000 rpm, 10 perc, 4 °C, Hettich). A kiiilepedett sejteket 1/20
térfogatt, 100 mM-0s, 20% glicerol tartalmu hideg CaCl, oldatban szuszpendaltuk fel és 200 pl

mennyiségenként Eppendorf csdvekbe osztottuk szét, ezeket -70 °C-on fagyasztva taroltuk.

5.4.12. E. coli sejtek transzformdcioja

crer

hajtottuk végre. 200 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 5-10 ul
ligatumot és 100 ul TCM puffert (10 mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaCl,; 10 mM MgCl,) adtunk
hozza. Osszekeverés utan 25 percig jégen inkubaltuk, ezt kdvetden 3,5 perces 37 °C-os hésokkot
alkalmaztunk, majd a mintdkat 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. A mintdkbol
kiilonb6z6 mennyiségeket szélesztettiink 100 ug/ml ampicillint tartalmazo LB taptalajra 40 pl
IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid, 20 mg/ml, Fermentas) és 40 pl X-gal (5-bromo-4-
kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid, 20 mg/ml, Fermentas) jelenlétében (pJET1.2/blunt vektor

esetén nem volt sziikkség szinszelekcidra). A transzformans sejteket 37 °C-on 16-20 o6raig
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tenyésztettiik, az inszert DNS-t tartalmazo vektorokat hordoz6 baktériumokat szin alapjan

szelektaltuk (fehér telepek).
5.4.13. Plazmid DNS tisztitdsa

A plazmid DNS tisztitaséhoz a Viogene Mini-M™ Plasmid DNA Extraction System
(Viogene) kitet hasznaltuk. A transzformans baktérium telepekbdl tisztitott plazmidokba beépiilt
inszerteket restrikcidos emésztésekkel ellendriztik, melyeket a standard modszerek szerint

végeztiink (Sambrook ¢és mtsi. 1989) mindig az adott koriilményekhez optimalizalva.
5.4.14. A A9 deszaturaz szekvenciak elemzése

A A9 deszaturaz fragmentumokat tartalmazo6 plazmidok szekvenalasat az LGC Genomics
(Berlin) végezte a plazmidokra tervezett primerek (Frw2 és Revl) segitségével. A kapott
szekvencidkat egyesével Osszehasonlitottuk adatbanki (NCBI GenBank) szekvencidkkal a
BLAST alkalmazas segitségével. Az Osszehasonlitds alapjan igazoltan A9 deszaturaz ellentétes
iranybol meghatéarozott szekvenciaibdl kontig-ot készitettiink a Staden programcsomag PreGap
¢s Gap4 programjainak felhasznalasaval (Staden és mtsi., 2000), majd a kontigokb6l CLUSTAL-
W (Thompson és mitsi., 2002) algoritmus alapjan a BioEdit (Hall, 1999) program segitségével
illesztéseket készitettiink. Az illesztésekbe az adatbankban talalhaté Mo. alpina A9 deszaturaz,

illetve egyéb gomba deszaturaz szekvenciakat is bevontunk.

22



6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Filogenetikai vizsgalatok

Az altalunk meghatarozott nrSSU szekvencidkat bevontuk egy kombinalt nrLSU, ITS, tef
és rpbl adatokat tartalmazé adatsorba, melyeket szintén munkacsoportunk hatarozott meg. Erre
azért volt sziikség, hogy ne csupan egy gén adatain alapuldé Un. génfat, hanem a valos
viszonyokat jobban tiikr6zd, tobb gén egyiittes dsszehasonlitdsan alapulo torzsfat kapjunk. Ezen
talmendéen az nrSSU szekvencidk nagyfoku hasonlosdga is indokoltta tette az adatok
kiegészitését a joval variabilisabb ITS régio, illetve az nrLSU, a tef és az rpbl adatokkal. A
kiegyensulyozott taxonmintavételt szem el6tt tartva a nagyszamu izolatummal reprezentalt fajok
kozil néhanyat kihagytunk a filogenetikai elemzésbdl, azonban a szénforras-hasznositési
mintazatukban esetlegesen rejld kiilonbségek tisztdzasa céljabol bevontuk Oket a
szénasszimilacios vizsgalatokba. A 107 izolatum (4 Dissophora, 1 Gamsiella, 1
Lobosporangium, 2 Umbelopsis, 2 Micromucor, 96 Mortierella és a kiilcsoportként valasztott
Rhizopus oryzae) szekvenciai alapjan szamolt torzsfat a 2. mellékletben abrazoltuk.

A torzsfan jol elkiiloniilnek az Umbelopsis és Mortierella kladok. Az Umbelopsis klad
magaba foglalja az Umbelopsis isabellina (NRRL 1757), U. autotrophica (CBS 310.93) és a
Micromucor nemzetség képviseldit: Mi. ramannianus var. ramannianus (SZMC 12036), Mi.
ramannianus var. ramannianus (NRRL 1296), Mo. ramanniana var. angulispora (CBS 222.29),
valamint a Mo. longicollis-t (CBS 209.32), ami a kiilcsoportként definialt Mucorales rendbe
tartozo R. oryzae-vel alkot testvércsoportot.

A nagy Mortierella klad tovabbi 12 alkladra oszthatd: strangulata, globulifera,
stylospora, angusta, lignicola, selenospora, polycephala, alpina, parvispora, wolfii, verticillata-
humilis és gamsii. A strangulata klad magas tamogatottsagi érték mellett magaba foglalja a Mo.
strangulata (CBS 455.67) és a Mo. rostafinskii (CBS 522.70) fajokat. A Gamsiella és
Dissophora nemzetségek vizsgalatunkba bevont képviseldi a korabbi, szintén a
munkacsoportunk altal készitett harom gén (nrSSU, nrLSU, ITS) szekvenciain alapul6 torzsfan
még egy nagyobb, alacsony timogatottsagi értékii (0,74) globulifera kladot alkottak. Az 6t gén
szekvencidin alapul6 torzsfan azonban a klad magas tdmogatottsagi érték mellett harom kisebb
kladra: globulifera, stylospora és angusta bonthat6. A Mo. globulifera izolatumai (CBS 858.70,
CBS 417.64, FSU 826) alkotjak a globulifera kladot. A stylospora kladba tartoznak a Mo.
stylospora (CBS 211.32) és testvércsoportként a Gamsiella multidivaricata (CBS 227.78), ami
maximalis tamogatottsagi érték mellett a Mo. mutabilis (CBS 308.52) testvércsoportja. Az

angusta kladot a Mo. angusta (CBS 293.61) és az elébbiekhez hasonloan magas tamogatottsagi
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értékkel testvércsoportja, a Dissophora alkotja. A lignicola klad magaba foglalja a Mo.
gemmifera (CBS 134.45, CBS 842.70), Mo. kuhlmanii (CBS 157.71), Mo. chlamydospora (CBS
120.34, CBS 529.75) és Mo. beljakovae (CBS 123.72, CBS 267.71) fajokat. A kladon beliili
tamogatottsagi értékek magasak, mindazonaltal a klad alacsony tamogatottsagi értékkel
abrazolodik a torzsfan. Szintén ebbe a kladba tartozik még a Lobosporangium transversale
(NRRL 3116) is, amelynek a helyzete a korabban, harom gén adatai alapjan készitett torzsfan
még nem volt egyértelmii, azonban az 6t gén adatai alapjan készitett torzsfan magas
tamogatottsagi értékekkel rendelkezik. A Mo. parazychae (CBS 868.71) testvércsoportként
abrazolodik a torzsfan, azonban a tdmogatottsagi értéke alacsony. Pontos helyzete tovabbi
torzsek bevonasaval tisztazodhat. A selenospora kladba tartozik a Mo. selenospora izolatumok
(CBS 811.68, CBS 452.88) mellett magas tamogatottsagi értékkel a tobbi Mo. wolfii izolatumtol
mind megjelenésében, mind fiziologiai sajatossagaiban eltéré Mo. wolfii CBS 614.70 izolatum.
A Mo. polycephala (CBS 456.66, FSU 696, FSU 866) — mely a Mortierella nemzetség tipusfaja
— egy Onallo kladot alkot (polycephala klad), s szamos mikromorfologiailag hasonlo
tulajdonsagokkal biré fajt 6lel fel, mint példaul a Mo. polygonia (CBS 685.71, CBS 248.81) és a
Mo. indohii (CBS 720.71, CBS 665.70, FSU 830, FSU 831) fajok. Kozos tulajdonsaguk, a
tenyésztési koriilményektol fiiggben, a nagyszamban el6forduld stylosporak megléte. Az alpina
klad képvisel6i a — névado faj mellett — a Mo. amoeboidea (CBS 889.72) és a Mo. antarctica
(CBS 609.70). Kozos élettani sajatossaguk az alacsony homérsékleten valé novekedés. A
parvispora klad két alkladra oszlik, az egyik a névadd, maximalis tAmogatottsagi értékekkel
bird6 Mo. parvispora (CBS 311.52, FSU 834, FSU 835) izolatumokat tartalmazo6 csoport, mig a
masik csoport szamos tovabbi fajt tartalmaz: Mo. turficola (CBS 432.76, CBS 433.76), Mo.
pulchella (CBS 312.52), Mo. cystojenkinii (CBS 456.71, CBS 660.82) és Mo. elongatula (CBS
488.70). A korabbi, harom gén adatai alapjan készitett torzsfan a selenospora klad
testvércsoportjaként szerepld wolfii klad ezen a torzsfan kiilonallo kladot alkot a faj négy
termofil izoldtumaval (CBS 209.69, CBS 612.70, CBS 611.70, CBS 651.93), valamint a szintén
ebbe a kladba tartoz6 Mo. capitata—val (CBS 648.68). Ez az izolatum ugyan élettani igényei
alapjan eltér az eldbbiektdl, megfeleld taptalajon (MEA) azonban a Mo. wolfii izolatumokhoz
hasonld rozettaszeri telepmorfologiat mutat. A maximalis tadmogatottsagi értékkel bird
verticillata-humilis klad szamos tovabbi fajt foglal magaba, tigymint a Mo. horticola (CBS
305.52, CBS 869.68), a Mo. minutissima var. dubia (CBS 307.52, FSU 832), a Mo. zonata (CBS
863.68), a Mo. sossauensis (CBS 898.68), a Mo. epicladia (CBS 355.76) és a Mo. clonocystis
(CBS 357.76). Az aghosszak, illetve a tdmogatottsagi értékek alapjan feltételezhetd, hogy a Mo.
verticillata (CBS 346.66, CBS 374.95), illetve a Mo. humilis (CBS 443.68, CBS 745.68, CBS
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222.35) fajok valojadban egy fajba tartoznak. A torzsfa legtobb fajt magéaba foglald, maximalis
tdmogatottsagi értékkel bird csoportja a gamsii klad. A kladon beliili elagazasok is tobbnyire
1,00 kortili poszterior valoszintiségi értékkel rendelkeznek. Az ide tartozo fajok a Mo. cogitans
(CBS 879.97), a Mo. armillariicola (CBS 914.73), a Mo. hyalina (CBS 115655, CBS 306.52), a
Mo. elongatula (FSU 822, FSU 823), a Mo. rishikesha (CBS 652.68), a Mo. schmuckeri (CBS
295.59, CBS 156.78), a Mo. camargensis (CBS 221.58), a Mo. acrotona (CBS 386.71), a Mo.
zychae (CBS 316.52, CBS 102879), a Mo. nantahalensis (CBS 610.70), a Mo. biramosa (CBS
370.95) és a Mo. sarnyensis (CBS 122.72).

A filogenetikai torzsfa alapjan a Mortierella nemzetség parafiletikus és magaba foglalja a
Dissophora, Gamsiella és Lobosporangium génuszokat. Az Umbelopsis klad tartalmazza a
szinonimként megjelolt Micromucor nemzetséget, amit a szénasszimilacidos vizsgalatok is
alatamasztottak. Az Umbelopsis klad a Mucorales rendbe tartozik, ennek megfeleléen, a
korabban a Mortierellales rendbe sorolt Micromucor izolatumok szintén a Mucorales rend tagjai.
Elnevezésiik ennek megfeleléen a kozelmultban moédosult, igy a Mi. ramannianus var.
ramannianus hivatalos neve Umbelopsis ramanniana, mig a Mo. ramanniana var. angulispora
hivatalos neve Umbelopsis vinacea lett. A Mo. longicollis a Mucorales renddel egyiitt
abrazolddik vélhetden egy azonositdsi hiba eredményeként. A nemzetségen beliili viszonyok
minél pontosabb tisztdzasa érdekében tovabbi fajok, illetve izoldtumok, valamint egyéb

markergének bevonasa és elemzése sziikséges.
6.2. Szénforrds-hasznositds vizsgdlata

6.2.1. Szénasszimildacios spektrumok felvétele és kiértékelése

Munkank kovetkezd részét képezte az a kisérletsorozat, amelyben meghataroztuk 118
Mortierella és rokon izolatum szénasszimilaciés profiljat 66 szénforras bevonasaval. A
kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy az egyes torzsek milyen mértékben képesek, illetve képesek-e
egyaltalan hasznositani az adott anyagokat egyediili szénforrasként. Az egyes szénforrasokon
tapasztalt novekedéseket a szénforrasmentes (negativ kontroll) és a gliikkoz tartalmu taptalajhoz
(pozitiv kontroll) viszonyitva vizsgaltuk. A szénforrasmentes taptalajon tapasztalt pokhaloszerti
novekedést — amit a taptalajban 1évo agar hasznositasa eredményezett — vettiilk nullanak (0), a
glilkézon tapasztalt novekedést pedig harmas erdsséglinek (+++). Minusz (-) jelzést akkor
adtunk, amikor egyaltalan nem indult meg a novekedés az adott taptalajon a spérdk csirdzasanak

gatlasa miatt. Az eredményeinket a 3. tablazatban dsszefoglalva abrazoltuk.

25



3. tablazat: A szénforrasok csoportositasa az izolatumok hasznositasi képessége alapjan.

Minden izolatum 4ltal hasznositott szénforrasok | D-gliik6z, D-mannéz

Az izolatumok tobbsége altal hasznositott | D-fruktoz, L-glutamin, inozin, L-tirozin
szénforrasok

Egyik izolitum altal sem hasznositott | xilit, L-alanin, cisz-akonitsav, vanillin, orotsav,

szénforrasok galluszsav, L-metionin, protokatechusav, o-metil-D-
xilozid

Csak néhany izolatum altal hasznositott | D-Szachar6z, D-lix6z, D-xiléoz, L-arabindéz, mio-

szénforrasok inozit, cellobidz, raffindz, szorbit, gliikkonsav, L-

szorboz, L-ramnoz, laktdz, xilan, dextran, inulin, L-
almasav, fumarsav, etanol, eritrit, galaktit, L-glicin,
L-leucin, L-valin, L-izoleucin, L-fenilalanin, L-
triptofan, L-szerin, L-treonin, L-cisztein, L-hisztidin,
L-citrullin, I-metilmannozid, Kketo-izovaleriansav,
gentizinsav, pirosz6lésav, aszkorbinsav, melibioz,
mannit

Kiilonboz6 mértékben hasznositott szénforrasok | D-galaktoz, maltoz, keményits, L-prolin, L-
aszparagin, L-glutaminsav, ornitin, glicerol-1-
monohidrat, borostyankdsav, glicerol, L-lizin, L-
arginin, glicerol-I-monoacetat

Megallapitasaink a kovetkezok: a vizsgalt izoldtumok mindegyikénél novekedést
tapasztaltunk a D-gliikozon és a D-manndzon, és tovabbi négy szénforrason a legtobb torzs
képes volt novekedni. A D-fruktézt harom izolatum nem tudta hasznositani egyediili
szénforrasként, az izolatumok kozott azonban nincs kozvetlen filogenetikai kapcsolat, mivel a
Mo. rostafinskii CBS 522.70 a strangulata klad, a Mo. beljakovae CBS 123.72 a lignicola klad,
mig a Mo. capitata CBS 648.68 a wolfii klad tagja. Megfigyeltiik azt is, hogy az L-triptofant
csak a Mo. elongata FSU 822, mig az |-metilmannozidot csak a L. transversale CBS 357.67
izolatum tudta hasznositani. A vanillin minden vizsgalt izolatum csirazasat gatolta, rajta kiviil
tovabbi 9 szénforrasnal nem tapasztaltunk novekedést. E szénforrasok a torzsek egy részét
gatoltdk, mig mas torzsek kicsiraztak ugyan, de tovabbi ndvekedést nem tapasztaltunk. 13
szénforrads esetében kiilonbozé mértékli novekedést figyeltiink meg, ami alkalmas lehet az
izolatumok kozotti rokonsagi viszonyok tanulméanyozéséara. A tobbi 38 szubsztratot csak néhany
torzs tudta hasznositani.

A rokonsagi viszonyokat a nagy mennyiségli adat miatt nehéz volt atlatni, ezért az egyes
szénforrasokon tapasztalt novekedéseket kiilonb6z6 szinkodokkal lattuk el, ahol a kék szinnel az
erés, mig pirossal a gyenge ndovekedést jeloltiik. Sargaval jeloltiik, ahol nem tapasztaltunk
novekedeést (0), mig zdlddel, ahol az adott szénforras kifejezetten gatolta a ndvekedést (-). Az igy
kapott szénasszimilacios profilokat az el6z6 fejezetben targyalt filogenetikai fahoz illesztettiik €s
azt vizsgaltuk, hogy ezek megfeleltethetok-e a torzsfa alapjan levont kovetkeztetéseknek (2.
melléklet).
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A szénasszimilacios profil alapjan elkiiloniilé csoportok részben egyezést mutattak a
molekularis filogenetikai eredményekkel. A Mortierella és az Umbelopsis klad szénasszimilaciods
profilja kozott jelentds eltéréseket figyeltink meg, ami szintén aldtdmasztja a két klad
elkiiloniilését. Az inozinon csak a Mortierella fajok tudtak novekedni, az Umbelopsis és
Micromucor fajok nem, ugyanakkor a D-szachar6zt, a D-lix6zt, a D-xilozt, az L-arabinozt, a
raffinozt, a szorbitot, a fumarsavat és a mannitot néhany Mortierella faj kivételével csak az
Umbelopsis és Micromucor fajok tudtak hasznositani.

Az egyes alkladokon beliil nem talaltunk olyan szénforrast, ami csak az adott alkladra
jellemz0, tehat elkiilonitd bélyegként szolgalhatna. Egyes nemzetségek (pl. Dissophora) ugyan
elkiilonithetéek voltak a szénasszimilacios profil alapjan, a Mortierella nemzetségen beliil
azonban nagyfoku variabilitast tapasztaltunk. Néhany esetben azt tapasztaltuk, hogy egyes
Mortierella izolatumok képesek voltak olyan szénforrasokon (pl. D-szachar6zon, a Mo.zonata
CBS 228.35, Mo. armillaricola CBS 914.73 és Mo. schmuckeri CBS 295.59) is ndvekedni,
amelyen a tobbi Mortierella faj nem, csak a Micromucor és Umbelopsis fajok novekedtek. A
wolfii klad tagjai — a Mo. capitata kivételével — a Micromucor és Umbelopsis fajokhoz
hasonléan az L-lizinen is novekedést mutattak. A Mo. zonata (CBS 228.35), a Mo. camargensis
(CBS 221.58), a Mo. acrotona (CBS 386.71), a Mo. verticillata (CBS 315.52), a Mo. beljakovae
(CBS 123.72) és a Mo. bisporalis (CBS 145.69) izolatumok is képesek voltak olyan
szénforrasokat hasznositani (pl. D-lix6z, D-xil6z), amelyeken csak a Micromucor/Umbelopsis

fajok tudtak novekedni.
6.2.2. A szénasszimildcios profil fajon beliili variabilitasanak vizsgdlata

A filogenetikai elemzés soran mar emlitettilk, hogy a taxonmintavétel
kiegyensulyozottsaganak érdekében az nrSSU, nrLSU, ITS, tef és rpbl szekvencia adatokat
tartalmazo torzsfa készitésekor nem minden esetben vizsgaltuk a fajok 0sszes rendelkezésiinkre
allo izolatumat. A szénasszimilacids vizsgalatokat azonban valamennyi izolatummal elvégeztiik,
hogy megvizsgaljuk a szénasszimilacios profil fajon beliili variabilitasat. Az egyes szénforrasok
hasznositasat szintén szinkodokkal lattuk el az attekinthet6ség miatt, amit a 3. mellékletben
abrazoltunk.

Az abran jol latszik, hogy a Mo. gamsii izolatumai a legtobb esetben ugyanazokat a
szénforrasokat hasznositottak, mint a tobbi Mortierella faj, de a négy vizsgalt Mo. gamsii
izolatum szénasszimilacids profiljaban megfigyeltiink eltéréseket is. Példaul a CBS 749.68
izolatum a masik harom izolatumtol eltéréen hasznositani tudta az L-hisztidint, a melibiozt és a

mannitot, de gatolta ndvekedését az L-glutaminsav. Hasonléan a CBS 314.52 izolatum L-
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szorbozon, L-ramndzon, laktozon, xilanon, inulinon, eritriten, galaktiton és L-glicinen is tudott
novekedni, azonban L-aszparaginon nem. A CBS 253.36 és az FSU 824 az L-leucint
hasznositotta a masik két izolatumtol eltéréen. Az FSU 824 a masik harom izolatumtdl eltéréen
hasznositotta a keményit6t, az L-fenilalanint és az L-lizint. A négy Mo. gamsii izolatum a
szénforras-hasznositasi képességeik kiillonbozosége ellenére is egy fajba tartozik a filogenetikai
vizsgélatok alapjan.

A Mo. verticillata 6t izolatumanal L-glutaminon, L-prolinon, L-aszparaginon, L-
glutaminsavon, ornitinen és glicerol-I-monohidraton erésebb névekedést tapasztaltunk, mint a
tobbi Mortierella fajnal. Ez a jellegzetességiik jo elkiilonité bélyegnek bizonyulhat a tobbi
torzshoz képest. A CBS 220.58 izoldtum a tobbitdl eltéréen novekedett a D-xilozon, L-
arabindzon, cellobidzon, szorbiton, L-szorbozon, L-ramndzon, laktdozon és dextranon. A CBS
315.52 izolatum hasznositani tudta az L-fenilalanint, az L-treonint és a pirosz6lésavat. A CBS
346.66 izolatumot, a tobbi izolatumtol eltéréen, gatolta a D-xiloz és az L-cisztein. A CBS 225.35
kevesebb szénforrast tudott hasznositani, mint a masik négy izolatum. A CBS 374.95 és a CBS
315.52 L-leucinon, mig a CBS 374.95 és CBS 346.66 izolatumok glicerol-I-monoacetaton is
novekedtek.

A Dissophora nemzetség tagjainak novekedését a Mortierella fajoktol eltéréen a legtobb
szénforras gatolta, ami jo elkiilonitd bélyegként szolgal. A D. ornata izolatumok valamivel tobb
szénforrast tudtak hasznositani (maltozt, keményitdt, L-aszparagint és L-glutaminsavat is), mint
a D. decumbens izolatumok, amelyek csak D-gliikozon, D-manndzon, D-fruktézon és inozinon
néttek. A szénasszimilacios profilban tapasztalt eltérések ellenére a filogenetikai vizsgalatok a
két faj szoros rokonsagat mutattak.

A Mo. parvispora négy izolatuma kozott a kovetkezo eltéréseket tapasztaltuk: a CBS
311.52 izolatum novekedni tudott L-almasavon, fumarsavon, L-ciszteinen, citrullinon, L-
argininen, L-tirozinon és glicerol-I-monoacetaton, de L-glutaminon nem. A CBS 304.52
1zolatum pedig a borostyankdsavat tudta jobban hasznositani. Az FSU 834 izolatum novekedését
gatolta a borostyankdsav, a laktdéz, a xilan és a galaktoz. Az FSU 835 izolatum a tobbi
izolatumtol eltéréen ndvekedett L-lizinen és L-leucinon.

A Mo. hyalina harom izolatuma koziil ketténél tapasztaltunk eltérést: a CBS 115655
izolatum hasznositotta az L-szorbozt és az L-ramnozt, mig a CBS 654.52 izolatum az L-glicint,
az L-leucint és az L-fenilalanint. A CBS 306.52 izolatum szénasszimilacios profilja a CBS
654.52 izolatummal mutatott egyezést, azonban ndvekedését — a masik két izolatumtol eltéréen —

gatolta a galluszsav.
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Habar az 6t Mo. wolfii izolatum koziil a CBS 614.70 a torzsfan nem a tobbi 4
izolatummal egy 4agon helyezkedik el, a szénforrds-hasznositasi képességeik kozel megegyezdk
voltak. A tobbi Mortierella fajtol eltéréen nem néttek a D-galaktéozon, valamint az L-
glutaminsavon, azonban a pirosz6lGsavat és a keto-izovaleriansavat hasznositani tudtdk. Az
utobbin a Mo. wolfii izolatumokon kiviil csak egy torzs, a Mo. mutabilis CBS 308.52 tudott néni,
de a fajok kozott nincs kozvetlen filogenetikai kapcsolat. Ezek a szénforrasok alkalmasak
lehetnek a Mo. wolfii izolatumok tobbi Mortierella fajtol torténé megkiilonboztetésére.

Az Umbelopsis és Micromucor izolatumok szamos olyan szénforrast képesek voltak
hasznositani, amelyeket a Mortierella izolatumok nem. Tanulmanyunk alatamasztotta, hogy az
Umbelopsis nemzetség a Mortierella nemzetségtél molekularis €s biokémiai jellegzetességeik
alapjan is eltér.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a szénasszimilacios vizsgalatok alkalmasak lehetnek a
nagyobb csoportok (Micromucor/Umbelopsis nemzetség), valamint egyes fajok (pl. Mo.
verticillata, Dissophora fajok) elkiilonitésére. A fajon beliilli variabilitas vizsgalatara szintén
alkalmas ez a modszer, mivel az azonos fajba tartozo izolatumok esetében is szamos eltérést

tapasztaltunk.
6.3. A zsirsavtermelés és a zsirsav-bioszintézis vizsgalata

6.3.1. A zsirsavtermelés vizsgdlata a Mortierellales rend izolatumainal

Munkank soran megvizsgaltuk a Mortierella és rokon izolatumok zsirsavtermelését is. A
gombatorzseket 10 napig folyadéktenyészetben razattuk 20 °C-on, majd a Szaritott
micéliumokbdl ismert koncentracioja belsé standard (margarinsav) jelenlétében az 5.4.6.
pontban leirt modszer szerint extrahaltuk a zsirsavakat. A zsirsavak detektalasdhoz fluoreszcens
szarmazékokat képeztiink, majd a zsirsavak elvalasztasat HPLC-analizissel végeztiik el. Az
elézetesen a mintakhoz adott, ismert koncentracioji belsé standard HPLC-analizissel mért
mennyiségébdl kiszamitottuk az extrakcids moddszer hatékonysagat, majd ez alapjan
kiszamitottuk az 1 g szaraz micéliumra vonatkoztatott zsirsavtartalmat, valamint meghataroztuk
az egyes izolatumok zsirsavOsszetételét. A kapott eredményeket a 4. és 5. mellékletben tiintettiik
fel. Az izolatumok zsirsavtermelését a filogenetikai adatok tiikrében vizsgaltuk, ennek
megfeleléen kladok szerint elkiilonitve mutatjuk be az egyes izolatumok zsirsavtermelését (4.
melléklet) és zsirsavprofiljat (5. melléklet). Az analizisbe 67 izolatumot vontunk be, de
folyamatban van a tobbi izolatum zsirsavtermelésének vizsgalata is.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Mi. ramannianus var. ramannianus NRRL

1296 izolatum bizonyult a legjobb zsirsavtermelonek Ossz-zsirsavak tekintetében, illetve
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altalanossagban elmondhatjuk, hogy a legjobb termeldket a Micromucor/Umbelopsis izolatumok
(Mi. ramannianus var. ramannianus M27, U. angularis CBS 603.68, Mi. ramanniana var.
angulispora CBS 222.29) kozott talaltuk. A Mo. alpina FSU 2698 izolatum esetében a vartnak
megfeleléen magas zsirsavtermelést tapasztaltunk, azonban a Mo. selenospora CBS 452.88
szintén magas zsirsavtermelést mutatott. Szamos tovabbi jo zsirsavtermeld térzset azonositottunk
a Mortierella nemzetség tagjai kozott is, példaul a Mo. schmuckeri CBS 295.59, a Mo.
gemmifera CBS 134.45, a Mo. echinosphaera CBS 575.75 és a Mo. beljakovae CBS 123.72
izolatumokat. Jo zsirsavtermelO torzseket tobb filogenetikai alkladban is talaltunk, tehat a
telitetlen zsirsavak termelése altalanos tulajdonsagnak tiinik a Mortierellales renden beliil. Azt
azonban megfigyeltiik, hogy habar a Mortierella és Micromucor/Umbelopsis izolatumok nagy
része nagy mennyiségben termelt telitetlen zsirsavakat, a tobbi nemzetség (Lobosporangium,
Dissophora, Gamsiella) izolatumai altalaban kevés zsirsavat termeltek.

Az egyes zsirsavakat kiilon-kiilon vizsgalva a Mo. alpina FSU 2698, a vart eredménynek
megfeleléen, arachidonsav termelésben a legjobbnak bizonyult, ugyanakkor a Mo. selenospora
CBS 452.88 izolatum hasonléan magas arachidonsav termelést mutatott. A Mo. amoeboidea
CBS 889.72, a Mo. gemmifera CBS 134.45, a Mo. verticillata CBS 346.66 ¢s CBS 315.52
izolatuma, a Mo. selenospora CBS 811.68, a Mo. schmuckeri CBS 295.59, a Mo. parazychae
CBS 868.71, a Mo. beljakovae CBS 123.72, a Mo. echinosphaera CBS 575.75 és a Mo. exigua
CBS 655.68 a tenyésztési koriilmények optimalizalasa mellett szintén megfelel6 torzsek lehetnek
arachidonsav termeltetésre.

A termelt zsirsavak mennyisége mellett a zsirsavak Osszetételét is megvizsgaltuk és
jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a Mortierella és az Umbelopsis kladba tartozd torzsek
zsirsavprofiljaban. A Mortierella fajok f6 terméke az arachidonsav volt (4A. abra), emellett
kisebb mennyiségben olajsavat, palmitinsavat, linolsavat és y-linolénsavat termeltek. Egyediili
kivétel a Mo. histoplasmatoides CBS 321.78 izolatum volt (4D. abra), amely csak linolsavat és
telitett palmitinsavat termelt. A Lobosporangium, Dissophora és Gamsiella nemzetségbe tartozo
torzsek habar csak kis mennyiségben termeltek zsirsavakat, ennek dont6 részét szintén az
arachidonsav tette ki. Ezzel szemben a Micromucor és Umbelopsis izolatumok zsirsavprofiljanak
csak kis részét jelentette az arachidonsav, ehelyett kozel megegyezé mennyiségben termeltek
linolsavat, y-linolénsavat, olajsavat, valamint a telitett palmitinsavat (4B. abra).

Eredményeink megegyeznek Amano és munkatarsai (1992) megfigyeléseivel, akik a
Mortierella és Micromucor fajok zsirsavtermelésének vizsgalata soran megallapitottak, hogy a
két nemzetség bioszintézis Utvonalanak kiilonbségei miatt a Mortierella fajok inkabb a

huszszénatomos, mig a Micromucor fajok a tizennyolc-szénatomos telitetlen zsirsavakat termelik
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jobban. Hasonl6 megfigyeléseket tett Certik €s Shimizu (1999) is. Egyes torzsek, példaul a Mo.
selenospora CBS 452.88 izolatum a Micromucor izolatumokhoz hasonldéan nagy mennyiségben
termelt y-linolénsavat, valamint linolsavat és olajsavat is az arachidonsav mellett, kisebb
mennyiségben pedig a-linolénsavat, eikozapentaénsavat és dokozahexaénsavat is kimutattunk
(4C. abra). A 4. abran az emlitett izolatumok HPLC kromatogramjai lathatok, amelyek négy
kiilonboz6 zsirsavprofilt szemléltetnek.
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4. abra: A Mortierella és Micromucor torzsek altal termelt zsirsavak HPLC kromatogramjai.
A: Mo. alpina FSU 2698, B: Mi. ramannianus var. ramannianus NRRL 1296
C: Mo. selenospora CBS 452.88, D: Mo. histoplasmatoides CBS 321.78

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy szdmos jo zsirsavtermeld torzset azonositottunk,
melyek foként arachidonsavat és y-linolénsavat termeltek. Megallapitottuk azt is, hogy a
Mortierella és Umbelopsis izolatumok zsirsavtermelésében tapasztalt kiilonbségek alkalmasak
lehetnek kemotaxonomiai markerként a torzsek elkiilonitésére. A késobbi terveink kozott
szerepel a zsirsavprofil megvaltoztatasa a tenyésztési koriilmények valtoztatasaval, valamint a jo

zsirsavtermel6nek bizonyult izolatumok zsirsavtermelési koriillményeinek optimalizalasa.
6.3.2. A 49 deszaturdz gén azonositisa Mortierella izoldatumokban

Adatbanki szekvenciakat felhasznalva, ismert A9 deszaturaz gének (Mo. alpina CBS
608.70 és 1S-4, valamint Aspergillus flavus NRRL 3357, Amylomyces rouxii ATCC 24905 és
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Ajellomyces capsulatus 1GS4/5) 6sszehasonlitasa alapjan degeneralt primereket terveztiink a
PCR technika segitségével felamplifikaltuk a kivant génszakaszokat, melyeket klonozo
vektorokba épitettiink és E. coli TOP10F- torzsébe transzformaltunk. A transzformans telepekbdl
tisztitott plazmidokat a klonozo vektorokra tervezett primerek segitségével megszekvenaltattuk
(LGC Genomics, Berlin). Az azonositott szekvencidkat a Staden Package programjaival
illesztettiik. A A9 deszaturaz gének azonositasat 40 izolatumnal kezdtiik meg, ezek koziil eddig
tizenot izolatumbol sikeriilt a A9 deszaturaz részleges génszekvenciakat azonositani. A nukleotid
szekvenciakbol nyert aminosav szekvencidkat Osszevetettiik az adatbankban megtalalhatd6 Mo.
alpina izolatumok (1S-4, CBS 528.72, CBS 210.32, CBS 608.70) A9 génjeineck aminosav
szekvenciaival. Az izolatumokbol azonositott A9 deszaturaz génfragmentumok a Mo. alpina
izolatumok A9-1 (94-100%-os) és A9-2 (94-98%-o0s) kopiajaval nagyfoku, mig a A9-3 kopiaval
kisebb mértékii (79-80%-o0s) egyezést mutattak. A Mo. alpina CBS 210.32, a Mo. antarctica
CBS 609.70, a Mo. chlamydospora CBS 120.34, a Mo. gamsii CBS 749.68 ¢és a Mo. verticillata
CBS 346.66 izolatumok A9 génfragmentumai nem tartalmaztak intront. A Mo. microzygospora
CBS 880.97 izolatumbol azonositott A9 gén az elézbéekkel ellentétben 2 intront is tartalmazott,
ami altaldban a A9-3 képidra jellemzd, azonban az 6sszehasonlitds sordn ez is a A9-1 (98%) és
A9-2- (96%) kopiaval mutatott nagyobb egyezést. A tobbi génfragmentum a vartnak megfeleléen
1 intront tartalmazott. Egy izolatum kivételével (Mo. verticillata CBS 346.66) minden
azonositott génfragmentum 185 aminosav hosszll deszaturdz részletet kodolt. Eredményeinket a
4. tdblazatban dsszesitve abrazoltuk.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy 15 Mortierella izoldtumban sikeresen
azonositottuk a A9 deszaturdz gén egy részletét. Az azonositott szekvencidk mindegyike a A9-1
kopiaval mutatta a legnagyobb egyezést. A Mortierella izolatumok nukleotid szekvenciaibol
nyert aminosav szekvencidkat Osszehasonlitottuk adatbanki Mo. alpina A9 deszaturaz
szekvenciakkal, illetve mas gombak (Saccharomyces cerevisiae, Histoplasma capsulatum,
Cryptococcus curvatus és Ogataea angusta) A9 szekvenciaival is. Az Osszehasonlitas a 6.
mellékletben lathato.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a 8 konzervalt hisztidin mind az adatbanki,
mind az altalunk azonositott deszaturazoknal megtalalhatd. Az altalunk azonositott Mortierella
deszaturazok nagymértékben megegyeztek egymassal, illetve az adatbanki Mo. alpina

deszaturazokkal, azonban tobb ponton eltért az aminosav szekvenciajuk a Mo. alpina 528.72 A9-

crer
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4. tablazat : Azonositott A9 szekvencidk Osszehasonlitdsa adatbanki Mo.

alpina deszaturaz

szekvenciakkal
, Azonositott . Intron A9-1 A9-2 A9-3
Izoldtum szakasz Aminosav ) ) ;
(bp) (bp) egyezés egyezés egyezés
Mo. alpina CBS 210.32 557 185 - 99 % 95-97 % 79 %
Mo. amoeboidea CBS 889.72 708 185 151 100 % 96-97 % 80 %
Mo. antarctica CBS 609.70 557 185 - 98 % 94-96 % 79 %
Mo. armillariicola CBS 914.73 662 185 106 97 % 95-96 % 79 %
Mo. chlamydospora CBS 120.34 557 185 - 97 % 94 % 77-78 %
Mo. elongatula CBS 489.70 722 185 165 98 % 95-96 % 79 %
Mo. epicladia CBS 355.76 778 185 221 98 % 96-97 % 79 %
Mo. gamsii CBS 749.68 557 185 - 98 % 96-97 % 79 %
Mo. globulifera CBS 858.70 839 185 282 99 % 96-97 % 79 %
Mo. horticola CBS 305.52 822 185 265 99 % 96-98 % 80 %
Mo. humilis CBS 222.35 834 185 277 99 % 96-98 % 80 %
Mo. microzygospora CBS 880.97 766 185 90,119 98 % 96 % 79 %
Mo. mutabilis CBS 308.52 733 185 176 98 % 95-96 % 79-80 %
Mo. schmuckeri CBS 295.59 679 185 165 98 % 95-97 % 79 %
Mo. verticillata CBS 346.66 554 184 - 94 % 94 % 78-79 %

Példaul a 20.-30. aminosav kozotti régioban a Mo. alpina CBS 528.72 A3 és a tobbi nem

Mortierella izolatum esetében nagyobb eltéréseket tapasztaltunk, szintén nagyfoka variabilitast

mutatott a 77.-90. aminosavig terjedo régid. A 143. és 144. aminosav a legtobb esetben hisztidin,

mig a S. cerevisiae, H. capsulatum és O. angusta esetében két glutaminsavat talalunk ebben a

pozicidban. A S. cerevisiae, C. curvatus és H. capsulatum esetében a 162.-180. aminosav

régioban is talaltunk eltéréseket, ami a tobbi izolatumban konzervalt régiot fedett le.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az altalunk azonositott és az adatbanki szekvencidkban a

hisztidin-régiok egy-egy aminosav eltéréstdl eltekintve konzervaltak voltak.

Tovabbi terveink kozott szerepel a A9 deszaturaz gén azonositasa tovabbi Mortierella és

rokon izolatumok esetében is, valamint a zsirsavtermelésben résztvevd tovabbi A5, A6, Al2

deszaturaz gének azonositasa is.

33



7. OSSZEFOGLALAS
Munkank soran a 18S riboszomalis kis alegységet (nrSSU) kodold génszakasz PCR

tecnhikaval torténé felszaporitasat végeztik el 106 Mortierella és rokon nemzetségek
izolatumainak esetében. A kapott nrSSU szekvencidkat felhasznaltuk egy kombinalt, ITS,
nrLSU, tef és rpbl szekvenciakat is tartalmazo filogenetikai torzsfa szamolasara, mellyel a
Mortierellales renden beliili filogenetikai viszonyokat szerettiik volna tisztdzni. A kombinalt
torzsfan elkiilonitettiik az Umbelopsis és Mortierella kladokat, az utobbit a rokonsagi
viszonyoknak megfeleléen tovabbi 12 alkladra osztottuk fel. Megallapitottuk, hogy a Mortierella
nemzetség parafiletikus és magaba foglalja a Dissophora, Gamsiella és Lobosporangium
génuszokat, mig az Umbelopsis klad tartalmazza a szinonimként megjelolt Micromucor
nemzetséget.

Ezzel parhuzamosan megvizsgaltuk ugyanezen izolatumok szénasszimilacios spektrumat
66 kiilonféle vegyiiletet, mint egyediili szénforrast tesztelve. A szénasszimilacios profilokat
Osszevetettiik a filogenetikai adatokkal annak eldontésére, hogy ezek megfeleltethetok-e a térzsfa
alapjan levont kovetkeztetéseknek. Eredményeink alatamasztottak az Umbelopsis/Micromucor
¢s Mortierella kladok elkiiloniilését, illetve egyes nemzetségek (pl. Dissophora) szintén
elkiilonithetéek voltak a szénasszimilacios profil alapjan. A Mortierella nemzetségen beliil
nagyfoku variabilitast tapasztaltunk.

Munkank masik részében megvizsgaltuk 67 Mortierella és rokon izolatum
zsirsavtermelését és zsirsavosszetételét HPLC analizis alkalmazasaval. A zsirsavtermelési
eredményeket szintén Osszevetettiik a filogenetikai analizis sordn kapott eredményekkel és
megallapitottuk, hogy a Micromucor/Umbelopsis és a Mortierella fajok zsirsavtermelésiik
alapjan is két kiilonb6z6 csoportot alkotnak. A Mortierella fajok féleg arachidonsavat termelnek,
mig a Micromucor/Umbelopsis fajok f6 terméke a y-linolénsav, a linolsav, az olajsav és a
palmitinsav. Szamos telitetlen zsirsavtermeld torzset azonositottunk, és megallapitottuk, hogy a
legnagyobb hozammal rendelkezé torzsek a Micromucor/Umbelopsis fajok kozott talalhatok.
Ezzel parhuzamosan megkezdtiik a zsirsavtermelésben szerepet jatsz6 A9 deszaturazt kodold gén
azonositasat a zsirsavtermel6 izoldtumokban. Adatbanki szekvenciak alapjan tervezett degeneralt
primerek segitségével felszaporitottuk a A9 deszaturdz gén részleges szakaszat kiilonbozo
Mortierella izolatumokbol. A PCR soran kapott termékeket vektorokba klonoztuk, majd E. coli-
ba transzformaltuk. A baktériumokbol tisztitott, megfeleld inszertet tartalmazo plazmidokat
megszekvenaltattuk, majd a kapott szekvencidkat Osszehasonlitottuk adatbanki A9 deszaturaz

génekkel. Az azonositott szekvencidk mindegyike az adatbankban talalhato Mo. alpina A9
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crer

deszaturaz génfragmentumok egymassal is nagy hasonlosagot mutattak, habar az intronok
szamaban ¢és hosszaban jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk.

Késobbi terveink kozott szerepel a zsirsavtermelésben résztvevd A9 deszaturaz gén
azonositasanak folytatdsa a rendelkezésiinkre all6 izolatumokbol. Tervezziik még mas (A5, A6 és
A12) deszaturaz gének azonositasat IS, ezen kiviil a tenyésztési koriilmények zsirsavprofilra
gyakorolt hatasanak vizsgalatat és a zsirsavtermelés koriilményeinek optimalizalasat a jo

zsirsavtermel6 fajokban.
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10. Mellékletek

1. Melléklet: Felhasznalt torzsek.

.. - . Optimalis . A .
. ., , Torzsgyiijteményes . h .. Szénforras SSU Zsirsav A9 . 7
Eoriza ain s Ked kod Eaiecia bl ost hn,,ove,kefleﬁ hasznositas | szekvencia | termelés | szekvencia Megjegyzés
omérséklet
Mortierella
1 Gamsiella multidivaricata CBS 227.78 SZMC 11224 Korhadt fa / Oroszo. R.T. X X X multidivaricata
izotipusa
2 Dissophora ornata CBS 348.77 SZMC 11221 Erdétalaj / Kolumbia RT. X X X Morfl'slrft'i';u‘;;”ata
3 Dissophora decumbens CBS 301.87 SZMC 11206 TOlgy'JuhSrS%\huuadek/ 0 (125/02Cho X X X Mortierella ornata
4 Dissophora decumbens CBS 592.88 SZMC 11216 Tolgy-juhar levél / USA 0 (ljs/ozcho X X X N.A.-
Azygozygum
5 Mortierella chlamydospora CBS 120.34 SZMC 11219 fert6zott oroszlanszaj 21°C X X X X chlamydosporum
sziintipusa
6 Mortierella gemmifera CBS 134.45 SZMC 11201 Fenyderdé talaj / UK 21°C X X X M"t'igf::g:;fsera
7 Mortierella longicollis CBS 209.32 SZMC 11208 Homokos talaj / RT. X X Mo. longicollis
Ausztralia autentikus torzse
8 Mortierella alpina CBS 210.32 SZMC 11213 Homokos talaj / 21°C X X X X Mo. renispora
Ausztralia autentikus torzse
9 Mortierella humilis CBS 222.35 SZMC 11220 FenyGerds talaja / 21°C X X X Mo. humilis
Mexiko sziintipusa, MT-
10 Mortierella horticola CBS 305.52 SZMC 11218 Németo. R.T. X X X X Mo. horticola
sziintipusa
11 Mortierella mutabilis CBS 308.52 SZMC 11202 Németo. RT. X X X X Mo. mutabilis
sziintipusa
12 Mortierella parvispora CBS 311.52 SZMC 11225 Talaj / Németo. 18°C X X X Mo. parvispora
sziintipusa
13 Mortierella zychae CBS 316.52 SZMC 11212 Korhadt fa / Németo. R.T. X X X Mo. zychae tipustorzs
14 Mortierella verticillata CBS 346.66 SZMC 11205 Tundra talaj / Alaszka, RT. X X X X Mo. marburgensis,
USA MT+
15 Mortierella turficola CBS 432.76 SZMC 11207 Tézegmoha / Hollandia R.T. X X X Mo. turficola
neotipus, MT-
16 Mortierella epigama CBS 489.70 SZMC 11210 hulladék / Németo. 21°C X X X Mt?bsstlgi?a
17 Mortierella scleratiella CBS 529.68 SZMC 11214 Egér iiriilék / Ukrajna RT. X X X Mot'i;fl';g‘;tz':”a
18 Mortierella antarctica CBS 609.70 SZMC 11217 Talaj, gleccser, 21°C X X X Mo. antarctica
sziklarés / Antarktisz tipustorzs
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Mo. nantahalensis

19 Mortierella nantahalensis CBS 610.70 SZMC 11222 Talaj / USA R.T. X X P
tipustorzs
20 Mortierella polygonia CBS 685.71 SZMC 11203 Talaj / Hollandia 21°C X X X M‘t’l:p%‘;'%%‘z):'a
Mo. spinosa, Mo.
21 Mortierella gamsii CBS 749.68 SZMC 11215 Talaj / Hollandia 21°C X X X candelabrum, Mo.
gamsii tipustorzs
22 Mortierella selenospora CBS 811.68 SZMC 11204 Gomba komposzt/ RT. X X X Mo. selenospora
Hollandia tipustorzs
. . csomos ebir gyokere / o Mo. globulifera
23 Mortierella globulifera CBS 858.70 SZMC 11209 Anglia 21°C X X X neotipus, MT+
24 Mortierella schmuckeri CBS 295.59 SZMC 11207 Opuntia alatti talaj / RT. X X X Mo. schmuckeri
Mexikd sziintipusa
25 Mortierella parazychae CBS 868.71 SZMC 11223 Korhads fenyd / 21°C X X X Mo.rpara"zychae
Hollandia tipustorzs
26 Umbelopsis isabellina NRRL 1757 SZMC 11076 Talaj / USA R.T. X X X Mortierella isabellina
27 Micromucor ramannianus var. M27 SZMC 11078 N.A RT. X X X NA.
ramannianus
28 Micromucor ramannianus var. | - \pp) 1296 SZMC 12036 NA. RT. X X X N.A.
ramannianus
29 Mortierella acrotona CBS 386.71 SZMC 11231 Talaj / India R.T. X X MO,' acrf)tona
tipustorzs
30 Mortierella amoeboidea CBS 889.72 SZMC 11226 Chromelosporium / 21°C X X X Mo. amoeboidea
Németo. tipustorzs
31 Mortierella armillariicola CBS 914.73 SZMC 11239 Armillaria mellea / 21°C X X X Mo. armillariicola
Hollandia tipustorzs
32 Mortierella beljakovae CBS 123.72 SZMC 11232 Talaj / Ukrajna R.T. X X X Mot'l,;lijtglr(;svae
33 Mortierella camargensis CBS 221.58 SZMC 11227 Homokos_ talaj/ R.T. X X X Mo. camargensis
Franciao. tipustorzs
34 Mortierella clonocystis CBS 357.76 SZMC 11238 Talaj / Spanyolo. RT. X X X M"t'l,;'i’t‘gfgf“s
35 Mortierella cogitans CBS 879.97 SZMC 11237 Rothadé fakéreg / Japan 21°C X X Mt?ﬁsst%lrt;sns
36 Mortierella cystojenkinii CBS 456.71 SZMC 11229 Mezbgazdasigi talaj / 21°C X X X Mo. cystojenkinii
Hollandia tipustorzs
37 Mortierella elongatula CBS 488.70 SZMC 11241 hulladék / Németo. 21°C X X X M‘i'i;l'fs’?é’;tsu'a
38 Mortierella epicladia CBS 355.76 SZMC 11247 Talaj / Spanyolo. 21°C X X X Mo. epicladia
tipustorzs
39 Mortierella microzygospora CBS 880.97 SZMC 11248 Talaj / Japan 21°C X X X Mo. T:;;thg’?z?pora
40 Mortierella minutissima var. CBS 307 52 SZMC 11235 Talaj / Németo. 18°C X X X Mo. minutissima var.
dubia dubia sziintipusa
a1 Mortierella ramanniana var. CBS 222.29 SZMC 11234 USSR napfény X X X Mo. ramanniana var.
angulispora angulispora neotipusa
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Mo. rostafinskii

42 Mortierella rostafinskii CBS 522.70 SZMC 11249 Talaj (Pinus) / USA 18°C X X neotipusa
Haplosporangium
43 Mortierella verticillata CBS 220.58 SZMC 11233 Talaj / Franciao. R.T. X X fasciculatum
tipustdrzs, MT+
44 Mortierella verticillata CBS 225.35 SZMC 11240 Németo. RT. X X Mo. marburgensis
sziintipusa, MT-
Haplosporangium
45 Mortierella verticillata CBS 374.95 SZMC 11236 Erdétalaj / Kina R.T. X X attenuatissimum
tipustorzs
46 Mortierella zonata CBS 228.35 SZMC 11228 Gomph'g;gri S:(‘)‘“”OS“S’ 21°C X X Mo. zonata tipustorzs
47 Mortierella verticillata CBS 315.52 SZMC 11230 Erdétalaj / Németo. RT. X X Mo. marburgensis
sziintipusa, MT+
tiidégyulladasban
48 Mortierella wolfii CBS 611.70 SZMC 11244 elpusztult tehén tiideje / 40°C X X HO patogén
Uj Zéland
49 Mortierella wolfii CBS 209.69 SZMC 11245 Szénbanya talaja / UK 40°C X X HO patogén
50 Mortierella wolfii CBS 612.70 SZMC 11286 Bomlgéslf;’(‘f /Ui 40°C X X HO patogén
51 Mortierella wolfii CBS 614.70 SZMC 11242 Bomid széna /U 24°C X X HO patogén
52 Mortierella wolfii CBS 651.93 SZMC 11243 Gomgf)l'l‘%‘i’;sz” 40°C X X HO patogén
53 Mortierella pulchella CBS 312.52 SZMC 11339 Picea abies gydkere / 21°C X X Mo. pulchella
Németo. autentikus torzse
54 Mortierella echinosphaera CBS575.75 SZMC 11251 Begonia / Hollandia 21°C X X Mo. echinosphaera
holotipusa
55 Umbelopsis angularis CBS 603.68 SZMC 11252 Talaj / Hollandia napfény X X U anqularls
holotipusa
56 Mortierella indohii CBS 720.71 SZMC 11253 llatiiriilék / USA 21°C X X Mo. '”d":\‘/:'T‘_Z"“pusa’
57 Mortierella angusta CBS 293.61 SZMC 11254 podzol talaj / UK RT. X X Mo. polycephala var.
angusta neotipusa
58 Mortierella biramosa CBS 370.95 SZMC 11255 Erdétalaj / Kina RT. X X Mo. wuyishanensis
tipustorzs
59 Mortierella exigua CBS 655.68 SZMC 11257 Talaj / India R.T. X X Mo. sterilis tipustorzs
60 Mortierella gamsii CBS 253.36 SZMC 11258 Erdétalaj / Németo. RT. X X Mo. spinosa
sziintipusa
61 Mortierella gamsii CBS 314.52 SZMC 11259 Erdétalaj / Németo. R.T. X X Mo. spinosa
sziintipusa
62 Mortierella hyalina CBS 115655 SZMC 11261 Triticum aestivum RT. X X Hydrophora hyalina
gyokere / UK izotipusa
63 Mortierella hyalina CBS 306.52 SZMC 11262 Komposzt / Németo. RT. X X Mo. hygrophyla var.

minuta sziintipusa




Haplosporangium

64 Mortierella lignicola CBS 207.37 SZMC 11264 Korhadt fa / Kolumbia R.T. X X P I
lignicola tipustorzs
65 Mortierella lignicola CBS 313.52 SZMC 11265 Pinus sylvestris alatti R.T. X X Mo. sepedonioides
talaj / Németo. tipustorzs
. . s o Mo. gracilis
66 Mortierella parvispora CBS 304.52 SZMC 11266 Talaj / Németo. 18°C X .
sziintipusa, MT+
67 Mortierella strangulata CBS 455.67 SZMC 11267 Hollandia RT. X X Mo. strangulata
neotipusa, MT-
68 Mortierella claussenii CBS 294.59 SZMC 11268 Castanea sativa alatt RT. X X Mo. claussenii
talaj / Svajc sziintipusa
69 Mortierella dichotoma CBS 221.35 SZMC 11269 Egér iiriilék / Németo. 21°C X X Mo. dichotoma
szintipusa
70 Mortierella histoplasmatoides | CBS 321.78 SZMC 11338 Tragya / USA 24°C X X Mo. h'fl,tg’fs'f‘;r”;:to'des
7 Mortierella hypsicladia CBS 116202 SZMC 11270 denevér irilék / Japén RT. X X Mot'igﬁgf('jflid'a
72 Mortierella kuhlmanii CBS 157.71 SZMC 11271 Pinus palustris fatonk / RT. X X Mo. kuhlmanii
USA tipustorzs
73 Mortierella paraensis CBS 547.89 SZMC 11272 Es6erd§ talaj / Brazilia 18°C X X M(t)i.p pues‘trgrez”:'s
74 Mortierella rishikesha CBS 652.68 SZMC 11273 Erdétalaj / India RT. X X Mo. rishikesha
tipustorzs
75 Mortierella sarnyensis CBS 122.72 SZMC 11274 Talaj / Ukrajna R.T. X X MO', Sarmyensts
tipustorzs
76 Mortierella stylospora CBS 211.32 SZMC 11275 homokos talaj / RT. X X Mo, stylospora
Ausztralia tipustorzs
Mi. ramanniana var.
77 Umbelopsis autotrophica CBS 310.93 SZMC 11276 Talaj / UK R.T. X X autotrophica
tipustorzs
78 Mortierella capitata CBS 648.68 SZMC 11256 Erdétalaj / India RT. X X Mo. vesiculosa
tipustorzs
79 Mortierella polycephala CBS 456.66 SZMC 11355 erdei fjglf:a}‘;g‘eke/ RT. X X N.A.
Camponotus
80 Mortierella zychae CBS 102879 SZMC 11375 pennsylvanicus / R.T. X X N.A.
Kanada
81 Mortierella gemmifera CBS 842.70 SZMC 11376 erdétalaj / Anglia RT. X X NA.
82 Dissophora ornata CBS 347.77 SZMC 11356 Erdbtalaj / Kolumbia 20°C X X Mor}tl'glrjt'i'su‘;;”ata
83 Lobosporangium transversale CBS 357.67 SZMC 11334 talaj / Nevada, USA 24 (,j/ X X Echlnosporgnglubfn
napfény transversale tipustorzs
84 Mortierella roseonana CBS 473.74 SZMC 11350 Talaj / Ausztralia R.T. X Mo. roseonana
tipustdrzs
85 Mortierella globulifera CBS 417.64 SZMC 11260 Németo. RT. X X Mo. ericetorum
tipustdrzs, MT+
86 Mortierella beljakovae CBS 267.71 SZMC 20730 Pinus taeda magonc / RT. X X NA.
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87 Mortierella chlamydospora CBS 529.75 SZMC 11344 Hollandia R.T. X X N.A.
88 Mortierella zonata CBS 863.68 SZMC 11374 Erdétalaj / UK R.T. X X N.A.
89 Mortierella turficola CBS 433.76 SZMC 11273 rothad¢ Sphagnum RT. X X MT+
recurvum / Hollandia
90 Mortierella sossauensis CBS 898.68 SZMC 11343 Mocsar talaj / Gibraltar R.T. X X N.A.
01 Mortierella polygonia CBS 248.81 SZMC 11347 Solanum tuberosum RT. X X N.A.
alatti agyagos talaj
92 Mortierella humilis CBS 745.68 SZMC 11346 Talaj / Hollandia R.T. X X MT-
93 Mortierella selenospora CBS 452.88 SZMC 11342 Talaj / Indonézia R.T. X X N.A.
94 Mortierella hyalina CBS 654.68 SZMC 11348 Oz tragya / India R.T. X X N.A.
95 Mortierella indohii CBS 665.70 SZMC 11349 Mezbgazcasig talaj | RT. X X MT-
96 Mortierella cystojenkinii CBS 660.82 SZMC 11345 Fenyberds, Endogone RT. X X N.A.
lactiflua / Hollandia
97 Mortierella epigama CBS 123.71 SZMC 20731 K"Z"S]S\fégrlnle“l‘o”adek / R.T. X X N.A.
08 Mortierella bisporalis CBS 145.69 SZMC 11354 Tuber magnatum / RT. X X N.A.
Olaszorszag
99 Mortierella epicladia CBS 555.89 SZMC 11352 Esderdd talaj / Brazilia R.T. X X N.A.
100 Mortierella horticola CBS 860.68 SZMC 11353 BizamezS talaja / RT. X X N.A.
Németo.
101 Mortierella schmuckeri CBS 156.78 - N.A. R.T. X N.A.
102 Mortierella humilis CBS 443.68 SZMC 11331 N.A. R.T. X N.A.
103 Mortierella alpina FSU 2698 SZMC 11317 N.A. R.T. X N.A.
104 Mortierella polycephala FSU 696 SZMC 11298 N.A. R.T. X X N.A.
105 Mortierella polycephala FSU 759 SZMC 11315 Erdeljﬁf;j‘égulek/ RT. X N.A.
106 Mortierella polycephala FSU 866 SZMC 11295 Mocsar talaj / UK R.T. X X MT+
107 Mortierella elongata FSU 822 SZMC 11308 Mezbgaziasigi talaj / RT. X X MT-
108 Mortierella elongata FSU 823 SZMC 11318 Mezbgazdasigi talaj / RT. X X MT+
Hollandia
109 Mortierella gamsii FSU 824 SZMC 11309 Legel6 talaj / USA R.T. X X MT+
110 Mortierella gamsii FSU 825 SZMC 11340 Legel6 talaj / USA R.T. X MT-
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Pinus sylvestris rothado

111 Mortierella globulifera FSU 826 SZMC 11329 fenyétii / UK R.T. X MT-
112 Mortierella humilis FSU 828 SZMC 11331 Fakéreg / USA R.T. X MT+
113 Mortierella humilis FSU 829 SZMC 11302 Talaj / Hollandia R.T. X MT-
114 Mortierella indohii FSU 830 SZMC 11297 gTyL'lt('eCri”/‘ I?Ieosltla’r‘l’('l?a RT. X MT-
115 Mortierella indohii FSU 831 SZMC 11283 allatiiriilék / USA 15°C X MT+
116 Mortierella minutissima FSU 832 SZMC 11305 Erdétalaj / USA R.T. X MT+
117 Mortierella minutissima FSU 2735 SZMC 11332 N.A. R.T. X N.A.
118 Mortierella parvispora FSU 834 SZMC 11304 Talaj / UK 18°C X MT+
119 Mortierella parvispora FSU 835 SZMC 11313 Talaj / UK 18°C X MT-
120 Mortierella parvispora FSU 2736 SZMC 11327 N.A. R.T. X N.A.
121 Mortierella elongata FSU 9721 SZMC 11284 N.A. R.T. X N.A.
122 Dissophora decumbens FSU 801 SZMC 11337 N.A. R.T. X N.A.

Roviditések: R.T. = szobahémérséklet, N.A.= nincs adat, MT = parosodasi tipus, X= az adott vizsgalatba bevont izolatumok
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2. Melléklet: Az ITS + nrLSU + nrSSU + tef + rpbl adatsor alapjan Bayes-féle analizissel

7 e r

létrehozott kombinalt torzsfa, illetve az izolatumok szénasszimilaciés spektruma.
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3. Melléklet: Néhany faj kiilonb6z6 izolatumainak szénasszimilacios profilja.

utamin
glicerol-l-monohidrat

borostyankdsav

glukonsav
keto-izovaleriansav

genlizinsav

glikoz
szacharoz
lixoz
galaktoz
mannéz
keményitd
szorbit
L-almasav
fumarsav
etanol
glicerin
galluszsav
I-metilmannozid

xilit

xiloz

fruktéz
mio-inozit
cellobiéz

raffindz
L-ramnéz

L-szorbéz

laktéz
xilan
dextran
inulin

©

Mortierella gamsii CBS 253.36 | | || ] | |

Mortierella gamsii CBS 749.68 | | I N EEN O [ |

Mortierella gamsii CBS 314.52 n | N | i I N | | | [ |

Mortierella gamsii FSU 824 I EEE § EEEm NEEREN |

Mortierella verticillata CBS 346.66 | | | H IEEE [ | [ | [ | |

Mortierella verticillata CBS 374.95 | | || = [ | | | | |

Mortierella verticillata CBS 220.58 IS & IS s EE BN [ |

Mortierella verticillata CBS 225.35 | || N | | W | ]

Mortierella verticillata CBS 315.52 | | | B B | [ | H EEN |

Dissophora ornata CBS 347.77 [ | | H B Em | | | |

Dissophora ornata CBS 348.77 [ | I B HE H N [ |

Dissophora decumbens CBS 301.87 HE EH | |

Dissophora decumbens CBS 592.88 HE EN [ | |

Mortierella parvispora FSU 834 H EHEBE N

Mortierella parvispora FSU 835 ] | W | 0 DIEmrmn [ ] [ | [ | [ |

Mortierella parvispora CBS 311.52 | I N 1 I | W | | |
Mortierella parvispora CBS 304.52 I EEE §| I | |

Mortierella hyalina CBS 115655 | oo I . | | | |
Mortierella hyalina CBS 306.52 | | N N ANl | n |
Mortierella hyalina CBS 654.68 [ B I BN H B B [ | || [ |
Mortierella wolfii CBS 611.70 | HENE N | [ | [ | [ |
Mortierella wolfii CBS 612.70 | HE | W | [ | | | | [ |
Mortierella wolfii CBS 209.69 | | | BB N e [ ] n ] |
Mortierella wolfii CBS 651.93 [ | I B I I H I N | HE N [ |
Mortierella wolfii CBS 614.70 | | HE H | | HE |
Umbelopsis isabellina NRRL 1757 I I . | | | | I
Umbelopsis autotrophica CBS 3710.93 I D I NS . H |
Umbelopsis angularis CBS 603.68 I I N I BN ||
Mortierella ramanniana var. angulispora CBS 222.29 | B R B B BEERE BER | ] | N | |
Micromucor ramannianus var. ramannianus SZMC 12036 Dy ey e e  m [ | HEE N
Micromucor ramannianus var. ramannianus NRRL 1296 s I B EEE n o Il
Mortierella Iongicollis CBS 209.32 I I I N I En | | | |



4. Melléklet: Mortierella és rokon izolatumok zsirsavtermelésének HPLC analizise. A zsirsavak mennyisége mg-ban van megadva 1 g

szarazmicéliumra vonatkoztatva.

Zsirsavak (mg zsirsav/1g micélium)

Izolatum EPA ALA GLA DHA AA PO LA P OA S Ossz-zsirsay
C20:5 ®-3|C18:3®-3|C18:3w-6 | C22:6 »-3| C20: 4 w-6 | C16: 1 w-7 | C18: 2 w-6 | C16:0 | C18:1 »-9 | C18:0

Mortierella zonata CBS 228.35 0,21 0,20 6,67 0,02 31,88 0,00 5,62 | 5,77 9,07 0,00 59,43
Mortierella hyalina CBS 115655 0,13 0,25 3,24 0,01 26,71 0,00 3,12 | 11,84 7,56 0,03 52,89
Mortierella hyalina CBS 306.52 0,12 0,13 6,19 0,02 34,26 0,00 4,13| 11,12 13,15 0,05 69,19
Mortierella armillariicola CBS 914.73 0,20 0,38 5,12 0,03 48,02 0,00 3,36 0,11 15,59 0,00 72,81
Mortierella histoplasmatoides CBS 321.78 0,00 0,95 0,00 0,03 1,14 0,00 30,90 | 11,83 0,43 0,00 45,28
Mortierella sclerotiella CBS 529.68 0,24 0,00 9,77 0,00 51,93 0,00 6,66| 7,84 21,52 0,00 97,96
Mortierella schmuckeri CBS 295.59 0,53 0,00 14,04 0,00 148,39 0,00 26,95 | 34,27 44,76 0,00 268,95
Mortierella camargensis CBS 221.58 0,16 0,45 475 0,03 53,13 0,00 6,63| 5,02 14,15 0,00 84,32
Mortierella gamsii CBS 749.68 0,19 0,38 7,96 0,02 79,59 0,00 8,561 | 33,72 25,25 0,00 155,63
Mortierella cogitans CBS 879.97 0,27 1,53 8,99 0,11 42,32 0,37 489| 1,26 4,18 0,00 63,91
Mortierella exigua CBS 655.68 0,30 0,38 11,79 0,00 113,88 0,00 16,18 | 43,93 22,08 0,00 208,55
Mortierella zychae CBS 316.52 0,11 0,85 5,19 0,04 83,77 0,00 8,59 | 8,51 15,50 0,00 122,57
Mortierella zychae CBS 102879 0,09 0,38 5,66 0,02 80,79 0,00 7,27 | 21,42 17,30 0,00 132,93
Mortierella gamsii CBS 314.52 0,17 0,40 4,52 0,02 24,82 0,00 2,35| 8,02 4,55 0,00 44,84
Mortierella biramosa CBS 370.95 0,16 0,93 7,53 0,02 88,97 0,00 10,04| 6,65 6,63 0,00 120,93
Mortierella horticola CBS 305.52 0,13 0,86 3,26 0,03 27,58 0,00 2,34| 0,00 7,64 0,00 41,84
Mortierella minutissima var. dubia CBS 307.52 0,12 0,30 3,70 0,02 16,31 0,00 1,91 3,87 5,52 0,00 31,75
Mortierella epicladia CBS 355.76 0,05 0,47 3,67 0,04 14,73 0,00 2,02| 0,00 3,55 0,00 24,53
Mortierella clonocystis CBS 357.76 0,10 0,34 4,17 0,03 36,92 0,00 513| 0,35 10,73 0,00 57,77
Mortierella verticillata CBS 346.66 0,28 0,76 13,00 0,05 116,08 0,00 11,63| 8,68 25,81 0,00 176,28
Mortierella verticillata CBS 374.95 0,26 1,03 11,87 0,02 75,32 0,00 4,48 | 21,29 19,84 0,00 134,12
Mortierella verticillata CBS 220.58 0,27 1,74 9,93 0,04 55,73 0,00 460| 6,36 13,20 0,00 91,86
Mortierella verticillata CBS 225.35 0,30 1,26 7,65 0,05 44,01 0,00 6,87| 6,80 10,74 0,00 77,69
Mortierella verticillata CBS 315.52 0,50 0,57 10,32 0,03 104,66 0,00 13,26 | 5,49 17,16 0,00 151,99
Mortierella epigama CBS 489.70 0,14 0,26 4,53 0,04 10,70 0,00 1,19| 151 4,15 0,00 22,52
Mortierella capitata CBS 648.68 0,03 1,66 5,09 0,10 43,60 0,34 9,64| 2,06 6,53 0,00 69,05
Mortierella microzygospora CBS 880.97 0,03 0,18 6,71 0,01 19,41 0,00 1,47 5,93 9,10 0,00 42,83
Mortierella turficola CBS 432.76 0,08 0,36 6,08 0,00 83,84 0,00 5 75| 17,25 18,60 0,00 131,97
Mortierella pulchella CBS 312.52 0,05 0,57 3,99 0,03 53,10 0,00 459| 0,00 9,65 0,00 71,97
Mortierella elongatula CBS 488.70 0,09 0,67 6,77 0,03 42,70 0,00 258| 0,20 13,41 0,00 66,46
Mortierella cystojenkinii CBS 456.71 0,10 0,72 5,05 0,02 61,31 0,00 5,26 | 11,37 19,00 0,00 102,84
Mortierella parvispora CBS 311.52 0,08 0,68 6,07 0,03 61,63 0,00 6,48 | 18,87 19,02 0,00 112,86
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Mortierella dichotoma CBS 221.35 0,08 0,30 2,13 0,02 9,52 0,00 0,86| 0,78 1,38 0,00 15,06
Mortierella alpina CBS 210.32 0,14 0,50 4,78 0,01 52,97 0,00 355| 5,34 5,71 0,00 73,00
Mortierella alpina FSU 2698 0,23 3,65 9,89 0,32 290,46 0,00 76,47 0,00 7,43 0,00 388,46
Mortierella amoeboidea CBS 889.72 0,13 0,51 9,66 0,00 109,60 0,00 10,68 | 11,11 10,30 0,00 151,99
Mortierella polycephala CBS 456.66 0,10 1,49 2,82 0,13 44,69 0,00 17,15| 16,15 5,18 0,08 87,78
Mortierella polygonia CBS 685.71 0,13 0,60 2,48 0,03 37,44 0,00 513 6,64 4,80 0,00 57,26
Mortierella indohii CBS 720.71 0,04 0,13 1,54 0,01 8,55 0,00 1,11 2,05 3,17 0,00 16,60
Mortierella hypsicladia CBS 116202 0,04 0,23 0,93 0,01 7,80 0,00 0,84 2,13 1,31 0,00 13,29
Mortierella selenospora CBS 811.68 0,05 1,44 12,97 0,08 141,54 0,00 9,41 3,15 34,54 0,00 203,18
Mortierella selenospora CBS 452.88 0,71 7,99 28,37 0,51 259,41 0,00 40,79 | 39,40 47,71 0,00 424,89
Mortierella chlamydospora CBS 120.34 0,58 1,04 17,36 0,04 81,51 0,00 14,67 | 33,49 20,32 0,00 169,01
Mortierella echinosphaera CBS 575.75 0,48 0,84 25,32 0,00 122,09 0,00 21,45| 44,13 34,45 0,28 249,04
Mortierella gemmifera CBS 134.45 0,29 0,22 17,96 0,00 141,12 0,00 21,46 | 30,65 31,01 0,00 242,70
Mortierella lignicola CBS 313.52 0,42 0,42 5,66 0,02 32,25 0,00 7,47 | 19,44 14,24 0,00 79,92
Mortierella beljakovae CBS 123.72 0,06 1,11 15,75 0,00 133,82 0,00 1766 | 6,63 30,75 0,00 205,79
Mortierella paraensis CBS 547.89 0,03 0,60 13,62 0,01 74,77 0,00 14,05| 21,75 26,19 0,04 151,06
Lobosporangium transversale CBS 357.67 0,01 1,01 0,97 0,11 10,41 0,00 4,42 0,00 3,04 0,00 19,97
Mortierella parazychae CBS 868.71 0,24 0,40 5,49 0,00 113,83 0,00 1169 7,27 33,91 0,00 172,83
Dissophora ornata CBS 348.77 0,48 0,16 6,88 0,00 71,74 0,00 3,81| 32,69 28,00 0,00 143,76
Dissophora decumbens CBS 301.87 0,09 0,18 1,61 0,00 16,54 0,00 2,21 6,17 10,36 0,00 37,16
Dissophora decumbens CBS 592.88 0,05 0,22 3,52 0,02 24,86 0,00 3,99 2,80 5,40 0,00 40,84
Gamsiella multidivaricata CBS 227.78 0,13 0,38 1,81 0,02 15,12 0,00 195| 1,88 6,27 0,00 27,56
Mortierella mutabilis CBS 308.52 0,08 0,20 1,37 0,00 13,43 0,00 1,65 0,76 7,63 0,00 25,12
Mortierella stylospora CBS 211.32 0,19 0,55 9,03 0,26 51,85 0,00 6,37 | 10,11 17,53 0,00 95,89
Mortierella globulifera CBS 417.64 0,39 0,51 21,16 0,04 81,06 0,00 15,88 | 30,37 47,62 0,00 197,04
Mortierella globulifera CBS 858.70 0,04 0,20 2,40 0,01 8,60 0,00 145| 161 5,66 0,00 19,98
Mortierella claussenii CBS 294.59 0,15 0,43 4,99 0,02 57,68 0,00 5,38 | 19,27 15,36 0,00 103,27
Mortierella rostafinskii CBS 522.70 0,02 1,34 6,10 0,04 75,44 0,00 11,37 12,94 13,35 0,00 120,60
Mortierella strangulata CBS 455.67 0,01 0,72 0,65 0,04 10,01 0,00 1,04| 1,73 1,71 0,00 15,89
Umbelopsis angularis CBS 603.68 0,19 0,65 88,65 0,39 14,45 9,33 74,75 | 74,45 99,34 0,00 362,20
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Umbelopsis isabellina NRRL 1757 0,07 0,33 43,84 0,00 12,39 8,01 33,35| 37,73 72,61 0,00 208,33
Umbelopsis autotrophica CBS 310.93 0,00 0,44 33,97 0,00 20,20 13,08 12,00 | 38,78 38,36 0,00 156,84
Micromucor ramanniana var. angulispora CBS 222.29 0,00 0,52 84,73 0,00 29,67 19,21 34,64 | 57,19 77,21 0,00 303,16
Micromucor ramannianus var. ramannianus M27 0,21 0,68 99,48 0,00 13,91 10,85 81,30 | 66,04 90,60 0,00 363,07
Micromucor ramannianus var. ramannianus NRRL 1296 0,39 1,16 ! 0,00 37,16

Roviditések: EPA - eikozapentaénsav, ALA - a-linolénsav, GLA - y-linolénsav, DHA - dokozahexaénsav, AA - arachidonsav, PO - palmitoleinsav,

LA - linolsav, P - palmitinsav, OA - olajsav, S - sztearinsav.
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5. Melléklet: Mortierella és rokon izolatumok zsirsavprofilja (az egyes zsirsavak aranyat az 6ssz-zsirsavhoz viszonyitva abrazoltuk).

zsirsavak aranya (%) az 6ssz-zsirsavhoz képest

Izolatum EPA ALA GLA DHA AA PO LA P OA S
C20:50w-3 | C18:3®w-3 | C18:3 w-6 | C22:6 ®-3 | C20: 4 »-6 | C16:1 ®-7 | C18:2 w-6 | C16:0 C18:1®-9 | C18:0
Mortierella zonata CBS 228.35 0,36 0,34 11,22 0,03 53,64 0,00 9,45 9,70 15,26 0,00
Mortierella hyalina CBS 115655 0,25 0,46 6,13 0,02 50,50 0,00 5,90 22,38 14,30 0,05
Mortierella hyalina CBS 306.52 0,17 0,18 8,95 0,03 49,53 0,00 5,97 16,08 19,01 0,07
Mortierella armillariicola CBS 914.73 0,27 0,52 7,04 0,05 65,95 0,00 4,61 0,15 21,41 0,00
Mortierella histoplasmatoides CBS 321.78 0,00 2,10 0,00 0,07 2,51 0,00 68,24 26,12 0,96 0,00
Mortierella sclerotiella CBS 529.68 0,25 0,00 9,98 0,00 53,01 0,00 6,80 8,00 21,96 0,00
Mortierella schmuckeri CBS 295.59 0,20 0,00 5,22 0,00 55,17 0,00 10,02 12,74 16,64 0,00
Mortierella camargensis CBS 221.58 0,19 0,54 5,63 0,03 63,01 0,00 7,86 5,95 16,78 0,00
Mortierella gamsii CBS 749.68 0,12 0,25 5,11 0,01 51,14 0,00 5,47 21,67 16,23 0,00
Mortierella cogitans CBS 879.97 0,42 2,39 14,07 0,17 66,22 0,57 7,65 1,96 6,54 0,00
Mortierella exigua CBS 655.68 0,14 0,18 5,65 0,00 54,61 0,00 7,76 21,07 10,59 0,00
Mortierella zychae CBS 316.52 0,09 0,70 4,24 0,03 68,35 0,00 7,01 6,95 12,65 0,00
Mortierella zychae CBS 102879 0,07 0,28 4,26 0,02 60,78 0,00 5,47 16,11 13,01 0,00
Mortierella gamsii CBS 314.52 0,37 0,90 10,07 0,04 55,34 0,00 5,24 17,89 10,15 0,00
Mortierella biramosa CBS 370.95 0,13 0,77 6,23 0,02 73,57 0,00 8,30 5,50 5,49 0,00
Mortierella horticola CBS 305.52 0,30 2,06 7,79 0,06 65,93 0,00 5,59 0,00 18,27 0,00
Mortierella minutissima var. dubia CBS 307.52 0,37 0,94 11,66 0,05 51,39 0,00 6,00 12,20 17,39 0,00
Mortierella epicladia CBS 355.76 0,20 1,91 14,95 0,16 60,05 0,00 8,23 0,00 14,49 0,00
Mortierella clonocystis CBS 357.76 0,17 0,60 7,22 0,05 63,90 0,00 8,87 0,61 18,58 0,00
Mortierella verticillata CBS 346.66 0,16 0,43 7,37 0,03 65,85 0,00 6,60 4,92 14,64 0,00
Mortierella verticillata CBS 374.95 0,19 0,76 8,85 0,02 56,16 0,00 3,34 15,88 14,79 0,00
Mortierella verticillata CBS 220.58 0,30 1,89 10,81 0,04 60,66 0,00 5,01 6,92 14,37 0,00
Mortierella verticillata CBS 225.35 0,39 1,62 9,85 0,06 56,65 0,00 8,85 8,76 13,82 0,00
Mortierella verticillata CBS 315.52 0,33 0,38 6,79 0,02 68,86 0,00 8,73 3,61 11,29 0,00
Mortierella epigama CBS 489.70 0,62 1,16 20,11 0,17 47,51 0,00 5,29 6,72 18,43 0,00
Mortierella capitata CBS 648.68 0,04 2,40 7,38 0,14 63,15 0,49 13,96 2,98 9,45 0,00
Mortierella microzygospora CBS 880.97 0,06 0,41 15,66 0,03 45,33 0,00 3,43 13,85 21,24 0,00
Mortierella turficola CBS 432.76 0,06 0,27 4,61 0,00 63,53 0,00 4,36 13,07 14,10 0,00
Mortierella pulchella CBS 312.52 0,07 0,79 5,54 0,04 73,77 0,00 6,38 0,00 13,41 0,00
Mortierella elongatula CBS 488.70 0,13 1,01 10,19 0,04 64,25 0,00 3,88 0,30 20,18 0,00
Mortierella cystojenkinii CBS 456.71 0,10 0,70 491 0,02 59,62 0,00 5,12 11,05 18,48 0,00
Mortierella parvispora CBS 311.52 0,07 0,60 5,38 0,02 54,61 0,00 5,74 16,72 16,86 0,00
Mortierella dichotoma CBS 221.35 0,50 1,97 14,13 0,10 63,20 0,00 5,74 5,17 9,18 0,00
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Mortierella alpina CBS 210.32 0,19 0,68 6,54 0,02 72,56 0,00 4,86 7,32 7,82 0,00
Mortierella alpina FSU 2698 0,06 0,94 2,55 0,08 74,77 0,00 19,69 0,00 1,91 0,00
Mortierella amoeboidea CBS 889.72 0,09 0,33 6,35 0,00 72,11 0,00 7,03 7,31 6,77 0,00
Mortierella polycephala CBS 456.66 0,11 1,70 3,21 0,15 50,91 0,00 19,54 18,39 5,90 0,09
Mortierella polygonia CBS 685.71 0,23 1,05 4,33 0,06 65,39 0,00 8,96 11,60 8,38 0,00
Mortierella indohii CBS 720.71 0,24 0,76 9,25 0,05 51,50 0,00 6,72 12,37 19,10 0,00
Mortierella hypsicladia CBS 116202 0,26 1,76 7,00 0,06 58,70 0,00 6,29 16,01 9,88 0,02
Mortierella selenospora CBS 811.68 0,02 0,71 6,38 0,04 69,66 0,00 4,63 1,55 17,00 0,00
Mortierella selenospora CBS 452.88 0,17 1,88 6,68 0,12 61,05 0,00 9,60 9,27 11,23 0,00
Mortierella chlamydospora CBS 120.34 0,34 0,62 10,27 0,02 48,23 0,00 8,68 19,81 12,02 0,00
Mortierella echinosphaera CBS 575.75 0,19 0,34 10,17 0,00 49,03 0,00 8,61 17,72 13,83 0,11
Mortierella gemmifera CBS 134.45 0,12 0,09 7,40 0,00 58,15 0,00 8,84 12,63 12,78 0,00
Mortierella lignicola CBS 313.52 0,52 0,53 7,08 0,03 40,35 0,00 9,35 24,33 17,81 0,00
Mortierella beljakovae CBS 123.72 0,03 0,54 7,65 0,00 65,03 0,00 8,58 3,22 14,94 0,00
Mortierella paraensis CBS 547.89 0,02 0,39 9,02 0,01 49,50 0,00 9,30 14,40 17,34 0,03
Lobosporangium transversale CBS 357.67 0,06 5,08 4,86 0,53 52,12 0,00 22,13 0,00 15,22 0,00
Mortierella parazychae CBS 868.71 0,14 0,23 3,17 0,00 65,86 0,00 6,77 4,21 19,62 0,00
Dissophora ornata CBS 348.77 0,34 0,11 4,78 0,00 49,90 0,00 2,65 22,74 19,47 0,00
Dissophora decumbens CBS 301.87 0,24 0,48 4,33 0,00 44,51 0,00 5,96 16,62 27,88 0,00
Dissophora decumbens CBS 592.88 0,11 0,53 8,61 0,04 60,87 0,00 9,76 6,86 13,22 0,00
Gamsiella multidivaricata CBS 227.78 0,47 1,40 6,57 0,07 54,87 0,00 7,07 6,81 22,74 0,00
Mortierella mutabilis CBS 308.52 0,34 0,78 5,45 0,00 53,46 0,00 6,58 3,03 30,35 0,00
Mortierella stylospora CBS 211.32 0,20 0,57 9,41 0,27 54,08 0,00 6,64 10,54 18,29 0,00
Mortierella globulifera CBS 417.64 0,20 0,26 10,74 0,02 41,14 0,00 8,06 15,41 24,17 0,00
Mortierella globulifera CBS 858.70 0,22 1,01 12,01 0,06 43,06 0,00 7,25 8,05 28,34 0,00
Mortierella claussenii CBS 294.59 0,15 0,41 4,83 0,02 55,85 0,00 5,21 18,66 14,87 0,00
Mortierella rostafinskii CBS 522.70 0,02 1,11 5,06 0,03 62,56 0,00 9,43 10,73 11,07 0,00
Mortierella strangulata CBS 455.67 0,04 4,51 4,10 0,23 62,98 0,00 6,53 10,87 10,75 0,00
Umbelopsis angularis CBS 603.68 0,05 0,18 24,48 0,11 3,99 2,58 20,64 20,56 27,43 0,00
Umbelopsis isabellina NRRL 1757 0,03 0,16 21,04 0,00 5,95 3,84 16,01 18,11 34,85 0,00
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Umbelopsis autotrophica CBS 310.93 0,00 0,28 21,66 0,00 12,88 8,34 7,65 24,73 24,46 0,00
Micromucor ramanniana var. angulispora CBS 222.29 0,00 0,17 27,95 0,00 9,79 6,34 11,42 18,86 25,47 0,00
Micromucor ramannianus var. ramannianus M27 0,06 0,19 27,40 0,00 3,83 2,99 22,39 18,19 24,95 0,00
Micromucor ramannianus var. ramannianus NRRL 1296 0,05 0,15 27,56 0,00 4,68 3,02 25,90 10,78 27,87 0,00

Roviditések: EPA - eikozapentaénsav, ALA - a-linolénsav, GLA - y-linolénsav, DHA - dokozahexaénsav, AA - arachidonsav, PO - palmitoleinsav,

LA - linolsav, P - palmitinsav, OA - olajsav, S - sztearinsav.
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6. Melléklet: A kapott A9 szekvenciak aminosav sorrendjének 6sszehasonlitasa ismert A9 deszaturazok adatbanki szekvenciajaval.

Mo.
Mo.
Mo.
Saccharomyces cerevisiae S288c

alpina CBS 528.72 A9-1
alpina CBS 528.72 A9-2
alpina CBS 528.72 A9-3

Histoplasma capsulatum

Cryptococcus curvatus ATCC 20509

Ogataea angusta

Mo.
Mo.
Mo.
Saccharomyces cerevisiae S288c

verticillata CBS 346.66
gamsii CBS 749.68
chlamydospora CBS 120.34
antarctica CBS 609.70
alpina CBS 210.32
amoeboidea CBS 889.72
armillariicola CBS 914.73
elongatula CBS 488.70
epicladia CBS 355.76
humilis CBS 222.35
globulifera CBS 858.70
horticola CBS 305.52
mutabilis CBS 308.52
schmuckeri CBS 295.59
microzygospora CBS 880.97

alpina CBS 528.72 A9-1
alpina CBS 528.72 A9-2
alpina CBS 528.72 A9-3

Histoplasma capsulatum

Cryptococcus curvatus ATCC 20509

Ogataea angusta

verticillata CBS 346.66
gamsii CBS 749.68
chlamydospora CBS 120.34
antarctica CBS 609.70
alpina CBS 210.32
amoeboidea CBS 889.72
armillariicola CBS 914.73
elongatula CBS 488.70
epicladia CBS 355.76
humilis CBS 222.35
globulifera CBS 858.70
horticola CBS 305.52
mutabilis CBS 308.52
schmuckeri CBS 295.59
microzygospora CBS 880.97
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HRKNYLPLVLIMGLVEFPTVVAGLGWGDWRGGYFYAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGDGPEFDDRHSPRDHFITAFVTLGEGYHNE
HRKNYLPLVLIMGVVEPTVVAGLGWGDWRGGYFFAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGDGPEFDDRHSPRDHFITAFVTLGEGYHNE
HNNYTALVILMGVVEFPTAVAGLGWGDWRGGYFFAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFVTLGEGYHNF
HKNYLVLVLFMGIIFPTMVAGLGWGDWRGGYFFAAIARLVEVHHATFCVNSLAHWLGDGPFDDRHTPRDHFITAFVTLGEGYHNFE
HKNYLFLVLMMGLVFPTAVAGLGWGDWRGGYFFAAILRLVEVHHATFRVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFVTMGEGYHNF
HKNYLFLVLMMGLVFPTAVAGLGWGDWRGGYFFAAVLRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFVTMGEGYHNF
HKHYLPLVLFMGIIFPTLVAGLGWGDWRGGYFYAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFMTLGEGYHNF
HKNYLFLVLIMGLVFPTAVAGLGWGDWRGGYFFAAVLRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFVTMGEGYHNF
HKNYLFLVLFMGIIFPTLVAGLGWGDWRGGYFYAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGDGPFDDRHSPRDHFITAFVTLGEGYHNF
HKNYLALIFLMGVVFPTAVAGLGWGDWHGGYFYAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFMTLGEGYHNF
HKNYPFLVIFMGVIFPTLVAGLGWGDWRGGYFYAAILRLVEVHHATFCVNSLAHWLGEGPFDDRHSPRDHFITAFLTLGEGYHNF
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11. NYILATKOZAT

Alulirott Kovdcs Aranka Stella Biol6gia MSc szakos hallgato kijelentem, hogy a
dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

o a felhasznalt gombatorzsek tenyésztését,

e a felhasznalt gombatorzsek genomi DNS-ének tisztitasat,

e a 18S riboszomalis RNS régio (nrSSU) felszaporitasat,

e az amplifikalt nrSSU fragmentumok DNS gélelektroforézisét,

e az nrSSU szekvenciak elemzését,

e a A9 deszaturaz gén felszaporitasat,

e afelszaporitott A9 deszaturdz génfragmentumok DNS gélelektroforézisét,

e a felszaporitott A9 deszaturaz génfragmentumok visszaizolalasat,

e avisszaizolalt A9 deszaturaz génfragmentumok vektorokba torténd ligalasat,

e kompetens E. coli sejtek készitését,

e a A9 deszaturaz génfragmentumokat hordozo6 vektorok transzformalasat kompetens E.
coli sejtekbe,

e plazmid DNS tisztitdsat a transzformans baktériumokbol és a plazmidok ellendrzését
restrikcios emésztésekkel,

e a A9 deszaturdz szekvencidk elemzését végeztem el.

o Ezen kiviil részt vettem a szénforras-hasznositasi és zsirsav-kivonasi vizsgalatokban.

A szekvenalasokat az LGC Genomics (Berlin), a filogenetikai analizist Petkovits Tamas,

mig a HPLC analizist Dr. Szekeres Andras és Bencsik Otto végezte.

alairas

Szeged, 2012. december 10.
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