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A projekt célja az volt, hogy alapveté Gj informaciékat nyerjiink a mikrobialis, azon beliil
IS a gomba zsirsav-bioszintézisrél. Ennek érdekében a kutatasi program egyik célkitiizése
szamos olajtermelé gombafaj lipid termelésének és lipid profiljanak analizise volt,
emellett célunk volt a zsirsav bioszintetikus tt genetikai és molekularis hatterének
vizsgalata a termelé organizmusokban. A késébbi alap és alkalmazott kutatasok
elosegitése érdekében terveink kozt szerepelt a tobbszorosen telitetlen zsirsavtermeld
gombatorzsek nemesitéséhez sziikséges biologiai feltételek vizsgalata, illetve a késobbi
kutatasokban felhasznalhaté médszerek kidolgozasa is.

A kutatési program részeként a munkatervben a kdvetkez6 konkrét célkitiizések szerepeltek:

(1) Mortierella fajok tébbszordsen telitetlen zsirsav termelésének és zsirsav profiljanak
vizsgalata és uj, igéretes zsirsavtermelo torzsek azonositasa,

(2) A toébbszordsen telitetlen zsirsav-bioszintézis genetikai és molekularis hatterének
vizsgalata,

(3) A tobbszorosen telitetlen zsirsavtermelés modositasahoz sziikséges biologiai feltételek
tanulmanyozasa,

(4) Az egyes zsirsavprofilok, illetve az azonositott génszekvenciak bevonasa filogenetikai és
evoliicios tanulmdanyokba.

A palyazatban vallalt feladatokat teljesitettiik, a projekt soran elért fobb eredményeink a
kovetkezok:

1.

Mortierella fajok tobbszorosen telitetlen zsirsav termelésének és zsirsav profiljanak
vizsgalata és uj, igéretes zsirsavtermelo torzsek azonositasa

Munkank soran létrehoztunk egy tobbszordsen telitetlen zsirsavakat termeld gombakbol
allo  torzsgyljteményt, melyet a  Szeged  Mikrobiologiai Gytijteményben
(http://www.wfcc.info/ccinfo/collection/by_id/987) helyeztiink el. A gylijtemény kozel 150, a
Mortierella, Gamsiella, Dissophora, Lobosporangium és Umbelopsis nemzetségeket
reprezentald izolatumbol all. Az izoldtumok egy része a Jena Microbial Resource Collection
(Friedrich Schiller Egyetem, Németorszag) gyljteménybdl szarmazik, mely intézménnyel
értekes tudomanyos kooperaciot sikeriilt kialakitani. Részletesen vizsgaltuk a gyiijteményben
elhelyezett torzsek zsirsavtermelését.

A zsirsavtermelés gyors és részletes elemzése €s az Uj telitetlen zsirsavszarmazékok
kimutatasa érdekében kidolgoztunk, illetve optimalizaltunk egy, a zsirsavak extrakcidjara és
kimutatasara alkalmas analitikai modszert. A zsirsavak extrakcidjat szaritott micéliumokbol
végeztiik natrium-hidroxid—metanol-kloroform kezeléssel, a zsirsavak detektalasahoz pedig az
alkil-halogenid tipust 3-bromometil-6,7-dimetoxi-1-metil-1,2-dihidrokinoxalin-2-on (Br-
DMEQ) szarmazékképzé reagenst alkalmaztuk, amely fluoreszcens zsirsavszarmazékok
eloallitasat tette lehetové. A gombak altal termelt zsirsavakat HPLC-vel azonositottuk, az
altalunk kidolgozott mddszer 12 zsirsavszarmazék kimutatasat tette lehetové.
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A projekt soran 100 Mortierella és rokon izolatum, illetve 7 Umbelopsis izolatum
zsirsavtermelésének ¢€s zsirsavosszetételének vizsgalatat végeztilkk el. Szdmos magas
zsirsavhozammal rendelkezé torzset azonositottunk. Az Umbelopsis fajok mindegyike és
szamos Mortierella izolatum is jo zsirsavtermelének bizonyult. A torzsek zsirsavprofiljaban
jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk, és megallapitottuk, hogy az Umbelopsis és Mortierella
fajok zsirsavtermelésiik alapjan is két csoportot alkotnak. Az 1. abran 4 izolatum HPLC
kromatogramja és zsirsavprofilja lathat6, amelyek négy kiilonb6z6 zsirsavprofilt szemléltetnek.
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1. abra. Mortierella és Umbelopsis izolatumok zsirsavtermelésének vizsgalatakor kapott HPLC kromatogramok
és zsirsavprofilok. A: Mortierella alpina FSU 2698, B: Mortierella cystojenkinii CBS 660.82, C: Mortierella
tuberosa CBS 210.72, D: Umbelopsis ramanniana NRRL 1296. Az egyes zsirsavak aranyat a teljes
zsirsavtartalomra vonatkoztatott szdzalékos értékben abrazoltuk. Roviditések: EPA: eikozapentaénsav, ALA: a-
linolénsav, GLA: y-linolénsav, AA: arachidonsav, PO: palmitolénsav, LA: linolsav, DGLA: dihomo-y-linolénsav,
MA: 5,8,11-eikozatriénsav, P: palmitinsav, OA: olajsav.

Az Umbelopsis fajok kizardlag w-9 és w-6 zsirsavakat termeltek, mig a Mortierella
fajoknal kis mennyiségben ugyan, de w-3 zsirsavakat is tudtunk detektalni. A Mortierella fajok
f6 terméke a négyszeresen telitetlen arachidonsav (C20:4 ®-6) volt, mig az Umbelopsis fajok
nagy mennyiségben termeltek y-linolénsavat (C18:3 w-6), linolsavat (C18:2 ®-6), olajsavat
(C18:1 ®-9) és telitett palmitinsavat (C16:0). Azonositottunk olyan Mortierella torzseket is,
amelyek a M. alpina, illetve a tobbi Mortierella izolatumtol jelentGsen eltérd zsirsavprofilt
mutattak. A M. histoplasmatoides CBS 321.78, a M. cystojenkinii CBS 660.82, a M. wolfii CBS
614.70, a M. simplex CBS 243.82, a M. fimbricystis CBS 943.70 és a M. bainieri CBS 508.81
izolatumok nem termeltek arachidonsavat, ehelyett foként a kétszeresen telitetlen linolsavat
termelték. A M. tuberosa CBS 210.72 izolatum zsirsavprofilja egyediilallo volt a Mortierella
fajok kozott, mivel linolsav mellett nagy mennyiségben termelte az w-3 a-linolénsavat is.
Szamos Mortierella izolatum termelte kis mennyiségben a szintén az w-3 zsirsavak k6zé tartozo
eikozapentaénsavat is. A késObbi kutatdsok egyik célkitlizése lehet ezen -3
zsirsavszarmazékok termelésének fokozasa.
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A zsirsavtermeléssel kapcsolatos eredményeinkrél tobb hazai és nemzetkozi
konferencian beszamoltunk:

Nyilasi et al. 2013. Screening of polyunsaturated fatty acid producing Mortierella strains. Acta Microbiol Imm H
60 (S) 61-62. MMT 2012. évi Nagygyiilése, Keszthely, Magyarorszag.

Kovacs et al. 2013. Investigation of the production of @w-6 and w-3 fatty acids in Mortierellales. 14. Kolozsvari
Biologus Napok, Kolozsvar, Romania, Abstracts, pp 40.

Nyilasi et al. 2013. Investigation of the polyunsaturated fatty acid production and profile of strains belonging to
Mortierellales. In: Skrbi¢ B: 15" Danube-Kris-Mures-Tisza (DKMT) Euroregion Conference on
Environment and Health with satellite event LACREMED Conference "Sustainable agricultural production:
restoration of agricultural soil quality by remediation, Novi Sad, Serbia, Book of Abstracts, pp 115-116.

Nyilasi et al. 2013. Investigation of the w-6 and w-3 fatty acid production of different Mortierella and related
species. Acta Microbiol Imm H 60 (S), 201-202. 4™ Central European Forum for Microbiology, Keszthely,
Hungary.

Nyilasi et al. 2013. Different polyunsaturated fatty acid profiles in Mortierellales. In: Tepari¢ et al: Power of
Microbes in Industry and Environment, Primosten, Croatia, Book of Abstracts, pp 73.

Kovacs et al. 2013. Comparison of the fatty acid yields and profiles of different Mortierella and Umbelopsis
strains. In: Vagvolgyi Cs, Gacser A: 1. Biomedica Minikonferencia: Kutatasok az SZTE Biologus
Tanszékein, Szeged, Hungary, p 33.

A zsirsavtermelés vizsgalatabol folyamatban van egy publikacio 6sszeallitasa, melyet még ez
¢év elsod felében szeretnénk kozlésre benyujtani:

Nyilasi et al. 2015. Identification of omega-6 and omega-3 fatty acid producing Mortierella and Umbelopsis
species (in preparation).

2.
A tobbszordsen telitetlen zsirsav-bioszintézis genetikai és molekuldris hdtterének vizsgalata
A zsirsavOsszetételben tapasztalt kiilonbségek felderitéséhez ¢és késObbi esetleges
fejlesztéséhez fontos a zsirsav-bioszintézis genetikai hatterének tanulmanyozasa. Ennek
érdekében azonositottuk a tobbszordsen telitetlen zsirsavak bioszintézisének kezdd 1épéséért
felelés A® és A® zsirsav deszaturazokat kodold géneket nagyszamu Mortierella és Umbelopsis
izolatumbdl. Ez a munka magaban foglalta a megfeleld6 PCR primerek tervezését, a PCR
koriilmények optimalizalasat, a felszaporitott DNS fragmentumok visszaizolalasat, plazmidba
klonozasat, tovabba szekvenalasat is. 25 torzsbdl azonositottuk a A® deszaturazt kodold gén
részleges szekvencigjat. A nukleotid szekvencidkbol nyert aminosav szekvencidkat
Osszehasonlitottuk adatbanki szekvenciakkal és azt tapasztaltuk, hogy ezek nagy része a M.
alpina A% zsirsav deszaturazzal mutatta a legnagyobb hasonlésagot (89-100%). Az U.
ramanniana NRRL 1296 és az U. versiformis CBS 473.74 A° zsirsav deszaturaza viszont a
Mucor circinelloides A° zsirsav deszaturizhoz bizonyult hasonlénak (81 és 79%), ami
megerdsiti az Umbelopsis nemzetségnek a Mucorales rendhez valo kozeli rokonsagat. Az
azonositott A° zsirsav deszaturaz aminosav szekvencidk egymassal nagy hasonlésagot
mutattak, azonban a génekben talalhatdé intronok szaméaban és hosszdban jelentds
kiilonbségeket tapasztaltunk. Néhany torzs esetében 2, illetve 3 A® zsirsav deszaturazt kodold
gént azonositottunk. Azokban az izoldtumokban, amelyekben 2 gént azonositottunk, a
deszaturazok aminosav szinten is kiilonboztek egymastol. A M. alpina CBS 210.32 izolatum
esetében a A® zsirsav deszaturdz mellett 2 ©° deszaturazt kodold gént is azonositottunk, ezek
azonban csak az intron hosszaban kiilonboztek egymastol. Egyes Mortierella ¢s Umbelopsis
izolatumok esetében (M. longicollis CBS 209.32, M. tuberosa CBS 210.72, Lobosporangium
transversale CBS 357.67, U. isabellina NRRL 1757) nem tudtuk azonositani a A° zsirsav
deszaturazt kodolo gént. Elképzelhetd, hogy ezen izolatumok a tobbi Mortierella izolatumtol
eltérd genetikai hattérrel rendelkeznek, ami jelentheti a A° zsirsav deszaturazt kodold gén teljes
hianyat vagy egy annyira eltéré A° zsirsav deszaturazt kodolo gén jelenlétét, amit az altalunk
hasznalt degeneralt primerekkel nem sikeriilt amplifikdlni. Ennek kideritése tovabbi
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kisérleteket igényel. A A® zsirsav deszaturazt kodold gén részleges szakaszat 17 izolatumbol
azonositottuk. Az ezekbdl szarmaztatott aminosav szekvencidk tobbsége az adatbanki M.
alpina A% deszaturazzal mutatta a legnagyobb egyezést, mig néhany torzs esetén ezek inkabb
Mucor és Rhizopus deszaturazokkal mutattak hasonlésagot. Az izolatumokban taldlhato A°
zsirsav deszaturazok szamaban, illetve az intronok hosszaban és szamaban itt is jelentds
kiilonbségeket tapasztaltunk. Az azonositott szekvenciakat az EMBL-EBI adatbankba
depozitaltuk.

Munkank soran vizsgaltuk az azonositott A® és A® zsirsav deszaturazt kodold gének
kifejez0dését és a kiilonbozo tenyésztési paraméterek zsirsavtermelésre és a deszaturaz gének
kifejezddésére gyakorolt hatdsat is. A génkifejezddést valos-idejii kvantitativ. PCR
alkalmazaséaval vizsgaltuk. A teny€sztési paraméterek zsirsavtermelésre és zsirsavosszetételre
gyakorolt hatasanak vizsgalatai alapjan egyrészt a zsirsavtermelés koriilményeit szeretnénk
optimalizalni, masrészt kivancsiak voltunk arra, hogy a tenyésztési paraméterek valtoztatasaval
modosithaté-e a zsirsavosszetétel. A vizsgédlatokhoz 10 kiilonb6zé zsirsavhozamu és
zsirsavprofilu torzset véalasztottunk ki. A kivalasztott torzsek esetében vizsgaltuk a tenyésztési
id6, a homérséklet és a tapoldat Osszetétel zsirsavtermelésre és génkifejezddésre gyakorolt
hatésat. A valds-idejii PCR kisérletek soran kontrollként az aktin gént alkalmaztuk, ezért a A®
és A® zsirsav deszaturdzt kodold gének mellett az aktint kodold gént is azonositottuk a
kivélasztott torzsekbdl. Az azonositott nukleotid szekvencidkat szintén elhelyeztiink az EMBL-
EBI adatbankban. A tenyésztési id6 zsirsavtermelésre és génkifejezodésre gyakorolt hatasanak
vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a zsirsavtermelés a 7.-9. nap koriil volt maximalis, ezutan
mar nem novekedett, illetve a sejtlizissel egyenes aranyban csokkent. Ezzel szemben a zsirsav
deszaturaz gének kifejez6dése a 4.-5. napon volt maximalis, majd jelent6sen lecsokkent. A
hémérséklet hatdsanak vizsgalatat 4 kiilonb6z6 homérsékleten végeztik el. A biomassza
mennyisége a torzsek optimalis ndvekedési hdmérsekletétdl fiiggden valtozott, de a legtobb
esetben 15 és 20°C-on tapasztaltuk a legnagyobb biomassza mennyiséget. Az 0ssz-zsirsav
mennyisége a Mortierella izolatumok esetében szintén 20°C-on volt maximalis a legtobb
esetben, mig az Umbelopsis izolatumok 15, 20 és 25°C-on is magas zsirsavtermelést mutattak.
A zsirsavosszetétel vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a legtobb torzs zsirsavosszetételét nem
befolyasolta jelentdsen a homérséklet, mig néhany esetben a hdmérséklet emelkedésével
csokkent a tobbszordsen telitetlen zsirsavak aranya az egy vagy kettd telitetlen kotést tartalmazo
zsirsavakhoz képest. A deszaturaz gének kifejezédésének vizsgalatakor M. alpina esetében a
A9 és 09 deszaturazok 20°C-on expresszalodtak leginkabb, ami egybevag a zsirsavtermelési
adatokkal, mig a A6 deszaturaz gén relativ transzkripcidja a homérséklet emelésével
parhuzamosan ndétt, ez azonban nem befolyasolta a zsirsavosszetételt. A tapoldat sszetétel
hatasanak vizsgalatakor a legnagyobb biomassza mennyiséget gliikz-éleszt6 (GY) és malatas
tapoldatokban (MEA), a legkisebb biomassza mennyiséget pedig minimal tapoldatban (YNB)
tapasztaltuk. Ugyanakkor az 1 g szaraz micéliumra vonatkoztatott dssz-zsirsav mennyiségek
vizsgalatakor szinte mindegyik térzs a YNB és a burgonya-dextroz (PDB) tapoldatban mutatta
a legnagyobb, mig GY tapoldatban a legalacsonyabb zsirsavtermelést. A zsirsavosszetétel
minden tapoldatban hasonlo volt, csak kisebb eltéréseket tapasztaltunk az egyes zsirsavak
aranyaban. A zsirsav deszaturaz gének, a zsirsavtermeléssel Gsszhangban, YNB és PDB
tapoldatban mutattak a legnagyobb relativ transzkripcidt. Vizsgéltuk a kiilonb6zo zsirsavakkal,
illetve kiilonb6zé nodvényi olajokkal kiegészitett minimal tapoldatok génkifejezddésre
gyakorolt hatasat is. M. alpina esetében olajsav hatasara emelkedett A6 deszaturaz
génkifejezOdést tapasztaltunk, mig M. antarctica esetén a zsirsavakkal kiegészitett
tapoldatokban a kontrollhoz képest alacsonyabb expressziot tapasztaltunk. A kiilonboz6 telitett,
egyszeresen €s tobbszorosen telitetlen zsirsavakat tartalmazé ndvényi olajokkal kiegészitett
tapoldatok alkalmazédsa esetén azt tapasztaltuk, hogy a tobbszorosen telitetlen zsirsavakat
tartalmaz6 olajok (napraforgoolaj, tokmagolaj, szezdmmagolaj, blizacsiraolaj) alkalmazasakor
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a zsirsav deszaturdz gének expresszidja csokkent, mig az egyszeresen telitetlen zsirsavakat
tartalmazo olivaolaj esetén kis mértékben emelkedett. Osszefoglalva a génkifejezddés
vizsgalataval kapcsolatos eredményeinket elmondhatjuk, hogy a zsirsav deszaturaz gének
20°C-on, YNB ¢s PDB tapoldatban, a tenyésztés 4.-5. napjan mutattdk a legmagasabb relativ
transzkripciot.

E kisérletek jelenleg is folyamatban vannak, az eddigi eredményeinkrdl mult évben két
szakmai konferencian szamoltunk be:

Nyilasi et al. 2014. Investigation of the fatty acid production and identification of the A9 and A6 desaturase genes
in several Mortierella and Umbelopsis strains. In: Cotoraci C, Ardelean A: 16th Danube-Kris-Mures-Tisa
(DKMT) Euroregion Conference on Environment and Health, Arad, Romania, Book of Abstracts 23.

Nyilasi et al. 2014. Investigation of the fatty acid production and the expression of the A9 and A6 fatty acid
desaturase genes in different Mortierella and Umbelopsis strains. A Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag 2014.
évi Nagygytlése és EU FP7 PROMISE Regional Meeting, Keszthely, Magyarorszag, Absztraktfiizet, pp 54.

A zsirsav deszaturaz gének azonositasardl és a tenyésztési feltételek génexpressziora gyakorolt
hatasanak eredményeibdl folyamatban van egy publikacio Osszedllitdsa is, amelyet még ebben
az évben szeretnénk kozlésre benyujtani:

Nyilasi et al. 2015. Identification and analysis of A9 and A6 fatty acid desaturase genes involved in
polyunsaturated fatty acid biosynthesis in several Mortierella and Umbelopsis strains (in preparation).

Emellett eredményeinket idén egy nemzetk6zi szakmai konferencian is ismertetjiik:

Nyilasi et al. 2015. Expression of A9 and A6 fatty acid desaturase genes involved in polyunsaturated fatty acid
biosynthesis under different culturing conditions in Mortierella and Umbelopsis strains. 17th DKMT
Euroregional Conference on Environment and Health, Szeged, Hungary, Book of Abstracts.

A génizolalasra és azok funkcionalis elemzésére vonatkoz6 eredményeinket mas jaromsporas
gombakkal kapcsolatos munkakban is sikerrel alkalmaztuk:

Nagy et al. 2014. Transcription of the three HMG-CoA reductase genes of Mucor circinelloides. BMC
Microbiology 14, 93. IF: 2.976.

3.
A tobbszorosen telitetlen zsirsavtermelés mddositasahoz sziikséges biologiai feltételek
tanulmadnyozdsa

Munkank hosszu tava célja a kiilonbozé Mortierella és Umbelopsis torzsek zsirsav
termelésének modositasa, ezaltal megvaltozott zsirsavprofili €s zsirsavtiltermeld torzsek
eldallitasa. Ehhez hatékony szelekcids és transzformdacids rendszerek sziikségesek, ezért
terveink kozott szerepelt egy altalanosan alkalmazhatdo dominans szelekcios markeren alapuld
rendszer kidolgozasa. Munkank soran négy antifungalis anyagot teszteltiink, amelyek a késdbbi
transzformacios kisérletek soran a szelekcio alapjaul szolgalhatnak. 40 Mortierella és
Umbelopsis izolatum antifungalis érzékenységét vizsgaltuk mikrodilucios modszerrel
hygromycin B-vel, karboxinnal, nourseotricinnel és pyritiaminnel szemben és megallapitottuk
az antibiotikumok minimalis gétlo, illetve minimalis fungicid koncentracioit. A pyritiamin
egyaltalan nem befolyasolta a Mortierella és Umbelopsis térzsek novekedését, viszont szamos
Mortierella izolatum nagyfokt érzékenységet mutatott a hygromycin B-vel szemben. Az
Umbelopsis izolatumok szintén érzékenyek voltak a hygromycin B-re, habar novekedésiik
gatlasa viszonylag magas antibiotikum koncentraciokat igényelt. Nourseotricin-t féleg élesztok
szelekciojanal alkalmaznak, Mortierella fajoknal eddig még nem alkalmaztak. Kisérleteink
soran a vizsgalt torzsek fele rezisztensnek bizonyult rd, néhany torzs azonban extrém
fogékonysagot mutatott. A nourseotricin gatolta az Umbelopsis izolatumok novekedését is, igy
fungicid, amelyet korabban M. alpina transzformacidja soran is alkalmaztak szelektiv
agensként. Kisérleteink soran szamos Mortierella torzs esetében mar kis koncentracional
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megfigyeltiik a karboxin hifandvekedést és sporacsirazast gatlo hatasat, ugyanakkor az
Umbelopsis izolatumok nagyfoku rezisztenciat mutattak vele szemben. Habar a karboxin egy
sz¢leskortien hasznalhato szelektiv agensnek tiinik, mivel a legtobb torzs ndvekedését mar kis
koncentracioban alkalmazva gatolta, hatdsa fungisztatikus volt, azaz a gomba sporak képesek
voltak akar 1600-3200 pg/ml karboxin alkalmazasa utan is kicsirazni, ezért mégsem
alkalmazhat6 szelektiv dgensként a transzforméciods kisérletek soran.

Az antifungalis tesztek eredményei alapjan létrehoztuk a hygromycin B €s nourseotricin
rezisztencia géneken alapuld szelekcios vektorokat. A rezisztencia gének megfeleld
kifejez0déséhez sziikséges homoldog promoter biztositasahoz degeneralt primerekkel
felszaporitottuk és klonoztuk a M. alpina hiszton H3-H4 régidjat, és az azonositott, 600 bp-nyi
intergénikus k6zos promoter régiot alkalmaztuk a vektorok épitésekor. Univerzalis primerek
alkalmazasaval felszaporitottuk a riboszomalis DNS régi6 1,8 kb-nyi szakaszat is, ami a
rezisztencia géneken és a M. alpina-bol izolalt hiszton prométer és riboszomalis DNS régiokon
kiviil tartalmaztak a Mucor circinelloides glicerinaldehid-foszfat-dehidrogenaz gén terminalis
régidjat is. A rezisztencia géneket, illetve a promoter és terminalis régiokat tartalmazo
rezisztencia kazettdkat fizids PCR alkalmazasaval hoztuk létre, majd szintén fuzios PCR
segitségével kapcsoltuk hozzd a riboszomalis régidt tartalmazd6 DNS szakaszt is. Az igy
létrehozott linearis vektort az Escherichia coli EL350 torzs alkalmazasaval kapcsoltuk 6ssze a
pTZ57 alapvektorral, amely egy defektiv A profag segitségével képes linearis DNS szakaszokat
rekombinalni révid homolog szakaszok iranyitasaval. Jelenleg folyamatban van a 1étrehozott
szelekcidos vektorok transzformacidja PEG-medialt transzformaciéo ¢és elektroporacio
segitségével hygromycin B és nourseotricin érzékeny Mortierella és Umbelopsis térzsekbe. A
transzformacios kisérleteket 3 torzzsel végeztik, melyeket a zsirsavhozamban ¢&s
zsirsavprofilban tapasztalt kiilonbségek alapjdn valasztottunk ki. A hygromycin B-vel és a
nourseotricinnel szembeni érzékenység vizsgalataval parhuzamosan elvégeztikk a torzsek
protoplasztalasanak optimalizalasat, majd meghataroztuk az izoldtumokbdl képzett
protoplasztok antifungalis érzékenységét is. Jelenleg a transzformacids modszerek tesztelése
folyik, a késébbickben pedig tervezziik a A° és A® zsirsav deszaturaz géneket tartalmazo
vektorok létrehozasat és ezek bejuttatasaval megvaltozott zsirsavprofila és zsirsavtultermeld
torzsek eldallitasat.

A Mortierella torzsek antifungalis érzékenységének vizsgalatarol 2 konferencian
szdmoltunk be:

Nyilasi et al. 2012. Investigation of the antifungal susceptibility of polyunsaturated fatty acid producing
Mortierella strains. Mikol kézlem, Clusiana 51(1), 107-108.

Nyilasi et al. 2012. Antifungal susceptibility of different Mortierella strains. 14" DKMT Euroregional Conference
on Environment and Health, Szeged, Hungary, Abstract CD 26.

Emellett eredményeinket egy folyoiratban kozolt publikacidban is bemutattuk:

Nyilasi et al. 2015. Hygromycin B, carboxin and nourseothricin susceptibility of polyunsaturated fatty acid
producing Mortierella and Umbelopsis strains. Acta Biol Szeged 59 (1), 1-8 (in press).

Az antifungalis érzékenységi vizsgalatoknal szerzett tapasztalatokat mas gombacsoportok
vizsgalata soran is felhasznaltuk:

Nyilasi et al. 2014. Susceptibility of clinically important dermatophytes against statins and different statin-
antifungal combinations. Med Mycol 52, 140-148. IF: 2.261.

4.
Az egyes zsirsavprofilok, illetve az azonositott génszekvencidak bevondsa filogenetikai és
evolucios tanulmanyokba
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Elvégeztiik a vizsgalatba vont gombatorzsek részletes genetikai jellemzését molekularis
markerek segitségével. A molekularis jellemzés és azonositas soran sziiletett DNS szekvencia
adatsorokat a fajazonositast szolgalo barcoding ¢€s filogenetikai vizsgalatokban is felhasznaltuk.
Ezek az eredmények nagyban hozzajarultak a Mortierella fajok filogenetikai viszonyainak
tisztazasahoz is. Ezen eredményeinket 1 hazai és 2 nemzetk6zi konferencian is bemutattuk:

Petkovits et al. 2013. Multilocus based phylogeny and morphological, physiological analysis of the Mortierelalles.
Acta Microbiol Imm H 60 (S) 68-69. MMT 2012. évi Nagygytilése, Keszthely, Magyarorszag.

Petkovits et al. 2013. Carbon source utilization patterns in the order Mortierellales used as characters for stochastic
mapping. Emerging Zygomycetes, a new problem in the clinical lab, A workshop of the ECMM/ISHAM
Working Group on Zygomycetes, Utrecht, The Netherlands, Abstracts, pp 34.

Petkovits et al. 2013. Stochastic character mapping of carbon source utilization data on a multigene phylogenetic
tree of the Mortierellales. Acta Microbiol Imm H 60 (S), 215-216. 4™ Central European Forum for
Microbiology, Keszthely, Hungary.

A molekularis markerek segitségével 1étrehozott filogenetikai torzsfat szénforras-hasznositési
adatokkal is kiegészitettiik, melynek eredményét egy nemzetkdzi konferencian mutattuk be:

Papp et al. 2014. Analysis of carbon source utilization data combined with a multigene phylogeny of
Mortierellales. In: Avalos et al.: 12th European Conference on Fungal Genetics (ECFG12), Seville, Spain,
Book of Abstracts 277 (P413).

Ezen eredményekbdl egy kéziratot is dsszedllitottunk, melyet kozlésre nyujtottunk be:

Nyilasi et al. 2015. Five-gene phylogeny and carbon source utilization of Mortierella and related genera.
Antonie van Leeuwenhoek (submitted). IF: 2.137

A filogenetikai analizis soran meghatarozott szekvencia adatokat altalanos érvényti evolucios
¢és filogenetikai jellegi munkak soran is felhasznaltuk. Részben a Mortierella fajok
azonositasaban szerzett tapasztalatoknak és adatoknak koszonhetd, hogy részt vehettiink a
»Fungal Barcoding Consortium” nemzetkdzi egyiittmiikodésben, melynek célja a gombak
azonositasara alkalmas barcoding szekvencidk kijelolése volt. Ezek az eredmények egy, a
PNAS folyoiratban megjelent cikkben lettek kozolve:

Fungal Barcoding Consortium, Schoch et al. 2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS)
region as a universal DNA barcode marker for Fungi, Proc Natl Acad Sci USA, 109(16), 6241-6246, IF:
9.737.

A szénforras-hasznositasi vizsgalatokra kidolgozott moddszeriinket mdas jaromsporas
gombacsoportok vizsgalata soran is sikerrel alkalmaztuk:

Schwartze et al. 2012. Lichtheimia species exhibit differences in virulence potential. PLoS One 7(7):e40908.
IF: 3.730.

Kaerger et al. 2015. Adaptation to thermotolerance in Rhizopus coincides with virulence as revealed by
avian and invertebrate infection models, phylogeny, physiological and metabolic flexibility. Virulence
(in press). IF: 3.319.

A projekt eredményeként nagyszamu Mortierella és rokon izolatum zsirsavtermelésérol
¢és zsirsavprofiljardl szereztiink informéciokat. Ezeket a molekularis markereken alapuld
filogenetikai adatokkal Osszevetve vizsgaltuk és megallapitottuk, hogy a filogenetikai
eredmények alapjan is elkiiloniilé Mortierella ¢s Umbelopsis fajok zsirsavprofiljuk alapjan is
két csoportot alkotnak (2. abra). Néhany korabban Micromucor-ként azonositott izolatum és
egyes Mortierella fajok molekularis filogenetikai vizsgalatok alapjan atkeriiltek az Umbelopsis
nemzetségbe, ezeknél az izolatumoknal az Umbelopsis fajokra jellemzé zsirsavprofilt
tapasztaltunk, tehat a zsirsavprofil alatdmasztotta a korabban megallapitott filogenetikai
viszonyokat.

A zsirsavtermelés Mortierellales renden beliili diverzitdsanak tanulmanyozasa soran azt
tapasztaltuk, hogy néhany Mortierella izolatum a tébbi Mortierella izolatumtol eltéréen nem
termelt arachidonsavat, helyette linolsavat termelt legnagyobb aranyban. Ezen izolatumok
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kozott azonban nem talaltunk filogenetikai kapcsolatot. A molekularis filogenetikai analizis
soran a Mortierella nemzetség parafiletikusnak bizonyult, mivel a Mortierella nemzetség
mellett magaba foglalja a Dissophora, Gamsiella és Lobosporangium nemzetségeket is. Ezen
rokon nemzetségek izoldtumai, habar alacsonyabb zsirsavhozammal rendelkeztek, szintén
termeltek tobbszordsen telitetlen zsirsavakat és a Mortierella izolatumokra jellemzo
zsirsavprofillal rendelkeztek, amely szintén megerdsiti a molekularis markerekkel kapott
filogenetikai analizis eredményét. Jelenleg folyamatban van a zsirsavtermelés vizsgalatabol
szarmazd adatok atkddoldsa, mely sordn a zsirsavhozamban ¢és a zsirsavprofilban tapasztalt
kiilonbségeket filogenetikai analizisre alkalmas adatsorokka alakitjuk at.

A zsirsav-bioszintézisben résztvevé A® és A° zsirsav deszaturdzokat kodold gének
azonositasa kovetkeztében nagyszamu szekvenciaadat keletkezett. Az azonositott Mortierella
és Umbelopsis zsirsav deszaturazok nukleotid szekvenciaibol szarmaztatott aminosav
szekvenciaikat 0sszevetve mas Mucoromycotina zsirsav deszaturdz szekvenciakkal a zsirsav
deszaturaz gének evolucios folyamatairdl szereztiink informaciokat. A A® zsirsav deszaturazok
esetében az izolatumok két nagy csoportra kiiloniiltek. Az egyik csoportba Mortierella és
Umbelopsis izolatumok keriiltek, mig a masik csoport a Mucoromycotina képvisel6i mellett
szintén tartalmazott Umbelopsis és Mortierella szekvenciakat is. Feltételezésiink szerint a
Mucoromycotina €¢s Mortierellomycotina altdrzsekbe tartoz6é gombak kozos 6sében mar jelen
volt a A® deszaturazt kddold gén, majd a Mortierellomycotina és Umbelopsidaceae szétvalasa
el6tt a gén duplikalodott. Ezt az elméletet alatamasztja, hogy az Umbelopsis isabellina NRRL
1757 izolatum esetében 2 A® zsirsav deszaturiz gént azonositottunk, amibél az egyik a
Mortierella A® zsirsav deszaturdzokkal, mig a masik a Mucoromycotina A® zsirsav
deszaturazokkal mutatott hasonlosagot (3. abra). Ez azonban némileg ellentmond a jelenleg
elfogadott nézeteknek, amelyek az Umbelopsidaceae csalad Mucorales renddel valo kozelebbi
rokonsagat feltételezik. Egyes Mortierella fajokban (M. wolfii CBS 614.70, M. alpina FSU
2698, M. antarctica CBS 609.70) tovabbi génduplikacio jatszodhatott le és feltételezhetben az
6si A® zsirsav deszaturaz gén elveszett, mivel mindkét azonositott A® zsirsav deszaturdz a
Mortierella A® zsirsav deszaturazokkal mutatott hasonlosigot. A A° zsirsav deszaturaz
szekvenciak Osszehasonlitasakor két nagy csoportra kiiloniiltek el a Mortierella és az
Umbelopsis izolatumok (4. abra). Mivel az adatbankban nem talaltunk tovabbi
Mucoromycotina A° zsirsav deszaturaz szekvenciakat, a késébbiekben tervezziik a A® zsirsav
deszaturaz azonositasat kiilonb6z6 jaromsporas gombakbol, majd ezek bevondsat a
filogenetikai analizisbe.
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2. abra. Az ITS régio, a 18S és 28S rRNS gének, valamint a tef és RPB1 szekvenciak alapjan BayesPhylogenies
programmal szamolt 50% tobbségi konszenzus torzsfa és a zsirsavprofilok Gsszevetése. A torzsfan feltiintetett
értékek a poszterior valoszintiségeket jelzik. A zsirsavprofil esetében az egyes zsirsavak aranyat a teljes
zsirsavtartalomra vonatkoztatva abrazoltuk. Roviditések: EPA: eikozapentaénsav, ALA: a-linolénsav, GLA: vy-
linolénsav, PO: palmitolénsav, AA: arachidonsav, LA: linolsav, DGLA: dihomo-y-linolénsav, MA: 5,8,11-
eikozatriénsav, P: palmitinsav, OA: olajsav, S: sztearinsav.
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M. wolfti CBS §14.70 A® deszaturiz 2
M tongicollis CBS 20932 A sirsav deszaturiz
M. antareddca CBS 609.70 A® asirsay deszaturdz |

ABUTDSS6 M. ajpin 154 A ssirsay dessaturiz 2

M. alpina FSU 2698 4° zsirsav deszaturdz 2

U ramaniana NRRL 1296 A8 zsirsav deszaturiz

D. decunmbens CBS 30157 19 7sirsav deszatursz

s . mazabilis CBS 308,52 AS zsirsav deszaturiz
M. simplex CBS 243:82 A8 zsirsav deszaturiz

M. armilizriicola CBS 914.73 AS zsirsav deszaturdz
M. coitans CBS $70.87 A¢ zsirsav deszaturds

M, wolfii CDS 61470 A° zsirsay deszaturiz 1

- isabelling NERL 1757 A¢ zsirsav deszaturdz 1

M. vertieillata CBS 346.00 A" zsirsav deszaturdz
M. aniarciica CBS 609.70 A* zsirsav deszaturiz 2
M. alpina FST 269 A° zsirsay deszaturdz 1
M afpina CBS 210.32 A zsirsav deszaturdz

AF465281 L isabelling MA 22 AF zsivsav deszaturiz

ABOTOSET M. alpina 15-4 A° zsirsay deszaturdz 1
'

o1 AB0S2086 Mucor clrcinelloides A" zsirsav deszaturdz

DQI77498 Cunminghansella echiulota A° zsirsay deszatardz
M. uberosa CBS 210.71 A* zsirsav deszaturiz
T versiformis CBS 473,74 % zsirsav deszaturdz

'
[
' L transversale CBS 357,67 A% zsizsav deszaturiz

JEO10287 Phy

02

1
' U isabelling NRRL 1757 &° zsirsav deszaturdz 2
L A chlamydaspare CBS 120,34 4 sirsav deszaturiz

AYT95076 Rhizopus sivlonifer AY zsirsav deszaturaz

FIMBS6133 Thamnidium elegans CC 88 zsirsav deszaturiz

'HQ437171 Mueor circinelloides T. lusitanlcus A% zsirsay deszaturdz

infestans A zsirsav deszaturiz

3. abra. Az azonositott Mortierella és Umbelopsis és adatbanki Mucoromycotina A® zsirsav deszaturdz
szekvenciak alapjan BayesPhylogenies programmal szamolt 50% tobbségi konszenzus torzsfa. A torzsfan
feltiintetett értékek a poszterior valosziniiségeket jelzik.

L ramanniana NRRL, 1296 A zsivsay deszaturiz

u : veriformis CBS 473,74 A" xirsay deszatursx

———— v

M wolfif CBS 614.78 4" ssirsav deszaturiz 2

M, globulifers CBS S58.70 7 rsirvas deseaturst
M wolfif CBS 61470 4° ssirsav deszatursz 1

AL selemospars CBS 811,68 oY pirsay Gessatursz

M. verticillats CBS 146,66 A zsirsay deszaturaz
M. clomacystis CBS 357.76 A" Tvirsav demzanuriz
M il CBS 222,35 A" zsirsav deszaturiz 1

M antarciica CBS 61970 & rsirsay dessaturis

M. aipina CBS 210,32 A° rsirsay desratursz

M. amoeboides CBS 859,72 A" zsirsav deszaturiz

M. armillariiceia CBS $14.73 3° zsirsay deszaturiz

M. epicladia CBS Y8876 A" zvirsay deszaturiz
"

o M. Rumills CBS 21238 4% ssirsay deszaturdz 2
o R
M. garsii CBS 749.68 A" zsirsas deszaturiz
M. camargensis CBS 22158 A” rsirsa deszaturiz

M. schmucherii CI35 295,59 A9 zxirsav deszaturdz

M. micratygaspors CBS §80.97 A% rsirsay deszaturdz

M. chlamydespors CBS 130,34 A ysirsay desraturds

M. parvispora CBS 31152 A" sirsa deszaturia

M. clomgandn CBS 4887 A asirsav deszaturdz

B decumbens CBS 30157 AV zrirsa deszatursz
M. stmplex CBS 24382 A% rsirsay dessaturdz

M smutahilts CBS 368,52 A" zsirsav destatursz.

M. cogitans CBS §70.87 A% asirsay deszaturiz

M. alpina CBS 21032 o asirsav deszaturiz 1

,‘7

AYOOSIT3 mplomyces souoctt ATCC 24905 A° psirsay deszatursz

L1 A2 aine €08 21032 0 sisay deszaturiz 2

4. 4bra. Az azonositott Mortierella és Umbelopsis A° zsirsav deszaturaz szekvencidk alapjan BayesPhylogenies
programmal szamolt 50% tobbségi konszenzus torzsfa. A torzsfan feltiintetett értékek a poszterior

valoszintiségeket jelzik.
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Osszefoglalva eredményeinket, elmondhatjuk, hogy a Kitiizétt célokat megvalésitottuk. A
kutatasi program eredményeként:

Tobb mint 100 Mortierella és Umbelopsis izolatum zsirsavtermelését vizsgaltuk meg és
szamos magas zsirsavhozammal, illetve eltéré zsirsavprofillal rendelkezo torzset
azonositottunk, melynek eredményeként létrehoztunk egy tobbszorosen telitetlen
zsirsavakat termel6 gombakbél allé torzsgyiijteményt.

Szamos Mortierella és Umbelopsis torzsben azonositottuk és vizsgaltuk a tobbszorosen
telitetlen zsirsavak bioszintézisében szerepet jatszo A° és A° zsirsav deszaturazokat kodolo
géneket. Vizsgaltuk a tenyésztési paraméterek (homérséklet, ido, tapoldat oGsszetétel,
kiilsoleg adott zsirsavak és olajok) zsirsavtermelésre és a deszaturaz gének kifejezodésére
gyakorolt hatasat, ami az ipari alkalmazhatésaghoz szolgialhat Gj informaciokkal.

A zsirsavtermelés vizsgalatabol nyert adatokat és a projekt soran azonositott nukleotid és
aminosav szekvenciakat filogenetikai és evolucios tanulmanyokba is bevontuk.

Megkezdtiik a zsirsavtermelés genetikai manipulalasahoz sziikséges feltételek vizsgalatat,
mely soran teszteltik a gomba torzsek antifungilis érzékenységét Kiilonbozo
gombaellenes hatéanyagokkal szemben és kidolgoztunk egy hygromycin B és egy
nourseotricin rezisztencian alapulé direkt szelekciés rendszert.

Uj, a késébbi alap- és alkalmazott kutatasokban is felhasznalhaté eljarasokat,
protokollokat dolgoztunk ki, elsésorban a Mortierella és Umbelopsis izolatumok
szelekciojara és a zsirsavtermelés vizsgalatahoz sziikséges extrakcios és analitikai
modszerekre vonatkozoan, melyek a késébbi kutatasok soran is felhasznalhatok.

A projekt soran létrejott eredmények nagymértékben hozzdjarulnak a jaromsporas gombak
zsirsavtermelésére €s zsirsav-bioszintézisére vonatkozé ismeretek boviiléséhez. A nagyszamu
azonositott gén szekvencia felhasznalhat6 a késdbbi alapkutatasok soran a zsirsav-bioszintézis
taltermeld ¢€s megvaltozott zsirsavprofili torzsek eldallitasdhoz szilikséges vektorok
létrehozasahoz. A palydzat soran azonositott tobbszordsen telitetlen zsirsavakat termeld torzsek
tovabbi torzsnemesités alapjat képezhetik, tavlati célként egyes torzsek ipari felhasznalasa is
elképzelhetd.

A palyazathoz kapcsolodoan eddig 2 MSc diplomamunka és 3 BSc szakdolgozat sziiletett és
2 tovabbi BSc hallgato jelenleg is dolgozik a téman, valamint folyamatban van egy PhD munka
iS. A projekten dolgoz6 hallgatok munkéjuk eredményeként egy OTDK masodik helyezést,
egy kiilondijat ¢s harom elsé helyezést értek el helyi TDK konferencidkon. Emellett a
csoportban dolgozo egyik hallgatd elnyerte a Nemzeti Kivalosag Program Eotvos Lorand
Hallgatoi Osztondijat is.
A XXXI. Biologia OTDK-n Kovacs Aranka Stella a JATE Press Kiadé Publikacios Dijat is
elnyerte, melynek eredményeként dolgozatanak anyagat konyvfejezetként publikalhatta:
Kovacs et al. 2014. Tobbszorosen telitetlen zsirsavakat termeld Mortierella fajok filogenetikai és fiziologiai
vizsgalata. In: Vagvolgyi Cs, Szekeres A: A biologia jévdje, a jovo biologusai, avagy szemelvények a

magyarorszagi felsooktatasi intezményekben végzett tudomanyos munka eredményeibél. JATE Press,

Szeged, pp 19-32.
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A projekt eredményeit
6 szakfolyéiratban megjelent cikkben (6sszesitett |F: 22,023; fiiggetlen hivatkozasok
szama eddig: 351);
1 konyvfejezetben (magyar nyelvii);
valamint 15 konferencia anyagban (poszter/el6adas)
publikaltuk, és folyamatban van tovabbi 3 szakfolyéiratban megjelent cikk Osszeallitasa,
illetve publikalasa.

A palyazatban Kkitiizott célokat sikeriilt maradék nélkiil megvalésitani. A kutatasi
eredmények alapjan nem volt sziikség a feladatok modositasara. Ugyanakkor a 3.
munkaszakaszban a kisérletes munka ¢és annak feldolgozasa jelentésen feltorlodott, igy az
eredmények egy részének publikdldsa athuzodott a 2015. évre. Ezeket az eredményeket, az
eddigiekhez hasonldan, rangos nemzetkozi folydiratokban kivanjuk ez év soran publikélni.
Ennek érdekében az utols6 munkaszakasz 6 honapos hosszabbitasat kértiik (2015.03.31-ig) a
feladatok ¢és koltségterv modositasa nélkiil, melyet meg is kaptunk. A tAmogatéasi 6sszegen feliil
nem volt sziikség sajat forrds bevondasara.

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy az OTKA pélyazat keretében megvaldsitott kutatast —
elsésorban a zsirsav-bioszintézis genectikai hatterének vizsgalatat és a zsirsavtermelés
fokozésat, illetve modositasat — folytatni szandékozzuk. Ehhez segitséget nyujtanak azok a
nemzetkozi egylittmiikddések, melyek €pp a jelen kutatdsi program megvalositasa soran és a
tdmogatas segitségével mélyiiltek el.

Ezek koziil is ki kell emelniink Dr. Milan Certik (Slovak University of Technology, Faculty of
Chemical and Food Technology, Department of Biochemical Technology, Pozsony, Szlovak
Koztarsasag) kutatocsoportjat, amely kiillonb6z0 gomba metabolitok termelésének
vizsgalataval, azon belill is a mikrobidlis zsirsavtermeléssel és annak genetikai hatterével
foglalkozik. A projekt munkajanak folytatasaként egy Kozos Magyar-Szlovak Kormanykozi
TéT egyiittmiikodést nyertiink el (TET 12 SK-1-2013-0007, Biotechnolégiai jelentSségii
karotin- és lipidtermeld gombdk jellemzése és modositisa, 2015-2016). Szintén fontos
vizsgalataban elismert Dr. Kerstin Voigt (University of Jena, Jena Microbial Resource
Collection, Jéna, Németorszag) altal vezetett csoporttal kialakitott egytittmiikodést, melynek
keretében a projekt megvalodsitasa alatt tobb kozds publikacio is sziiletett. Emellett a
Mortierella fajok azonositasaban szerzett tapasztalatoknak és adatoknak kdszonhetGen részt
vettiink az International Fungal Working Group Fungal Barcoding projektben is (Szervezé:
Dr. Conrad Schoch Fungal curator, GenBank taxonomy, NIH/NLM/NCBI Bethesda, Maryland,
USA. Honlap: http://www.fungalbarcoding.org).

Szeged, 2015. aprilis 28. Dr. Nyilasi Ildiké
témavezetd
tudomanyos munkatars



