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A palyazati program célja az volt, hogy atfogd, minden nemzetségre Kiterjedo,
mikroszkopos, fiziologiai és molekularis (DNS szekvencia analizis) vizsgalatokkal
tisztazzuk a Mortierellales renden belili filogenetikai viszonyokat és a csoportot alkoto
nemzetségek mas jaromsporas gombakhoz fiiz6d6 kapcsolatat.

A munkat indokolta, hogy a Mortierellales rend tagjai a jaromsporas gombak
(Zygomycetes) egy igen figyelemre meélté csoportjat alkotjak: egyes ide tartozo, lipid
akkumulalo fajok (pl. Mortierella alpina) biotechnologiai jelentéséggel birnak, mint
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (pl. arachidonsav) ipari termeldi, mas fajok kiilonbozé
szerves vegyuletek biotranszformald agenseiként ismertek. E rendkiviil fajgazdag, nagy
fiziologiai és Okologiai diverzitast mutaté fonalas gomba csoport részletes elemzese értékes
informaciot szolgaltathat a kés6bbi 0j bioaktiv metabolitok és enzimaktivitdsok felfedezését
célzé alap- és alkalmazott kutatasok szamara. A kutatasi program megvaldsitasa jé kiindulasi
alap egy a jaromspéras gombak Kkutatasat célzo eurdpai hal6zat létrehozasahoz (pl.
konzorciumalakitds EU keretprogram péalyazataihoz). A magyar fél szamara kiléndsen
elényds, hogy a nemzetkdzi egyiittmiikodés révén bekapcsolédhat a nagy nemzetkozi
torzsgytjteményeknél folydo munkakba.

A kutatasi tervben a kdvetkezo célkitizések szerepeltek:

e Egy a Mortierellales rend minden nemzetséget tipustorzsekkel reprezentald
torzsgyijtemény létrehozasa.

e A Mortierellales rend filogenetikai vizsgalata és taxondmiai revizioja.

e Gyors és megbizhatd torzsidentifikalasi modszerek kidolgozasa.

A tamogatasi id6szak alatt a kovetkezd konkrét eredményeket értiik el:

1. Létrehoztunk egy egyedulallé a Mortierellales rend minden tenyésztheté nemzetségét
(Dissophora, Gamsiella, Lobosporangium és Mortierella) reprezentalo torzsgyiijteményt.

A 215 izolatumbol allo gyljtemény mintegy 100 faj tipustdrzsét is tartalmazza. A
torzseket regisztraltuk és elhelyeztiik az SZTE Mikrobiologiai Tanszék torzsgyiijteményébe
(SZMC, Szeged Microbiological Collection). A térzsek beszerzésére, illetve morfoldgiai és
elektronmikroszkopos vizsgalatara sikeres szakmai egyiittmiikodést alakitottunk ki a Jena
Microbial Resource Collection (JMRC; Friedrich-Schiller University, Jena, Németorszag; K.
Voigt, K. Hoffmann) és a Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Baarn, Hollandia,
Eurépa legnagyobb nemzetkozi torzsgyiijteménye; R. Samson) munkatarsaival. A
Mortierellales gytijtemény létrehozdsa nagymértékben hozzdjarult a Szeged Mikrobiologiai
Gyljtemény utobbi két évben bekOvetkezett nagyaranyl fejlesztésehez, melynek
eredményeként idén a gyiijtemény hivatalosan is tagja lett a Torzsgyljtemények Nemzetkozi
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Szdvetségének (World Federation fo Culture Collections, WFCC, regisztraciés szam: 987,
rovidités SZMC; http://www.wfcc.info/ccinfo/index.php/collection/by _id/987).

2. Molekularis filogenetikai vizsgélatokat végeztink a Mortierellales renden bellli
filogenetikai viszonyok es a rendnek az egyéb jaromsporas gombacsoportokhoz,
elsésorban a Mucorales rendhez (ezen beliil is az Umbelopsidaceae csaladhoz) fiizodo
viszonyanak feltarasa érdekében. Ennek soran elkészitettik a Mortierellales rend
atfogo, tobb génre alapozott torzsfajat.

A filogenetikai elemzéseket mind a magi riboszomalis régid, mind egyes
fehérjekodold génszakaszok szekvencia adatai alapjan nyert nagy adatsorokon
végeztik. A palyazati idészak alatt, 105 izolatum esetében meghataroztuk a teljes ITS
régio (ITS1 - 58S rRNS gén — ITS2), a 18S rRNS és a 28S rRNS gének, valamint 95
izolatum esetében a DNS fliggé RNS polimeraz II nagy alegység (RPB1) és a transzlacio
elongéacios faktor 1-alfa (tef) fehérjekddoldé gének egy-egy szakaszanak nukleotid
sorrendjét. A szekvenciakat a NCBI GenBank nemzetkdzi szekvencia adatbazisba
elhelyeztik. Ez a munka természetesen magaban foglalta a megfelelé PCR primerek
tervezését, a PCR korilmények optimalizlasat, a felszaporitott DNS fragmentumok
visszaizolalasat, esetenként plazmidba klonozasat, tovabba szekvenalasat is. A Kisérleti
munka elején szamos torzzsel végeztiink kisérleteket a citokrém oxidaz 1l. alegység gén
(coxIl) meghatarozasara és a filogenetikai munkakban torténd felhasznalasara, de ez a
génszakasz végul nem bizonyult alkalmasnak e gombacsoport azonositasara és a rokonsagi
viszonyok tanulmanyozasara. Mintegy 50 izolatum esetében meghataroztuk az aktin (act) és a
nagy affinitasu vas transzporter 1 (FTR1) gének egy szakaszat is. Ez utobbi géneket a jelenleg
is zajlo a jaromsporas gomba csoportok kozti evolucios viszonyok feltarasat, valamint a
jaromsporés gombak fajképzodési folyamatainak tanulmanyozésat célzd vizsgalatokban
hasznaltuk, illetve hasznaljuk fel.

Elséként a magi riboszémalis szekvencidk (ITS régio, 18S rRNS és a 28S rRNS
gének) alapjan végeztik el a filogenetikai elemzést, melyben kuléndsen a jelenlegi
rendszerezés szerinti, morfoldgiai alapon definialt Mortierella nemzetség monofiletikus voltat
vettik vizsgalat ala. Az elemzés eredménye egy 90 taxont (tipus és referencia torzsek)
magaba foglald, 5 nemzetségre kiterjedd, atfogd, multigén alapu térzsfa volt, amelyen 12 jol
definialt kladot tudtunk elkiiloniteni (1. Abra). A magi riboszomalis szekvenciak elemzésével
kapott torzsfa nagymertékben ellentmond a hagyomanyos morfologiai alapu felosztasoknak
(Linnemann 1941; Zycha és mtsi. 1969; Gams 1977) és azt mutatja, hogy a Mortierella
nemzetség parafiletikus, amennyiben magaba foglalja a Dissophora, Gamsiella és
Lobosporangium nemzetségeket, ezert vagy ezeket kell egy nagy Mortierella nemzetségbe
beolvasztani, vagy az utobbit kell tébb monofiletikus csoportra osztani. A torzsfa alapjan tébb
taxon egy fajba tortén6 Gsszevonasa is javasolhato, pl. M. verticillata — M. humilis, vagy G.
multidivaricata — M. mutabilis. A Mortierellaceae csalad tipusfaja, a M. polycephala,
valamint a M. polygonia és a M. indohii fajokat korabban kiilonb6z6 szekcidokba soroltak, mig
a mi elemzésilink alapjan kozeli rokonoknak bizonyultak. Az is elmondhatd, hogy a korébbi
elképzelésekkel ellentétben, a M. longicollis nem tartozik a Mortierellales rendbe, hanem a
Mucorales rendbe tartozé6 gombéakkal mutat kozelebbi rokonséagot.

Az elemzés soran vizsgaltuk a kiilonb6zd riboszomalis régiok alkalmazhatdsagat a
csalad, illetve rend szintii filogenetika becslésében. Ennek soran a riboszémalis régiora 15
alternativ particionalis stratégiat hasonlitottunk ¢ssze a Bayes faktorok alapjan, ahol az egyik
legnagyobb szamu particiét tartalmazé megkdzelités bizonyult optimalisnak (azaz keverék
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modellekkel a legkedvezObb likelihood és fa-hossz értékeket adta). Mindez a riboszémalis
gének evolulciés mintazatainak az altalanosan elfogadottnal nagyobb komplexitasat jelzi. Az
ITS1, 5,8S és az ITS2 I6kuszok kiilon particioként valo kezelése jelentsen javitotta a modell
alkalmazhatdsagéat, szemben azzal, mintha egy particioként kezeltiik volna 6ket. A 18S, 28S
rRNS gének és az ITS régiok elemzése, azt sugallta, hogy e Idkuszok nemcsak kildn
evolvalddtak, de a I6kuszokon beliil is jelentds heterogenitas figyelheté meg.

A magi riboszomalis gének szekvenciain alapuld elemzés eredményeit egy nemzetkozi
folyoiratban megjelent kbzleményben:
Petkovits et al. 2011. Data partitions, Bayesian analysis and phylogeny of the zygomycetous fungal family

Mortierellaceae, inferred from nuclear ribosomal DNA sequences, PLoS One 6(11): e27507., IF:
4.411,
valamint nemzetko6zi konferenciakon tettiik kozzé:

Nyilasi et al. 2009. Phylogenetic and physiological characterization of filamentous fungi belonging to the order
Mortierellales., Acta Microbiol Immunol Hung 56(S), 219;

Wagner et al. 2010. Zygomycetes revisited: A phylogenetic revision of Mortierellales. JSMC/JCB Workshop
‘Microbes, Models & Methods’, March 9-10, Jena, Germany, Abstracts;

Wagner et al. 2011. Reconstruction of the phylogeny of the Mortierellales based on nucleotide sequences of the
internal transcribed spacer from the nuclear ribosomal DNA cluster, JCB workshop: Nucleotides,
Networks, Novelties; Jena; Germany March 28-29 Abstracts 34.;

Nyilasi et al. 2011. Molecular phylogeny of Mortierellales, Acta Microbiol Immunol Hung 58: 196.

Mivel nagyszdmu tipus-, illetve referencia torzs esetében meghatéroztuk a
riboszomalis RNS kddolo régio szekvenciait, ez lehetdséget biztositott egy nagyobb 1éptékii
elemzéshez, melybe az altalunk meghatarozott szekvenciakon kivil bevontuk a nyilvanos
adatbazisokban fellelheté Osszes Mortierella ITS szekvenciat és igy egy kozel 900
szekvencidt magéaba foglalo adatsorral dolgoztunk. E nagy adatsorral végzett elemzés
eredményeként kapott torzsfdk jelentds informaciokkal szolgaltak a kiilonb6z6 fajok
gyakorisagara és foldrajzi elterjedtségére vonatkozoan. Az elemzésbdl altalanosabb érvényil
megallapitdsokat is le tudtunk vonni, els6sorban a kiilonb6z6 leirt és még le nem irt
gombafajok szamanak becslésére vonatkozdan. Ez a téma a metagenomikai és a nagy
hatékonysagu szekvenalasi technikak elterjedésével a kdrnyezeti mintakbdl nyert szekvencia
adatok interpretalasa kapcsan keriilt az érdeklddés homlokterébe. Az elemzés soran azt
vizsgaltuk, hogy a még nem azonositott molekularis taxonémiai kezelend6 egységek
(molecular operational taxonomic unit, MOTU) mekkora részét irtak le mar, annak ellenére,
hogy szekvencia adat nem érhet6 el roluk, illetve azt, hogy ezen azonositatlan MOTU-k
mekkora ardnya reprezental valéban még le nem irt fajokat. A kérdés megvalaszolasédhoz
modelleztik a tipustdrzsekre vonatkozo szekvencia ismeretek ndvekedését és az azonosithato
MOTU-k szamat. Ehhez az elemzéshez, a kozmopolita Mortierella nemzetség, mely az egyik
talajbdl leggyakrabban izolalhaté szervezet kivalo eszkdznek bizonyult. A megszekvenalt
tipustdrzsek és az azonosithato MOTU-k szama kozt kozel lineéris dsszefuiggést talaltunk. Az
elemzés alapjan meg tudtuk becsulni a Mortierella fajok abszolut szamat és ugy talaltuk, hogy
az igen kozel van a leirt Mortierella fajok sz&méahoz. Eredményeink arra is kovetkeztetni
engedtek, hogy a kdrnyezeti mintadk szekvenalasa soran kapott identifikalhatatlan MOTU-k
nagy szama, legaldbbis egyes gombacsoportokban, sokkal inkabb a tipus és referencia
torzsekre vonatkozd szekvecia adatok elégtelen voltanak tulajdonithatd, mint a nagyszamu
még le nem irt faj létezésének. Ezen eredményeinket a New Phytologist c. folyoiratban:

Nagy et al. 2011. Where is the unseen fungal diversity hidden? A study of Mortierella reveals a large
contribution of reference collections to the identification of fungal environmental sequences, New

Phytol 191: 789-794., IF: 6.516,

és nemzetkdzi konferenciakon tettik kozzé:

Nagy et al. 2011. How type strain sequencing affects the identifiability of environmental ITS sequences — an in

silico modeling approach using Mortierella., The dynamics of zygomycete research in a changing
world: A workshop on Zygomycete biodiversity; Utrecht; The Netherlands; March 3-5; Abstracts 24.
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1. Abra. A magi riboszomalis szekvenciak alapjan, BayesPhylogenies programmal becsiilt 50% tobbségi
konszenzus filogram (az alkalmazott modell mind a hat particiéra: GTR+ T'). Az agak folotti szdmok a
Maximum Parsziménia (MPBS), Maximum Likelihood bootstrap (MLBS) értékeket (szazalékban kifejezve),
valamint a Bayes-féle poszterior valosziniiségeket mutatjak; a gyengén, vagy nem tamogatott elagazasokat
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(<50% vagy 0.5) “-” jellel jel6ltik (Petkovits et al. 2011. PLoS One 6(11): €27507). Az egyes kladok mellett
talalhato szimbolumok a Mortierellales rend korabban elfogadott rendszereit kidolgozo szerzOk altal hasznalt
szekcidkat jelzik.

Gombéak és novenyek esetében az ITS régid elemzésének alapvetd szerepe van a
filogenetikai vizsgélatokban, a molekularis 6koldgidban, illetve a faj és torzs azonosités és
kimutatas teriiletén. Ennek ellenére alkalmazasat gyakran éri kritika, elsdsorban az inszerciok-
deléciok (indelek) okozta szekvencia illesztési problémak és a fajnal magasabb rendszertani
szinteken a filogenetikai feloldoképesség hianya miatt. Elvégeztiink egy 115 ITS adatsort
tartalmazd elemzést, melybe bevontuk a Mortierellales izolatumok ITS-einek illesztését is.
Elemzésunkben azt talaltuk, hogy mindkét probléma kikiiszobolheté a homoldgidk pontos
illesztésével és az indeleknek a filogenetikai elemzésbe vonéasaval. Az indelek bevonasa a
filogenetikai elemzésbe szignifikdnsan javitotta az eredmeényeket €s novelte a
feloldoképességet a torzsfak korai elagazasai mentén. Ebben a munkaban teszteltiik a
kiilonboz6 illesztési stratégiakat is. Az eredményeinket Osszefoglaldo kéziratot kozlésre
benyujtottuk a Systematic Biology c. folydirathoz (IF: 9.532), jelenleg biralat alatt &ll:

Nagy et al. 2011. Re-Mind the gap! Insertion — deletion data reveal neglected phylogenetic potential of the
fungal internal transcribed spacer. Sys Biol, submitted.

A magi riboszomalis gének mellett, a szekvenalasi munkékat kiterjesztettik tébb
fehérjekddol6 génre is. Ezek kozll az RPB1 és a tef szekvencidkat hasznaltuk fel a renden
bellli filogenetikai viszonyok elemzésére. A fehérjekddolo génekre alapozott filogenetikak
kongruensnek bizonyultak a kordbban a riboszémalis régid adataibol szamolt térzsfakkal.
Ezért a fehérjekddolo gének és a riboszomalis régid szekvenciait egy adatsorban egyesitettiik
és egy Otgénes filogenetikai elemzést végeztiink szamos particionalasi és keverékmodellt
tesztelve. Ebbe az elemzésbe Gsszesen 107 torzset vontunk be; az egyesitett illesztéssel a
Bayes-féele MCMC analizist a MrBayes szoftverrel végeztiik (Huelsenbeck és Ronquist 2001);
a Markov lancokat 10 generécién futtattuk, minden szazadik generaciot elmentve. A burn-in
értékét a likelihood és a topoldgiai konvergencia tesztelésével hataroztuk meg. A
konvergenciat a likelihood értékekre a Tracer 1.4 (Rambaut és Drummond 2008), a toplégiara
az AWTY (Wilgenbusch és mtsi. 2004) program segitségével teszteltik. A ,,poszt-burn-in”
fakbol 50% tobbségi konszenzus filogramot szamoltunk (2. Abra). Az elemzés megfelel a
riboszomalis szekvenciak alapjan kapott eredményeknek és megerdsiti azokat. Ugyanakkor az
Otgénes elemzes soran kapott térzsfa jobban feloldott a térzsfa gerince mentén és nagyobb
tdmogatottsagi értékekkel rendelkezik, mint a riboszomalis szekvenciak alapjan szdmolt fa:
Petkovits et al. 2011. A five-gene phylogeny of the Mortierellales, XVI Congress of European Mycologists (XVI

CEM) Halkidiki; Greece; 19-23. September, Abstracts 217,

Petkovits et al. 2011. Mortierellaceae; a typical fungal group of soil samples, SOILMAP Scientific Conference,
Temesvar; Romania 11-12. November Abstracts).

3. A molekularis filogenetikai vizsgalatok soran feltartuk egyes gyakorlati jelentoséggel
bir6é faj, illetve csoport filogenetikai viszonyait ¢és megfelelé molekularis modszert
dolgoztunk ki a gyors és megbizhat6 azonositasukra.

Vizsgaltuk a telitetlen zsirsavak termeléjeként gazdasagi jelentOséggel biro M. alpina
és a rokon fajok rokonségi viszonyait is. Ez alapjan elmondhatd, hogy a korabban M. alpina
fajba sorolt izolatumok négy fajszintii kladban kiiloniilnek el. Az azonositott fajszintii
csoportokat részletesen (morfologiai, fizioldgiai karakterekre vonatkozoan is) jellemeztiik:
Petkovits et al. 2010. Phylogenetic analysis of the genus Mortierella with special emphasis on M. alpina., Power

of Microbes, Malinska, Croatia Abstracts 117.;

Petkovits et al. 2010. Phylogenetic studies on the filamentous fungal genus Mortierella., 11th ISIRR, Szeged,
Abstracts.
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2. Abra. Az ITS régio, a 18S és 28S rRNS gének, valamint a tef és RPB1 szekvenciak alapjan szamolt 50%
tobbségi konszenzus torzsfa. A feltlintetett értékek a poszterior valdsziniiségeket jelzik.

Ugyancsak részletesen jellemeztiik a foleg allati patogénként ismert, termofil M.
wolfii-t, valamint kidolgoztuk PCR alapu kimutatdsdnak modszerét. E gomba esetében
vizsgaltuk a gombaellenes szerekkel szembeni érzékenységet is. A molekuléris alapu
azonositasra vonatkoz6 eredmenyeinket egy konyvfejezetben:

Papp et al. 2011. Mortierella, In: Molecular Detection of Human Fungal Pathogens.Taylor and Francis, ed.

Liu D, pp. 749-757.,

valamint egy konferencia anyagban foglaltuk 6ssze:

Papp et al. 2009. Molecular identification and phylogeny of Mortierella wolfii., Acta Microbiol Immunol Hung
568, 224.

4. A tobbgénes szekvencia adatok alapjan a Mortierellales rendbe tartozé fajok
molekularis ,,barcoding” alapu azonositasat is kidolgoztuk.

A szekvencia adatok elemzése alapjan a torzsgylijteményben elhelyezett torzsek és a
reprezentdlt Mortierellales rendbe tartoz6 fajok molekularis azonositasara alkalmas
»barcoding” maddszert dolgoztunk ki:

Hoffmann et al. 2010. A multi-locus sequence data base for molecular barcoding identification of the

Mortierellales., 9th IMC, 1-6 August, Edinburgh, Scotland, Abstracts P2.108.

Erofeszitéseink egyik komoly elismerése volt, hogy a riboszémaélis RNS kodolo és
az RPB1 szekvencidkkal bekapcsolodhattunk a nemzetkézi Fungal Barcoding
Consortium munkajaba is, melynek célja az volt, hogy a gombak azonositasara
altalanosan alkalmas referencia barcoding szekvenciakat azonositson, illetve javasoljon.
Az ilyen célra hasznalhatd szekvencidk tipikusan 500-700 bp hosszlak, egyetlen PCR
reakcioval felszaporithatok és konzervalt régiok hataroljak, ami lehetévé teszi univerzalis
primerek alkalmazasat. A referencia szekvencidk, megfeleléen dokumentalt és egyértelmiien
azonositott referencia mintakbdl kell, hogy szarmazzanak, a szekvencidk mellé a szekvencia
kromatogramokat is mellékelni kell. A konzorcium végll a magi riboszomalis ITS (internal
transcribed spacer) régiét javasolta univerzalis DNS barcode markernek gombak
azonositasara:

Fungal Barcoding Consortium, Schoch et al. 2011. The nuclear ribosomal internal transcribed spacer
(ITS) region as a universal DNA barcode marker for Fungi, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,

accepted, IF: 9.771.

5. A filogenetikai analizisek soran szamos a szekvencia adatok feldolgozasara és
elemzésére vonatkozo Uj technikéat teszteltiink és optimalizaltunk nagy adatsorokon: pl.
a szekvenciak illesztésére, a ,,gap”-ek figyelembe veételére, a modelltesztelésre, tobbfele
szekvencia adatsor egyuttes alkalmazésara, a morfoldgiai karakterek felhasznalasara és
a molekularis torzsfakra térkepezésére, valamint a filogenetikai elemzésre vonatkozoan.

A kidolgozott moddszerek, az evolicids torvényszeriiségekre  vonatkozo
kovetkeztetések felhasznalhatéak voltak mas jaromspdras gombak (pl. Mucorales)
evoldciojaval kapcsolatos —altalanosabb  kovetkeztetések levonasara, valamint mas
gombacsoportok  filogenetikai vizsgélatai, vagy éppen molekularis azonositasanak
kidolgozasa soran, pl.:

Hoffmann et al. 2009. Sneaking up on fungal evolution: Insights in current concepts of phylogenetic

relationships of basal fungi., Botany - Mycology 2009. USA. Abstract ID: 92;
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Nagy et al. 2009. What are phylogenetic comparative methods and what can microbiologists use them for?, Acta
Microbiol Immunol Hung 56(S), 212;

Hazi et al. 2010. Coprinellus radicellus, a new species with northern distribution., Mycol Prog 10, 363-371
IF: 1.266;

Nagy et al. 2010. Understanding the evolutionary processes of fungal fruiting bodies: correlated evolution
and divergence times in the Psathyrellaceae., Syst Biol 60: 303-317. IF: 9.532;

Nagy et al. 2011. Comparative methods in fungal evolutionary biology: theory, examples and potential
applications., In: Systematics and Evolution of Fungi, Science Publisher Enfield USA, eds. Misra JK,
Tewari JP, Deshmukh SK, pp. 363-397.;

Nagy et al. 2011. Explosive diversification of autodigesting Coprinellus mushrooms triggered by the
evolution of a new defense mechanism, Syst Biol, accepted, IF: 9.532.

6. Elvégeztik a molekularis vizsgalatok alapjan definialt (a tébbgénes fak kladjainak
megfelel6) fajok, fajcsoportok leirdsat, részletes morfoldgiai és fizioldgiai jellemzését.

Részletes fény és elektronmikroszkdpos vizsgélatokat végeztink a kladokat
reprezentalo referenciatorzsekkel. Ezek a vizsgalatok azt mutattak, hogy a Mortierella fajok
fenotipikus jellegei erésen fiiggnek a tenyésztési koriilményektél (3. Abra), ami megneheziti
az azonositast, illetve a morfologiai karakterek filogenetikai elemzésekben valé felhasznalasat
(Petkovits et al. 2011. PL0oS One 6(11): 27507).

Ezért a taxonOmiai leirdsokhoz végzett tenyesztésnek és a morfologiai jellegek
leirdsdnak szigoruan standardizalt modon kell torténnie. Megallapithatd, hogy a zavar6
eltérések az egyes korabbi rendszerezések kozt, valamint a torzsgyiijteményekbe depozitalt
izolatumok gyakori félrehatarozasa az effajta standardok hidnyara vezethetd vissza. Ezért
eldszor ezeket a modszereket dolgoztuk ki, meghataroztuk a kladokra jellemzé morfologiai
markereket.

A 4-6. Abra a fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményeire mutat néhany
példat.

3. Abra. A M. mutabilis sporangiumai eltéré morfologiat mutatnak zab (Oatmeal agar) (A) és malatas (Malt
extract agar) taptalajon.
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4. Abra. M. polycephala sporangiofér scanning elektronmikroszkopos (A) és fénymikroszkopos (B), M.
polycephala stylospéra elektronmikroszképos (C) és M. indohii stylospdrak fénymikroszképos (D) képe. A
polycephala klad tagjait korabban kiilon szekciokba helyezték, a molekularis filogenetikai elemzés alapjan egy
jol meghatarozhat6 csoportot alkotnak. Morfologiai szempontbdl is jol elkiilonithetdek, mindegyikre jellemzd a
»tlskés” felszinii ivartalan klamidospdrak, az un. stylosporak képzése.

5. Abra. A Gamsiella multidivaricata sporangiolumainak fény- (A) és elektronmikroszkopos (B), valamint a M.
mutabilis sporangiolumainak elektronmikroszképos képe (C, D). A két fajt eredetileg kilén nemzetségbe
soroltak ugyanakkor a molekuléris vizsgalatok bizonyitottdk kdzeli rokonsagukat, amelyet a morfoldgiai
vizsgalatok is igazoltak.
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6. Abra. A M. verticillata sporangiforjai. A verticillata-humilis klad nyolc nagyon kézeli rokonsagban all6
taxont foglal magaba. Ezeket a fajokat a korabbi szerz6k kiilon szekciokba soroltdk. Ugyanakkor mindre
jellemzé a nagyon vékony, apr6d sporangioforok és sporangidlumok (egy, két sporas sporangiumok) jelenléte.
Vizsgalataink alapjan a kladon beliil a M. verticillata és a M. humilis egy fajba vonhat6 6ssze.

Ezen vizsgalatok soran kitiint, hogy sziikséges egyes fajok neotipizalasa (pl. M. polycephala,
vagy M. alpina), masok 0Osszevonasa, vagy éppen felosztdsa. Ezt a munkat mar joreszt
elvégeztik jelenleg az eredmények Osszegzését és publikalasra el6készitését végezziik. Az
eddigi eredményeket foként konferenciakon mutattuk be:

Papp et al. 2011. Phylogeny of Mortierellales based on nuclear ribosomal sequence data, The dynamics of
zygomycete research in a changing world: A workshop on Zygomycete biodiversity; Utrecht; The
Netherlands; March 3-5. Abstracts 26.;

Voigt et al. 2011. The systematics of the Mortierellales revisited (Mortierellomycotina ex Zygomycetes), XVI
Congress of European Mycologists (XVI CEM) Halkidiki; Greece; 19-23. September Abstracts 57.,

illetve mindenképp elismerésnek tekinthet6, hogy az eredmények egy része
megjelenhet a CBS torzsgyiijtemény szervezésében kiadasra keriil6 Persoonia c. folydirat
jaromspodras gombak taxondmiajanak szentelt killénszamaban; ezt a kéziratot a nemet partner
kutatokkal kdzdsen allitjuk dssze:
Wagner et al. 2012. Overview of the Mortierellales, Persoonia Special Issue on Zygomycetes taxonomy
dedicated to Maria A.A. Schipper.

Vizsgaltuk ezen kivul a torzsek szénforrds hasznositasi képességét, hetvenféle
vegyulet egyeduli szénforrasként valdé hasznositasat teszteltik 150 izolatum esteben. Az
eredmeényeket (a szénforrds hasznositdsi adatbazist) részint az egyes csoportok, fajok
jellemzésére, részint torzs/faj identifikalasra hasznaltuk. Vizsgaltuk azt is, hogy vannak-e
olyan szénforrdsok, melyek a filogenetikai analizisbe bevonhaték? Egyes eredmények
felhasznalhatok a késobbi metabolit- (pl. zsirsav) és enzimtermeld kepesség vizsgalatat
és/vagy modositasat célzo kutatasokban is.

Nyilasi et al. 2010. Differentiation of Mortierella species by carbon source utilization., Power of Microbes in
Industry and Environment, Malinska, Croatia, September 22-25, Abstracts, 112.

Egyéb fiziologiai vizsgélatokat is végziink, pl. megkezdtik térzsgyiijteményiink
izolatumainak extracelluléaris enzimtermelé képességének tesztelését (eddig mintegy 70
izolatum  extracelluléris  lipdz  termelését  vizsgéltuk), illetve az izoldtumok
zsirsavosszetételének, kiilénos tekintettel a telitetlen zsirsavak termelésére, meghatarozasat.
Takad et al. 2009. Extracellular lipase activities in Zygomycetes., Acta Microbiol Immunol Hung 56, 250;

Tako et al. 2010. Production of extracellular lipase enzymes by Zygomycetes Power of Microbes in Industry and
Environment, Malinska, Croatia, September 22-25, Abstracts, 131.;
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Minchberg et al. 2011. Fatty acid composition and saturation in the Mortierellales (Mortierellomycotina; ex
Zygomycetes), Asian Mycological Congress 7-11 August 2011 University of Incheon; Incheon; Korea.

Osszefoglalva a fentieket, elmondhat6, hogy a Kitiizott célokat megvaldsitottuk, a
kutatasi program eredményekent:

Atfogo — a Mortierellales rend nemzetségeit magaba fogalalé - molekuléris filogenetikai
vizsgélatot végeztink tobb riboszomalis RNS és fehérjekddold gén bevonésaval
nagy adatsorokkal. Ennek soran feltartuk a Mortierellales rend rokonsagi
viszonyait és adatokat nyerttink egy Uj rendszerezés kialakitasahoz.

Kozel 900 szekvenciat magaba foglalo ITS adatsorral végzett elemzés alapjan jelentos
informaciokat szolgaltattunk a kiilonb6z6 fajok gyakorisagara és foldrajzi
elterjedtsegére  vonatkozoan. Az  elemzésb6l  altalanosabb  érvényi
megallapitasokat is le tudtunk vonni, elsésorban a kiilonb6z6 leirt és még le nem
irt gombafajok szdméanak becslésére vonatkozdan.

A Mortierella szekvenciakat felhasznaltuk egy a gomba ITS szakaszok illeszthet6ségére,
feloldoképességére és alkalmazhatdsagara vonatkozo elemzesben, melynek soran
megallapitottuk, hogy az indelek bevondsa a filogenetikai elemzésbe
szignifikansan javitja az eredmeényeket és noveli a feloldoképesseget a torzsfak
korai elagazasai mentén.

A molekularis filogenetikai vizsgalatok soran feltartuk egyes gyakorlati jelentoséggel
biré faj, illetve csoport (pl. M. alpina, M. wolfii) filogenetikai viszonyait és
megfeleld0 molekularis modszert dolgoztunk ki a gyors és megbizhato
azonositasukra.

A Mortierella szekvenciakat felhasznaltuk az altalanos gomba barcode kijel6lését célzo
elemzesben.

A filogenetikai analizisek soran szdmos a szekvencia adatok feldolgozaséra és elemzésére
vonatkozd Uj technikat teszteltiink és optimalizaltunk nagy adatsorokon: pl. a
szekvenciak illesztésére, a ,,gap”-ek figyelembe vételére, a modelltesztelésre,
tébbféle szekvencia adatsor egyuttes alkalmazasara, a morfologiai karakterek
felhasznalasara és a molekularis torzsfakra térképezésére, valamint a
filogenetikai elemzésre vonatkozoan.

Elvégeztik a molekuléaris vizsgalatok alapjan definialt (a tobbgénes fak kladjainak
megfelelé) fajok, fajcsoportok leirasat, részletes morfolégiai (fény- és
elektronmikroszkopos) és fizioldgiai (szénforras hasznositas, enzimtermelés,
zsirsavosszetétel) jellemzését, mely lehetové teszi egy 1j, atfogé rendszer leirasat.

Noha a kutatéasi szerzédésben vallalt feladatokat teljesitettiik, amelyet mér az eddig
megjelent kozlemények és konferenciaszereplések is jol tlkroznek, az eredmények egy
részének publikaldsa (els6sorban az 0j fajok leirasa, a molekularis elemzésekkel nyert
csoportok morfologiai/fiziologiai jellemzése) még a kovetkez6 évre (2012) is athdzodik.
Ezeket az eredmeényeket is, az eddigiekhez hasonléan, rangos nemzetkdzi folydiratokban
kivanjuk publikalni.

11
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Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy az OTKA palyazat keretében megvalositott
projekt uj kutatasi iranyok kiinduldpontjaul is szolgalt. Ezek alapvetden két irAnyba haladnak,
egyrészt a gombak fajképzddésére vonatkozd evolacios, masrészt a Mortierella-k
hosszliszénlancu telitetlen zsirsavakat termel6 képességének befolyasolasat célz6 molekulris-
genetikai kutatasok iranyaban. Mindkét tertileten folyo kutatasokat szélesebb egyiittmiikodés
keretében szadndékozzuk folytatni. Jelen projekt sikerének koszonhetd, hogy értékes
kapcsolatokat sikerilt kialakitani a hasonlo — filogenetikai, evolucids kutatasokkal és/vagy
jaromspéras gombéakkal foglalkoz6 - terlileten dolgoz6 kutatocsoportokkal —és
torzsgyljteményekkel. Ezek koztil is ki kell emelni a K. Voigt altal vezetett partner
kutatdcsoportot (F. Schiller Egyetem, Jéna, Németorszag), részvételiinket a C. Schoch altal
vezetett Fungal Barcoding Consortium munkéajaban és a "Zygomycete genomics for lipid and
biodiesel production" cimi, lipidtermeld jaromspords gombdk genomszekvenaldsat célzo
egyiittmikodésben (S. Torres-Martinez; University of Murcia, Spanyolorszag). A projekt
ideje alatt sikeres egyiittmiikodést alakitottunk ki az élelmiszereipari jelentéségii jaAromsporas
gombak azonositasaval, filogenetikajaval és genomikajaval foglalkozo G. Barbier professzor
altal vezetett kutatdcsoporttal is (University of Brest, Laboratoire Universitaire de
Biodiversité et Ecologie Microbienne LUBEM), melyet egy azota elnyert TET palyazat is
segit.

A projekt megvaldsitasahoz kapcsoldéddéan egy M.Sc. és két B.Sc. dolgozat sziletett,
illetve egy Ph.D., egy M.Sc. és két tovabbi B.Sc. dolgozat elkészitése meg folyamatban van.
Jelen kutatas kiindulasi alapként szolgalt egy nyertes, a Mortierellales rendbe tartozé gombak
zsirsavosszetételének elemzését és modositasi lehetdségeinek vizsgalatat célzod posztdoktori
OTKA palyazathoz is (témavezeté Nyilasi [1diko; PD 101613).
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