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1. BEVEZETES

A Kkukorica termesztés és raktarozads idGszakaban a rovarok utdn a novénykérokozd gombak
(elsBsorban a Fusarium, az Aspergillus és a Penicillium fgjok) okozzak alegnagyobb kért (Ominski
et al. 1994). Amennyiben a kornyezeti tényezok fejlddésiiknek kedvezden alakulnak, akar 50-80%-
0s veszteséget is okozhatnak a betakaritott, raktérozott terményben (Fandohan et al. 2003).
Azokban az években, amikor széraz és meleg iddjaras uralkodik, és szamottevd a régd szajszervi
rovarok kértétele, a Fusarium fajok megtelepedése kovetkeztében jelentbsen csokken a termeés
mennyisége és romlik a mindsége. A novény valamennyi részét fertdzhetik a kilonbozo fejlodesi
szakaszokban.

A Fusariumok talglban é& mikroorganizmusok, amelyek rendkivili alkalmazkodo
képességiknek koszonhetden éltaldnosan elterjedtek a mérsékelt dvi amerikai, dzsiai és eurdpai
orszagokban termelt gabonaféléken. Ma Magyarorszagon kétségtelentl ezek a gombak a bluzakal asz
és a -szem legelterjedtebb korokozéi, de fertdznek szamos lagy- és fasszarl termesztett- és
gyomnoveényt, még fenyoféléket is (Britz et al. 1999), és gyakran okoznak komoly kart. Réadasul
sllyos dlat- és human-egészséglgyi kockazatot is jelent el6forduldsuk, ugyanis mésodlagos
anyagcseretermékkent fuzarinsavat és mikotoxinok egész sorét termelik (Nelson et al. 1993;
Marasas et a. 1984). Kémiai novényvedoszerekkel nem mindig lehet gazdasagosan védekezni
ellenik. A nemzetségbe azonban nemcsak korokozdk tartoznak, hanem ndvényi maradvanyokon
szaprofiton életmodot folytatd fajok is.

A Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, a kukorica egyik legjelentdsebb kérokozoja
vilagszerte (Munkvold és Degardins, 1997). Megbetegiti a csirandvényeket, ugyanakkor gyokér-,
szar- €s csorothadast is okoz. Ezek a sUlyos gazdasagi kérokkal jard betegségek szinte mindenttt
el6fordulnak, ahol kukorica termesztése folyik, a gomba pedig altalanosan kimutathaté a névényi
maradvanyokban. A fertdzés erfssége igen kilonbdzd lehet, a tinetmentes alapottdl egészen a
teljes rothadasig terjedden (Oren et a. 2003). Ennek ellenére a F. verticillioides mikotoxinok,
elsdsorban a fumonizinek termelésével okozza a legnagyobb kart. A fumonizinek kildnb6z6
betegségek kivaltoi. A szennyezett gabonafélék fogyasztésaval akut vagy krénikus toxikoézis 1éphet
fel emberben és dlatokban egyarant. Ezek a vegylletek régcsddkban a m§ és a vese rakos
megbetegedéseit okozzak (Voss et al. 2002), lovakban agyveldgyulladast (Wilson et al. 1992),
sertésekben tlddodémét (Kriek et al. 1981a), egerekben pedig veldcsd rendellenességeket
(Seefelder et al. 2003) vatanak ki. Az emberi nyeldcsOrdk kialakul asaért tobbek kozott a fumonizin
B1-gyel szennyezett kukorica tartés fogyasztasa a felelds (Marasas 2001; Myburg et a. 2002). A
fertdzés kovetkeztében felhalmozddott mikotoxinok rontjédk a termés mindsegét, és a fertdzott



szemeket vetdmagként sem lehet felhaszndlni (Parry et al. 1995). A mikotoxin szennyezddések
csokkentik a gabonafélék tapértékét, valamint C-, E-vitamin- és karotintartalmat. A penészes
novenyi eredet( élelmiszerekkel (példaul liszt, kenyér, tésztafél ék sth.) a szervezetbe keriild toxinok
nemcsak rakkeltd hatastiak lehetnek, hanem fejlodés és szaporodasi rendellenességeket
okozhatnak, kedvezbtlenil hatnak az immunrendszerre és karositjak az emésztbesatorna
nyakahértygat (Nair 1998). A penészgomba-toxinokat a kenyérsiités és egyéb hdkezelések sem
tudjék hatastalanitani. A tenyésziddszak iddjaras korilményei nagyban befolyasoljak a mikotoxin
tartalmat (Hornok et al. 2005). Ugyanakkor, helyes mezOgazdasagi gyakorlattal (fémzérolt
vetdmaghaszndlat, ndvényvédelem, stb.) a kockazati tényezok minimalisra csokkenthetdk, ezdltal a
Fusariumok kértétele mérsekelhetd. 2003-ban a fumonizin B1, amelyet elsdsorban a F.
verticillioides termel, felkerllt az Ugynevezett ,California Proposition 65" listara, amely a
bizonyitottan rékos megbetegedéseket el 6idéz6 anyagok egész sorét tartalmazza.

Erthetd tehét, hogy a fonalas gombék morfoldgigjét, reprodukcidjat és éetciklusat hosszu
ideje széles kdrben vizsgdljak annak érdekében, hogy minél tobb ismeretanyagot gyljtsenek ezekrdl
agazdasagi és egészségiigyi szempontbdl is kiemelkedd jelentdsegl korokozokral.

Mi a Fusariumok ivaros szaporodasaval fogalkoztunk. A gombék parosodasi tipusét
meghatarozd6 MAT gének szabalyozzék a szexualis kompatibilitédst és az ivaros reprodukciot. A
parosodasi tipus rendszereknek tobb, erdsen konzervativ eleme van, igy a bonyolult feromon —
feromon-receptor jelcsere vagy a MAT gének dtal kodolt transzkripcios faktorok, amelyek révén, a
parosodas soran megvalosul az ivaros partnerek, illetve az eltérd parosodasi tipusba tartozo
sejtmagvak kozotti sajat-idegen felismerés (Turgeon 1998; Nelson 1996). Annak ellenére, hogy sok
a hasonl6s&g az aszkomicéta élesztbk (Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces pombe)
és a fonalas gombak pérosodasi tipus rendszerei kozott, jelentdsek a kilonbségek is, ami a fonalas
aszkomicétak meglehetdsen bonyolult ivaros ciklusanak készonhetd.

A transzkripciés faktorok, amelyek alapvetden az ivaros szaporodashoz szilkséges gének
expresszidjat szabdlyozzak, valészinlleg a sgtciklus egyéb, ivaros reprodukciétdl fliggetlen
folyamataiban is |ényeges szerepet tolthetnek be (Turgeon 1998). Igen kis mennyiségben
termel8dnek, ezért izolaasuk, illetve hatédsuk kdzvetlen biokémiai modszerekkel torténd vizsgalata
nehézkes. Ezért mi azt a kisérleti stratégidt kovettik, hogy génkititéssel AMAT1-2-1 null-mutans
torzseket alitottunk €l® F. verticillioidesben. A mutansok expresszios mintazatét a vad tipushoz
hasonlitottuk azzal a céllal, hogy aaposabban megismerjilk a MAT géntermékeknek a
parosodasban és/vagy az életciklus mas |ényeges esemeényeinek szabalyozasaban betoltott szerepét.
Ez a munka segitségiinkre lehet abban, hogy megértsiik azoknak a mechanizmusoknak a lényegét,

amelyek lehetbvé teszik a Fusariumok és a velik rokonsagban al6 mas gombak sikeres
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alkalmazkodésdt a folyamatosan valtozd okolégiai tényezOkhdz. Munkank hozzajarul tovébba e
veszélyes gombék ellen iranyul 6 védekezési stratégiak fejlesztéséhez.
Kutatémunkam célkit(izésel az alabbiak voltak:
e afonalas gombdak ivaros szaporodasanak alaposabb megismerése molekuléris szinten,
e aMAT1-2-1 transzkripcids faktorok célgénjeinek azonositasa a fonalas aszkomicéta F.
verticillioidesben és
e olyan biol6giai folyamatok megismerése, amelyek a MAT1-2-1 gén szabadlyozasa alatt
allnak nemcsak az ivarosan szaporodo, hanem az aszexualis fajokban is.
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2.IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Fusarium fajok jelentdsége

A Fusariumok az Ascomycetes (tomldsgombak) osztalyba tartozd hdrom nemzetség (Calonectria,
Gibberella és Nectria) anamorfjai. Maguk a tomlGsgombdk a gombdk legnagyobb és
legOsszetettebb csoportjat alkotjak. Ennek a rendkivil komplex csoportnak a tagjai kozott
megtaldljuk a lisztharmat és a monilia korokozdit, a Neurospora, Taphrina és Penicillium fgjokat,
valamint az izletes kucsma- és szarvasgombat. |de tartoznak még a legkedveltebb genetikai modell
organizmusok; az egyseitl hemiaszkomicéta (S. cerevisiae) és archaeaszkomicéta (S pombe)
élesztdk is. Ugyanakkor szamos fajnak egyéb gazdasagi jelentdsége is van; pl. a gyogyszer- és
vegyiparban, mint antibiotikumtermeldk (Brakhage és Turner, 1995).

A Fusarium fajok az egész vilagon elterjedt, széles gazdandvénykorl fonalas gombak. A
kontinentalis éghgjlaton gyakorta a gabonafélék megbetegedéseivel hozhatdk kapcsolatba (pl.
kalészfuzaridzis). Gabonafééken, kukorican és kolesféléken csd- és bugapenészedést, rothadést
valtanak ki. Szamos fajuk fordul eld a trépusi, szubtropusi terlleteken, de néhany képvisel§jik
oshonos a hideg éghajlatt térségek talajdban is.

A Fusariumok Liseola szekcigjaba tartozo fajok szamos gazdasagilag jelentds ndvényfajt
fertdznek vilagszerte, igy a kukoricét, a cirokot és a szgjababot (Ledlie et al. 1990; Pitt et al. 1994),
a buzét, a banant, az arpét és a spargat (Leslie 1995; Ledlie 1999), arizst (Sun és Synder, 1981), az
ananaszt (Rohrbach és Pfeiffer, 1976), a cukornadat (Martin et al. 1989) a mangét (Varma et al.
1974), afokhagymat (Dugan et al. 2003) és a datolyapamét (Abdallah et al. 2000).

A makrokonidiumok morfol 6gidja a leggyakrabban haszndlt jellegzetesség a Fusarium fajok
megkil 6nboztetésére, ez azonban nem alkalmas a Liseola szekcid tagjainak vizsgaatara. Szamos
esetben kil6nbozo fajokat, torzseket tévesen Fusarium moniliforme J. Sheldon-ként azonositottak.

Nelson és munkatérsai (1983) négy fajt kilonboztettek meg a Liseolan belil mono- és
polifialidok jelenléte, illetve a mikrokonidiumok csoportosulasa alapjan. Ezek a kovetkezok: F.
moniliforme J. Sheldon, Fusarium subglutinans (Wollenweber és Reinking) Nelson, Toussoun &
Marasas, Fusarium proliferatum (Matsushima és Nirenberg) és Fusarium nygamai (Burgess és
Trimboli). Ez afameghatérozasi médszer azonban sok bizonytalansagot hordoz, mert a morfol 6giai
bélyegeket tenyészkorilmények és a tenyészet kora is erfsen befolyasolja. Részben ennek
kdszbnhetd, hogy hasonld morfologiai jellemzoket alapul véve Nirenberg szerint ez a szekcid
hattagu (Nirenberg 1989), és az dltala azonositott fajok sem minden esetben egyeznek meg a Nelson
altal leirt fajokkal.
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Tovabbi |ehetdséget a Fusarium fajok csoportositasara az ivaros fejlodési szakasz vizsgélata
jelentette; teszt torzsek létrehozésdval parosodés tesztek elvégzése, amely a Gibberella fujikuroi
gyUjtdfa megismeréséhez vezetett.

A Fusarium fgjok kozotti molekuléris szinth eltérések kimutatésara RAPD és AFLP
technikét, illetve izoenzim polimorfizmus vizsgaatot alkalmaztak (Leslie et al. 2004). A
mésodlagos anyagcseretermékek termelésében megmutatkozé kilonbségeket, pedig taxondmiai
jellegzetessegként haszndltédk fel (Thrane 2001). Szamos tanulmany foglalkozik a tobbek kozott
kukoricardl, rizsrél, és cirokrol szarmazo Fusarium izolatumok diverzitasa és toxintermel ése kozti
Osszefliggések vizsgdlatéval (Degardins et al. 1997; Ledlie et al. 1990).

A Fusarium fajok pérosodasi készseége alapjan, a morfoldgiai alapon |étrehozott Liseola
szekcion belul napjainkig kilenc parosodési populéciét (MP), azaz valédi bioldgiai fajt kil dnitettek
el. Ezeket a parosodas populécidkat a G. fujikuroi (Sawada) Ito in Ito & K. Kimura gyQ;jtofa)
tomoriti (Leslie 1991; Ledie et a. 2004). Az MP-ket Gibberella teleomorf névvel, mig ezek
aszexudlis alakjait Fusarium anamorf névvel lattak el. A G. fujikuroi nevezéktana azonban nem lett
egyszer(bb. Egyes biologiai faoknak ugyanis sokaig tobb anamorf vonala volt, és kilonb6zo
teleomorfoknak is lehetett ugyanaz az anamorf alakja (Ledie 1995). A nevezéktant még tovabb
bonyolitja, hogy szamos olyan Fusarium fajt is e fajkomplexum tagjaiként ismertink, amelyekben
ivaros szaporodast eddig még nem figyeltek meg (O'Donnell et a. 1998; Ledie et a. 2004). A
gyQjtdfajon bell taldlhatd parosodasi populécidkat az 1. tdblazat mutatja be.

1. téblazat A G. fujikuroi parosodasi popul &cioi

Par osodasi populacio

(valédi biologiai fai) Fusarium anamor f Gibberella teleomor f
G. fujikuroi MP-A Fusarium verticillioides Gibberella moniliformis
G. fujikuroi MP-B Fusarium sacchari Gibberella sacchari

G. fujikuroi MP-C Fusarium fujikuroi Gibberella fujikuroi

G. fujikuroi MP-D Fusarium proliferatum Gibberella intermedia
G. fujikuroi MP-E Fusarium subglutinans Gibberella subglutinans
G. fujikuroi MP-F Fusarium thapsinum Gibberella thapsina

G. fujikuroi MP-G Fusarium nygamai Gibberella nygamai

G. fujikuroi MP-H Fusarium circinatum Gibberella circinata

G. fujikuroi MP-| Fusarium konzum Gibberella konza

Hsieh nevéhez flzddik az €lsd harom parosodasi populacio (MP-A, MP-B, MP-C) leirdsa
(Hsieh et al. 1977), amelyet 1982-ben Kuhlman az MP-D-vel egészitett ki. A fennmarad6 6t
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parosodasi populécié (MP-E — MP-I) azonositasa Britz, Klaasen, Ledlie és Zeller munkajanak
eredménye (Leslie et a. 2004).

Az azonos parosodas populacioba tartozd heterotallias fajok ivaros parosodasra képesek
egymassal, de nem képesek masik populécio tagjaival. Ez az elkilonités azért 1ényeges, mert a
kilonbozd6 MP-k dtaldban eltérd gazdandvényen fordulnak €ld, és patogenitasukban is jelentds
kil dnbségek |ehetnek.

Ledlie és munkatarsai (1990) az altaluk vizsgalt szantofoldrol begydjtott kukorica és cirok
mintékban a Liseola szekcioba tartozo Fusarium fajok izolatumait mutattak ki, amelyek kozil a F.
moniliforme és a F. proliferatum voltak a dominansak. 2004-ben prérifivekrdl 241 mintat
gyQjtottek, amelybdl 72 Fusariummal fertdzott volt. A 72 izoldtumbdl 40 G. fujikuroi (MP-C) vagy
Gibberella intermedia, mig 9 Gibberella moniliformis volt (Leslie et al. 2004). Egy mésik
tanulmanyban az MP-A, az MP-D, és az MP-F parosodasi populécié tagjai fordultak el&
legyakrabban a Liseola szekcid tagjai kozll, a kukoricardl ill. cirokrdl begy(jtott izolatumoknak
tobb mint 50%-at tették ki. MP-B és MP-E popul &cidba tartozo izolatumokat is kimutattak, de joval
kisebb gyakorisaggal (Chaisrisook és Ledlie, 1990).

2.2. A Fusarium verticillioides

A F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (teleomorf: G. moniliformis; szinonimai: F. moniliforme, G.
fujikuroi MP-A), kordbban F. moniliforme (Seifert et al. 2003), a F. proliferatum mellett a kukorica
gyOkér-, szér- és csbrothadas egyik f6 okozdja a mérsékelt égdvon. Mindkét fonalas gombafg
veszélyt jelent a raktéron tartott kukoricacsdvekre is (Munkvold és Degardins, 1997). A F.
verticillioides elsdsorban a fuzariumos, vagy voros csdrothadas okozodjaként ismert (Munkvold
2003). Szamos esetben izoldltak F. verticillioidest tlinetmentes szovetekbdl; gyokérbdl, szarbadl,
magbdl egyarant (Ledlie et al. 1990). A kornyezeti feltételek, igy a viz jelenléte, a hdmérséklet, a
novény és a gomba genetikai héttere fontos tényezok a betegseg kialakitasaban, de a tiinetmentes
fertdzés eldfordulasanak oka nem ismert, és azt sem tudjuk, hogy mi valtja ki végul a rothadast,
vagy a hervadast, a gomba altal kolonizalt szovetekben. Egyes feltételezések szerint, a gomba
jelenléte serkenti a kukorica novekedését és fejlddését azdltal, hogy a fertdzott szovet novényi
novekedési hormont termel (Munkvold és Desjardins, 1997).

A F. verticillioides széles kdrben fordul €ld kilonb6zo fuféléken és atalgban (Ledlie et al.
2004), mivel a nyari szérazsagot és a kemény telet a talajban, illetve a névényi maradvanyokon
vészeli &. Kiemelkedd gazdasagi és egészseguigyi kockézata révén a Fusarium nemzetség jelentds
tagja A legtobb Fusarium fajhoz hasonléan masodlagos anyagcseretermékként mikotoxinokat

15



termel, ami human- és alategészségigyi szempontbdl egyarant nagy kockazatot rejt magaban
(Marasas et al. 1984; Nelson et al. 1993; Moretti et al. 1997; Marasas 2001). Elsdsorban fumonizin
B1-et, de kis mennyisegben B2-t és B3-at (Degardins et a. 2002), illetve moniliformint (Leslie et
al. 1996) és beauvericint (Leslie et al. 2004) istermel.

A faj 1904-es €lsd leirdsa Ota (Sheldon 1904) jol ismerik emberi és adlati betegségeket
kivaltdo hatésédt. Az 1900-as évek elgén az USA-ban teljes dlatdllomanyok betegedtek meg
penészes takarmanykukorica elfogyasztasat kovetden. A F. moniliforme (ma nevén F.
verticillioides) volt az a gomba, amelyet a legnagyobb aranyban tudtak kimutatni a fertdzott
takarmanybdl. A lovak és szarvasmarhak patai sulyosan karosodtak, a baromfik elvesztették
tollaikat, és a megbetegedett alatok jelentds hanyada a fertdzés kovetkeztében elhullott (Peters
1904).

A Vildg egyes térségeiben a F. verticillioides kapcsolatba hozhaté emberi nyelGesorak
gyakori eldfordulasaval. Dél-Afrikdban, Transkel délnyugati korzetében diagnosztizalték a legtobb
nyeldcsdrakos megbetegedést, ahol a kukorica a legfobb taplalék (Marasas et a. 1981). Ebben a
térségben termesztett kukoricarol izoladt tébb F. moniliforme (ugyancsak nagy val0sziniseggel F.
verticillioides) térzs heveny mérgezést valtott ki kacsakban (Kriek et al. 1981b). Amikor ezeket az
izolatumokat sterilizalt kukorican novesztették, majd a fertdzott takarmannyal kisérleti allatokat
etettek, patkédnyokban méjzsugorodést, a bélfal nyirokcsomoinak megnagyobbodasat és szivkamran
Kivali trombézist tapasztaltak. Ugyanez a fertdzés agyvelogyulladést és meérgezés okozta
maj betegséget valtott ki lovakban, tidoodémat sertésekben, juhokban pedig majkarosodast idézett
el (Kriek et al. 1981a; Kriek et al. 1981b).

2.3. A fonalas gombak reprodukcios stratégiai és parosodasi tipusai

A legtdbb fonalas aszkomicéta €élete legnagyobb részében haploid, vegetativ Gton torténd
szaporodasat konidiumok (aszexualis sporak) kepzésevel biztositja. Ugyanezek a sporak a ,,him”
partner szerepét tolthetik be a megtermékenyités soran (Alexopoulos és Mims, 1979). A fonalas
aszkomicétak ivaros folyamatainak eredményeként termdtestek képzddnek. Ezek a specializal ddott
struktirdk helyet és veédelmet biztositanak az aszkuszok széamé&ra. Bennlk taldhatok az
aszkosporék, a meiotikus rekombinacio vegsd termékei. A heterotallias gombék ivaros
folyamataihoz a parosodd partnerek kozott molekularis szintl kommunikacio szikséges, amelyet
finoman 6sszehangolt morfogenetikai valtozasok kovetnek, és szamos olyan gén szabalyoz,
amelyekre belsd vagy kilsd (kornyezeti) tényezfk hatnak, mint amilyen a tenyészet kora, a
homerséklet, a tdpanyagellatas vagy a fény. Korabbi tanulmanyok (Dyer et a. 1992) szerint a
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gombak ivaros morfogenetikai valtozésai poligénes kontroll alatt alnak, és szdmos, ivaros
kommunikéaciéban résztvevd gént azonositottak mar (Shen et al. 1999; Vallim et al. 2000; Pdggeler
és Kick, 2001; Kim et al. 2002; Turina et a. 2003; Kim és Borkovich, 2004). Ezen események
molekulédris héttere nem teljesen ismert, de a parosodasi tipus génekrdl bebizonyosodott, hogy az
ivaros kommunikacio legfontosabb szabdlyozdi (Coppin et a. 1997; Turgeon 1998; Kronstad és
Staben, 1997; Shiu és Glass, 2000; Trail et a. 2003).

2.3.1. A fonalas aszkomicéték ivaros ciklusa

Az ivaros szaporodds a patogén gombék evollcidjdban kozponti szerepet tolt be. Uj patogén
torzsek, valtozatok kialakulasahoz vezet, s e valtozatok képesek rezisztens fajtékat is megbetegiteni,
vagy megvaltozik fungicidekkel szembeni ellendldsdguk. Ennek ellenére tobb mint tizenttezer
gomba kizardlag vegetativ Uton szaporodik, vagy legaldbb is nem ismert az ivaros alakja (Arie et al.
2000).

Vegetativ fazisuk soran a fonalas gombék haploid sejtmagvakat tartalmazd, valaszfalakkal
részlegesen osztott hifaszovedéket, ugynevezett micéliumot hoznak |étre. Az 1. abran részletesen
bemutatott ivaros ciklus megfeleld kornyezeti feltételek mellett (fény jelenléte és bizonyos
tapanyagok hianya) a ndi ivaros képletek (aszkogdniumok) differencidldédasaval indul meg. Az
aszkogoniumok oldalirdnyban feltekeredett hifak, amelyek cslcs részén a legtébb fag esetében
parzéfonal (trichogin) taldhatd. A ndi ivarszervek lehetnek fedetlenek, vagy az dket korilfogo,
kornyezd hifékkal képezhetnek protoperitéciumot. A heterotallias fajokban az ellentétes parosodési
tipusba tartoz6 partner him jellegd sgitmagvai a trichoginen keresztll vandorolnak az
aszkogoniumba. A him sejtek lehetnek mikro- vagy makrokonidiumok, illetve micélium darabok.
Ezek sgtmagja a megtermékenyités soran belép az elsddleges aszkogén sgjitbe. A plazmogamiét
nem koveti rogton kariogamia. Megindul a termdtest képzddése, amelyben aszkuszok formal 6dnak.
A toémlésgombak hagyomanyos, filogenetikai tanulmanyokbdl ismert osztdlyozési rendszere a
termotestek struktirgjan alapszik. Morfologiguk aapjan a termdtestek tobbféle elnevezése
haszndlatos, megkildnboztetiink peritéciumot (felll nyitott, palack alakl), apotéciumot (nyitott,
csésze alakl), kleisztotéciumot (zért, szabdlyos gomb alakl), és pszeudotéciumot (kdcsogszerd,
fejletlen). Az aszkomikétakat hat alosztdlyba (Hemiascomycetes, Plectomycetes, Pyrenomycetes,
Discomycetes, Laboulbeniomycetes és Loculoascomycetes) soroltdk a termOtestek képzése, az
aszkuszok faldnak struktUrgja és az aszkospérék kibocsatasanak moédja alapjan. A termdtestek
felépitésétdl flggetlenll a bennik lezajld folymatok valamennyi tomldsgombédban hasonldak. A
plazmogamiét kovetden a sejtmagvak osztodnak, szamos sokmagvu sejtet hozva létre. Ezt kovetden
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az ellentétes parosodasi tipusba tartozé sejtmagvak pérokba rendezddve speciaizalt sejtekbe
(aszkogén hifak) vandorolnak, és Ugynevezett csatokat (horgok) hoznak |étre. Ezekben a csatokban
a két szildi sgtmag koordinalt mitdézison megy keresztil és szeptum képzOdését kovetben
egymagvu bazalis és laterdlis, illetve egy kétmagva sgjt jon |étre, amely aszkusz anyasejtté alakul
a, ahol a kariogamia bekovetkezik. Ez a kétmagvu sgjt az egyetlen diploid sgjt a teljes életciklus
aatt. A diploid sgitmag rogton szdmfelezd osztédasba kezd, amelyet fajtdl figgben egy, vagy
néhany posztmeiotikus mitdzis és vegul az aszkosporak (aszkuszonként nyolc; négy mindkét
parosodasi tipusbdl) képzOdése kovet. A bazdlis és laterdis sejtek fuziondhatnak, majd
osztddhatnak Ujabb horgokat hozva létre, igy szamos aszkusz johet |étre minden egyes dikariotikus
sejtbdl. Val6jaban egy fertilizaci0s esemény aszkuszok szézait eredményezi (Coppin et al. 1997). A
bennik 1évd spordk 30 cm-nél messzebbre is eljuthatnak, hogy megfeleld korilmeények kozott

Kicsirdzzanak, és a kompatibilis partnert megtaldva Ujrainditsak az ivaros ciklust.
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1. abra A heterotallias fonalas aszkomicéték életciklusa Thompson-Coffe et a. (1999) nyoman

2.3.2. Az aszkomicéték parosodasi tipusai

Mivel a kompatibilis haploid térzsek morfologiailag megkildnboztethetetlenek egymastdl és nem
mutatnak sem him, sem ndi nemi jelleget, az ivaros partnerek elkilonitése csupan a parosodas

tipusaik alapjan lehetséges (Bistis 1998).
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Az aszkomicétdk ivaros szaporodasanak tanulmanyozasa tébb mint 80 éves multra tekinthet
vissza. Dodge (1920) vizsgdlta a heterotallids aszkomicéta Ascobolus magnificus parosodasi
tipusanak genetikai hatterét. Megfigyelte, hogy az ivaros szaporodassal |étrejovd utdédokban a
parosodasi tipusok 1:1 aranyban oszlanak meg. Késobbi vizsgaatok adtamasztottak a
tomlBsgombak parosodasi tipusanak bipoléris jellegét, azt, hogy ezekben a szervezetekben az ivaros
reprodukcio egyetlen két aléles I6kusz (MAT; mating type) szabayozésa aatt al (Coppin et al.
1997; Turgeon 1998), kivéve a Glomerella cingulatat, amelyben négy parosodasi tipust
azonositottak (Cisar és TeBeest, 1999). Ezzel szemben a bazidiumos gombékra két 16kuszos,
multipoléris rendszer jellemzd, amelynek kovetkeztében tobbezer pérosodas tipus alakult Ki
(Nelson 1996).

A fonalas aszkomicéték parosodas tipusainak molekularis szintd vizsgdlata meglehetdsen
késdn, 1988-ban indult meg, amikor Glass és munkatarsai klonoztak a Neurospora crassa mat A és
mat a parosodasi tipusait kddold géneket (Glass et al. 1988; Staben és Yanofsky, 1990), néhany
évvel a S cerevisiae a és o MAT szekvencidginak meghatérozéséat kovetden (Astell et a. 1981).
K ésbbb Herskowitz (1989), Oehlen és Cross (1994) feltartak az élesztdk parosodasi tipus rendszerét
és az azt szabayoz6 modellek egész sorat készitették el. A napjainkig vizsgalt parosodasi tipus
rendszereknek sok a kdzos tulajdonsdga, de szép szammal taldhatdk eltérések is, pl. az érintett
gének szamaban és az ataluk kodolt fehérjék funkcidjéban.

A bipolaris heterotallia csupdn az egyik lehetdség a tomldsgombak altal vaaszthato
reprodukcios stratégidk kozul. Keétségkivil a legelGnydsebb, mivel UGjabb és Ujabb genetikai
kombinaciok kialakuldsdhoz vezet. A heterotallidas gombakndl az ellentétes parosodasi tipusba
tartozo torzsek csak egyméssal képesek ivaros kapcsolatba Iépni. A heterotallias fajok parosodasi
tipusat egyetlen MAT |6kuszon elhelyezkedd két eltérd allél (MAT1-1 és MAT1-2) hatarozza meg
(Yoder et al. 1986; Yun et al. 2000). Ezek elnevezése és a bennik |évd gének szama fajtol fliggben
valtozhat (Staben és Yanofsky, 1990; Glass et a. 1990a). A N. crassa mat a-1 génje felelés amat a
parosodasi tipusért. A mat A parosodéasi tipus I6kuszban 1évd hdrom gén kozill csak az egyik, a mat
A-1 expresszidja szikséges a ,,mat A-identités’ kifejezéséhez. A masik két gén a parosodést kovetd
folyamatokban, a peritéciumok érésében nélkildzhetetlen. Ugyanezt figyelhetjik meg a P. anserina
mat- parosodasi tipusa esetébenis.

Eziddg szamos heterotallias tomlGsgomba, pl. a S. cerevisiae (Hicks et al. 1979.), a S
pombe (Kelly et al. 1988), aN. crassa (Glass et al. 1990a; Staben és Y anofsky, 1990), a Podospora
anserina (Debuchy és Coppin, 1992) és a Cochliobolus heterostrophus (Turgeon et a. 1993)
parosodas tipus génjét klonoztak és jellemezték. Ezen fajok MAT ldkuszai kdzétti hasonl 6sdgokat
és kilonbségeket Turgeon et al. (1993), Nelson (1996), Coppin et a. (1997) és Wirsel et al. (1998)
Osszegezték.
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Sok faj azonban homotallias — a homokariotikus haploid térzseknek nincs genetikailag
definidlhatd pérosodasi tipusuk, és dnmagukban is képesek ivaros szaporitdképletek kialakitésara
(Glass et a. 1990b). Ez értelemszerlien csokkenti a genetikai diverzitast, de méasfeldl elonydsis (tul
azon, hogy az ivaros ciklus megvalosulasahoz nincs szilkseg a parosodasra akalmas partner
felkutatésara), pl. az ivaros sporék a konidiumokka szemben sokkal ellendllébbak a kdrnyezeti
behatdsokra, valészinlleg éppen emiatt lehetnek a szantofoldi fertdzések elsddleges forrasai
(Paulitz 1996). Ezért is vizsgdjak a MAT mutansok fertdzési képessegét szantofoldi korilmenyek
kozott. A homotallids gombék, mint amilyen a Gibberella zeae egyazon MAT |0kuszan valamennyi
MAT gén megtalahat6 (Yun et al. 2000). A MAT gének evolUcigjanak irdnya a heterotallizmustél a
homotallizmus felé mutat. Filogenetikai és molekuléris genetikai bizonyitékok tamasztjak aa, hogy
a homotalliés és aszexudlis Cochliobolus fajok a heterotalliasoktol szarmaznak (Yun et al. 1999). A
legtobb homotallias Neurospora fajnak csak mat A parorodasi tipusa van. Lehetséges, hogy a mat a
I6kusz is megtaldhatd a genomon, de az eddig jellemzett parosodasi tipus gének egyikéhez sem
hasonlit (Dempsey et a. 1993).

Mivel az ellentétes parosodasi tipusba tartozo térzsek MAT ldkuszaban taldhatd DNS
szakaszok bazissorrendje semmiféle hasonlosdgot nem mutat egymassal, az idiomorf kifejezés
haszndlatos az allél helyett (Glass et al. 1988; Metzenberg és Glass, 1990; Turgeon 1998). Még
keresik a magyarazatot arra, hogy hogyan foglalhatjék el ezek az eltérd szekvencidk ugyanazt a
genomi poziciét. Az emldsok ivari kromoszoméit vizsgdlva Marshall (1995) arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a MAT szekvencidk valamikor azonosak lehettek, de az Y kromoszoma evolucidja
soran bekodvetkezd addiciok, deléciok vagy kromoszOma-atrendezddések eredményekeént
alakulhatott ki ez a jelentds bazissorrendbeli eltérés. A C. heterostrophus mindkét MAT |6kuszéban
egyetlen gén taldhat6. Ezek szekvencigda kilonbozo, de a kornyezd szekvenciak konzervatak,
amely a kozos eredetre utal. A 2. abra szemlélteti a MAT I0kuszok felépitését a hetero- és
homotalliés téml 6sgomba fa okban.

A S cerevisiae hemiaszkomicéta gombak aapvetben heterotallidsok, de homotallias
egyedek konnyen |étrejohetnek azdltal, hogy a pérosodés tipus lokuszaban 1é&v6 o vagy a
szekvenciak egy transzpozicids esemény sorén az ellentétes parosodas tipus HMRa ill. HML«
donor 16kuszbdl szarmazo, de ott nem expresszd édd kopiaival kicserélddnek (Herskowitz et al.
1992; Klar 1992). Ehhez tehédt szikség van arra, hogy a két parosodasi tipus informacidja aktiv és
inaktiv |0kuszokban megtaldhatok legyenek a genomban. A korabban nem expresszal 6dott kopia
aktiv 16kuszba torténd transzpozicioja teszi lehetdvé a , rejtett” parosodas tipus megnyilvanul asit.
Az éesztdkben (a S. pombenél is hasonld mechanizmus révén) ez a rekombinaci0s esemény nagy
gyakorisaggal torténik meg. igy a kordbban csak egyféle sejttipust (o vagy a) tartalmazo kultira
bizonyos idd elteltével mar o és a segjteket is tartamaz, ami lehetdvé teszi diploid sejtek
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kialakulasat parosodas partner nélkil. Ez a modell azonban nem alkalmas a fonalas aszkomicéték
homotallizmusanak magyarazatara, ndluk ez az esemény rendkivil ritkan torténik meg, akkor is
kizérolag egy iranyban (Perkins 1987).

MAT1-2 MAT1-1
Neurospora crassa A
IEI mat a-1 mat a-2 mat A-3 mat A-2 mat A-1
<F¥FL ] <¥FD <1 > [(FL__>

Podospora anserina
FPRL

SMR2 SVIR1L FMR1

L[>
—
Gibberella fujikuroi
MAT1-2-1 MAT1-1-3 MAT1-1-2 MAT1-1-1
<A [
| MATLL MATL.2 | Gibberella zeae
MAT1-1-3 MAT1-1-2 MAT1-1-1 MAT1-2-1

L=
LTI TR DT LTI

2. abra A MAT geének szervez6dése aszkomicéta fonalas gombékban
A heterotallias gombakban (N. crassa, P. anserina, G. fujikuroi) a MAT1-1-es és a MAT1-2-es géncsoportok azonos
I6kuszon helyezkednek €. Természetesen egy haploid gombatérzsben csak az egyik alél (idiomorf) fordul el6.
Szerkezetik és a gének szdma killonb6z6, a MAT1-2 idiomorfban &taldban egy gén taldhat6, a MAT1-1-esben harom,
de lehet kevesebb is (pl. C. heterostrophus). A homotallids gombakban viszont mind a két idiomorf megtaldhaté, a G.
zeae esetében példaul szorosan kapcsoltan.

A P. anserina, a Neurospora tetrasperma és a Gelasinospora tetrasperma
pszeudohomotallids fajok. Aszkospordikban atadban mind a két ellentétes péarosodasi tipus
sejtmagjai megtaldhatok. A homotallias fajokkal ellentétben az ilyen sporakbdl étrejévé micélium
haploid sejtmagjai akét parosodasi tipusnak csak az egyikét tartalmazzak.

Végll, de nem utol s sorban a fonalas aszkomicéték egy csoportja aszexudlis (pl. Alternaria
alternata, Fusarium oxysporum), szaporodésuk , kizérdlag” vegetativ Gton torténik. A F. oxysporum
f. sp. lycopersici Arie és munkatarsai atal 2000-ben gyQjtott valamennyi szantéfoldi izolatuma
MAT1-1 parosodasi tipussal rendelkezik. Ez a tény aszexualitésuk két lehetséges okat veti fel. A
gomba ndsteril, muténs valtozata egy eredetileg heterotallias fajnak, vagy rendelkezik ugyan az
ivaros szaporodas képességével, de a parosodashoz nem tald megfeleld partnert a popul &cidban.
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2.3.3. A Fusarium fgjok MAT |6kuszainak szervezddése

Kordbban nehézkes volt annak megdllapitasa, hogy az aszexudlis gombaknak vannak-e MAT
génjeik, mivel nem keresztezhetbk egyméssal. A 90-es évek végén azonban Arie és munkatérsai
(1997) PCR-rel sikeresen szaporitottak fel tobb tomldsgomba parosodasi tipus géenjét, tobbek kdzott
aszexudlis fajokét is. Ennek az eljardsnak koszonhetden megdllapitottak, hogy valamennyi MAT1-2
idiomorfot tartalmazd heterotallias tomldsgomba MAT |6kuszanak megkdzelitdleg 270 bp nagysagu
szakasza egy HM G-box motivumot kddol (Turgeon 1998; Turgeon et al. 1993). Majd a N. crassa és
a C. heterostrophus ezen régidira tervezett degeneralt inditoszekvencidkkal felsokszoroztak egy sor,
Pyrenomycetes és Locul oascomycetes al osztalyba tartozd faj MAT génjeit (Arie et al. 1997).

Gibberella fujikuroi Fusarium oxysporum
MAT1-1 MAT1-1
MAT1-1-3 MAT1-1-2 MAT1-1-1 MAT1-1-3 MAT1-1-2 MAT1-1-1
22 1299 1146 22 1293 1146
< N - =1 W [ ] [ =
4605 4614
MAT1-2 MAT1-2
MAT1-2-1 MAT1-2-1
669 669
3824 3821

Gibberella zeae

EXO1 MAT1-1-3  MATL-1-2  MATL-1-1  MATI1-2-1
— daua oy

1389 1035

1kb

3. abra A Gibberella/Fusarium fajkomplexum MAT |6kuszainak szervezddése Y un et al.
(2000) nyoman
Egy heterotallias (G. fujikuroi), egy aszexudis (F. oxysporum) és egy homotallids (G. zeae) Fusarium fgj MAT
|6kuszainak felépitése. A nyilak az ORF-ek helyzetét ésirdnyét jelzik. A nyilak alatt [évd szdmok az egyes MAT gének
nagysagat mutatjak bp-ban kifgjezve, a rajtuk 1évd jelzések pedig az intronok szdméra és elhelyezkedésére utalnak. A
|6kuszok végein taldhaté keskenyehb téglalapok a konzervativ, homol dg tulnyulé régidkat jeldlik.

A Gibberella/Fusarium fakomplexum hdrom tagjanak (a heterotalias G. fujikuroi, a
homotalliés G. zeae és az aszexudlis F. oxysporum) MAT géenjeit Yun és munkatarsai 2000-ben
klonoztak és jellemezték (3. abra).

A G. fujikuroi MP-A (F. verticillioides) FGSC 7603 torzsnek MAT1-2 idiomorfja van,
amelynek hossza 3824 bp. Az FGSC 7600 torzs MAT1-1 szekvenciga 4605 bp nagysagu.
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(Kisérleteink sorén ezzel a két vad tipust torzzsel dolgoztunk). A MAT1-1 idomorfban hdrom gént
azonositottak (Yun et al. 2000; Turgeon és Y oder, 2000). Az elsd (1146 bp) egy 46 bp nagysagu
intronnal rendelkezik, és egy a-domén fehérjét kodol (Coppin et a. 1997), amely nagyfoku
hasonlésagot mutat a N. crassa MAT A-1 (Glass et al. 1990a), a P. anserina FMR1 (Debuchy és
Coppin, 1992), a C. heterostrophus MAT1-1-1 (Turgeon et a. 1993) és a S. cerevisae MATalp
(Coppin et a. 1997) fehérjéivel. A MAT1-1-2 gén (1209 bp) egy 59 bp nagysagu intronna egy
konzervalt amfipatikus, a-helikalis domén fehérjét kodol, amely tobbek kdzott a N. crassa MAT A-
2-hoz (Coppin et al. 1997; Debuchy et a. 1993) és a P. anserina SMR1-hez (Ferreira et a. 1996)
hasonld. A G. fujikuroi harmadik MAT1-1 génje (MAT1-1-3) 552 bp hosszUsagu 3 intronnal (46 bp,
50 bp és 48 bp), fehérje terméke a N. crassa MAT A-3 és a P. anserina SMR2 HM G-doménjeivel
mutat jelentds hasonléségot. A MAT1-2 idiomorf egyetlen, két intronnal megszakitott gént
tartalmaz (669 bp; az intronok hossza 56 bp és 47 bp). Ez szintén HM G-motivumot kédol, amely a
N. crassa MAT a-1 (Staben és Yanofsky, 1990), P. anserina FPR1 (Debuchy és Coppin, 1992), C.
heterosrophus MAT1-2-1 (Turgeon et al. 1993) HMG-doménjének felel meg. A tomldsgombak
MAT génjei dtal kddolt fehérjék tipusait a 2. tablazat foglalja ossze.

2. tablazat Néhany tomldsgomba MAT génje dltal kodolt fehérjetipusok

Fajok HMG-domén  a-domén Homeodomeén Amfipatikusa-  Parosodasi
fenérjek fehérjék fehérjék helikélis tipusidiomorf
fehérjeék
C.heterostrophus MAT1-2-1 MAT1-1-1 MAT1-1
MAT1-2
F. oxysporum MAT1-1-3, MAT1-1-1 MAT1-1-2 MAT1-1
MAT1-2-1 MAT1-2
G. fujikuroi MAT1-1-3, MAT1-1-1 MAT1-1-2 MAT1-1
MAT1-2-1 MAT1-2
G. zeae MAT1-1-3, MAT1-1-1 MAT1-1-2 MAT1
MAT1-2-1
N. crassa MAT A-3, MAT A-1 MAT A-2 Mat A
MAT a1 mat a
P. anserina SMR2, FMR1 SMR1 mat-
FPR1 mat+
S cerevisiae MATalp MATa2p, MATo
MATalp MATa

Az intronok helyét RT-PCR-t kovetd szekvenciameghatarozassal azonositottak. A PCR-hez
aF. oxysporum MAT1-1, MAT1-2 ésaG. circinatum MAT1-2 |0kuszainak 5’ és 3’ tllnyul6 régidira
(amelyek konzervativak a két parosodasi tipusban) terveztek inditdszekvenciakat.

A homotallias G. zeae mind a négy, fentebb felsorolt gént tartalmazza, de ezek mérete, a
benntik 1évd intronok szama és hosszisaga nem egyezik meg a heterotallids G. fujikuroi parosodasi
tipus géenjeivel (3. dbra). Az atirodo fehérjék csupan 48-64%-0s hasonl 6sagot mutatnak egymassal
(Yun et a. 2000).
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A F. oxysporum f. sp. lycopersici aszexudlis fgj, annak ellenére, hogy a szantéfoldi
mintakban mindkét parosodasi tipusa megtaldhatéd (Kerényi et al. 1999; Yoshida et a. 1998). SGt a
G. fujikuroi és a F. oxysporum MAT géntermékel 81-93%-ban azonosak. A F. oxysporum
PCR-rel fel lehetett szaporitani). Ezzel szemben a szintén aszexudlis Bipolaris sacchari MAT génjei
csak a rokon heterotallids C. heterostrophus genomjaba bejuttatva expresszal6dtak (Sharon et al.
1996). Mivel a MAT gének fajon belil homogéenek, de faok kozétt mar kisebb-nagyobb foku
variabilités jellemzd rguk, jol akamazhatok filogenetikai vizsgdlatokra a G. fujikuroi
fajkomplexumban (Turgeon 1998). Arie és munkaté&rsai (2000) a MAT1-2 HMG-domén
szekvencidja alapjan készitettek filogenetikai torzsfat, amelynek segitsegével szamos tomldsgomba
rokonsagi foka meghatarozhato.

2.3.4. A MAT geének altal kodolt fehérjék es funkcioik

Vaamennyi aszkomicéta gomba MAT idiomorfja igazoltan vagy feltételezetten DNS-kotd
motivumot tartalmazé fehérjéket kodol (pl. MAT1-2-1 = HMG-domén; MAT1-1-1 = a-domén; |asd
2. tablazat). Ezek a fehérjék valoszinlleg olyan transzkripcios faktorok, amelyek sgjttipus-
specifikus gének expresszidjat serkentve vagy géatolva szabalyozzdk az ivaros fejlodés szakaszt
(Coppin et al. 1997), és allatokbdl, illetve gombakbdl ismert transzkripcids regul atorokkal mutatnak
rokonsagot.

A S cerevisiaeben a parosodasi tipus gének fehérjetermékel bizonyitottan pozitiv és negativ
szabdlyozO hatasi TF-ek. Herskowitz (1989) a sarjadzd élesztok MAT génjei dltal szabalyozott
jelétviteli atvonalakat kimeritd részletesseggel tanulmanyozta. A fonalas gombék MAT |dkuszai
ugyancsak szamos gént érintd komplex genetikai Utvonalak szabalyozésdban vehetnek részt (Ledlie
és Klein, 1996; Turgeon 1998). A N. crassa MAT a1 polipeptidje HM G-doménje révén specifikus
DNS szekvenciakhoz kotodik.

A fonalas gombak MAT géntermékel az élesztékhdz hasonldan, bizonyitottan feromon
prekurzor és feromon receptor génekre is hatnak (Coppin et a. 1997; Debuchy 1999; Pdggeler
2000; Poggeler és Kiick, 2001; Kim és Borkovich, 2004). A S. cerevisiae a ill. o faktoral a receptor
st sgtciklusdt a G1 féazisban ledlitjdk, és egy szignd transzdukcids Utvonalon keresztil
stimuldljak a parosodashoz sziikseges fehérjék termelddését (Herskowitz 1988). A fonalas gombak
atal termelt feromonok szerepét a him és nbi partnerek kozotti kommunikacioban méar korabban
megfigyelték (Bistis 1983). A MAT gének a fertilizaciot kdvetd eseményekre is hatést gyakorolnak,
pl. a termOtestek képzbdésére és sejtmagi felismerésre (Bistis és Raper, 1963; Zickler et al. 1995;
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Arnaise et a. 1997; Debuchy 1999). Feromonok hidnydban is képzddnek protoperitéciumok, ha
nincs elegendd nitrogénforras, a parosodasra akamas partner felismeréséhez azonban
nélkil6zhetetlenek ezek az anyagok (Bistis 1983). A P. anserina fonalas gomba olyan parosodéasi
tipus mutansai, amelyek bar megorizték parosodasi képessegiket (a négy MAT gént mutagén
kezelést kdvetden MAT null-mutans torzsekben expresszaltattak, majd egymassal és a vad tipussal
keresztezték), a fertilizéciot kovetd funkcidkban sériltek. A muténs sejtmagok koénnyen haploid
mei0zison mentek keresztll vagy egymassal fuziondltak, elutasitva az ellentétes parosodasi tipusba
tartoz sejtmagvakat, melynek kovetkeztében uniparentdlis utddok jottek Iétre (Nelson 1996). A
parosodasi tipus gének fehérjetermékeibdl képzddd heterodimerek a sajét-idegen megkil 6nbdztetés
dapjd képezik bazidiumos és tomlGsgombakban (Metzenberg 1990). Ezzel szemben az
élesztokben, ahol a megtermékenyités sordn a plazmogamiat azonnal kariogamia koveti, nincs
szikség a parosodas tipus gének ilyen jellegh funkcidjara; a sejtmagvak , MAT-identitas’-anak
fenntartasara. A fonalas gombak MAT génjeinek tulexpresszéltatésa vagy szabalyozasuk hidnya az
aszkosporék pusztuldsdhoz vezet, ami azt jelzi, hogy az ,ivaros gépezet” megfeleld mikddéséhez
elengedhetetlen a parosodasi tipus gének preciz szabayozasa (Coppin és Debuchy, 2000).

Azokban a gombafajokban is mikddoképes, folyamatosan atirddd parosodasi tipus gének
tala hatdk, amelyekben ivaros szaporodast még nem figyeltek meg (Sharon et al. 1996; Wirsel et al.
1998; Arie et al. 2000; Yun et a. 2000; Kerényi et a. 2004), teh& a parosodasra vald képesség
hianya nem a MAT génekben bekdvetkezett mutacid eredmeénye, de oka lehet példaul a mostanéig
azonositatlan, ivaros reprodukcidban résztvevd gének funkciondlis rendezetlensege (Arie et al.
2000).

Ledlie és Klein (1996) megdllapitadsa szerint az idealizalt gomba individuum egy haploid,
Onsteril hermafrodita (heterotallids) szervezet. Normalis kordlmények kozott egy heterotalias
torzsbdl ndsteril mutans alakulhat ki az ivaros szaporodasra iranyul0 negativ szelekcioval. A
ndsterilitasnak feltehetden van valamilyen, a vegetativ fazisban megnyilvanul 6 eldnye, mivel ezek a
muténsok olyan mértékben el tudnak terjedni, hogy egy teljes gombapopulécid elveszitheti ivaros
reprodukciora val6 képességét. Taylor és munkatérsai (1999) szerint minden ,,aszexudis’ gomba
erdeteileg heterotaliads volt, és a legtobbjuk megfeleld kortlmények kozott képes az ivaros
reprodukciora. Ezzel Gsszhangban all Turgeon (1998) megdllapitédsa, miszerint az aszexualisnak
tartott fajoknak lehet egyfajta rejtett ivaros ciklusuk, de teleomorf alakjaikat a rendkivil ritkan
lezajl6 pérosodési folyamatok kovetkeztében még nem sikerlilt azonositani. Egy mésik hipotézis
szerint a MAT TF-ek hatast gyakorolhatnak az életciklus egyéb esemeényeire is, €s olyan géneket
szabdlyozhatnak, amelyek kozvetlenll nem vesznek részt a parosodasi folyamatokban (Turgeon
1998). Bizonyos parosodas tipus |6kuszok szerepet jatszanak a vegetativ inkompatibilitésban, az
ivaros dimorfizmusban és a virulencidban (Kronstad és Staben, 1997).
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Sharon és munkatarsai (1996) igazoltak, hogy a B. saccharinak (a heterotallids aszkomicéta
C. heterostrophus aszexudlis rokona) vannak intakt MAT génjei. Heterolég expressziova a B.
sacchari MAT1-2 génje funkcioképesnek bizonyult C. heterostrophusban. Ezzel szemben, amikor a
C. heterostrophus MAT1-1 génjével transzformdltak egy B. sacchari MAT1-2 torzset, nem
képzbdtek pszeudotéciumok, amikor a transzfomansokat egymassal keresztezték. Tehat a B.
sacchari nem képes az ivaros reprodukcidra még abban az esetben sem, ha a genomjaban mindkeét,
C. heterostophusban mikodd MAT gén megtadhato, amelyek kozott kordbban 98%-o0s
hasonldsagot allapitottak meg. Ennek alapjan vetette fel Turgeon (1998) a kérdést, hogy az
aszexudlis faok miért tartjak meg MAT génjeiket valtozatlan, funkcioképes dlapotban, ha a
parosodés sorén nem veszik hasznét? Talan olyan funkcidjuk is van, amely nem a8l kapcsolatban az

ivaros fejl6dési szakasszal?
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3. ANYAG ESMODSZER

3.1. A gombatdr zsek szarmazésa

A keresztezésekben haszndlt F. verticillioides FGSC 7603 (genotipusa: MAT1-1) és FGSC 7600
(MAT1-2) teszt torzseket a Fungal Genetics Stock Center-bdl kaptuk (University of Kansas Medical
Center, Kansas City, USA).

3.2. A torzsek fenntartasa

Valamennyi gombattrzset burgonya-glikéz téptalgra oltottuk, torzsenként 2-2 csdre. A csovek
egyikét 4°C-on téroltuk, ezek felszinére steril paraffin olgjat rétegeztiink, a mésikat munkacsokeént

hasznéltuk. Uvegsz(irén atszirt konidium szuszpenziét -70°C-on tartottuk 20%-0s steril glicerinben.

3.3. A torzsek tenyésztése

A micdliumbol egy kis agarkockanyi mennyiseget CMC tapoldatba oltottunk és négy napig
razattunk (23-24°C, 180 rpm). Az inkubacios idd letelte utdn az oldatot steril GO-as tivegszaron
keresztll leszOrtik, a konidiumokat centrifugdltuk (10 perc, 4°C, 3000 rpm), mostuk és steril
desztillélt vizben visszavettik. A spérékat Burker-kamra segitségével megszamoltuk és 4°C-on
téroltuk (Cappellini és Peterson, 1965). 10° db konidiummal inokuldtunk 100 ml komplett
tapoldatot (CM) (Correll et a. 1987), amelyet 3 napig 24°C-on rézatva inkubdltunk. A képzdott
micéliumot porcel anszardn, steril szlrdpapiron keresztil leszartik, és steril desztillalt vizzel kétszer
mostuk. A genomi DNS izola asahoz a micéliumot liofilizaltuk.

3.4. Szekvencia analizis

A nukleotidsorrend meghatérozasadhoz plazmid-specifikus, kereskedelmi forgalomban kaphaté T3 -
T7, illetve T7 - SP6 inditészekvencia-parokat, valamint dtalunk szintetizaltatott specifikus
inditoszekvenciakat haszndltunk. A szekvencia analizishez elsdsorban a MezOgazdasagi

Biotechnol6giai Kutatékzpontban mikodd Gene Analyzer 3100 (Applied Biosystems) berendezést
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haszndltuk, illetve ABI 3000 szekvenatorban (Plant Research International, Wageningen, The
Netherlands) a DNS fragmentumok 5 veégeinek nukleotidsorrendjét T7 inditoszekvencidval
»DYEnamic ET Terminator Kit’-tel hatédroztuk meg. A kapott szekvencidkat a Lasergene

programmal (Altschul et al. 1997) hasonlitottuk Ossze. Harom kilonb6z6 BLAST keresést
végeztink: BlastN-t és BlastX-et a GenBank EST-, illetve nr-adatbézisban és BlastN-t a F.

ill. F. graminearum/G. zeae (http://www.mips.gsf.de/genre/proj/fusariumi) genom szekvencian.

3.5. A FYMAT1-2-1 gén megszakitasa

3.5.1. A ki(itd konstrukci6 |étrehozésa és a transzformécié

A higromicin rezisztenciat hordoz6 pAN7-1 vektorbdl (Punt et al. 1987) az Escherichia coli
higromicin B foszfotranszferdz (hygB) génjét tartalmazo hph kazetté hph_ EcoRV_for és
hph_EcoRV _rev oligonukleotid inditoszekvencidkkal (3. tablazat) felsokszorositottuk (95dC, 2
perc — 1 ciklus; 94dC, 15 masodperc, 64aC, 30 méasodperc, 68cC, 4 perc — 9 ciklus, 94dC, 15
mésodperc, 64aC, 30 masodperc, 68cC, 4 perc (+10 mésodperc ciklusonként) — 24 ciklus, 68aC, 10
perc — 1 ciklus). Az inditészekvencidkat a hygB gén megnyilvanuldsahoz szikseges Aspergillus
nidulans gpd génjének transzlacios start kodonjét és trpC génjének terminacios régiojét tartalmazoé
higromicin kazetta 5° és 3'végére terveztik. A PCR-hez ,Long PCR Enzyme Mix’-et (MBI
Fermentas) haszndltunk, a gyartd utasitasai szerint. A PCR terméket agar6z gélen elvalasztottuk,
majd ,GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”-tel (Amersham Biosciences) izoldltuk és
EcoRV (Fermentas) restrikcios enzimmel linearizalt pBluescript 1| KS+ (Stratagene) vektorba
ligaltuk. Az igy kapott plazmidot pHPH-nak neveztik €.

A F. verticillioides FGSC 7603 torzs MAT1-2 |6kuszénak 4002 bp nagysagu darabjat
FMATpl — FMATp2 inditdszekvenciakkal (3. tablézat) szaporitottuk fel (95aC, 3 perc — 1 ciklus,
94aC, 1 perc, 60dC, 1 perc, 68dC, 4 perc — 9 ciklus;, 94cC, 1 perc, 60aC, 1 perc, 68dC, 4 perc (+5
masodperc ciklusonként) — 24 ciklus; 68aC, 10 perc — 1 ciklus). A polimeraz lancreakciokat 20 pl,
illetve 25 pl térfogatban, Biometra T3 Thermocycler készilékben hajtottuk végre, és a kdvetkezd
elegyet mértik dssze: 20 ng templat DNS, 1xPCR puffer, 1,5 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP, 0,2 uM
primer, 1 U Taq polimeréz, steril desztillalt viz.

A PCR terméket szintén pBluescript 11 KS+ vektorba ligdltuk és Ndel restrikcids enzimmel
hasitottuk, majd feltdltottik és CIAP-pal (Fermentas) kezeltik, a gyartd utasitasai szerint. A

28


http://www.softberry.com
http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fusariumverticillioides/
http://www.mips.gsf.de/genre/proj/fusarium/

FVMAT1-2 szekvencia 1973 bp nagysagu Ndel fragmentjét a pHPH plazmidbdl szarmazé 3,8 kb
nagysdgl hph kazettaval helyettesitettik. Ennek eredményeként kaptuk a pMAT7603/hph
plazmidot, amelynek felépitését szekvendassal ellendriztik.

A transzformaciohoz a F. verticillioides FGSC 7603 térzsenek konidiumait 9,5 oran keresztul
Y EPD-2G tépoldatban rézatva inkubdltuk (28aC, 180 rpm, 5 x 10° db konidium/ml). A gomba még
fiatal, vékony fali micéliumébol Proctor és munkatarsai (1997) atal kidolgozott modszer szerint
lizis enzim, drizeldz és kitinaz (Sigma) elegyével emeésztve protoplasztokat hoztunk |étre, amelyeket
polietilén-glikol (PEG8000) és Ca’*-ionok jelenlétében Ndel (Fermentas) enzimmel linearizalt
PMAT7603/hph plazmiddal transzformaltuk (10pg/transzformacio). A transzformansokat 200
pg/ml higromicint tartalmazo regeneréci 0s tépkozegen szelektaltuk. A rezisztens transzformansokat
4-5 nap inkubacios i1do elteltével szintén 200 pg/ml higromicinnel kiegészitett komplett tdptalgjra
oltottuk a és monosporaztuk 0,1 % Triton-X 100-at tartalmazé CM taptalgjon. Higromicint nem
tartalmazé CM csészékre tortént tobbszori atoltassal, majd a szelektiv taptalajra val 6 visszaoltassal

gy06zodtink meg az integrécio stabilitasardl.

3. tblazat A FVMAT1-2 és hph szekvenciak felszaporitasahoz haszndlt inditoszekvencidk

A hph_EcoRV_for és hph EcoRV _rev inditdszekvenciak esetében az (ATC) szekvencia nem taldlhaté meg a pAN7-1
vektoron (Z32698.1). Az inditdszekvencidk tervezésekor a klénozéds megkonnyitése érdekében bovitettik az
inditészekvencidk nukleotidsorrendjét az ECORV restrikcids endonukledz felismerd helyének egy-egy részletével (GAT-

ATC). A pKS plazmidot EcoRV enzimmel emésztve aligalast kdvetden az enzim felismerd helye megmarad.

Primerek Szekvencia (5'-3') Meghatérozés Amplifikalt
tremékek mérete
FMATp1 ACCTAGT GCAACAAGAAACAAAGCGAGT G F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1)
FMATp2 AACCCTGTGTCCTTTAACC( GC) TGAGCAT  for F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) rev. 4002 bp
GfMAT2-f ACCGTAAGGAACGTCACCATT F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) rev 214 b
GFMAT2-r GGGGTACTGTCGECGATGT T F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) for P
GIMAT2-r GGGGTACTGTCGGCGATGTT F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) for 3612 b
FMATp2 AACCCTGTGTCCTTTAACC( GC) TGAGCAT F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) rev P
TMAT for  CTTCCAGOCCCATCGICTTC FvartidliodeMATL? (AF1000z6.) for 43P
TMAT _rev TAGGCGGTCATCTGCTGTGTAAC
FMATp1 ACCTAGTGCAACAAGAAACAAAGCGAGTG  Fverticillioides MAT1-2 (AF100926.1) for 2681 b
hph_check2 CACGGCGGGAGATGCAATAGGTC E.coli hph (232698.1) rev P
EMATD2 AACCCTGTGTCCTTTAACC( GC) TGAGCAT  F.verticillioides MAT1-2 (AF100926.1) rev 3816 b
hph Ch%Ck 1 GGCGCAGACCGGGAACACA E.coli hph (232698.1) for P
hph_EcoRV_for ( ATC) CTTGGAAGCGGCGAGGAG E.coli hph (232698.1) for 3806 bp

hph_EcoRV_rev’  ( ATC) TATTGGGTGT TACGGAGCATTCA E.coli hph (232698.1) rev
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3.5.2. A homoldg kettds rekombinacié megval 6sul asanak igazolasa

A vad tipusl torzs és az Gtven monosporézott transzformans harom napon keresztil (26aC, 180
rpm) CM tépoldatban razatott tenyészetébdl genomi DNS-t izoldtunk a Murray és Thompson
(1980) Ata kidolgozott CTAB-0s ejards Kerényi és munkatarsai altal 1999-ben maodositott
véltozata szerint. A hph kazetta helyspecifikus beépllését PCR-rel, Southern és Northern
hibridizécidval bizonyitottuk.

3.5.2.1. Polimeréaz lancreakci6

A PCR-rel torténd vizsgdlatokhoz a kittott FVMAT1-2-1 génre tervezett GIMAT2-r — GIMAT2-f
(940C, 2 perc — 1 ciklus; 940C, 15 masodperc, 600C, 30 masodperc, 720C, 30 masodperc — 34 ciklus,
72aC, 5 perc — 1 ciklus), valamint a higromicin kazettara és a FYMAT1-2 |0kuszra tervezett
FMATp1 — hph_check2 és hph_checkl — FMATp2 (95dC, 3 perc — 1 ciklus; 94dC, 1 perc, 60dC, 1
perc, 68aC, 4 perc — 9 ciklus, 94dC, 1 perc, 60cC, 1 perc, 68dC, 4 perc (+5 mésodperc ciklusonként)
— 24 ciklus; 680C, 10 perc — 1 ciklus) inditoszekvencidkat hasznaltunk (3. tablazat).

3.5.2.2. Southern hibridizacié

A Southern hibridizaciohoz hph prébaként a hph_checkl — hph_EcoRV_rev, FYMAT1-2 probakent
pedig a GFIMAT2-r — FMATp2, és GIMAT2-r — GFMAT2-f inditészekvenciakkal felsokszorozott
PCR terméket haszndltuk. A polimerdz lancreakcidk termékeit 1,5%-o0s, illetve 0,8%-0s agaréz
gélen vdlasztottuk . A megfeleld fragmentumokat gélbdl GFX (Amersham) oszloppal izoldtuk a
gyartd leirédsa aapjdn, majd Sambrook és Russel (2001) moédszere szerint random priming
maddszerrel [*0P]dCTP-vel radioaktivan jeldltiik (,Hexalabel DNA kit”, Fermentas). A AFVMAT1-
2-1 transzformansok és a vad tipusu torzs genomi DNS-ét Ndel és Hindlll (Fermentas) restrikcios
endonukleazokkal emésztettik, majd 0,8 %-0s gélen elektroforézissel elvalasztottuk. Vakuum-blott
technika segitségével Hybond N+ membranra (Amersham Pharmacia, UK) szivattuk. A hibridizalés
sordn Sambrook és Russel (2001) utasitésait kovettik. A DNS molekulékat hordoz6 membrant
65aC-on 1 dran at prehibidizacios elegyben inkubdtuk, majd hozzdadtuk a radioaktivan jeldlt
probét. A hibridizalast UniEquip hibridizacios kemencében végeztik 14-16 6ran keresztll. Ezt
kovetden a membrant 3 x 20 percig mostuk 650C-on 1., 1. és 11l. mosopufferrel. A mosott filtert
fol packba csomagoltuk, ,, Storage phosphor screen”-nel (Amersham) kazettéba tettik. Az eredményt

apréba aktivitasatol fiiggden 2-24 ora elteltével STORM 840 scannerrel (Amersham) értékel tik.
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3.5.2.3. Northern hibridizaci6

A Northern analizisben a Southern blottnal emlitett hph prébét, és a FYMAT1-2-1 génre tervezett
TMAT for és TMAT rev inditoszekvencidkkal (3. tablazat) felszaporitott és radioaktivan jelolt
génrészletet haszndltuk. Az RNS membranok készitéséhez 6ssz-RNSt vontunk ki a F.
verticillioides FGSC 7603 és 7600 torzsekbdl, valamint a AFVMAT1-2-1 transzforméansokbdl TRI
REAGENT™ (Sigma) segitségével, denaturdlé agaréz gélen elvéasztottuk és kapillaris blottal
Hybond N+ membranra vittik &. A hibridizaciét a Southern blottndl leirtak alapjan végeztik, és a
probékat is ennek megfelel 6en készitettik €.

3.6. lvaros ker esztezés

A F. verticillioides FGSC 7603 torzset (MAT1-2) és az abbdl |étrehozott AFVMAT1-2-1 mutansokat
(AFVMAT1-2-1/6, AFVMAT1-2-1/7, AFVMAT1-2-1/15) sargarépédt tartalmazo taptalgon (CA)
(Klittich és Ledlie, 1988) kereszteztik a F. verticillioides FGSC 7600 (MAT1-1) torzzsel. A ndi
partnerként haszndlt torzs sargarépa agaron névo micélium szovedékét kevertilk dssze a him partner
vizes agar csészéirdl szarmazo konidium szuszpenzidjaval. A csészéket 4 hétig 25°C-on inkubaltuk,
12 oOrés sotét és 12 orés vilagos periddusok vatakoztatésval. A valtozasokat sztereo

mikroszkopban vizsgélva, rendszeres idokozonkent feljegyeztik.

3.7. A cDNS-AFLP

3.7.1. A cDNS-AFLP elve és|épései

Ossz-RNS-t vontunk ki a F. verticillioides FGSC 7603 vad tipust és két AFVMAT1-2-1 mutans
torzsbdl (AFVMAT1-2-1/7 és AFVMAT1-2-1/15) TRI REAGENT™ segitségével, majd a
mennyiségileg és mindsegileg is megfeleld RNS mintédkbdl mRNS-t izoldtunk , Oligotex mRNA
Midi Kit"-tel (QIAGEN). 2 ug mRNS-bdl kiindulva az ,,Universal RiboClone® cDNA Synthesis
System” (Promega) elnevezési kittel kétszali cDNS-t hoztunk |étre.

A cDNS-t EcoRI és Msel restrikcids enzimekkel emésztettik. Az EcoRI ritkabban hasit, a
GAATTC hat bazispar hossziisagu szekvenciat ismeri fel, ezzel szemben az Msel gyakrabban vag,
az dtala felismert szakasz négy bazispar hosszisagu (TTAA). A |éregott cDNS fragmentumok
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végeire helyspecifikus, kettds fonalll adaptereket (EcoRI-, Msel-adapterek) ligaltunk (5. tablazat),

amelyekhez a nem szelektiv ECORI és Msel inditdszekvenciak kotddtek a fel sokszorositas sorén.

4. tablazat A cDNS-AFLP sorédn haszndlt inditészekvencidk

EcoRI Primer Szekvencia (5 - 3') Msel Primer Szekvencia (5 - 3')
EcoRI-AA GACTGCGTACCAATTCAA Msel-AA GATGAGTCCTGAGTAAAA
EcoRI-AC GACTGCGTACCAATTCAC Msel-AC GATGAGTCCTGAGTAAAC
EcoRI-AG GACTGCGTACCAATTCAG Msel-AG GATGAGTCCTGAGTAAAG
EcoRI-AT GACTGCGTACCAATTCAT Msel-AT GATGAGTCCTGAGTAAAT
EcoRI-CA GACTGCGTACCAATTCCA Msel-A GATGAGTCCTGAGTAAA
EcoRI-CC GACTGCGTACCAATTCCC Msel-TA GATGAGTCCTGAGTAATA
EcoRI-CG GACTGCGTACCAATTCCG Msel-TC GATGAGTCCTGAGTAATC
EcoRI-CT GACTGCGTACCAATTCCT Msel-TG GATGAGTCCTGAGTAATG
EcoRI-GA GACTGCGTACCAATTCGA Msel-TT GATGAGTCCTGAGTAATT
EcoRI-GC GACTGCGTACCAATTCGC Msel-T GATGAGTCCTGAGTAAT
EcoRI-GG GACTGCGTACCAATTCGG Msel-CA GATGAGTCCTGAGTAACA
EcoRI-GT GACTGCGTACCAATTCGT Msel-CG GATGAGTCCTGAGTAACG
EcoRI-TA GACTGCGTACCAATTCTA Msel-CC GATGAGTCCTGAGTAACC
EcoRI-TC GACTGCGTACCAATTCTC Msel-CT GATGAGTCCTGAGTAACT
EcoRI-TG GACTGCGTACCAATTCTG Msel-C GATGAGTCCTGAGTAAC
EcoRI-TT GACTGCGTACCAATTCTT Msel-GA GATGAGTCCTGAGTAAGA
Msel-GC GATGAGTCCTGAGTAAGC
Msel-GT GATGAGTCCTGAGTAAGT
Msel-GG GATGAGTCCTGAGTAAGG
Msel-G GATGAGTCCTGAGTAAG

5. téblazat A cDNS-AFLP sorén hasznalt adapterek

Adapter Szekvencia (s - 3)

EcoRlI-adapter 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3
3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5

Msel -adapter 5 -GACGATGAGTCCTGAG-3

3 -TACTCAGGACTCAT-Y

Egy eldzetes PCR-t, Ugynevezett preamplifikdlast (94°C, 1 perc — 1 ciklus; 56°C, 1 perc,
72°C, 1 perc 94°C, 30 masodperc — 19 ciklus, 72°C, 5perc — 1 ciklus) szelektiv felszaporités
kovetett (94°C, 30 masodperc, 65°C, 30 masodperc, 72°C, 1 perc — 1 ciklus; 94°C, 30 masodperc,
65°C, 30 masodperc, 71,3°C, 1 perc — 13 ciklus; 94°C, 30 masodperc, 56°C, 30 masodperc, 72°C, 1
perc — 23 ciklus; 72°C, 5 perc — 1 ciklus), amelyhez az e€lsd kérben kapott PCR terméket 25-
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szorosére higitottuk. A szelektiv felsokszorozasban alkalmazott inditoszekvencidk 3' végukon egy
vagy keét szelektiv bazist hordoznak, ezért csak azok a restrikcios fragmentumok szaporithatok fel,
amelyekre jellemzd, hogy az adapterek szekvenciga és a csatlakozO hasitott vég szekvenciga
megfelel a szelektiv nukleotidok bazissorrendjének (Voset al. 1995).

A cDNS-AFLP soran 16 EcoRI és 20 Msel inditoszekvencia kombinacidjat hasznaltuk (4.
tablazat). Azokat a cDNS-fragmentumokat tudtuk detektalni akrilamid gélen, amelyeknek legalabb
egy EcoRI végiik volt, mivel az EcoRI inditészekvencidk 5 végét [y->P]dATP-vel radioaktivan
jeléltik. A gélt Whatman sz(rfpapirra széritottuk, majd a differencidl 6 fragmentumokat kivéagtuk és
50 ul vizben, 4°C-on 10-12 Orén & aztattuk. Ezekbdl a mintakbdl a szelektiv amplifikéacié sorén
alkalmazott inditoszekvenciakombinacioval Ujra felsokszoroztuk az igéretesnek tartott
fragmentumokat (94°C, 1 perc — 1 ciklus; 94°C, 30 méasodperc, 56°C, 30 méasodperc, 72°C, 1 perc —
22 ciklus, 72°C, 5 perc). A PCR termékeket agar6z gélen elektroforézissel elendriztik és a
megfeleld fragmentumokat pGEM®-T Easy (Promega) vektorba ligdtuk. Az igy létrehozott,
kil6nb6z6 cDNS fragmentumokat tartalmazé plazmidokkal Sambrook és Russel (2001) Utmutatasa
alapjan transzformaltuk az E. coli DH5a. (Stratagene) torzsét. A megfeleld rekombinans plazmidot
hordozo telepeket o-komplementécioval, illetve koldnia PCR segitségével valasztottuk ki. Ehhez a
fehér telepeket fogpiszkddval 30 ul steril desztilldlt vizbe oltottuk és kétszer 1 percig forraltuk. Ezt
kovetden a mintakat jégbe helyeztik, majd centrifugdlassal 3-5 mésodpercig Ulepitettik. A
fellliszObol 10 pl-t adtunk minden egyes PCR-hez, amelyet a reamplifikaciona leirtaknak
megfel el 6en végeztiink el.

3.7.2. A cDNS-AFLP kl6nok expresszidjanak vizsga ata

A mutans és a vad tipusi torzsek kozotti expresszios kilonbségek bizonyitdsara Northern
hibridizaci és kisérleteket végeztiink a 3.5.3-as fejezetben leirtak alapjan. Probaként a koldnia PCR-t
kovetden gélbdl izoldlt, random priming mddszerrel [a-**P]dCTP-vel radioaktivan jel6lt cDNS

fragmentumokat hasznaltuk.

3.8. cDNS konyvtar-keszités és nukleinsav hibridizalas - HD filter technika

A vad tipusll és AFVMAT1-2-1/15 mutans tdrzsek 6t napon keresztil sargarépa agaron novesztett
(20°C/22°C; 12 h sotét/12 h vildgos fotoperiodus) micéliumabdl , Qiagen RNA Isolation Kit”
(Qiagen) segitsegével dssz-RNS-t vontunk ki, majd ,, Oligotex mRNA Kit”-tel (Qiagen) mMRNS-t

33



izoldtunk és [a-**P]dCTP-vel radioaktivan jelolt kettds szAl cDNS-t szintetizatunk. A mésodszél
szintézist és az adapter (Sall) ligalast kdvetden, a cDNS egy részét Notl (Fermentas) restrikcids
enzimmel emésztve konyvtarkészitéshez hasznaltuk fel. Annak érdekében, hogy a kdnyvtérak a
lehetd legnagyobb méretl cDNS fragmentumokat tartalmazzék, oszlopkromatogréfiaval
osztalyoztuk az emésztett cDNS fragmentumokat. A killonbdzo frakciok cDNS mennyiséget, illetve
koncentracigjat szcintillacios detektorban hatéroztuk meg. Az emésztéssel kapott cDNS
fragmentumokat Sall-Notl enzimekkel hasitott (szelekcidés markerként ampicillin rezisztenciagént
hordozd) pSPORT vektorba ligaltuk. Az igy létrehozott plazmidokkal elektrokompetens E. coli
DH10B (ElectroMAX™) sejteket transzformdtunk elektroporacioval. A konyvtarkészités
valamennyi |épését a , SuperScript™ Plasmid System with Gateway® Technology for cDNA
Synthesis and Cloning Kit” (Invitrogen) leirasanak megfelelden hajtottuk végre.

A sikeres transzforméciot kovetden mindkét torzsbdl konyvtéranként 7680 db klont
vaogattunk ki o-komplementécidval. Az E. coli sejteket 20 db 384-es lemezbe oltottuk, és egy
gszakan a 70ul, 100 mg/ml koncentracioban ampicillint tartalmaz6é LB tapoldatban 37aC-on
inkubdltuk. A konyvtarak mindségenek ellendrzését koldnia PCR-rel végeztik (94°C, 10 perc — 1
ciklus; 94°C, 30 masodperc, 55°C, 30 masodperc, 72°C, 1 perc 30 masodperc — 30 ciklus; 72°C, 5
perc), amelyhez minden esetben a kovetkezd elegyet mértiink dssze: 1xPCR puffer, 1,5 mM MgCl,,
60 uM dNTP, 0,3 uM T7/SP6 primerek, 1 U Taq polimeraz, steril desztillalt viz. (A cDNS
konyvtarakat LB freeze tépoldatban -800C-on taroljuk.) Ezt kovetden szintén ampicillinnel
kiegészitett LB tapoldatot tartalmazo 8 x 12 cm méretl csészéket készitettlink, amelyek felszinére,
filter) készitettink egy 384 tlskés feltéttel kiegészitett robot segitségével. Egy membran 4 db 384-
es lemeznek megfeleld szamu telepet tartalmazott két példanyban (2 x 4 x 384 = 3072 db
telep/membréan). A robot Ugy készitette el a filter egy-egy kilenc telepbdl al6 egységét, hogy pl. a
negy elsd, mutans cDNS kldnokat tartalmazo lemez (amelyek szamozéasa pontosan a filternek felel
meg: A-t0l P-ig és 1-t0l 24-ig) Al-esklonjai alkottak az elso filter Al-es egységét, A2-eskldnjai az
A2-es egységet, és igy tovabb. A 4. abra felnagyitott részlete szemlélteti egy HD filter F3-as
blokkjanak beosztasat. A nagyitasban szerepld 1-es az elsd 384-es lemez F3-as klonja, a kettes a
mésodiké, sth. Az &ellenes pozicidban [évd klonok megegyeznek. Minden egyes blokk kézepén
egy cDNS fragmentumot nem tartalmazé kék telep szerepel kontrollként a hibridizaciohoz.
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4. abra A klonok elhelyezkedése és a hibridizacio mintazata egy HD filteren
Az &bra kinagyitott részlete szemlélteti a filter F3-as blokkjanak felépitését. Az azonos szdmok azonos klonokat
jeldlnek.

Annak érdekében, hogy kozel egyforma feltételeket biztosithassunk a baktérium telepek
novekedéséhez, a csészéket mlanyag dobozba helyezve inkubatuk 370C-on 18 éran keresztiil. Az
inkubaciés idd letelte utan a telepatmérd meghatarozéséval ellendriztik az egyenletes nbvekedést.
(Vaamennyi kolonia méretének az 1-2 mm-es hatéron beltl kellett lennie.) Ezt kdvetden afiltereket
0,5 M NaOH és 1,5M NaCl elegyében aztattuk fejjel lefelé egy percen keresztll, majd az azonos
pufferbe meritett Whatmann szlrdpapirokra helyeztik négy percre. A miveletet 0,2 M TrigHCI-t
(pH 8,0) és 1,5 M NaCl-t tartalmaz6 oldatban megismételtik. A mosas utolso |épéseként a filtereket
a fent leirt modon 2 x SSC-ben aztattuk és szobahdmérsekleten 30 percig szaritottuk, majd 30
masodpercig tartd UV kezeléssel a baktériumbdl szabadda valé nukleinsavat a membranra kotottuk.

A cDNS fragmentumok maésik részét a nukleinsav hibridizaldshoz prébaként hasznaltuk fel.
A muténshdl és a vad tipusbdl szarmazo, jelélt cDNS prébat hibridizatattuk a mutans és a vad
tipust filterrel. A filtereket 1-2 Orén keresztll 65dC-on inkubdltuk, filterenként 2 ml, illetve
csovenkent ezen feltl 5 ml prehibridizécios elegyben. (Az elegy minden 10 ml-e 100 pl 5mg/ml-es
hal DNS-t tartalmazott, amelyet 10 percig 96aC-on denaturaltunk, majd 10 percre jég kozé
helyeztik.)

A jeldlést [o-**P]dATP-t és random, hattagt inditdszekvencidkat hasznélva , Random Primed
DNA Labeling Kit” (Boehringer) segitsegével veégeztik. A prébakat ,, QIAquick Nucleotide
Removal Kit”-tel (Qiagen) tisztitottuk, majd a hal DNS kezel éséhez hasonlé médon denaturaltuk és
a prehibridizéciés elegyhez adtuk. Eqgy éjszakan &t tartd hibridizaciét kovetden a filterek mosasat és
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az ,elohivast” a 3.5.2.2-es fgjezetben leirtak alapjan végeztik. A hibridizaciés mintazatok tif
fglként valo megjelenitésére a TINA szoftvert hasznéltuk.

Mivel egyazon filter két példanyat hibridizaltattuk mindkét térzs cDNS fragmentumaibol
készllt radioaktiv probakkal, a szamitdgéppel végzett képanalizis és egy, az adott jel helyzetébdl
adodo értékmaodositd hatés felmérésére is képes program (AlS 4.0; Imaging Research Inc., Ontario,
Canada) segitségével a jelintenzitésbeli eltérésekbdl kovetkeztetni tudunk a vad tipusi és a
AFVMAT1-2-1 torzs kozotti génexpresszios kulonbségekre.

3.9. A nitrilaz fehérjét kodol6 gén megszakitasa

3.9.1. A kilitd konstrukci6 és nitrildz mutansok |étrehozasa SON-PCR-rel

Antal és munkatérsai (2004) Gtmutatasai alapjan az 1143 bp nagysagu nitrilaz szekvencia 5’ és 3
végére kifelé ird oligonukleotid inditészekvenciakat terveztiink (6. tdblazat). A mésodik kor végére
egy 1403 bp és egy 1877 bp nagysagu termeket kaptunk, amelyek szekvencigét tobb |épésben, a

mar ismert szakaszokra tervezett inditoszekvencidk segitségével meghataroztuk.

6. tablazat A SON-PCR soran hasznalt inditészekvenciak

Primer Szekvencia (5'-3') Pozicio

lupper880 ATGATCTTCTCGCCTTTCGGA 973-993 (DQ534528) for
2upper1057 AAGCCTGTCTTCTTCGCCAAC 1150-1170 (DQ534528) for
3upper1101 TTCCTTGGCATAGGGTTCTTG 1194-1214 (DQ534528) for
llower145 GACTTCAGGGTAGCCAATGAC 238-258 (DQ534528) rev
2lower193 GCCCATGTTTCGTAAGTCTCC 286-306 (DQ534528) rev
3lower263 TCATTGATCCATGGTGCGTTC 356-376 (DQ534528) rev

Az igy megismert 4168 bp nagysagu szakasznak (nitSON) a nitrildz gént teljes egészében
tartalmaz6 darabjat (2519 bp), nitSON_for — nitSON_rev inditészekvencidkkal (7. tabléazat)
felszaporitottuk (95°C, 3 perc — 1 ciklus; 94°C, 30 masodperc, 58°C, 30 mésodperc, 72°C, 1 perc —
40 ciklus, 72°C, 5 perc). A PCR-hez templatként a F. verticillioides FGSC 7603 torzs genomi
DNS-ét haszndltuk. A tisztitott PCR terméket pKS-T vektorba ligaltuk, majd a plazmiddal E. coli
DH50 sejteket transzformaltunk.
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7. tablazat A nitrilaz gén szekvencigjéra tervezett inditoszekvencidk

Primer Szekvencia (5'-3') Pozicio

nitSON_for GGCTTTCCATGAGGGCACAGA (DQ534528) szekv. kivll
nitSON_rev CGCGGTTTCGGTTATGACTCCA (DQ534528) szekv. kivl
nitkzép for TGGGCAGATCAGCTTATTCATTTC 302-325 (DQ534528) for
nitkt')zép_rev GGCCTTGCAGCATTCGGGAGTG 819-840 (DQ534528) rev
nit_for CCACAACCCCAACAACAATCTATCAAG 94-120 (DQ534528) for
nit_rev TCCCCCGAACTGCGACCTGTAAGC 1214-1237 (DQ534528) rev

A kiutd konstrukciodt a 3.5.1-es fejezetben leirtak alapjan hoztuk |étre, és atranszformaciot is
annak megfelelGen végeztik el. Azzal a kildnbséggel, hogy a nitrildz szekvencia 583 bp nagysagu
Ncol fragmentumat cseréltik a pHPH plazmidbdl szarmazé 3,8 kb nagysagu hph kazettéara, és a
transzforméciohoz a plazmidot Smal restrikcios enzimmel linearizaltuk.

3.9.2. A kiltés sikerének és a kettds rekombinaci 6 megtorténtének igazolasa

A higromicin rezisztens, monosporazott transzformansokbdl genomi DNS-t izoldltunk (3.5.2.). A
kiUtott génrészletre tervezett inditoszekvencidkkal (nitkdzép for — nitk6zép rev) PCR-t hajtottunk
végre (95°C, 2 perc — 1 ciklus; 94°C, 15 masodperc, 58°C, 30 mésodperc, 72°C, 45 méasodperc — 29
ciklus; 72°C, 5 perc). A nitrilaz gén két végére tervezett nit_for — nit_rev inditészekvenciakkal (7.
tablazat) végzett PCR-hez, a gyartd utasitésait kbvetve ,,Long PCR Enzyme Mix”-et hasznéltunk.

3.10. A nitrildz mutans tor zs vizsgalata kilénb6zd nitrogén forrésokat tartalmazé taptalajon

A F. verticillioides FGSC 7603 vad tipusi és a Anit29 nitrild&z muténs térzsek vizsgadlatéra ot
kilonboz6 minimdl tptalajt készitettiink, amelyek nitrogénforrasként 1 liter taptalajra nézve 1 g
ammonium-tartarétot, 0,5 g natrium-nitritet, 0,2 g adenint, 2 g nétrium-nitrétot, illetve 20 g kalium-
kloratot tartalmaztak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A AFVMAT1-2-1 mutans torzsek vizsgalata

4.1.1. A AFVMAT1-2-1 mutans tbrzsek |étrehozasa

A F. verticillioides FGSC 7603 torzs MAT1-2 |6kuszat génbanki adatok alapjan (G. fujikuroi
MAT1-2 — AF100926) tervezett FMATpl — FMATpP2 inditészekvenciakka felszaporitottuk,
klonoztuk és szekvendltuk. A FVMAT1-2 szekvencia 1973 bp nagysagl Ndel restrikcids enzim
felismerd helyekkel hatérolt szakasz&t a 5. abrén lathatd mddon helyettesitettik az E. coli
higromicin foszfotanszferaz géenjét (hygB) tartalmazd hph expresszi6s kazettaval.

hph_check1
—

A AL IS LIS TS IS A A A A A 777 A hph expresszis kazetta
l_ 2060 bp hph prob hph_EcoRV_rev

FMATPLNdel GimAT2r Ndel Ndel Hindi11

—_

MAT1-2 l6kusz

—
hph_check2 FMATp2
|

I 3095 bp | ! |
! 3817 bp !

5. abra A kititd konstrukcio |étrehozasa

A FVMAT1-2 szekvencia Ndel restrikcids enzimmel torténd emésztését kdvetden az 1973 bp hosszlisdgd FYMAT1-2
szakasz helyére a 3805 bp hosszlsagu hph kazetta kerdlt.

Az igy létrehozott és Notl restrikcios endonukledzzal linearizalt pMAT7603/hph
transzformd é vektor 10 pg-javal F. verticillioides FGSC 7603 torzshdl 1étrehozott protoplasztokat
transzformdltunk. Négy-6t nap elteltével megjelend higromicin rezisztens kolonidkat 200 pg/mi
higromicin B-t tartalmazd CM csészékre oltottuk at, majd monospéréztuk és antibiotikum-mentes
CM téptalgjratortend atoltassal teszteltik a higromicin rezisztencia stabilitasat.
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4.1.2. A homol 6g kettds rekombinaci6 megtorténtének igazoldsa

Otven stabil fenotipust, monospdrazott transzforméns esetében vizsgdtuk a hph kazetta gomba
genomba torténd helyspecifikus beépilését PCR-rel, Southern és Northern hibridizéacios
Kiserletekkel. EIsO lépésbhen a FVMAT1-2-1 génre tervezett GIMAT2-f — GIMAT2-r
inditoszekvencia-parokkal végeztink PCR-t. Négy transzformans esetében nem kaptuk meg a vad
tipusban vart 214 bp hosszlisagu fragmentumot (6. abra). Ugyanakkor a feltételezett négy mutans
torzs genomi DNS-érdl sikeresen szaporitottunk fel egy 2681 bp, illetve egy 3816 bp hosszUsagu
szakaszt FMATpl — hph_check2 és FMATp2 — hph_checkl inditoszekvencia-parokkal, amelyeket
aFVMAT1-2 |6kusz és a hph kazetta szekvencigja alapjan terveztink.

APstl 1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9 12 13. 14. 15 vt APsl

6. abra A hph kazetta helyspecifikus integréciéjanak vizsgélata PCR-rel (részlet)
A FVMAT1-2-1 génre tervezett GIMAT2-f — GIMAT2-r inditoszekvencidkkal egy 214 bp hosszisédgd FYMAT1-2-1
fragmentumot szaporitottunk fel avad tipusi torzs (vt) és alegtébb transzformans (1-5. és 8-14.) esetében. A 6-0s, 7-es

és 15-0s transzformansokban torl6détt ez a szekvencia.

Héarom kivalasztott transzformanssal Southern hibridizaciét végeztink (AFVMAT1-2-1/6,
AFVMAT1-2-1/7, AFVMAT1-2-1/15). A MAT1-2-1 gén és kornyezetének szekvencigjét ismerve, a
h&rom AFVMAT1-2-1 muténs és a vad tipusu térzs genomi DNS-ét Ndel és Hindlll restrikcios
endonukledzokkal hasitottuk.

Probaként a hph kazettara és a FYMAT1-2 |0kuszra tervezett inditoszekvencia parokkal
felsokszorozott PCR terméket hasznaltunk (5. abra). A hph proba a kazetta hph _checkl —
hph_EcoRV _rev inditoszekvenciakkal felsokszorositott 2060 bp hosszisagu darabja. Ezzel a
probaval végzett hibridizdés soran a muténsokban két fragmentumot vértunk (7. abra B része).
Ezek kozll az egyik 2579 bp nagysagu, a masik nem ismert (> 2866 bp).

A ké& FVMAT1-2 proba a lokusz 214 bp nagysagu GIMAT2-f — GIMAT2-r
inditoszekvenciakkal, illetve 3612 bp nagysagd GFMAT2-r — FMATp2 inditészekvenciakkal
generdlt részlete. Az elsO esetben csak a vad tipusban vartunk egy 1374 bp méret( jelet (7. abra A
része). A masik FVMAT1-2 probaval (7. abra C része) két fragmentumot kellett kapnunk a mutans
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torzsekben (egy 2579 bp és egy ismeretlen nagysagut) és négy fragmentumot a vad tipusban (ezek
kozUl harom eldre ismert volt: 599 bp, 1374 bp és 1349 bp, a harmadik ismeretien, de 408 bp-nal
nagyobb). (Az 599 bp nagysagu szakasz nem |athat6 a 7. abr an).

A B C
APstl 1. 2. 3. 4 APstl 1. 2. 3. 4 APstl 1. 2. 3. 4
Rad oy p iy
R 2 .-” L 3
- - Ll ~2900bp  Beegeee <« 2579bp
PN <« 2579np < ~1700 bp
- W «1374bp - i W <« 1374Dbp/

1349 bp

7. &bra A kettds rekombinacio megtorténtének igazolasa Southern analizissel
A mutans (1. AFVMAT1-2-1/6; 2. AFVMAT1-2-1/7; 3. AFVMAT1-2-1/15) és vad tipusti (4.) torzsek genomi DNS-ét
Ndel és Hindlll restrikciés enzimekkel emésztettilk. A Southern hibridizéciohoz kétféle FYMAT1-2 (A, C) és egy hph
prébét (B) haszndltunk. (Az dbra C részében, a vad tipusnd az 1349 bp és az 1374 bp nagysagu fragmentumok nem
vélaszthatok el, a mutansokban kapott jelhez (~1370 bp) képest dupla vastagsagban jelennek meg.)

A Kkiltés sikerességét, a kettds rekombindcié megtorténtét erlsitette meg a Northern
hibridizacio eredményeis (8. abra).

A B C
1. 2. 1. 2. 1. 2.
b e
i ) b
=== —

9. dbra A kettds rekombinécié megtorténtének igazolasa Northern hibridizécioval
A AFVMAT1-2-1/15 mutans (A/1.)) és a vad tipusi torzs (A/2.)) RNS mintaival végzett hibridizécios kisérletben
radioaktiv probaként hph szekvenciét (B), és TMAT for és TMAT _rev inditoszekvenciakkal felszaporitott FVMAT1-2-
1 szekvenciét (C) hasznétunk.

A Southern analizis soran is hasznélt hph probéval végzett hibridizaldssal csak a mutansban
kaptunk jelet (8. abra B része). Probaként a TMAT for és TMAT _rev inditoszekvenciakkal
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felszaporitott FYMAT1-2-1 szekvenciat haszndlva kizérolag a vad tipusban kaptunk jelet, ami azt
bizonyitja, hogy a FVMAT1-2-1 gén nem irodik & a AFVMAT1-2-1/15 torzsben (8. abra C része).

4.1.3. A AFVMAT1-2-1 mutans torzsek morfolOgiai és parosodasi jellemzdi

Valamennyi AFVMAT1-2-1 mutans vad tipusra jellemz6 novekedést mutatott komplett téptalajon és
sargarépas csészéken, tovabba a vad tipushoz hasonldan fehér, pelyhes micéliumot ndvesztett BG
taptalgon. A sporaképzddésben és a sporak csirdzasdban sem tapasztaltunk eltérést a vad tipushoz
képest. Ugyanakkor nem voltak képesek a parosodasra a F. verticillioides FGSC 7600 (MAT1-1)
teszt torzzsel fuggetlendl attdl, hogy ndi (9. dbra) vagy him partnerként szerepeltek az ivaros
keresztezési kisérletekben.

A

9. &bra A AFVMAT1-2-1 null- mutansok parosodasi képességenek vizsgéata
(A) +: FGSC 7603 (MAT1-2); >: FGSC 7600 (MAT1-1). (B) +: AFVMAT1-2-1/15; >: FGSC 7600 (MAT1-1). A
AFVMAT1-2-1 mutans térzsek parosodasi képességének vizsgalata soran érett peritéciumokat kizardlag a kontroll (A)
keresztezésben kaptunk.

4.2. A vad tipust ésa AFVMAT1-2-1 mutanstorzsekkel végzett cONS-AFL P kisérletek

4.2.1. A FYMAT1-2-1 génexpresszi 6s szintjének dsszehasonlitasa sargarépas és komplett

tapkozegben

Klittich és Ledlie (1988) megfigyelése szerint, a kordbban keresztezéseknél hasznalt tdptal gjokkal
szemben a sérgarépa agar jobban fokozza a gombattrzsek fertilitasét.

A cDNS-AFLP kisérleteket megel6zden Northern hibridizaciés vizsgaattal igazoltuk, hogy
a CA csészéken val 6 novesztés val Oban el dsegiti a MAT1-2-1 gén erfsebb expresszigjét (10. abra)
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10. abra A FVYMAT1-2-1 gén kilonbdzd tépkdzegben vizsgalt expresszios szintjének
Osszehasonlitasa Northern hibridizacioval
A F. verticillioides FGSC 7603 torzset CA (A, B/1.) és CM (A, B/2)) csészéken, illetve CM oldatban (A, B/3.)
tenyésztettik. Probaként a Southern hibridizaciond is haszndt 214 bp nagysdgd FvMAT1-2-1 fragmentumot

hasznaltuk. A Northern analizis soran a legerGsebb jelet a CA csészérdl szarmazd micéliumbdl izoldt RNS mintaval
kaptuk (A, B/1.).

4.2.2. A cDNS-AFLP

A hibridizacio eredményét figyelembe véve a cONS-AFLP kisérletekhez a vad tipusu és a mutans
(AFVMAT1-2-1/7, AFVMAT1-2-1/15) torzsek sargarépés csészén tenyésztett micéliumabdl 6ssz-
RNS-t, majd mRNS-t izoldtunk. Ezt kdvetben a MAT1-2-1 gén mikodésével vagy hianyaval
Osszefliggéshbe hozhat6 expresszi6s kil onbségek kimutatasara duplaszali cDNS-t szintetizaltunk.

Héaromszazhisz inditdszekvencia-kombinaciot hasznaltunk (16 radioaktivan jel6lt EcoRI és
20 Msel inditészekvencia kombinacidjét). A cDNS fragmentumok akrilamid gélen torténd
detektdlasét kovetben azokat a nagyobb mérettartomanyba tartozo fragmentumokat valasztottuk ki,
amelyek vizudlis becdés alapjan a vad tipust és mutans torzsek kozott szignifikans jelintenzitasbeli
kilonbséget mutattak (11. abra).

A szelektiv felsokszorositds sordn 737 olyan 250 — 1000 bp nagységu szekvenciét
valasztottunk ki tovabbi vizsgdatra, amelyek mindsége elektroforézissel torténd elvalasztassal
megfeleldnek bizonyult (amennyiben kizarélag egy, a cONS-AFLP radiogrammal ¢sszehasonlitva

megfeleld méretll és kelld intenzitast fargmentumot kaptunk).
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11. abra cDNS-AFLP radiogram
A F. verticillioides FGSC 7603 vad tipust térzs (1.), valamint a AFVMAT1-2-1/15 (2.) ésa AFVMAT1-2-1/7 (3.) mutans
cDNS-AFLP mintézata. A nyilak jelzik azokat a visszaizoldando differencidd fragmentumokat, amelyek ebben az
esetben csak avad tipusban voltak jelen.

4.2.3. A cDNS-AFLP kl6nok expresszidjanak vizsgalata Northern hibridizéciéval

A Kkisérletek kezdetén a cDNS-AFLP-vel parhuzamosan végzett Northern analizissel probaltuk
igazolni, hogy a cDNS-AFLP-vel kapott jelintenzitasbeli kil onbségek tényleges expresszios eltérést
jelentenek a vad tipust és a mutans térzsek kozott.

Tizenot fragmentum Northern hibridizacioval tortént vizsgdlata soran a kilonbségek
dtaldban nem voltak visszaigazolhatdk (12. abra B/3., 4.). A AFVMAT1-2-1/15 mutans és a vad
tipus esetében is kozel egyforma jelintenzitédst kaptunk, annak ellenére, hogy a cDNS-AFLP
radiogram csak az egyik, jelen esetben a vad tipust térzsben adott jelet. A hibridizacio mindossze
hat esetben tamasztotta ala a cONS-AFLP-ben kapott eredményeket. A 12. dbra B/2-es részlete
bizonyitja a transzformans genomjadba homoldg kettds rekombinaciéval beépilt higromicin

foszfotranszferdz gén &tirodasat, a génm0Okodés hidanya a vad tipusban egyértelmien megfigyel hetd.
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12. abra A cDNS-AFLP fragmentumok Northern analizise

A cDNSAFLP klonok FVMAT1-2-1 gén mikodésétdl fiiggd expresszids kilénbségeinek kimutataséra
Northern hibridizacios kisérleteket végeztink. A AFVMAT1-2-1/15 mutans (A/1.) és a vad tipusd torzs (A/2.) RNS
mintaibdl a 3.5.2.3. fegjezetben leirtak alapjdn RNS membrénokat készitettik. A Northern hibridizécié eredményét
néhany példan keresztlll az dbra B része szemlélteti. A minték sorrendje a kdvetkezd: B/1. EcoRI-CT/Msel-CG1; B/2.
EcoRI-AG/Msel-GT1; B/3. EcoRI-GC/Msel-CC1; B/4. EcoRI-AG/Msel-A

A hat visszaigazolt klon szekvenciga meghataroztuk, és génbanki adatokkal
Osszehasonlitottuk. Az eredmeényeket a 8. tablazat foglalja Ossze.

Az 06t, vad tipusban erbteljesebb expressziot mutatd klon kozil az EcoRI-GC/Msel-AG1,
amelynek szekvencida a S pombe cullin-1 homolégjdval mutatott 44%-0s hasonl dsagot,
mindenképpen emlitést érdemel. A S pombe cullin-1 fehérjé§e két ,, F-box/WD-repeat” fehérjével a
POP1-gyel és a POP2-vel komplexet képez, |étrehozva az Ugynevezett ,, Skpl-Cullin-1-F-box"
(SCF) ubikvitin ligazt. Ez az enzim felel a szikségtelenné valt szabayozo funkcidt bet6ltd fehérjek
lebontésa soran a szubsztrdtum szelektivitasert és a lebomlas idozitéséért. Az SCF-nek kitintetett
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szerepe van a sgjtciklus megfeleld mikodésében, mivel az 6t alkotd fehérjék szabalyozzak a ciklin-
fliggd kindz (CDK) inhibitor és az S fazist szabdlyozd Cdcl8 szintjét (Kominami et al. 1998).

A cisztationin-y-szintézrél (amely a metionin bioszintézis mésodik |épését katalizalja), a
nitrogén anyagcsere gatlasaért felelGs fehérjérdl és a feltételezett kilsd membranfehérjérdl nehéz
megmondani, hogy csokkent expresszi6juk dsszefliggésbe hozhaté-e a FVMAT1-2-1 gén kiltésével.

Munkénk megkonnyitése és felgyorsitasa érdekében a klonok tovabbi vizsgdatat célzo
hibridizacios kisérleteket Wageningenben, a Plant Research International-ben folytattuk egy, az
intézetben dtaldnosan haszndlt ,, microarray” rendszer segitsegével. Az egyluttmikdodés feltételeit az
NS 37296 NWO-OTKA pdlyazat biztositotta. A klénozott cDNS-AFL P fragmentumokat tartalmazé
E. coli telepeket 384-es lemezeken felndvesztve, a differencid hibridizéciot a 3.8. fejezetben
leirtaknak megfelelden, a cDNS kdnyvtarakkal folytatott munkaval parhuzamosan végeztik.

Sgjndlatos moédon a cDNS-AFLP klonokkal végzett hibridizacié sikertelen volt. Egyik
filteren sem kaptunk értékelhetd eredményt.

8. tablazat Northern analizissel megerdsitett cONS-AFLP klonok szekvencia hasonl 6sagai
Az EcoRI-AG/Msel-GT1 klontdél eltekintve valamennyi szekvencia a vad tipusban mutatott erdteljesebb expressziot

cDNS-AFLP Hasonl 6sag Fa Génbanki Hasonl 6sag
klén azonositod mértéke

(aminosav szinten)

EcoRI-GC/ Sejtosztodast szabdyozo S pombe T37844 44%
Msel-AG1 fehérje/cullin-1 homol 6g

EcoRI-GC/ Cisztationin-y-szintaz N. crassa P38675 68%
Msel-TG1

EcoRI-CT/ Hipotetikus fehérje G. zeae FG01414.1 62%
Msel-GG3

EcoRI-CT/ Nitrogén anyagcsere gétlasaért G. fujikuroi CAA75863.1 29%
Msel-CG1 felelGsfehérje

EcoRI-CA/ Feltételezett kilsd membran S typhimurium AAL21408.1 34%
Msel-T1 fehérje

EcoRI-AG/ Higromicin foszfotranszferaz Szintetikus CAAB83647 98%
Msel-GT1 konstrukcio
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4.3. Génexpresszios analizis differencial hibridizécioval

A
A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
K
L
M
N
O
P
B
A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
K
L
M
N
@)
P
13. dbra A mutans (A) ésavad tipus (B) radioaktivan jel It cDNS fragmentumaival végzett

hibridizalas eredménye egyazon kléntaron
Az dbran fetintetett nyilak jeldlik a mutans és a vad tipusl torzsekben eltérd mértékben expresszalddott négy klon
pozicigjé.
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A cDNS-AFLP klénok vizsgalataval egy iddben differencidl hibridizacios kisérleteket isinditottunk
abbdl a cébdl, hogy ezzd is igazoljuk a MAT Iokusz sejttipus specifikus gének expresszidjara
gyakorolt hatasat.

cDNS konyvtarakat hoztunk |étre a AFVMAT1-2-1/15 mutans és a vad tipusu torzsbdl (F.
verticillioides FGSC 7603). A konyvtarak kialakitdsdhoz 6t napon keresztil CA csészéken
novesztett (20/22°C; 12 h sotét/12 h vilagos fotoperiodus) micéliumbdl izoldlt MRNS-t hasznaltunk,
a4.2.1. fejezetben méar emlitett okbdl.

A masodszal cDNS szintézisét és az adapter liglast kdvetden az emésztett cDNS-t vektorba
ligdltuk. A ligalas és a transzformacio részletes leirasa a 3.8. fejezetben olvashatd. A 384-es
lemezeken novesztett cDNS fragmentumokat hordozo E. coli Electromax DH10B segjteket Hybond
N+ membranra vittik &t egy specidlis robot segitségével.

Torzsenként 7680 db klént gy(jtéttiink dssze és hibridizaltattunk radioaktivan jel6lt muténs
ill. vad tipust cDNS fragmentumokkal (13. abra).

Egy automata képanalizdlé program segitsegével kivalogattuk azokat a cDNS klonokat,
amelyek eltérfen expresszal 0dtak a vad tipusban és a AFVMAT1-2-1/15 mutansban. Ezeket tovabbi
vizsgalatnak vetettik ala

Megkozelitben négyszeres jelintenzitasbeli kildnbséget tartottunk elegendének ahhoz, hogy
nagy biztonsaggal alithassuk: a membranokon |athatd eltérések oka a két torzs eltérd expresszios
mintézataban keresendd. Ez alatt az érték alatt nagyobb val dszinGséggel fordult €6, hogy valamely
funkcionalis fehérjeként azonositott cDNS fragmentum, illetve gén a muténsban és a vad tipusban is
egyforman erBsebben vagy gyengébben expresszal 6dott. Ezt a megallapitast tAmasztja ald az atény,
hogy a négyszeres jelintenzitésbeli korla ellenére tobb alkalommal el6fordult, hogy két atfedd
szekvencigu klon egyike a vad tipusban, a masik pedig a mutansban mutatott erdteljesebb
expressziét (ugyanakkor a koztik |évd intenzitasbeli kilonbseg egyik esetben sem haladta meg
jelentdsen a minimalis hatarértéket). 15 klont, amelyek egymasnak ellentmond6 eredményt adtak,
Kizértunk a statisztikai analizisbdl.

264 klon szekvencigét hataroztuk meg. 24 esetben (9,1%) nem kaptunk olvashatd
eredmeényt. Az értékelhetd fragmentumok nagysaga 262 és 886 bp kozott volt, a szekvencidk
atlagos hossza ~ 698 bp.

Egy akalommal sikeriilt azonositanunk a transzformécios konstrukcidbdl szarmazé hygB
gén szekvencigét, amely egyedil a mutans térzsben expressza édott.

138 klon (57,7%) joval gyengébb expressziot mutatott a mutans torzsben, mint a vad
tipusban, ami azt jelzi, hogy &tirédasukra a MAT1-2-1 transzkripcids faktor pozitivan hat.
Ugyanakkor a MAT1-2-1 gén termeékének negativ szabalyozd szerepe is van: 101 (42,3%)
szekvencia megnyilvanulésa erdteljesebb volt a mutansban, a vad tipushoz viszonyitva.
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A BLAST keresések eredményeként 170 olyan szekvenciat azonositottunk, amely jelentds
hasonl 6ségot mutatott ismert gomba gének szekvenciédival. 34 klon csak aF. verticillioidesszel igen
tavoli rokonsagban @alé organizmusokbdl szarmazd génekkel mutatott hasonlosagot, mig 22
szekvencia hipotetikus fehérjékkel adta a legnagyobb homol égidt. 13 esetben a program nem talalt
adatbézisban fellelhetd hasonl ésagot, az adott keresési paraméterek mellett.

A klénok szekvencigat egyméssal is dsszehasonlitottuk a SegManll program (, SegMan ||
module of the Lasergene v. 5.0 software”; DNASTAR) segitségével. Ennek koszonhetben 48 klont
14 kontigba soroltunk, mivel e klénok részben atfedd szekvenciakat tartalmaztak.

204, ismert fehérjék szekvencigaval hasonlosdgot mutaté cDNS klont funkciondlis
csoportokba soroltuk Sacadura és Saville 2003-ban maddositott, eredetileg White és Kerlavage
(1996) dtal kidolgozott osztalyozés redszerének megfelelGen. A funkcionalis kategoridkat és a
szekvenciak csoportok szerinti megoszlasat a 14. abra szemlélteti. A besorolas elkészitése soran a
kontigokat a klonokkal egyenértékinek vettik, pl. a ,c” kontigot alkotd 18 feltételezett nitrilaz
szekvencidt (Id. 9. tablézat) egyszer szerepeltettiik a vad tipusban feltil-reguld 6dott klonok kdzott.

Eredményeinket az M3. mellékletben taldhatdé 9. tablazat foglalja dssze, amelyben a
szekvenalasra kerllt klonokat funkciondlis kategoriak szerint soroltuk be. A téblazat nem
tatalmazza azt a klént, amely szarmaztatott aminosav szekvencida a higromicin
foszfotranszferazzal 96%-o0s hasonldsagot mutatott és azokat sem, amelyekhez a BLAST program
nem tal@lt hasonl 6sagot az adatbézisban.

A vad tipus és a AFVMAT1-2-1/15 mutans torzs expresszidés mintézataban jelentds
kilonbség figyelhetd meg. A fehérjeszintézisben részt vevd gének sokkal nagyobb szamban
jelennek meg a mutansban erGsebben megnyilvanulé szekvencidk kozott. A mutans torzsben a
felll-regulaodott klénok 20,4%-a a fehérjeszintézissel hozhatd kapcsolatba. Ez az érték a vad
tipusban csak 2,7%.

Ezzel szemben a AFVMAT1-2-1/15 térzsben alul-reguldddott, jelfogés/jelétvitel kategoriét
alkotd klonok szama négyszer tobb, mint az ugyanebbe a kategéridba sorolt, de a mutansban
erBsebb expresszi 6t mutaté klonoké.

A vad tipusban erdteljesebben &tirodd szekvencidk jelentds hanyadat (12,6%) nem tudtuk
besorolni egyik kategéridba sem, amely azt jelzi, hogy a MAT1-2-1 transzkripcios faktor szamos,

mai tudasunk szerint ismeretlen gén atirodasat pozitivan befolyéasolja.
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14. abra A mutansban és a vad tipusban eltérden expresszal 6dott szekvenciak osztdlyozasa

az adott kategoriadk szerint.

4.4. A nitrilaz fehérjét kodol6 gén inaktivalasa
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funkcionalis csoportok szerint

A vad tipusban (A) illetve a AFVMAT1-2-1/15 térzsben (B) erdsebb expressziét mutatd klénok szazalékos megoszlasa

A AFVMAT1-2-1/15 muténsban gyengébben expressza édott klonok kozill tizennyolc a,,c” kontigot
alkotja, mivel egyméssal részben éatfedd szekvencidkat tartalmaznak. A klénok nukleinsav




sorrendjét felhasznadlva a SeqManll program egy 1200 bp nagysagu fragmentumot hozott |étre,
amelynek szarmaztatott aminosav szekvenciga az A. fumigatus nitrildz fehérj§ével 43%-0s
hasonlésagot mutatott (EAL84990.1). Ezen kivil a 18 szekvencia é&tlagéban 7,67-szeres
transzkripcios-szint kilonbséget detektaltunk a két vizsgdlt torzs kozott, de nem volt ritka a 10-
szeresjelintenzitasbeli eltérés sem.

Annak érdekében, hogy tdbbet megtudjunk a nitrildzként azonositott gén funkcigjardl, a
klonok szekvenciéit alapul véve hph kazettat tartalmazé genkilitd konstrukciot terveztiink.

4.4.1. A nitrildz mutans torzsek |étrehozésa

A F. verticillioides FGSC 7603 torzs egy 1143 bp nagysagu darabjat a cDNS klonok szekvenciéi
alapjan tervezett nit_for — nit_rev inditdszekvencidkkal felszaporitottuk, klonoztuk és szekvenaltuk.
Az igy kapott plazmid a nitrildz gént nem tartalmazta teljes egészében, de az A. fumigatus nitrilaz
szekvenciga alapjan valészinlsithetd volt, hogy a gén nagy részét sikertlt izolanunk. A plazmid
Ncol restrikcios enzimmel tortént hasitésadt kdvetden a nitrildz gén kézépsd 583 bp nagysagu
darabjét helyettesitettik az E. coli hygB génjét tartalmaz6 higromicin expresszios kazettéaval (hph).
Az igy kapott nit/hph plazmiddal a 3.5. fejezetben leirt médon FGSC 7603 torzsbdl |étrehozott
protoplasztokat transzformaltunk. A negyventt vizsgdlt transzformansbél PCR vizsgalattal, a hph és
a nitrildz génekre tervezett inditoszekvenciakkal, 12 mintdban pozitiv eredményt kaptunk.
Ugyanakkor valamennyi transzformans tartalmazta a kivagott, és hph kazettara cserélt nitrilaz
szekvenciat is. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a homoldg rekombinéciora lehetbséget nyUjto
szekvenciak tulsagosan rovidek voltak a helyspecifikus rekombinécidhoz, ezért a hph kazetta
véletlenszer( poziciokban épllt be a gomba genomjaba.

Nitrilaz muténs torzsek |étrehozasara nem volt mas lehetdségiink: meg kellett ismerniink a
nitriléz gén teljes szekvencigjat és annak kornyékét. igy hoztunk létre egy olyan génmegszakito
konstrukciot SON-PCR segitségével, amelyben a hph kazettat a korabbinal joval nagyobb nitrilaz
szekvenciak hatéroljak.

4.4.2. A helyspecifikus rekombinacié megtorténtének bizonyitasa

A SON-PCR segitségével sikertilt azonositanunk a nitrilaz gén elsd exonjétdl ,, upstream” irdnyban
elhelyezkedd kdzel 1700 bp hosszisagu és harmadik exonjatol ,, downstream” |évd tébb mint 1400
bp nagysagu szakasz nukleotid sorrendjét. A nitrilaz gén teljes szekvencidt az EMBL
adatbézisban helyeztik €l, génbanki szama: DQ534528.

51



Az (j génmegszakitd konstrukcié nem sokban kilonbozik a korabbitdl, csak az 1143 bp
nagysagu nitrilaz szekvencia 2519 bp-ra egésziilt ki, de a hph kazettédval helyettesitett rész mindkét
esetben megegyezik.

A helyspecifikus rekombinacié megtorténtét PCR-rel igazoltuk. Elsdként a kititott
génrészletre tervezett inditoszekvencidkkal (nitkbzép for — nitkzép rev) végeztiink PCR-t. Ebben
az esetben egyetlen transzforménst taldtunk, amelyben nem kaptuk meg a vad tipusban vérhat6 538
bp nagysagu fragmentumot (Anit29). Ezt kdvetden nit_for — nit_rev inditoszekvencidkkal vegzett
amplifikacidval vizsgaltuk meg, hogy tartalmazza-e a hph kazetta szekvencigét. A mutanssal kapott
PCR termék mérete igazolta a 3,8 kb nagysagu expresszi 6s kazetta genomba tortént beépll ését (15.
abra).

1. 2. 3. 4. 5 6.\Ps

494D — 0 s s bt

-— <«— 1143 Dbp

15. abra A hph kazetta F. verticillioides genomjaba tortént beépll ésének igazol ésa PCR-rel

A nitriléz génre tervezett nit_for — nit_rev inditdszekvenciakkal egy 1143 bp hosszisagl fragmentumot szaporitottunk
fel avad tipusu torzs (5.) esetében. A higromicin rezisztens transzformans 4 monosporéazott valtozatana (1-4.: Anit29/1,
Anit29/2, Anit29/3, Anit29/4) a PCR termék tartalmazta a 3805 bp nagysagu hph kazettédt is. A 6. minta a negativ
kontroll.

4.4.3. A nitrilaz mutans torzs parosodasi €s morfol6giai jellemzdi

Annak ellenére, hogy a nitrilaz fehérje gombakban betdltétt funkciojarol semmilyen informéaciéval
nem rendelkeziink, csak feltételezhetjik, hogy a feromonérésben lehet szerepe, célszerlinek
tartottuk megvizsgani a muténs viselkedését parositési kisérletben az FGSC 7600 (MAT1-1)
torzzsel.

Sargarépas csészéken a Anit29-es mutans és a vad tipus kozoétt nbvekedésbeli kil onbséget
tapasztaltunk. A mutans torzs CA tdptalajon szokatlan, sotétkék szinanyagot termelt, és a vad
tipushoz képest gyengébben névekedett (16. abra).
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A két torzs (a vad tipus és a Anit29) teszt térzzsel (FGSC 7600) vald keresztezése soran
azonban nem tapasztaltunk jelentds eltérést, a mutans him és ndi partnerként is funkcidképes volt.
Egyetlen kildnbséget a termbtestek érési idejében tapasztaltunk, és akkor is csak abban az esetben,
amikor a nitrilaz mutans him partnerként szerepelt a parositasi kisérletekben. Ekkor a keresztezést
kovetd 14. napon mar érett peritéciumokat detektaltunk. Ezzel szemben, a kontrollkeresztezésben
(FGSC 7600+ — FGSC 7603>) csak a 19. napon figyelhettik meg az elsd érett termdtesteket és
aszkospOrakat.

= L .

16. abra A vad tipust (A) és anitrildz mutans (B) torzsek novekedésének dsszehasonlitasa CA

téptalgjon, és a nitrildz mutans szinanyag-termel ésének vizsgalata sztereo mikroszképban (C)

1 g/l koncentrécioban ammoénium-tartaratot és 0,2 g/l koncentrécidban adenint tartalmazo
minimd (MM) csészéken nbvesztve a muténs tbrzs szinanyagot termelt, amelyet a vad tipus
esetében nem tapasztaltunk, bar ndvekedési intenzitasukban nem volt szamottevd kil bnbség. Ezzel
szemben, 0,5 g/l koncentracidban natrium-nitrittel kiegészitett MM csészéken a vad tipus
novekedésében elmaradt a mutédnshoz képest, és korvonalai hatarozottabbak voltak. Natrium-
nitrétos csészéken nem tapasztaltunk eltérést, mig 20 g/l kdlium-klorétot tartalmazé tdptalgjon avad

tipushoz képest kiemelkedd volt a nitrildz mutans ndévekedési intenzitasa.
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4.5. Uj tudomanyos er edmények

1. Higromicin foszfotranszferaz (hph) kazettat tartalmazo kit konstrukciéval AFVMAT1-2-1
null-muténs torzseket hoztunk létre. A mutansok semmiféle morfoldgiai eltérést nem
mutattak a vad tipushoz képest, ugyanakkor nem voltak képesek a parosodasra az FGSC
7600 (MAT1-1) teszt torzzsel.

2. A AMAT1-2-1 muténs és a vad tipusu torzsek kozotti expresszios kil énbségek kimutatasara
differencid hibridizaciot végeztiink, és 226 cDNS klont azonositottunk, amelyek a MAT1-
2-1 transzkripciés faktor atal befolyasolt génekrdl szarmazhattak.

3. A mutansban, illetve vad tipusban felUl-reguld édott szekvencidkat funkciondlis csoportokba
soroltuk, ezaltal korvonalaztuk a MAT gén inaktivaléasaval bekovetkezd vatozasokat.

4. A legerdsebb redundanciat mutatd klon (a nitrildz) MAT1-2-1 génnel valo kapcsolatanak
feltérasara Anit29 nitrildz null-mutans torzset hoztunk |étre transzformacidval. Vizsgalatokat
inditottunk a nitrild&z gén szabdlyozésdnak és az dtaa kodolt fehérje funkciodjanak

megi smerésére.



5 KOVETKEZTETESEK ESJAVASLATOK

Munkank elsddleges célja az volt, hogy a fonalas aszkomicétak péarosodasat és a MAT gének
mikodésenek molekuléris hatterét alaposabban megismerjik. Ennek érdekében olyan géneket
kerestiink, amelyek &tirodasat nagymeértékben (akar serkentve, akar gatolva) befolyasoljak a MAT
gének altal kodolt transzkripcids faktorok.

A MAT transzkripcids faktorok sejttipus specifikus gének expresszidjara gyakorolt
hatdsanak vizsgdatara a F. verticillioides FGSC 7603 torzsbdl iranyitott géenkiutéssel AFVMAT1-2-
1 null-muténsokat hoztunk létre. A vad tipusi és mutans torzsek expresszios mintézataban
megnyilvanuld kilonbségek kimutatasara kezdetben cDNS-AFLP modszert haszndltunk, és
Northern hibridizaciéval prébatuk aldamasztani a jelintenzitasbeli kilonbségek valbdisagat.
Azonban akivaasztott 15 differencidl 6 fragmentummal végzett Northern hibridizaci6s kisérlet csak
hat esetben igazolta a cDNS-AFLP-ben kapott expresszi6s kil 6nbségeket.

A cDNS-AFLP kisérleteink sikertelenségének okd nem ismerjik pontosan. Mao és
munkatérsai (2004) is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a cDNS-AFLP és a Northern
hibridizéacios vizsgalatok eredményel nem minden esetben egyeznek meg. Problémat jelentett, hogy
akrilamid gélen vizudlisan kellett meghatéroznunk, melyik az a fragmentum, amelyik csak a vad
tipusban vagy csak a muténsokban jelenik meg. Tovabba, a cDNS-AFLP PCR alapu technika, ezért
amennyiségi korrelaciok megdrzése problémas, pedig fontos szerepe van annak, hogy a kiilnb6z6
eredet0 cDNS mintakbdl minél inkabb kiegyenlitett mennyiségeket vigyink fel agélre.

A cDNS-AFLP-vel kapott eredmeények azonban azt igazoljak, hogy jé uton indultunk €l.
Erre utal a higromicin foszfotranszferdz génnek a mutansban tortént kizarélagos megjelenése is.
Tovébba, az atalunk azonositott ECORI-GC/Msel-AG1 klon a S. pombe cullin-1 homol 6gjaval
44%-0s hasonl6sagot mutatott. A cullin-1 fehérje az SCF ubikvitin ligdz komplex része, amelyet
még tovabbi ké& ,F-box/WD-repeat” fehérje akot. A MAT TF-eknek az ubikvitinek
kozremOkodésével zajl6 fehérje degradacios folyamatokra gyakorolt hatését Lee és munkatarsai
(2006) is leirték. Az egyik dtaluk azonositott onsteril G. zeae AMAT1-2 tdrzsben aul-reguld édott
gén nukleotidsorrendje nagyfokd hasonldsdgot mutatott az A. nidulans COP9 szignaloszoma 4-es
alegységeét kodold gén szekvencigaval. Ez a fehérje az A. nidulans ivaros folyamatainak egyik
kulcsfontossagu szabalyozdja (Busch et al. 2003), Drosophilaban pedig a cullin-fliggd ubikvitin
ligaz mOkodésének iranyitdja, az dsszetett jelédtviteli Utvonalak integrétora (Oron et al. 2002). Egy
mésik, szintén a AMAT1-2 tdrzsben a vad tipushoz képest gyengébb expressziét mutatd gén a S
pombe ,, F-box/WD-repeat protein”-jével mutatott hasonl ésagot.

Ujabb akadadyba akkor utkdztiink, amikor a cDNS-AFLP-b6l széarmazé klénokat tartal mazd
filtereket elkészitettik, és azokat jeldlt, vad tipusi és mutdns cDNS fragmentumokhoz probaltuk

55



hibridizatatni. A hollandiai Plant Research International-ben, ahol ezeket a kisérleteket végeztik,
részletes modszert dolgoztak ki a HD filterek készitésére és az azt kdvetd hibridizécios eljérésra. Mi
azonban a cDNS-AFLP fragmentumok klonozésdhoz egészen mas vektort, illetve gazdasejtet
haszndltunk. Lehetséges, hogy a baktériumban szaporodd plazmidba épitett fragmentumok
mennyisége nem érte el azt a kritikus szintet, amely ahhoz szilkséges, hogy mind vizudlisan, mind
szamitogép segitségével  kiértékelhetd jelet kaphassunk a hibridizécié sordn. Taldn mas
konstrukcioval, méas gazdasejtben ez nem okozott volna problémat.

A CcDNSAFLP klonok vizsgdlatdval egy iddben a MAT transzkripcios faktorok
célgénjeinek azonositasara differencia hibridizacios kisérleteket inditottunk, amelyekhez cDNS
konyvtarakat hoztunk létre a vad tipusi és a AFVMAT1-2-1/15 muténs torzsbdl, mad
hibridizatattuk mind a mutans, mind pedig a vad tipus cDNS klonjaibdl keészitett radioaktiv
probékkal. A differencid hibridizalassal kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a MAT1-2-1 gén
iranyitott inaktivalasa a segjtbiologia egészen eltérd terlletein mikodd gének transzkripcidjéra
gyakorol hatast. A klonok 57,7%-a a vad tipusban, 42,3%-uk pedig a mutansban mutatott
erdteljesebb expressziot, ami arra utal, hogy a célgén funkcigjatdl figgden a MAT1-2-1 génnek
pozitiv és negativ szabalyoz6 szerepe is lehet. Hasonlé expresszios mintazatot kaptak Guldener és
munkatarsai (2006) kildnb6zo tenyésztési korlilményeket hasznalva F. graminearum ,, microarray”
kisérletben. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy a kl6nok funkciondlis csoportokba torténd
besorolasat kizérdlag a Sacadura és Saville (2003) dtal kidolgozott kategorizaldsnak megfelel6en
végeztik.

Annak ellenére, hogy a génfunkciokat még nem vizsgaltuk, néhany klon, amelyeknek
transzkripcios szintie a FVMAT1-2-1 gén Kkiiktatdsdt kovetGen nagymértékben csokkent,
mindenképpen emlitést érdemel.

A F. verticillioides feltételezett nitrilaz géenjére a MAT1-2-1 TF kétségtelenll hatast
gyakorol. Ennek bizonyitéka, hogy a ,c” kontigot alkotd (9. tablazat), nitrilaz fehérjét kddolo
fragmentumokat kivételesen nagy szamban azonositottuk a AFVMAT1-2-1/15 mutansban
gyengébben expresszaldott klonok kozott, tovabba a mutans és a vad tipus kozétt igen jelentds
transzkripciobeli eltérést tapasztaltunk. A nitrilazok csoportjat dsszesen 12 enzimcsalad alkotja;
amidazok, N-acetiltranszferazok, karbamildzok és nitrildzok. A meglehetdsen heterogén csoport
egyik alcsaladjaba tartoz6 fehérjéknek forditott amidaz aktivitdsuk van. Ezekrdl a fehérjékrdl
ismeretes, hogy jelmolekulak bioszintézisében vesznek részt (Brenner 2002). Arrdl azonban nem
rendelkeziink informécidval, hogy mi lehet a nitrilazok ezen tipusanak gombakban betdltott
szerepe. N-acetiltranszferdz aktivitasuknak koszonhetBen elvben részt vehetnek olyan lipofil

addicidban, ami az érett feromon el 6allitasahoz sziikséges a gombakban.
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A 148. klon szekvenciga dapjan a MAT1-2-1 TF egy masik lehetséges célgénjét sikerllt
azonositanunk. Ez a klon egy hosszabb részletét tartalmazza a carO génnek, amelyet a
kozelmultban irtak le aF. verticillioides rokondban, a Fusarium fujikuroiban (Prado et al. 2004). A
CarO fehérje az opszinok csaladjdba tartozik, és jelentds hasonlosagot mutat az Leptospheria
maculans ops és a N. crassa nop-1 fehérjéivel. Az opszinok membran fotoreceptorok, amelyek
nélkil6zhetetlenek az algék (Ridge 2002) és az dlatok (Menon et al. 2001) fényérzékel ésében.
Ezeknek afehérjéknek a gombéak bioldgiai folyamataiban betdltétt szerepének megismerése tovabbi
vizsgalatokat igényel. A carO geén inaktivalasa nem okozott semmiféle fenotipusbeli vatozast, és a
karotinoid bioszintézis fotoindukcidjara sem volt hatassal (Prado et al. 2004). A fonalas gombak
igénylik a fényt a pérosodashoz és az ivaros morfogenezishez, ezen kivil az ivartalan sporék
képzddése is fényflggd alegtdbb gomba esetében. Mind az ivarosan, mind az ivartalanul szaporodd
Fusarium fajokban folyamatosan termel6dd MAT1-2-1 transzkripcios faktor (Kerényi et al. 2004)
fokozhatja a fényindukciét az opszinhoz hasonld fehérjéket kddold gének expresszidjanak
serkentésével. Ez a stimuld6 hatas igen eldnyds lehet nem kiel égitd fényviszonyok kdzétt, aminek
agombak természetes éldhelyeiken gyakran ki vannak téve.

Mas géneket is azonositottunk a AFVMAT1-2-1 mutansban alul-reguld édott klonok kozétt,
amelyek feltehetBen szintén fény altal szabalyozott folyamatokban résztvevd fehérjéket kodolnak.
A 155. klén a Magnaporthe grisea WC-2 fehérjéével mutatott nagyfoku hasonldsagot. A WC-2
fehérje aWC-1-gyel részt vesz az Ggynevezett ,, white collar complex” (WCC) képzésében. A WCC
a MAT1-2-1-hez hasonldan szintén egy transzkripciés faktor, amely kék feny-fiiggd folyamatokat
kozvetit N. crassaban, mint amilyen a karotenogenezis, a konidiumképzddés vagy az ivaros
struktdrak fototropizmusa (Linden et a. 1997). A 132. klén a calcium/camodulin-fliggd protein
kinazzal (CAMK-1) mutatott jelentds hasonldsagot. A WCC és a CAMK-1 kdzétt egy bonyolult,
sokrét( kolcsonhatas l fenn. A WCC aktivalja az frq transzkripcidjét, amely a ,,FERQUENCY”
(FRQ), 24 ¢érés biologiai ritmusért felelfs fehérjét kodolja. Ez a fehérje sziikségszerlen gatolja az
frq étirodasét, pozitiv visszacsatolést val dsitva meg a WC fehérjék szintjén (Lee et al. 2000). A 24
Orés biologiai ritmus fenntartésat transzlaciot kdvetd mechanizmusok is segitik, a mar emlitett
fehérjék foszforildasan keresztil. Az FRQ foszforildlasat elsdsorban a CAMK-1 végzi, amelynek
expresszigjat pedig (eredményeink szerint) aMAT1-2-1 TF szabalyozza.

Egyéb, a mutansban kisebb mértékben megnyilvanul6 szekvenciak (143. és 133. klén) egy
sgjtciklust gétld, illetve egy endogén biologiai 6ra dtal szabalyozott fehérjével (CCG-6) mutattak
hasonldsagot. A Cryptococcus neoformans egyik sejtciklust gatlo fehérjéérdl ismeretes, hogy egy
feromonokkal ¢sszefliggésben 1évd fehérje hatésa aatt dl, mig a N. crassabdl ismert CCG-6 a
biol6gial ritmus 24 érés szabadyozasaban tdlt be fontos szerepet (Bell-Pedersen et a. 1996).

57



A mutans torzsben szintén gyengébben expresszalodott két esdC (,essential for sexua
development C”) homoldg (134. és 135. klon), amelyrdl tudjuk, hogy az A. nidulans ivaros
szaporodasahoz nél kil 6zhetetlen (Nowrousian et al. 2005).

Kordbbi tanulmanyok (Verna és Ballester, 1999) réviléagitottak arra, hogy a S. cerevisiaeben
a parosodasi tipus gének szerepet jatszanak a sgjtfal épségének fenntartasaban is. A 122. klon egy
feltételezett [3-1,3-glikan kotd fehérjével adta a legmagasabb homol6giét, és azonositottunk egy
feltételezett sejtfal adhézids fehérjét kddold gént is (124. kion). Ez a fehérje a C. albicans sqjtfal
integritasanak fenntartasahoz és a hatékony parosodashoz szilkséges. Mindkét kldn (122. és 124.
klon) a AFVMAT1-2-1 muténs torzsben a vad tipushoz képest gyengébb expressziét mutatott.

A kozelmultban két cikk jelent meg hasonld témakorben. Az egyikben Nowrousian és
munkatarsai (2005) Sordaria macrospora fejlodésbeli mutansainak genexpresszios mintazatat
hasonlitottdk 6ssze a vad tipussal. A kisérletben N. crassa cDNS , microarray”-hez hdrom ,, pro”
muténsbdl és a vad tipusi torzsbdl készitett RNS probat hibridizaltattak. Annak ellenére, hogy ezek
a, pro” muténsok eltérd génjeikben hordoztak a mutaciét, fejl6désiik egyontetlien a protoperitécium
képzodésenek stadiumaban alt meg. Ezért a mutansok vizsgadlata az ivaros szaporodasban résztvevd
gének azonositésat tette lehetbvé. Egy mésik tanulmanyban (Lee et a. 2006) a G. zeae (F.
graminearum) egyik MAT1-2 deléciés mutansdban alul-regulalodott géneket hataroztak meg a
novekedési stédium azon részében, amikor a vad tipusban bdseges peritécium-képzddés zgl ott.

A harom munka (beleértve a miénket is) részben étfedd eredményeket tartalmaz, amely nem
meglepd, hiszen a vatozasok minden esetben a gombak ivaros fejlodés szakaszat érintettek.

A két kordbbi tanulmany azt a fizioldgiai alapotot vizsgdlta, amikor az ivaros fejlédés
motorja éppen beindul. Ezzel szemben mi a MAT1-2-1 gén szabalyozd hatédsdnak alaposabb
megismerésére koncentrdtunk azaltal, hogy a MAT géntermék vegetativ ndvekedés soran betoltott
szerepét probaltuk nyomon kdvetni a novekedés korai stadiumaban. Elképzelésiink szerint a
miénkhez hasonlé megkozelités segithet megérteni a konstitutivan atirédd parosodasi tipus gének
szerepét avegetativ fejl 6dés szakaszdban, illetve a csak ivartalanul szaporodé gombakban.

A fent emlitett kilonbségek ellenére néhany gént érdemes kiemelniink, mivel egyarant
eldfordultak a mi munkankban és egyik vagy masik, eldbb emlitett kisérletben is. Az opszin-szerQ
fehérje és egy feltételezett MAP kindz szekvencigjat hozzank hasonldan Lee és munkatérsai (2006)
is azonositottak a G. zeae AMAT1-2 del écids mutans torzsében. Az esdC homoldg a S. macrospora
»Pro” mutansaban (Nowrousian et a. 2005) és a F. verticillioides AFVMAT1-2-1 muténséban is
gyengébben expresszalddott. Hasonl6 egybeesést tapasztaltunk tobb mas klon, mint pédaul az
alkohol dehidrogenaz (8. klon), egy metiltranszferaz (86. klon), az EFB-szer(l transzkripcios faktor
(,i” kontig), egy feltételezett elongacios faktor (174. klon), egy GTP-t kotd fehérje (145. kldn), egy
feltételezett a-glikozidaz (,b” kontig) és arasp f7 alergén (,k” kontig) esetében is. Ezen klonok
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kozul néhanyan feltehetden részesei az ivaros folyamatoknak (pl. opszin, MAP kinaz, esdC), de a
tobbi szekvenciava kapcsolatban nem ismeriink olyan irodalmi adatot, ami aldamasztana hasonlo
funkcigjukat. Ugyanakkor néhany geén, mint a mitokondridis ATP szintdzt, a WC-2-t, egy
metiltranszferazt és néhany riboszéma fehérjét kodold szekvencia eltérden expresszalddott egyik
vagy masik tanulmanyban azt jelezve, hogy a MAT1-2-1 TF szdmos gént befolyasol novekedés,

Mivel aferomon prekurzor és a feromon receptor gének a MAT1-2-1 TF igazolt célpontjai,
kisérleteink kezdetén mi magunk is feltételeztiik, hogy e gének fragmentumait megtaldjuk majd a
muténsban alul-reguldddott klonok kozoétt. llyen jellegdl szekvencidkat azonban nem sikerlt
azonositanunk, mint ahogyan Leenek és munkatérsainak (2006) sem a G. zeae AMAT1-2 null-
mutanssal végzett kiserletikben. Ezzel szemben a S macrospora feromon prekurzor génjei (ppgl és
ppg2) eltérben expresszalddtak a vad tipusban és a ,,pro” mutansban, de meglepd mddon erdsebben
nyilvanultak meg atermdtest képzésére nem képes torzsekben (Nowrousain et al. 2005).

A feromon prekurzor és a feromon receptor gének hidnya a vad tipusban szignifikédnsan
erbsebb intenzitast mutatd klonok kozott azzal magyarazhatd, hogy ezek a gének a novekedés
kezdeti stédiumaban még nem makddnek olyan intenzitassal, hogy transzkriptumaik jol észlelhetdk
legyenek (az RNS izolalashoz 5 napon keresztil ndvesztett gombamicéliumot haszndltunk), illetve
oka lehet még a parosodashoz szilkséges partner hianyais.

A legigéretesebb cDNS kl6nok, amelyek redundansan fordultak el6 és/vagy erds expressziot
mutatnak a vad tipusban, a feromon — feromon-receptor bioszintézissel vagy akar a feny atal
indukdlt sejtbiologiai valtozasokkal hozhatdk kapcsolatba, mindenképpen megérik a kitlintetd
figyelmet. Ezek a gének minden valdszinlség szerint kozvetve vagy kozvetlenll részt vesznek az
ivaros folyamatokban. Megjelenésiik a legfdbb bizonyiték arra nézve, hogy az dtalunk azonositott
gének tobbsége, amelyek szerepe mai ismereteink szerint nehezen hatarozhaté meg, szintén redlis
eséllyel tekinthetdk a MAT1-2-1 transzkripcios faktor célgénjeinek. Erdemes lenne megvizsgalni
(mint ahogy elkezdtik a nitrildz esetében): milyen kdvetkezmeényekkel jarhat ezen gének kiiktatasa
a gomba ivaros szaporodaséra, morfogenetikai vatozasaira nézve. Vagy akér olyan funkcidk is
felderithetdk, amelyek valaszt adnanak arra a kérdésre, hogy miért nem tlnt el a MAT gén azokbdl a
gombakbdl, amelyek alegjobb tudomasunk szerint nem élnek az ivaros reprodukcio lehetdsegével.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fonadas aszkomicétakban a pérosodasi tipus egyetlen Iokusz két idiomorfjanak (MAT1-1 és
MAT1-2) ellendrzése adatt all. A MAT gének atal kodolt transzkripcios faktorok sejttipus-specifikus
gének expresszigjat serkentve vagy gatolva szabdyozzak az ivaros fejl6dési szakaszt azaltal, hogy a
parosodashoz szilkséges jelcserében és a morfogenetikai mddosulasok iranyitasaban vesznek részt.
Ezen kivill, szerepik lehet az ivaros szaporodéstdl flggetlen folyamatokban is, mivel azokban a
Fusarium fajokban is mikddoképes, konstitutivan atirédd parosodas tipus gének taldhatok,
amelyekben ivaros szaporodast még nem figyeltek meg.

A MAT gének altal kddolt transzkripcios faktorok feltételezett célgénjeinek azonositéséra a
Fusarium verticillioides FGSC 7603 tOrzsbdl AFVMAT1-2-1 null-mutdnsokat allitottunk eld
higromicin foszfotranszferaz gént tartalmazo kiiitd konstrukcioval tortént transzformacioval. Négy
transzformans esetében bizonyitottuk a kettds rekombinacio megtorténtét, amely 8%-os
rekombinacios gyakorisagnak felelt meg. A kiltés sikerét PCR vizsgdlatokkal, Southern és
Northern hibridizaciéval vizsgdltuk, majd génexpresszios kulonbségek kimutatésara szolgao
cDNS-AFLP kisérleteket inditottunk. A cDNS-AFLP-ben kapott jelintenzitasbeli kilonbségek
valodisdgat Northern hibridizaciéval dlendriztik, de a legtobb esetben nem sikerlilt
megerdsiteniink az eltéréseket. Ugyanakkor a médszerva asztés helyességét igazolta egy értékesnek
tand klon megjelenése, amelynek aminosav szekvenciga a Schizosaccharomyces pombe cullin-1
homol 6gjaval mutatott 44%-os hasonl6sagot. Ez a fehérje részt vesz egy ubikvitin ligaz komplex
felépitésében, amely kulcsfontossagu szerepet tolt be ubikvitinek kdzremikodésével zajlo fehérje
degradéci6s folyamatokban, amelyekben a MAT transzkripciés faktorok is kozremOkodnek.

Annak érdekében, hogy a MAT gén kiltésével eldidézett, génexpresszios szinten
megnyilvanul 6 valtozésokat differencidl hibridizacioval detektalni tudjuk, a vad tipusl és a mutans
radioaktivan jel6lt mutans és vad tipusti cDNS prébakkal hibridizatattuk.

Osszesen 264 klént taldtunk, amelyek a AFVMAT1-2-1/15 muténsban és a vad tipusban
szignifikans jelintenzitasheli eltérést mutattak. E klénok nukleotid szekvenciédit adatbézisokban
tarolt szekvencidkkal hasonlitottuk Ossze az NCBI Blast Service segitségével és a SegManll
programmal 14 kontigot hataroztunk meg. A klonok 57,7%-a vad tipusban, 42,3%-uk a mutans
térzsben reguldddott felll, igazolvaa MAT TF-ek pozitiv és negativ szabdlyozo szerepét. 227 gent
azonositottunk, amelyek kozll 204, ismert fehérjékkel hasonlosdgot mutatd klént funkciondlis
csoportokba soroltunk Sacadura és Saville 2003-ban mdadositott, eredetileg White és Kerlavage tal
kidolgozott osztdlyozasnak megfelelden.
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A vad tipus és a AFVMAT1-2-1/15 mutans torzs expresszios mintézataban jelentds
kilonbséget tapasztatunk. A fehérjeszintézisben részt vevd gének sokkal nagyobb szamban
jelentek meg a muténsban erésebben megnyilvanul 6 szekvencidk kozott. A mutans tdrzsben afelll-
reguld édott klonok 20,4%-a a fehérjeszintézissel volt kapcsolatba hozhat6. Ez az érték a vad
tipusban csak 2,7%. Ezzel szemben a AFVMATI1-2-1/15 torzsben alul-reguldddott,
jelfogagd/jelatvitel kategoriat akotd klonok szama négyszer tobb volt, mint az ugyanebbe a
kategoridba sorolt, de a mutansban erdsebb expresszi 6t mutatd klénoké.

A vad tipusban erdteljesebben &tirodd szekvencidk jelentds hanyadat (12,6%) nem tudtuk
besorolni egyik kategéridba sem, amely azt jelzi, hogy a MAT1-2-1 transzkripcios faktor szamos,
mai tudasunk szerint ismeretlen gén atirodasat pozitivan befolyasolja. A nem osztalyozott klonok
aranya a vad tipusban alul-reguld édott klénok kozoétt 3,2%.

Szamos redundansan eldforduld klont azonositottunk. Szekvencia hasonlségokat alapul
véve tobb genrdl nagy valészinOseggel dlithatjuk, hogy részt vesznek az ivaros szaporodasban,
masok szerepe azonban tisztézatlan maradt. Semmi esetre sem szeretnénk kijelenteni, hogy
valamennyi altalunk, az expresszids andizist kovetden kapott klén minden kétséget kizéréan a
MAT1-2-1 TF szabélyozésa aatt &l. Ovatossagunk legfébb oka az, hogy az RNS tisztitashoz
felhaszndlt gombaszdvedéket kulonboz0 sejtek alkottdk: differencidddott  micéliumsetek,
konidiumok, fialidok és konidiumtartok, amelyek belsd genetikai programjaban jelentds eltérések
lehettek, ezdltal befolyasolhattdk a mutans és a vad tipusl torzs expresszi 6s mintazatét.

Tobb, ismert génnel nagyfokd hasonlésdgot mutatd szekvencid érdemes tovabbi
vizsgdlatnak aavetni. A redundansan eldforduld klonok kozdl a nitrilazt valasztottuk, mivel 18
alkalommal azonositottuk a vad tipusban felll-reguldddott kldénok kozott. A FVMAT1-2-1 génnel
vald kapcsolaténak feltédrasara nitrildz null-mutans torzset hoztunk létre transzformacioval, és
megkezdtik a transzformans torzs vizsgélatédt. A Anit29 muténs morfolégiai eltérést mutatott a vad
tipushoz képest, ugyanakkor a teszt tOrzzsel végzett keresztezés soran nem tapasztaltunk jelentds
véltozast.

Kulonbtzd Fusarium fajokra kifejlesztett transzformécids és géninaktivacios rendszerek
kozelmultban mutatott lendlletes fejlddésének kdszOnhetden a MAT transzkripcios faktorok
célgenjeinek a parosodasban, vagy a gomba éetciklusanak més terlletein bet6ltott szerepe

fokozatosan megismerhetdve valik.
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SUMMARY

In filamentous ascomycetes mating type is under the control of a single mating type locus (MAT)
with two functional idiomorphs, named MAT1-1 and MAT1-2. Transcription factors, encoded by the
MAT genes regulate the sexual development by activating and repressing the expression of cell
type-specific genes involved in cellular communication and morphogenetic changes needed for
mating. Fusarium species with no known sexua stage also have structurally intact, functional
mating type genes, therefore the MAT products may also regulate other types of genes not involved
directly in the mating process.

In order to identify putative target genes of the MAT-derived transcription factors, AMAT1-
2-1 knock out mutants were produced in Fusarium verticillioides strain FGSC 7603 by
transformation using a hph (hygromycin phosphotransferase) cassette. Double recombinations were
demonstrated in four transformants indicating a recombination frequency of eight per cent. The
promising transformants were studied in PCR experiments, Southern and Northern hybridizations.

cDNA-AFLP experiments were started to analyze the differences in transcription profiles of
the mutant and the wild type. The differences in signal intensities generated in cDNA-AFLPs were
tested by Northern hybridizations, but in most cases these differences could not be confirmed.
However, the appearance of an interesting clone in these experiments gave support for the usability
of the cDNA-AFLP technique. The sequence of this clone showed 44 % homology to the cullin-1
homologue of Schizosaccharomyces pombe. This protein plays a significant role in forming the
ubiqutin ligase complex that is involved in protein degradation processes mediated by ubiquitins.
The MAT transcription factors also take part in these processes.

In order to detect further differences at transcriptional level by differential display, cDNA
libraries were prepared from both strains. Random clones, representing the total genome of the two
strains, were transferred to high density filters and hybridized to radioactive probes prepared from
cDNAs of the mutant and the wild type. Under such conditions, differences in signal intensities
indicate transcriptional differences between the two strains.

Altogether 264 clones gave significantly different signal intensities in the wild type and the
AFVMAT1-2-1 mutant. The nucleotide sequences of the clones were compared to database
sequences using the NCBI Blast Service and 48 clones were assembled by the SegqMan Il program
into 14 multiple-sequence contigs. 57.7% of the clones were down-regulated in the mutant,
indicating that the MAT1-2-1 transcription factor positively affected these tagged sequences. On the
other hand, this gene product also exerted a negative regulatory function on a set of other genes:
42.3% of the sequences were found to be up-regulated in the mutant (down-regulated in the wild
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type). 204 clones, which gave hits to known proteins were assigned to functional categories
following the classification system developed by White and Kerlavage with modifications proposed
by Sacadura and Saville.

Significant differences were observed in expression patterns between the wild type and the
AFVMAT1-2-1 mutant. Clones involved in protein synthesis occurred more frequently among the
sequences, up-regulated in the mutant (20.4% as compared to 2.7% in the down-regulated
category). On the other hand, among the sequences, down-regulated in the mutant, genes belonging
to cell signaling and communication were especialy frequently tagged. Furthermore, a significant
portion (12.6%) of unclassified sequences was found in this set of clones, indicating that the
MAT1-2-1 product positively affects a number of genes, which are completely unknown at the
present stage of our knowledge. This unclassified category amounted only 3.2% among the down-
regul ated sequences.

Based on sequence homologies, some of the tagged genes are likely to be involved in sexua
development, whereas the role of others remained unclear. In no way we would like to state that all
targets of the putative MAT1-2-1 protein were found in these experiments, moreover it may also
happened, that some of the sequence tags were not true targets of this transcription factor. Our
experiments, athough carefully designed, were by necessity not fully satisfactory: the fungal
material we used for RNA extraction was a mixture of cells, comprised by differentiated mycelial
cells, conidiophores, phialides, conidia, germ tubes and this might cause some discrepancies. The
internal genetic program of these different cells is necessarily varied and this variation may
contribute to the transcriptional differences we found when compared the wild type and its
AFVMAT1-2-1 mutant.

Due to their significant similarities to other known genes, many of these sequences are
promising candidates for future investigations. Nitrilase clones were especially redundant, appeared
18 times among the clones upregulated in the wild type; the putative nitrilase encoding gene of F.
verticillioides was therefore chosen for further experiments. In order to study its relation to the
FVMAT1-2-1 gene nitrilase knock out mutant was prepared by transformation. The Anit29 mutant
showed morphological aberrations, but its mating behaviour was not significantly altered.

With the recent development of suitable transformation and gene inactivation systems for a
number of Fusarium species, the specific roles of the tagged sequences in mating and/or other
aspects of the fungal life cycle can be uncovered in the near future.
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M2. TAPTALAJOK ESOLDATOK

2 x regeneraciés kdzeg (1000 ml)

élesztd kivonat 2049
kazein enzim hidrolizatum 2049
agaroz 200 g

10 x CMC torzsoldat (1000 ml)

NH4NO; 100 g
KH.PO, 10,0 g
MgSO4 x 7TH-O 5,0 g

20 x SSC (1000 ml oldathoz)

NaCl 1753 g
CsHsNagzO; x 2H,0 88,2 g
pH: 7,0

100 x Denhardt's (20 ml oldathoz)

Ficoll 01g
BSA (bovin szérum albumin) 01g
PVP (polivinil-pirrolidon) 01g

Burgonya-glUk6z agar (1000 ml)

burgonya kivonat 40 g
klorocid 50,0 mg
agar 150 g
gltikéz 200 g
pH: 3,5

CTAB oldat (hexadeciltrimetil-amménium-bromid) (1000 ml)

Tris-HCI 157 g
EDTA 939
NaCl 81,8 g
CTAB 20,0 g
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Czapek torzsoldat (1000 ml)

NaNOs; 150 g
KH2PO, 50 g
KCl 259
MgSO, x 7H,0 259

Enzim mix (200 ml)

lizisenzim 1049

drizelaz 5049

kitinaz 10,0 mg

NaCl (0,7 M) 829
IPTG t6rzsoldat

0,2 g/ml toménységl oldatot készitiink desztillalt vizben, ezt sterilre szlrjik, és -20°C-on

taroljuk. A taptalgjt tartalmazo Petri-csesze fel Ul etére csészénként 4 pl-t szélesztiink.

Karboxi-metil-cellul6z (CMC) tapoldat (1000 mi)

10 x CMC torzsoldat 100,0 ml
élesztd kivonat 1049
karboxi-metil-cellul 6z 5049
klorocid 50,0 mg

Kiegészitett minimal taptalaj (MM) (1000 ml)

Czapek torzsoldat (NaNO3 nélkdl) 200,0 mi
Vogel-féle mikroelem oldat 0,1 ml
klorocid 50,0 mg
szacharoz 200 g
agar 2009
kiegészitd nitrogénforrasok (kilon-kilon):
ammonium-tartaréat 109
NaNO; 0549
adenin 0249
NaNOs 209
KCIOs 20049
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Komplett tapoldat (CM) (1000 ml)

Czapek torzsoldat 200,0 ml
V ogel-féle mikroelem oldat 0,1 ml
vitamin torzsol dat 10,0 ml
klorocid 50,0 mg
élesztd kivonat 1049
pepton 3049
kazein hidrolizadtum 25 ¢
szacharGz 30,0 g
LB-freeze
Gliceral 44,0 ml
K,HPO, x 3H,0 8,29
KH2PO4 1849
Trinatriumcitrat dihidrét 05¢g
MgSO, x 7H,0 01lg
(NH34)2S04 0949
bakto tripton 10,09
élesztd kivonat 509
NaCl 509
pH: 7,0

LB tapoldat (Luria-Bertrani Medium) (1000 ml)

kazein hidrolizatum 100 g
élesztd kivonat 50¢g
NaCl 10,0 g
agar 20,0 g
pH: 7,0-7,2

Oldatok filter mosashoz (1000 ml)

. oldat:

20 x SSC 100,0 ml
SDS 109
1. oldat:
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20 x SSC 50,0 ml

SDS 1,09
[11. oldat:

20 x SSC 5,0 ml
SDS 109

Prehibridizacios elegy
5x SSC
0,5% SDS
5 x Denhardt's
200 pg/ml élesztd RNS

Prehibridizaciés elegy (HD filter-hez)
5x SSC
0,5% SDS
5 x Denhardt's
0,01 M EDTA
5 mg/ml frissen denaturdlt egyszau hal DNS

Regeneraci6s kdzeg (1000 ml)
2 x regeneréci0s kbzeg 500,0 mi
1,6 M szacharGz oldat 500,0 ml

Sargarépas taptalaj (1000 ml)

fott, turmixolt sérgarépa 400,09
agar 20,09
STC
Szorbitol 218,6 ¢
Tris-HCI (pH: 8,0) 16¢g
CaCl, 559

Vitamin torzsoldat (1000 ml)
tiamin (B1-vitamin) 100,0 mg
riboflavin (B2-vitamin) 30,0 mg
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piridoxin (B6-vitamin) 75,0 mg

kalcium-pantotenét (B5-vitamin) 200,0 mg
nikotinamid (B3-vitamin) 75,0 mg
aszkorbinsav (C-vitamin) 50,0 mg
p-aminobenzoesav 5,0 mg
kolin-klorid 200,0 mg
folsav 5,0 mg
biotin (H-vitamin) 5,0 mg
inozitol 40 g

50 %-0s etanol 1000,0 ml

Vogel-féle mikroelem oldat (100 ml)

citromsav 5009
ZnS0O,4 x 7TH0 5009
Fe(NH4)2(SO4)2 x 6H,0 1049
CuS0O, x 5H,0 0,259
MnSO, x 7H,0 0,05¢
HsBOs 0,05¢
NaMO,4 x 2H,0 0,059

X-GAL t6rzsoldat
20 mg/ml tdménységl oldatot készitlink: 0,2 g X-GAL-hoz 10 ml dimetil-formamidot adunk. A
csovet sotétben, —20°C-on téroljuk. A téptalajt tartalmazd Petri-csésze felliletére csészénként 40
pl-t szélesztiink.

YEPD-2G (1000 mi)

élesztd kivonat 300
bakto pepton 100 g
glukéz 200 ¢
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M3.9. TABLAZAT

9. téblazat A F. verticillioides FGSC 7603 vad tipusii és a AFVMAT1-2-1/15 mutans trzsben eltérden expresszal ddott szekvencidk funkciondlis kategdridk szerinti besorolésa

(a: az azonos felshindex-szel elltott klonok egyazon kontigba tartoznak; afajok teljes neve a téblazat végén taldhat6)

Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
A i szam
Anyagcsere
001 + o/R-hidrolaz P. putida AANG9537 6E-83
002 + o-ketoglutarédt-fliggd xantin dioxigenaz E. nidulans CAI47587 3E-119
003 + 5-6-elongaz P. tricornutum AAW70157 2E-22
004 + 3-6-elongéz P. tricornutum AAWT0157 2E-22
005 + 5-aminolevulindt szintéz G. fujikuroi BAB68405 1E-122
006 + ABC transzporter, ATP-kotd fehérje B. pseudomallei ABA49992 3EQO
007 + Acetét kindz N. crassa CAE76499 2E-106
008 + Alkohol dehidrogenaz, cink tartalmu A. fumigatus EAL89964 4E-60
009 + Arginaz A. fumigatus EAL92438 1E-91
010 Argininoszukcinét szintéz S. cerevisiae CAA62528 2E-43
011 Auxin export szupercsaléd A. fumigatus EAL90922 5E-41
012 + Ctr réz traszporter csalad A. fumigatus EAL85758 4E-34
013 + Dihidropikolindt szintetéz fehérje csalad A. fumigatus EALS85271 1E-47
0142 + D-xilul6z 5-foszfat /D-fruktéz 6-foszfét foszfoketolaz A. fumigatus EAL86321 1E-26
015 + D-xilul6z 5-foszfét /D-fruktoz 6-foszfét foszfoketol &z A. fumigatus EAL92505 4E-51
016 + Endogl ikoceramidaz A. fumigatus EAL 86246 7E-05
017 + Feltételezett o, a-trehal 6z-foszfat szintéz alegység TPS2 A. fumigatus EAL92998 6E-67
018" + Feltétel ezett a-glikozidaz P. minioluteum CAC09327 5E-69
019 + Feltétel ezett a-glikozidaz P. minioluteum CACQ9327 9E-93
020° + Feltétel ezett a-glikozidaz P. minioluteum CAC09327 9E-93
021 + Feltételezett a-glikozidaz P. minioluteum CAC09327 3E-61
022 Feltételezett 1, 4-benzokinon reduktéz N. crassa CAE76242 2E-79
023 Feltételezett aminosav permeaz (Dip5) A. fumigatus EAL93176 6E-65
024 Feltétel ezett aminosav permedz csaléd A. fumigatus EALB4500 1E-85




Kion Expresszié a mutansban  Hasonl 6sag Fajok Adatbanki E értek
A i szam

Anyagcsere

025 + Feltételezett aminotranszferdz, V osztaly A. fumigatus EAL90276 1E-92
026 + Feltételezett ammonium transzporter MEPa N. crassa CAD21326 1E-113
027 + Feltételezett citokrom P450 monooxigenéz Z. mays T02955 2E-11
028 + Feltételezett észteraz A. fumigatus EAL91616 1E-85
029 + Feltétel ezett foszfogliceromutéz N. crassa CAF05897 1E-68
030 + Feltétel ezett foszfogliceromutéaz N. crassa CAF05897 2E-120
031 + Feltétel ezett gllikdzamin-6-foszfat deaminéz N. crassa CAES85549 1E-06
032 + Feltétel ezett hexokinaz N. crassa CAEB85550 4E-61
033 + Feltételezett hexokinaz N. crassa CAES85550 5E-66
034 + Feltételezett karbon katabolit represszor fehérje A. fumigatus EAL88643 1E-47
035 + Feltétel ezett kation exchanger A. fumigatus EAL84481 3E-38
036 Feltétel ezett kation exchanger A. fumigatus EAL84481 7TE-04
037 + Feltételezett MFS transzmembran transzport fehérje P. chrysogenum AAY 23170 9E-99
038 + Feltételezett mitokondridlis foszfatszallitd fehérje (Mirl) A. fumigatus EAL90845 2E-68
039 + Feltételezett NADPH kinon oxidoreduktaz homol g PIG3 N. crassa CAD70876 2E-85
040 + Feltételezett neutrdlis aminosav permeédz N. crassa CAET76088 2E-67
041° + Feltételezett nitriléz A. fumigatus EAL84990 8E-77
042° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
043° + Feltételezett nitrilaz A. fumigatus EALB4990 8E-77
044° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
045° + Feltétel ezett nitrilaz A. fumigatus EAL84990 8E-77
046° + Feltételezett nitriléz A. fumigatus EAL84990 8E-77
047° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
048° + Feltétel ezett nitrilaz A. fumigatus EAL84990 8E-77
049° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EALB84990 8E-77
050° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
051° + Feltételezett nitrilaz A. fumigatus EALB4990 8E-77
052° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EALB84990 8E-77
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Kin Expresszié a mutansban  Hasonl 6sag Fajok Adatbanki E értek
A i szam

Anyagcsere

053¢ + Feltételezett nitrilaz A. fumigatus EALB84990 8E-77
054° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
055° + Feltétel ezett nitrilaz A. fumigatus EALB4990 8E-77
056° + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EALB84990 8E-77
057¢ + Feltételezett nitrildz A. fumigatus EAL84990 8E-77
058° + Feltétel ezett nitrilaz A. fumigatus EALB4990 8E-77
059 + Feltételezett OPT transzporter csalad C. albicans XP_718105 1E-10
060 + Feltétel ezett oxiszterol kétd fehérje (Oshb) A. fumigatus EAL92408 2E-40
061 + Feltételezett piruvat dehidrogenaz 3 1anc prekurzor (PDB1) N. crassa CAB97287 6E-81
062 Feltételezett piruvat dekarboxildz PdcA A. fumigatus EAL92474 3E-70
063 Feltétel ezett piruvét dekarboxildz PdcA A. fumigatus EAL92474 3E-84
064 Feltételezett porfobilinogén szintéz N. crassa CAD70821 3E-81
065 + Feltételezett P-tipusi kélcium ATPaz A. fumigatus EAL90415 1E-93
066 Feltétel ezett sziderokrom-vas transzporter (Sitl) A. fumigatus EAL 86866 8E-86
067 + Feltétel ezett vakuolaris célfehérje C. albicans XP_711465 1E-20
068 + Foszfoglicerét kinaz G. zeae EAA73460 7E-146
069 + Foszfoglicerdt mutéz domén A. fumigatus EAL92577 1E-114
070 Foszfolipaz/Karboxil észteraz Nocardioides sp. ZP 00660025 3E-11
071 Foszforibozil-difoszfét szintéz 4-esizoform A. fumigatus EAL89710 6E-132
072 + Fruktozil aminosav oxidaz N. crassa CAE85581 2E-18
073 Gamma-glutamiltranszpeptidaz P. fluorescens ABA75303 1E-99
074 + Glicin dehidrogenaz A. fumigatus EAL 84525 1E-104
075 + Glutamin szintetéz G. fujikuroi CAC27836 2E-146
076 + Hisztidin bioszintézis trifunkci6s fehérje (his-3) N. crassa CAE76555 3E-120
o77° + Karbon katabolit represszid regulator G. fujikuroi CAAT76330 2E-89
078" + Karbon katabolit represszi6 regul ator G. fujikuroi CAAT6330 2E-89
079° + Karbon katabolit represszi6 regul tor G. fujikuroi CAAT76330 2E-89
080 + Karbonikus anhidréz csaléd tipusu fehérje A. fumigatus EAL85418 2E-89
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Kion Expresszié a mutansban  Hasonl 6sag Fajok Adatbanki E értek
A i szam
Anyagcsere
081 + Ketol-sav reduktoizomeréz G. zeae EAAGB7345 2E-147
082 + Ketol-sav reduktoizomeraz G. zeae EAAG67345 8E-134
083 + Malét szintéz, glioxiszomélis G. zeae EAA70869 8E-50
084 + Mannitol-1-foszfat 5-dehidrogendz-szer(i fehérje M. grisea AAXQ7705 1E-115
085 + Mannoz-1-foszfé guanililtranszferaz H. jecorina AAC39498 2E-149
086 Metiltranszferdz FkbM T. erythraeum ZP 00675486 4EOQ0
087 MIPC szintéz alegység SurA A. fumigatus XP_747610 1E-42
088 Mitokondridlis F1 ATP szintéz 3 alegység A. thaliana CACB81058 1E-04
089 + Mitokondridlis import bel sd membrén transzlokaz alegység TIM17 G. zeae EAA74619 3E-79
090 + M SF membrén transzporter A. fumigatus EAL90365 2E-59
091 + N-acetilglUkdzaminiltranszferaz N. crassa EAA32165 1E-103
092 NADP-fliggd glutamat dehidrogenaz G. fujikuroi CAC45043 9E-140
093 Nitrét reduktéz S oleracea BAA13047 6E-16
094 + Nitroalkan oxidaz F. oxysporum AAL57485 1E-155
095° + Nitroalkan oxidaz F. oxysporum AAL57485 1E-155
096° + Nitroalkén oxidéz F. oxysporum AAL57485 1E-152
097 + Plazmamembran cink ion transzporter A. fumigatus XP_731508 4E-59
098 + Preprotripszin F. oxysporum AAB27568 4E-114
099 + Protein foszfatéz 2A B56-delta szabalyozd alegysége N. crassa CAC28812 1E-113
100 Saccharopine dehidrogenéz S pombe Q09694 2E-34
101 Tirozinaz prekurzor N. crassa CAE81941 7E-34
102 + Vakuolaris ATP szintéz B alegység G. zeae EAA67943 3E-151
103 + Vakuoléaris ATP-szintéz d alegység G. zeae EAA74514 2E-137
Sejtszint( védekezés
104 + Etilénre reagal 6 proteinaz inhibitor | prekurzor L. esculentum P20076 5E-47
105 + Formét dehidrogenaz (NAD-fliggd format dehidrogenéz) G. zeae EAA75069 7TE-127
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Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték

N i szam
Sejtszint0 védekezés
106 Hdsokk fehérje 60, mitokondrialis prekurzor G. zeae EAAT73737 4E-94
107" Hdsokk fehérje SSC1-szer M. grisea AAX07628 2E-56
108 Hsokk fehérje SSC1-szer(i M. grisea AAXO07628 2E-56
109 K atal az-peroxidaz N. crassa AAL66352 4E-82
110 Manganaz rezisztencia 1 fehérje S cerevisiae CAA04646 6E-25
111 pH szabdlyozé fehérje G. moniliformis AA064251 3E-114
112 Sejtfal integrités és stressz vélasz komponens 4 prekurzor S cerevisiae P38739 7EQO
113 UV excizi6s javitd fehérje Radw A. fumigatus XP_754028 8E-31
Sgjtosztodas/-ndvekedés
114 A-agglutinin alegyseg prekurzor S cerevisiae P32323 3E-02
115 aagglutinin magfehérje AGA1 homol 6g S pombe T42367 8E-02
116 DNa&z1 fehérje N. crassa CAD21357 5E-17
117 DNS polimeréz ¢, A katalitikus alegység S cerevisiae P21951 4E00
118 Feltételezett sgjt ciklus szabalyozo és szeneszcencia fehérje N. crassa CAE76477 6E-71
119 Feltételezett, sejt osztddasi ciklust szabdlyozé fehérje CDC50 N. crassa CAD21366 3E-52
120 Importin o-2 aegység M. musculus XP_895972 5E-01
121 Poliubikvitin S. pombe AAC64787 3E-152
Sejtszerkezet
122 13-1,3-glikén kotd fehérje N. crassa CAC28724 4E-28
123 Extracelluldris matrix fehérje prekurzor F. oxysporum AALA47843 1E-89
124 Feltétel ezett sejtfal adhezin C. albicans XP 714666 2E-04
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Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
i szam
Sejtszerkezet
125 + Feltételezett T-complex fehérje 1, calegység A. fumigatus EAL88607 1E-93
126 Felszinen lokalizalt killsd membranfehérje X. fastidiosa AAF84325 1E-02
127 Fibrinogén A-a-lanc S scrofa BAA07817 1E-03
128 + Golgi dsszerendezddést tamogato fehérje A. fumigatus XP_750751 3E-64
129 K lsd membrén fehérje S enterica YP_149528 4E00
130 Tubulin a-lanc G. zeae EAA67945 4E-127
131 + Woronin test fehérje N. crassa AABG61278 4E-65
Jelfogag/jelatvitel
132 + CalCaM-fliggd kinaz-1 N. crassa AAL14118 5E-118
133 + CCG-6 N. crassa CAD70877 2E-17
134 + esdC homolog S macrospora CAH03680 6E-41
135 + esdC homol6g S macrospora CAHO03680 5E-35
136 + Feltétel ezett homeoprotein N. crassa CAE76096 3E-43
137 + Feltétel ezett protein kindz A. fumigatus EAL88773 9E-05
138 Feltételezett protein kindz (Lkh1) A. fumigatus EAL91008 1E-23
139 + Feltétel ezett receptor kinaz S bicolor AAM94320 1E00
140 + Feltételezett SNARE fehérje (Ufe) A. fumigatus EAL93262 8E-41
141 + Feltétel ezett szerin/treonin kinaz D. discoideum XP_646132 1EQ0
142 + Feltételezett szerin/treonin kinéz receptorhoz kapcsolt fehérje C. neoformans AAWA41455 8E-15
143 + Feromon valasz dltal kivaltott sgjtciklus ledllitasért felelds fehérje C. neoformans AAWA40619 2EQ0
144 + Foszfatidat citidiltranszferaz A. fumigatus XP_751919 5E-39
145 + GTP-kotd fehérje yptl G. zeae EAA74326 4E-103
146 + Mitogén-aktivalt protein kindz STY 1 N. crassa XP_327310 2E-146
147 Olfr973 M. musculus AAS99804 5EQ0
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Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
A i szAm
Jelfogag/jelatvitel
148 + Opsin-szer(i fehérje G. fujikuroi CAD97459 9E-143
149 PH domén fehérje A. fumigatus EAL 89069 7E-30
150 Szerin/treonin kindz két komponens(i szenzor doménnel Nostoc sp. BAB72843 6E00
151 + Szignd transzdukcios hisztidin kindz M. magneticum BAEA49077 6E00
152 + Sztomatin-szer(i fehérje G. fujikuroi BAB68403 4E-135
153° + ThiJ/Pfpl fehérje csalad A. fumigatus EALB86037 1E-16
1549 + ThiJ/Pfpl fehérje csalad A. fumigatus EAL86037 2E-16
155 + WC-2 fehérje M. grisea AAX07710 2E-07
Fehérjeszintézis
156 40S riboszéma fehérje S12 G. zeae EAA77525 2E-64
157 40S riboszéma fehérje S13 G. zeae EAA76607 8E-71
158 + 40S riboszéma fehérje S15a (PPCB8) B. napus Q00332 2E-37
159" + 40S riboszéma fehérje S23 G. zeae EAA74990 1E-72
160" + 40S riboszéma fehérje S23 G. zeae EAA74990 TE-78
161 + 40S riboszéma fehérje S27 N. crassa XP_324798 5E-41
162 + 40S riboszéma fehérje S7 G. zeae EAA76320 3E-107
163 + 60S riboszéma fehérje L11 S pombe Q10157 3E-67
164 + 60s riboszoma fehérje 121 A. fumigatus EAL92872 2E-52
165 + 60S riboszémafehérje L27a (L 29) G. zeae EAA78050 2E-82
166 + 60S riboszéma fehérje L36 (TRP36) G. zeae EAAG8099 2E-41
167 + ADP-ribozil &cids factor G. zeae EAAG67817 2E-101
168 + Elongéci6s faktor 3-szer(i fehérje M. grisea AAX07692 2E-88
169 Eukari6ta transzl &ci 6s iniciaci 0s faktor 3-szer(i fehérje; 11-es alegység M. grisea AAWE9356 1E-86
170 Fehérjét kotd/ubikvitin-fehérje ligaz A. thaliana NP_850478 3E00




Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
A i szAm
Fehérjeszintézis
171 + Feltételezett 40S riboszémafehérje S24 N. crassa CAD71100 5E-49
172 + Feltételezett 60s riboszoma fehérje L2 (mitokondridlis) N. crassa CAD21256 TE-46
173 + Feltétel ezett metionil aminopeptidaz N. crassa CAD71035 1E-101
174 + Feltétel ezett transzl aci6s el ongaci 6s faktor EF-Tu prekurzor N. crassa CAC28833 1E-88
175 + L10-A-szer(i 60S riboszoma fehérje M. grisea AAWE69346 5E-107
176 Mitokondrialis riboszéma fehérje kis al egysége; Mrps35p S cerevisiae NP_011681 2E-06
177 Mitokondridlis riboszoma fehérje L36 S pombe NP_595638 6E-07
RNS-szintézis
178 + bZIP transzkripcids faktor LziP A. fumigatus XP_753012 8E-05
179 + Feltételezett ATP-fiiggd RNS helikéaz (Drsl) A. fumigatus EAL90830 1E-32
180 Feltételezett cink RING finger fehérje C. albicans EAK96719 5E-08
181 Feltétel ezett transzkripcids faktor BTF3a N. crassa CAE76548 1E-58
182 + Olf-1/EBF-szer( 3-as transzkripcios faktor P. troglodytes XP_519669 6E-01
183 + Olf-1/EBF-szer(i 3-as transzkripcios faktor P. troglodytes XP_519669 6E-01
184' + Olf-1/EBF-szer(l 3-as transzkripcios faktor P. troglodytes XP_519669 6E-01
185 + Olf-1/EBF-szer(i 3-as transzkripcios faktor P. troglodytes XP_519669 6E-01
186 + tRNS-“splicing” endonukleéz 3 1anc N. crassa CAB88602 2E-46
187 + U1 kis nukleéris ribonukleoprotein 70 kDa A. fumigatus EAL91268 2E-46
Nem besorolhat6
188 + 67 kDa miozin-kereszt-reaktiv antigén csalad A. fumigatus EAL91605 7E-06
189 + Annexin ANXC3.1 A. fumigatus EAL85432 2E-28
190 + CG8713-PA A. mellifrea XP_393264 7E-01
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Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
N | Sza’ m
Nem besorolhat6
197 + Feltételezett allergén C. neoformans AAW44097  2E-25
192 + Feltételezett allergén C. neoformans AAWA44097 1E-25
193 + Feltételezett allergén C. neoformans AAWA44097  TE-12
194 + Feltételezett alergen C. neoformans AAW44097 1E-25
195 + Feltételezett exportdlt fehérje B. parapertussis CAE40185 8E-26
196 + Feltételezett membranhoz kététt C2 domén fehérje (vpll5) A. fumigatus EALB4710 2E-60
197" + Feltételezett rasp f 7 allergén N. crassa CAD70798 7E-31
198" + Feltételezett rasp f 7 allergén N. crassa CAD70798 5E-15
199 + Feltételezett retrotranszpozon fehérje O. sativa ABA97830 6E-01
200 + GLP_14 41229 37921 G. lamblia EAA39748 5E00
201 + 0S-2 fehérje G. gallus XP_418353 3E-01
202 + RIKEN cDNA 8430410A17 M. musculus AAH24401 7E-108
203 + S222 T. aestivum AAD10252  2E-93
204 + Y55B1BR.3 C. elegans NP_497198 3E-02
Hipotetikus fehérjék
205 + Hipotetikus fehérje G. fujikuroi CAG28683 5E-38
206 + Hipotetikus fehérje G. fujikuroi CAG28683 5E-38
207 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA70773 BE-74
208 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA75931 3E-32
209 Hipotetikus fehérje G. zeae EAA6G8333 2E-10
210 Hipotetikus fehérje G. zeae EAAG7972 3E-55
211 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAB7654 2E-81
212 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAB8557 4E-34
213 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAT73871 1E-23
214 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA73884 3E-43
215 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA71288 9E-27
216 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAT7227 5E-48
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Klén Expresszié a mutansban Hasonl6sag Fajok Adatbanki E érték
N i szAm

Hipotetikus fehérjék

217 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA73978 3E-31
218 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAT70655 4E-53
219 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA6G8216 2E-105
220 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA68216 2E-105
221 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAA68216 2E-105
222 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAT77344 1E-61
223 + Hipotetikus fehérje G. zeae EAAT72018 3E-52
224 + Hipotetikus fehérje M. grisea XP_367120 2E-20
225 + Hipotetikus fehérje N. crassa XP_322154 5E-33
226 + Ismeretlen fehérje O. sativa XP_475204 6E-34

A. fumigatus - Aspergillus fumigatus
A. thaliana - Arabidobsis thaliana
B. napus - Brassica napus

B. parapertussis - Bordetella parapertussis
B. pseudomallei - Burkholderia pseudomallei

C. albicans - Candida albicans
C. elegans - Caenorhabditis elegans

C. neoformans - Cryptococcus neoformans
D. discoideum - Dictyostelium discoideum

E. nidulans - Emericella nidulans

F. oxysporum - Fusarium oxysporum
G. gallus- Gallus gallus

G. lamblia - Giardia lamblia

H. jecorina - Hypocrea jecorina

L. esculentum - Lycopersicon esculentum
M. grisea - Magnaporthe grisea

M. magneticum - Magnetospirillum magneticum
M. musculus - Mus musculus

O. sativa - Oryza sativa

P. chrysogenum - Penicillium chrysogenum
P. fluorescens - Pseudomonas fluorescens

P. minioluteum - Penicillium minioluteum

P. putida - Pseudomonas putida

P. tricornutum - Phaeodactylum tricornutum
P. troglodytes - Pan troglodytes

S bicolor - Sorghum bicolor

S. cerevisiae - Saccharomyces cerevisiae

S enterica - Salmonella enterica
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S macrospora - Sordaria macrospora
S oleracea - Spinacia oleracea

S scrofa - Sus scrofa

T. aestivum - Triticum aestivum

T. erythraeum - Trichodesmium erythraeum

X. fagtidiosa - Xylella fastidiosa

Z. mays - Zea mays
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