b5

Szent |stvan Egyetem
Godolld

A MAT1-2-1 TRANSZKRIPCIOSFAKTOR CELGENJEINEK AZONOSITASA
FUSARIUM VERTICILLIOIDESBEN

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Keszthelyi Anita

Go6dollo
2007.



A doktori iskola neve: Biologiai Doktori Iskola

Tudomanyéga: Bioldgia

Vezetdje: Prof. Tuba Zoltan
tanszékvezetd egyetemi tanar
Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasagi- és K érnyezettudomanyi Kar,

Novénytani és Novényélettani Tanszék

Témavezetdk: Prof. Hornok Lé&szl6
az MTA levelez0 tagja,
tanszékvezetd egyetemi tanar
Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasagi- és K érnyezettudomanyi Kar,
Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai és Mikrobioldgiai Tanszék
és
Dr. Kerényi Zoltan
tudomanyos munkatars

Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, Gdol 16

Dr. Tuba Zoltan Dr. Hornok Laszl6 Dr. Kerényi Zoltan

adoktori iskola vezetdje témavezetd témavezetd



El6zmények, kitOzott célok

A Fusariumfajok az egész viladgon elterjedt, széles gazdandvenykor( fonal as tomldsgombak. Egyik
képvisaldjik, a Fusarium verticillioides (Saccarado) Nirenberg, a kukorica egyik legjelentdsebb
korokozOja vilagszerte (Munkvold és Degardins, 1997). Megbetegiti a csiranbvenyeket,
ugyanakkor gyokér-, szar- és csOrothadast is okoz. Maéasodlagos anyagcseretermékként pedig
mikotoxinokat, elsdsorban fumonizineket termel. A fumonizinek kilénbdzd betegségek kivaltdi. A
szennyezett gabonafélék fogyasztésaval akut vagy krénikus toxikozis |éphet fel emberben és
alatokban egyarant. Tobbek kozott agyveldgyulladést és mérgezés okozta m§betegséget VAt ki
lovakban, tidoodémat sertésekben, juhokban pedig mgkarosodast (Kriek et al. 1981). Az emberi
nyel6csorak kialakulasaért részben a fumonizin B1-gyel szennyezett kukorica tartos fogyasztasa a
felelds (Marasas 2001; Myburg et al. 2002).

A fonalas gombak életciklusat hosszU ideje, széles kdrben vizsgaljék annak érdekében, hogy
minél tobb ismeretanyagot gy(jtsenek ezekrbl a gazdasagi és egeszsegugyi szempontbdl is
kiemelkedd jelentdségl korokozokrdl. Az ivaros szaporodas a patogén gombak evollcidjaban
kozponti szerepet tolt be. Uj patogén torzsek, véltozatok kialakuldséhoz vezet, s e véltozatok
képesek rezisztens fgjtdkat megbetegiteni, vagy megvatozik fungicidekkel szembeni
ellendll6sdguk. Mintegy tizendtezer gombanak azonban nem ismert az ivaros aakja, s igy nem
tudjuk mi e mitotikus holomorfok véaltozékonysaganak mozgato rugdja (Arie et al. 2000).

Mivel az  ivarosan kompatibilis  haploid  gombatdrzsek morfolégiailag
megkil 6nbdztethetetlenek egymastdl és nem mutatnak sem him, sem ndi nemi jelleget, az ivaros
partnerek elkilonitése csupan parosodasi tipusaik alapjan lehetséges (Bistis 1998). Dodge (1920)
vizsgdlta a heterotallias aszkomicéta, Ascobolus magnificus parosodasi tipusanak genetikai hétterét.
Megfigyelte, hogy az ivaros szaporodassal |étrejévo utddokban a parosodasi tipusok 1:1 aranyban
oszlanak meg. Késbbbi vizsgdatok alatamasztottak a tomlésgombak parosodasi tipusanak bipoléris
jellegét, azt, hogy ezekben a szervezetekben az ivaros reprodukcié egyetlen, két aléles |6kusz
(MAT; mating type) szabdlyozasa alatt al (Coppin et a. 1997; Turgeon 1998).

A heterotallidss gombakndl, mint amilyen a F. verticillioides is, az ellentétes parosodasi
tipusba tartozo torzsek csak egyméssal képesek ivaros kapcsolatba 1épni. A heterotallids fajok
parosodési tipusat egyetlen MAT |dkuszon elhelyezkedd két eltérd idiomorf (MAT1-1 és MAT1-2)
hatdrozza meg (Y oder et al. 1986; Yun et a. 2000). Ezek elnevezése és a benntik 1évd gének szama
fajtol fuggben vétozhat (Staben és Yanofsky, 1990; Glass et a. 1990). Ez idaig szamos
heterotallias tomlBsgomba parosodas tipus génjét klonoztak és jellemezték, pl. a Saccharomyces

cerevisiae (Hicks et al. 1979.), a Schizosaccharomyces pombe (Kelly et a. 1988), a Neurospora
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crassa (Glass et a. 1990; Staben és Yanofsky, 1990), a Podospora anserina (Debuchy és Coppin,
1992) és a Cochliobolus heterostrophus (Turgeon et a. 1993) fajokét. Ezen fajok MAT |okuszai
kozotti hasonl dsagokat és kiilonbségeket Turgeon et al. (1993), Nelson (1996), Coppin et a. (1997)
ésWirsel et al. (1998) Gsszegeztek.

A gombak pérosodasi tipusat meghataroz6 MAT gének szabalyozzék a szexudis
kompatibilitast és az ivaros reprodukciot. A pérosodasi tipus rendszereknek tobb, erdsen
konzervativ eleme van, igy a bonyolult feromon — feromon-receptor jelcsere vagy a MAT genek
altal kédolt transzkripcios faktorok, amelyek az ivaros szaporodashoz szikséges gének
expresszidjat serkentve vagy gatolva szabalyozzak az ivaros fejl6dési szakaszt (Coppin et al. 1997).
Ezen kivil a sejtciklus egyéb, ivaros reprodukciotdl fuggetlen folyamataiban is lényeges szerepet
tolthetnek be (Turgeon 1998). A MAT gének a fertilizaciot kovetd esemeényekre is hatast
gyakorolnak, ugymint a termdtestek képzodése és sejtmagi felismerés folyamatara (Bistis és Raper,
1963; Zickler et al. 1995; Arnaise et al. 1997; Debuchy 1999).

Azokban a gombafajokban is mikddoképes, folyamatosan étirddd pérosodasi tipus gének
tala hatok, amelyekben ivaros szaporodast meég nem figyeltek meg (Sharon et al. 1996; Wirsel et al.
1998; Arie et a. 2000; Yun et al. 2000; Kerényi et al. 2004), tehat a parosodasra valo képesség
hianya nem a MAT génekben bekovetkezett mutacido kovetkezménye. Oka lehet azonban a
parosodés elmaradasénak a méig azonositatlan, ivaros reprodukcioban résztvevd gének funkciondlis
rendezetlensége (Arie et a. 2000).

A MAT géntermeékek sgjttipus specifikus genekre gyakorolt hatasanak vizsgé atara iranyitott
génkittéssel AMAT1-2-1 muténs torzseket alitottunk eld F. verticillioidesben. A mutansok
expresszi6s mintazatét a vad tipushoz hasonlitottuk azzal a céllal, hogy aaposabban megismerjik a
MAT géntermékeknek a pérosodasban ésivagy az éetciklus mas lényeges eseményeinek
szabdlyozasaban betdltott szerepét. Ez a munka segitségiinkre lehet abban, hogy megeértsik azoknak
a mechanizmusoknak a lényegét, amelyek |lehetdve teszik a Fusariumok és a velik rokonsagban
allo més gombék sikeres alkalmazkodasat a folyamatosan valtozo okoldgiai tényezdokhoz. Munkank
hozzgérul tovdbba e veszélyes gombak ellen iranyul 6 védekezési stratégiak fejlesztéséhez.

Kutatomunkam célkitlzésel az aldbbiak voltak:

e afonalas gombdak ivaros szaporodasanak alaposabb megismerése molekuléris szinten,

e aMATI1-2-1 transzkripcios faktorok célgenjeinek azonositasa a fonalas aszkomicéta F.

verticillioidesben és

e olyan biologiai folyamatok megismerése, amelyek a MAT-1-2-1 gén szabdlyozasa alatt

allnak nemcsak az ivarosan szaporodo, hanem az aszexualis fajokban is.



M 6dszer ek

A gombator zsek fenntartasa éstenyésztése

Vaamennyi gombatorzset steril paraffin olg aatt, burgonya-glikéz taptaara oltva, 4°C-on
taroltuk. Az (vegsziron atszOrt konidium szuszpenziét -70°C-on tartottuk, 20%-os steril
glicerinben.

Konidium termeléshez a F. verticillioides FGSC 7603 (genotipusa: MAT1-1) és FGSC 7600
(MAT1-2) torzseit CMC tapoldatba oltottuk és négy napig rézattuk (23-24°C, 180 rpm), (Cappellini
és Peterson, 1965). 10° db konidiummal inokul&ltunk 100 ml komplett tapoldatot (CM) (Correll et
al. 1987), amelyet harom napig 24°C-on rézatva inkubdtunk. Genomi DNS izoldésdhoz az igy
képzOdott micéliumot liofilizaltuk.

Szekvencia analizis

A szekvencia analizishez a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdékozpontban mikddd Gene
Analyzer 3100 (Applied Biosystems) berendezést és ABI 3000 szekvenatort (Plant Research
International, Wageningen, The Netherlands) hasznaltunk. A kapott szekvenciakat a Lasergene

BLAST mddszerrel (Altschul et al. 1997) hasonlitottuk 6ssze. Harom kilonbdzd BLAST keresést
végeztink: BlastN-t és BlastX-et a GenBank EST-, illetve nr-adatbézisban és BlastN-t a F.

ill. Fusarium graminearum/Gibberella zeae (http://www.mips.gsf.de/genre/proj/fusariumi) genom

szekvencian.

A FVMAT1-2-1 gén megszakitasa
A higromicin rezisztenciat hordoz6 pAN7-1 vektorbdl (Punt et al. 1987) az Escherichia coli
higromicin B foszfotranszferaz (hygB) génjét tartalmazé hph kazettd hph  EcoRV_for és
hph_EcoRV _rev inditészekvenciakkal felsokszorositottuk. A PCR-hez ,,Long PCR Enzyme Mix”-
et (MBI Fermentas) haszndltunk, a gyarté utasitdsal szerint. A PCR terméket agardéz gélen
elvalasztottuk, majd ,, GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”-tel (Amersham Biosciences)
izolaltuk és pBluescript || KS+ (Stratagene) vektorba ligdltuk. Az igy kapott plazmidot pHPH-nak
neveztik el.

A F. verticillioides FGSC 7603 torzs MAT1-2 Io6kuszanak 4002 bp nagysagu darabjat
génbanki adatok aapjan (G. fujikuroi MAT1-2 — AF100926) tervezett FMATpl — FMATp2
inditoszekvenciakkal szaporitottuk fel. A polimerdz lancreakcidkat 20 pl, illetve 25 pl térfogatban,
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Biometra T3 Thermocycler késziilékben hajtottuk végre, és a kovetkezd elegyet mértik Gssze: 20
ng templd DNS, 1xPCR puffer, 1,5 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP, 0,2 uM primer, 1 U Taq polimeréz,
steril desztilldt viz. A PCR terméket szinten pBluescript 11 KS+ vektorba ligdltuk és Ndel
restrikciés enzimmel hasitottuk, majd feltoltottik és CIAP-pal (Fermentas) kezeltik, a gyartd
utasitasai szerint. A FVMAT1-2 szekvencia 1973 bp nagysagu Ndel fragmentjét a pHPH plazmidbdl
szarmazd 3,8 kb nagysagu hph kazettaval helyettesitettik (pMAT7603/hph plazmid).

A transzforméaciohoz a F. verticillioides FGSC 7603 térzs konidiumait 9,5 oran keresztil
Y EPD-2G tépoldatban rézatvainkubatuk (280C, 180 rpm, 5 x 10° db konidium/ml). A micéliumbdl
Proctor és munkatérsai (1997) dta kidolgozott mddszer szerint protoplasztokat hoztunk |étre,
amelyeket Ndel enzimmel linearizdlt pMAT7603/hph plazmiddal transzformatuk. A
transzformansokat 200 pg/ml higromicint tartalmazd regenerécios tépkozegen szelektdtuk. A
rezisztens transzformansokat 4-5 nap inkubéacids idd elteltével szintén 200 pg/ml higromicinnel
Kiegészitett komplett tdptalajra oltottuk & és monospoéraztuk. Higromicint nem tartalmaz6 CM
csészékre tortént tobbszori atoltassal, majd a szelektiv tdptalgjra vald visszaoltassal gydzodtiink
meg az integracio stabilitasarol.

A vad tipusl torzs és az 50 monosporazott transzformans harom napon keresztiil (26aC, 180
rpm) CM tépoldatban razatott tenyészetébdl genomi DNS-t izolaltunk (Kerényi et al. 1999). A hph
kazetta helyspecifikus beépilésének PCR-rel torténd vizsgdatéhoz a kiltott FYMAT1-2-1 génre
tervezett GfMAT2-r — GIMAT2-f, valamint a higromicin kazettéara és a FVMAT1-2 |6kuszra
tervezett FMATp1 — hph_check2 és hph_checkl — FMATp2 inditészekvenciakat hasznaltuk.

Southern hibridizaciohoz hph probaként a hph_checkl — hph EcoRV _rev, FVMAT1-2
probaként pedig a GIMAT2-r — FMATp2, és GIMAT2-r — GFMAT2-f inditészekvenciakkal
felsokszorozott PCR terméket hasznaltuk.

Northern analizishez a Southern blottnd emlitett hph prébat, és a FVYMAT1-2-1 génre
tervezett TMAT for és TMAT rev inditészekvenciakkal felszaporitott és radioaktivan jeldlt
génrészletet haszndltuk. Az RNS membranok készitéséhez 6ssz-RNS-t vontunk ki atdrzsekbdl, TRI
REAGENT™ (Sigma) segitségével. A Southern és a Northern hibridizéciét Sambrook és Russel
(2001) modszere szerint végeztik €.

I var os ker esztezés

A F. verticillioides FGSC 7603 torzset (MAT1-2) és a AFVMAT1-2-1 muténsokat (AFVMAT1-2-1/6,
AFVMAT1-2-1/7, AFVMAT1-2-1/15) sargarépa agaron (Klittich és Ledlie, 1988) kereszteztik az
ellentétes parosodasi tipusba tartozo F. verticillioides FGSC 7600 (MAT1-1) torzzsdl (4 hét, 25°C,
12/12 o6rés sotét/vilagos fotoperiodus). A nbi partnerként haszndlt torzs sargarépa agaron novo

micélium szovedékét kevertik Ossze a him partner vizes agar csészéirdl szarmazd konidium
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szuszpenzidjaval. A vdatozasokat sztereo mikroszkOpban vizsgalva, rendszeres iddkozonként

feljegyeztik.

A cDNSAFLP

Ossz-RNS-t vontunk ki a F. verticillioides FGSC 7603 vad tipusi és két AFVMAT1-2-1 muténs
torzsbdl (AFVMAT1-2-1/7 és AFVMAT1-2-1/15) TRI REAGENT™ (Sigma) segitségével, majd
MRNS-t izoldtunk ,Oligotex MRNA Midi Kit’-tel (QIAGEN). 2 pg mRNS-bdl kiindulva az
»universal RiboClone® cDNA Synthesis System” (Promega) elnevezési kittel kétszali cDNS-t
hoztunk létre. A cDNS-t EcoRI és Msel restrikcios enzimekkel emeésztettik. A |étrgétt cDNS
fragmentumok végeire helyspecifikus, kettds fonall adaptereket ligdltunk, amelyekhez a nem
szelektiv EcoRI és Msel inditdszekvencidk kotddtek a felsokszorositas soran. Egy el6zetes PCR-t,
Ugynevezett preamplifikal ast végeztiink, majd a kapott PCR termékeket szel ektiven fel sokszoroztuk
olyan inditoszekvencidk akalmazasaval, amelyek 3 végikon egy vagy két szelektiv bazist
hordoznak, ezért csak azok a restrikcios fragmentumok szaporithatok fel, amelyekre jellemzd, hogy
az adapterek szekvencidja és a csatlakozo hasitott vég szekvencidja megfelel a szelektiv nukleotidok
bézissorrendjének (Vos et a. 1995).

A cDNS-AFLP sorén nyolc EcoRI és 20 Msel inditoszekvencia kombinécigjat hasznaltuk.
Azokat a cDNS-fragmentumokat tudtuk detektalni akrilamid gélen, amelyeknek legaldbb egy
EcoRI végik volt, mivel az EcoRl inditészekvencidk 5 végét [y-*PldATP-vel radioaktivan
jeloltiuk. A gélt Whatman szOrdpapirra szaritottuk, majd a differencidl 6 fragmentumokat kivagtuk és
a szelektiv amplifikécio soran alkalmazott inditoszekvencia-kombinécioval Ujra felsokszoroztuk
azokat. A PCR termekeket agar0z gélen elektroforézissel ellendriztik és a megfeleld
fragmentumokat pGEM®-T Easy (Promega) vektorba ligdltuk. Az igy létrehozott, kil 6nbzd cDNS
fragmentumokat tartalmazé plazmidokkal Sambrook és Russel (2001) Gtmutatasa alapjan E. coli
DH5a (Stratagene) sejteket transzformaltuk. A megfeleld rekombinans plazmidot hordozo tel epeket
o-komplementéacidval, illetve kolonia PCR segitségével va asztottuk ki.

A mutans és a vad tipusu torzsek kozotti expresszios kilonbségek bizonyitasara Northern
hibridizacids kisérleteket végeztiink. Prébaként a kolonia PCR-t kdvetden gélbdl izoldt, [o-
¥P|dCTP-vel radioaktivan jeldlt (,Hexalabel DNA kit", Fermentas) cDNS fragmentumokat
hasznéltuk.

cDNS konyvtar-készités és nukleinsav hibridizalas— HD filter technika

A s&rgarépa agaron novesztett vad tipusl és AFVMAT1-2-1/15 mutans tdrzsek micéliumabal
»Qiagen RNA Isolation Kit” (Qiagen) segitségével dssz-RNS-t vontunk ki, majd ,, Oligotex mRNA
Kit"-tel (Qiagen) MRNS-t izoldtunk és [a-*P]dCTP-vel radioaktivan jelolt kettds szalil cDNS-t
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szintetizaltunk. A masodszal szintézist és az adapter (Sall) ligdlast kovetden, a cDNS egy részét
Notl restrikcios enzimmel emésztettilk, és oszlopkromatografidval osztdlyoztuk. A kilénb6zd
frakciok cDNS mennyiséget, illetve koncentracidjat szcintillacios detektorban hataroztuk meg. Az
emeésztéssel kapott cDNS fragmentumokat Sall-Notl enzimekkel hasitott (szelekcios markerkeént
ampicillin rezisztenciagént hordozé) pSPORT vektorba ligaltuk. Az igy |étrehozott plazmidokkal
elektrokompetens E. coli DH10B (ElectroMAX™) sejteket transzformdltunk elektroprécidval. A
konyvtarkeszités valamennyi |épését a,, SuperScript™ Plasmid System with Gateway® Technology
for cONA Synthesis and Cloning” (Invitrogen) kit leirasanak megfelel 6en hajtottuk végre.

A sikeres transzformaciot kovetGen mindkét torzsbdl konyvtaranként 7680 db klont
vaogattunk ki o-komplementécidval. Az E. coli sejteket 20 db 384-es lemezbe oltottuk, és egy
gszakan & 70ul ampicillint (100 mg/ml) tartalmaz6é LB tapoldatban 37aC-on inkubaltuk. A
konyvtarak mindségének ellendrzését koldnia PCR-rel végeztik, amelyhez minden esetben a
kovetkezd elegyet mértlink 6ssze: 1xPCR puffer, 1,5 mM MgCl,, 60 uM dNTP, 0,3 uM T7/SP6
inditoszekvenciak, 1 U Taqg polimeradz, steril desztillalt viz. (A cDNS konyvtarakat LB freeze
tapoldatban -800C-on téroljuk.) Ezt kovetben szintén ampicillinnel kiegészitett LB tapoldatot
tartalmazo 8 x 12 cm méret( cseszéket készitettlink, amelyek felszinére méretre vagott Hybond N+
robot segitségével készitettik el. Egy membran négy darab 384-es lemeznek megfeleldé szamu
telepet tartalmazott két példanyban (2 x 4 x 384 = 3072 db telep/membran).

A csészéket 18 Orén keresztul 370C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a filtereket 0,5 M NaOH és
1,5M NaCl elegyében aztattuk fejjel lefelé egy percen keresztll, majd az azonos pufferbe meritett
Whatmann sz(rBpapirokra helyeztik négy percre. A maveletet 0,2 M Tris/HCI-t (pH 8,0) és 1,5 M
NaCl-t tartalmazé ol datban megismételtik. A mosas utolso |épéseként a filtereket a fent leirt moédon
2 x SSC-ben aztattuk és szobahdmérsékleten 30 percig szaritottuk, majd 30 mésodpercig tartd UV
kezeléssel a baktériumbol szabadda val 6 nukleinsavat a membranra kotottik.

A cDNS fragmentumok mésik részét a nukleinsav hibridizaldshoz probaként hasznaltuk fel.
A mutansbdl és a vad tipusbdl szarmazo, jelolt cDNS prébat hibridizatattuk mutans és vad tipusi
filterrel. A filtereket 1-2 6ran keresztll 65dC-on inkubaltuk, filterenként 2 ml, illetve csdvenkent
ezen felll 5 ml prehibridizéacios elegyben. (Az elegy minden 10 mi-e 100 yl 5mg/ml-es hal DNS-t
tartalmazott, amelyet 10 percig 960C-on denaturaltunk, majd 10 percre jég kdzé helyeztiink.)

A jelolést [a-**P]dATP-t és random, hattag( inditdszekvencidkat hasznédva ,, Random Primed
DNA Labeling Kit” (Boehringer) segitsegével végeztik. A probakat ,, QIAquick Nucleotide
Removal Kit”-tel (Qiagen) tisztitottuk, majd a hal DNS kezelésehez hasonlé modon denaturdltuk és
a prehibridizacios elegyhez adtuk. A hibridizaciot Sambrook és Russel szerint végeztik e (2001).

A hibridizaciés mintazatok , tif” fajlként vald megjelenitésére a TINA szoftvert hasznaltuk.
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Mivel egyazon filter két példanyét hibridizatattuk mindkét térzs cDNS fragmentumaibal
készilt radioaktiv probakkal, a szamitdgéppel végzett képanalizis és egy, az adott jel helyzetébdl
adodo értékmaodositd hatés felmérésére is képes program (AIS 4.0; Imaging Research Inc., Ontario,
Canada) segitségével a jelintenzitasbeli eltérésekbdl kovetkeztetni tudtunk a vad tipusi és a
AFVMAT1-2-1/15 t6rzs kozotti gén expresszios kil onbségekre.

A nitrilaz fehérjét kddold gén megszakitasa

A differencid hibridizacioval megismert 1143 bp nagysagu nitrildz szekvencia 5 és 3' végére
kifelé ir6 oligonukleotid inditoszekvenciakat terveztiink, majd SON PCR-rel (Antal et al. 2004) a
nitrildz gént teljes egészében tartalmazd 4168 bp nagysagu szakasz (nitSON) szekvencigjat
meghataroztuk. Ennek a szekvencidnak az ismeretében, a F. verticillioides FGSC 7603 tOrzs
genomi DNS-érdl, nitSON_for — nitSON_rev inditoszekvenciakkal felszaporitottunk egy 2519 bp
nagysagu szakaszt. A tisztitott PCR terméket pKS-T vektorba ligaltuk, majd a plazmiddal E. coli
DH50 sejteket transzformaltunk.

A kiltd konstrukciot A FYMAT1-2-1 gén megszakitasa ciml fejezetben leirtak alapjan
hoztuk |étre, és a transzforméciot is annak megfelelden végeztik el. Azzal a kilénbséggel, hogy a
nitrildz szekvencia 583 bp nagysagu Ncol fragmentumat cseréltik a pHPH plazmidbdl szarmazo 3.8
kb nagysagl hph kazettara, és a transzforméciohoz a plazmidot Smal restrikcios enzimmel
lineari zaltuk.

A higromicin rezisztens, monospoérazott transzformansokbdl genomi DNS-t izoldltunk. A
KiUtott génrészletre tervezett inditoszekvenciakkal (nitk6zép for — nitk6zép rev) PCR-t hajtottunk
Végre.

Az F. verticillioides FGSC 7603 vad tipusl és a Anit29 nitrilaz muténs torzsek vizsgé atara 6t
kilonboz0 minimal taptalajt készitettiink, amelyek nitrogénforraskent 1 liter téptalagra nézve 1 g
ammonium-tartaratot, 0,5 g natrium-nitritet, 0,2 g adenint, 2 g narium-nitratot, illetve 20 g kadlium-

klorétot tartalmaztak.

Eredmények

A AFVMAT1-2-1 mutanstor zsek |étrehozasa ésvizsgalata

A F. verticillioides FGSC 7603 torzs MAT1-2 |6kuszéat génbanki adatok (G. fujikuroi MAT1-2 —
AF100926) alapjan tervezett inditoszekvenciakkal felszaporitottuk, klénoztuk és szekvendtuk. A
FVMAT1-2 szekvencia 1973 bp nagysagu Ndel restrikcios enzim felismerd helyekkel hatérolt
szakaszét helyettesitettik az E. coli hygB génjét tartalmazd higromicin expresszis kazettaval (hph).
Az igy lérehozott pMAT7603/hph transzformél6 vektorra F. verticillioides FGSC 7603 torzshdl
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|étrehozott protoplasztokat transzformaltunk Proctor és munkatérsai (1997) utasitésai szerint. Otven
higromicin rezisztens koloni& monospéraztunk, és antibiotikum-mentes CM téptalajra torténd
atoltassal teszteltik a higromicin rezisztencia stabilitasat. A hph kazetta gomba genomba torténd
helyspecifikus beépllését PCR-rel, Southern és Northern hibridizacios kisérletekkel igazoltuk.
Négy transzformans esetében bizonyitottuk a kettds rekombinacié megtorténtét.

A harom kivlasztott AFVMAT1-2-1 mutans (AFVMAT1-2-1/6, AFVMAT1-2-1/7 és
AFVMAT1-2-1/15) vad tipusra jellemzd ndvekedést mutatott komplett tdptalajon és sargarépas
csészéken, tovabba a vad tipushoz hasonl 6an fehér, pelyhes micéliumot ndvesztett burgonya-glikéz
taptalgjon. A sporaképzddésben és a sporék csirdzésaban sem tapasztaltunk eltérést a vad tipushoz
képest. Ugyanakkor nem voltak képesek a parosodasra a F. verticillioides FGSC 7600 (MAT1-1)
teszt torzzsel fuggetlenll attdl, hogy him vagy ndi partnerként szerepeltek az ivaros keresztezési
kisérletekben.

Gén expressziés analizis cONS-AFL P-vel

A F. verticillioides FGSC 7603 és a AFVMAT1-2-1 mutans térzsek gén expresszios kil onbségeinek
Kimutatassara cDNS-AFLP  kisérleteket  végeztink 320  inditészekvencia-kombinécid
felhaszndlésaval. A vad tipust és mutans torzsek kozott szignifikans jelintenzitasbeli kilonbseget
mutatdé cDNS fragmentumokat, PCR-rel tortént szelektiv felsokszorositast kovetden, Northern
hibridizacioval vizsgéltuk. Az expresszios kilonbségek csak hat esetben voltak visszaigazolhatok.
A hat klon szekvenciga meghataroztuk, és geénbanki adatokka hasonlitottuk Gssze. Az ¢t, vad
tipusban erdteljesebb expressziot mutatd klon kozil az EcoRI-GC/Msel-AGl, amelynek
szekvenciga a S. pombe cullin-1 homologjaval mutatott 44%-0s hasonldsagot, mindenképpen
emlitést érdemel. Ez a fehérje fontos szerepet tolt be az ubikvitin ligaz komplex felépitésében,
amely az ubikvitinek kozremOkodésével lezajlo fehérje degradaciés folyamatokban
nélkul6zhetetlen. Eredményeink szerint e folyamatokra a MAT transzkripcios faktorok is hatéssal

vannak.

Gén expresszids analizis differenciél hibridizacioval
A cDNS-AFLP klénok tovabbi vizsgdlatat célzo hibridizécids kisérleteket Wageningenben, a Plant
Research International-ben folytattuk, és ezzel parhuzamosan differencid hibridizaciés kisérleteket
inditottunk a MAT Idékusz sejttipus specifikus gének expresszidjdra gyakorolt hatédsdnak
vizsgélatéra.

cDNS konyvtarakat hoztunk létre a AFVMAT1-2-1/15 mutansbdl és a vad tipust térzsbdl.
Torzsenkent 7680 db klont gyQjtottiink dssze és hibridizaltattunk radioaktivan jel6lt mutansiill. vad
tipusi cDNS fragmentumokkal .
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Egy automata képanalizal6 program (AIS 4.0) segitségéve kivalogattuk azokat a cDNS
klonokat, amelyek eltérben expresszalodtak a vad tipusban és a AFVMAT1-2-1/15 mutansban.
Ezeket tovabbi vizsgdlatnak vetettik ala

Négyszeres jelintenzitasbeli kilonbséget tartottunk elegenddnek ahhoz, hogy nagy
biztonsaggal alithassuk: a membranokon lathato eltérések oka a két tbrzs eltérd expresszios
mintézataban keresend®. Ennek alapjan meghatéroztuk 264 klén szekvencigjat. 24 esetben (9,1%)
nem kaptunk olvashaté eredményt. Az értékelhetd fragmentumok nagysaga 262 és 886 bp kozott
volt, a szekvenciak &tlagos hossza ~ 698 bp.

Egy alkalommal sikerlilt azonositanunk a transzformacios konstrukciobol szarmazo hygB
gén szekvencigét, amely egyedil a mutans térzsben expresszal édott.

138 klon (57,7%) joval gyengébb expressziot mutatott a muténs torzsben, mint a vad
tipusban, ami azt jelzi, hogy airédasukra a MAT1-2-1 transzkripciés faktor pozitivan hat.
Ugyanakkor a MAT1-2-1 gén termékenek negativ szabalyozd szerepe is van: 101 szekvencia
(42,3%) megnyilvanul asa erdteljesebb volt a mutansban, a vad tipushoz viszonyitva.

A BLAST keresések eredményeként 170 olyan szekvenciat azonositottunk, amely |ényeges
hasonl 6ségot mutatott ismert gomba gének szekvenciédival. 34 klon csak aF. verticillioidesszel igen
tavoli rokonsagban alo organizmusokbol szarmazé génekkel mutatott hasonlésagot, mig 22 klén
hipotetikus fehérjékkel adta a legnagyobb homologia. 13 esetben a program nem taldlt
adatbézisban fellelhetd hasonl dsagot, az adott keresési paraméterek mellett.

A klénok szekvencigjat egyméssal is 6sszehasonlitottuk a SeqManll program (SeqMan ||
module of the Lasergene v. 5.0 software; DNASTAR) segitsegével. Ennek megfelel 6en 48 klont 14
kontigba soroltunk, mivel e klonok részben étfedd szekvencidkat tartalmaztak.

204, ismert fehérjékkel homoldg cDNS klént funkciondlis csoportokba soroltuk Sacadura és
Saville dta 2003-ban mddositott, de eredetileg White és Kerlavage (1996) alta kidolgozott
osztdlyozasi rendszerének megfelelden. A besorolas soran a kontigokat a klonokkal egyenértékiinek
vettik.

A vad tipus és a AFVMAT1-2-1/15 mutans tbrzs expressziés mintézataban jelents
kilonbseget tapasztaltunk. A fehérjeszintézisben részt vevd gének sokkal nagyobb szamban
jelentek meg a muténsban erésebben megnyilvanul 6 szekvencidk kozott. A mutans tdrzsben afelll-
reguldodott klonok 20,4%-a a fehérjeszintézissel volt kapcsolatba hozhatd. Ez az érték a vad
tipusban csak 2,7% volt. Ezzel szemben, a AFVMATI1-2-1/15 térzsben alul-reguldodott,
jelfogad/jelatvitel kategoriat akotd klonok szama négyszer tobb volt, mint az ugyanebbe a

kategoridba sorolt, de a mutansban erdsebb expresszi 6t mutatd klénoké.
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A vad tipusban erfteljesebben atirddd szekvencidk jelentds hanyadét (12,6%) nem tudtuk
besorolni egyik kategoridba sem, amely azt jelzi, hogy a MAT1-2-1 transzkripciés faktor szdmos,
mai tudasunk szerint ismeretlen gén atirodasat pozitivan befolyasolja.

A nitrilaz fehérjét kodold gén megszakitasa

A AFVMAT1-2-1/15 mutansban gyengébben expresszdlodott 18, részben étfedd szekvencidkat
tartalmazo klon nukleinsav sorrendjérdl szarmaztatott aminosav szekvencia az A. fumigatus nitrilaz
fehérjgével (EAL84990.1) 43%-0s hasonldsagot mutatott.

Annak érdekében, hogy tobbet megtudjunk a nitrilézként azonositott gén funkcidjardl, a
klonok szekvencidit alapul véve hph kazettat tartalmazd génkilitd konstrukciot terveztink. Az igy
kapott nit/hph plazmiddal az FGSC 7603 torzsbdl |étrehozott protoplasztokat transzformdtunk,
azonban valamennyi transzformans tartalmazta a kivégott, és hph kazettdra cserélt nitrilaz
szekvenciat is. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a homolég rekombinaciora lehetbséget nyUjto
szekvenciak tulsdgosan rovidek voltak a helyspecifikus rekombinéciohoz, ezért a hph kazetta
véletlenszer( poziciokban épiilt be a gomba genomjaba.

igy 1étrehoztunk egy olyan génmegszakit6 konstrukciét SON-PCR segitségével, amelyben a
hph kazettdt a kordbbind joval nagyobb nitrilaz szekvenciak hataroljak. (A SON-PCR-rel
meghatarozott teljes nitrilaz gén szekvencidéd az EMBL adatbankban helyeztik el, génbanki
szama: DQ534528.)

A transzformécidt kovetben a helyspecifikus rekombinacio megtorténtét PCR-rel
ellendriztik, és egyetlen transzformans esetében sikerilt igazolnunk. Annak ellenére, hogy anitrilaz
fehérje gombdkban betdltott funkcigjardl semmilyen informacioval nem rendelkeziink, csak
feltételezhetjik, hogy a feromonérésben lehet szerepe, célszerlinek tartottuk megvizsgdni a mutans
viselkedését pérositasi kisérletben az FGSC 7600 (MAT1-1) torzzsel.

Sargarépas csészéken a Anit29-es mutans és a vad tipus kozott nbvekedésbeli kil onbséget
tapasztaltunk. A mutans torzs sargarépas taptalgjon szokatlan, sotétkék szinanyagot termelt, és a
vad tipushoz képest gyengébben névekedett.

A ket torzs (a vad tipus és a Anit29) teszt-torzzsel (FGSC 7600) valo keresztezése soran
azonban nem tapasztaltunk jelentds eltérést, a mutans him és ndi partnerként is funkcidképes volt.
Egyetlen kilonbséget a termdtestek érési idejében tapasztaltunk, és akkor is csak abban az esetben,
amikor a nitrildz muténs him partnerként szerepelt a parositési kisérletekben. Ekkor a keresztezést
kovetd 14. napon mar érett peritéeciumokat detektaltunk. Ezzel szemben, a kontrollkeresztezésben
(FGSC 7600+ — FGSC 7603>) csak a 19. napon figyelhettilk meg az elsd érett termdtesteket és
aszkosporakat.
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Megvizsgatuk a nitrilaz mutéans vad tipushoz viszonyitott ndvekedési intenzitasat kil 6nbdzd
nitrogénforrasokon. 1 g/l koncentraciéban ammonium-tartarétot és 0,2 g/l koncentréacidban adenint
tartalmazo minima (MM) csészéken ndvesztve a mutans torzs szinanyagot termelt, amelyet a vad
tipus esetében nem tapasztaltunk, bar ndvekedés intenzitasukban nem volt szamottevd kildnbség.
Ezzel szemben, 0,5 g/l koncentracidban natrium-nitrittel kiegészitett MM csészéken a vad tipus
novekedésében elmaradt a mutanshoz képest, és korvonalai hatérozottabbak voltak. Natrium-
nitratos cseszéken nem tapasztaltunk eltérést, mig 20 g/l kalium-kloratot tartalmazo téptalgjon avad

tipushoz képest kiemelkedd volt a nitrildz mutans ndvekedési intenzitasa.

Uj tudomanyos er edmények

1. Higromicin foszfotranszferaz (hph) kazettat tartalmazo kiiitd konstrukcioval AFVMAT1-2-1
null-mutans térzseket hoztunk létre. A mutansok semmiféle morfologiai 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 kilénbsegek kimutatasara
differencid hibridizaciot vegeztiink, és 226 cDNS klont azonositottunk, amelyek a MAT1-
2-1 transzkripciés faktor altal befolyasolt génekrdl szarmazhattak.

3. A mutans ttrzsben, illetve vad tipusban felll-reguldddott szekvencidkat funkciondlis
csoportokba soroltuk, ezaltal korvonaaztuk a MAT gén inaktivAldsdval bekovetkezd
véltozasokat.

4. A legerdsebb redundanciat mutatdé klon (a nitrildz) MAT1-2-1 génnel valo kapcsolatanak
feltarasara Anit29 nitrildz null-mutans torzset hoztunk |étre transzformécidval. Vizsgal atokat
inditottunk a nitrilaz gén szabdlyozasanak és az dtala kodolt fehérje funkcidjdnak

megismerésere.

K Ovetkeztetések ésjavasatok

A MAT transzkripcios faktorok sejttipus specifikus gének expresszigjara gyakorolt hatasanak
vizsgdlatara a F. verticillioides FGSC 7603 torzsbdl iranyitott génkiltéssel AFVMAT1-2-1 null-
muténsokat hoztunk létre. A vad tipusi és mutans torzsek expressziés mintazatdban megnyilvanulé
kilonbségek kimutatésara kezdetben cDNS-AFLP moddszert haszndltunk. A jelintenzitasbeli
klldnbségek val 6disagat Northern hibridizacioval probéltuk adtédmasztani, majd a cDNS-AFLP-bal

A A s A

cDNS fragmentumokhoz hibridizaltattuk.
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Annak ellenére, hogy a CcDNS-AFLP-vel kapott eredményeinket nem sikeriilt
visszaigazolnunk, egyes gének (mint a higromicin foszfotranszferazt kddol6 gén, amely kizérdlag a
mutans torzsben expresszalddott) megjelenése arra utal, hogy jo Gton indultunk el. Az dtalunk
azonositott EcoRI-GC/Msel-AG1 klén a S pombe cullin-1 homologjaval 44%-os hasonl 6sagot
mutatott. Ez a fehérje az SCF ubikvitin ligaz komplex része. A MAT transzkripcids faktoroknak az
ubikvitinek kézremiOkoddésevel lezajld fehérje degradacios folyamatokra gyakorolt hatését Lee és
munkatérsai (2006) is leirtak F. graminearumban.

Az cDNS-AFLP klénok vizsgdlatdval egy iddben a MAT transzkripcids faktorok
célgénjeinek azonositasara differencid hibridizécids kisérleteket inditottunk, amelyhez 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 klonjaibol készitett radioaktiv
probakkal. A differencid hibridizalassal kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a MAT1-2-1 gén
iranyitott megszakitasa a sgjthiologia egészen etérd terlletein mOkodd gének transzkripcidjara
gyakorol hatést. A klénok 58%-a a vad tipusban, 42%-uk pedig a mutansban mutatott erdteljesebb
expressziot, ami arra utal, hogy a célgén funkcigjatdl fuggben a MAT1-2-1 génnek pozitiv és
negativ szabdlyoz6 szerepe is lehet. Hasonlé expressziés mintézatot kaptak Guldener és
munkatarsai (2006) kildnb6zo tenyésztési korlilmeényeket hasznalva F. graminearum , microarray”
Kisérletben.

Annak ellenére, hogy a génfunkciokat még nem vizsgatuk, néhdny klon, amelynek
transzkripcios szintje a FVMAT1-2-1 gén megszakitasat kovetden nagymértékben csokkent,
mindenképpen emlitést érdemel.

A nitrilaz fehérjét kodolé fragmentumokat kivételesen nagy szdmban azonositottuk a
AFVMAT1-2-1/15 mutansban gyengébben expresszal ddott klonok kdzott, tovabba a muténs és avad
tipus kozott igen jelentds transzkripciobeli eltérést tapasztaltunk. A nitrilazok egyik alcsaladjét
alkotd enzimekrdl ismeretes, hogy jelmolekulak bioszintézisében vesznek részt (Brenner 2002).
Arrél azonban nem rendelkeziink informacioval, hogy mi lehet a nitrild&zok ezen tipusanak
gombékban betdltott szerepe. N-acetiltranszferdz aktivitdsuknak kdszonhetben elvben részt
vehetnek olyan lipofil addicioban, ami az érett feromon el 6allitdsdhoz sziikséges a gombakban.

Az egyik mutansban gyengébb expressziot mutato klon egy hosszabb részletét tartalmazza a
carO génnek, amelyet a kozelmiltban irtak le a F. verticillioides rokondban, a Fusarium
fujikuroiban (Prado et a. 2004). A CarO fehérje az opszinok csalédjaba tartozik. Az opszinok
membran fotoreceptorok, amelyek nélkildzhetetlenek az algak (Ridge 2002) és az alatok (Menon
et a. 2001) féenyérzékelésében. A fonalas gombék igénylik a fényt a parosodashoz és az ivaros

morfogenezishez, ezen kivill az ivartalan sporak képzddése is fényfliggd a legtdbb gomba esetében.
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A CarO fehérje gombdék bioldgiai folyamataiban betdltétt szerepének megismerése azonban tovabbi
vizsgélatokat igényel.

Mas géneket is azonositottunk a AFVMAT1-2-1 mutansban alul-reguldodott klonok kozott
(pl. Magnaporthe grisea WC-2 fehérjét kddolo gén), amelyek szintén fény dtal szabdyozott
folyamatokban vehetnek részt. A WC-2 fehérje a WC-1-gyel alkotja az Ugynevezett ,,white collar
complex”-et (WCC). A WCC egy transzkripcios faktor, amely kék fény-fliggd folyamatokat
kozvetit N. crassaban, mint amilyen a karotenogenezis, a konidiumképzddés vagy az ivaros
strukturak fototropizmusa (Linden et a. 1997). Egy masik klon a cal cium/calmodulin-fliggd protein
kindzzal (CAMK-1) adott jelentds homologidt. A WCC és a CAMK-1 kdz6tt egy bonyolult, sokrétQ
kolcsonhatas all fenn. A WCC aktivélja a 24 6rés biologiai ritmusért felel6s fehérjét (FRQ) kodolo
gén transzkripcigjat. Ez a fehérje szilkkségszerlien gatolja az frq atirodasét, pozitiv visszacsatol ast
val6sitva meg a WC fehérjék szintjén (Lee et a. 2000). A napszakos biol6giai ritmus fenntartésat
transzl &ciot kovetd mechanizmusok (pl. foszforilalas) is segitik. Az FRQ foszforildését elsdsorban
a CAMK-1 végzi, amelynek expresszijét pedig (eredmeényeink szerint) a MAT1-2-1 transzkripcios
faktor szabdlyozza.

Egy sgtciklust gétlo, illetve egy endogén bioldgiai 6ra dtal szabayozott fehérjével (CCG-6)
hasonl6sagot mutatd klén expresszidja a muténsban kisebb mértékd volt, mint a vad tipusban. A
Cryptococcus neoformans egyik sejtciklust gétld fehérjéérdl ismeretes, hogy egy feromonokkal
Osszefliggésben 1évd fehérje hatasa alatt dl, mig a N. crassa CCG-6 fehérjéje a biolégiai ritmus 24
Oras szabalyozasaban t6lt be fontos szerepet (Bell-Pedersen et al. 1996). A mutans torzsben szintén
gyengébben megnyilvanulé esdC (,,essential for sexual development C”) homolégrdl tudjuk, hogy
az Aspergillus nidulans ivaros szaporodasahoz nél kil 6zhetetlen (Nowrousian et al. 2005).

A kozelmaltban két cikk jelent meg hasonlé témakorben. Az egyikben Nowrousian és
munkatarsai (2005) ivaros szaporodasban résztvevd geének azonositasara Sordaria macrospora
fejlddésbeli mutansainak gen expresszios mintazatét hasonlitottak dssze a vad tipussal. EQy méasik
tanulmanyban (Lee et a. 2006) a G. zeae (F. graminearum) egyik AMAT1-2 delécids mutansaban
alul-reguldodott géneket hatéroztak meg a novekedés stadium azon részében, amikor a vad
tipusban bdseges peritécium-képzodes zgl ott.

A harom munka (beleértve a miénket is) részben atfedd eredményeket tartalmaz, ami nem
meglepd, hiszen a valtozasok minden esetben a gombak ivaros fejl6dési szakaszét érintették.

A két kordbbi tanulmény azt a fiziol6giai dlapotot vizsgdta, amikor az ivaros fejlodés
motorja éppen beindul. Ezzel szemben mi a MAT1-2-1 gén szabalyozé hatasadnak alaposabb
megismerésére koncentrdtunk azaltal, hogy a MAT géntermék vegetativ ndvekedés soran betdltott

szerepét probaltuk nyomon kovetni a novekedés korai stadiumaban. Elképzelésiink szerint a
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miénkhez hasonlé megkozelités segithet megérteni a kongtitutivan atirédd parosodasi tipus gének
szerepét a vegetativ fejl6dés szakaszéban, illetve a csak ivartalanul szaporodd gombakban.

A fent emlitett kilonbségek ellenére néhany gén egyarant eldéfordult a mi munkankban és
egyik vagy méasik, el6bb emlitett kisérletben is. Ezen klonok kozil néhanyan feltehetben részesel az
ivaros folyamatoknak (pl. opszin, MAP kinaz, esdC), de a tdbbi szekvenciaval kapcsolatban nem
ismerlink olyan irodalmi adatot, ami al&amasztané hasonl 6 funkciojukat.

Mivel a feromon prekurzor és a feromon receptor gének a MAT1-2-1 transzkripcios faktor
igazolt célpontjai, kisérleteink kezdetén mi magunk is feltételeztik, hogy e gének fragmentumait
megtaldljuk majd a mutansban alul-reguld édott klénok kodzott. 1lyen jellegl szekvenciakat azonban
nem sikerult azonositanunk, mint ahogyan L eenek és munkatérsainak (2006) sem a G. zeae MAT1-2
hidnymutanssal végzett kisérletiikben.

A feromon prekurzor és a feromon receptor gének hianya a vad tipusban szignifikénsan
erGsebb intenzitast mutatd klénok kozott azzal magyardzzuk, hogy ezek a gének a nbvekedés
kezdeti stadiumaban még nem mikddnek olyan intenzitéssal, hogy transzkriptumaik jol észlelhetdk
legyenek, illetve oka lehet ajelenségnek még a parosodashoz szilkseges partner hianyais.

A legigéretesebb cDNS kldnok, amelyek redundansan fordultak el és/vagy erds expressziot
mutatnak a vad tipusban, a feromon — feromon-receptor bioszintézissel vagy akar a fény atal
indukalt sejtbiologiai valtozasokkal hozhatok kapcsolatba, mindenképpen megérik a kitlntetett
figyelmet. Ezek a gének minden val6szin(ség szerint kozvetve vagy kozvetlentl részt vesznek az
ivaros folyamatokban. Erdemes lenne megvizsgélni (mint ahogy ezt elkezdtilk a nitrilaz esetében):
milyen kovetkezményekkel jérhat ezen gének Kiiktatdsa a gomba ivaros szaporodasara,
morfogenetikai valtozasaira nézve. Vagy akér olyan funkcidk is felderithetbk, amelyek valaszt
adnanak arra a kérdésre, hogy miért nem tint e a MAT gén azokbdl a gombakbdl, amelyek a
legjobb tudoméasunk szerint nem élnek az ivaros reprodukci6 lehetdségével.
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