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1. Bevezetés és célkitiizés

A F. verticillioides a kukorica vilagszerte elterjedt kérokozoja, amely a szar- és csé
penészedéssel hozhato 6sszefliggésbe, palantdkon gyokérrothadést képes eldidézni. Laboratdriumi
kortilmények kozott konnyen tenyészthetd fonalas gomba, amely alkalmas modellorganizmus a
molekularis genetikai, gomba fiziologiai és gomba-névény kapcsolatok vizsgalatara is. A F.
verticillioides szamos szekunder metabolitot termel, amelyek koziil a legjelentésebbek a
fumonizinek, amelyek koziil a fumonizin B1 (FB1) és fumonizn B2 (FB2) fordul ¢l6 a legnagyobb
mennyiségben (Blacutt és munkatarsai, 2018). A fumonizinek szennyezhetik mind az allati
takarmanyokat, mind az emberi fogyasztasra szant ¢lelmiszereket (Logrieco és munkatarsai, 2002;
Covarelli és munkatarsai, 2012).

A gombdk az Oket ér0 oxidativ stresszre kiilonb6zé védelmi mechanizmusok révén
reagalnak, amelyeket kiilonboz6 jelatviteli utvonalak medialnak. Elesztékben a kiilsé ingerekre
foleg mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) szigndltranszdukcids utvonalak aktivalodnak,
amelyek evoluciosan konzervaltan megtalalhatéak a fonalas gombakban is. A stresszt specifikus
receptorok érzékelik, amik koézvetve mas fehérjéken keresztiil, vagy kozvetleniil aktivaljak a
foszforilacios kaszkadot. A kaszkad utols6 elemeként a transzkripcios faktorokon keresztiil alakul
ki a stresszvalasz génszintli szabalyozasa (Alonso-Monge és munkatarsai, 2009; Hong és
munkatarsai, 2013a). A MAPK szingaltranszdukcidés utvonalakat mar szamos gombafajban
leirtak, legismertebb képvisel6jiik a Schizosaccharomyces pombe stresszérzékeny MAPK Styl,
amelyet tobbféle stressz aktival, igy tobbek kozott a hésokk, oxidativ és ozmotikus stressz,
sugarzas, DNS karosodas, nehézfémek altal kivaltott stressz, valamint az éhezés (Degols és
munkatarsai, 1996; Degols és Russell, 1997; Soto és munkatérsai, 2002; Toone és munkatarsai,
1998). A foszforilaciot kovetden a Styl a sejtmagba transzlokalodik, ahol foszforilalja a bZIP
tipusu Atfl-et és mas transzkripcios faktorokat, amelyek végiil a génexpresszios valtozasokat
szabalyozzék (Gaits és munkatarsai, 1998; Gaits és Russel, 1999; Lawrence és munkatarsai, 2007).

A CREB/ATF fehérjecsaladba tartozd bZIP tipust transzkripcios faktorok szerkezete
(bazikus motivum a DNS kotd régidban, illetve leucin zipzar a dimerizacidhoz), valamint
szabalyozé mechanizmusai nagymértékben konzervaltak az é€lesztokben és fonalas gombakban.
Az egyik legjobban jellemzett bZIP tanszkripcids faktor a Schizosaccharomyces pombe Atfl
fehérje, amely a human ATF2 homoldgja. Az Atfl célgénjei kozott szdmos kornyezeti
stresszvalasz gén is megtalalhato (Chen és munkatarsai, 2003; Yaakoub €s munkatarsai, 2022). Az
Atfl bZIP tipust transzkripcids faktor szamos ortologjanak funkcigjat tanulmanyoztdk mar

kiilonb6z6 fonalas gombafajokban (Leiter és munkatarsai, 2021).
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A globalis felmelegedés eredményeként a megemelkedett homérséklet, megvaltozott
csapadékeloszlas, az aszalyok idOszakos abiotikus stresszt valtanak ki a mezbégazdasagi
haszonnovényekben, igy a kukoricaban is. Ezek a koriilmények kedveznek a mikotoxinogén
gombak, igy a F. verticillioides el6éretorésének, amelynek kovetkeztében varhatoan a kovetkezo
években jelentés mezégazdasagi veszteségeket fog okozni Kelet- és Eszak-Europaban, igy
hazankban is (Medina és munkatarsai, 2017; Gagkaeva és Yli-Mattila, 2020). A F. verticillioides
abiotikus és biotikus stresszre adott valaszanak, valamint a szekunder metabolitok, igy a
fuminizinek bioszintézisének mélyebb megértése segitséget nyujthat a jovoben a F. verticillioides
elleni védekezésben.

A MAPK utvonalakon keresztiil aktivalodo transzkripcios faktorok koordinaljak a
célgének, igy az antioxidans enzimek, valamint a szekunder metabolitok bioszintézisében
résztvevé gének expresszidjanak szintjét, valamint idejét, igy szabalyozva a metabolikus
folyamatokat és a sejszintii stresszvalaszt. Aspergillusokban az antioxidans enzimek jelentik az
oxidativ stressz elleni elsddleges védelmi vonalat, mig a szekunder metabolitok a masodlagos
védelmi vonalba tartoznak (Reverberi és munkatarsai, 2006; Hong és munkatarsai, 2013b).

Kutatomunkank soran szerettiik volna jobban megérteni a Styl MAPK altal aktivalt S.
pombe Atfl ortolog F. verticillioides FvAtfA bZIP tipusu transzkripcios faktort kodold FvatfA,
tovabba a mitokondrialis mangan-szuperoxid dizmutaz (MnSOD) enzimet kodolé FvmnSOD
gének szerepét a gomba ndvekedésében, stressz érzékenységében és szekunder metabolitok

termelésében.

Kutatdmunkank célkitiizései a kovetkez6ek voltak:

1. Az FvatfA gén azonositésa in silico modszerek segitségével F. verticillioidesben.

2. A AFvatfA delécios mutans létrehozasa double joint PCR és protoplaszalasos
transzformalas segitségével, valamint a nullmutdns komplementalasa a vad tipusu

FvatfA génnel.

3. Az FvatfA gén szerepének megallapitasa kiilonos tekintettel:
- vegetativ novekedésben és sporulacioban, tovabba a sporak életképességében
és méretében;
- azinvaziv novekedésben és aszexualis szaporodasban;

- abiotikus (ozmotikus, oxidativ, nehézfém, sejtfal) stresszérzékenységhben;
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szekunder metabolitok, igy a fumonizinek, bikaverin és karotinoidok

termelésében;

Az FvmnSOD gén azonositasa in silico modszerek segitségével F. verticillioidesben.

A AFvmnSOD delécios mutans létrehozasa double joint PCR és protoplaszéalasos

transzformalas segitségével, valamint a nullmutans komplementéalasa a vad tipusu

FvmnSOD génnel.

Az FvmnSOD gén szerepének megallapitasa kiilonds tekintettel:

vegetativ novekedésben;

az invaziv ndvekedésben €s a szexualis szaporodasban;

abiotikus (ozmotikus, oxidativ, nehézfém, sejtfal) stresszérzékenységben,
valamint a PAF altal kivaltott apoptozisban;

a fumonizinek termelésében;

crer
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2. lrodalmi attekintés

2.1. A Fusarium verticillioides bemutatasa

A Fusarium nemzetség az Ascomycota torzs Sordariomycetes osztalyaba, azon beliil a
Hypocreales rend Nectriaceae gombacsaladba tartozik; a teleomorf alakok legtobbjét a Gibberella
nemzetségbe soroljak, a fajok kisebb csoportja a Hemanectria és Albonectria nemzetségbe
sorolhato (Moretti, 2009). A Fusarium nemzetséget legkevesebb 300, filogenetikailag elkiiloniilt
faj, 20 faj-komplexum és kilenc monotipusos vonal (lineage) alkotja (O’Donnell és munkatarsai,
2015).

A F. verticillioides (teleomorf Gibberella moniliformis) a Fusarium fujikuroi
fajkomplexum (FFSC) tagja. Az FFSC monofiletikus csoport, amelybe kozel 40 morfologiailag
eltérd fajt sorolnak (O’Donnell és munkatarsai, 2000). Az FFSC amerikai, afrikai és azsiai
kladokra oszthatd, a F. verticillioides az afrikai klad része (Kvas és munkatarsai, 2009).

A F. verticillioides a kukorica vilagszerte elterjedt korokozoja, amely szar- és csé
penészedéssel hozhatdé 0Osszefliggésbe, palantakon gyokérrothadast képes eldidézni. A
F. verticillioides képes a talajt kolonizalni, azonban a talajban talalhatd6 Fusarium kozosség
kevesebb, mint 10%-at alkotja, igy elmondhatd, hogy nem kompetitiv mas fajokhoz képest
(Skoglund és Brown, 1988). A megmaraddé novényi részeket gyakrabban kolonizalja: Cotten és
Munkvold (1998) kimutattak, hogy az aratds utan a talaj felett hagyott, vagy eldsott
szarmaradvanyokon 630 napig életképes marad. Igy elmondhatd, hogy a talaj felszinén
hatramarad6 ndvényi részek nem csak az inokulum képzddése szempontjabol fontosak, hanem a
gomba hosszatava életben maradasat is szolgéljak (1. abra F rész).

A F. verticillioides legtobbszor két modon kolonizalja a gazdaszervezetet, szisztémasan a
magbdl vagy a novényen keletkezett sebeken keresztiill (Oren €s munkatarsai, 2003). A
Fusariummal fert6zott talajban csirazé magvakon erdteljes gyokér és palantarothadas figyelhetd
meg (1. abra A rész), habar egyes esetekben tiinetmentes endofiton fertdzés is kialakulhat (1. abra
B rész). Az eurdpai kukoricamoly (Ostrinia nubilalis) és az amerikai kukoricabogar (Diabrotica
virgifera virgifera) taplalkozasa soran sebeket ejt a kukorica szaran és a csdveken, amelyek
lehetdséget biztositanak a fertdzésre. Szaraz koriilmények kozott a kukoricabajusz megjelenése
el6tt a szaron keletkez6 mechanikus sériilések vagy rovarragas nyoman szarrothadas alakul ki (1.
abra C rész), ennek kovetkeztében tovabbi inokulum keletkezik, amelyet a rovarok tovabb

terjeszthetnek. A kifejlodott kukoricamoly petéit a kukorica levelének fonakara helyezi le, a kikeld
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1. abra A kukorica életciklusahoz kotott, lehetséges fertdzési modok és betegségek (Az abra részletes leirdsa a
torzsszovegben talalhato; Blacutt és munkatarsai, 2018)

larvak pedig a levél és szar szovetein taplalkoznak, mieldtt bebabozddnak, parosodnak, s az ujabb
generacid petéit helyezik le. A kikel6 mdasodik generdcid a szér, cs6 és a levél szoveteibdl
taplalkozik (1. abra E rész), atvihet gomba-képleteket, s ezzel szar és csOrothadast idéz eld
(Gilbertson €s munkatarsai, 1986; Munkvold €s munkatarsai, 1997; Sobek és Munkvold, 1999). A
kukoricabajusz megjelenése utdn a gomba a fejlddé szemeket a pollencsdévon keresztiil fertdzi
meg. Amennyiben a pollencsd atmérdje minimalis, fizikalis akadalyt hoz létre a gombaval
szemben; ezzel magyarazhat6 egyes fajtak részleges rezisztencija. A csapadékban dus i1ddjaras
kedvez a csérothadas kialakulasanak, azonban a szaraz, meleg idészakok okozta aszaly altal
kivaltott stressz hatasara a fertdzés mértéke, valamint a toxintermelés is n6é (Duncan és Howard,
2009; Munkvold, 2003).

Az FFSC tagjai szamos szekunder metabolitot termelnek: gibberellineket (Tudzynski,
2005), a vords pigment bikaverint és annak prekurzorat, a norbikaverint (Balan és munkatarsai,
1970; Kjer és munkatarsai, 1971; Linnemannstons és munkatarsai, 2002a; Bell ¢s munkatarsai,
2003), valamint szamos mikotoxint, igy moniliformint, beauvericint (Fotso és munkatarsai, 2002),
fumonizineket (Proctor és munkatarsai, 2004), fuzarinsavat (Bacon ¢s munkatéarsai. 1996),

valamint fuzarin C-t (Song és munkatarsai, 2004).
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2.1.1. A F. verticillioides altal termelt szekunder metabolitok

2.1.1.1. A fumonizinek jellemz6i — bioszintézisiik

A fumonizinek az élelmiszereket ¢és allati takarmanyokat szennyezd mikotoxinok,
amelyeket az 1980-as években fedeztek fel dél-afrikai kutatok (Bezuidenhout és munkatarsai,
1988; Marasas ¢és munkatarsai, 1988). A fumonizin B1 kémiai szerkezetét (2. abra) Laurent és
munkatarsai publikaltdk (1989 és 1990). A fumonizinek a poliketidek kozé tartozo toxinok, a
molekuldk alapvaza 19 vagy 20 szénatombol all, amikhez amin, hidroxil, metil és trikarboxilinsav
oldallancok kapcsolodhatnak. Ezidaig 15 fumonizin homolog molekulat irtak le, amelyek a
fumonizin A, B, C és P csoportokba sorolhatéak be (Braun és Wink, 2018; Musser ¢s Plattner,
1997). A legnagyobb mennyiségben a fumonizin Bl fordul el6 (Nelson és munkatarsai, 1993,
Rheeder ¢s munkatarsai, 2002).

O.__OH
20k
0 OH OH OH

5m0”
@]
o O OH

2. abra A fumonizin B1 kémiai szerkezete

A fumonizinek lovakban agylagyulashoz hasonlo tiinetegyiittest okoznak: étvagytalansag,
izgatottsag, ataxia, depresszio, végiil elhullas. A betegséget Butler mar 1902-ben leirta, aki a
leucoencephalomalacia (ELEM) nevet adta a tiinetegyiittesnek. Késobbi kisérletek soran mas
allatfajokban is megfigyelték a fumonizinek hatdsat, igy ragcsalokban majrakot, mig disznokban
tiidéodémat okozott (Gelderblom és munkatarsai, 1991; Osweiler és munkatarsai, 1992). Ezen
kiviil aggodalomra adhat okot Kina ¢s Dél-Afrika egyes teriiletein megfigyelt nyeldcsorakos
esetek szamanak emelkedése. A FB1 szintje ezeken a terilileteken a szennyezett kukoricdban elérte
a 155,000 pg/kg értéket (Chu és Li, 1994; Yoshizawa és munkatarsai, 1994; Isaacson, 2005).
Sadler és munkatarsai (2002) megallapitottdk, hogy a FBI1 képes gatolni az embrionalis
szfingolipid szintézisét, a folsav transzportjat, valamint 6sszefliggésbe hozhato a veldcsdzarodasi
rendellenességekkel is. A fumonizinek kivalasztodhatnak az anyatejbe is (Magoha és munkatarsai,
2014), valamint fogyasztasuk novekedési zavarokat okoz gyermekekben (Kimanya ¢é&s

munkatarsai, 2010; Chen és munkatarsai, 2018).
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A fumonizinek kémiai szerkezete nagyon hasonld a szfingolipidek alapvazaul szolgalo
szfingozinhez ¢és szfinganinhoz. Ebbdl kifolyolag a FB1 kompetitiven gatolja a szfingolipidek
metabolizmusaban szerepet jatszo kulcsenzimet, a ceramid szintazt. A ceramid szintdz gatlasaval
a ceramid és szfingolipidek de novo bioszintézise lecsokken, tovabba a szfingozin ijrahasznositasa
is gatoltta valik, a felborult szfingolipid metabolizmussal magyarazhaté az FB1 neurotoxicitasa
(Domijan, 2012).

A fumonizinek bioszintéziséért felelds gének klaszterbe csoportosulnak, amelynek mérete
koriilbeliil 42,5 kb (Proctor €s munkatarsai, 2003, Proctor és munkatérsai, 2013). A génklaszteren
beliil 17 gén kiiloniil el (3. dbra). A génklaszter els6 azonositott génje, a fum1? egy I. tipusu iterativ
poliketid szintazt kodol (ketoacil szintdz, malonil-CoA:ACP transzacilaz, dehidrataz, C-
metiltranszferaz, enoil reduktaz, ketoreduktaz, ,,acil carrier” doméneket tartalmaz). A fuml gén
delécigja esetén a deléciés mutans nem termelt kimutathatdé mennyiségli fumonizint, ezzel is
igazolva a Fumlp szerepét a fumonizinek bioszintézisében (Proctor és munkatarsai, 1999). A
FUM klaszteren talalhato tovabbi géneket és az altaluk kodolt fehérjék funkcidit az 1. tdblazat

tartalmazza.

DMHEH R X THIME HIHEHARMIE MR AN —EHE)

3. abra A fumonizinek termeléséért felelés FUM génklaszter felépitése. A nyilak az atiras iranyat jelzik (Wiemann
és munkatarsai, 2013)

A Dbioszintézis elsé 1épésében egy acetil-CoA ¢és nyolc malonil-CoA molekulabol a Fumlp
poliketid szintaz létrehozza a molekula linearis alapvazat, amely terminalis karboxil-csoportjahoz
két metil-csoport kapcsolodik (Proctor és munkatarsai, 1999). Ezt kovetéen a Fum8p a-oxoamin
allo fumonizin alapvazat (Proctor és munkatdrsai, 2008). A bioszintézis harmadik 1épésében a
Fum6p citokrom P450 monooxigenaz katalizalja a C-14 és C-15 szénatomok hidroxilacidjat (Seo
¢s munkatarsai, 2001). A bioszintézis kovetkez6 1épésében a Fum13p dehidrogenaz redukalja a C-
3 karbonil-csoportjat hidroxil-csoportta (Butchko és munkatarsai, 2003a). Ezt kovetéen a Fum2p
citokrom P450 monoxigendz hidroxildlja az alapvaz C-10 szénatomjat (Proctor és munkatarsai,

crer

Fum14p fehérje katalizélja (Zaleta-Rivera és munkatarsai, 2006). A bioszintézis utolso 1épésében

! Disszertaciomban a gének és fehérjék elnevezéséhez az Aspergillus nidulans esetében hasznalt nomenklatirat
alkalmaztam.
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a Fum3p dioxigendz hidroxildlja a C-5 szénatomot, ezzel 1étrehozva a fumonizin Bl-et és B2-t

(Butchko és munkatarsai, 2003b).

A fumonizinek bioszintézise transzkripcids szinten tobb utvonalon keresztiil szabdlyozott,

azonban ezen Utvonalak atfedése még nem teljesen tisztazott (Woloshuk és Shim, 2013). A FUM

1. tablazat A FUM génklaszteren talalhato gének és azok funkcidja (Alexander és munkatarsai, 2009)

Gén Funkcié Deléciés mutans fumonizin profilja
fum21 Zn(11)2Cys6 cinkujj transzkripcios faktor nincs fumonizin termelés
fuml poliketid szintaz nincs fumonizin termelés
fum6 citokrom P450 monooxigenaz és reduktaz nincs fumonizin termelés
fum? dehidrogenaz tetradehidro-FB
fum8 a-0X0amin szintaz nincs fumonizin termelés
fum3 dioxigenaz csak FB3 és FB4
fum10 acyl-CoA szintetaz hidrolizalt FB3 és hidrolizalt FB4
. . FB1, FB2, FB3, FB4, részben hidrolizalt
fumi1l trikarboxilinsav transzporter .
fumonizin B1-4
fum2 citokrom P450 monooxigenaz csak FB2 és FB4
fum20 ismeretlen ismeretlen
fum13 dehidrogenaz 3-keto FB3 és 3-keto FB4
fum14 nonrlbosgomahs pep’tl.d’ szmtet’az (peptidil hidrolizalt FB3 és FB4
¢s kondenzacidés domén)
fumi15 citokrém P450 monooxigenaz nincs hatas
fum16 acyl-CoA szintetaz nincs hatas
fuml17 ceramid szintaz nincs hatas
fum18 ceramid szintaz nincs hatas
fum19 ABC transzporter emelkedett FB1:FB3 arany

klaszteren kodolt Zn(I[)2Cys6 cinkujj transzkripcios

faktor részt vesz a génklaszter

expresszidjanak szabalyozasdban (Brown és munkatarsai, 2007). A Afum21 delécios torzsben a
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fum1 és fum8 gének transzkripcios szintjét vizsgalva, a fumonizinek termelését indukald GY AM?
taptalajbol szdrmazd kettd-, négy- €s hatnapos tenyészetek RNS mintdit vizsgalva Brown és
munkatarsai (2007) azt az eredményt kaptak, hogy a kétnapos tenyészetekben a fuml és fum8
gének expresszioja alacsony szinten detektalhatd volt, azonban négy- és hatnapos tenyészetekben
nem volt kimutathatd ezeknek a géneknek az atirddasa. Ezen eredményekbdl arra Iehet
kovetkeztetni, hogy a ndvekedés korai szakaszaban mas transzkripcios faktorok is részt vesznek a
FUM gének aktivalasaban.

A fumonizinek termelését szamos biotikus és abiotikus kornyezeti tényez6 befolyésolja,
igy tobbek kozott a gazdandvény tipusa, a kukoricaszemek allapota, vizaktivitas, hémérséklet, pH,
tapanyag elérhetdsége (Fanelli és munkatarsai, 2013; Wu és munkatarsai, 2019; Warfield és
Gilchrist, 1999; Shim és munkatarsai, 2003; Bluhm és Woloshuk, 2005). A homérséklet és a
vizaktivitds a legfobb abiotikus tényezdk, amelyek a fumonizinek termelddését befolyasoljak.
Samapundo és munkatarsai (2005) vizsgaltdk az aw és a homérséklet hatdsdt a fumonizinek
termelésére 15-30 °C, valamint aw 0,922-0,969 tartomanyokat alkalmazva. Eredményeik azt
mutattdk, hogy a nodvekedés optimuma 30 °C-on, aw 0,969 mellett volt megfigyelhets. A
fumonizinek bioszintézisét a vizaktivitds jelentds mértékben befolyasolta, az optimum alatti
15 °C-on, aw 0,969 mellett inkubalt tenyészetek kozel azonos mennyiségili fumonizint termeltek,

mint a 30 °C-on, azonos vizaktivitas mellett ndvekedett telepek.
2.1.1.2. A bikaverin jellemzdi — bioszintézise

A bikaverin a nemredukalé poliketidek kozé tartozd vordses szinli pigment, amelyet
Kreitman és Nord izolaltak el6szor (1949) Fusarium lycopersici és F. oxysporum f. sp. vasinfectum
tenyészetekbdl, amit lycopersinnek neveztek el. Ezt kdvetden Park és Robinson F. oxysporum
oregedd tenyészeteibdl gomba vakuolizacios faktort fedezett fel (1964), majd pedig Balan és
munkatarsai F. fujikuroi tenyészetbdl allati egysejtiick novekedését gatlo vegyiiletet izolaltak,
1970-ben. Kémiai analizissel sikeriilt megallapitani, hogy mindhdrom esetben a felfedezett
vegyiiletek megegyeznek, amelyet végiil bikaverinnek neveztek el (Cornforth és munkatarsai,
1971; De Boer és munkatarsai, 1971; Kjaer és munkatarsai, 1971). Tébb Fusarium-faj képes
bikaverint termelni, mas gombékra azonban nem jellenzd ez a képesség (Chelkowski és
munkatarsai, 1992; Giordano ¢és munkatarsai, 1999; Schumacher és munkatarsai, 2013).
Kémiailag a bikaverin egy kilenc acetil egységbdl felépiild, tetraciklusos benzoxanton szerkezetii

poliketid, melynek kémiai neve 6, 11-dihidroxi-3, 8-dimetoxi-1-metil-benzo-xanthein-7, 10, 12-

2 A fumonizinek termelését indukalo GYAM taptalaj Osszetétele a kovetkez6: 0,24 M gliikoz, 0,05% élesztd kivonat, 8 mM L-
aszparagin, 5 mM almasav, 1,7 mM NacCl, 4,4 mM Kz2HPO4, 2 mM MgSOsg, és 8,8 mM CaClz; pH 3,0)
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trion (Barton és munkatarsai, 1975; Cornforth és munkatarsai, 1971; De Boer és munkatarsai,
1971; Kjeer és munkatarsai, 1971; Wiemann és munkatarsai, 2009).

A bikaverin szintézis kulcsemzime egy poliketid szintaz (PKS), az ezt kodoloé gént (pks4,
amelyet késobb bikl-nek neveztek at) Linnemannsténs és munkatarsai azonositottak (2002a) F.
fujikuroiban. A pks4 gén delécidja esetén nem termel6dott bikaverin a delécids mutansban,
amelyet E. coli sejtekben torténé heterolog expresszios kisérletek is alatamasztottak
(Linnemannstons ¢és munkatéarsai, 2002a; Ma ¢és munkatarsai, 2007). A Bikl enzim I. tipust
poliketid szintaz (Cox és Simpson, 2009), amely B-ketoacil szintaz, aciltranszferaz, ,,acil carrier”,
foszfopantein-koto és tioészteraz domént tartalmaz. A bikl gén el6tt elhelyezkedd koriilbeliil
15 kb hosszusagi szakasz szekvencia analizisével 6t tovabbi, a bikaverin bioszintézisében
résztvevo 01j gént azonositottak. Ezek a kovetkezék: FAD-dependens monooxigenaz (bik2), O-
metil transzferaz (bik3), NmrA-szerii szabalyozo fehérje (bik4), Gal4 bZIP tipusu transzkripcios
faktor, amely Zn(I1).Cyse DNS kot6 domént tartalmaz (bik5) és egy MFS (,,major facilitator
superfamily”) tipusu transzporter (bik6) (4 .abra). Az 6t gén célzott génmegszakitasa megerdsitette
a bikaverin szintézisében jatszott szerepiiket. A Abikl, Abik2 és Abik3 géndelécids mutansok
elveszitették a pigmenttermeld képességiiket, mig a Abik4 €és Abik5 delécids mutansok 5%, illetve
100x kevesebb bikaverint termeltek, mint a vad tipust torzs. A Abik6 delécidos mutans

szignifikdnsan kisebb mennyiségben termelt bikaverint (Wiemann és munkatarsai, 2009).

bik6 bik6  bik4  bik3  bik2 bik1
« > —— > >
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4. abra A bikaverin bioszintéziséért felelds BIK génklaszter F. fujikuroiban. A nyilak a transzkripcid iranyat
mutatjak, a fehér savok pedig az intronokat jelolik (Wiemann és munkatarsai, 2009).

A bikaverin bioszintézisének elsé 1épésében F. fujikuroiban egy egység acetil-CoA és
nyolc egység malonil-CoA-bol pre-bikaverin keletkezik, melyet a Bikl poliketid szintaz
kondenzal (5. dbra). A Bik2 a pre-bikaverin molekula oxidaciojaval oxo-pre-bikaverint hoz létre,
amelyet a Bik3 metiltranszferaz metilal, igy me-oxo-pre-bikaverin keletkezik. Ezt az intermediert
a Bik2 enzim hidroxilalja, igy norbikaverint hozva létre, amelyet metilalva (Bik3) bikaverin
képzddik (Arndt és munkatarsai, 2015). A koztitermék oxo-pre-bikaverin hidroxilacidjaval dinor-
bikaverin johet létre (Bik2), amely metildlod4saval norbikaverin keletkezhet (Bik3) (Lebeau és

munkatarsai, 2019).
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A bikaverin termelésének génszintli szabalyozasaban a BIK klaszteren talalhato bik4 és bik5 gének
is részt vesznek. A Bik4 fehérje hasonlosagot mutat az A. nidulans NmrA szabalyozo fehérjéjéhez,
amely az AreA transzkripcios faktorral egyiitt részt vesz a nitrogén éhezés szabalyozéasiban
(Schonig és munkatarsai, 2008). A bik4 gén delécidja drasztikus csokkenést okozott a bikl, bik2
¢és bik3 gének expresszios szintjeiben, mig a Abik5 mutansban a bikl, bik4 és bik6 gének
expresszios szintje csokkent. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a Bik5 transzkripcids faktor a
bikl gén aktivalasan keresztiil szabalyozza a bikaverin bioszintézisét, mig a Bik4 fehérje hatasat

mas szabalyoz6 fehérjékkel kdlcsonhatasba 1épve fejezi ki (Wiemann és munkatarsai, 2009).
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5. abra A bikaverin bioszintézisének feltételezett utvonala F. fujikuroiban és F. oxysporumban (Arndt és
munkatarsai, 2015; Lebeau és munkatarsai, 2019).
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A bikaverin termelése erdsen fiigg a tenyésztési koriilményektol. A termelés szabalyozasat
részletesen F. fujikuroiban irtak le. A bikaverin termelését a nitrogén ¢hezés serkenti, a
bioszintézis mértéke nétt alacsony N/C hanyadosu taptalajok esetében (Bell és munkatarsai, 2003;
Giordano ¢és munkatarsai, 1999), amelyet alatamasztott azon megfigyelés, hogy magas
nitrogéntartalmu taptalajban a termelés represszalodott (Giordano és munkatarsai, 1999, Wiemann
¢s munkatarsai, 2009). Aktivan novekvé F. fujikuroi tenyészeteket nitrogénmentes indukald
taplevesbe atmosva Rodriguez-Ortiz és munkatéarsai (2010) a kiilonféle taptalajkomponensek
bikaverin termelésére gyakorolt hatasat vizsgaltdk. A taptalaj szénforrasa erésen befolyasolta a
termelés mennyiségét, a bikaverin szachar6z jelenlétében termelddott a legnagyobb
mennyiségben. A bikaverin bioszintézisét szintén erésen befolyasolja a tapkdzeg pH-ja (Balan és
munkatarsai, 1970; Bell és munkatarsai, 2003; Giordano és munkatarsai, 1999). Legnagyobb
mértékben kezdeti savas kémhatas mellett termelddott bikaverin, amelynek mértéke a semleges
kiindulasi kémhatas mellett csokkent annak ellenére, hogy az id6 elérehaladtaval a taptalaj pH-ja
csOkkent (Giordano és munkatarsai, 1999).

A bikaverint toxinnak tekintik (Kitagawa és munkatarsai, 1997), azonban hat4sa nagyban
eltér a kiilonb6z6 organizmusok kozott. Annak ellenére, hogy a bikaverint termel6 Fusarium fajok
elterjedt novénykorokozo, toxinogén fonalas gombak, a bikaverinnel szennyezett ételek
fogyasztasa az egészségre nem artalmas. Norred és munkatarsai (1992) kisérleteikben nem talaltak
a bikaverint genotoxikusnak. Azoban a bikaverin hatasosnak bizonyult leishmaniasist okozo
egysejtii Leishmania braziliensissel szemben (Balan ¢és munkatarsai, 1970), valamint a
feny6kartevé Bursaphelenchus xylophilus fonalféreg ellen (Kwon és munkatarsai, 2007).

A bikaverin szamos fonalas gomba novekedését is gatolja. Osman és Valadon (1984)
bikaverinnel, vagy norbikaverinnel atitatott papirkorongot helyeztek a taptalaj felszinére €s azt
talaltak, hogy a Helmintosporium oryzae, Penicillium notatum, Alternaria humicola és Aspergillus
flavus ellen hatasosnak bizonyult, mig az Aspergillus niger, Rhizopus nigricans és Fusarium fajok

novekedése bikaverin jelenlétében nem csokkent.
2.1.1.3. A karotinoidok jellemz6i — bioszintézisiik

A Kkarotinoidok olyan zsiroldékony pigmentek, amelyek a fotoszintetizald éldlények
mindegyikében fellelhetdk a cianobaktériumoktdl kezdve a magasabbrendii novényekig, azonban
szamos heterotrof mikroorganizmus, igy a gombdk (Sandmann és Misawa, 2002; Avalos és
munkatarsai, 2014) és nem fotoszintetizal6é baktériumok (Phadwal, 2005; Boronat és Rodriguez-
Concepcion; 2015) egy része is képes karotinoidokat eldallitani. Egy alifas polién lancuk van,

amely altalaban 8 alegység, konjugalt kettds kotéseket tartalmazo izoprénbdl all. Ez a molekula-
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szerkezet fényelnyeld, igy ad jellemzden vordses, sargas, vagy narancssargas szint szamos novényi
szervnek, mikroorganizmusoknak és dallatoknak egyarant. A fotoszintetizald fajokban a
karotinoidok nélkiilozhetetlenek a fényenergia gyijtésében, valamint védik a klorofillt a
fotooxidaciotol is (Domonkos ¢s munkatarsai, 2013); allatokban a retinoidok, igy a retinal és a
retinsav forrasat képezik (Blomhoff ¢és Blomhoff, 2006). Ezzel szemben a gombdkban a
karotinoidok nem jatszanak jelentds szerepet, hidnyuk nem életfontossagu (Avalos és Limon,
2015).

Fusariumokban a karotinoidok els6, részletes biokémiai elemzését Rau és Zehender (1959)
végezte Fusarium aquaeductumon: az analizis nem polaris karotinoidok és egy savas karotinoid
frakci6 jelenlétét mutatta ki. A savas frakcié nagy mértékben hasonlitott a Neurospora crassa
xantofill neurosporaxantinjara (NX) (Zalokar, 1957). A NX egy Css apokarotinoid, amelynek
kémiai elnevezése B-apo-4’-karotinsav. A NX-t ezidaig csak a Neurospora, Fusarium, Verticillium
¢s Podospora nemzetség tagjaiban mutattak ki (Aasen és Jensen; 1965; Valadon és munkatarsai,
1982; Strobel és munkatarsai, 2009). A kés6bbi évek folyaman a F. aquaeductum tovabbi
vizsgalataval az NX mellett szdmos mas karotinoidot is sikeriilt azonositani, igy a (-karotint,
neurosporént, likopént, y-karotint és torulént (Bindl és munkatarsai, 1970).

A karotinoidok bioszintézise F. fujikuroiban jol tanulmanyozott (6. abra). A Kkarotinoidok és
gibberellinek bioszintézisének elsd 1épései kdzosek F. fujikuroiban: hidroxi-metil-glutaril CoA-
bol mevalonat képzdédik, amit a HMG-CoA reduktaz enzim katalizal (Woitek és munkatarsai,
1997). Ezt a 1épést az izopentenil-difoszfat szintézise kdveti, majd szdmos kondenzacids 1épésen
keresztiil a prenil transzferaz enzim farnezil-difoszfatot hoz létre (Homann és munkatérsai, 1996).
A geranil-geranil-difoszfat szintaz GGDP-t hoz létre, amely 1épés mar elkiiloniil a gibberellinek
bioszintézisétél (Mende €s munkatarsai, 1997; Domenech €s munkatarsai, 1996). Két GGDP
molekula kondenzacidjabol, amelyet a fitoén szintdz és karotén ciklaz aktivitassal rendelkezd
enzim (CarRA) katalizal fitoén keletkezik, ami az els6é Cao karotinoid struktiraval rendelkez6
molekula a bioszintézisben. A fitoénbol a dehidrogenaz enzim (CarB; Linnemannstons és
munkatarsai, 2002b) 6t deszaturacios €s egy ciklizacids (CarRA) 1épésen keresztiil torulént hoz
létre. Ez a vOrdses szinli karotén szubsztratként szolgal a carT gén altal kodolt karotinoid-hasito
oxigenaznak (CarT; Prado-Cabrero €¢s munkatarsai, 2007a), amely a Css 3-ap0-4’-karotenalt hozza
l1étre. Az aldehid csoportot egy dehidrogenaz (CarD) savva oxidalja, s igy neurosporaxantin
keletkezik. A bioszintetikus Utvonalbdl kidgazva y-karoténbdl B-karotén jon létre egy masodik
ciklizacids 1épést kovetden, majd retindl keletkezik két PB-karoténbol, amelyet egy oxigenaz

katalizal (CarX; Prado-Cabrero és munkatarsai, 2007b; Tudzynski és Holter, 1998).
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F. oxysporumon végzett korai megfigyelések megallapitottak, hogy a micéliumban a
karotinoidok felhalmozodasat a megvilagitas eldsegiti (Carlile, 1956). A fotoindukciot F.

aquaeductumban vizsgalva azt talaltak, hogy a termel6dott karotinoidok mennyisége fligg a beesd
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6. abra A karotinoidok bioszintézise és a részt vev6 gének F. fujikuroiban (A részletes leiras az abra alatt a
torzsszovegben talalhato; Avalos és munkatarsai, 2017).

fény mennyiségétdl (Rau, 1967). N. crassaban a fotoindukcié a WC fehérjekomplextdl fiigg (De
Fabo és munkatarsai, 1976). Ezen fehérjekomplex a fotoreceptor WC-1-bdl és WC-2-bdl all
(Ballario és munkatarsai, 1996). A N. crassa WC-1 fehérjéje egy kék fény receptor, amely harom
PAS domént tartalmaz; ezekbdl az elsé a LOV (,,light-oxygen-voltage”) szenzitiv domén. A LOV
domének olyan specialis domének, amely a PAS szupercsaladba tartoznak, és kék fényt érzékelnek
a gombaékban, valamint novényekben (He és munkatérsai, 2002). A masik két PAS domén fehérje-
fehérje interakciokban vesz részt (Taylor €s Zhulin, 1999). Ezek a fotoreceptorok tartalmaznak
még egy GATA cinkujj DNS-k6t6 domént, sejtmagi lokalizécios szignalt €s aktivaldé domént
szamos esetben (Corrochano, 2007). A N. crassa WC-1 fehérje dimert képez a WC-2 fehérjével,
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amely szintén tartalmaz PAS, GATA cinkujj DNS-k&6t6 domént, valamint egy aktivalé domént,
amellyel a WC komplex jon 1étre (WCC). Chip-Seq kisérletekben Smith és munkatarsai (2010)
azt allapitottdk meg, hogy a WCC transzkripcids faktorként viselkedik, kdzvetlen moddon
befolyésolva ezzel egyes gének transzkripciojat. A N. crassa wc-1 gén ortoldgjaibol 1étrehozott
delécios mutansok F. fujikuroiban (wcoA) és F. oxysporumban (wcl) eltéré mértékii fotoindukciot
mutattak folyamatos megvilagitds mellett (Estrada és munkatarsai, 2008; Ruiz-Roldan és
munkatarsai, 2008).

A fényen kiviil a karotenogenezist szdmos mas tényezd is befolyasolja. A nitrogén
hozzaférhet6ség szamos Fusarium fajban befolyasolja a szekunder metabolitok termelését, igy a
gibberellinek, bikaverin és fusarubin termelése is komplex szabalyozo6 halozaton keresztiil fiigg a
nitrogénéhezéstdl (Studt és Tudzynski, 2014). F. fujikuroi immobilizalt micéliummal végzett
kisérletek azt mutattak, hogy nitrogénéhezés alatt a karotinoidok termelése nétt (Garbayo és
munkatarsai, 2003; Rodriguez-Ortiz és munkatarsai, 2009). A nitrogén hozzaférhetdség
karotenogenezisre gyakorolt hatasat N. crassaban is megfigyelték, ahol a carRA és carB ortolog
al-1 és al-2 gének expresszids szintjei jelentésen megndttek nitrogén limitacio alatt mind a vad
tipust, mind a ,vak” wc delécios mutansban (Sokolovsky ¢és munkatarsai, 1992). A
karotenogenezisnek szerepe van a szexualis reprodukcioban, ahogyan azt Adam és munkatarsai
(2011) a MAT1-2-1 hianymutanson megfigyelték, ahol a karotinoidok termelése és a génklaszteren

kodolt gének fényindukcidja is csokkent a delécids mutansban.
2.2 A kornyezeti stressz hatasa gombakra

Az Ascomycota torzs a gombak legnagyobb és legvaltozatosabb csoportjat alkotja,
amelynek tagjai kiilonféle niche-t foglalnak el szerte a vilagon szimbiotaként, szaprofitaként, vagy
parazitaként. Szinte minden niche esetében a gombdk interakcidban allnak mas mikrobakkal
Osszetett kozosséget alkotva, ahol a fennmaradashoz sziikséges eréforrasok elérhetésége
folyamatosan és hirtelen valtozik, stresszt okozva ezzel az 6t elfoglalo lakoknak. A gombak
leggyakrabban a tdpanyag limitacioval, a hdmérséklet, ozmolaritas, pH, paratartalom valtozasaval,
a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusaival, valamint toxikus anyagok és mas mikrobak altal
okozott stresszel szembesiilnek ¢életiik folyaman. A kiilsé viszonyok hirtelen valtozasaval a sejtek
belsé homeosztazisa felborulhat, igy az evolucié folyaman a gombak a kiilsé ingerek érzékelésére
¢és a bekovetkezd intracelluldris hatasok kivédésére védekezd mechanizmusokat fejlesztettek ki
(Gasch, 2000).

A gombdk a Kkilsé ingerekre féleg mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)

szignaltranszdukcids utvonalakon keresztiil valaszolnak, amelyeknek harom {6 Gsszetevdje van:
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MAPK, MAPK kinaz, MAPKK kinaz, amelyek foszforilacioval aktivaljak egymast. A stresszt
specifikus receptorok érzékelik, amik kozvetve mas fehérjéken keresztiil, vagy kozvetleniil
aktivaljak a foszforilacios kaszkadot. A kaszkad utolsé elemeként a transzkripcios faktorokon
keresztiil alakul ki a stresszvalasz génszintli szabalyozasa. A kornyezeti stressz, valamint vegetativ
novekedés mellett a patogén gombak virulencidja is MAPK szignaltranszdukcids utvonalon

keresztiil szabalyozott (Alonso-Monge ¢s munkatarsai, 2009).
2.2.1. Az oxidativ stressz altalanos jellemzése

A reaktiv oxigénforméak szdmos anyagcsere utvonal €s sejtszinten szabalyozott rendszer
melléktermékeként folyamatosan képzddnek, ezzel egy idOben specifikus €s nem specifikus
mechanizmusok révén le is bomlanak. Ezen két folyamat, a ROS keletkezése és eliminalasa
finoman hangolt, melynek eredményeként a sejten beliil alacsony (<10® M) , steady-state” ROS
koncentraciot tartanak fenn (Halliwell és Gutteridge, 1989).

Az oxigén kozel 90%-a az ¢€l6lényekben az oxidativ foszforilacid soran négy elektron
atadasaval az elektrontranszportldncon keresztiil energiatermelésben vesz részt, amelyet a sejt
ATP formajaban raktaroz, mikdzben viz keletkezik (7. abra felsé aga). Egy-egy elektron egymast
kovetd hozzdadasaval az oxigénmolekuldbol koztes reaktiv oxigénformak képzddésével szintén
viz jon létre, mikozben a keletkez6 energia nem raktarozodik ATP formajaban 7. abra also aga).
Ezen reaktiv oxigénformak tobbek kozott a szuperoxid gyok (O27), a hidroxilgyok (‘OH),
hidrogén-peroxid (H202) és szinglet oxigén (102).

A ROS tobb, mint 90%-a a kiilonféle elektrontranszport lancokon keresztiil keletkezik a
mitokondriumban, endoplazmatikus retikulumban, magi membranokon és a fotoszintetikus lancon
keresztiil (Starkov, 2008). Ezen kiviil kis mennyiségben ROS keletkezik szdmos enzim miikodése
soran (példaul oxidazok), valamint kiilonb6zé molekulak autooxidacidjan keresztiil. A ROS
termelésében résztvevd oxidazok a NADPH oxidéaz, lipoxigendz, ciklooxigendz, xantin-oxidaz
(Puddu és munkatarsai, 2008).

A keletkez6 ROS szamos sejtalkotoval €s molekulaval képes interakcioba lépni, igy a
DNS-sel, lipidekkel és fehérjékkel (Bayir, 2005; Cadet és munkatarsai, 1994; Dizdaroglu, 1994).
Mivel a ROS folyamatosan keletkezik és eliminalodik, igy a sejten beliili szintje dinamikusan
valtozik. Azt az allapotot, amikor a ROS koncentracioja hirtelen, vagy tartdésan megnd és a
sejtalkotok oxidativ modosulasaval a sejt miikodésében zavarok keletkeznek, oxidativ stressznek

nevezzik (Lushchak, 2011).
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2.3 A gombak oxidativ stresszvalasza

A gombak az Oket éré oxidativ stresszre kiilonbozd védelmi mechanizmusok révén
reagalnak, amelyeket kiilonb6zé jelatviteli utvonalak kapcsolnak be, igy ennek

kovetkezményeként kiilonféle, az oxidativ stresszre adott valasz kialakitdsaban résztvevo gének

4 e

4

e e e
0, —— H,0, — OH + "OH

7. abra Az oxigén redukcioja bioldgiai rendszerekben (Lushchak, 2011)

expresszioja megnd, amelynek eredményeként képesek a keletkezett ROS-t elimindlni (7. abra).
Ilyen oxidativ stresszvalasz gének példdul az enzimatikus védekezésben szerepet jatszo
katalazokat és szuperoxid dizmutdzokat kodold gének (Toledano és munkatarsai, 2003). A
gombakat tobbféle modon érheti oxidativ stressz, igy interakcidjuk mas mikroorganizmusokkal
vagy gazdaszervezetlikkel (szimbiota és patogén gombak esetében), valamint a lignocellul6z
lebontasaban résztvevd extra-és intracellularis ROS-t felszabaditdé enzimek miikddésekor

(Breitenbach és munkatarsai, 2015).
2.3.1. A gombak enzimatikus oxidativ stresszvalasza

A molekularis oxigénbdl egy elektron felvételével keletkezd szuperoxid gyokot a

szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek alakitjak tovabb hidrogén-peroxidda:

O,y +0,"+2H" — H,0,+ O,

A szuperoxid dizmutdzok olyan metalloproteinek, amelyeknek jelenleg négy izoforméajat
ismerjiik: réz-cink-szuperoxid dizmutazok (Cu/ZnSOD), mangéan-szuperoxid dizmutazok

(MnSOD), vas-szuperoxid dizmutazok (FeSOD) és nikkel-szuperoxid dizmutazok (NiSOD)
(Fridovich, 1995). Lokalizaciojat tekintve az 6sibb tipusi MnSOD a prokariotdkban és az
eukariotak kloroplasztisz- és mitokondridlis matrixaban, valamint glioxiszomakban talalhato. Az

eukariota sejtek citoszoljdban, a novényi peroxiszomakban €s a lizoszomakban Cu/ZnSOD
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aktivitas figyelhet6 meg (Baum és Scandalios, 1979; Henry és munkatarsai, 1980; Sandalio és Rio,
1987; Britton és Fridovich; 1977).

A S. cerevisiae élesztd genomjaban két SOD-ot kodold gén talalhatd: a citoszolikus
Cu/ZnSOD-ot kd6dold sodl, valamint a mitokondrialis matrixban lokalizalodo6 MnSOD enzimet
kodold sod2 gén (Jamieson és munkatarsai, 1994). A sodl és sod2 gének delécidja szamos
fenotipusos valtozast okozott az élesztosejtekben, igy tobbek kozott aerob koriilmények kozott a
novekedési rata lecsokkent, a sejtek fokozott érzékenységet mutattak oxidativ és nehézfém altal
kivaltott stresszel szemben (Chang és Kosman, 1989; Jamieson és munkatarsai, 1994; Wisnicka
¢s munkatarsai, 1998).

Az A. nidulans fonalas gomba genomjaban harom SOD enzimet kodolod gén talalhato,
amelyek a kovetkezoek: sodA, amely a Cu/ZnSOD-ot kodolja, sodB, amely a MnSOD enzimet
kodolja, valamint a SodM, amelynek funkcidja még nem ismert (Oberegger és munkatarsai, 2000,
2001; Sato és munkatarsai, 2009). Az MnSOD-ot kodoldo sodB gén funkcidjat Leiter és
munkatarsai (2016) vizsgaltdk. A AmnSOD torzs fokozott érzékenységet mutatott a szuperoxid
stresszt kivaltdo menadion-natrium-biszulfittal (MSB), valamint a Penicillium chrysogenum
antifungalis fehérje (PAF) altal kivaltott apoptozissal szemben is. Siillyesztett kulturan végzett
vizsgalatok soran a gliikkdzt tartalmazé téptalajon a AmnSOD torzs megndvekedett glutation-
reduktaz és katalaz aktivitast, mig az OE::mnSOD csokkent kataldz, valamint megnovekedett
szuperoxid dizmutaz aktivitast mutatott, a vad tipust torzshéz viszonyitva. A delécios és
tultermeld torzsek esetében végzett légzésvizsgalatok soran csokkent rezidudlis 1égzés volt
mérhetd, mig Oregedd tenyészetekben ugyanezen légzéstipus magasabb maradt, mint a vad
tipusban; ugyanakkor a teljes ¢s KCN-szenzitiv citokrom-c-fiiggd 1€gzés kisebb volt mindkét torzs
esetében, tovabba a AmnSOD torzsben az alternativ oxidaz-fiiggd 1€gzés szintén alacsonyabb volt.
Az mnSOD gén delécidja hatassal volt a konidiumok életképességére is: mind az 50 °C-on 10
percig torténd inkubalas, mind a 4 °C-on torténd rovid- illetve hosszutavi tarolas kedvezotlentil
hatott a kicsirdz6 sporak szdmara. Az OE::mnSOD t6rzs kevesebb kleisztotéciumot termelt, mint
a vad tipus.

Az intracellularis szuperoxid koncentracié hatassal van a F. graminearum mikotoxin
termelésének szabalyozasi mechanizmusara. Furukawa és munkatarsai (2017) az intracellularis
szuperoxid szint és a trichotecén termelés kozotti kapcsolatot vizsgaltak. Két deléciés mutanst
hoztak létre, a mitokondrialis MnSOD enzimet kodolé gén hidnymuténsat, az AFgSOD2-t,
valamint az citoszolikus Cu/ZnSOD enzimet kddoldé 4FgSOD3 térzset. Immunoblott technikéaval
igazoltak, hogy az FgSOD2 enzim a mitokondriumban lokalizalodik, mig az FgSOD3 a

citoszolban taldlhatd. Mindkét delécidos mutans érzékenyebb volt menadion jelenlétére a vad
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tipushoz képest, a AFgSOD?2 torzs ndvekedését 10 uM MSB teljesen gatolta, mig a AFgSOD3
torzs novekedésének mértéke 20%-kal volt kisebb a vad tipushoz képest 20 uM menadion
jelenlétében. A SOD gének delécidja kovetkeztében csokkent a mutans trichotecén termelése, és
mérséklodott a Tri5 és a Tri6 gének expresszios szintje.

A szuperoxid dizmutazok aktivitasa soran keletkez6 hidrogén-peroxid két uton alakulhat
vizzé: katalazok, vagy glutationfiiggd peroxidazok altal. A katalazok (CAT) olyan hem-tartalmua
enzimek, amelyek a hidrogén-peroxidot vizzé és oxigénné alakitjak at (Chelikani és munkatarsai,
2003):

2 H202 —>2H20 + 02

A glutation (y-glutamil-cisztein-glicin) milimolaris (10-30 mM) mennyiségben minden
prokariota és eukariota sejtben megtaldlhatd (Deponte, 2013; Schafer és Buettner, 2001, Pocsi és
Fe-S-klaszterek kialakitasaban (Kumar és munkatarsai, 2011). Két glutation molekula kovalensen
képes Osszekapcsolodni egy diszulfid hidat kialakitva, ezzel 1étrehozva az oxidalt format (GSSG).
A GSSG - GSH atalakulast a glutation reduktaz (GR) NADPH ellenében végzi, amelyet a
gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PDH) enzim biztosit (Grant és munkatarsai, 1996).

2.3.2. A gombak nem enzimes antioxidansainak szerepe az oxidativ stresszvalaszban

Az oxidativ stressz kivédésében nem enzimes, kis molekulatomegii molekulak, igy a
vitaminok, B-karotin, valamint az el6z6 alfejezetben mar részletesen ismertetett glutation is részt
VESZ.

A C-vitamin vizben oldodik, igy a sejten kiviil és belill a vizes fazisban antioxidans
kapacitassal rendelkezik, részt vesz a reaktiv oxigénformak detoxifikalasaban. Képes az E-vitamin
gyokokkel alkotott formajat visszaalakitani. Az E-vitamin egy lipofil vitamin, amelynek a lipidek
védelmében van fontos szerepe oxidativ stressz alatt, a reaktiv oxigénfomakkal elreagilva
megeldzi azok peroxidacigjat (Birben és munkatarsai, 2012).

A karotinoidok, amelyeket a 2.1.1.3. alfejezetben mar ismertetésre keriiltek, szintén részt
vehetnek az oxidativ stressz kivédésében. A B-karotin elsddlegesen a peroxil (ROQ"), hidroxil €s
szuperoxid gyokokkel reagal, s igy gatolja a lipidek peroxidaciojat (EI-Agamey és munkatarsai,
2004).

A metallotioneinek (MT) intracellularis, ciszteinben gazdag, fémmegkdto fehérjék,

amelyek részt vesznek a nehézfémek detoxifikélasaban, valamint az esszencidlis fémek
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homeosztazisdnak fenntartasaban (Vasak, 2005; Coyle és munkatarsai, 2002; Klaassen ¢s

munkatarsai, 2009; Templeton €s Cherian, 1991).
2.4. Az oxidativ stresszvalasz szabalyozasa gomba modellorganizmusokban

A reaktiv oxigénformdk megemelkedett szintje miatt fellépéd redox egyensuly
felbomlasakor a védekezémechanizmusok bekapcsoldsa elengedhetetlen Iépése a sejthalal
megel6zésének. A kialakuld valasz szabalyozasdnak f6 kulcsa a gének expressziojanak
megvaltozasa, amellyel igy lehetdség nyilik a redox egyensuly visszadllitasdban résztvevd
fehérjék sejten beliili szintjének ndvekedésére. Az antioxidans proteineket kodold gének

expressziojat transzkripcios regulatorok szabalyozzak.
2.4.1. A S. cerevisiae éleszté oxidativ stresszvalaszanak szabalyozasa

A S. cerevisiae oxidativ stresszvalaszaban résztvevd legfontosabb transzkripcios faktorok
a Yapl, Skn7, valamint az Msn2/4 (He és munkatarsai, 2009; Martinez-Pastor és munkatarsai,
1996).

Az antioxidans valaszért elsédlegesen a Yapl transzkripcids faktor felelds (Harshman ¢és
munkatarsai, 1988). Ez a transzkripcios faktor a Gen4 utdn a méasodik bZIP tipusu transzkripcios
faktor, amelyet S. cerevisiaeben felfedeztek (Harshmann és munkatarsai, 1988; Jones és
munkatarsai, 1988). A Yapl felfedezése 6ta szamos mas, a Yap csaladba tartozd transzkripcios
faktort is leirtak (Rodrigues-Pousada és munkatarsai, 2010). Méar a korai kisérletek kimutattak,
hogy a Yapl pozitiv reguldtorként miikodik és elengedhetetlen a nehézfémek, igy a kadmium,
valamint a diamid és hidrogén-peroxid altal kivaltott stresszvalaszhoz (Schnell és Entian, 1991;
Kuge és Jones, 1994; Wu és Moye-Rowley,1994).

Az Skn7 az SLNI1 kétkomponensli ozmotikus stressz szignaltranszdukcios ttvonal
valaszregulatora. Ebben az itvonalban az SInl szenzor kindz szabalyozza az intermedier Ypd1 és
két ,,downstream” valaszregulator, igy az Sskl és Skn7 foszforilaciojat. Az Skn7 részt vesz az
oxidativ stresszre adott valasz kialakitdsdban is, amely nem SInl fiiggd (Krems €s munkatarsai,
1996; Ohmiya és munkatarsai, 1999; Singh és munkatarsai, 2004; Wormley és munkatarsai, 2005).
Az Skn7 a Yapl transzkripcios faktorral egylittmitkddve részt vesz az oxidativ stresszvalasz
kulcsgénjeinek aktivalasaban, igy példaul a trx2 (tioredoxin 2), trrl (tioredoxin reduktaz 1), tsal
(peroxiredoxin 1), gpx2 (glutation peroxidaz), ahpl (peroxiredoxi 1), ccpl (citokrom-c preoxidaz)
¢és cttl (citoszolikus katalaz T) (He és Fassler, 2005; Morgan és munkatarsai, 1997; Tsuzi €s
munkatarsai, 2004). A Yapl ¢és az Skn7 is képes bekotddni a gének promoterében taldlhatdé Skn7

¢és Yapl reszponziv elemekhez (He és Fassler, 2005).
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AS. cerevisiae Msn2/4 Cys;His; cinkujj transzkripcios faktorai részt vesznek a hésokk, ozmotikus
¢és oxidativ stressz elleni védekezésben is egyfajta ,altalanos” stresszvalasz regulator szerepet
betoltve. Az msn2 és msn4 kettds delécidos mutans érzékenynek bizonyult szdmos stresszel, igy a
szénéhezéssel, hosokkal, ozmotikus ¢és oxidativ stresszel szemben is. (Martinez-Pastor ¢és
munkatarsai, 1996).

S. cerevisiae élesztében a S. pombe Atfl fehérje ortologja az Skol transzkripcios faktor, amely
azonban csak ozmotikus stressz alatt aktivalodik (Nehlin és munkatarsai, 1992, Proft és
munkatarsai, 2005). Az Atfl szerepét az Msn2 és az Msn4 transzkripcids faktorok toltik be S.
cerevisiaeben (Estruck és Carlson, 1993; Martinez-Pastor és munkatarsai, 1996; Schmitt és
McEntee, 1996). A Styl ortolog Hogl S. cerevisiaeben szintén kétkomponensii szabalyozo
rendszeren keresztiil aktivalodik a Pbs2 MAPKK foszforilacidjaval, amelyet kovetden a sejtmagba
keriil, ahol interakcidba 1ép a transzkripcids faktorokkal (Brewster €s munkatarsai, 1993; Alepuz

¢s munkatarsai, 2001)
2.4.2. A'S. pombe oxidativ stresszvalaszanak szabalyozasa

Wang és munkatarsai (2009) altal készitett 82 teljes gomba genomon alapul6 filogenetikai
elemzése bebizonyitotta, hogy a fonalas gombak, igy tobbek kozott a Fusarium nemzetség tagjai
kozelebb allnak a S. pombe hasadé élesztéhoz, mint a S. cerevisiaehez.

S. pombeban harom MAPK kaszkadot irtak le ezidaig: a sejtintegritas (Pmk1/Spm1; Toda
¢s munkatarsai, 1996), feromon (Spkl; Toda és munkatarsai, 1991), valamint a SAPK (Sty1, 8.
abra) Gitvonalakat (Millar és munkatarsai, 1995; Shiozaki és Russell, 1995a). A Styl SAPK utvonal
aktivalasa nélkiilozhetetlen a sejtek taléléséhez ozmotikus, oxidativ és ozmotikus stressz,
sugarzas, DNS karosodas, h6sokk, nehézfémmek altal kivaltott stressz, valamint éhezés esetén
(Degols és munkatarsai, 1996; Degols és Russell, 1997; Nguyen és munkatarsai, 2002; Samejima
és munkatarsai, 1997, Shieh és munkatarsai, 1997; Shiozaki és Russell, 1995b; Soto és
munkatarsai, 2002; Toone és munkatarsai, 1998). A foszforilaciot kdvetden a Styl a sejtmagba
transzlokalodik, ahol az Atfl transzkripcios faktort foszforilalja (Wilkinson és munkatarsai, 1996).
A sejtmagban az Atfl heterodimert képezhet a szintén bZIP tipusti Pcrl transzkripcios faktorral
(Watanabe €s Yamamoto, 1996). Az Atfl-nek és Pcrl-nek atfedé kotéhelyeik vannak (példaul
CRE kotdhely: 5°-ATGACGT-3’) és mint foszfoproteinek gyakran megtalalhatok stresszmentes
koriilmények kozott is a kornyezeti stresszvalasz gének promoter régidihoz bekotddve. Oxidativ
stressz alatt az Atfl hiperfoszforilacidjaval parhuzamosan megfigyelhet6 a Pcrl Styl-fiiggd
defoszforilacidja is (Eshaghi és munkatarsai, 2010; Kanoh és munkatarsai, 1996; Lawrence és

munkatarsai, 2007; Reiter és munkatarsai, 2008; Sanso és munkatarsai, 2008; Wahls és Smith,
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1994). Az Atfl és Pcrl homo- €s heterodimerként is szabalyozhatjak a génexpresszidt. Oxidativ
stressz alatt az Atf1/Pcrl heterodimer elsddlegesen a Sty1-fliggd gének indukcidjaban vesz részt,
mig a génekre gyakorolt represszios hatasa elhanyagolhatd (Eshaghi és munkatarsai, 2010, Sansé
¢s munkatarsai, 2008). Habar a heterodimer nagyobb affinitassal kotédik a CRE kotéhelyhez,
vannak olyan gének, amelyek kizarolag Atfl-, ritkabb esetben Pcrl-fliggdek (Kon és munkatarsai,
1997; Eshaghi és munkatarsai, 2010; Reiter és munkatarsai, 2008; Sans6 és munkatarsai, 2008).
Az Atfl transzkripcios faktor az oxidativ sztresszvalaszon kivill részt vesz a stacioner sejtek
¢letképességének fenntartasaban, a szexualis szaporodasban (Takeda €s munkatarsai, 1995). Az
atfl gén delécioja fokozott érzékenységet okozott a NaCl, illetve szorbit altal kivaltott ozmotikus

stresszel (Wilkinson és munkatarsai, 1996), valamint a nitrogénéhezéssel szemben (Shiozaki és

Russell, 1996).

Oxidativ Stacioner Nehézfém

stressz fazis stressz

Hésokk

Ozmotikus
stressz

T42d

CRE két&hely

-

8. abra A Styl MAPK utvonal aktivalasa. (Sans6 és munkatarsai, 2011) Abiotikus kdrnyezeti stressz esetén a Sty1
MAP kinazt a Wisl MAPKK foszforilalja, miutan az upstream elhelyezkedd6 MAPKKK Wak1/Winl aktivaljak.
Ezen MAP kindzokat egy kétkomponensii rendszer (Mak1/2/3; Spy1 és Mcs4) szabalyoz. Ez a kaszkad leginkabb az
oxidativ stressz szigndl kozvetitésében vesz részt. Stressz hianyaban a Ptc1-4 és Pyp1/2 foszfatazok defoszforilaljak
a Sty1-et.
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2.4.3. A S.pombe Atfl ortolog bZIP transzkripcios faktorok szerepe fonalas gombafajokban

2.4.3.1. Az A. nidulans AtfA transzkripciés faktor szerepe

Az atfA gén szerepét A. nidulansban Hagiwara és munkatarsai (2008) vizsgaltak elséként.
A delécios muténs stresszérzékenyseégét eldszor 2% gliikdzt tartalmazo szilard minimal taptalajon
vizsgaltak, amelyet 60 uM CdSOgs-tal (nehézfém stressz), 0,8 M KCl-dal (ozmotikus stressz) vagy
1 M szorbittal (ozmotikus stressz) egészitettek Ki. A Aatf4 mutans novekedése nem maradt el a
vad tipushoz képest egyik stresszor jelenlétében sem. A tapagarokat magas hdmérsékleten (42 °C)
inkubalva a deléciés mutans novekedése hasonld volt a vad tipushoz. Kiilonféle oxidativ
stresszagensekkel, igy hidrogén-peroxiddal, terc-butil-hidroperoxiddal vagy menadionnal
kiegészitett agarlemezekre oltva a vad tipust €s a datf4 delécids torzset azt tapasztaltak, hogy a
delécid nem volt hatassal a gomba oxidativ stressz érzékenységére a vizsgalt koriilmények kozott.

Ot nap inkubaciot kovetéen a datfA térzs konidium termelésében nem volt kiilonbség a vad
tipushoz képest. A konidiumokat H2O2-dal (50 mM 15 percig €s 30 percig) kiegészitett natrium-
foszfat-pufferben (10 mM, pH 7,0) 15 vagy 30 percig kezelték, majd a spdraszuszpenziot tapagar
feliiletére szélesztve vizsgaltak a konidiumok tulélését. A Aatf4 torzs konidiumai nagyon
érzékenyek voltak a H>O2 kezelésre. Az atfA mutans sporai érzékenynek bizonyultak a hokezelésre
is (50 °C 10 percig vagy 20 percig) (Hagiwara és munkatarsai, 2008).

Balazs és munkatarsai (2010) hasonl6 eredményeket kaptak, mint Hagiwara és munkatarsai
(2008), amikor a Aatf4 spéraibol készitett szuszpenzidt pontinokulaltak KCl-dal (1,5 M), NaCl-
dal (1,5 M) vagy szorbittal (2 M) kiegészitett tadpagarok feliiletére: a delécids torzs nem volt
érzékenyebb, mint a vad tipus. A delécios torzs sporainak életképessége egy hétig tartd 4 °C-0s
tarolas utan szignifikansan lecsokkent (84%) a kontroll torzsbol szarmazéd sporakéhoz (10%)
képest. Az atfA mutans és a vad tipusu torzs hasonld szamban termelt konidiosporakat. Az atfA
gén delécidja sem a PAF indukalt (Leiter és munkatérsai, 2005; Marx és munkatérsai, 2008; Binder
¢és munkatarsai, 2010), sem az A. nidulans szénéhezés altal kivaltott (Pocsi és munkatarsai, 2009)
apoptozisat nem befolyasolta. A Hagiwara és munkatarsai (2008) altal kozolt eredményekkel
szemben Baldzs és munkatarsai (2010) azt tapasztaltdk, hogy a Aatf4 torzs érzékenyebb volt a
0,8 MM tBOOH jelenlétében, mint a kontroll térzs. Az oxidativ stressz érzékenysége a delécios
mutansnak szintén magasabb volt, mint a kontroll torzsé 6,0 mM H20; és 0,12 mM MSB kezelés
esetén. Ezzel szemben a kontroll €s a mutans torzsek diamid (2,0 mM) érzékenységében nem volt
szamottevo kiilonbség

Lara-Rojas és munkatarsai (2011) Adatf4 és AsakA delécios torzseket vizsgdlva azt

tapasztaltak, hogy az atfA és sakA gén delécioja derepresszalt szexualis fejlodést és nagyobb
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kleisztotécium-termelddést eredményezett, ami arra utal, hogy a SakA ¢és az AtfA ugyanazon az
utvonalon keresztiil represszaljak a szexualis szaporodast (Kawasaki ¢s munkatarsai, 2002; Lara-

Ortiz és munkatarsai, 2003).
2.4.3.2. A F. graminearum FgAtfl transzKkripcios faktor szerepe

A F. graminearum egy nekrotrof novénypatogén, amely leginkdbb a gabonaféléket
tdmadja meg. Izoldtumai tobbféle mikotoxint termelhetnek, koziilik a zearalenon (ZEA), a
nivalenol (NIV) és a dezoxinivalenol (DON) a legfontosabb (Leslie ¢s Summerell, 2006).

Az FgAtfl transzkripcios faktort kodold Fgatfl gén delécidja szamos elvaltozast idézett
eld. A AFgatf] mutans novekedése enyhén elmaradt CM tapagaron a vad tipust torzshoz képest
(Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015). CMC-vel kiegészitett taptalajon a
deléciods torzs koriilbeliil haromszor kevesebb konidiumot termelt a vad tipushoz képest, azonban
a konidiumok morfoldgiaja nem valtozott (Jiang és munkatarsai, 2015).

A kiilonféle ozmotikus stresszorokkal (szorbit, KCI, NaCl, LiCl, ZnCl, valtozo
koncentracioban alkalmazva) kiegészitett tdpagarokon a delécidés torzs novekedése jobban
elmaradt a vad tipushoz képest, legérzékenyebbnek a szorbittal, LiCl-dal és ZnCl,-dal szemben
bizonyult. Ezen megfigyeléssel éles kontrasztban a deléciés mutans gyorsabban ndvekedett
hidrogén-peroxiddal kiegészitett tdpagarokon, mint a vad tipus (Nguyen és munkatarsai, 2013).
Jiang és munkatarsai (2015) kisérleteikben azt tapasztaltak, hogy a delécid hatasara a AFgatf]
mutans érzékennyé valt a hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ, illetve Kongovoros altal
okozott sejtfalstresszre.

A gomba szexualis szaporodasat vizsgalva megfigyelhetd volt, hogy a delécio hatdséara a
peritéciumok megjelenése késleltetett, hosszu inkubacios 1d6 elteltével is a peritéciumok kozel
50%-a éretlen maradt (Nguyen és munkatarsai, 2013).

A DON virulenciafaktorként aktivan részt vesz a gazdandvények kolonizacidjaban (Maier
€s munkatarsai, 2006). Fert6zott buzakalaszokbdl szarmazo szemek, illetve a toxin termelését
indukalo taptalajbol szarmaz6 mintdk dezoxinivalenol tartalmat ELISA segitségével hataroztak
meg. A AFgatf] torzs in planta haromszor kevesebb toxint, mig in vitro koriillmények kozott 1,7-
3,5% t6bb DON-t termelt az id6 fliggvényében, mind a vad tipus. Az Fgatfl gén delécidja hatassal
volt tovabba az aurofuzarin pigment termelésére is: a AFgatf] torzs telepei nagyobb mértékii

vOrdses pigmentaltsagot mutattak (Nguyen és munkatarsai, 2013).
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2.4.3.3. A F. oxysporum FoAtfl transzkripcios faktor szerepe

A F. oxysporum a banan vilagszerte elterjedt patogénje, az in. Panama betegség okozdja
(Stover, 1972). Az Foatfl gén delécioja hatasara a AFoatf1 torzs kisebb konidiumokat termelt, és
a konidiumok csirazasa szignifikdnsan lassabb volt 9 és 18 ora elteltével, mint a vad tipus
konidiumaié. A torzsek oxidativ stressz-érzékenységét hidrogén-peroxiddal (5, 10 és 20 mM)
kiegészitett tapagaron vizsgalva a AFoatf] telepek atmérdje 8, 11, illetve 18%-kal maradt el a vad
tipushoz képest. A virulenciat bananpalantdkon vizsgéalva azt tapasztaltak, hogy 35 nappal a
fertdzést kovetden a delécios torzs kevésbé tudta kolonizalni a névényeket, mint a vad tipusu torzs.
Bananleveleken, in vitro koriilmények kozott a AFoatf]1 delécios mutans gyengébb kolonizacios

aktivitast mutatott, mint a vad tipus (Qi és munkatarsai, 2013).
2.4.3.4. A M. oryzae MoAtfl transzkripcios faktor szerepe

Az Moatfl gén szerepét a M. oryzae (a rizs pirikularias barnulasanak koérokozodja) oxidativ
stresszérzékenységében ¢és virulenciajaban Guo és munkatarsai (2010) vizsgaltak. A Moatfl gén
relativ expresszidjanak szintje az invaziv ndvekedés kezdeti szakaszaban, valamint a konidiumok
csirazasakor emelkedett. Komplex (CM) és minimal (MM) tapagarokon vizsgalva a vegetativ
novekedést tapasztalhatd volt, hogy A AMoatf] torzs lassabban ndvekedett és a 1égmicéliumai
vékonyabbak voltak komplett taptalajon (CM), mig minimal tdpagaron (MM) a mutans telepek
novekedése gyengébb volt, a 1égmicélium mennyisége és morfologidja azonban nem valtozott a
vad tipushoz képest. A konidiumok alakjara és csirazasara nem volt hatassal a Moatfl gén
delécidja. A 0,5 M NaCl-dal, vagy 1 M szorbittal kiegészitett CM tapagaron a delécids mutans
novekedése nem maradt el a vad tipusétol. A kiilonféle sejtfalstresszt kivalto (sejtfalbontd enzim,
calcofluor white) vegyiiletekkel kiegészitett CM tapagaron a AMoatf1 torzs hasonloan ndvekedett,
mint a vad tipus. Ezen megfigyelésekkel szemben az oxidativ stresszt kivaltdo hidrogén-peroxid
jelenlétében kozel 11%-os novekedésgatlas volt megfigyelhetd a delécids mutans telepatmérdiben.
Ezzel 6sszhangban a spordk koriilbeliil 88%-a nem csirazott ki 1 6rds inkubacids id6t kdvetden

sem 5 mM H20: jelenlétében.
2.4.3.5. A B. cinerea BcAtfl transzkripcios faktor szerepe

A B. cinerea egy nektrotrof fitopatogén, amely szamos novényfajt képes megfertézni
(Choquer és munkatarsai, 2007).

A Dbcatfl gén szerepét a B. cinerea differencialodasaban és szekunder metabolit

crer
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Abcatfl torzs CM tapagaron tobb légmicéliumot képzett hdrom nap fény-sotét periodust is
tartalmazé inkubalast kovetden, mint a vad tipus, bolyhos fenotipust mutatva ezzel. Folyamatos
megvilagitas mellett a vad tipusu torzs 6 nap elteltével konidiumokat képzett, mig a delécios
mutans tovabbra is csak hifakat novesztett. Két hét sotétben inkubalast kovetden a vad tipus
szkler6ciumokat termelt, mig ezzel szemben a deléciés mutans ugyan konidiumokat képes volt
termelni, de szklerociumokat mar nem. Ezen eredményekbdl arra lehetett kdvetkeztetni, hogy a
bcatfl gén delécioja zavart okozott a fényfliggd fejlédési folyamatokaban. Standardizalt
koriilmények kozott a delécids torzs a vad tipus altal termelt konidiumok 2,5%-at volt képes
termelni, a sporak csirazasaban nem volt kiilonbség megfigyelheto.

A Abcatfl térzs ozmotikus, oxidativ, fungicid és sejtfal stresszérzékenységét kiilonb6zo
vegyiiletekkel valtozé koncentracioban kiegészitett CM taptalajon vizsgalva elmondhato, hogy a
xilézzal, szorbittal, szachardzzal, fruktdzzal vagy NaCl-dal kiegészitett tdptalajokon a vad tipus és
a delécids torzs novekedése kozott nem volt kiilonbség megfigyelhetd, mig gliikdzzal vagy KCl-
dal kiegészitett tapagarokon a Abcatf1 torzs ndvekedése enyhén elmaradt a vad tipushoz képest. A
vad tipus és deléciés mutans hasonld érzékenységet mutatott oxidativ stressz, valamint a fungicid
hatéssal biré fludioxonil és iprodion jelenlétében. A sejtfalstresszt kivaltdo CR és calcofluor white
a Abcatfl torzs novekedését jelentésen gatolta, igy megallapithatd, hogy a bcatfl gén delécoja
hatassal volt a sejtfal bioszintézisére, torékeny sejtfalat 1étrehozva ezzel (Temme és munkatarsai,
2012).

A B. cinerea kiilonféle fitotoxikus vegyiileteket termel, kozéjiik tartozik a szeszkviterpén
botrididl és a poliketid botcininsav is. A botrididl fényfiiggd modon szamos gazdandvénynél
nekrotikus elvaltozasokat okoz, és in vitro és in vivo is kimutathat6 (Collado és munkatartsai,
2007; Colmenares és munkatartsai, 2002). A botridial és a botcininsav bioszintézis génjei is
klaszterekbe csoportosulnak (Dalmais és munkatarsai, 2011; Siewers és munkatarsai, 2005), a
microarray vizsgélatokban ezen gének erdsen feliil-regulalodtak (Temme és munkatarsai, 2012).
A B. cinerea axenikus koriilmények kozott képes a novényi hormonhatasu abszcizinsavat (ABA)
termelni (Siewers és munkatarsai, 2004). Az ABA termelésében résztvevé eddig azonositott négy
gén koziil harom (bcabal, bcaba2 és bcabad) expresszids szintje a Abcatfl térzsben erdsen
megemelkedett. Az axenikus tenyészetekben termelt fitotoxinok kémiai elemzése kimutatta, hogy
a termelt mennyiségek korrelalnak az expresszios adatokkal: a botridial, botriéndidl, amelyek
novényekben erdteljes fitotoxikus hatastiak (Collado és munkatarsai, 2007; Colmenares és
munkatarsai, 2002), és a botcinin A mennyisége szignifikansan megndtt a delécios térzsben. Ezek
az adatok arra engednek kovetkeztetni. hogy a BcAtfl a B. cinerea masodlagos anyagcseréjében

résztvevo gének egyik fo regulatora (Temme és munkatarsai, 2012).
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2.4.3.6. A C. purpurea CpTfl1 transzkripcids faktor szerepe

A C. purpurea cptfl génjének funkcidjat Nathues és munkatarsai (2004) vizsgaltak. A cptfl
gén delécioja nem volt hatdssal a vegetativ novekedésre és a sporuldciora. C. purpurea
genomjaban a ROS-kal Osszefiiggésben allo gének promotereinek in silico analizise CRE-
kotohelyet (Garre ¢és munkatarsai 1998) fedezett fel a cpcatl kataldz gén 5'-upstream
szekvenciajaban. A cpcatl gén alap expresszios szintje alacsony volt a Acptf1 térzsben, ami H20>
kezelés hatasara csak kis mértékben indukélodott, amely megfigyelés erdsen utal arra, hogy a
cpcatl expresszidjat a CpTfl szabalyozza (Nathues és munkatarsai, 2004). A vad tipusu torzzsel
fert6zott rozskaldszokon hét nap utan, mig a delécidés mutanssal fertézotteken 2-4 nappal késdbb
jelentek meg a mézharmat cseppek, amelyek mennyisége a Acptf] torzs esetében kevesebbnek
bizonyult. A szkleréciumok megjelenését 45 nap elteltével vizsgalva tapasztalhatd volt, hogy a
delécios mutans kevesebb szklerociumot termelt, s ezek nagy része nem is fejlédott ki teljesen.
Ezekbdl az eredményekbdl kovetkeztetni lehetett arra, hogy a CpTfl részt vesz a C. purpurea

virulenciajaban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A felhasznalt torzsek szarmazasa, fenntartasa és tenyésztése

A AFvatfA delécios mutans létrehozasahoz a F. verticillioides FGSC 7600 (Fungal
Genetics Stock Center Kansas City, MO, USA) szekvenalt genomu vad tipusu referencia torzsét
hasznaltuk fel. A delécioés mutansbol (4FvatfA::hph) két ektopikus komplementalt torzset hoztunk
1étre {FvatfA *C (H7) és FvatfA ’C (H9)}. A AFvmnSOD delécidos mutans 1étrehozasahoz szintén
a F. verticillioides FGSC 7600 vad tipusu torzsét hasznaltuk fel. A delécidos mutansbol
(4FvmnSOD::hph) egy cktopikus komplementalt torzset (FvmnSOD ’C) hoztunk létre. A
torzseket konidium szuszpenzi6 forméjaban, 50%-0s glicerinben taroltuk, -70 °C-on.

Minden kisérlethez friss inokulumot készitettiink, amelyhez a torzseket Czapek-Dox
taptalajra® oltottuk le, majd 7 napos, 25 °C-on torténé inkubdalast kovetden steril sporamoso
oldattal mostuk le a konidiumokat, végiil atsziirtiik két réteg Miracloth-on (Merck-Millipore). A
sporakat Biirker-kamra segitségével szdmoltuk le ¢és allitottuk be a konidium szuszpenzid

Genomi DNS izolalasahoz (kopiaszam meghatarozashoz és Southern analizishez) a
gombakat 100 ml YPG téplevesbe oltottuk, 18 oraig torténd (28 °C-on, 200 rpm) razatast kovetden
a tenyészeteket leszlirtiik 2 réteg Miracloth-on, majd mostuk steril desztillalt vizzel, végiil pedig
az Osszegyljtott micéliumokat -70 °C-on taroltuk felhasznalasig.

A plazmidok felszaporitasara a DHS5o kompetens Escherichia coli torzsét hasznaltuk,

amelyet LB taptalajra oltottunk le és 37 °C-on tenyésztettiink.

3.2. Nukleinsav izolalasi technikak és agaroz gélelektroforézis

3.2.1. DNS izolalas

A Southern analizishez és a kopiaszam meghatarozashoz liofilizalt micéliumbol CTAB
lizis puffer felhasznaldsaval ,,Maxi prep” genomi DNS izolalast végeztiink Kerényi és munkatérsai
(1999) leirasa alapjan kisebb moddositasokkal. A nukledzmentes vizbe visszavett genomi DNS
segitségével hataroztuk meg.

A transzformansok gyors ellendrzéséhez fenolmentes DNS izoldlast végeztiink, amely

soran az elézetesen félkémcsovekben YPG taplevesben felndvesztett tenyészeteket centrifugaltuk,

3 A taptalajok és oldatok sszetétele minden esetben az M2. mellékletben talalhato.
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majd a feliiliszo eltavolitasa utan a micéliumokat lizis puffer és steril iiveggyongy segitségével
feltartuk. A mintakhoz RNase-t (Sigma) adtunk, majd vortexelést kovetéen 65 °C-on, 15 percig
inkubaltuk a csoveket, minden 6tddik percben vortexeltiink. Ezt kovetéen a mintdkat jégen
inkubaltuk 5 percig. 8 M kalium-acetat oldat hozzaadéasat kovetden a csoveket centrifugaltuk
(4 °C, 15 perc, 13200 rpm). A feliiliszokat 0j csovekbe mértiik at, majd izopropanol segitségével
kicsaptuk a DNS-t, amelyet centrifugalassal gyiijtottiink dssze (4 °C, 15 perc, 13200 rpm). Ezutan
a pelleteket jéghideg 70%-os etanollal mostuk, végiil a feliiliszo eltavolitasa utan nukleazmentes

vizben vettiik vissza 6ket.
3.2.2. RNS izolalas

A génexpresszios vizsgalatokhoz sziikséges RNS-t poritott liofilizalt micéliumbol TRIzol
reagens (Invitrogen) (Chomczynski, 1993) felhasznalasaval nyertiik ki, majd ezt kovetden az RNS
mintak mennyiségét és tisztasagat NanoDrop ND-1000 spektrofotométer (Thermo Scientific)

segitségével meghataroztuk. Az RNS mintak mindségét agardz gélelektroforézissel is ellendriztiik.
3.2.3. Plazmid izolalas kompetens E. coli tenyészetekbol

A pB15 valamint a pBS-G plazmidokat (Sagaram és munkatarsai, 2007) DH5a kompetens
E. coli sejtekbe juttattuk be, transzformacioval.

A felnétt egyedi telepekbdl 2 ml LB téptalajba oltuttunk at, majd 37 °C-on, 250 rpm, 18
oran at torténd tenyésztést kovetden a plazmidokat a NucleoSpin® Plasmid DNA Purification Kit
(Macherey-Nagel) gyartoi utasitasai szerint izolaltuk, illetve sporaszuszpenziot tettiink el 50 v/v%-

os glicerinben a tenyészetekbdl -70 °C-ra.
3.2.4. Agaroz gélelektroforézis

DNS mintak futtatasa és a PCR termékek visszaizolalasa

A disszertacioban szerepld DNS mintdk agardéz gélelektroforézisét 0,6-0,8%
agaroztartalmu 1x TAE pufferbdl késziilt gélen végeztik, a géleket 1x TAE pufferben futtattuk
80 V-on. A PCR termékeket a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) gyart6i

utasitasai szerint izolaltuk vissza a gélbdl.

RNS mintak futtatasa

Az RNS mintadk mindségének ellendrzését denaturald agardz gélelektroforézis segitségével

végeztiikk 1x MOPS-EDTA pufferben 80 V-on.
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3.3. A géndelécios és komplementalo konstrukciok készitése

3.3.1. Az FvatfA géndelécios kazetta l1étrehozasa

A delécios kazettat double-joint PCR mddszerrel hoztuk Iétre (Sagaram és munkatarsai,
2007; Yu és munkatarsai, 2004). Az els6 1€pésben a gén elott talalhato 5° 1524 bp, valamint a gén
utan talalhatd 3° 1557 bp hosszisagu hatarold szakaszokat amplifikaltuk az FvatfAupfwd és
FvatfAupkimrev (5° régid), valamint FvatfAdownkimfwd és FvatfAdownrev (3’ régio) primer
parok™” segitségével a vad tipusu F. verticillioides FGSC 7600 torzsbdl izolalt genomi DNS-bél,
amelyhez az Expand™ Long Polimerase-t (Roche) hasznéltuk fel. A markerként szolgald
higromicin foszfotranszferaz gént (hph) a pBP15 (Sagaram és munkatarsai, 2007) plazmidbol az
M13F ¢és M13R primerek felhasznaldsaval szaporitottuk fel. Ezt kovetéen a masodik 1épésben
(Joint PCR) a harom kitisztitott PCR terméket kevertiik dssze egy csében 1:3:1 aranyban (5’
hatarol6 régi6 : marker gén : 3” hatarolo régio), majd primerek nélkiil, az atfedd régiok segitségével
kapcsoltuk 6ssze a harom terméket. Az utolso, nested PCR soran szaporitottuk fel a marker gént
is tartalmazé 4,1 kb hosszasagu géndelécios kazettat az FvatfAnestedfwd és FvatfAnestedrev
primer par segitségével. A keletkezett PCR terméket kitisztitottuk, majd a protoplasztalas soran
hasznalt STC oldatban vettiik vissza.

™ A disszertacioban felhasznalt primerek szekvencidja a M3. mellékletben talalhato tablazatban

keriilt felsorolasra.
3.3.2. Az FvatfA komplementalé kazetta létrehozasa

Az AFvatfA delécios torzset (AFvatfA::hph) a vad tipust FvatfA génnel komplementaltuk,
amelyhez a geneticin rezisztenciaért felel6s aminoglikozid 3'-foszfotranszferaz (gen) gént
fuzionaltattunk single-joint PCR segitségével (Sagaram és munkatarsai, 2007). Az elsé kor PCR-
ben az FvatfA gént a vad tipust torzs genomi DNS-ébdl a FvatfAcompkimfwd és FvatfAcomprev
primerparral, mig a gen markergént a pBS-G plazmidbdl (Sagaram és munkatarsai, 2007) az M13F
és M13R primerekkel amplifikaltuk, amelyhez az Expand™ Long Polimerase-t (Roche)
hasznaltuk fel. A kitisztitott PCR termékekbdl a masodik, joint PCR-ben az atfedd kiméra
szakaszok segitségével a darabokat dsszekapcsoltuk primerek felhasznélasa nélkiil, végiil az utolsod
1épésben a joint PCR terméket felhasznalva az M13F és FvatfAcomprev primerekkel a 6,9 kb
nagysagu komplementald kazettat szaporitottuk fel. A PCR terméket kitisztitottuk, majd a

protoplasztalas soran hasznalt STC oldatban vettiik vissza.
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3.3.3. Az FymnSOD géndeléciés kazetta létrehozasa

A delécids kazettat double-joint PCR modszerrel hoztuk 1étre (Sagaram és munkatarsai,
2007; Yu és munkatarsai, 2004, Leiter €s munkatarsai, 2016). Az els6 1épésben a gén elott talalhatd
5’ 1657 bp, valamint a gén utan talalhatdé 3° 1375 bp hossziusagu hatarold szakaszokat
amplifikaltuk az  FvmnSODupfwd ¢és  FvmnSODupkimrev  (5°  régid), valamint
FvmnSODdownkimfwd és FvmnSODdownrev (3’ régid) primer parok segitségével a vad tipusu F.
verticillioides FGSC 7600 tdrzsbdl izolalt genomi DNS-bSl, amelyhez az Expand™ Long
Polimerase-t (Roche) hasznaltuk fel. A markerként szolgald higromicin foszfotranszferaz gént
(hph) a pBP15 (Sagaram és munkatarsai, 2007) plazmidb6l az M13F és M13R primerek
segitségével szaporitottuk fel. Ezt kovetden a masodik, joint PCR-ben a 3 Kitisztitott PCR terméket
kevertilik 0ssze egy csOben 1:3:1 ardnyban (5’ hatarolo régid : marker gén : 3’ hatarold régid), majd
primerek nélkiil, az atfed6 régiok segitségével kapcsoltuk dssze a harom terméket a reakcio soran.
Az utolsd, nested PCR-ben szaporitottuk fel a marker gént is tartalmazd 4,1 kb hosszsagh
géndelécios kazettat az FvmnSODnestedfwd és FvmnSODnestedrev primer par segitségével. A
keletkezett PCR terméket kitisztitottuk, majd a protoplasztalas soran hasznalt STC oldatban vettiik

vissza.
3.3.4. Az FvmnSOD komplementilé kazetta létrehozasa

Az AFvmnSOD delécios torzset (AFvmnSOD::hph) a vad tipusi FvmnSOD génnel
komplementaltuk, amelyhez a geneticin rezisztenciaért felel6s aminoglikozid 3'-foszfotranszferaz
(gen) gént fuzionaltattunk single-joint PCR segitségével (Sagaram és munkatarsai, 2007). Az elsd
korben az FvmnSOD gént a vad tipusu torzs genomi DNS-¢ébél a FvmnSODcompkimfwd és
FvmnSODrev primerpar segitségével szaporitottuk fel, mig a gen markergént a pBS-G plazmidbol
(Sagaram ¢és munkatérsai, 2007) az M13F és M13R primerekkel amplifikaltuk, amelyhez az
Expand™ Long Polimerase-t (Roche) hasznaltuk fel. A kitisztitott PCR termékekbdl a masodik,
joint PCR-ben az atfedé kiméra szakaszok segitségével a darabokat 6sszekapcsoltuk primerek
felhasznalasa nélkiil, végiil az utolsod 1épésben a joint PCR terméket felhasznalva az M13F és
FvmnSODrev primerekkel a 3,8 kb nagysagt komplementalo kazettat szaporitottuk fel. A PCR

terméket kitisztitottuk, majd a protoplasztalas soran hasznalt STC oldatban vettiik vissza.
3.4. A F. verticillioides protoplasztok transzformalasa

A PEG-medialt transzformalashoz a F. verticillioides protoplasztokat Sagaram és

munkatarsai (2007) altal kozolt cikk alapjan hoztuk 1étre kisebb mddositasokat alkalmazva. A
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transzformalas menete roviden a kovetkezd volt: a nedves micéliumot Driselase és f-gliikuronidaz
(Sigma) segitségével protoplasztaltuk protoplasztalo oldatba visszavéve (3 6ra, 75 rpm, 28 °C-0n),
majd a keletkezett protoplasztokat centrifugalassal 6sszegytjtottiik (1500 rcf-n, 0 fékezés mellett,
22 °C-on, 5 perc). A pelletet 0,7 M NaCl oldattal, ezt kovetéen STC oldattal mostuk. A kitisztitott
nested PCR terméket a protoplasztokhoz adtuk, majd PEG oldat hozzaadasat kdvetden inkubaltuk
(szobahdmérséklet, 40 perc). Az inkubalast kdvetden folyékony regeneraltatd taptalajban
regeneraltattuk a protoplasztokat egy ¢jszakén at. A regeneralodott protoplasztokat regeneraltatd
tapagar (amely 100 pg/ml koncentracioban higromicin B-t tartalmazott) feliiletére rétegeztiik
topagarral elkeverve, végiil a regeneraltatd csészéket 28 °C-on 7-15 napig inkubaltuk, amig a

transzformans telepek megjelentek.

3.5. A géndelécios és komplementalt torzsek azonositasa

3.5.1. A deléciés mutansok azonositasa

A regeneraltaté csészéken megjelend transzformansokat 100 pg/ml higromicint tartalmazé
Czapek-Dox taptalajra oltottuk at, majd ezt kvetden a kinétt telepekbdl egyedi telepeket hoztunk
létre, hogy biztositsuk a genetikai homogenitast a genomi DNS izolalast megel6zden. Az egyedi
telepekbdl agardugdkat vagtunk ki, amelyekkel 100 pg/ml higromicint tartalmazo YPG taplevest
inukolaltunk, hogy a mar ismertetett moédon genomi DNS-t izolaljunk.

A transzformansok genetikai vizsgalatdhoz Emerald PCR-t (Takara) mértiink 6ssze, majd a PCR
termékeket 0,6% agardz gélen ellendriztiik vissza, ezt kovetden a AFvatf4 esetében ECORV és
Ndel (Thermo Fisher Scientific), mig a AFvmnSOD esetében HindIIl és Ndel restrikcios
endonukledzokkal emésztettilk. A vad tipust gén, valamint a géndelécios kazettdk emésztési

mintazata eltér6 volt, amelyet 0,6% agardz gélelektroforézissel ellendriztiink (2. és 3. tablazat).

2. tablazat A vad tipus és az FvatfA delécios mutans emésztési mintazata

Vad tipus Delécios mutans
(4683 bp) (4518 bp)
2578 bp; 2105 bp EcoRV )
) Ndel 2119 bp; 2399 bp

3. tablazat A vad tipust és az FvmnSOD delécios mutans emésztési mintazata

Vad tipus Deléciés mutans
(3711 bp) (4166 bp)
1430 bp; 598 bp; Hindill 1430 bp; 1654 bp;

601 bp; 1082 bp 1082 bp
0 Ndel 2098 bp; 2068 bp
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A j6 emésztési mintdzatot add transzformansokbol sporaszuszpenziot vettiink fel
glicerinben, amelyet -70 °C-on taroltunk tovabb.
Azon transzformansokban, amelyek j6 mintdzatot adtak, a delécids kazetta egyszeres, jO

helyre torténd beépiilését Southern-blot analizissel igazoltuk.
3.5.2. A komplementalt torzsek azonositasa

A regeneraltatd csészéken megjelend transzformansokat 100 pg/ml higromicint vagy
100 pg/ml geneticint tartalmaz6 Czapek-Dox téptalajra oltottuk at, majd ezt kovetden azokbol a
telepekbdl, amelyek mind geneticin, mind higromicin jelenlétében kindttek, egyedi telepeket
hoztunk létre, hogy biztositsuk a genetikai homogenitast a tobblépcsds ellendrzést megeldzden.

A genomi DNS izolalas eldtt a komplementalt telepek fenotipusos helyreallasat tobb
stresszagenssel vizsgaltuk meg, igy olyanokkal, amelyek stresszérzékenységet valtottak ki a
delécidos mutansnal, illetve olyanokkal is, amelyek nem okoztak fenotipusos valtozast. Célunk
ezzel annak bizonyitasa volt, hogy a komplemental6 kazetta integracidja a genomba nem okozott
valtozast a komplementalt torzsek stresszérzékenységében a vad tipushoz, illetve a delécids
mutanshoz képest.

A felhasznalt stresszt generdl6 agensek a kovetkezdek voltak:

- NaCl 0,5M
- KCI 0,5M
- Szorbit 05M
- CdClz 0,2 mM
- Kongovorés 10 uM
- tBOOH 0,6 mM
- MSB 0,8 mM
- H20: 20 mM
- Diamid 0,4 mM

15 cm atmérdjh steril iiveg Petri-csészékbe 100 ml Czapek-Dox tapagart ontottiink, amelyhez
eldzdleg mar hozzaadtuk a felsoroldsban szerepld stresszorok valamelyikét olyan mennyiségben,
amellyel a megadott végkoncentraciot elértiik. A Petri-csészéket 4 részre osztottuk, majd
mindegyik csészére 1x10° db sporat inokulaltunk pontszeriien az alabbi tdrzsekbdl: FGSC 7600,
delécios mutans, komplementalt torzsek. A csészéket 25 °C-on, 6 napig inkubaltuk, majd lemértiik
a telepek atmérojét és fényképet készitettiink minden Petri-csészerol.

Azon komplementélt torzsekbdl, amelyek fenotipusos helyreallast mutattak, a mar

ismertetett modon genomi DNS-t izolaltunk.
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A komplementaltak genetikai vizsgéalatdhoz Emerald PCR-t (Takara) mértiink 6ssze a
geneticin kazettara (1. reakcid), illetve az FvatfA vagy FvmnSOD génre (2. reakcio).

A PCR termékeket 0,6% agardz gélen ellendriztiik vissza, majd ezt kdvetden a masodik
PCR-b6l szarmazo termékeket az FvatfA gén esetében EcoRI, Xhol, Sspl (Thermo Fisher
Scientific), mig az FvmnSOD gén esetében BamHI és Pstl (Thermo Fisher Scientific) restrikcios
endonukledzokkal emésztettiik. A vad tipusu gén és a komplementalé kazetta emésztési mintazata

azonos volt, amelyet 0,6% agaroz gélelektroforézissel ellendriztiink vissza (4. és 5. tablazat).

4. tablazat A vad tipus és az FvatfA komplementalt torzsek emésztési mintazata

Vad tipus Komplementalt
(4375 bp) (4375 bp)
3252 bp; 1123 bp EcoRl 3252 bp; 1123 bp
579 bp; 3796 bp Xhol 579 bp; 3796 bp
%) Sspl 0
5. tablazat A vad tipus és az FvmnSOD komplementalt torzs emésztési mintazata
Vad tipus Komplementalt
(2468 bp) (2468 bp)
%) BamHI %)
730 bp; 1738 bp Pstl 730 bp; 1738 bp

A j6 emésztési mintazatot ado transzformansokbol glicerol stockot készitettiink, amelyet
-70 °C-on taroltunk tovabb.
Azon komplementéltakban, amelyek mind fenotipusos helyreallast, mind a megfeleld

emésztési mintdzatot mutattak, kopiaszam meghatarozast végeztiink qPCR segitségével.
3.6. Southern blot analizis

Azon transzformansokban, amelyek jo mintdzatot adtak, a delécids kazetta egyszeres, jO
helyre torténd beépiilését Southern-blot analizissel igazoltuk, amelynek soran a vad tipusu és
transzformans telepekbdl izolalt genomi DNS-t Scal (Thermo Fisher Scientific) restrikcids
endonukleazzal 37 °C-on emésztettiik, majd 0,7%-os agar6z gélen futtattuk a mintakat. A DNS-t
ezt kovetden etidium-bromid oldattal tettiik 1athatova, majd UV transzilluminatoron a gélrdl egy
vonalzo segitségével fényképet készitettiink. A gélt 20-20-20 percen keresztiil depurinalo,
denaturald, majd neutralizalé oldatban inkubaltuk. A DNS-t a gélbdl Immobilon NY™ (Millipore)
membranra vittilk at vakuum transzfer segitségével, 10x SSC oldattal nedvesen tartva a gélt 65
percen keresztiil. A membranra a DNS-t hdvel (80 °C, 20 perc), valamint UV-crosslinkerrel

(3x245 nm; 1200 pJ/cm?) fixaltuk. A membrant ezt kdvetden 3 oran keresztiil prehibridizaltuk
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hibridizal6 kamraban 50 °C-on heringsperma DNS-sel kiegészitett prehibridizalo oldatban. Az
elézdleg elkészitett és kitisztitott DIG-jelolt probat 10 percen keresztiil forraltuk, majd a
prehibridizal6 oldatot tartalmazdé hibridizalo csovekhez adtuk. A membrant egy €jszakan at 50 °C-
on hibridizaltuk. A hibridizalast kovetéen a membrant 60 °C-ra temperalt Southern-mos6 oldattal
atoblitettilk, majd mostuk 2x20 percen keresztiil 55 °C-on. A mosast kdvetéen a membrant

eléhivtuk a DIG DNA detection and Labeling Kit (Roche) gyartoi utasitasai szerint.
3.7. Képiaszam meghatarozas

A komplementalt térzsekben a kopiaszam meghatarozast Herrera és munkatarsai (2009)
munkdja alapjan végeztiik el kisebb modositasokat alkalmazva.

Az FvatfA *C (H7) és (H9) komplementalt torzsekben az FvatfA gén kopiaszamanak
meghatarozasahoz egykopids referenciagénként az FVEG 11192 gént valasztottunk, ami a
mitokondrialis mangan szuperoxid dizmutaz (FYMnSOD) enzimet kodolja a F. verticillioides
genomjaban.

Az FvmnSOD gén képiaszamanak meghatarozasahoz az FvmnSOD °C torzsben egykopids
referenciagénként az FVEG 02866 gént valasztottunk, amely az FvAtfA transzkripcios faktort
kodolja a F. verticillioides genomjaban.

A torzsekbdl a 3.2.1. alfejezetben ismertetett mdédon genomi DNS-t izolaltunk, amelynek
mennyiségét NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg. Az ismert

crer

A 96 lyukti PCR-lemez egy-egy furataba a kdvetkezo reakciot mértiik ossze:

- Templat DNS 7 ul
- Fast SYBR® Green Master Mix

(Applied Biosystems by Life Technologies) 10 pl
- forward primer 0,4 ul
- reverse primer 0,4 ul
- dH20 2,2 ul

Minden koncentraci6 és primer par esetén harom ismétlést végeztiink a Lightcycler® 480

késziiléken (Roche).
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A gPCR Iépései a kovetkezoek voltak:

95 °C
95 °C
51°C
65 °C
95 °C
51°C
95 °C
37°C

2 perc

5 masodperc
10 masodperc [ 40x
20 méasodperc

15 masodperc
15 masodperc
folyamatos

1 masodperc

A kopiaszam meghatarozasdhoz felhasznalt primerparok és azok szekvenciai az MS3.

mellékletben taldlhatdak.

A kopiaszdm meghatarozasahoz a genomi DNS-ek koncentracidinak tizes alapu

logaritmusat abrazoltuk a Cr értékek fliggvényében Microsoft Excel programot hasznalva, majd a

kapott pontdiagramon az adatpontokra linearis trendvonalat illesztettiink, igy megkapva a lineéris

regresszids egyenes egyenletét és determinacios egyiitthatojat (R?):

Ct = m (logio koncentracio) + b

y=mx+b

Abban az esetben, ha a determinacios egyiitthat6 értéke R2>0,98 volt, a kopiaszdmot az abszolut

kvantifikdcio mddszerével meghataroztuk:

Ahol,

vizsgalt gén teljes kopiaszama = 10(C ~bVm)

Cr jeloli azt a ciklusszamot, ahol az egyes furatokban mért fluoreszcencia mértéke atlépte
a kiiszobértéket,

b a higitasi sor Cr értékei alapjan kapott kétismeretlenes egyenlet y tengelyének
metszéspontja,

m a meredeksége.

s

crer

FvmnSOD kopiaja a genomban = (FvmnSOD teljes kopiaszam)/(FvatfA teljes kopiaszam).

46



3.8. A torzsek novekedésének vizsgalata

A torzsek novekedésének vizsgalatihoz a 7 napos Czapek-Dox agarlemezekre leoltott
telepeket steril sporamoso oldat segitségével lemostuk, a sporaszuszpenziot atszirtik 2 réteg
2x10’/ml-re. 5 pl spéraszuszpenziét inokuldltunk pontszeriien Czapek-Dox vagy PDA
tapagarokra, ezt kovetden a Petri-csészéket 6 napig inkubaltuk 25 °C-on. A telepek atmérdjét
vonalzd segitségével lemértiik, majd pedig fényképet készitettlink minden csészérél. Harom
biologiai ismétlést készitettiink, egyenként 4 parhuzamossal, az egyes ismétlésekbdl szarmazd

atlagokkal szdmoltunk tovabb a statisztikai elemzésnél.

3.9. A sporak méretének, termelésének és életképességének meghatarozasa

A sporak méretét a kovetkezOképpen hataroztuk meg:

Czapek-Dox agarlemezekre leoltott 7 napos tenyészetekr6l a sporakat steril desztillalt
vizzel lemostuk, majd a spéraszuszpenziot atsziirtiik 2 réteg Miracloth-on. Thoma sejtszdmlalod
kamra segitségével mikroszkdpi felvételeket készitettiink 400x nagyitas mellett. A sporak hosszat
¢és atmérdjét az Imagel program segitségével hataroztuk meg. 3 bioldgiai ismétlést készitettiink,
egyenként 100 sporat lemérve; az egyes ismétlésekbdl szarmazo atlagokkal szamoltunk tovabb a

statisztikai elemzésnél.

A spora termeloképesség vizsgalatat Shim és munkatarsai (2006) cikke alapjan készitettiik el a

kovetkez6 modon:

Czapek-Dox agarlemezekre leoltott 7 napos tenyészetekbdl etanollal sterilezett dugdfiro
segitségével 8 mm atmeérdjli agardugot készitettlink, amit steril oltotli segitségével 1,5 ml-es
centrifugacsObe helyeztiink at, amelybe elézdleg 1 ml steril desztillalt vizet pipettaztunk.

Vortexelést kovetden Biirker-kamra segitségével leszamoltuk a keletkezett sporaszuszpenzid

crer

A spérak életképességének vizsgalatat Choi és Xu (2010) cikke alapjan végeztiik el:

Czapek-Dox agarlemezekre leoltott 7 napos tenyészetekrél a sporakat steril desztillalt
vizzel lemostuk, majd a sporaszuszpenzidt atsziirtik 2 réteg Miracloth-on, ezt kdvetden a
sporaszuszpenzidkat 25, 42 és 45 °C-on inkubaltuk 60 percig, vagy 4 °C-on 7 napig, ezt kdvetden
100 ul-t szélesztettiink steril tivegbot segitségével Czapek-Dox agarlemezekre. 2 nap, 25 °C-on

torténd inkubalast kovetden a kindtt telepeket leszamoltuk. Harom biologiai ismétlést végeztiink,
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egyenként harom parhuzamossal; az egyes ismétlésekbdl szarmazo atlagokkal szamoltunk tovabb

a statisztikai elemzésnél.
3.10. A torzsek stresszérzékenységének vizsgalata

A stresszkisérleteinkben az aldbbi stresszagenseket adtuk hozza a taptalajhoz a megadott

tartomanyon beliili végkoncentraciokat elérve (100 ml-ben):

- NaCl 01M-15M

- KCI 01M-15M

- Szorbit 0,1M-2M

- CdCl; 0,1 MM -0,4 mM
- Kongo6voros 5uM-25uM

- tBOOH 0,2 mM -0,8 mM
- MSB 0,2mM-1,4mM
- H20: 10 mM - 50 mM
- Diamid 0,1 mM-1mM

A stresszorokat 100 ml Czapek-Dox taptalajba mértilk be, amelyet elézdleg 55 °C-ra
temperaltunk, majd 8,5 cm atmérdjii Petri-csészébe ontottiik. A tdpagar dermedése utan a lemosott
és leszamolt spordkbol 2x107 db/ml sporakoncentraciojii sporaszuszpenzidbol 5 ul-t
pontinokulaltunk a tapagarra. A mintakat 25 °C-on, 6 napon at inkubaltuk, majd ezt kdvetben a

novekedés mértékét vonalzo segitségével lemértiik, tovabba fényképet készitettiink a csészékrol.
3.11. A torzsek PAF érzékenységének vizsgalata

A Penicillium chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) hatasat az alabbi modon vizsgaltuk:
Czapek-Dox taptalajhoz annyi PAF-ot adtunk hozza, amellyel 100, illetve 200 pg/ml
végkoncentraciot értiink el, majd a taptalajt 12 lyuku lemez egyes lyukaiba pipettaztuk. A 7 napos
telepekrél sporamoso oldattal lemosott friss mikrokonidiumokbél 1x10° db/ml koncentraciéju
sporaszuszpenzidt készitettiink, amelybdl 5 pl-t pontinokuldltunk az egyes valyatokba. Az
inokulaciot kovetéen 72 o6ran keresztiil 25 °C-on inkubdltuk a lemezeket, majd vonalzo

segitségével lemértiik a telepek atmérdjét €s fényképet készitettiink az egyes telepekrol.
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3.12. Szekunder metabolitok termelése
3.12.1. Fumonizin B1 és B2 termelés mérése

Tenyésztési korulmények:

Az éltalunk vizsgalni kivant torzseket 7 napos tenyészetekrdl steril desztillalt vizzel

crer

beallitottuk 1x108 db/ml-re. A médositott Myro taptalajbol (Han és munkatarsai, 2014) sterilezést

kovetden hatlyuku lemez lyukaiba 5 ml-t mértiik ki osztott pipetta és pipettor segitségével, ezutan

crer

megvilagitas nélkiili termosztatban 25 °C-on két hétig inkubaltuk feliileti kultarat Iétrehozva.

Mintavételezés:

A feliileti kultardkbol szarmazo micéliumot az inkubalasi id0 végén centrifugalassal
Osszegyljtottiik (4200 rpm, 10 perc, 4 °C), a fermentlevet pipettaval leszivtuk, térfogatat
feljegyeztiik, az Osszegyljtott micéliumot ismert tomegli 1,5 ml centrifugacsovekbe mértiik at,
majd ezt koOvetden a biomassza mennyiségét liofilizalast kovetéen meghataroztuk. A

fermentleveket és a liofilizalt micéliumot felhasznalasig fagyasztodban -20 °C-on taroltuk.

Mintael6készités:

A liofilizalt micéliumokbdl a fumonizineket a kovetkezOképpen extrahaltuk: minden
mintahoz 100 mg mennyiségli el0készitett, sterilizalt kvarchomokot (0,2-0,8 mm atmérdji),
valamint 500 pl acetonitril:viz 50:50 + 1% hangyasav keverékét adtunk a mintakhoz, amelyeket
Roche MagNA Lyser késziilék segitségével (30 mp, 5000 rpm) feltartiink. Centrifugalast (5 perc,
13200 rpm, 4 °C) kovetden a feliilaszokat 1j csovekbe mértiik.

A fermentlevekbdl 600-600 pl-t 1,5 ml centrifugacsdévekbe pipettaztunk, majd 5 perc,
13200 rpm-en, 4 °C-on torténd centrifugalast kovetden 500 pl-t (j csovekbe mértiink at.

CE-MS meghatarozas:

A mintak fumonizin tartalmanak meghatarozasat a Debreceni Egyetem TTK Szervetlen és
Analitikai Kémiai Tanszékén Dr. Kecskeméti Adam és Prof. Dr. Gaspar Attila végezte el kapillaris
elektroforézis-tomegspektrométer segitségével (Kecskeméti és munkatdrsai, 2020). A kapott

mérési eredményeket a biomasszara normalizaltuk, majd ezt kovetden atlagoltuk.
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3.12.2. Bikaverin termelés mérése

Tenyésztési korilmények:

Az altalunk vizsgalni kivant torzseket 7 napos tenyészetekrdl steril desztillalt vizzel

crer

bikaverin termeltetd taptalajba (Bell és munkatarsai, 2003) 100 ml-ként minden torzs esetében
1x108 db sporat oltottunk le a lombikokba. Razégépben 28 °C-on, 200 rpm-en 5-7-9 napig

inkubaltuk a razatott tenyészeteket.

Mintavételezés:

Az 5-7-9 napig torténd inkubdalast kovetden a tenyészetek biomasszajanak
meghatarozasdhoz a tenyészetekbol 5 ml-t zsugoritott {ivegszlirore helyezett ismert tomegi
szirOpapiron vakuum segitségével atszirtliink, majd 3 napon keresztiil sulyallandosagig torténd
szaritast kdvetden tomegiiket visszamértiik, a biomassza mennyiségét kiszamitottuk.

A biomassza meghatarozashoz térténd mintavételezést kovetden a maradék tenyészet
térfogatat méréhenger segitségével lemértiik és feljegyeztiik, majd 50 ml-es centrifugacsében jelre
(50 ml) toltottiik, ezt kovetden lecentrifugaltuk 4 °C-on, 4200 rpm-en 10 percen keresztil. A
feliiluszot G cs6be, a micéliumot 15 ml-es centrifugacsébe mértiik at, a mintakat felhasznalasig -

20 °C-on taroltuk.

Bikaverin koncentraci6 meghatarozasa:

A bikaverin koncentraciojat Bell ¢és munkatarsai (2003) altal ismertetett modon

spektrofotometriasan 500 nm-en hataroztuk meg. A bikaverin standardot DMSO-ban oldottuk fel,

crer

crer

A kapott mérési eredményeket a biomasszara normaltuk, majd ezt kdvetden atlagot és szorast

szamitottunk.

3.12.3. Karotinoidok termelésének mérése

Tenyésztési korilmények:

Az altalunk vizsgalni kivant torzseket 7 napos tenyészetekrdl steril desztillalt vizzel

crer

minimal taptalajba (Avalos és munkatarsai, 1985; Davis és munkatarsai, 1970; Hornero-Méndez

¢s munkatarsai, 2018) 100 ml-ként 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban minden torzs esetében
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1x108 db sporat oltottunk le. Razogépben 25 °C-on, 150 rpm-en 7 napig inkubaltuk a tenyészeteket

fehér fényii fénycsoveket tartalmazo fénypanel alatt (80 umol photon m™2 s™! fényaram mellett).

Mintavételezés:

Az 7 napig torténd inkubalast kdvetden a tenyészetek biomasszajanak meghatarozasahoz a
tenyészetekbdl 5 ml-t zsugoritott iivegsziirdre helyezett ismert tomegli sziirépapiron vakuum
segitségével atsziirtlink, majd 3 napon keresztiil sulyallanddsagig torténd szaritast kovetden
tomegiiket visszamértiik, a biomassza mennyiségét kiszamitottuk.

A biomassza meghatarozashoz torténé mintavételezést kovetden a maradék tenyészet térfogatat
méréhenger segitségével lemértik és feljegyeztiik, majd a micéliumot 2 réteg Miracloth

segitségével Osszegyiijtottik 15 ml-es centrifugacsovekbe, ezt kdvetden pedig liofilizaltuk ket.

Karotinoid koncentraciéo meghatarozdsa

A liofilizalt micéliumokbdl a karotinoidok meghatarozasat a kovetkezoképpen végeztiik:
100 mg elporitott micéliumot 100 mg steril kvarchomokot tartalmazo sejtfeltdrd csovekbe
mértiink, majd ezt kovetéen 1 ml acetont adtunk minden mintdhoz. A mintakat Beadbeater
késziilék segitségével feltartuk. Centrifugalast (13000 rpm, 5 perc) kovetden a feliiluszokat
csiszolatos gomblombikokba mértiik at, amelyeket beparolasig sotétben taroltunk. A procedurat
addig ismételtiik, amig a micélium elfehéredett. Az igy kapott acetonos mintdkat 40 °C-on
beparoltuk majd a mintédkat visszavettiik 2 ml petroléterben (40/70). Izzitott Al202-bol {iveg
fecskendében oszlopot készitettiink, majd a petroléterben visszavett mintait a megnedvesitett
oszlopra felvittiik, ezt kdvetéen a karotinoidokat 10 ml petroléterrel elualtuk. Az eluatum
abszorbancidjat spektrofotométer segitségével iliveg kiivettadban 450 nm-en meghataroztuk.
A karotintartalmat (x1) a kovetkez6 osszefiiggéssel szamitottuk ki és pg/mg-ban kaptuk meg:

A XV xV, x10*

X4 =
YTA% XV xm
Ahol,

A az eluatum abszorbancidja;
AY% = 2592 (a p-karotin extinkcids koefficiense petroléterben)
V1 az eluatum térfogata;
V2 az extraktum teljes térfogata;
V3 az oszlopra vitt alikvot rész térfogata;
m a meghatdrozott bemért minta tdmege.

A kapott mérési eredményeket a biomasszara normalizaltuk, majd ezt kovetden atlagot és

szOorast szamitottunk.
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3.13. Gének relativ expresszidjanak meghatarozasa qRT-PCR segitségével

A szekunder metabolitok, igy a fumonizinek, karotinoidok ¢s a bikaverin bioszintézisében részt
vevo gének expressziojat RT-qPCR segitségével mértiik meg.

Az RNS izolalashoz sziikséges micéliumot a 3.12. alfejezetben mar ismertetett kiilonféle
taptalajokon ndvesztettiik fel, felhasznalasig -70 °C-on taroltuk dket:

- A fuml, fum8 és fum2l gének expresszios szintjeinek mérésé¢hez modositott Myro
taptalajra oltott 14 napos feliileti kultirabol gytijtottiik 6ssze.

- AcarRA, carB ¢és carT gének expresszios szintjeinek méréséhez a torzseket DG taplevesbe
oltottuk be, majd 4 napon keresztiil s6tétben razattuk a tenyészeteket, majd a biomasszat 2
6ra megvilagitas utan gyijtottik ossze (Adam és munkatarsai, 2011).

- A bikl gén expresszios szintjének méréséhez a torzseket bikaverin termelést indukalod
taptalajba oltottuk be, majd a rdzatott tenyészetek biomasszajat 3 illetve 5 nap inkubalast
kovetden gyljtottiik 0ssze.

A liofilizalt micéliumokbol az RNS-t a 3.2.2. alfejezetben ismertetett modon izolaltuk, majd
az RNS mintdk mennyiségét NanoDrop segitségével lemértiik és agardz gélelektroforézissel
mindségliket ellendriztiik.

Az RT-qPCR el6tt a mintakat DNS mentesitettiik, amelyhez DNase I Amplification Grade
Kitet (Sigma) hasznaltunk. Az RT-qPCR reakciohoz a Xceed qPCR SG 1-step Kit-et (IAB)

hasznaltuk, minden reakcié 500 ng RNS-t tartalmazott.

A 96 lyukti PCR-lemez egy-egy furataba a kdvetkezo reakciot mértiik ossze:

- Templat RNS Sl
- Master Mix 10 pl
- primer mix 4 ul
- enzim 1l

Minden vizsgalt gén esetén harom ismétlést végeztiink a Lightcycler® 480 késziiléken (Roche).

Az RT-gPCR Iépései a kovetkezok voltak:

45 °C 10 perc

95 °C 2 perc

95 °C 5 masodperc

51°C 10 masodperc | 40x
65 °C 30 masodperc

95 °C 15 mésodperc

51°C 15 masodperc

95 °C folyamatos

37°C 1 masodperc
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Minden RNS mintaban mértiik a tefl (FVEG 02381) gén expresszids szintjeit is, amelyet
referenciagénként hasznaltunk fel. A relativ expresszios szintek kiszdmitasahoz a “delta modszert”

hasznaltuk:
ACt = Crreferencia gén — Cr vizsgalt gén

Ahol Cr jeloli azt a ciklusszamot, ahol az egyes furatokban mért fluoreszcencia mértéke atlépte a
kiiszobértéket.
A relativ expresszidos szinteket a tub2 (FVEG_04081), cyp2 (FVEG_00403)

referenciagénekkel is kiszamitottuk, hasonl6 eredménnyel.
3.14. Invaziés novekedés vizsgalata paradicsombogyon

Az invaziés novekedés vizsgalatat paradicsombogyokon vizsgalatuk (Di Pietro és
munkatarsai, 2001) feliileti sterilizalast kovet6en, amelyeket Czapek-Dox agaron novekvo
tenyészetekbdl szarmazdé 6 mm agarkorongokkal inokuldltunk. 25 °C-on, 100% relativ
paratartalom mellett inkubaltuk a fert6zott terméseket. 72 €s 96 oraval az inokulacio utan lemértiik

a kinétt telepek atmérdjét.
3.15. A torzsek szexualis szaporodasanak vizsgalata

A delécios és komplementélt torzsek vad tipust torzzsel valod szexudlis parosodési képességét
sargarépas tapagaron vizsgaltuk (Klittich és Leslie, 1988). A vizsgalni kivant torzseket répas
tapagart tartalmazo Veg-Boxokba oltottuk le (100 x 70 x 65). Him partnerként Czapek-Dox agarrol
lemosott konidiumszuszpenziot hasznaltunk, amit 6sszekevertiink a sargarépas taptalajon kindtt
micéliummal. A keresztezés utan a torzseket 20/24 °C-on inkubdltuk 5-6 héten at, 12 Oras sotét
periodust, 12 6rds megvildgitottal valtogatva, amelyet fehér fénycsd és sotétkék fluoreszcens

lampaval biztositottunk. Teszter torzsként a F. verticillioides FGSC 7603 torzset hasznaltuk.
3.16. A torzsek légzésének vizsgalata

A torzsek 1€gzését exponencialis ndvekedési fazisban 1év0 siillyesztett kulturdbol szarmazo
micéliumokban Oxigraph Oz elektrddot felhasznalva (Oxylab 2, Hansatech Instruments Ltd, UK)
25 °C-on Dr. Olah Viktor egyetemi adjunktus (Debreceni Egyetem TTK Novénytani Tanszék) és
Dr. Leiter Eva egyetemi docens (Debreceni Egyetem TTK Molekularis Biotechnolégiai és
Mikrobiologiai Tanszék) vezetésével mértiik le. Az teljes, citokrom c-fiiggdé KCN-szenzitiv,
alternativ oxidaz-fliggé (KCN-rezisztens, SHAM-érzékeny) és rezidualis (KCN+SHAM-

rezisztens) 1égzéseket hataroztunk meg. A citokrom c-fliggé itvonal, valamint az alternativ oxidaz
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légzéseket 1,0 mM KCN ¢és 5,0 mM SHAM koncentraciokat felhasznalva gatoltuk (Leiter €s
munkatarsai, 2016; Medentsev és munkatarsai, 2002). A KCN-érzékeny és alternativ-oxidaz-
fliggd légzéseket a kovetkezoképpen szamoltuk ki: az Osszes 1égzésbol kivontuk a KCN-
rezisztens, vagy a KCN+SHAM-rezisztens rezidualis 1égzések értékeit (Leiter és munkatarsai,
2016).

3.17. A mitokondriumok morfolégidjanak vizsgalata

TTK Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszék), valamint Dr. Dienes Beatrix
tudoményos fémunkatars (Debreceni Egyetem AOK Elettani Intézet) hataroztak meg. A Czapek-
Dox taptalajba leoltott (103-10* spéra/ml) konidiumokat fedélemezeken torténd 20—24 h inkubalas
utan festették 30 nM MitoTracker Green festékkel 30 percig, 2.5 nM dihidroetidiummal 20 percig,
valamint 2.5 nM Calcofluor White festékkel 5 percig lathatova téve a mitokondriumokat, az
intracellularis szuperoxid gyokoket €s a sejtfalban talalhato kitint. Ezt kvetden a fedélemezeken
talalhatd megfestett micéliumokrdol mikroszkopi felvételeket készitettek egy konfokalis 1ézer
szkenning LSM 880 mikroszkopot (Zeiss, Jena, Germany) felhasznéalva (Leiter és munkatarsai,
2016). A haromcsatornds Z-stack felvételeken a z6ld csatorna a MitoTracker Green festékkel
festett mitokondriumokat, a piros csatorna a DHE festett szuperoxid gyokoket, mig a kék csatornan
a CFW segitségével lathatova tett hifdk szerkezete, valamint a szegmensek hatarai voltak
megfigyelhetéek. A mitokondriumok térfogatfoglaldsa, a relativ szuperoxid mennyisége
(szuperoxid térfogata {a képzddd etidium szignallal ardanyos} a mitokondriumok szazalékos
tarfogatara normalva), tovabba a masodik hifaszegmens atmérdje a Leiter és munkatarsai (2016)

altal kozolt modszerek szerint volt meghatarozva.

3.18. Bioinformatikai vizsgalatok

3.18.1. Paronkénti szekvencia illesztés és filogenetikai fa készitése

Az FVAtfA fehérje szekvenciajat az NCBI F. verticillioiges FGSC 7600 online
adatbazisabol toltottiik le. A mas fajokban talalhat6 ortoldg szekvencidkat az NCBI adatbazisabol
BLAST homoloégia kereséssel kerestiik meg, a blastp algoritmust hasznalva (McGinnis és Madden,
2004). Az aminosavszekvenciak tobbszorés szekvencia illesztését a MEGA MUSCLE
algoritmussal (Kumar ¢és munkatarsai, 2018) végeztik a MEGA X programot hasznalva
(https://www.megasoftware.net/), ahol a gap open penalty értékét -10-re allitottuk. Az igy kapott

illesztett szekvenciakat a TrimAl program segitségével trimmeltiik, ahol modszerként a program
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altal felkinalt automatedl-t alkalmaztuk (http://phylemon2.bioinfo.cipf.es/utilities.html). Az
evolucids tavolsdgokat Maximum Likelihood mddszerrel és a JTT matrix alapti modell (Jones és
munkatarsai, 1992) segitségével hataroztuk meg az IQ-TREE szervert (Trifinopoulos és
munkatarsai, 2016) hasznalva (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/). A kapott filogenetikai fat az iTOL
segitségével abrazoltuk és szerkesztettiik (http://itol.embl.de/).

Az FvAtfA fehérje molekulatomegét és izoelektromos pontjat az Isoelectric Point
Calculator (Kozlowski, 2016; http://isoelectric.org/calculate.php) segitéségével hataroztuk meg.

Az uniprot.org InterPro annotation altal a vizsgalt fehérjeszekvencidkban megadott bZIP
domének szekvenciait az NCBI Constraint-based Multiple Alignment Tool-1al illesztettiik, majd a
hasonlé tulajdonsagokkal rendelkezé aminosavakat a RasMol Amino Acid Colors bedllitas

segitségével vizualizaltuk (Ray, 2005).
3.18.2. Promoter analizis

A fumonizinek, a bikaverin és a karotinoidok bioszintézisében résztvevd vizsgalt gének
szekvenciait a 2 kb 5’-upstream régiok szekvenciaival egyiitt az NCBI F. verticillioides FGSC
7600 adatbazisabol toltottiik le. A gének transzkripcids start helyét, poliadenilacios szignaljat és a
transzlacids start helyét az FGENESH pipeline segitségével hatdroztuk meg, paraméterként a
,»generic Fusarium-specific gene finding”-ot allitottuk be (Solovyev és munkatarsai, 2006).
(http://Nlinux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind).

Az ATF/CREB fehérjecsaladba tartozd transzkripcids faktorok képesek felismerni és
bekotédni a CRE (TGACGTCA) konszenzus szekvenciat is tartalmazé DNS szakaszokhoz
(Loeken, 1993; Kvietikova és munkatarsai, 1995; Sakamoto és munkatarsai, 2008; Hong és
munkatarsai, 2013a). A promoter régiokat Wolf és munkatarsai (2016) cikkében meghatarozott

paraméterek szerint definialtuk:

- A transzkripcios start helyt6l szamitott 5°- upstream —1000 bp, downstream +50 bp-t,

- Amennyiben az intergenikus régié kisebb volt, mint 1000 bp, ugy a transzkripcids
starthelytdl az 5’-upstream szakasz végét, valamint downstream +50 -t tekintettiik
promoter régionak.

A lehetséges transzkripcids faktor kotShelyeket a promdter régiokban, valamint a
transzkripcids start hely €s a transzlacios starthely kozotti at nem irodé 5° szakaszokban kerestiik
(Roze és munkatarsai, 2011; Hong és munkatarsai, 2013a). Az ATF/CREB promoter kotOhelyeket
az online elérhetd6 PROMO version 3.0.2. programmal (Messeguer és munkatarsai,. 2002; Farré és
munkatarsai,. 2003) kerestiik, amely a kotohelyeket a TRANSFAC 8.3 adatbazisat alapul véve
keresi meg (http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3). A
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maximum matrix kiilonbség értékét a PROMO-ban 15%-ra allitottuk, valamint a keresésnél az ,,all

factors” and ,,all species” beallitast hasznaltuk.
3.19. Az adatok statisztikai kiértékelése

A disszertacioban minden kisérlet esetén 3-5 fliggetlen mérés atlagat és annak szorasat
tiintettem fel.

A torzsek atlagértékei kozotti eltérések kimutatisara a vegetativ ndvekedés, sporatermelés,
spora ¢€letképesség, sporak mérete, szekunder metabolitok termelése, génexpresszios vizsgalatok
esetében egyutas ANOVA-t valamint Tukey’s post-hoc tesztet végeztink az R statisztikai
programcsomag “anova” and ,,tukeyHSD” funkcio6it felhasznalva (http://www.R-project.org/).

A torzsek stressz, valamint PAF érzékenységének vizsgalatakor a relativ novekedések
kozotti eltérések kimutatasara egyutas ANOVA-t (amely utan Tukey’s post-hoc tesztet
végeztiink), vagy a torzsek kezelt és kezeletlen telepatmérdinek esetében kétutas ANOVA-t
alkalmaztunk (amely utan Tukey’s post-hoc tesztet végeztiink).

A torzsek kozotti teljes eltérést fokomponens analizissel vizsgaltuk, amelyet az R

statisztikai programcsomag “prcomp” funkciojaval szamitottunk ki.
3.20. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletek soran felhasznalt vegyszerek, — amennyiben az a disszertacioban masképpen nincs

jelolve — a Sigma-Aldrich Kft. és a WVR Kft. analitikai tisztasag termékei voltak.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A F. verticillioides FvatfA génje

4.1.1. Az FvatfA gén molekularis jellemzése

Az A. nidulans AtfA (16kusz ID: AN2911) bZIP tipusu transzkripcios faktor ortologjat F.
verticillioidesben az NCBI blastp algoritmus segitségével kerestiik meg. A beazonositott FvatfA
fehérjét kodold gén a szekvenalt F. verticillioides FGSC 7600 torzs genomjaban az FVEG 02866
lokuszon talalhato. A gén hossza 5384 bp, és egy 384 aminosavbol allo fehérjét kodol. Az FvAtfA
transzkripcios faktor in silico megallapitott molekulatomege 41 kDa, mig izoelektromos pontja pH
8,7.

6. tablazat A F. verticillioides FvAtfA ortolog fehérjék kiilonféle fajokban

Az FVEG_02866-hoz Cer g
Fajok viszonyitott balstp E A fehérje neve Az NCBI’h(?zzaferes1
L s kodja
értéke
. S FVEG_02866 hipotetikus
Fusarium verticillioides 0.0 fehérie (FVALFA) XP_018746682.1
Fusarium oxysporum f. FoAtf1 (Qi és
sp. cubense 0.0 munkatarsai, 2013) TVY66251.1
FgAtfl (Nguyen és
Fusarium graminearum 0.0 munkatarsai, 2013; Jiang XP_011319081.1
és munkatarsai, 2015)
AtfA (Hagiwara és
Aspergillus nidulans 3¢-06 munkatdrsai, 2008; ACI61780.1
Balazs és munkatarsai,
2010)
. AtfA (Sakamoto és
Aspergillus oryzae 3e-96 munkatdrsai, 2009) XP_001819834.1
. . ) AtfA (Hagiwara és
Aspergillus fumigatus 2e-102 munkatdrsai, 2014) XP_754486.2
Schizosaccharomyces 1e-33 Atfl (Tak;da és BAA12194.1
pombe munkatarsai, 1995)
. ATF-2 (Venter
Homo sapiens 4e-21 és munkatdrsai, 2001) EAX11109.1
. CPTF1 (Nathues és
Claviceps purpurea 4e-149 munkatdrsai, 2004) CCE33955.1
Moatf1 (Guo és
Magnaporthe oryzae 8e-122 munkatdrsai, 2010) XP_003715195.1
. BcAtfl (Temme és
Botrytis cinerea 6e-32 munkatdrsai, 2012) CCD34747.1
Penicillium marneffei 6e-87 AtfA (Nimmanee és XP_002143956.1
munkatarsai, 2014) -
ATF-1 (Colot és
Neurospora crassa 9e-147 munkatérsai, 2006) XP_011394512.1

A 6. tablazatban szamos mas fajbol szarmazo, a szakirodalomban fellelheté homolog fehérjék

FVAtfA-hoz viszonyitott homologia értékeit, valamint NCBI hozzaférési kodjait tiintettem fel. A
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fehérjék elnevezései a funkcidjukat leird, zardjelben hivatkozott dolgozatokbdl szarmaznak. A F.

verticillioides FvAtfA 98,7, 91,7, illetve 52,6%-0s hasonlésagot mutat a F. oxysporum f. sp.

cubense FoAtfl, a F. graminearum FgAtfl, illetve az A. nidulans AtfA fehérjével.

A

S. pombe Atf1

A. nidulans AtfA

A. fumigatus AtfA

A. oryzae AtfA

B. cinerea BcAtf1

C. purpurea CpTf1

M. oryzae MoAtf1

F. graminearum FgAtf1
F. verticillioides FvAtfA
F. oxysporum FoAtf1
P. marneffei AtfA

N. crassa Atf-1

H. sapiens Atf2

[EEKRKEIFLER URPEPALKIGRORKKWLEM I LOPIKVEF Yl E)EILEPROVEPILREE I VIS LKL/L L IPAH|
[EEKRK UFLER VR VERILKGRIRKKWLIALCRIKVELFLEIE L DIAL R S Ve LREE T VI L KR L L LEH
[EEKRRUFLERVRVESILKIGRRKKOWLIN I LIPIKVELFEAVEN DIAL SR Vi LREE I V)L Kii L L LEH]
[EEKRKFLER R VERILKGRORKKWLIA I LCPIKVE LFREIE L DEALE PRI VELe LREE IV LKL L LEAH|
DEKRKEIFLERR VERAL KGR CIRKK* ] KVDLIY} i MALERIMOINIT MEAS AL
[EEKRKFLER R VERALKGRORKKCIWLIAILOLKVERIY EEE L DEALER R Thde LREEVVI LKL L LEAH]
EEEEN NGNS INCR A AR SCOQEY S0 A NIAQ SEAIMEY G AENENIAT AQE G OIS A AUNIA ITIBHAAL
[EEKRK FLER R VESILKRIRKK WL LIEIKVELIFERIEL DEAL R Re Ibde LREEVV) U LKii L L LEH
[EEKRKFLER R VERALKGRGRKKIWLIALORKVELIFERIE L DEILE RN TRde LREEVV LKL L LEAH]
[EEKRKFLER VR VERILKIMRIRKKCIWLIN I LIRIKVECIFERIEN DEAL @ Ne IR de LREEVV) L KkJL L LEAH]
[EEKRKFLERJRVERILKIGRORKKCIWLINILEPAKVE LFREJEL DEALY RS VRS LRE E I VEIV]

[EEKRKFLER R VERALKGRRKKWLIA LI KVESIFERIE L DEALE R IRSe LREEVV LKL L LEAH]
DEKRRKFLERRERPAIRGRCOKRKVWVOILEKKIAED LESJ L el LR EVELLLRE VERe LKl L L LEAH|

F. verticillioides FvAtfA
F. oxysporum FoAtfA

F. graminearum FgAtfA

N. crassa Atf-1

C. purpurea CpTf1
M. oryzae MoAtf1
A. nidulans AtfA

56 A. fumigatus AtfA
= <‘ E A. oryzae AtfA
0 P. marneffei AtfA

B. cinerea BcAtf1
H. sapiens Atf2

64

7%

S. pombe Atf1

e
0,20

9. abra Tobbszoros szekvenciaillesztés €s filogenetikai fa a kiilonféle AtfA/Atf1 bZIP tipusu transzkripcids
faktorokbol szarmazo aminosav szekvenciak alapjan. A rész: a bZIP domének szekvenciaillesztése és vizualizalasa a
Rasmol Amino Acid Colors segitségével. B rész: a teljes aminosavszekvenciak alapjan elkészitett filogenetikai fa.

Az FvAtfA fehérjében is megtaldlhat6 a bZIP domén, amelyet a fehérjeszekvencia 269-
332 aminosavai alkotnak. A 9. abra A részében a 6. tablazatban mar felsorolt fajokban
megtalalhatdo FvAtfA ortolog fehérjék bZIP doménjeinek szekvencidit tobbszordsen illesztve, a
hasonlé tulajdonsagi aminosavakat a RasMol Amino Acid Colors beallitas segitségével
vizualizaltam. A bZIP domén jol jellemzett motivum az eukariota proteinekben (Landschulz és
munkatarsai, 1988; Pabo és Sauer, 1992). A bZIP domén bazikus régidja lizinben és argininben
gazdag; ez a domén 1€p interakcidba a DNS kett6s spiral nagy arkaval. A cipzar régi6 30-40
aminosavbol allo amfipatikus hélix, amelyben megkozelitéleg minden hetedik aminosav lizin. Az
abran jol lathato, hogy az FvAtfA bZIP doménje nagy hasonlosagot mutat a mar kordbban vizsgalt,
ismert funkcidju FvAtfA homolég fehérjék doménjeivel. A fehérjék teljes aminosav szekvenciai

alapjan az evolucios tavolsagokat Maximum Likelihood médszerrel és a JTT matrix alaptt modell
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segitségével hataroztuk meg, az igy létrehozott filogenetikai fat a 9. abra B része tiinteti fel. Amint
az a nagyfoku hasonlosag alapjan varhato volt, a F. verticillioides FvAtfA fehérjéje kozel azonos

poziciot foglal el a F. oxysporum FoAtfl és a F. graminearum FgAtf1 fehérjékkel.
4.1.2. Az FvatfA gén inaktivalasa

Az el6z6ekben azonositott FvatfA gén funkcidjanak azonositasahoz elinditottuk a delécios

torzs létrehozasat.

4.1.2.1. Az FvatfA deléciés konstrukcio 1étrehozasa és transzformalasa a F. verticillioides
FGSC 7600 torzsbe

Az FvatfA gént specifikusan elrontottuk. Ehhez a géndelécios kazettat double-joint PCR
(Yu és munkatarsai, 2004) segitségével hoztuk létre, amelyben az FvatfA ORF-t a higromicin
foszfotranszferaz enzimet kodold hph génre cseréltiik. Az elsé kor PCR soran kiilon csévekben a
gén el6tti upstream és a gén utani downstream szakaszokat, valamint a hph kazettat szaporitottuk
fel, amelyeket a masodik, tigynevezett joint PCR soran egy csében 6sszemérve az atfedd régiok
segitségével szereltiink Ossze. A PCR harmadik korében a nested primerpdr segitségével
szaporitottuk fel a géndelécios kazettat, amellyel a protoplasztokat transzformaltuk. A
higromicinre rezisztens transzformans telepek 7-15 nap elteltével jelentek meg a regeneraltatd
csészéken, ekkor atoltottuk dket 100 pg/ml higromicin B-t tartalmazé Czapek-Dox taptalajra.

Osszesen 65 db transzformanst kaptunk.
4.1.2.2. A transzformansok ellenérzése

Az atoltast kovetden a transzformans telepekbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd PCR
segitségével az FvatfAupfwd ¢és FvatfAdownrev primerpar felhasznalasaval probaltuk a kettds
homoldg rekombinaciot kiszlirni. Az igy kapott PCR terméket ECORV ¢és Ndel restrikcios
endonukledzokkal emésztettiik, majd a vad tipusu gén és a géndelécids kazetta eltéré emésztési
mintdzatat 0,6% agardz gélelektroforézissel ellendriztik. A géndelécids kazetta emésztési
mintazatat mutatd telepbdl szarmazd genomi DNS felhasznédldsaval Southern blot analizist
végeztiink, amellyel igazoltuk a géndelécios kazetta megfeleld helyre torténd egyszeres beépiilését
(10. abra). A potencialis delécidés mutans, valamint a vad tipust torzsbdl szarmazé genomi DNS-t
a Scal restrikcids endonukledzzal emésztettiik, probaként a gén eldtti 5° szakaszt hasznaltuk fel,
amelyet az FvatfAupfdw ¢és az FvatfAupkimrev primerpar segitségével szaporitottunk fel, majd
DIG-gel jeloltiink és tettiik lathatova. Az FvatfA probaval a vad tipusnak egy hosszabb, 5514 bp

hosszlisagu fragmentumot kellett adnia, mig a deléciés mutans egy révidebb, 1868 bp hosszusagu
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fragmentumot adott, amelyet a hph kazetta beépiilésével a 10kuszon 1étrejovo j Scal hasitohely

okozott.
DNS préba
............... wt szignal 5514 bp
- 5514
| FvatfA ——
Secal Scal

delécios szignal 1868 bp

»

»

| 1868 5349
. hph —
wt AFvatfA Scal Seal Scal

10. abra Az FvatfA gén inaktivalasa. Az abran a koriilbeliil 5,5 kb hosszusagt FvatfA gént tartalmazo genomi régio
lathat6 a Scal restrikcios endonukleaz hasitohelyeivel a vad tipusi FGSC 7600 és AFvatfA delécios mutansban. A
szaggatott vonal a DNS probat jeldli, amely hibridizalodva a vad tipusu tdrzsben egy 5514 bp hosszusagu, mig a
delécios mutansban egy 1868 bp hosszisagu jelet adott. Jelolések:
wt: vad tipus, hph: higromicin foszfotranszferaz gén

A Southern blot hibridizacio igazolta, hogy (1) a AFvatfA torzs a molekularis technikaval
elrontott FvatfA gént hordozza és (2) a géndelécios kazetta a kettés homoldg rekombinacid soran
jO helyre, egyszeresen épiilt be. Mindez lehet6vé teszi a kisérletek soran a vad tipusu torzzsel

Osszehasonlitva az FvatfA gén funkcionalis jellemzését.
4.1.2.3. Az FvatfA gén hianyanak komplementalasa

Annak érdekében, hogy a tovabbiakban igazolni tudjuk, hogy a kisérletek soran kapott
fenotipusok az FvatfA gén hianyabol erednek, sziikség volt a helyreallitasra, azaz az ép FvatfA
gént tartalmazo komplementalt torzsek 1étrehozasara. A komplemental6 kazettat single-joint PCR
segitségével hoztuk létre, amelynek soran az FvatfA ORF-t a promoter és terminator régidikkal
egylitt amplifikaltuk az FvatfAcompkimfwd és FvatfAcomprev primerpar segitségével, majd a
geneticin foszfotranszferaz enzimet kodold gen génhez flhziondltattunk az atfedd szakasz

segitségével. Az igy létrehozott komplementald kazettaval a AFvatfA torzsbol 1étrehozott
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protoplasztokat transzformaltuk, majd geneticint és higromicint is tartalmazd regeneraltato

csészékre szélesztettiik. A megjelend transzformansokat tobb 1épcsds ellendrzésnek vetettiik ala.

0,5 M NacCl 0,5 M KCI 0,5 M szorbit

11. abra Az FvAtfA komplementalt térzsek fenotipusos helyreallasanak vizsgalata kiilonféle stresszagensek
jelenlétében. A WT a vad tipust, a Mut az FvatfA deléciés mutanst, mig a H7 és H9 a komplementalt térzseket jeloli.

Az FvatfA kopiaszamanak meghatarozasat megeldzden a potencialisan komplementalodott
torzseket stresszkisérleteknek vetettiik ald, hogy igazoljuk, a komplementalo kazetta integracidja
a genomba nem okozott fenotipusos valtozast a vad tipust torzshoz képest. A Petri-csészéken
végzett stresszkisérletek alapjan lathatd, hogy az FvatfA °C (H7) és FvatfA °C (H9) komplementalt
torzsek a vad tipussal nagymértékii hasonlosagot mutattak, a torzsek fenotipusos helyreallasa kozel
maradéktalan volt a vad tipushoz képest (11.4bra).

A kiilonféle stresszek alatti fenotipusos helyreallas vizsgalatat kdvetéen a vad tipushoz
leginkdbb hasonlito komplementalt térzsekbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd PCR elegyet

mértlink Ossze a geneticin kazettara, illetve az FvatfA génre. Az FvatfA gént tartalmazé PCR
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termékeket EcoRI, Xhol, Sspl restrikcios endonukleazokkal emésztettiik, majd 0,6%-0s agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik az igy kapott emésztési mintazatokat.

A stresszkisérletek, valamint a PCR-es ellenérzést kdvetden feltételezhetd volt, hogy a H7
illetve a H9 komplementalt torzsekben allt helyre leginkabb a vad tipusra jellemz6 fenotipus, ezért
ezekben a torzsekben hataroztuk meg az FvatfA gén kopiaszamat.

A torzsek kopiaszamat a 3.8. alfejezetben ismertetett modon szamitottuk ki. Az
eredményeinkbdl kideriilt, hogy mindkét komplementalt torzsben az FvatfA gén egy kopiaban van
jelen. A kisérletek soran kapott egyenesek egyenletét, a reprodukalhatosdgot, valamint a

kopiaszamokat a 7. tdblazatban tiintettem fel.

7. tablazat A H7 ¢s H9 komplementalt térzsek kopiaszama

s FvatfA 2 FvmnSOD ) L,
Torzsek | (rvEG 02866) | ° (FVEG_11102) | R Képiaszim
FvatfA _ _
*C(H7) y=-3.31x+26.74 0.99 y=-2.93x+26.62 0.98 1.00+0.02
FvatfA _ _
*C(H9) y=-3.49x+26.17 0.97 y=-3.32x+26.33 0.98 1.00+0.01

4.1.3. A AFvatfA torzs fenotipusos jellemzése

4.1.3.1. Az FvatfA gén szerepe a vegetativ és invaziv novekedésben

A Kkisérleteket megel6z6 tenyésztések soran azt tapasztaltuk, hogy a mutans novekedése
Czapek-Dox taptalajon a vad tipusu torzshoz képest elmaradt, igy az invaziv novekedés mellett a
vegetativ novekedést is vizsgaltuk kisérleteinkben.

A vegetativ ndvekedést Czapek-Dox, illetve burgonya dextroz agar (PDA) taptalajokon
vizsgaltuk, 5 uL sporaszuszpenziot (amely 1x10° sporat tartalmazott) inokuldltunk pontszertien a
tapagarok felszinére, majd 25 °C-on 6 napig inkubaltuk a csészéket, ezt kdvetden a telepeket
lefényképeztiik, a telepatméroket lemértiik, majd a harom fiiggetlen kisérletb6l szarmazo
adatokbol egyutas ANOVA statisztikai elemzést végeztiink, amit Tukey’s post-hoc teszt kdvetett.
A statisztikai elemzés (az elemzés eredményét az M4.1. mellékletben talalhato tablazat dsszesiti)

szerint a AFvatfA delécios torzs novekedése elmaradt a vad tipusu torzsétdl mind Czapek-Dox
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(-11,79%), mind PDA (-22,16%) taptalajokon, s ez a fenotipus a komplementalt torzsekben
helyreallt (12. abra).

A 100

(0]
o
1
1)
<]
<]

D
o
1

Telepatméré (mm)
N
o

N
o
L

o
I

FGSC 7600 AFvatfA  FvatfA’C (H7) FvatfA’C (H9)
m Czapek-Dox OPDA

B FvatfA‘C FvatfA‘C
FGSC 7600 AFvatfA (H7) (H)
Czapek-Dox
Agar
Burgonya
Dextréz Agar

12. abra A torzsek vegetativ novekedésének dsszehasonlitasa Czapek-Dox és PDA taptalajokon. Az A rész a
telepatmérdk statisztikai elemzését, mig a B rész a torzsek novekedésérdl késziilt reprezentativ képeket mutatja be.
A kiilonbozd betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek az egyes torzsek kozott.

A vad tipust, deléciés mutans ¢és komplementalt torzsek invaziv novekedését
paradicsombogyon vizsgaltuk (13. abra, M4.1. tablazat). Aktivan novekvo tenyészetekbol kivagott
agarkorongokat helyeztiink a feliiletsterilizalt paradicsomok felszinére, majd az inokulalast
kovetden 72, illetve 96 oraval (hpi) lemértiik a telepek atmérgjét, valamint fényképet készitettiink
a paradicsombogyokrol. A vad tipus esetében a telepek atmérdjének atlaga 7,92 és 12,75 mm volt
(72, illetve 96 ora elteltével), mig a delécids mutans szignifikdnsan kisebb novekedést mutatott:
2,25 és 3,08 mm atmérdjii telepeket képzett. A ndvekedés mértékében bekovetkezd szazalékos
csokkenés (-71,6 és -75,8%, 72 és 96 orat kdvetden) sokkal nagyobb mértékii volt, mint ahogyan
azt a Czapek-Dox és PDA taptalajok esetében tapasztaltuk. Annak igazolasara, hogy a

telepatmérdkben tapasztalt szignifikans kiilonbség nem a delécios mutans eleve kisebb mértékii
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13. 4bra A torzsek invaziv ndvekedésének Osszehasonlitdsa. Az A rész a telepatmérdk statisztikai elemzését, mig a
B rész egy reprezentativ kisérletet mutat be. A kiilonbdzé betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek az egyes
torzsek kozott

novekedésébdl adodik, Czapek-Dox taptalajra az aktivan novekvd tenyészetekbdl kivagott
agarkorongokat helyeztiink, majd 72 és 96 ora elteltével szintén lemértiik a kindtt telepek

atmérdjét. Ezen koriilmények kozott a AFvatf4A torzs novekedésében tapasztalhatd csokkenés
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kisebb mértékii volt, mint ahogyan azt a paradicsomon megfigyeltiik (-17,3 és -18,1%, 72 és 96

oraval az inokulaciot kovetden).
4.1.3.2. Az FvatfA gén deléciojanak hatasa a mikrokonidiumokra és a szexualis szaporodasra

Elézetes kisérletek soran megfigyelheté volt, hogy a AFvatfA deléciés mutans kisebb
sporakat képez, mint a vad tipus, ezért méréseket végeztiink annak megallapitasara, milyen
mértékben befolyasolja az FvatfA gén delécidja a sporatermelést, valamint a sporak méretét €s
¢letképességét.

A sporak termelését (14. dbra A rész, M4.1. tablazat) Czapek-Dox taptalajon vizsgaltuk, a
sporatermeld képessége szignifikdnsan csokkent a vad tipusu torzshoz képest: amig az FGSC 7600
torzs 6,21+0,29x107 db sporat termelt egy négyzetcentiméterre vonatkoztatva, addig a AFvatfA
muténs 3,98+0,36x107 (35,9% kevesebb) sporat hozott 1étre azonos koriilmények kozott.

Eldzetes megfigyeléseinkkel dsszhangban a delécidos mutdns szignifikdnsan, kozel 2 pm-
rel rovidebb (8,07 + 0,13 um) spoérakat termelt, mint a vad tipusu torzs (10,43 £ 0,23 um), amelyet
az Image] szoftver segitségével hataroztunk meg. Ezzel szemben a sporak atmérdjében nem
tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket a két torzs kozott: az FGSC 7600 esetében 4,85 + 0,66 um
volt a spordk atmérdje, mig a AFvatfA mutans sporainak atmérdje 4,94 + 0,18 pm volt. Az egyutas
ANOVA-val végzett elemzés azt mutatta, hogy az FvatfA ‘C H7 és H9 komplementalt térzsekben
a sporak hosszanak fenotipusa csak részlegesen allt helyre (az elemzés eredményét az M4.1.
mellékletben taldlhato tdblazat Osszesiti, mig a 14. dbra B, illetve D része a sporak hosszat és
atmérdjét, valamint reprezentativ mikroszkopi felvételt mutat be).

A konidiosporak ¢életképességét 42, illetve 45 °C-on 60 percig torténd, valamint 4 °C-on 7
napig tartd tarolassal vizsgéltuk, a spodraszuszpenziokat Czapek-Dox tapagar felszinére
szélesztettiik, majd 2 nap inkubalast kdvetden a kindtt telepeket megszamoltuk. Eredményeink azt
mutattak, hogy az FvatfA nem befolyasolja a sporak életképességét sem ho, sem hideg stressz alatt
(14. abra C rész, M4.1. tablazat).

Megvizsgaltuk, milyen hatassal van az FvatfA gén delécioja az ivaros szaporodasra. A
keresztezési kisérlethez a vad tipusi FGSC 7600 (MATA-1), FGSC 7603 (MATA-2), AFvatfA
mutanst, valamint az FvatfA ‘C H7 és H9 komplementalt torzseket hasznaltuk fel. A torzseket ndi
partnerként alkalmazva répas agaron azt tapasztaltuk, hogy az FvatfA delécios mutans nem termelt
peritéciumokat 40 nap inkubalast kovetéen, mig a vad tipus atlagosan 30, a FvatfA ‘C H7 26,
FvatfA ‘C HO torzs 22 peritéciumot termelt, ami azt mutatja, hogy a vad tipusu sziil6torzs fertilitasa

alapvetden gyenge volt (15. abra). A nagyobb (~ 3 mm) peritéciumokat bonctiivel szétnyomkodva
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14. abra A torzsek sporatermel6 képességének, a sporak méretének, valamint életképességének Gsszehasonlitasa.
Az A rész a vad tipust, mutans és komplementalt tdrzsek sporatermeld képességét; a B rész a sporak hosszanak,
valamint atmérdjének dsszehasonlitasat; a C rész a sporak életképességét; mig a D rész egy reprezentativ
mikroszkopi felvételt mutat be a torzsek mikrokonidiumairdl. A kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbségeket

jelolnek az egyes torzsek kozott.
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az FGSC 7600 vad tipusu torzsben harom, az FvatfA’C (H7) komplementaltban kettd érett,
aszkuszt is ado peritéciumot talaltunk. Eredményeinkbdl elmondhatd, hogy az FvatfA gén

delécidja teljes ndi sterilitast okoz, amely fenotipus a komplementalt torzsekben helyreallt.

A

40
®
E w0
S T [
7] 1C
4
o
E 20 - \
3
(&}
2
S 10 -
0

FGSC 7600  AFvatfA FvatfA'C FvatfA’C
(H7) (H9)

L]

15. abra A torzsek szexualis szaporodasanak osszehasonlitasa. Az A rész a két ismétlésbol szarmazo peritéciumok
szamat, mig a B rész egy reprezentativ kisérletet mutat be.
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4.1.3.3. Az FvatfA gén szerepe a F. verticillioides stresszérzékenységében

Az Atfl (S. pombe) — AtfA (A. nidulans) bZIP tipusu transzkripciés faktorok ortologjai
szamos gombafajban részt vesznek a kiilonféle kdrnyezeti stresszekre adott valaszban (Balazs és
munkatarsai, 2010; Hagiwara és munkatarsai, 2008; Lara-Rojas és munkatarsai, 2011; Nguyen ¢€s
munkatarsai, 2013; Qi és munkatarsai, 2013; Rodrigues-Pousada és munkatarsai, 2010). Ahogyan
az a korabbi irodalmi adatok alapjan varhatd volt, az FvatfA delécios mutans megnovekedett
érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt kivaltdo vegyiiletekkel, igy hidrogén-peroxiddal,
tBOOH-val (peroxidstresszt generalnak) és MSB-vel (szuperoxidstresszt valt ki) szemben,
valamint a sejtfal-stresszt okoz6 Kongovordssel szemben is (17. abra).

Az egyutas ANOVA statisztikai elemzéshez a torzsek szédzalékban megadott relativ
novekedését hasznaltuk fel, a statisztikai elemzés eredményét az M4.1. mellékletben talalhatod
tablazatban tiintettem fel. A delécios mutans ndvekedése a vad tipusu térzshoz viszonyitva 25 mM
H20:2 esetén -46,5%; 0,6 mM tBOOH jelenlétében -12,5%; 0,8 mM MSB esetében -32,0%; mig
25 uM Kongovoros jelenlétében -23.6%-al maradt el.

A torzsek abszolit ndvekedését elemz6 kétutas ANOVA analizis szintén alatamasztotta a
AFvatf4 torzs esetében tapasztalt fokozott érzékenységet H2O2-vel, MSB-vel és Kongovordssel
szemben, a tBOOH esetén tapasztalt érzékenység azonban nem volt szignifikans (p>5%). A

kétutas statisztikai elemzés eredményét az M5.1. mellékletben talalhaté tdblazatban tiintettem fel.

0,5M
Kontroll Szorbit

FGSC 7600

AFvatfA

16. abra A delécios mutans és vad tipust torzs novekedésének Gsszehasonlitasa szorbit, NaCl, KCI, CdCl; és
diamid jelenlétében

A AFvatfA torzs az ozmotikus stresszt kivaltéo NaCl, KCl és szorbit, a nehéz-fémstresszt
okozo6 CdCly, tovabba a glutation metabolizmust felboritdé diamid jelenlétében a vad tipusa FGSC

7600 torzshoz hasonldan viselkedett (16. abra).
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17. 4bra A torzsek novekedésének Osszehasonlitasa hidrogén-peroxid, tBOOH, MSB és Kongdvoros jelenlétében.
Az A rész a torzsek szazalékban megadott relativ ndvekedésének atlagat és szorasat mutatja be harom fiiggetlen
kisérletbdl, mig a B rész esetén egy kisérletr6l késziilt reprezentativ fényképek lathatoak. A kiilonb6zo betiik
szignifikans kiilonbségeket jeldlnek az egyes torzsek kozott
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4.1.3.4. Az FvatfA gén szerepe a fumonizinek termelésében

A F. verticillioides tobbféle mikotoxint képest termelni, koztik a fumonizineket is,
amelyek koziil a fumonizin Bl (FB1) és fumonizn B2 (FB2) fordul el6 a legnagyobb
mennyiségben (Blacutt és munkatarsai, 2018). A fumonizinek szennyezhetik mind az allati
takarmanyokat, mind az emberi fogyasztasra szant ¢lelmiszereket (Logrieco és munkatarsai, 2002;
Covarelli és munkatarsai, 2012). Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az FvatfA gén hianya a F.
verticillioides fumonizintermelését. Folyékony modositott Myro taptalajra oltottuk le a torzseket,
majd 14 napon keresztiill inkubaltuk Oket sotétben, statikus koriilmények kozott. Elézetes
kisérleteinkben CE-MS segitségével meghataroztuk a micéliumban, valamint a feliilliszoban
talalhatd fumonizin B1 és B2 mennyiségét, és azt kaptuk, hogy a FB1 és FB2 80-90%-a
feliiluszoban talalhato; ezért a tovabbiakban a feliiliszokbol meghatarozott mennyiségeket

mutatom be (a feliilaszo és a micélium kozotti FB1 és FB2 eloszlast a 8. tablazat mutatja be).

8. tablazat A FB1 és FB2 eloszlasa a micéliumok és a feluluszok kozott.

FB1 FB2
Torzsek Feliillaszo Micélium Feliillaszo Micélium
(ng/g DCM) (ng/g DCM) (ng/g DCM) (ng/g DCM)
S 7600 31,02+4.71 7 68+2.36 526+0.95 1.03+0.31
(80,4442,44%) | (19,56+2,44%) | (83,78+2,04%) | (16,22+2,04%)
nem nem nem nem
AFvatfd
vaif: detektalhatd detektalhatd detektalhatd detektalhatd
26.17+5 76 4.85+1,62 3.63+1.76 0.79+0.20
F fA b H ) ) ) b b b ) )
VattA"C (H7) | (83 08:6,250) | (16,0246,25%) | (80,06+10,09%) | (19,94+10,09%)
, 37.16+11,75 3.56=1,28 3.94+0,24 07240 18
FVatiA"C (H9) | 90,7843,629%) | (92243.62%) | (84,54+3,78%) | (15.46+378%)

Ahogyan az a 18. abra A részén is lathato, az FvatfA gén delécidja drasztikus csokkenést
okozott a fumonizinek termelésében, mennyiségiik a CE-MS kimutathatosagi hatar ala esett. Ezen
megfigyeléssel parhuzamosan megmértiik harom, a FUM génklaszterbe tartoz6 gén, a fuml, fum8
mindsiilé poliketid szintazt kodoldé fuml, valamint az a-oxoamin szintaz enzimet kodolé fum8 gén
expresszids szintjei a mutansban szignifikdnsan csokkentek a vad tipust, valamint a
komplementalt torzsekhez képest. A Zn(I[)2Cys6 DNS koétOhelyet tartalmazo transzkripcios
faktort kodolo fum21 gén expresszids szintjében nem tapasztaltunk valtozast (18. abra B része).
Az egyutas statisztikai elemzés eredményét az M4.1. mellékletben taldlhaté tdblazatban tiintettem

fel.
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A vizsgalt gének promoter analizise Osszhangban volt az eldzetes génexpresszids
vizsgalatok eredményével: a fuml és fum8 gének promoter szakaszain CRE szekvenciat
azonositottunk, mig a fum21l gén szekvencidjan nem talaltunk CRE kotéhelyet (a promoter

analizist 6sszefoglal6 tablazat az M6. mellékletben talalhato).
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18. abra A torzsek FB1 és FB2 termel6 képességének 0sszehasonlitisa. Az A rész az 5 fiiggetlen mérés atlagat és
szdrasat, mig a B rész a FUM génklaszter harom tagjanak, a fuml, fum8 és fum21 relativ expressziojat mutatja be. A
kiilonboz6 betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek az egyes torzsek kozott.

4.1.3.5. Az FvatfA gén szerepe a bikaverin termelésében

A torzsfenntartas soran megfigyeltik, hogy a AFvatfA torzs intenziv voroseslila

szinanyagot halmozott fel hét nap inkubélas utan Czapek-Dox taptalajon, ami azonos koriilmények
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kozott nem volt megfigyelhetd a vad tipus tenyészetében. Mivel a bikaverin a legnagyobb
mennyiségben termelddd vordses pigment Fusarium fajokban (Linnemannstons és munkatarsai,
2002a), feltételeztik, hogy ez a szekunder metabolit felelds a delécidos mutans pigment-
taltermelésért, igy megmértiik a torzsek bikaverin termelését Bell és munkatarsai (2003) modszere
alapjan.

A AFvatfA deléciés mutdns 5 nap inkubdlds utdn koriilbeliil tizszerte tobb bikaverint
termelt, mint a vad tipust és komplementalt torzsek, ez a kiilonbség azonban nem novekedett
tovabb 7 és 9 nap inkubalast kovetden (19. abra B része, illetve M4.1. mellékletben talalhato
tablazat). A bikaverin bioszintézisben résztvevd, poliketid szintdz enzimet kodolo bikl gén
(megeldzoen pksd) expressziojat 3 és 5 nappal a leoltast kdvetden vizsgaltuk. A AFvatfA mutans
esetében nem tapasztaltunk novekedést a génexpresszids szintekben (s6t, enyhe mértéki
expresszio csokkenést figyeltiink meg 3 nap inkubéléast kovetden) a vad tipushoz képest, ami arra

enged kovetkeztetni, hogy a bikaverin taltermeléséért nem a bikl gén fokozott expresszioja felel

(19. abra C része).
4.1.3.6. Az FvatfA gén szerepe a karotinoidok termelésében

A AFvatfA mutans tenyészete nem mutatta azt az erds sargas-narancs szint CM taptalajon
folyamatos megvilagitas mellett, mint a vad tipusu torzs, azt sugallva, hogy a karotinoid
bioszintézist is érinthette az FvatfA gén delécidja (20. abra, A rész). Ezért a karotinoidok termelését
vizsgaltuk DG folyékony taptalajban razatott kultarakban folyamatos megvilagitas mellett, majd
a karotinoidokat a liofilizalt micéliumbol extrahaltuk és spektrofotometriasan mértiik a
mennyiségiiket.

Ahogyan az varhato volt, a deléciés mutans csak nyomokban termelt karotinoidokat, mig
a vad tipust és komplementalt térzsek normalis mennyiségben termelték ezeket a metabolitokat.
Azt is tapasztaltuk, hogy a delécios torzs egy eddig ismeretlen, kékeslila szinii pigmentet termelt
(20. abra, B és C rész). A Fusarium fajokban tobb enzim jatszik fontos szerepet a karotinoidok
biogenezisében, amelyeket részletesen a 2.1.1.3. alfejezetben mar ismertettem. Harom ilyen
enzimet kodold gén, a carRA, carB és carT expresszios szintjeit hasonlitottuk 0ssze a vizsgalt
torzsekben qRT-PCR segitségével. Az RNS-t 4 napig sotétben, majd 2 o6rdn keresztiil fény alatt

inkubélt tenyészetekbdl szdrmazo micéliumokbol izolaltuk (20. abra D rész).
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19. abra A bikaverin termelésének dsszehasonlitasa. Az A rész a tdrzsek sszehasonlitasa 9 nap inkubaciot
kdvetben; B rész a vad tipust, mutans és komplementalt torzsek termel6képességének dsszehasonlitasa 5, 7 €s 9 nap
inkubalast kovetden; C rész a bikl gén expresszidjanak dsszehasonlitasa 3 és 5 nap tenyésztés utan. A kiilonb6z6
betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek az egyes torzsek kozott.
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FGSC 7600 AFvatfA: FvatfA 'C (H7) EvatfA °C (H9)
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20. abra A karotinoidok termelésének Gsszehasonlitasa. A rész a torzsek pigmentaltsiganak Osszehasonlitasa CM
tapagaron; B rész a torzsek Gsszehasonlitasa 7 nap, folyamatos megvilagitast kovetéen; C rész a vad tipust, mutans
és komplementalt torzsek termeldképességének 0sszehasonlitisa; D rész a carRA, carB és carT gének
expresszidjanak dsszehasonlitasa. A kiilonb6z6 betlik szignifikans kiillonbségeket jeldlnek az egyes torzsek kozott.

A carRA ¢és carB relativ expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a 4Fvatf4 mutansban, mint

a vad tipust és komplementalt torzsekben, ami azt bizonyitja, hogy e két gén alul-regulaltsaga a
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felel6s a delécios torzsben a csokkent karotinoid termelésért. Ezzel szemben a carT gén
expresszidjara az FvatfA gén delécidja nem volt hatassal (20. abra D része, illetve M4.1.

mellékletben talalhat6 6sszefoglalo tablazat).
4.1.3.7. Az in silico promoter analizis eredménye

Az ATF/CREB bZIP tipusu transzkripcids faktorok a TGACGTCA konszenzus szekvencidhoz
képesek kotddni (Loeken 1993; Kvietikova és munkatérsai, 1995; Sakamoto és munkatérsai, 2008;
Hong ¢és munkatarsai, 2013a), igy a kiilonféle altalunk vizsgalt szekunder metabolitok
termelésében résztvevo gének esetében in silico promoter analizist végeztiink, hogy megallapitsuk,
vajon megtaldlhaté-e ez a szekvencia a gének promoter szakaszaiban. A vizsgalat soran kilenc, a
PROMO programban szerepld kiilonféle fajokban el6fordulo ATF/CREB transzkripcios faktorok
altal felismert kotohelyek szekvenciait kerestiik. Ahogyan az a M6. melléklet tablazataban lathato,

crer

crer

mutansban, nem talaltunk potencialis kotohelyeket (a kotohelyek pontos elhelyezkedését az M.6
mellékletben talalhato abra és tablazat mutatja be, mig a vizsgalt gének promotereivel atfedd

szomszédos géneket a 9. tablazat foglalja dssze).

9. tablazat A vizsgalt gének ptomotereivel atfedé szomszédos gének és funkcidjuk

Gén Atfedd gén Funkcié [s)z':'lf
carRA | carX (FVEG_10719) karotinoid oxigenaz +
carB | carRA (FVEG_10718) carotén ciklaz -
carT FVEG_09250 ismeretlen -
fuml | fum21 (FVEG_14633) Zn(I1)2Cys6 transzkripcios +
faktor

fum8 fum3 (FVEG_00320) dioxigenaz -
fum21 | zbdl (FVEG_00314) cink-kot6 dehidrogenaz +
bikl bik2 (FVEG_03380) monooxigenaz -

4.1.3.8. A torzsek atfogo jellemzése

A vad tipusu, delécios és komplementalt torzsek Osszehasonlitisara fékomponens analizist

végeztiink; ennek eredményeként jol lathato, hogy a AFvatfA mutéans jol elkiiloniil a vad tipust
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FGSC 7600 és a komplementalt (FvatfA ‘C H7, H9) torzsekt6l (21. abra és M7. melléklet
tablazata). A AFvatfA mutins masik harom torzst6l vald latvanyos elkiilontilését szamos
fenotipusos tulajdonsdg markans megvaltozasa okozza: kiilonbséget taladltunk a vegetativ
novekedésben, az invaziv novekedésben, a sporak termelésében, az abiotikus stressztolerancidban
¢és a szekunder metabolitok termelésében (a PCA analizis részletes eredményét az M7. melléklet
amit mas, eddig funkcionalisan jellemzett FvatfA ortologok esetében is megfigyeltek (Takeda és
munkatarsai, 1995; Hagiwara ¢s munkatarsai, 2009, 2016; Balazs és munkatarsai, 2010; Guo ¢és
munkatarsai, 2010; Sansé ¢és munkatarsai, 2011, Lara-Rojas és munkatérsai, 2011; Roze ¢€s
munkatarsai, 2011; Temme és munkatarsai, 2012; Hong és munkatarsai, 2013a; Qi és munkatarsai,
2013; Nguyen és munkatarsai,, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015; Wee és munkatarsai, 2017).
Erdekes modon, bizonyos mértékii elkiiloniilést szintén megfigyeltiink a vad tipusu és a két
kiilonbségek okoztak. A fékomponens analizis alapjan azonban az FvatfA ‘C H7 és H9 igy is kozel
helyezkedik el a vad tipustt FGSC 7600 torzshoz, ezzel is igazolva, hogy a miikodéképes FvatfA
gén beépiilése a gomba genomjaba helyreallitotta a delécids mutadnsnél tapasztalt fenotipusos
elvaltozdsokat. Az altalunk megfigyelt kisebb fenotipusos kiilonbségek a vad tipusu és a két
komplementalt torzs kozott normalisak. Ezeket a piciny eltéréseket két tényezé okozhatta: (i) az
FvatfA gén a komplementald kazetta véletlenszer(i beépiilése miatt mas kornyezetbe keriilt a
genomon beliil; (ii) kiillonb6zé6 mikroevolucios folyamatoknak is lehetett szerepe, amelyeket a
protoplasztalas és transzformalas hatasara kialakult szelekcidos nyomas valtott ki (Ballard és

munkatarsai, 2018; 2019).
4.1.4. Az FvatfA génnel kapcsolatos eredmények megvitatasa

Az Atfl/AtfA bZIP tipust transzkripcids faktorok szamos mikroorganizmusban, igy
tobbek kozott S. pombeban, A. nidulansban, F. graminearumban elengedhetetlenek a kiilonféle
stresszre adott valasz kialakitasdban, szerepet jatszanak a szekunder metabolitok termelésében €s
a szexualis szaporodasban is (Takeda és munkatarsai, 1995; Sans6 ¢s munkatarsai, 2008; Chen ¢€s
munkatarsai, 2003; Baldzs és munkatarsai, 2010, Hagiwara és munkatarsai, 2008; Lara-Royas ¢és

munkatarsai, 2011; Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015).
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21. abra A torzsek fokomponens analizise

Az A. nidulans AtfA bZIP tipusu transzkripcios faktor ortologjat F. verticillioideshen az
NCBI blastp algoritmus segitségével kerestiik meg. Ezt kovetéen double-joint PCR technika
segitségével delécios kazettat készitettiink, amelyben markerként a higromicin foszfotranszferazt
kodolo hph gént hasznaltuk fel. A delécios kazettat PEG medialt transzformalassal vittiik be a vad
tipusa FGSC 7600 torzs fiatal tenyészetébdl létrehozott protoplasztokba. A géndelécios kazetta
egyszeres €és jO helyre torténd beépiilését Southern blot modszerrel ellendriztiik. Végiil single-joint
PCR segitségével komplementald kazettat készitettiink a vad tipusu FvatfA génbdl, amelyhez
markerként a neomicin foszfotranszferaz enzimet kodolo gen gént hasznaltuk. A AFvatfA torzsbe
végiil a komplemental6 kazettat transzformalva komplementalt térzseket hoztunk 1étre.

A AFvatfA torzs novekedésében altalunk tapasztalt csokkenés Osszhangban van a
szakirodalomban mar korabban leirt atfl/atfA ortolog gének hidnymutansai esetében
megfigyeltekkel: a M. oryzae AMoatf] mutans (Guo és munkatarsai, 2010) és a F. graminearum
AFgatfl torzs (Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatérsai, 2015) is csokkent novekedést
mutatott a vad tipusi torzshoz képest. Ahogyan azt mar korabban B. cinerea (Temme és
munkatarsai, 2012) és A. nidulans (Emri és munkatarsai, 2015, Orosz és munkatarsai, 2017)

esetében kimutattak, az AtfA ortologok szerepet jatszanak a sejtfal biogenezis €s az elsddleges

77



anyagcsere szabalyozasaban, igy feltételezhetd, hogy az FvatfA gén delécidja zavart okozott az
alapvetd metabolikus ¢s fizioldgiai folyamatokban, amely végiill megfigyelhetd mértékii
csokkenést valtott ki a delécios mutans novekedésében.

A delécioés torzs esetében paradicsombogyon megfigyelt csokkenés az invaziv
novekedésben arra enged kovetkeztetni, hogy az FvAtfA transzkripcids faktor szerepet jatszik F.
verticillioides virulencidjaban, ahogyan azt mar C. purpurea esetében rozson (Nathues és
munkatarsai, 2004), M. oryzae kapcsan rizsen (Guo és munkatarsai, 2010), F. oxysporum
tekintetében Cavendish bananon (Qi és munkatarsai, 2013), F. graminearum vonatkozasaban
buzan, kukorican és szalkaperjén (Brachypodium distachyon; Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang
¢s munkatarsai, 2015) kordbban bizonyitottak.

Szamos ndvénypatogén gombaban az Atfl/AtfA transzkripcids faktorok eliminécidja
zavarokat okozott mind az aszexudlis, mind a szexudlis sporulacidoban, amely megfigyelések
alatdmasztjdk az FvAtfA szerepét a mikrokonidiumok méretének ¢és termelésének
szabalyozasaban, illetve a peritéciumok képzésében. A B. cinerea Abcatfl mutansa esetében
csokkent konidium- és szklerocium-termelés volt megfigyelheté (Temme és munkatarsai, 2012).
F. graminearumban az Fgatfl gén delécidja csokkent sporatermelést, valamint késleltetett
szexudlis szaporodast eredményezett (Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015).
A F. oxysporum Foatfl deléciés mutansat vizsgalva Qi ¢és munkatarsai (2013) szintén
megfigyelték a sporak hosszanak csokkenését. A kisérleteinkben jelentés mértékben csokkent n6i
fertilitast tapasztaltunk a vad tipusa FGSC 7600 torzs esetében. Saleh és munkatarsai (2012) M.
oryzaeban vizsgaltak a szexualis szaporodasi ciklus hidnyanak szelekcids hatasat a ndi fertilitasra.
Kisérleteikben 10-20 alkalommal oltottak at a vad tipust kezdetben ndi fertilis torzseket heti
rendszerességgel Uj rizsliszt tapagarra. Eredményiil azt kaptdk, hogy az egyes izolatumok néi
fertilitasa 10-19 egymast kovetd atoltdst kovetden jelentds mértékben lecsokkent. A F.
verticillioides FGSC 7600 torzset mar évtizedek oOta hasznaljak, mint teszter torzset és
modellorganizmust laboratériumi koriilmények kozott, az egyik elsé publikacio, amelyben ezt a
torzset Xu és munkatarsai vizsgaltak 1994-ben jelent meg. Ezt figyelembe véve elmondhato, hogy
a hosszl ideje torténtd laboratoriumi torzsfenntartds okozhatta az altalunk tapasztalt ndi fertilitas
ilyen drasztikus mértékii csokkenését.

A szakirodalomban fellelhetd Atf1/AtfA ortologok delécids mutdnsai érzékenyek voltak a
kiilonféle kornyezeti stresszekkel szemben. A M. oryzae Moatfl, valamint a F. graminearum
Fgatfl delécios mutansa fokozott érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt kivaltd hidrogén-
peroxiddal szemben (Guo €s munkatarsai, 2010; Jiang és munkatarsai, 2015). A B. cinerea Abcatf1

mutansa hasonléan az FvatfA delécios mutanshoz érzékenynek bizonyult a sejtfalstresszt okozo
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Kongovoros és calcofluor white jelenlétében (Temme és munkatarsai, 2012), amely fenotipus
szintén megfigyelhetd volt Kongovords jelenlétében F. graminearumban is (Jiang és munkatarsai,
2015). A F. verticillioides FvatfA mutansaval szemben a F. graminearum Fgatfl mutansa
csokkent ellenalloképességet mutatott az ozmotikus stresszt kivaltd NaCl-dal szemben (Nguyen
¢s munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015). A megemelkedett oxidativ stresszel (H20-,
tBOOH, MSB, diamid) szembeni érzékenység szintén nem parosult ozmotikus stressz (NaCl)
elleni érzékenységgel az A. nidulans AatfA mutdnsaban (Baldzs és munkatarsai, 2010; Emri és
munkatarsai, 2015), azonban a NaCl jelenlétében végzett transzkriptomikai vizsgélatok azt
mutattak, hogy az atfA gén delécioja globalis valtozasokat okozott a gomba transzkriptomjaban
(Emri és munkatarsai, 2015).

Szamos kutatds ravilagitott arra, hogy a szekunder metabolitok termelése Osszefiigg a
fonalas gombdk oxidativ stresszre adott vélaszadval. Az AtfB, amely szintén egy bZIP tipusu
transzkripcios faktor szamos mas transzkripcios faktorral, igy az AP-1-gyel, MsnA-val, SrrA-val
¢s nagy valoszinliséggel az AtfA-val kdzosen szabalyozza az aflatoxin bioszintézisében résztvevo,
valamint az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo géneket egyarant A. parasiticusban (Hong és
munkatarsai, 2013a). Az oxidativ sztresszvalasz, tovabba a szekunder metabolitok termelésében
szerepet jatszo gének koregulacidja szamos gombafajban arra enged kdvetkeztetni, hogy a ROS
altal kivaltott oxidativ stresszre adott valasz els6 védelmi vonalat az antioxidans molekuldk, mig
masodik védelmi vonalat a szekunder metabolitok alkotjak (Roze és munkatarsai, 2011; Yin és
munkatarsai, 2012; Hong és munkatarsai, 2013b). Az Atfl/AtfA transzkripcios faktorok
kiemelkedd szerepét az oxidativ stresszvalasz kialakitdsdban szamos kutatds bizonyitotta
kiilonféle gombafajokban, amely arra enged kovetkeztetni, hogy kisérleteinkkel 6sszhangban ezen
transzkripcidés faktorok fontosak lehetnek a szekunder metabolitok bioszintézisének
szabalyozasaban is. F. graminearumban az AFgatfl géndeléciés mutans fokozott rezisztanciat
mutatott hidrogén-peroxiddal szemben 10, 15, illetve 20 mM-al kiegészitett tapagarokon tesztelve
a vad tipushoz képest. Ezen megfigyeléssel parhuzamosan a delécios torzs 3.5-1,7% tobb
dezoxinivalenolt termelt 1, illetve 3 nap inkubaciot kovetéen, mint a vad tipusit PH-1 torzs. A
megemelkedett DON termeléssel 0sszhangban a bioszintézisben résztvevd kulcsenzimeket kodold
tri4, tri5, tri6, és tril0 gének szignifikans upregulacidja volt megfigyelhetd. A zearalenon
termelésében ugyanakkor nem volt kiilonbség a delécids mutans €s a vad tipus esetében in vitro
koriilmények kozott, amelyet alatamasztott a ZEA bioszintézisében résztvevd gének (zeal, zebl,
zeb?2) kozel azonos transzkripcios szintje is (Nguyen és munkatarsai, 2013).

A 4Bcatfl mutans szignifikansan tobb botridialt, botriéndialt és botcinin A fitotoxinokat

termelt, amelyek bioszintézisében résztvevd kulcségnek upregulacidja volt megfigyelhetd. A
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stresszmentes koriilmények kozott ndvekvo vad tipusu, illetve beatfl delécios mutansbol szarmazo
totll mRNS mintdk szekvendlasa ravilagitott arra, hogy az Atfl/AtfA ortolog BcAtfl
transzkripcids faktornak mekkora szerepe van a szekunder metabolitok bioszintézisében résztvevo
gének szabalyozasadban: 511 gén, koztik 34 feltehetden szekunder metabolitok szintézisében
résztvevo gén expresszioja tért el a delécids mutansban a vad tipust torzshoz képest, amelyek
koziil 26 upregulalodott, mig 8 downregulalodott (Temme és munkatarsai, 2012).

A Lara-Rojas és munkatarsai (2011) megallapitottak, hogy a SakA/HogA MAPK-ok
fizikalisan interakcioba 1épnek az AtfA transzkripcids faktorral A. nidulansban, azonban jovébeni
kisérletek sziikségesek, hiszen még nem all elegendé informacio rendelkezésre az Atf1/AtfA
homologok upstream szabalyozéasdban résztvevd MAP kindzokrol. Kohut és munkatarsai (2009)
vizsgaltak a nitrogénéhezés hatasat a fumonizinek termelésére F. proliferatum Fphogl delécios
mutansaban. Kisérleteikben a fuml és fum8 gének expresszidjaban bekovetkezd atmeneti
emelkedést kovetden a fumonizinek révid idén beliili termelését figyelték meg. A korai
emelkedést a génexpresszids szintekben a AFphogl torzs nitrogénéhezéssel szembeni
érzékenységével magyaraztak a Hogl MAPK utvonal elvesztése miatt. Ezzel szemben F.
verticillioidesben a Fus3/Kss1l MAPK-t kodolé Fvmkl gén delécidjakor csokkent fuml és fum8
expresszios, valamint alacsonyabb fumonizin szinteket mértek, hasonloan az altalunk tapasztalt
megfigyelésekhez (Zhang és munkatarsai, 2011). Segorbe és munkatarsai (2017) F. oxysporumban
leirtak, hogy mind pozitiv, mind negativ “crosstalk” figyelhet6 meg az Fmkl, Mpkl és Hogl
MAPK-ok kozott a stresszhez vald adaptacido sordn. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
stresszvalaszt szabalyozd transzkripcids faktorok, mint amilyen az FvAtfA is, kiilonféle
szignaltranszdukcios Utvonalakon keresztiil is aktivalodhatnak, amely azonban fligg mind a
gombafajtol, mint a kdrnyezeti koriillményektol.

Hasonloan az FvatfA delécios torzshoz fokozott vordses elszinezddést figyeltek meg
Nguyen és munkatarsai (2013). A F. graminearum Fgatfl gén delécidja a voros szinii aurofusarin
tultermelését idézte eld. A bioszintézisben résztvevo kivalasztott gének (gipl, gip2, és pksl2)
upregulalodtak. A szintén kukoricara is patogén F. proliferatum Fpacyl génjének delécidja
hasonloan a megfigyeléseinkhez a bikaverin tultermelését okozta nitrogén limitacid alatt (Kohut

crer

mutansaban szintén megnovekedett bikaverin kihozatalt figyeltek meg (Choi és munkatarsai,
2008).
Osman ¢és Valadon (1984) kisérleteikben azt talaltdk, hogy a bikaverin hatdsosnak

bizonyult Helmintosporium oryzae, Penicillium notatum, Alternaria humicola és Aspergillus
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flavus ellen, mig az Aspergillus niger, Rhizopus nigricans és Fusarium fajok névekedését nem
gatolta.

Szamos gombafaj hasznalhat6 fel biokontroll agensként patogén mikroorganizmusok, igy
novénykarositd gombafajok ellen is. Néhany, kereskedelmi forgalomban mar kaphat6 példa a
teljesség igénye nélkiil: Trichoderma harzianum, amely hatasos a Botrytis cinerea, Fusarium,
Pythium és Rhizoctonia fajok ellen (Khetan, 2001); Chaetomium globosum ¢és C. cupreum,
amelyek hatasosnak Dbizonyultak Fusarium, Phytophtora és Pythium fajok okozta
gyokérrothadassal szemben (Soytong és munkatarsai, 2001); tovabba nem patogén Fusarium
oxysporum izolatumok biokontrollként hasznalhatoak fel patogén F. oxysporum ellen (Fravel,
2003). A jovoben érdemes lenne a AFvatfA torzs, mint lehetséges mikofungicid alkalmazasat is
megvizsgalni kiillonféle ndvénypatogén fonalas gombak ellen.

Hasonlé alul-regulaciét figyeltek meg a karotinoidok bioszintézisében Adam és
munkatarsai (2011) a F. verticillioides AFvMATI-2-1 delécios torzsében, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy az FVAHfA és MAT gének szerepet jatszanak a karotenogenezis
szabalyozasaban. F. graminearumban a MAT gének expresszidja a white-collar komplex
szabalyozasa alatt all. Kim és munkatarsai (2014) kisérleteikben a WC komplex fehérjéit kodolo
gének hianymutansait allitottak el6 F. graminearumban. Kisérleteikben azt tapasztaltak, hogy a
MAT gének expresszidja a white-collar komplex szabalyozasa alatt all: a MAT gének expresszios
szintje kozel haromszor magasabb volt a AFgWec-1, AFgWc-2 mutansokban, mint a vad tipust
torzsben, a delécio azonban nem volt hatassal a gomba novekedésére és pigmenttermelésére. N.
crassaban szdmos transzkripcids faktor expresszidja fénys, illetve cirkadian fiiggd, amelyet a WC
komplex szabalyoz. Munoz-Guzman és munkatarsai (2021) kisérleteikben cirkadian ritmusra hato
transzkripcios faktorokat kerestek N. crassaban. 23 olyan transzkripcios faktort talaltak, amelyek
hidnydban a cirakiddn ritmus sériilt, ezen transzkripcios faktorok szerepe még nem teljesen
tisztazott, annyi azonban kideriilt, hogy részt vesznek tobbek kozott a vegetativ novekedésben,
sporuldcioban, a kiilonféle szénforrdsok hasznositasdban, az oxidativ stressz elleni védelemben,
tovabba a sejtfalintegritas fenntartasaban. Ezen megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy
az FvatfA delécios mutans esetében tapasztalt szignifikans kiilonbség a karotinoidok termelésében
Osszefliggésben allhat a WC komplex karotenogenezisben résztvevd génjeinek FvAtfA
transzkripcids faktoron keresztiili szabalyozéasaval, amely hipotézist a jovoben kisérletesen is ala
kell tAmasztani.

A F. verticillioides az altalunk vizsgalt szekunder metabolitokon kiviil fuzarinsavat,
fuzarin C-t, valamint nyomnyi mennyiségben beauvericint is képes termelni (Leslie és Summerell,

2006). A legnagyobb mennyiségben eléfordulo FB1 és FB2 mellett, kisebb mennyiségben
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eléfordulhatnak a fumonizin A, B, C és P csoportba tartozé molekuldk, valamint ezek maszkolt,
illetve részlegesen hidrolizalt formai is (Lazzaro és munkatarsai, 2012). Kisérletesen érdemes
molekuldk bioszintézisére laboratdériumi koriilmények kézott indukalo (pl. az altalunk is hasznalt
Myro taptalajon), illetve kukorica alapu (pl. kukoricadarabol késziilt) taptalajokon vizsgalva (Han
és munkatarsai, 2014, Lazzaro és munkatarsai, 2012). Az extrahalt szekunder metabolitok
egyidejii vizsgalatira legegyszerlibb moddszerként a LC/MS-MS hasznalhaté fel, amely
segitségével a vad tipusu és delécios torzsek szekunder metabolit profiljat térképezhetjik fel
(Dall’ Asta és munkatarsai, 2008, Rubert és munkatarsai, 2015).

hatasara megsziint a fumonizinek termelése; (ii) az FvAtfA transzkripcios faktor szamos gén
szabalyozasaban részt vesz, az FvatfA gén kiesése teljesen atrendezi a szekunder-metabolit profilt,
amely igy prekurzor molekuldk felhalmozddasahoz ¢és mas anyagcsere utakban valo
felhasznalasahoz vezet; (iii) a szekunder metabolitok termelése a fonalas gombakban az oxidativ
stresszel szembeni masodlagos védelmi vonalat alkot, amely elméletet alatamasztja a tény, hogy
az oxidativ stresszvalasz kialakitdsdban résztvevo Atfl/AtfA ortolog FvAtfA transzkripcios faktor

sziikséges a 2.3.2 fejezetben mar ismertetett antioxidans hatéssal bir6 karotinoidok termeléséhez.
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4.2 Az FymnSOD gén jellemzése F. verticillioidesben
4.2.1. Az FvmnSOD gén inaktivalasa

4.2.1.1. Az FymnSOD deléciés konstrukcio létrehozasa és transzformalasa a F. verticillioides
FGSC 7600 torzsbe

Az FvmnSOD gén funkcidjanak megéllapitasahoz a gént specifikusan elrontottuk. A
géndelécios kazettat double-joint PCR (Yu és munkatarsai, 2004) segitségével hoztuk létre; a
kazettaban az FvmnSOD ORF-t a higromicin foszfotranszferaz enzimet kodold hph génre
cseréltiik. Az elsé kor PCR soran kiilon csdvekben a gén el6tti és a gén utani hatarolo szakaszokat,
valamint a hph kazettat szaporitottuk fel, majd a masodik, tgynevezett joint PCR soran egy csébe
Osszemérve az atfedo régiok segitségével a darabok dsszekapcsolodtak. A PCR harmadik korében
anested primerpdr segitségével szaporitottuk fel a géndeléciods kazettat, amellyel a protoplasztokat
transzformaltuk. A higromicinre rezisztens transzformans telepek 7-15 nap elteltével jelentek meg
a regeneraltatd csészéken, ekkor atoltottuk 6ket 100 pg/ml higromicin B-t tartalmaz6 Czapek-Dox

taptalajra. Osszesen 20 db transzformanst kaptunk.
4.2.1.2. A transzformansok ellendrzése

Az atoltast kovetden a transzformans telepekbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd PCR
segitségével az FvmnSODupfwd és FvmnSODdownrev primerek segitségével probaltuk a kettds
homoldg rekombinaciot kiszlirni. Az igy kapott PCR terméket HindIIl és Ndel restrikcios
endonukledzokkal emésztettiik, majd a vad tipusu gén és a géndelécids kazetta eltéré emésztési
mintdzatat 0,5% agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik vissza. A géndelécids kazetta emésztési
mintazatat mutatd telepbdl szarmazd genomi DNS felhasznédldsaval Southern blot analizist
végeztiink el, amellyel igazoltuk a géndelécios kazetta egyszeres, megfeleld helyre torténd
beépiilését (22. abra). A potencialis deléciés mutans, valamint a vad tipusu térzsbdl szarmazo
genomi DNS-t az Ndel restrikcios endonukleazzal emésztettiik, probaként a gén el6tti 5° szakaszt
hasznaltuk fel, amelyet az FvmnSODupfdw és az FvmnSODupkimrev primerpar segitségével
szaporitottunk fel, majd DIG-gel jeloltiink és tettiikk lathatova. Az FymnSOD probaval a vad
tipusnak egy hosszabb, 9756 bp hosszasagu fragmentumot kellett adnia, mig a delécidos mutans
egy rovidebb, 6053 bp hossziisagu fragmentumot adott, amelyet a hph kazetta beépiilésével a
l6kuszon 1étrejovo uj Ndel hasitohely okozott.

A Southern blot hibridizacid igazolta, hogy a AFvmnSOD torzsben az altalunk

molekularisan elrontott FvmnSOD gén talalhato, tovabba, hogy a géndelécids kazetta a kettds
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homolog rekombinacié soran jo helyre, egyszeresen épiilt be, ami lehetdvé teszi a vad tipusa

torzzsel valo 0sszehasonlitast, ezaltal az FvmnSOD gén funkcionalis jellemzését.

DNS proba
............... wt szigndl 9756 bp
FvmnSOD |——— o798
Ndel
delécios szignal 6053 bp
6053
10211
hph S

Ndel Vel

wt AFvmnSO.

22. abra Az FymnSOD gén inaktivalasa. Az abran a koriilbeliil 10 kb hosszisagi FvmnSOD gént tartalmazé genomi
régio lathaté az Ndel restrikcids endonukleaz hasitohelyeivel a vad tipusa FGSC 7600 és AFvmnSOD delécios
mutansban. A szaggatott vonal a DNS probat jel6li, amely hibridizalodva a vad tipust térzsben egy 9756 bp
hosszusagu, mig a delécios mutansban egy 6053 bp hosszsagu jelet adott. Jelolések: wt: vad tipus

4.1.2.3. Az FvmnSOD gén hidnyanak komplementalasa

Azért, hogy a tovabbiakban igazolni tudjuk, hogy a kisérleteink soran kapott fenotipusos
kiilonbségek az FvmnSOD gén hidnyabol erednek, sziikség volt a mutacid helyreéllitasara, azaz
miitkédéképes FvmnSOD gén bevitelével komplementalt torzs 1étrehozasara. A komplementalo
kazettat single-joint PCR segitségével hoztuk létre, amelynek sordn az FvmnSOD ORF-t a
promoter és terminator régidikkal egyiitt amplifikaltuk az FvmnSODcompkimfwd és FvmnSODrev
primerparokkal, majd a geneticin foszfotranszferaz enzimet kédolo gen génhez fizionaltattunk az
atfedo szakasz segitségével. Az igy l1étrehozott komplementald kazettaval a AFvmnSOD torzsbol
létrehozott protoplasztokat transzformaltuk, majd geneticint és higromicint is tartalmazo
regeneraltatd csészékre sz€lesztettiik. A megjelend transzformansokat tobb 1épcsds ellendrzésnek
vetettiik ala.

Az FvmnSOD koépiaszdmanak meghatdrozdsdt megeléz6en a  potencialisan
komplementalddott torzseket stresszkisérleteknek vetettiik ald, hogy igazoljuk, a komplementald
kazetta integracidja a genomba nem okozott fenotipusos valtozast a vad tipusu torzshoz képest. A
Petri-csészéken végzett stressz-kisérletek alapjan lathatjuk, hogy az FvmnSOD ’C (30-as szammal
jelzett) komplementalt térzse a vad tipushoz hasonldan viselkedett, tehat a térzs fenotipusos

helyreallasa kozel maradéktalan volt (23. abra).
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0,5 M NacCl 0,5 M KClI 0,5 M szorbit

23. abra Az FvMnSOD komplementalt térzsek fenotipusos helyreallasanak vizsgalata kiilonféle stresszagensek
jelenlétében. A WT a vad tipust, a Mut az FvmnSOD deléciés mutanst, mig a 30 az FvmnSOD ’C komplementalt
torzset jeloli.

A stressz-kisérletek eredményei alapjan kivalasztottuk a vad tipushoz leginkabb hasonlito
komplementalt torzseket; ezekbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd PCR elegyet mértiink 6ssze a
geneticin kazettéara, illetve az FvmnSOD génre. Az FvmnSOD gént tartalmazé PCR termékeket
BamHI és Ptsl restrikcios endonukledzokkal emésztettik, majd 0,6%-0s agar6z
gélelektroforézissel ellendriztiik az igy kapott emésztési mintazatokat.

A stressz-kisérletek, valamint a PCR-es ellendrzést kovetden nagy valdszintiséggel
feltételezhetd volt, hogy a 30-as jelzésii torzsben allt helyre leginkabb a vad tipusra jellemzd
fenotipus, ezért ebben a komplementalt tdrzsben hataroztuk meg az FvmnSOD gén kdpiaszamat.

A torzsek kopiaszdmat a 3.8. alfejezetben ismertetett modon szadmitottuk ki. Az

eredményeinkbdl kideriilt, hogy a komplementalt térzsben az FymnSOD gén egy kopidban van
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jelen. A kisérletek soran kapott egyenesek egyenletét, a reprodukélhatéosagot, valamint a

koépiaszamokat a 10. tablazatban tiintettem fel.

10. tablazat Az FvmnSOD ’C komplementalt torzs kopiaszama

. FvmnSOD 2 FvatfA p T
Torzs | pveG 11292) | R (FVEG 02866) | Kopiaszam
FvmnSOD y =-4,99x + y=-457x +
'C 2729 0.99 30,60 1,00 1.00+0.01

4.2.2. A AFvmnSOD torzs fenotipusos jellemzése

4.2.2.1. Az FvmnSOD gén szerepe a F. verticillioides stresszérzékenységében

Megvizsgaltuk, milyen hatassal volt az FvmnSOD gén delécidja a F. verticillioides stressz-
érzékenységére. Az eldzetes kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a mutans a vad tipusu torzzsel
azonosan novekedett Czapek-Dox taptalajon, és a ndovekedés iitemében vagy a konidiumok
termelésében sem volt a delécids mutans és sziildi torzs kozott kiillonbség.

Az ozmotikus, oxidativ, sejtfal s nehézfém stressz hatdsat Czapek-Dox taptalaj-sorozaton
vizsgaltuk, a 3.11. alfejezetben felsorolt vegyiiletek valamelyikével kiegészitett agarlemezeken. A
felnott telepek atmérdit 6 nap elteltével lemértiik és fényképet készitettiink. Az egyutas ANOVA
analizishez a relativ ndvekedés szadzalékban megadott értékeit hasznaltuk fel.

Az FymnSOD gén delécidja fokozott érzékenységet okozott a szuperoxid stresszt kivaltd
menadionnal szemben a delécidos mutansban a vad tipusi FGSC 7600 torzshoz képest. Annak
ellenére, hogy a torzsek relativ novekedésében nem volt szamottevd kiilonbség NaCl, KCl, és
tBOOH esetén, a AFvmnSOD telepek morfologidja kissé eltért a vad tipusétol (24. dbra A része,
az egyutas ANOVA analizis eredményeit az M4.2. mellékletben talalhato tablazat, mig a kétutas
ANOVA analizis eredményeit az M5.2. tablazat foglalja 6ssze).

A P. crhysogenum antifungalis fehérjéje (PAF) az érzékeny gombakban apoptozist valt ki
(Leiter és munkatarsai, 2005). Annak eldontésére, részt vesz-e az FvmnSOD gén a PAF-fal
szembeni védelemben, a torzseket 100 pg/ml PAF-fal kiegészitett Czapek-Dox taptalajra oltottuk
le. A delécids mutans érzékenynek bizonyult a PAF altal kivaltott apoptotikus sejthalallal szemben
(25. abra, az egyutas ANOVA analizis eredményeit az M4.2. mellékletben talalhato tablazat, mig
a kétutas ANOVA analizis eredményeit az M5.2. tdblazat foglalja 6ssze).
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24. abra A torzsek novekedésének Gsszehasonlitisa ozmotikus, oxidativ, nehézfém és sejtfal-stressz jelenlétében.
Az A rész esetén egy kisérletrdl késziilt reprezentativ fényképek lathatoak, mig a B rész a torzsek szazalékban
megadott relativ ndvekedésének atlagat és szorasat mutatja be. A kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbségeket

jelolnek az egyes torzsek kozott.

4.2.2.2. Az FvmnSOD gén szerepe a fumonizinek termelésében

Az oxidativ stressz €s a mikotoxinok termelése kozott Gsszefiiggés talalhatd. Ponts és
munkatarsai (2009) kisérleteikben F. graminearum tenyészetekhez oxidativ stresszt kivalto
vegyiileteket, igy hidrogén-peroxidot, illetve diamidot adtak, majd vizsgaltdk a B tipust
trichothecének termelését. Eredményeik azt mutattak, hogy a megnovekedett ROS szintek a
taptalajban indukaltak a dezoxinivalenol és a 15-acetil-dezoxinivalenol bioszintézisét, ezért mi is
megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az FvmnSOD gén delécioja a F. verticillioides FB1 és FB2

termelését.
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Amint az a 26. abran lathat6, az FvmnSOD gén delécidja nem befolyasolta a FB1 és FB2
termelését annak ellenére, hogy a AFvmnSOD torzs fokozott érzékenységet mutatott a szuperoxid
stresszt kivalto MSB-vel szemben (az egyutas ANOVA analizis eredménye megtekinthetd az

M4.2. melléklet tablazataban).
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25. abra A torzsek PAF érzékenységének dsszehasonlitasa. Az rész esetén egy kisérletrdl késziilt reprezentativ
fényképek lathatoak, mig a B rész a torzsek szazalékban megadott relativ ndvekedésének atlagat és szorasat mutatja
be. A kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek az egyes torzsek kozott.

4.2.2.3. Az FymnSOD gén szerepe a F. verticillioides légzésében és a mitokondriumok

morfologiajaban

A mitokondriumok térfogatfoglalasat 1ézer konfokalis mikroszkop segitségével hataroztuk
meg az apikalis masodik hifaszegmensekben. Az FvmnSOD gén delécidjanak hatasara a
mitokondriumok szazalékos térfogatfoglalasa megnétt az altalunk vizsgalt régiokban. Erdekes
moddon ezen megfigyeléssel parhuzamosan azt tapasztaltuk, hogy az FvmnSOD gén hidnya nincs

hatdssal az intracellularis relativ szuperoxid gyokok szintjére a hifakban. Tovéabba, azt is
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megallapitottuk, hogy a deléciés mutansban a hifak atmérdje szignifikansan kisebb volt, mint a

vad tipusban (27. dbra és M4.2. melléklet).
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26. abra A torzsek FB1 és FB2 termeld képességének dsszehasonlitasa. A kiilonbozo betiik szignifikans
kiilonbségeket jelolnek az egyes torzsek kozott.

Mivel a 1égzés szintere a mitokondriumokban van, igy a teljes, KCN-érzékeny citokrom c-
fligg6, SHAM-érzékeny alternativ oxidaz, valamint KCN+SHAM-rezisztens rezidualis 1égzéseket
vizsgaltuk exponencialisan novekvo siillyesztett kulturakbol szarmazo micéliumok esetében (28.
abra és M4.2. melléklet). A teljes, KCN-érzékeny és rezidualis 1égzések szintje szignifikansan
magasabb volt a delécios mutansban. Az FvmnSOD gén delécidja nem volt hatassal a F.
verticillioides alternativ oxidaz-fliggé 1égzésére. Amikor a 1égzési ratakat elosztottuk a
mitokondriumok térfoglalasaval azt tapasztaltuk, hogy nincs szignifikans kiilonbség a normalizalt

1égzési ratdkban a vad tipusu és a AFvmnSOD delécids mutans kozott.
4.2.2.4 Az FvmnSOD gén hatasa az invaziv novekedésre és a szexualis szaporodasra

Célkitiizéseinknek megfelelden tesztelni szerettiik volna, hogy az FvmnSOD gén delécidja
okoz e valtozast a szexualis szaporodas terén. A keresztezési kisérlethez a vad tipustt FGSC 7600
(MATA-1), FGSC 7603 (MATA-2), AFvmnSOD mutanst, valamint az FvmnSOD ‘C
komplementalt torzset hasznaltuk fel. A torzseket n6i partnerként alkalmazva répas agaron azt
tapasztaltuk, hogy az FvmnSOD gén delécidja nem okozott ndi sterilitast; a vad tipus atlagosan 30,

a AFvmnSOD 38, FvymnSOD °C torzs 18 peritéciumot termelt, amely arra enged kovetkeztetni,
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cres

felvételeket mutatja, ahol a piros csatorna az intracellularis szuperoxid gyokoket, mig a zold csatorna a
mitokondriumokat, a kék pedig a megfestett kitint jeloli. A B rész a mitokonriumok szazalékos térfogatfoglalasat, a
C rész a relativ szuperoxid szinteket, mig a D rész a hifak atméréjét mutatja be. A kiilonbdzo betiik szignifikans
kiilonbségeket jeldlnek az egyes torzsek kozott.
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28. abra A vad tipusti, FvmnSOD géndelécios és komplementalt torzsek 1égzésének vizsgalata. Az teljes,
KCN-érzékeny, alternativ oxidaz (AOX) és KCN+SHAM-rezisztens rezidualis 1égzési ratak (umol/min/g DCM)
exponencialisan novekvd micéliumokban. A KCN-érzékeny és AOX-fliggd 1égzéseket a mért KCN-rezisztens,
valamint KCN+SHAM-rezisztens 1égzési ratak teljes 1égzésbdl vald kivonasaval kaptuk meg. A vad tipushoz képest
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket ANOVA analizissel szamitottuk ki, amelyet az eltérd betiik jeldlnek.

hogy a n6i fertilitasa mindegyik térzsnek erdsen redukalt volt (30. abra). A nagyobb (~ 3 mm)
peritéciumokat bonctiivel szétnyomkodva az FGSC 7600 vad tipusu torzsben harom, a
AFvmnSOD torzsben négy érett, aszkuszt is ado peritéciumot talaltunk.

A vad tipust, deléciés mutins ¢és komplementalt torzsek invaziv ndvekedését
paradicsombogyon vizsgaltuk (29. dbra, M4.2. tablazat). Aktivan ndvekvd tenyészetekbdl kivagott
agarkorongokat helyeztiink a feliiletsterilizalt paradicsomok felszinére, majd az inokulalast
kovetden 72, illetve 96 draval (hpi) lemértiik a telepek atmérdjét, valamint fényképet készitettiink
a paradicsombogydkrol. A vad tipus esetében a telepek atmérdjének atlaga 7,92 és 12,75 mm volt
(72, illetve 96 ora elteltével), mig a delécids mutans esetében 7,00 és 10,50 mm atmérd;jii telepeket
figyeltiink meg. Nem tapasztaltunk kiilonbséget a novekedésben agarkorongokat Czapek-Dox
tapagar felszinére helyezve sem. Eredményeinkbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az FvmnSOD

gén nem jatszik szerepet sem a szexualis szaporodasban, sem az invaziv névekedésben sem.

91



FGSC 7600 96 h AFvmnSOD 96 h FvmnSOD’C 96 h

e

X«
3

60
€
B s

45 1 é )
£ b b
% / £ E B 72 hpi paradicsom
'g 5 7 O 72 hpi Czapek-Dox
?g‘_ % @ 96 hpi paradicsom
3 d / 96 hpi Czapek-Dox
'_

15 - / d / d

2 a a
0 m

FGSC 7600 AFvmnSOD FvmnSOD'C

29. abra A torzsek invaziv novekedésének 0sszehasonlitisa. Az A rész egy reprezentativ kisérletet, mig a B rész a
telepatmérok statisztikai elemzését mutatja be. A kiilonb6z6 betlik szignifikans kiilonbségeket jelolnek az egyes
torzsek kdzott

4.2.3. Az FvmnSOD génnel kapcsolatos eredmények megyvitatasa

A molekularis oxigénbdl egy elektron felvételével keletkezd szuperoxid gyokot a
szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek alakitjak tovabb hidrogén-peroxidda. A szuperoxid
dizmutazok olyan metalloproteinek, amelyeknek jelenleg négy izoformajat ismerjiik: réz-cink-
szuperoxid dizmutazok (Cu/ZnSOD), mangan-szuperoxid dizmutazok (MnSOD), vas-szuperoxid
dizmutazok (FeSOD) és nikkel-szuperoxid dizmutazok (NiSOD), amelyek koziil a leg6sibb forma
a MnSOD, amely prokariotakban és az eukaridtak kloroplasztisz- és mitokondrialis matrixaban,
valamint glioxiszomakban talalhaté (Fridovich, 1995; Baum és Scandalios, 1979; Henry és
munkatarsai, 1980; Sandalio és Rio, 1987; Britton és Fridovich; 1977).
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30. abra A torzsek szexualis szaporodasanak dsszehasonlitasa.

Az A. nidulans mitokondrialis MnSOD enzim ortologjat F. verticillioidesben az NCBI
blastp algoritmus segitségével kerestilk meg. Ezt kovetden double-joint PCR technika segitségével
delécios kazettat készitettiink, amelyben markerként a higromicin foszfotranszferazt kodolé hph
gént hasznaltuk fel. A delécios kazettdt PEG medialt transzformalassal vittiik be a vad tipust
FGSC 7600 torzs fiatal tenyészetébol 1étrehozott protoplasztokba. A géndelécids kazetta egyszeres
¢és jO helyre torténd beépiilését Southern blot modszerrel ellendriztiik. Végiil single-joint PCR
segitségével komplementalod kazettat készitettiink a vad tipusi FvmnSOD génbdl, amelyhez
markerként a neomicin foszfotranszferaz enzimet kodoldé gen gént hasznaltuk. A 4FymnSOD
torzsbe végiil a komplementald kazettat transzformalva komplementalt torzseket hoztunk létre.

A szakirodalomban fellelheté FvmnSOD ortoloégok delécios mutansai érzékenyek voltak a
kiilonféle kornyezeti stresszekkel szemben. Hasonloan az altalunk tapasztaltakhoz az A. nidulans
AmnSOD torzs fokozott érzékenységet mutatott a szuperoxid stresszt kivalto MSB-vel, valamint a
P. chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) altal kivaltott apoptozissal szemben is (Leiter és
munkatarsai, 2016), mig a F. graminearumban elkészitett AFgSOD?2 torzs novekedését 10 uM
MSB teljesen gétolta (Furukawa és munkatarasai, 2017).

Az A. nidulans 4mnSOD és az OE::mnSOD torzsek szénéhezd siillyesztett tenyészetei
szignifikdnsabban tobb szterigmatocisztint termeltek, mint a vad tipusu torzs (Leiter és
hatasara a trichotecén 3-ADON termelésének szintje csokkent a vad tipushoz képest, valamint
mérhetéen kevesebb volt a toxin termeléséért felelds génklaszter két tagjanak, a Tri5 és a Tri6

génekrdl atirt mRNS-eknek a mennyisége (Furukawa és munkatarsai, 2017). Ezzel szemben

93



eredményeink azt mutattdk, hogy az FvmnSOD gén nem jatszik szerepet a szekunder metabolitok,
igy a fumonizinek bioszintézisében.

Az A. nidulans mnSOD gén inaktivacidjanak hatasara az 6regedd tenyészetekben csokkent
Osszes és KCN+SHAM-reszisztens rezidualis 1égzési értékeket mért — hasonléan a AFvmnSOD
fiatal tenyészeteiben tapasztaltakhoz — Leiter ¢és munkatarsai (2016), azonban a mitokondrialis
morfologia nem valtozott. A C. albicans SOD2/SOD2 delécidos mutansaban az alternativ oxidaz-
fliggd 1€gzés drasztikusan megndvekedett, amely megfigyelés azzal volt magyarazhatd, hogy a
mitokondrialis mangan-szuperoxid dizmutaz enzim a szuperoxid gyokok eliminalasat nem csak a
munkatarsai, 2003).

Leiter és munkatarsai (2016) azt tapasztaltak, hogy A. nidulansban az mnSOD gén
tultermelése csokkent kleisztotécium képzddést eredményezet: az mnSOD::OE térzs nem termelt
kleisztotéciumokat 5 nap inkubdaldst kovetden, mig 8 nap elteltével a vad tipushoz képest
szignifikans mértékben csokkent mennyiségii kleisztotécium termelddott.

A SOD enzimek szdmos novényi patogén fonalas gombaban a virulencia részét képezik
(Heller és Tudzynski, 2011). A Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum gyapotnovényeket fertézve
annak hervadéséaért felelds. Wang és munkatérsai (2021) az extracellularis FoSod5 enzim szerepét
vizsgaltak a F. oxysporum virulenciajaban. Kisérleteikben gyapot palantakat fertéztek a vad
tipusu, 4FoSODS5 ¢és komplementalt torzsekkel. Azt tapasztaltdk, hogy a vad tipusu torzs a
gyokerek xilém szoveteit kolonizélta és nekrozist idézett eld, ezzel szemben a FOSODS delécios
muténs esetében csokkent nekrozist a gyokerek xilém elemeiben, kisebb mértékli hervadast és a
levélbarnulast figyeltek meg. Eredményeikkel ellentétben a megfigyeléseink azt mutattak, hogy a
FvMnSOD enzim nem vesz részt jelentds mértékben a F. verticillioides virulencidjanak

kialakitasaban.
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4.3. Uj tudomanyos eredmények

1.  Kiilonféle fonalas gombafajok AtfA bZIP transzkripcids faktorok homologiai alapjan
azonositottuk az FvAtfA-t kodolo gént, az FvatfA-t F. verticillioidesben.

2. Az FvatfA transzkripcios faktort kodold gén funkcidjanak felderitésére AFvatfA null-
mutans torzset hoztunk létre. A mutanst a vad tipust FvatfA génnel (sajat promoterét

alkalmazva) komplementaltuk.

3. Megallapitottuk, hogy az FvatfA gén nem nélkiilozhetetlen a gomba szamara, és nem

jatszik szerepet a mikrokonidiumok ¢életképességében ho- és hidegstressz alatt..

4. A AFvatfA delécios mutans szignifikansan kisebb telepeket hoz 1étre Czapek-Dox és
PDA tapagarok feliiletén novekedve.

5. Az FvatfA gén részt vesz a F. verticillioides invaziv novekedésében, a AFvatfA torzs

nem kolonizalta a paradicsombogyok felszinét 96 oraval az inokulalast kovetéen sem.
6. Az FVAtfA gén delécidja teljes noi sterilitast okoz.

7. Az FvatfA részt vesz mind a mikrokonidiumok termelésében, valamint azok méretének

kialakitasaban: a delécios torzs szignifikdnsan kisebb méretli és mennyiségli sporat képez.

8. lgazoltuk az FvatfA gén oxidativ és sejtfal-stresszvalaszban betoltott szerepét: a
AFvatfA mutans torzs fokozottan érzékeny volt a menadion, hidrogén-peroxid, valamint a

tBOOH Aéltal kivaltott oxidativ, tovabba a Kongovoros altal kivaltott sejtfal-stresszre.

9. Az PvatfA gén deléciojanak hatasara megsziint a fumonizinek termelése: in vitro a
deléciés mutans nem termelt kimutathatd mennyiségben FB1-t és FB2-t. A fumonizin
bioszintézis két kulcsenzimét kodold fuml és fum8 gének relativ expresszios szintje

szignifikansan kisebb volt a géndeléciés mutansban, mint a vad tipusu toérzsben.

10. Az FvatfA gén delécidja hatassal van a bikaverin termelésére, a AFvatfA mutans

szignifikansan tobb bikaverint termelt, mint a vad tipustt FGSC 7600 torzs.

11. Az FvatfA gén szerepet jatszik a karotinoidok bioszintézisében. A AFvatfA null-
mutans térzs nyomnyi mennyiségben kimutathaté karotinoidokat termelt, valamint ketto, a
karotinoidok bioszintézisében szerepet jatszo enzimet kodolod gén, a carRA és carT relativ

expresszios szintje szignifikansan kisebb volt a mutansban.
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12. Kiilonféle fonalas gombafajok mangan-szuperoxid dizmutaz enzimeinek homologiai

alapjan azonositottuk az FvMnSOD-ot kodolo gént, az FvmnSOD-ot F. verticillioidesben.

13. Az FvmnSOD enzimet kodold gén funkcidjanak felderitésére AFvmnSOD null-mutans
torzset hoztunk Iétre. A mutanst a vad tipusi FvmnSOD génnel (sajat promoterét

alkalmazva) komplementaltuk.

14. Megallapitottuk, hogy az FvmnSOD gén nem nélkiilozhetetlen a gomba szamara, és
nem jatszik szerepet a vegetativ és invaziv ndvekedésben, a szexudlis szaporodasban,

valamint a fumonizinek termelésében.
15. Az FvmnSOD gén részt vesz a PAF altal kivaltott apoptdzisban.

16. Az FvmnSOD gén delécioja fokozott érzékenységet okozott a szuperoxid stresszt

kivalté menadionnal szemben.

17. Az FvmnSOD gén delécidjanak hatdsdra a mitokondriumok szazalékos
térfogatfoglalasa megndtt az altalunk vizsgalt régidkban. A deléciés mutansban a hifak

atmérdje szignifikansan kisebb volt, mint a vad tipusban.

18. Az teljes, KCN-érzékeny és rezidualis 1égzések szintje szignifikansan magasabb a
delécids mutansban. Az FvmnSOD gén delécidja nincs hatassal a F. verticillioides alternativ

oxidaz-fliggd 1égzésére.
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5. Osszefoglalas

Doktori munkdm célja a gombak oxidativ stresszvalaszdban résztvevo (i) transzkripcids
faktort kodold atfA gén és (ii) az MnSOD (szuperoxid-diszmutaz) enzimet kddol6 mnSOD gén
szerepének vizsgalata volt a nagy gazdasagi jelent6séggel biro Fusarium verticillioidesben
(Gibberella moniliformis). Ez a vilagszerte elterjedt gomba a kukorica egyik leggyakrabban
eléforduld korokozdja, amely szamos masodlagos metabolitot termel, kozottiik a fumonizineket,
a mikotoxinok egy jol ismert csoportjat, amelyek komoly egészségiigyi veszElyt jelentenek az
emberekre és az allatokra egyarant.

Az FvatfA feltételezhetéen az Aspergilllus nidulans AtfA ortolog bZIP tipusu
transzkripcids faktorat, az FvAtfA-t kodolja. Az AFvatfA deléciés mutanst double joint PCR
torzseket hoztunk 1étre. A vad tipusu sziiléi torzs, AFvatfA mutans és a komplementalt torzsek
fenotipusos Osszehasonlitdsa kimutatta az FvAtfA komplex szabdlyozo szerepét. A géndelécios
mutans mind Czapek-Dox, mind PDA agarlemezeken csdkkent ndvekedést mutatott, valamint
paradicsom bogyokon vizsgalva az invaziv ndvekedése is visszamaradott volt. A mutans valamivel
kevesebb ¢és kisebb konidiumot termelt, €s ndi sterilitast tapasztaltunk, amikor ndéi partnerként
alkalmaztuk séargarépas agaron; tovabbd a delécidos mutins mikrokonidiumai megorizték
¢életképességiiket ho-, és hidegstressz alatt. Az FvatfA delécidja az abiotikus stressz toleranciara is
hatassal volt. A AFvatfA mutans fokozott érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt eldidézo
agensekkel, igy a hidrogén-peroxiddal, a tBOOH-dal (peroxid stresszt indukal) és a menadionnal
(ami szuperoxid stresszt okoz) szemben. Tovabba a delécidos mutans fokozott érzékenységet
mutatott a kongovoros altal kivaltott sejtfal integritasi stresszre is. Ezzel szemben a géndelécids
mutans nem mutatott fokozott érzékenységet a NaCl ¢és KCl (ozmotikus stressz), a CdCl:
(nehézfém stressz) €s a diamid (a glutation/glutation-diszulfid redox egyensuly felborulasat valtja
ki) jelenlétében. Az FvatfA jelent6sen befolyasolja a masodlagos metabolitok bioszintézisét F.
verticillioidesben. A gén a delécidja a fumonizin (FB1 és FB2) termelés drasztikus csokkenését
eredményezte: ezen mikotoxinok mennyisége a kimutatasi hatar alatt volt a 14 napos Myro
taptalajban novesztett tenyészetekbdl szarmazd mintakban. A poliketid szintdzt, valamint a-
oxoamin szintdzt kodoldo fuml és fum8 fumonizinek bioszintézisében résztvevd gének
transzkripcios szintje szignifikansan alacsonyabb volt a AFvatfA mutansban, mint a vad tipusu és
a komplementalt térzsekben. Az FvatfA a karotinoidok termelését is befolyasolja. Nyomnyi
mennyiségli karotinoidot mértiink a AFvatfA mutans folyékony DG tapkozegben hét nap

folyamatos megvilagitas mellett novesztett tenyészeteiben, mig ezzel szemben a vad tipust és a
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két helyreallitott torzs normal mennyiségben termelte ezeket a metabolitokat. A carRA (karotin-
ciklaz aktivitassal rendelkez6 fitoén-szintaz) és a carB (karotin-deszaturaz), két kulcsfontossagu
karotinoid bioszintézisben résztvevé enzimeket kodold gének expresszios szintje szignifikdnsan
alacsonyabb volt a 4Fvatf4 mutansban a vad tipusu és a helyreallitott torzsekhez képest. Tovabba
a géndelécios mutans koriilbelil tizsszer tobb bikaverint termelt, mint a vad tipus és a
komplementalt torzsek. A bikaverin szintézisben részt vevd kulcsfontossag poliketid szintazt
kodolo gén, a bikl expresszidja valtozatlan maradt a mutansban a vad tipushoz képest, ami azt
jelzi, hogy ezen metabolit taltermelésének oka nem a bikl talzott expresszidja. Az in silico
promoter analizis kimutatta, hogy az 6sszes gén, amely az AFvatfA mutansban alulregulalodott,
legalabb egy feltételezett ATF/CREB kotohelyet tartalmazott a promoterén, ami azt jelzi, hogy az
FvAtfA fehérje globalis transzkripcids faktorként mitkodhet, amely Osszekapcsolja a stressz
szignalokat, valamint a F. verticillioides fumonizin és karotinoid bioszintézisben résztvevo
génjeit.

A mitokondrialis mangan-szuperoxid-diszmutaz (MnSOD) a ROS (reaktiv oxigénfajtak)
eliminalasaban résztvevo arzenal fontos dsszetevdje. AFvmnSOD géndelécids mutanst allitottunk
eld, hogy megvizsgaljuk az FvmnSOD szerepét a kiilonféle stresszekre adott valaszban. A gén nem
esszencidlis a gomba szdmdra, tovabba nem jatszik szerepet a vegetativ vagy invaziv
novekedésben, a sporulacidban, az ivaros szaporodasban és a fumonizin termelésben. Az
FvmnSOD delécidja azonban megnovekedett érzékenységet okozott a menadionnal, valamint a
Penicillium chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) altal kivaltott apoptotikus sejthalallal
szemben, ami a MnSOD hidnya miatti mitokondridlis funkcié valtozasat jelzi. Annak
megallapitasara, hogy a gomba hogyan kompenzalja ezt a funkciovesztést, a mutans
ép FvmnSOD génnel kiegészitett, kompementalt torzsekével. A masodik hifaszegmensben 1évd
mitokondriumok térfogatfoglalasa, valamint a teljes, a KCN-érzékeny (citokrom C-fliggd) és a
KCN+SHAM (szalicilhidroxamsav) rezisztens rezidudlis 1égzési ratdk magasabbak voltak a
mutansban, mint a vad tipust és a komplementalt torzsek esetében mértek. Az FvmnSOD delécidja
azonban nem volt hatassal az alternativ oxidaz-fiiggd légzésre F. verticillioidesben. Ezek az
eredmények 1j informdacidkat szolgaltatnak az mnSOD gének sokoldaliisagarol a gombak

¢letmodjatol fiiggden.
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6. Summary

Fungi react to oxidative stress through several defense mechanisms mediated via signal
transduction pathways. As a result, transcription factors involved in oxidative stress response
activate genes working in ROS elimination, e.g. genes coding catalases or superoxide dismutates
which are part of enzimatic defense against ROS. bZIP transcription factors also play role in
oxidative stress response. In yeast within bZIP transcription factors a Yap family comprising eight
proteins is distinguishable. Yap proteins often mediate stress responses and can be associated with
resistance towards ROS and also to osmotic and heavy meatal stress. Since the discovery of the
first Yap protein several functional orthologues have been characterised in other fungi. These
proteins are also involved in resistance to ROS and antifungal compounds. In our research we
characterised two protein encoding genes involved in oxidative stress response, namely FvatfA
coding the bZIP type transcription factor FVAtfA and FvmnSOD encoding the mitochondrial
manganase superoxide dismutase enzyme.

We generated the A. nidulans AtfA orthologous bZIP transcription factor coding FvatfA
deletion mutant in F. verticillioides with double-joint PCR method. The vegetative growth of the
deletion mutant was significantly slower on Czapek-Dox and PDA agar plates compared to the
wild-type strain. Deletion of FvatfA also affected the production and size of microconidia and
reduced the invasive growth on tomato fruits. The AFvatf4 strain showed complete female sterility
on carrot agar. At the same time the FvatfA gene has no role in the viability of conidia during heat
or cold stresses. Characterisation the wild-type, its deletion mutant and the complemented strains
pointed out that deletion of FvatfA caused increased sensitivity to menadione, hydrogen peroxide,
tBOOH and Congo Red, phenotypes that were successfully restored in complemented strains,
FvatfA °C (H7) and (H9).

Deletion of the FvatfA gene had an impact on the production of secondary metabolites: the
AFvatfA4 strain did not produce FB1 and FB2 in vitro in our experiments. The production of the
red coloured polyketide pigment called bikaverin was significantly higher in the deletion mutant
compared to the wild-type strain. In contrast with this observation the production of carotenoids
was significanly decreased — the AFvatfA strain produced only trace amounts of carotenoids. Gene
expression experiments with RT-PCR also supported our results: expression of fuml and fuma,
encoding two key enzimes of fumonisin biosynthesis was decreased while the expression of fum21
which codes a transcription factor within the FUM cluster showed no change. Furthermore,
expression of carRA and carB, encoding enzymes involved in carotenoid biosynthesis was

significantly lower in the gene deletion mutant, while the deletion had no effect on the expression
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of carT. After 3 or 5 days of incubation the expression of bikl encoding the key enzime of
bikaverin biosynthesis did not change in our experiments. Our results suggest that deletion of the
FvatfA gene changed the secondary metabolite profile of the fungus which led the utilization of
precursor molecules in other metabolic pathways. In addition the decreased carotenoid production
by the FvatfA deletion mutant indicate that there is a direct relationship between the production of
secondary metabolites and oxidative stress response as carotenoids are molecules proven to be
included in the elimination of ROS.

We also generated the A. nudilans MnSOD orthologous enzyme coding FmnSOD deletion
mutant with double-joint PCR in F. verticillioides. The FvmnSOD gene is dispensable to the
fungus and plays no role in vegetative and invasive growth, sporulation, sexual reproduction and
the production of fumonisins.

However the AFvmnSOD strain was sensitive to the PAF elucited apoptosis, and to the
superoxide stress generating menadione.

As a result of deletion of FvmnSOD gene the volumetric ratio of the mitochondria in the
second hyphal segment was increased. In the deletion mutant the diameter of the hyphae was also
significantly smaller than in the wild-type. The total, the KCN-sensitive and the KCN+SHAM-
resistant respirations of the deletion mutant were significantly higher in the AFvmnSOD strain.
Deletion of FvmnSOD had no effect on the alternative oxidase dependent respiration of F.

verticillioides.
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M2. Taptalajok és oldatok

M2.1. Felhasznalt taptalajok dsszetétele

A F. verticillioides torzsfenntartashoz felhasznalt taptalaj

Czapek-Dox taptalaj dsszetétele

1 literre vonatkoztatva:

KH:PO,
MgSOQOs« 7 H.0
KCI

(Agar

Vogel’s Mikroelem oldat

Szacharoz
NaNOs

1g
05¢g
059
20 9)
0.2ml
209

29

Vogel’s Mikroelem oldat 100 ml-re vonatkoztatva:

Citromsav

ZnS0O,4+ 6 H,O
Fe(NH.)2(SOs4)2 « 6 H.0
CuSQOq4+ 5 H,O

MnSOq

H3BO3

Na;MoO4+ 2 H,O

59

59

lg
250 mg
50 mg
50 mg
50 mg

DNS izolalashoz felhasznalt taptalaj

YPG taptalaj

1 literre vonatkoztatva:

Elesztékivonat 3 g
Pepton 109
Gliikoz 20¢g

E. coli DH5a kompetens sejtek tenyésztéséhez és transzformalasahoz felhasznalt taptalajok

LB taptalaj o6sszetétele

1 literre vonatkoztatva:

Tripton
Elesztékivonat 5 g
NaCl

(Agar

Ampicillin

109

10g
1,89)

50 pg/ml

SOC (regeneraltato taptalaj) dsszetétele

1 literre vonatkoztatva:

Elesztékivonat

Tripton

NaCl

KCI

MgCl; « 6 H.0

MgSO. 7 H,O
Glikoz

59
209
0,58¢g
0,18¢g
2,03¢g
2,464
3640
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F. verticillioides transzformalasahoz felhasznalt taptalajok
YPD taptalaj osszetétele

1 literre vonatkoztatva:

Pepton 209
Eleszt6kivonat 10 g
Gliikoz 209

Regeneraltaté tipagar dsszetétele
Szachar6z 1M
Elesztokivonat 0,02%

Osszesen 175 ml-t készitiink, ebbél 140 ml—t vesziink ki, és ehhez 1,4 g agart (1%) adunk, majd a maradék
35 ml-hez pedig 0,21 g agart (0,6%, ez lesz a topagar) mériink hozza.

Regeneraltaté tapleves dsszetétele

Szachar6z 1M

Elesztokivonat 0,02%

A torzsek novekedésének vizsgalatahoz felhasznalt taptalaj

PDA (VWR) taptalaj osszetétele

1 literre vonatkoztatva:

Dehidratalt taptalaj 399

A taptalaj 6sszetevoit a desztillalt vizzel 6sszekevertiik, majd 121 °C-on 15 percig sterileztiik.
Szekunder metabolitok termelésének vizsgalatihoz felhasznalt taptalajok

Maoddositott Myro taptalaj osszetétele (Han és munkatarsai, 2014)

1 literre vonatkoztatva:

Szachar6z 409
(NH4)2HPO4 1 g
KH,PO4 3 g
MgSO. 7 H.O 29
NaCl 5¢g
Glicerol 104¢
pH 5,9

Bikaverin termeltet6 taptalaj (Bell és munkatarsai, 2003)

1 literre vonatkoztatva:

Szacharo6z 20¢g
Urea 140 mg
CaCOs 500 mg
MgSO, « 7 H.0 059
KH2P04 1 g
KCI 059
MES 1mL
pH 5,0
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Minor Elements Solution (MES) 1 literre vonatkoztatva:

FeSO4+7H,0 10g
ZnSO4 ¢ 7 H20 50 g
CuSO4+5H025¢

MnSO, * H20 059
NaB4O7 0,5 g
NaMoO, » 2 H.O 05¢g
Citromsav 50¢g

DG minimal taptalaj dsszetétele (Avalos és munkatarsai, 1985)

1 literre vonatkoztatva:

Gliikoz 309
NaNO3 39
KH2PO4 lg
MgS0O4 « 7 H,O 0549
KCI 059

Mikroelem torzsoldat 2 ml

Mikroelem térzsoldat 100 ml-re vonatkoztatva (Davis és munkatarsai, 1970):

HBO, 0,5 mg
CuSO4 5mg
FeCls; 10 mg
MnCl, 1mg
NaMoOQO4 1mg
ZnS0O4 100 mg

CM taptalaj (Leslie és Summerell, 2006)

1 literre vonatkoztatva:

KH2P04 1 g
MgSO4+ 7 H20 05¢g
KCI 05¢g
NaNOs 29
Szachar6z 204¢
N-Z Amine 2540
Eleszté kivonat 1lg
Vogel’s Mikroelem oldat 200 pl
Vitamin térzsoldat 10 ml
Agar 204¢

Vitamin torzsoldat 1 literre vonatkoztatva:

Tiamin (B1 vitamin) 100 mg
Riboflavin (B2 vitamin) 30 mg
Piridoxin (B6 vitamin) 75 mg
Kalcium-pantotenat (B5 vitamin) 200 mg
Nikotin-amid (B3 vitamin) 75 mg
Aszkorbinsav (C vitamin) 50 mg
p-amino-benzoesav 5mg
Kolin-klorid 200 mg
Folsav 5mg
Biotin 5mg
Inozitol 49
50% etanol 1000 ml
Kloroform 1ml
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Répas agar (Klittich és Leslie, 1988)

Friss, hamozott répa feldarabolva 400 g
Desztillalt viz 900 ml
Agar 209

A felkockazott friss répat 400 ml desztillalt vizzel egy zarhat6 tivegedénybe tettiik, majd 20 percen keresztiil
autoklavoztuk. Ezt kovetden egy turmixgép segitségével piirésitettiik, végiil hozzaadtunk 500 ml desztillalt
vizet és az agart, ezt kdvetden ujabb 30 percen keresztiil sterileztiik 121 °C-on.

M2.2. Felhasznalt oldatok osszetétele

Sporamoso6 oldat dsszetétele
100 ml-re vonatkoztatva:

Tween-80 10 pl
NaCl 099¢

DNS izolalashoz hasznalt oldatok osszetétele
CTAB puffer dsszetétele

500 ml-re vonatkoztatva

2% CTAB 109
1 M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
0,5M EDTA pH 8.0 20 ml
1.4 M NaCl 40,9 g
1% DTT 59

50x TE puffer (pH 8.0) 6sszetétele
1 literre vonatkoztatva

5 M Tris 60,6 g
0,5 M Na;EDTA 18,6 g

Lizis puffer osszetétele

100 ml-re vonatkoztatva

1 M Tris-HCl pH 7,5 5ml
0,5MEDTA pH 8,0 10 ml
10% SDS 3,3ml

8 M K-acetat oldat 6sszetétele
100 ml-re vonatkoztatva
KCH3;COO 78,53 ¢

RNS izolidlashoz felhasznalt oldatok dsszetétele
DEPC-es viz készitése
1 liter desztillalt vizbe 1 ml DEPC-et (Sigma) mériink be, alaposan 8sszerazzuk, majd elszivofiilke alatt

egy ¢jszakan keresztiil allni hagyjuk. Masnap a DEPC-es vizet lesterilezziik autoklavban.
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20x SSC oldat osszetétele

1 literre vonatkoztatva:

NaCl 175,3 g
Na3CeH507 2 HzO 88,2 d
pH 7,0

Agaroz gélelektroforézishez hasznalt oldatok dsszetétele

DNS agardz gélelektroforézishez hasznalt oldatok
50x TAE oldat dsszetétele

1 literre vonatkoztatva:

Tris 242 g
Na.EDTA 18,619
Jégecet 57,1 ml

RNS denatural6 agardz gélelektroforézishez hasznalt oldatok

10x MOPS-EDTA osszetétele

MOPS 419¢

NasCsHsO7 » 2 H,O 41 g

Na.EDTA 3749
pH 7,0

EDTA-SDS oldat minta futtatashoz

Na2EDTA 25 mM
SDS 1%

2x Loading Buffer dsszetétele

Formamid 1000 ul
37% formaldehid 300 pl
10x MOPS-EDTA 200 pl
DEPC-es viz 460 ul
Etidium-bromid (10 pg/ pl) 10 pl
6% Loading Dye 300 pl

F. verticillioides transzformalashoz felhasznalt oldatok osszetétele

Protoplasztilo oldat dsszetétele

NaH:PO. pH 5,8 10 mM
CaCl; 20mM
KCI 12M

0,7 M NaCl oldat osszetétele
100 ml ultrasziirt vizben:

NaCl 4,0908 g

STC oldat osszetétele

Tris-HCI pH 7,5 10 mM
Szorbitol 12M
CaCl, 10 mM
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PEG 4000 oldat osszetétele

Tris-HCI pH 7,5 10 mM
CaCl, 10 mM
PEG 4000 60 w/v%

Southern blot analizishez felhasznalt oldatok osszetétele
Etidium-bromid oldat dsszetétele

100 ml desztillalt vizbe 10 pl 10 mg/ml etidium-bromid torzsoldatot pipettaztunk.

Denaturalo oldat osszetétele

NaCl 15M
NaOH 05M

Neutralizalé oldat 6sszetétele

Tris 1M

EDTA 0,1M

NaCl 15M
pH 8,0

Depurinal6 oldat dsszetétele

HCI 250 mM

10x SSC osszetétele

Na-citrat 0,15 M
NaCl 15M
pH 7

Prehibridizalo oldat sszetétele

20 ml-re vonatkoztatva

dH.0 3ml
1M Na;HPO, 10 ml
20% SDS 7 ml
05MEDTA 40 pl
BSA 0,2¢g

Southern-moso folyadék osszetétele

100 ml-re vonatkoztatva

1M Na;HPO4 4 ml
20% SDS 5ml
0,5M EDTA 0,2 ml

Maleinsavas puffer dsszetétele

250 ml-re vonatkoztatva

NaCl 0,15M
Maleinsav 0,1M
pH 7,5
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10x blokkol6 oldat dsszetétele

Blocking Reagent 19

Maleinsavas puffer 10 ml

Blokkolé oldat 6sszetétele

10x blokkold 4 ml

Maleinsavas puffer 40 ml

Antitest oldat osszetétele

Blokkol6 oldat 40 ml

Antitest feliiliszo 8 ul

Az antitestet tartalmazo csovet a kitbol 4 C-on, °5 percig, 10000 rpm-n lecentrifugaltuk.

Moso puffer dsszetétele

Maleinsavas puffer 80 ml
TWEEN 80 240 ul

Detektal6 puffer dsszetétele

Tris-HCI 0,1M
NaCl 01M
pH: 9,5

Elohivé oldat osszetétele

Detektalo puffer 2mi
NBT/BCIP 40 ul
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Ma3. A disszertacioban felhasznalt primerek listaja

Név Szekvencia (5’ - 3’) Cél

A géndelécids és komplementalt torzsek 1étrehozasahoz felhasznalt primerek listaja

FvatfAupfwd
FvatfAdownrev

FvatfAupkimrev

FvmnSODcompkimfwd

TTCATTCTGGGTTCCTTCTATGGC
TCCTCCTTGTCGATGTTCTTTTAG
TCACTGGCCGTCGTTTTACAAAGATCCGCCGGCCTGAACCGCGAA

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGATTAGTACCGTTTGCCTACGGATA

FvatfA 5 — hatarolo régio
FvatfA 3’ — hatarol6 régio
5’ FvatfA régio6 hph szakasszal

FvatfAdownkimfwd CATGGTCATAGCTGTTTCCTGACTTCATTTCGCGTTTGAGCTGTA 3’ FvatfA régio hph szakasszal
FvatfAnestedfwd ACAGTGCCTACAGTGTGAAGCAGG FvatfA 5° nested
FvatfAnestedrev GGTTCCATTTGTTGTCGGTGCCTT FvatfA 3’ nested

M13F TTGTAAAACGACGGCCAGTGA 5’ hph/gen marker gének
M13R CAGGAAACAGCTATGACCATG 3’ hph/gen marker gének
FvatfAcompkimfwd CATGGTCATAGCTGTTTCCTGACAGTGCCTACAGTGTGAAGCAGG 5’ FvatfA régi6 gen szakasszal
FvatfAcomprev TCTCAATCGCAGCTTGTGTTGCTT 3’ FvatfA flaking régié a terminator szakaszon tal
FvmnSODupfwd GTCTTCTTAACTTTATCAGTCCACTCCTTCG FvmnSOD 5’ — hatarol6 régio
FvmnSODdownrev GCACTGATTGAATGCGTAGCTCCTCTGCCAGA FvmnSOD 3’ — hatarol6 régio
FvmnSODupkimrev TCACTGGCCGTCGTTTTACAAGTTTGACTACAGTATGCTGATAATG 5’ FvmnSOD régi6 hph szakasszal
FvmnSODdownkimfwd CATGGTCATAGCTGTTTCCTGAAGAGAACTTGAAAAGAGTCGATA 3’ FvmnSOD régi6 hph szakasszal
FvmnSODnestedfwd CACCCGCCCTCACGACAAACGTCT FvmnSOD 5’ nested
FvmnSODnestedrev CATCTCCAATGCTGGAATGGTCCAGC FvmnSOD 3’ nested

5’ FvmnSOD régi6 gen szakasszal

A képiaszam meghatarozashoz felhasznalt primerek litija

FVEG2866shortfwd CTTGAGGACGGGTTTGACAC FvatfA gén forward primer
FVEG2866shortrev CGCTTCGGACTTATTGGTTG FvatfA gén reverse primer
FVEG11192shortfwd CAAGCACCACCAGACCTATGT FvmnSOD gén forward primer
FVEG11192shortrev CTCCCAAGCGTCAATACCG FvmnSOD gén reverse primer
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A gRT-PCR Kkisérletekben felhasznalt primerek listaja

carRAF
carRAR
carBF
carBR
carTF
carTR
fumlF
fumlR
fum8F
fum8R
fum21F
fum21R
biklF
bik1R
teflF
teflR
tub2F
tub2R
cyp2F
cyp2R

AGCAAACCGACCTTTCAC
CCATCCCACAAGACAATG
CTTCTCCTCCCTCGCTTCTTC
CTCGCCAGACTCAAAATGCTAG
ATGAGTGGATTGCTGATGTG
GGGGTTGAAGAGTTGAAGG
ACAGCCCAAGCAGTAAGC
CACCCGACACACGATATG
AGCATCCAACAGAAATACGC
GCCTCTCTCATTGAAACGAC
CCATTACAAGCCATTCCAC
ACAAGCCACGATTTAGACG
GAGCACACACCAACCATTC
GACTGAGCCGAGATACAAGC
GAGCGTGAGCGTGGTATC
CGAGGGTGTAGGCAAGAAG
CGGTCAGTGCGGTAACCAA
GGCTCGGGGAACATACTTGT
CTACCCCGCCATAACTGCTT
AGAGCACGGAAGTTCTCAGC

carRA gén forward primer
carRA gén reverse primer
carB gén forward primer
carB gén reverse primer
carT gén forward primer
carT gén reverse primer
fuml gén forward primer
fuml gén reverse primer
fum8 gén forward primer
fum8 gén reverse primer
fum21 gén forward primer
fum21 gén reverse primer
bikl gén forward primer
bik1 gén reverse primer
tefl referencia gén forward primer
tefl referencia gén reverse primer
tub2 referencia gén forward primer
tub2 referencia gén reverse primer
cyp2 referencia gén forward primer

cyp2 referencia gén reverse primer
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M4. Az egyutas ANOVA statisztikai elemzés eredményei

M4.1. Az FvatfA egyutas ANOVA eredményeit osszefoglalé tablazat

Torzsek E,%}g\t? Z Tukey’s post hoc teszt Biologiai
Vizsgalt tulajdonsag FGSC AFvatfA | FvatfA'C (H7) | FvatfA'C (H9) o adj. p-érték ismétlésck szima
p - érték (p <) torzsenként
7600 (A) (B) (©) (D) Bvs. A Bvs.C Bvs.D
Czapek-Dox agar 79.50+0.60 | 70.13£1.15 77.75+1.39 77.92+1.51 2.20E-16 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 3
Vegetativ novekedés (telepatméré;mm)
PDA agar 81.83+0.39 | 63.71+£1.12 82.00+0.43 82.08+0.29 2.20E-16 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 3
72 h paradicsom 7.9242.07 2.25+0.87 6.58+1.38 7.42+1.98 1.19E-10 0.00E+00 | 4.00E-07 | 0.00E+00 3
72 h Czapek-Dox agar 36.67+0.58 | 30.33+1.15 37.33+0.58 38.67+1.53 4.42E-05 3.32E-04 | 1.63E-04 | 4.57E-05 3
Invaziv novekedés (telepatmérd; mm) -
96 h paradicsom 12.75+4.16 | 3.08+0.79 10.33+£3.73 11.50+3.80 3.42E-08 1.00E-07 | 2.68E-05 | 1.60E-06 3
96 h Czapek-Dox agar 53.33+1.53 | 43.67+0.58 52.00+2.65 51.67+0.58 2.68E-04 3.22E-04 | 8.94E-04 | 1.17E-03 3
Sporatermelés (x x107/cm?) 6.21+0.29 3.98+0.36 5.97+0.14 6.24+0.41 5.85E-05 1.18E-04 | 2.65E-04 | 1.08E-04 3
Hosszusag 10.43+0.23 8.07+0.13 8.95+0.41 9.024+0.90 3.25E-03 2.07E-03 | 2.22E-01 | 1.78E-01 3
Spéra méret (um) -
Atméré 4.85+0.66 4.94+0.18 3.93+0.51 4.19+0.51 9.64E-02 9.96E-01 | 1.36E-01 | 3.16E-01 3
25°C 86'67;10'6 81.67+7.42 71.78+11.72 87.44+11.63 1.25E-02 7.45E-01 | 2.10E-01 | 6.52E-01 3
o ) 42°C TAGTEILG | TIAEILY | 9334938 71.3348.36 6.16E-01 9.02E-01 | 9.11E-01 | 1.00E+00 3
Spoéra életképesség (telepek szama) 2 6

45°C 46.67£6.63 | 39.89+5.75 45.56+7.38 49.33£5.00 2.30E-02 1.20E-01 | 2.40E-01 | 1.55E-02 3
4°C 25.00+£8.83 | 24.11+£6.60 32.00+4.61 30.11+6.11 4.70E-02 9.92E-01 | 8.02E-02 | 2.50E-01 3
H,0, 74.59+1.23 | 40.04+£0.94 68.23+5.96 66.87+7.34 9.84E-05 9.88E-05 | 4.21E-04 | 5.93E-04 3
Abiotikus stresszérzékenység (relativ tBOOH 54.58+0.69 | 47.83+1.75 |  50.55+2.83 50.67+2.55 2.87E-02 1.93E-02 | 4.46E-01 | 4.13E-01 3
novekedés) MSB 639+2.70 | 39.76+7.22 |  59.14x4.02 58.57+3.45 1.80E-03 2.87E-03 | 4.22E-03 | 5.07E-03 3
CR 52.91+£2.90 | 40.22+2.27 48.51£3.27 49.60+2.57 3.02E-03 2.31E-03 | 2.69E-02 | 1.40E-02 3
FB1 37.27+4.89 | 0.00+0.00 37.34+11.17 28.44+8.81 4.83E-06 4.00E-06 | 1.60E-04 | 1.04E-04 5

Fumonizin termelés (ug/g DCM)
FB2 8.78+1.92 0.00=£0.00 5.62+1.86 6.32+1.01 3.58E-07 2.00E-07 | 6.37E-05 | 1.65E-05 5
Karotenoid termelés (ug/g DCM) 19.44+2.68 | 0.47+0.03 24.46+8.69 27.05+4.87 9.08E-04 8.60E-03 | 2.02E-03 | 1.04E-03 3
5. nap 4.26+1.12 41'37;13'3 9.57+4.06 9.50+4.24 4.87E-12 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 3
Bikaverin termelés (mg/g DCM) 7. nap 7a8s536 | 20N 14314590 14.44+7.24 213E-10 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 3
9. nap 9.79+£2.56 | 54.50£5.67 15.60+7.03 11.53+£6.09 2.20E-16 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 3
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fumi 8.10+0.88 | 12.10+0.31 8.50+0.26 8.86+0.05 2.93E-05 3'%%."5' 8%%."5' 1%?15 3
fumg 5194030 | 8.780.16 4.08£0.50 4.84+0.20 4.13E-07 3'%%5 4'%(;5 1'3)%5 3
fum?21 62540.52 | 6.57+0.52 4.95:0.54 5.5440.45 1.84E-02 8'%‘15 1'%3;5 1'%‘15 3
bik1 (3. nap) 6934293 | 11465060 |  7.85£0.48 8.15£0.83 3.55E-02 3%3;'5' 8'%52'5' 1%?'5' 3
Relativ génexpresszio (-ACr) 6 36E- 1 66E- 251E-
bik1 (5. nap) 10.65£0.80 | 12.94+2.59 8.51+2.28 10.00+2.98 2.07E-01 o1 o1 o1 3
carRA 7.19+1.22 | 17.12+1.29 6.33+0.94 5.50+1.73 1.54E-05 7"(1)‘;'5' 4'%%'5' 2'3(')%'5' 3
carB 4.68+2.00 | 13.94+0.83 4.56+1.08 3.22+1.90 9.35E-05 3'%‘:'15 3%3;5 1%545 3
carT 9.79£0.99 | 10.67£1.54 |  10.40+1.40 9.93+1.26 8.31E-01 8A43E- | 9.94E- | 8.I7E- 3
01 01 01
M4.2. Az FvmnSOD egyutas ANOVA eredményeit 6sszefoglalé tablazat
. egyutas )
Torzsek ANOVA Tukey’s post hoc teszt
Vizsgalt tulajdonsag adi. p-érték Biologiai ismétlések szama
FGSCT600 | AFwmnSOD | FumnSOD'C | | oo )P torzsenkeént
Q ®) © "7 B | Buc | AY
1,16E- | 1,55E- | 1,55E-
Abiotikus stresszérzékenység (relativ MSB 9727183 4693+6.11 94.84+1.95 7,55E-06 05 05 05 3
novekedés) KCl 65.39+1.76 56.0043.17 64.9043.74 1,39E-02 1’%‘;5 2"5‘;5 Z'é‘;E' 3
PAF érzékenység (relativ novekedés) 100 pg/mL 32.05+2.22 25.64+2.22 29.49+2.22 3,32E-02 2’%525 1'%?5 3’%215 3
Térfogatfoglalas (%) 19.01+0.59 25.91+4.10 18.95+2.43 1,84E-05 7%’;'5' 9'%2'5' 9’%?'5' 9
Mitokondrialis morfolégia o 11508 5.37E- 3.87E- 7.44E- 5
Hifadtméré (mm) 2.3340.18 2.00+£0.24 2.26+0.16 ' 03 02 01
] 548E- | 6,66E- | 9,20E-
Teljes 9.22+0.58 12.65+0.11 9.34+0.16 3,35E-05 05 05 01 3
KCN-szenzitiv 8.90:£0.48 11.84+0.18 8.87+0.05 7,34E-05 1%15 1%35 9’%715 3
Légzés PRy
Alternativ oxiddz- 1 4141.04 1.1040.68 0414053 1,35E-01 1A43E- | 2,35E- | 9,21E- 3
fiiggo 01 01 01
KCN+SHAM 1,25E- | 2,28E- | 856E-
reziszten rezidudliss 0.25+0.04 0.81+0.27 0.3240.03 1,03E-02 02 02 01 3
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FB1 35374281 | 29.98+3.8 31.6124.01 LosE-01 | PATE | THOE | 2T 5
Fumonizin termelés (ng/g DCM) 7676~ | 1.78E- | 550E-
FB2 8.78+1.92 8.14+0.61 6.35+1.61 5,75E-02 ‘o1 o1 02 5
Mb5. A kétutas ANOV A statisztikai elemzés eredményei
M5.1. Az FvatfA kétutas ANOVA eredményeit 6sszefoglalo tablazat
Torzsek Kétutas ANOVA
Vizsgalt tulajdonsag FGSC 7600 (A) AFvatfA (B) FvatfA 'C (H7) (C) FvatfA 'C (H9) (D) p-érték p-érték p-érték (torzs és
. . kezelés kozotti
kontroll kezelt kontroll kezelt kontroll kezelt kontroll kezelt (torzs) (kezelés) interakcié)
H,0, 79.2;10.5 59.0?11.0 70.0gi1.4 28.02i1.6 78.1?:1.9 53.2§i4.0 78.11i1.9 52.2;15.5 2.20E-16 2 20E-16 2 20E-16
Abiotikus IBSO 79.4211.1 43.3311.0 69.7211.4 33.3311.8 78.1111.9 39.547&3.0 78.1111.9 39.6312.7 2 00E-16 2 00E-16 8.87E-02
stresszérzékenység
(telepétmérd, mm) MSB 78.3311.5 47.2211.9 70.9ii1.5 28.1;14.8 77.4gﬂ:1.6 45,7312.7 77,7éi1.5 45,5212.3 2 20E-16 2 20E-16 4.10E-15
CR 79.38+£1.0 | 42.00£2.4 | 69.88+1.2 | 28.13£2.0 | 78.17£1.9 | 37.88+1.6 | 78.17£1.9 | 38.79+2.7 2 20E-16 2 20E-16 1.20E-03
0 6 3 7 4 9 4 7
Tukey post hoc teszt (adj. p-érték)
Vizsgalt tulajdonsag Bvs. A Bvs.C Bvs.D Bvs. A Bvs.C Bvs.D
(kontroll) | (kontroll) | (kontroll) (kezelt) (kezelt) (kezelt)
H202 2.00E-07 5.30E-06 5.30E-06 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00
Abiotikus BOO | 00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00
stresszérzékenység H
(telepatméro, mm) MSB 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00
CR 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00




M5.2. Az FvmnSOD kétutas ANOVA eredményeit dsszefoglalé tablazat
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Torzsek Kétutas ANOVA
Vizsgalt tulajdonsag FGSC 7600 (A) AFvmnSOD (B) FvmnSOD 'C (C) p-érték p-érték p-érték (torzs és kezelés kozotti
kontroll kezelt kontroll kezelt kontroll kezelt (torzs) (kezelés) interakcio)
Abiotikus StYFSSZérZékeUY' KCI 75.79£1.58 49.54+0.31 69.58+2.57 38.92+0.88 | 77.29+0.26 | 50.17£2.91 1,17E-06 2,82E-13 1,11E-01
Se
(telepétmégrﬁ, mm) MSB | 76.67+2.01 | 74.54+139 | 70.75+4.27 | 33.13£3.92 | 78.08+1.12 | 74.13+0.33 | 1,69E-09 | 5,65E-08 6,82E-08
PAF érzékenyscg 100 1 5600£0.00 | 8.33£0.58 | 26.0080.00 | 6.67:0.58 | 26.00£0.00 | 7.67+0.58 | 1,33E-02 | 2,00E-16 1,33E-02
(telepatmérd, mm) pg/mL
Tukey’s post hoc teszt
Vizsgalt tulajdonsag adj. p-érték
Bvs. A Bvs.C Avs.C Bvs. A Bvs.C Avs.C
(kontroll) (kontroll) (kontroll) (kezelt) (kezelt) (kezelt)
Abiotikus stresszérzékeny- | KC| 9,73E-03 1,78E-03 8,93E-01 | 9,28E-05 | 526E-05 | 9,97E-01
se
(telepétmfrﬁ, mm) MSB 1,30E-01 4,37E-02 9,83E-01 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,00E+00
PAF érzékenyscg 100 1,00E+00 1,00E+00 1,00E+00 | 3,24E-03 | 9,06E-02 | 3,95E-01
(telepatméré, mm) pg/mL




M6. A promoéter analizis eredményei

FVEG_10718 carRA

GTANGTCAAAGCATACGATACTCCATGAAGCTATACATACAGGATACACCCATCCACAGCCAGCAGACCAC
CAGTAACTTAACIIATATAGCCAAACCCTCATCAGATCGAGATGATCAGGAAGGACGTAGGTCGCATCA
ATCGCTGGATAACACGGCACGCGATGGGAATATCCATCCATCAAAACCACTAGCACARTRIGICACEE
EBFGATAATCAAGACCCATCTCCATCACGGTAACGGEARTEIGAAAAAGACCGAGTAACCCGAAAAAAA
AGGGTCTCGAGTTAATTGATGACAAGTACACTCGATACCCAAAAGAGTCGAACAAAAAAGT CEIGCAG
EBFGAABGAGTCCCTGAGATGTAACATEABAGAAAACGCCTCTCCCCACTCACACTCAACAATGGTGAG
CAGAAGCTAGCGGTGGGGGAGCATTATTGTCACCCAAGAAATAACGGACAGGGGTAAAGGGCTGTGT
TAGTATCTGAAAAACAAACTGTGGACACAAGCACCACTCACACTCCGACTTCTTCCTCAACAACCTTT
TCCTCACAATCTTTHEABGTGIGGCTTTATTTGAAGCCCATATCGTRIGEOEICABBATCTGCTTTTTGT
TGTTGTTCACGTACACGAAATAAATAAACCTCTGTCAAAATG

FVEG_10717 carB

BATAAACCCACCAACCAATCATTCAACACGCATCACACCGCCAAGTCCHCTTAAAGACCCTCCAAACCAA
ACCEETCAATEATCETCAACGCATCAACGACTTCAATTCTCCTGTAATCTTCAATGAATCACTAAAATC
CCTCAAAAAACAAACTGCGCCTCGCTAAGCACAGGGTAATCTGGCCTTTCACATGTACGCCAAGTGGT
CTCATTAGACGAGTGCGAAGGAAAAAGTGGATCAAAACAAAAT GERACACETOATICAGTCTATTGCT
TTGGCTATCAAAACCGTTGGCTTCGGGTGAGTCGGTTACTERBTEGABCATCTTCACTTTTTACAGCAA
AAATG

FVEG_09251 carT

BAGCTTGATGTTCCGTCAGATGTTTTCATGGAAGCAATTAATGAAACCATGAAAGTAACTATTGTTGCCAAG
AIGATAAAAACCGCCAAGAAAATECGAGTCAGCCATGAAGCAAACATCCAATACCCCGTACCTGAGAG
CCATCTGACCATTATACATGATTCGCTTGGTTGCTAAGACGAAAGGCTGGTATTCATAATATCTGCAT
CGGAGTAACAGTGATACTATAGAATCTTTTGTTCAAGAGAGAATARBIGEIGATGATTATGTTCTCAT
CACGTTCAATABEEIGAATGTCTTGATTATATCGACCAGGATATGTAATCATCAAGACCAACTTCACT
TACCGACATCGATATCCTCATCGCCAATAAACCACCACCGCCTGATAGATAGTATGTACCACTTCGGA
ATCTAATAGCCTACTCTAAATCCAGCTCAACAAGCAATAAACGCCAGGATCCAGCCHRABAGTGACACA
CCGGAATCTCGRBROEIORATCCCCCGCCTGCCGTACGCCGCCAAATCCACGATGCTCATGCCAACG
AAGCACATIGIGEIGAAGCCACACTCGCTTTCGCTAACACAGTATCGCAAGTACACGCAAGATGCATC
CATCATCCCTTAAACGCCAACGTCCAAACTAACCATCIIGIGGIGAGCTTTTGATAGGCCCCCCCAAG
CGACGAGCGGAACAATACCGCACACGCGAAGGCGCACGAAGTATTGAGCCACTAGTGAGTAGGTAGA
GTAAATCAAATCGAATCAACAACCTCAGCTTTCGGGTGCCGACATGAGTTGTTTTTGTGGTGATTTCT
TTCATGCGGAAGTGTCGGGGCTTGGTATTTTCGTTTTATGGTGCGGAATCCGGTTTGGTTTACTGATG
GTAGEETOA THEASTERIACACAACCCATGCGGGAATACAACGAAGCGGGTTTGCGTACTTAATAAGTA
TGAGATCCATATTTTAAAAATACCCTATTATCATGATGCGTTTTGTAAAGAGTTGTGTTTTATTGTTTT
AAAGTTGABTGABEABAG TGAAGCTTTAAAGTGGTTATCTTCACTTGCAGGTTCATCGTCGGTGCCAA
CACTGCATTGCGTTGCAAACGTACACAGACATAGACAACAGGGTGCACTGTGTTGTGATTGTATAGAG
CCAATGCTATGTTTCTCACTTGGCACATGAGCTGAACTTCATTTCACGCTTGTTTTATAGATATATCTT



TAGAGCATGCCTCTTGTTCTTGCATCTTTGTTTCCCAGACCCCAAACGATATTGTCGCAAACGAAACG
AAAGCAACTTTTTCTCTCCTATTATTAGCCAATTTTCGCAAATAAACTTTACTATG

FVEG_00316 fum1l

BCACCTCTATGCCAGCCCTEABTOARTGGCACAGCACGCACACCATCACTAACGGTAAACTCAAAACGACA
GCCGCTTGCATTGAGGCTAAAGCACGGTTCCGGCTTATACGAACAGAAGTCTIBRBATEETTCATGATAAGAA
GAAGAAGAAGAAGCTGTCGGAATGATACAGACCCAAATCAGATATCCGACCGGCTCCTGGTCCCATTCCAT
TATGAGCCAATGGGGCAATTGCCCCCTTTCCCTACCCGAGTGTTTTCGGACGTTACTGTCCCTCACCCGGGA
ACTCTAGCAAACTATTGGGATGTAGGATAATAATAGTAACCTTCCTACTGGTTGCCGAATTTCCGGGTCTCTT
ACTCGTCTTTGAGGATACTGACAATTGCGCTTCGGAGTATTGCGTGTCCTCTCGGATGGGAGACTAAATCGT
ATACAACAACCGGAATTTCGATGCTGATTGCAATGATAGAGACGAGACAGAIATATAACCATGAAATACA
GTGTTATTGGAGACTCTGTATTTGATCCATCGCAACCTTATTATCGTTTTAAACGCTACTGATATCATC
AACGTTCGACATG

FVEG_ 14635 fums

BATTAACAGTTTTAAAACTTGAAATCAAGATAAACACTTACCAAGCTAGCACTHCRGTIGHETGTGTGAAAGT
GAATTACTCTGTAAACCGAGAAATCCAATATCATGCATTGGCGTTGGCAAAAACAATCCTCTGCTTTTTTGC
ATGAACAATATAACGGAATCTAAATACTCGATGGACCACACGAGTACGTAAAGGTAGCAGCAAATGAAGGC
BATATAATGAACAAGACGCTCAACTCAATGTATCTCTACTCTCCAAGGAACAGATCTCAAAATGGCTT
CCTTCTCCTGTGCCAAGCTGGGCTGGTACGAGGAATGTCAGHIABE T TACCGAATGTEABATGEAGAA
AACTGTTGTATGTACAACTTTCAATTATATGCTACAGGTTGAGCTGAGCTACTAGGTAGGTAGCAATG
ATTTETGEETEACTCACAGAAACAGTGCCCGGAAGCATCTTTTCAAACATCCGACAGATGCCACACGG
GGTATCCGAACTTCCGAATAACCCCCAGTACAACGTTGGCCTTTTGGATTCTTGGTAGCAGAGTCTAC
CGATCAGCTACCTTACCTAGICAGTICOATCAGTTTCCAGTCGTTEACTCGAAATGAGGAACAGATACA
AAATCATCCCGGGTTACATTTAAAACTGAGGTTTTCATACAGT BARAGHGATAACTCTGAACAACTTC
ATTTTTACCHIGIGIOAGCCCTTGCATTGCCCATCATG

FVEG_14633 fum21

BAAAAATATAGAAGAATAATAGATCAAATATGCCTAAAAGAAATGCTCCCAGACACGATCCTAGGCAARC
ATAAAAGCTCATATAACTCCATCCACAAGCTCCTCACCAGTGAACGCTGAATACTGTCCTRRIAGICA
ATTGGCTCCAGAAACCACGCCCTTTCTTCCAAGTAAAGTGCCCATAACCACTGGATAAGCAAGCAGAT
GGAAAATAGGAATAGACCCTATTACCGAGTAAGTCTTATCGGTAGCTGAGTGTGATGCATCTGGTAA
BEEIGAAGTTCAGCCATTATCCATCCAGGTACTCCATATCAAAACGTGTTTCTTCCACTTGCTGGGTTG
TATCTTGAAGTAACAGCGGGACTAGCCTAGGGGTCGGGCCGTCTGCCGTGATAAGCGCTGTGATGTT
ACGTTATGTCGACTAAAGTACCGTGCAGGGCATGTTGATGATTGCATGCATTAGTCTACCTAACAGAA
ACTGCCGTGTTATCCGAACAAAACATTGAACTTTGCTGTGTCCTTGGCCATCATGTTAAATCATAAAG
CTGCCTTAATTCTAGGACCCTTCGTAGACCTTGTTTTATATCTTATTCTACTTGTATCATCTGTGATTT
ATTTCATCATCAACTTTTGCGATGGCGGGGTCCATTGTGTTTGHEACABANAATCAGATTAGCGCAAA
TTCGAGACACAAGCCACGATTTAGACGACGTCGTGGCGCGTGTGAGTCGTGTAAGCGTCGTAAAGTC
CGGTGTAAGTTGCTTGGCCTCCTCCACTGCTTTGTACTGTACCTAGCTTATGGTTCTTATCACIAGHAG

GTAATGGCACAAACCCTTGCAATCAATGCEOAAGTOAGA THCCOEIOAAGATGGTACRTAGTIOATCTCA
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GCCCGAGCTAACCAGAAGAGCAGAAATCGTCGATAGAATGCTTATATAGCAGCTCAAGCTGGAAAGC
TAACGACGGAGATACAGAGCGTGGACCATCAGGATCGCCGGTGCAACATACAAGGGGGAGTTHCAGE
BB CCTCAAACGAGCCCATATGGTGGAATGGCTTGTAATGGATCAGCGGAAGAGTCTTCGAGATTTGA
TGGCTCGGATGCACACAGCCTTTTGATGAGCCTCAGCAATACTEABTGIACGACTAATACTGAGGCAA
CAGAGATGTCGCAGTGGCAGAATTGGTTCGTTAGCGACCTACCTCTAGGGAGCGATGTGCAACTTAC
AGGGACATCTGATGAGTCTTTGACCGACTGGTTGGACCCCCAGCTTGTCAACCCAGCAGATACCGCG
GCCATTATG

FVEG_03379 bik1l

BcTAAAGCCAACTGTERBRBEABAE TCTATTCAAGTGCCGAGATTCGAATCACCATCCAGGGACAGAG
CCTCACGTAGTTGGTATTCACACATTAGCGCATCGCGTCCGTGGCTCTTCTCTTGACTCGATTCGTCCTC
GGTTCACGGCACATACTACGCCACCCTGCCCGTTTCAGCTTCCCCTGCAAATAAGAATTCGGACCTC
TTCGGAGCTTCATCTCTGATCTGATCCTGCGTGGCGTAACTAGCCGCTATABTGABEEIGGCCC
ACCCATGCAAGCCACTACGGACATTTTCGCAAAAGCGCGGAACCAACACTAGCCAGACCCTTAC
GAATTACCAAABBBEEIGACGTATGTTTGAACCTCTACAGTATAAGCCAGATACATCTTGGCGA
GAAAATAGCCAAGACAAACGAATATTGCACCTTTGTTACAGCTTTCAACAGCGATTCTTTTTGCC
ATCTTACATTTTCAAGATG

25. abra Az ATF/CREB kotohelyek elhelyezkedése a vizsgalt génekben. Abramagyarazat: AAAAAAAAAAA —
Az azonos génklaszterbe tartozé génnel atfeld régid; |- A transzkripcios starthely (TSS); ] - Poly-A farok;
AAAAAAAAAA — A TSS és ATG kozott talalhatd szakasz; — -150 TSS +50 bazisparok kozott
talalhato kotShelyek; I —TSS +50 < talalhaté kotohelyek; [N — < -150 TSS talalhaté
kot6helyek; ATG — Start kodon
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Transzkripciés faktor ID Fajok
ATF [T00049] Saccharomyces cerevisiae
ATF [TO0051] Homo sapiens
ATF-1 [T00968] Homo sapiens
ATF-2 [T00167] Homo sapiens
ATF3 [TO1313] Homo sapiens
CREB [T00163] Homo sapiens
CREB [T00164] Rattus norvegicus
CREB [T00989] Mus musculus
CRE-BP2 [T01017] Mus musculus
Gén | Transzkripcids faktor ID Szekvencia POZI*CIO Kiilonbozdség (%)
CGTGACGTCA 254-263 0.48
ATF [T00049]
TGACGTCAAC 256-265 0.24
GTGACGTCA 255-263 0.31
ATF [TO0051]
TGACGTCAA 256-264 0.54
GTGACGTCA 255-263 0.00
ATF-2 [T00167]
TGACGTCAA 256-264 0.05
CGTGACGTCAA | 254-264 4.58
ATF-1 [T00968]
GTGACGTCAAC | 255-265 2.83
GTATGTCA -76 - -83 8.66
ATTTGTCA 114-121 14.91
ACGCGTCA 121-128 4.93
ATF3 [T01313] CAATGTCA 160-167 9.86
TGACGTCA 256-263 0.00
carRA
TGACAGAA 285-292 14.91
TGACTCTG 477-484 9.86
GTGACGTCA 255-263 0.02
CREB [T00163]
TGACGTCAA 256-264 0.02
GTGACGTCA 255-263 0.00
CREB [T00164]
TGACGTCAA 256-264 0.02
GTGACGTCA 255-263 0.00
TGACGTCAA 256-264 0.47
CRE-BP2 [T01017]
ATGCCGTCA 508-516 13.99
TGCCGTCAC 509-517 13.52
CGTGACGTCA 254-263 0.00
CREB [T00989] TGACGTCAAC 256-265 0.48
TGCCGTCACG 509-518 14.72
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ATF [T00049] GAAGACGTCA 204-213 2.28
ATF [T00051] AAGACGTCA 205-213 1.29
ATF-1 [T00968] GAAGACGTCAT 204-214 3.49
ATF-2 [T00167] AAGACGTCA 205-213 1.85
ACCCGTCA 23-30 8.66
GATCGTCA 33-40 9.86
ATF3 [T01313] AGACGTCA 206-213 0.00
carB TGACTCTA 215-222 8.66
TGACTGAG 267-274 12.39
CREB [T00989] GAAGACGTCA 204-213 6.12
CREB [T00163] AAGACGTCA 205-213 0.86
CREB [T00164] AAGACGTCA 205-213 3.17
AAGACGTCA 205-213 13.99

CRE-BP2 [T01017]
AGACGTCAT 206-214 13.99
TTCCGTCA 56 - -63 7.45
TCGAGTCA 22-29 8.66
ACTCGTCA 180-187 8.66
TAGGGTCA 212-219 12.39
AAGAGTCA 395-402 8.66
ATF3 [T01313] AGTCGTCA 418-425 7.45
TCTCGTCA 482-489 8.66
carT TGTCGTCA 580-587 7.45
TAGCGTCA 814-821 493
TGACTTTA 823-830 493
TGACGACA 959-966 7.45
TTGTCGTCA 579-587 13.99
TGTCGTCAG 580-588 13.99

CRE-BP2 [T01017]
ATGACGACA 958-966 13.99
TGACGACAG 959-967 13.99
TGACTCAA - 464 - -457 7.45

fum1 ATF3 [T01313]
TGACATCT 360 - -353 7.45
TGACTTGT 1162 - -155 4.93
TGACTACC 107-114 12.39
TGACATCC 125-132 8.66
ATCCGTCA 200-216 7.45

fums ATF3 [T01313]
CCTAGTCA 359-369 13.59
TGACTCGA 384-391 8.66
GAAAGTCA 452-459 6.14
TTGTGTCA 486-493 11.18
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ATTAGTCA 63-70 11.18
TATCGTCA 205-212 8.66
TGACAGAT 591-598 14.91
TGACTACT 742-749 11.18
fum21 ATF3 [T01313] CCAAGTCA 780-787 6.14
TCCCGTCA 791-798 8.66
CATAGTCA 807-814 13.59
TGACGCCT 949-956 3.73
TGACTGTA 1064-1071 12.39
TGACTCGA -67 - -60 8.66
ATF3 [T01313] TGACCCTG 71-78 13.59
bikl AAGGGTCA 158-165 12.39
CAAGGAGAG | -172--164 10.36
CREB [T00164]
CTGACCCTG 70-78 14.90

™ - A poziciokat a promoter analizisre kivalasztott gének DNS szekvencidiban talalhato

transzkripcids starthelyétdl szamitottuk, amelyeket a 25. abra mutat be részletesen.
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MY7. A fokomponens-analizis eredményeit dsszefoglalo tablazat

A torzsek koordinatai:

Koordinatak
Torzsek PC1 PC2 PC3 PC4
FGSC 7600 -2.96274 -3.23396 -0.40362 3.00E-16
AFvatfA 7.161313 -0.30343 -0.03184 1.84E-15
FvatfA 'C (H9) -2.08427 2.352623 -1.5677 -1.34E-14
FvatfA 'C (H9) -2.11431 1.184762 2.003158 1.90E-14
A komponensek jelentésége:
PC1 PC2 PC3 PC4
Standard deviacio 4.7915 2.4145 1.48708 2.335E-15
Variancia elolszlas 0.7406 0.1880 0.07134 0
Kumulativ eloszlas 0.7406 0.9287 1 1
Vizsgalt tulajdonsag PC1! pPC2! PC3 PC4
Vegetativ novekedés Czapek-Dox agar -0.04279 -0.00465 0.434012
(telepdtmérd; mm) PDA agar 0.038742 0.013478 0.055648
72 h paradicsom -0.04442 0.073948 -0.09748
Invaziv névekedés 72 h Czapek-Dox agar -0.05582 0.055358 -0.04607
(telepatméré; mm) 96 h paradicsom 0.090416 0.128655 -0.14456
96 h Czapek-Dox agar -0.02835 -0.03227 0.328134
. , Hossziisag -0.16154 -0.259 -0.06652 0.13909
Spéra méret (um) R
Atmérd 0.116462 -0.34304 0.034062 0.222351
25°C -0.01292 0.523838 -0.41231
Spéra életképesség 42°C -0.01587 0.19545 0.023971
(telepek szima) 45°C 0.037402 0.27661 0.223427
4°C -0.11983 0.338667 -0.0277 0.217727
Spératermelés (x x107/cm?) 0.007685 0.069213 -0.03962
H,0, -0.09997 -0.30782 -0.31408 -0.06236
Abiotikus tBOOH -0.04091 0.021349 10.14876
stresszérzékenység
(relativ névekedés) MSB -0.10626 -0.24973 -0.413 -0.31792
CR -0.11249 -0.2497 -0.39555 -0.0449
Fumonizin termelés FB1 -0.07977 -0.0087 0.01921
(ng/g DCM) FB2 -0.11855 0.012671 -0.04186
Bikaverin termelés 5. nap 0.025066 0.00881 0.009269
(malg DCM) 7. nap 0.032401 0.014124 0.090683
9. nap 0.005846 -0.05006 0.03274
Karotenoid termelés
(ug/g DCM) 0.126594 0.099979 -0.10448
fuml -0.01958 -0.06238 0.021576
fums 0.112684 -0.06622 -0.00509
fum21 -0.13033 0.314506 -0.12283 -0.4052
Relativ génexpresszié bik1 (3. nap) -0.06493 -0.06522 -0.03442
(-ACD) bik1 (5. nap) -0.17524 0.201537 -0.16213 -0.057
carRA 0.073964 0.065656 -0.06968
carB 0.055817 0.092464 -0.06653
carT -0.18475 0.259818 -0.01311

1 _ A kékkel, pirossal vagy zolddel kiemelt tulajdonsagok fontos komponensei a PC1-nek, PC2-
nek, vagy mindkettdnek. A PC1 (pl. a mutans és a tobbi torzs kozotti kiilonbség) nagyban fiiggott

crer

a novekedéstdl, invaziv ndvekedéstdl, stresszérzékenységtél, a sporak morfologidjatol,
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sporatermeléstdl és a szekunder metabolitok termelésétdl. A PC2 (pl. a kiilonbség a vad tipust és
a mutéans, valamint komplementalt torzsek kozott) nagyban fliggott a spordk életképességétol 4,

25 és 41 °C-on, a sporak morfoldgiajatol, a stressztoleranciatdl (a tBOOH-t és a 45 °C hostresszt

crer
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valamintProf. Dr. Vasas Gabor tanszékvezetd egyetemi tanarnak (Debreceni Egyetem,
Novénytani Tanszék), a karotinoidok vizsgalatahoz sziikséges fényforrast a rendelkezésiinkre
bocsatottadk. Tovabba szeretném koszonetemet kifejezni Galné Dr. Miklos Ida tanszékvezetd
egyetemi docensnek (Debreceni Egyetem, Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszék) a

mikroszkopi felvételek elkészitésében nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Gaspar Attila tanszékvezetd egyetemi tanarnak és munkatarsainak
(Debreceni Egyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék) a CE-MS mérésekben nyujtott

segitségiikert.

Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Pusztahelyi Tiinde koézpontvezeté egyetemi tanarnak és
munkatarsainak (Debreceni Egyetem, Agrarmiszerkozpont) a Kkarotinoidok és bikaverin

mérésében nyujtott segitségiiket.

Koszonetemet szeretném  kifejezni Dr. Adam L. Attila tudomanyos fémunkatarsnak
(Agrartudomanyi Kutatokoézpont, Novényveédelmi Intézet, Novénykortani Osztaly) az invaziv
novekedés vizsgalatdban nyujtott segitségéért.

Szeretném megkdszonni Dr. Antonio F. Logrieco intézetigazgatonak és munkatarsainak (ISPA-

CNR, Bari), hogy lehetvé tették a Campus Mundi program (EFOP-3.4.2-VEKOP-15-2015-0001)
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keretein beliil kisérleteim elvégzését és az alapvetd toxinmérési technikak elsajatitasat latogatasom

alatt.

Nagyon koszonom Toth Gaborné laboratériumi asszisztensnek és Pakozdi Klaudia doktorandusz
hallgatonak, valamint Dr. Vassné Dr. Orosz Erzsébetnek a kisérletekben nyujtott odaado

segitségét.

Ezuton is koszonom Dr. Jakab Agnes egyetemi adjunktus, Dr. Pfliegler Walter egyetemi adjunktus
¢és Dr. Fodor Tamas tudomanyos munkatarsnak a hasznos szakmai tanacsait, valamint Dr. Gonda-

Kiraly Anita tudomanyos munkatarsnak az ¢lettani kisérletekben nyujtott segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Szabo Dora, Toth Erzsébet, Mancsiczky Séara, Szabo Katalin,

Murvai Katalin, Szunyog Balint szakdolgozoknak kitartd és lelkes munkéjukért.

Koszonom tovabba a Magyar Agrartudomanyi Egyetem Genetika, Mikrobiologia és
Biotechnologia Tanszék, valamint a Debreceni Egyetem Molekularis Biotechnologiai és

Mikrobiologiai Tanszék valamennyi dolgozdjanak a szakmai segitséget és tamogatast.

Halasan koszonom sziileimnek, testvéremnek és barataimnak a végtelen tiirelmet és tamogatast,

amellyel munkdmat segitették.

A doktori munkdm elkészitését az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 szamu projekt timogatta. A projekt
az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval, illetve a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési €s Innovacios Hivatal K119494 és K127931 szdmu palydzatainak anyagi

tamogatasaval valosult meg.
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