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A munka elé6zményei, célkitizések

A F. verticillioides a kukorica vilagszerte elterjedt korokozoja, amely a
szar- ¢és  csOpenészesedéssel hozhaté  Osszefliggésbe, palantakon
gyokérrothadast képes eléidézni. Szamos szekunder metabolitot termel,
amelyek koziil a legjelentdsebbek a fumonizinek, amelyek koziil a fumonizin
B1 (FB1) ¢és fumonizn B2 (FB2) fordul el a legnagyobb mennyiségben
(Blacutt és munkatarsai, 2018). A fumonizinek szennyezhetik mind az allati
takarmanyokat, mind az emberi fogyasztasra szant élelmiszereket (Logrieco
¢s munkatarsai, 2002; Covarelli és munkatarsai, 2012).

A gombék az dket érd oxidativ stresszre kiilonboz0 jelatviteli utakon at
indukalt védelmi mechanizmusok révén reagalnak. Elesztokben a kiilsd
ingerekre féleg mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) szignaltranszdukcios
utvonalak aktivalodnak, amelyek evoluciésan konzervaltan megtaldlhatdak a
fonalas gombdkban is. A MAPK atvonalakon keresztiil aktivalodo
transzkripcios faktorok koordinaljak a célgének, igy az antioxidans enzimek,
valamint a szekunder metabolitok bioszintézisében résztvevd gének
expressziojanak szintjét, valamint idejét, igy szabalyozva a metabolikus
folyamatokat és a sejtszintii stresszvalaszt. Aspergillusokban az antioxidans
enzimek jelentik az oxidativ stressz elleni elsédleges védelmi vonalat, mig a
szekunder metabolitok a méasodlagos védelmi vonalba tartoznak (Reverberi és
munkatarsai, 2006; Hong és munkatarsai, 2013b).

A CREB/ATF fehérjecsalddba tartoz6 bZIP tipusu transzkripcids
faktorok szerkezete (bazikus motivum a DNS kot régidban, illetve leucin
zipzar a  dimerizacidhoz), valamint szabdlyoz6  mechanizmusai
nagymértékben konzervaltak az élesztékben és fonalas gombakban. Az egyik
legjobban jellemzett bZIP tanszkripcios faktor a Schizosaccharomyces pombe
Atfl fehérje, amely a human ATF2 homologja. Az Atfl célgénjei kozott
szamos kornyezeti stresszvalasz gén is megtalalhatd (Chen és munkatarsai,
2003; Yaakoub ¢és munkatarsai, 2022). Az Atfl bZIP tipusu transzkripcios
faktor szamos ortologjanak funkcidjat tanulmanyoztak mar kiilonb6z6 fonalas
gombafajokban (Leiter és munkatarsai, 2021).

Kutatasunk a Styl MAPK altal aktivalt S. pombe Atfl ortolog FvAtfA
bZIP tipusu transzkripcios faktort kodold FvatfA, tovabba a mitokondrialis
mangan-szuperoxid dizmutdz (MnSOD) enzimet kodold6 FvmnSOD gének
megismerésére iranyult; vizsgaltuk, milyen szerepet jatszanak ezek a gének a



gomba novekedésében, stressz-érzékenységében és a szekunder metabolitok

termelésében.

Célkitlizéseink a kovetkezOk voltak:

1. Az FvatfA gén azonositasa in silico modszerek segitségével F.

verticillioidesben.

2. A AFvatf4 deléciés mutans 1étrehozasa double joint PCR mddszerrel,
valamint a nullmutans komplementalasa a vad tipust FvatfA génnel.

3. Az FvatfA gén szerepének tisztazasa

- a vegetativ novekedésben és sporulacidoban, tovabba a sporak

¢letképességében ¢s méretében;
- az invaziv ndvekedésben és a szexualis szaporodasban;

- az abiotikus (ozmotikus, oxidativ, nehézfém,

stresszérzékenységben;

sejtfal)

- szekunder metabolitok, igy a fumonizinek, bikaverin és

karotinoidok termelésében.

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

verticillioidesben.

5. A AFvmnSOD deléciés mutans létrehozasa double joint PCR
moddszerrel, valamint a nullmutdns komplementaldsa a vad tipusu

FvmnSOD génnel.

6. Az FvmnSOD gén szerepének tisztazasa
- a vegetativ ndvekedésben;
- az invaziv ndvekedésben és a szexualis szaporodasban;
- az abiotikus  (ozmotikus, oxidativ, nehézfém,
stresszérzékenységben, valamint a PAF A4ltal
apoptozisban;
- a fumonizinek termelésében;

crer

Anyagok és modszerek

A felhasznalt torzsek szarmazasa, fenntartasa és tenyésztése

sejtfal)
kivaltott

A AFvatfA és AFvmnSOD delécios mutansok létrehozasahoz a F.
verticillioides FGSC 7600 (Fungal Genetics Stock Center Kansas City, MO,



USA) szekvenalt genomu vad tipusu referencia torzsét hasznaltuk fel. A
delécios mutansokbodl ektopikus komplementalt torzseket hoztunk létre. A
torzseket konidium szuszpenzié forméjadban, 50%-os glicerinben taroltuk,
-70 °C-on.

A géndelécios és komplementalo konstrukciok készitése

A géndelécios kazettakat double-joint PCR moddszerrel hoztuk létre
(Sagaram ¢és munkatarsai, 2007; Yu és munkatarsai, 2004). Az els6 1épésben
a gének el6tt talalhatd 5°, valamint a gén utan talalhaté 3° hatarold szakaszokat
amplifikaltuk a vad tipusu F. verticillioides FGSC 7600 torzsbol izolalt
genomi DNS-bél, amelyhez az Expand™ Long Polimerase-t (Roche)
hasznaltuk fel. A markerként szolgald higromicin foszfotranszferaz gént (hph)
a pBP15 (Sagaram ¢s munkatarsai, 2007) plazmidbdl szaporitottuk fel. Ezt
kovetden, a masodik 1épésben (joint PCR) a harom Kkitisztitott PCR terméket
kevertlik 0ssze egy csOben 1:3:1 ardnyban, S az atfedd régiok segitségével
kapcsoltuk 6ssze a harom terméket. Az utolso, nested PCR soran szaporitottuk
fel a marker gént is tartalmazd géndelécios kazettakat. A keletkezett PCR
termékeket kitisztitottuk.

A AFvatfA, valamint a AFvmnSOD toérzseket a vad tipusu FvatfA, illetve
FvmnSOD génekkel komplementaltuk, amelyhez a geneticin rezisztenciaért
felelos aminoglikozid 3'-foszfotranszferaz (gen) gént fuzionaltattunk single-
joint PCR segitségével (Sagaram és munkatarsai, 2007).

A F. verticillioides protoplasztok transzformalasa

A PEG-medialt transzformalashoz a F. verticillioides protoplasztokat
Sagaram ¢és munkatarsai (2007) alapjan hoztuk létre. A protoplasztokat
regeneraltatd tapagar (amely 100 pg/ml koncentracidban higromicin B-t
tartalmazott) felilletére rétegeztiik, s a tenyészeteket 28 °C-on 7-15 napig
inkubaltuk, a transzformans telepek megjelenéséig.

Southern blot analizis

A delécios kazetta egyszeres, jo helyre torténd beépiilését Southern-blot
analizissel igazoltuk, amelynek soran a vad tipusu és transzformans telepekbdl
izolalt genomi DNS-t restrikcids endonukledzzal 37 °C-on emésztettiik, majd
0,7%-o0s agaroz gélen futtattuk a mintdkat. A DNS-t a gélb6l Immobilon NY™*
(Millipore) membranra vittiik 4t vakuum transzfer segitségével. A membrant



DIG DNA detection and Labeling Kit (Roche) gyartoi utasitasai szerint hivtuk
eld.

Kopiaszam meghatarozas

A komplementalt torzsekben a kopiaszdm meghatarozast Herrera és
munkatérsai (2009) munkéja alapjan végeztiik el. A torzsekbdl genomi DNS-
t izolaltunk, majd qPCR elegyet mértiink dssze Fast SYBR® Green Master
Mix felhasznaldsaval. A kopiaszamot az abszolut kvantifikacid modszerével
hataroztuk meg.

A torzsek novekedésének vizsgalata

cre

A torzsek ndvekedésének vizsgalatdhoz 2 x 107/ml koncentracioju
sporaszuszpenzobol 5 ul-t inokulaltunk pontszerien Czapek-Dox vagy PDA
tapagarokra, ezt kdvetden a Petri-csészéket 6 napig inkubaltuk 25 °C-on. Az
inkubaléast kovetden a telepatmérdt lemértiik, és fényképet készitettiink a
csészekrol.

A sporak méretének, termelésének és életképességének meghatarozasa

Czapek-Dox agaron nétt hétnapos tenyészetekrél lemosott sporakrol
mikroszkopi felvételeket készitettiink 400-Szoros nagyitas mellett. A sporak
hosszat és atmérdjét az Imagel program segitségével hataroztuk meg.

A sporatermeld-képesség vizsgalatdt Shim €s munkatarsai (2006)
szerint végeztiik, a sejtszamlalas Biirker-kamra segitségével tortént.

A sporak életképességének vizsgalatat Choi és Xu (2010) leirdsa alapjan
végeztiik el. Hétnapos, Czapek-Dox tenyészetekrol a sporakat steril desztillalt
db/ml-re. A spéraszuszpenzidkat 25, 42 és 45 °C-on, vagy 4 °C-on inkubaltuk,
ezt kovetden 100 pl-t szuszpenziot szélesztettiink Czapek-Dox lemezekre,
majd a kinbtt telepeket leszamoltuk.

A torzsek stresszérzékenységének vizsgalata

A stresszkisérleteinkben 0zmotikus, oxidativ, nehézfém ¢és
sejtfalstresszt kivaltod stresszorokkal egészitettilk ki a Czapek-Dox taptalajt
meghatarozott végkoncentraciot elérve. 2 x 107 sejt/ml koncentracidju
sporaszuszpenziobol 5 pl-t pontinokuldltunk a tapagarra. Az inkubalast

kdvetden a telepatmérdt lemértiik, és fényképet készitettiink a csészekrol.



A torzsek PAF érzékenységének vizsgalata

A Penicillium chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) hatasat az alabbi
moédon vizsgaltuk: Czapek-Dox taptalajhoz annyi PAF-ot adtunk hozza,
amellyel 100, illetve 200 pg/ml végkoncentraciot értiink el, majd a taptalajt
12 lyuka lemez egyes lyukaiba pipettaztuk. Frissen lemosott
mikrokonidiumokbél 1 x 10°db/ml  koncentracidju  sporaszuszpenziot
készitettiink, amelyb6l 5 pl-t pontinokulaltunk az egyes vajatokba. Az
inokulaciot kovetden 72 oran keresztiil 25 °C-on inkubaltuk a lemezeket, majd

lemértiik a telepek atmérojét és fényképet készitettiink az egyes telepekrol.

Szekunder metabolitok termelésének vizsgalata
Fumonizin B1 és B2 termelés mérése

A modositott Myro téptalajbol (Han és munkatarsai, 2014) sterilezést
kovetden hatlyuku lemez lyukaiba 5 ml-t mértiik ki, ezutén a vizsgalt térzsek
1 x 108 db/ml koncentracidju sporaszuszpenzidjabol 50 ul-t adtunk hozza
minden lyukba. A tenyészeteket megvilagitas nélkiili termosztatban 25 °C-on
két hétig inkubaltuk feliileti kultarat létrehozva. A feliileti kultardkbol
szarmaz6 micéliumot az inkubalési id6 végén Gsszegylijtottiik, ismert tomegii
1,5 ml centrifugacsévekbe meértilk 4t, majd a biomassza mennyiségét
liofilizalast kovetden meghataroztuk. A liofilizalt micéliumokbdl a
fumonizineket kvarchomok, valamint valamint acetonitril:viz 50:50 + 1%
hangyasav keverékével extrahaltuk, majd a mintdk fumonizin tartalmat
kapillaris elektroforézis-tomegspektrométer segitségével hataroztuk meg
(Kecskeméti és munkatarsai, 2020). A kapott mérési eredményeket a
biomasszara normalizaltuk, majd ezt kovetden atlagoltuk.

Bikaverin termelés mérése

100 ml bikaverin termeltetd tapoldatot (Bell és munkatarsai, 2003) 108
db spoéraval oltottunk be. Razogépben 28 °C-on, 200 rpm-en 5-7-9 napig
inkubaltuk a tenyészeteket. Az 5-7-9 napig torténé inkubalast kovetéen a
micéliumot sziiréssel 0sszegylijtottiik, majd stlyallandosagig torténd szaritast
Bell és munkatarsai (2003) altal ismertetett modon spektrofotometridsan 500
nm-en hatdroztuk meg.



Karotinoidok termelésének mérése

100 ml DG minimal tapoldatot (Avalos és munkatarsai, 1985; Davis és
munkatarsai, 1970; Hornero-Méndez és munkatarsai, 2018) 108 db spéraval
oltottunk be. Razégépben 25 °C-on, 150 rpm-en 7 napig inkubaltuk a
tenyészeteket fehér fényl fénycsoveket tartalmazé fénypanel alatt (80 umol
photon m2 s7! fényaram mellett). Hét napig torténd inkubalast kdvetden a
tenyészetek biomasszajait a bikaverinnél mar ismertetett modon
meghataroztuk, majd a maradék micéliumot Osszegyiijtottik 15 ml-es
centrifugacsovekbe, ezt kovetéen pedig liofilizaltuk Oket. A liofilizalt
micéliumokbodl acetonos extrahalast kovetéen a karotinoidok mennyiségét
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg

Gének relativ expressziojanak meghatarozasa qRT-PCR segitségével

A szekunder metabolitok, igy a fumonizinek, karotinoidok és a
bikaverin bioszintézisében részt vevd gének expressziojait RT-qPCR
segitségével mértiikk meg. A liofilizalt micéliumokbdl izoldlt RNS mintak
mennyiségét NanoDrop segitségével lemértilk ¢és mindségiiket agardz
gelelektroforézissel ellendriztik. Az RT-qPCR el6tt a mintakat DNS-
mentesitettiik, amelyhez DNase [ Amplification Grade Kitet (Sigma)
hasznaltunk. Az RT-qPCR reakciohoz a Xceed qPCR SG 1-step Kit-et (IAB)
hasznaltuk, minden reakcid 500 ng RNS-t tartalmazott. Minden RNS
mintaban mértik a referenciagénként hasznalt tefl (FVEG_02381)
expresszios szintjét is. A relativ expressziods szintek kiszdmitasdhoz a “delta
modszert” hasznaltuk.

Invazios novekedés vizsgalata paradicsombogyon

Az invaziés novekedést paradicsombogyokon meértiik (Di Pietro és
munkatarsai, 2001). A bogydkra Czapek-Dox agaron ndvesztett
tenyészetekbdl kivagott agarkorongokat helyeztiink. 72 és 96 oraval az
inokulacio utan lemértiik a kindtt telepek atmérgjét.

A torzsek ivaros szaporodasanak vizsgalata

A delécios és komplementalt torzsek vad tipust térzzsel vald szexualis
parosodasi képességét sargarépas tapagaron vizsgaltuk (Klittich és Leslie,
1988). A keresztezés utan a torzseket 20/24 °C-on inkubaltuk 5-6 héten at, 12
oOras sotét periddust, 12 dras megvilagitottal valtogatva, amelyet fehér fénycso



és sotétkék fluoreszcens lampaval biztositottunk. Teszter torzsként a F.
verticillioides FGSC 7603 torzset hasznaltuk.

A torzsek légzésének vizsgalata

A torzsek 1égzését exponencialis ndvekedési fazisban 1évo siillyesztett
kultarabdl szarmazé micéliumokban, Oxigraph O elektrodot felhasznalva
(Oxylab 2, Hansatech Instruments Ltd, UK) 25 °C-on mértiik. A teljes,
citokrom c-fiiggd KCN-szenzitiv, alternativ oxidaz-fiiggé (KCN-rezisztens,
SHAM-érzékeny) ¢és rezidualis (KCN+SHAM-rezisztens) 1égzéseket
hataroztunk meg. A citokrom c-fiiggd ttvonal, valamint az alternativ oxidaz
1égzéseket KCN és SHAM felhasznalasaval gatoltuk (Leiter és munkatarsai,
2016; Medentsev és munkatarsai, 2002).

A mitokondriumok morfologiajanak vizsgalata

A mitokondriumok morfologiajat konfokélis 1ézer szkenning
mikroszképpal vizsgéaltuk. A hiromcsatornds Z-stack felvételeken a zold
csatornan a MitoTracker Green festékkel festett mitokondriumokat, a piros
csatornan a DHE festett szuperoxid felhalmozdodast, mig a kék csatornan a
CFW segitségével vizualizalt hifak szerkezetét, valamint a szegmensek
hatarait lehet megfigyelni. A mitokondriumok térfogatfoglalasa, a relativ
szuperoxid mennyisége (szuperoxid térfogata {a képzddo etidium szignallal
aranyos} a mitokondriumok szazalékos térfogatira normalva), tovabba a
masodik hifaszegmens atmérdje a Leiter és munkatarsai (2016) altal k6zolt
modszerek szerint volt meghatarozva.

Promoter analizis

A fumonizinek, a bikaverin és a karotinoidok bioszintézisében
résztvevo, altalunk vizsgalt gének szekvenciaiban a lehetséges ATF/CREB
transzkripcios faktor kotohelyeket a promoter régidkban, valamint a
transzkripcids start hely €s a transzlacios starthely kozotti 4t nem ir6do 5°
szakaszokban kerestiik (Roze és munkatarsai, 2011; Hong és munkatarsai,
2013a) a PROMO version 3.0.2. programmal.



Eredmények és azok megbeszélése

A F. verticillioides FvatfA génje
Az FvatfA szerepe a vegetativ és invaziv novekedésben

A AFvatfA delécios torzs novekedése elmaradt a vad tipust torzsétol
mind Czapek-Dox (-11,79%), mind PDA (-22,16%) taptalajokon, s ez a
fenotipus a komplementalt torzsekben helyreallt.

A torzsek invaziv novekedését paradicsombogyon vizsgaltuk. A vad
tipus esetében a telepek atmérdjének atlaga 7,92 és 12,75 mm volt (72, illetve
96 ora elteltével), mig a delécios mutans szignifikansan kisebb novekedést
mutatott: 2,25 és 3,08 mm atmérdji telepeket képzett. A ndvekedés
mértékében bekovetkezd szazalékos csokkenés (-71,6 és -75,8%, 72 és 96 orat
kovetden) sokkal nagyobb mértékii volt annal, amit a Czapek-Dox és PDA
taptalajokon tapasztaltunk.

Az FvatfA gén deléciojanak hatisa a mikrokonidiumokra és a szexualis
szaporodasra

A AFvatfA torzs sporatermel képessége szignifikansan csokkent a vad
tipust torzshdz képest: amig az FGSC 7600 torzs 6,21+0,29 x 107 db sporat
termelt egy négyzetcentiméterre vonatkoztatva, addig a AFvatfA mutans
3,98+0,36 x 107 (35,9%-kal kevesebb) sporat hozott 1étre azonos kériilmények
kozott.

A deléciés mutans szignifikansan, kozel 2 upm-rel rovidebb
(8,07£0,13 pm) spoérakat termelt, mint a vad tipust torzs (10,43+0,23 um).
Ezzel szemben a spordk atmérdjében nem tapasztaltunk jelentds
kiilonbségeket a két torzs kozott: a vad tipust sziilétorzs sporainak atmérdje
4,85+0,66, mig a AFvatfA mutans sporaié 4,94+0,18 um volt.

A konidiosporak ¢€letképességét 42, illetve 45 °C-on 60 percig torténd,
valamint 4 °C-on 7 napig tartd tarolassal vizsgaltuk, a sporaszuszpenzidkat
Czapek-Dox tapagar felszinére szélesztettiik, majd 2 nap inkubalast kdvetden
a kinétt telepeket megszamoltuk. Az FvatfA delécidja nem befolyasolta a
sporak életképességét sem meleg-, sem hidegstressz alatt.

Az FvatfA gén delécidja ndi sterilitast eredményez. A vad tipusu
sziil6torzset (FGSC 7600, MATA-1), a AFvatfA mutanst, valamint az
FvatfA ‘C H7 és H9 komplementalt torzseket néi partnerként, az FGSC 7603
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(MATA-2) torzset himként hasznaltuk. Répas agaron, 40 napos inkubalast
kovetden azt tapasztaltuk, hogy az FvatfA delécios mutans nem termelt
peritéciumokat, mig a vad tipus atlagosan 30, a FvatfA ‘C H7 26, FvatfA ‘C
HO torzs 22 peritéciumot termelt.

Az FvatfA szerepe a F. verticillioides stresszérzékenységében

Az Atfl (S. pombe) — AtfA (A. nidulans) bZIP tipustu transzkripcios
faktorok ortologjai részt vesznek a kiilonféle kornyezeti stresszekre adott
valaszban (Baldzs és munkatarsai, 2010; Hagiwara és munkatarsai, 2008;
Nguyen és munkatarsai, 2013; Qi és munkatarsai, 2013). A AFvatfA delécios
mutans is megnovekedett érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt kivalto
vegyliletekkel, igy hidrogén-peroxiddal, tBOOH-val (peroxidstresszt
generalnak) és mendionnal (Szuperoxidstresszt valt ki) szemben, valamint a
sejtfal-stresszt okozo Kongovordssel szemben is.

Az FvatfA szerepe a fumonizinek termelésében

Az FvatfA gén delécigja drasztikus csokkenést okozott a fumonizinek
termelésében, az FB1 és az FB2 mennyisége a CE-MS kimutathatdsagi hatar
ald esett. Ezen megfigyeléssel parhuzamosan megmértiik harom, a FUM
génklaszterbe tartozo gén, a fuml, fum8 és fum21 relativ expressziojat is, és
azt talaltuk, hogy a fumonizin bioszintézis kulcsenzimének mindsiild poliketid
szintazt kodolo fuml, valamint az a-oxoamin szintaz enzimet kodolo fum8 gén
expresszios szintjei a mutdnsban szignifikansan csokkentek a vad tipusu,
valamint a komplementalt torzsekhez képest. A Zn(I1)2Cys6 DNS kétdhelyet
tartalmaz6 transzkripcios faktort kodoldo fum21l gén expresszids szintjében
nem tapasztaltunk valtozast.

Az FvatfA szerepe a bikaverin termelésében

A AFvatf4 delécids mutans 5 nap inkubalas utan koriilbelill tizszerte
tobb bikaverint termelt, mint a vad tipusu és a komplementalt térzsek, ez a
kiilonbség azonban nem ndvekedett tovabb 7 és 9 nap inkubalast kovetden. A
bikaverin bioszintézisben résztvevo, poliketid szintdz enzimet kodolo bikl
gén expresszidjat 3 és 5 nappal a leoltast kovetéen vizsgaltuk. A AFvatfA
mutans esetében nem tapasztaltunk ndvekedést a génexpresszids szintekben a
vad tipushoz képest, ami arra enged koOvetkeztetni, hogy a bikaverin
tultermeléséért nem a bikl gén fokozott expresszidja felel.
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Az FvatfA szerepe a karotinoidok termelésében

A delécids mutans csak nyomokban termelt karotinoidokat, mig a vad
tipusu és komplementalt torzsek normalis mennyiségben termelték ezeket a
metabolitokat.

A karotinoidok bioszintézisét iranyitd gének koziil a carRA és carB
relativ expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt a AFvatf4 mutansban,
mint a vad tipusu és komplementalt torzsekben, mig a carT gén expressziojara
az FvatfA gén delécidja nem volt hatassal.

Az in silico promoter analizis eredménye

Az ATF/CREB bZIP tipusu transzkripcids faktorok a TGACGTCA
konszenzus szekvenciahoz képesek kotddni (Sakamoto és munkatarsai, 2008;
Hong és munkatarsai, 2013a), igy a kiilonféle altalunk vizsgalt szekunder
metabolitok termelésében résztvevd gének esetében in silico promoter
analizist végeztiink, hogy megallapitsuk, vajon megtalalhato-e ez a szekvencia
a gének promoter szakaszaiban. A vizsgalat soran kilenc, a PROMO
programban  szerepld kiilonféle fajokban eléforduldé ATF/CREB
transzkripcids faktorok altal felismert kotohelyek szekvenciait kerestiik.
kovetkeztében alul-regulalodott (fuml, fum8, carRA és carB), tartalmazott a
promoterén feltételezhetd ATF/CREB kotOhelyeket. Ezzel szemben azon

crer

gyengiilt a mutansban, nem taldltunk potenciélis kotohelyeket.

A F. verticillioides FvmnSOD génje
Az FymnSOD szerepe a F. verticillioides stresszérzékenységében

Az FvmnSOD gén delécidja fokozott érzékenységet eredményezett a
szuperoxid stresszt kivaltdo menadionnal szemben. Annak ellenére, hogy a
torzsek relativ novekedésében nem volt szamottev kiilonbség NaCl-dal, KCI-
dal, és tBOOH-1al kiegészitett taptalajon, a AFvmnSOD telepek morfologiaja
kissé eltért a vad tipusétol.

Annak eldontésére, részt vesz-e az FvmnSOD gén a PAF-fal
(Penicillium chrysogenum antifungalis fehérjével) szembeni védelemben, a
torzseket 100 ng/ml PAF-fal kiegészitett Czapek-Dox taptalajra oltottuk le. A
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deléciés mutans érzékenynek bizonyult a PAF altal kivaltott apoptotikus
sejthalallal szemben.

Az FymnSOD szerepe a fumonizinek termelésében

Az FvmnSOD gén delécioja nem befolyésolta a FB1 és FB2 termelését
annak ellenére, hogy a AFvmnSOD torzs fokozott érzékenységet mutatott a
szuperoxid stresszt kivalto menadionnal szemben.

Az FvmnSOD szerepe a F. verticillioides 1égzésében és a mitokondriumok
morfolégiajaban

A mitokondriumok térfogatfoglalasat 1ézer konfokalis mikroszkop
segitségével hatdroztuk meg az apikalis masodik hifaszegmensekben. Az
FvmnSOD gén delécidjanak hatdsara a mitokondriumok szdzalékos
térfogatfoglalasa megnétt az altalunk vizsgalt régiokban. Azt tapasztaltuk
tovabba, hogy az FvmnSOD gén hianya nincs hatassal az intracellularis relativ
szuperoxid gyokok szintjére a hifdkban. Azt is megallapitottuk, hogy a
deléciés mutansban a hifdk atmérdje szignifikdnsan kisebb volt, mint a vad
tipusban.

Mivel a légzés szintere a mitokondriumokban van, igy exponencialisan
novekvo stillyesztett tenyészetekbdl szarmazo micélium mintakban vizsgaltuk
a teljes, a KCN-érzékeny citokrom c-fliggé, a SHAM-érzékeny alternativ
oxidaz, valamint a KCN+SHAM-rezisztens rezidualis 1€gzés szintjét. A teljes,
a KCN-érzékeny és a rezidualis 1égzések szintje szignifikansan magasabb volt
a delécios mutansban. Az FvmnSOD gén delécidja nem volt hatassal a F.
verticillioides alternativ oxidaz-fiiggd légzésére. Amikor a 1égzési ratakat
elosztottuk a mitokondriumok térfoglalasaval azt tapasztaltuk, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a normalizalt 1€égzési ratdkban a vad tipusu és a
AFvmnSOD delécios mutans kozott.

Az FvmnSOD hatasa az invaziv novekedésre és a szexualis szaporodasra

A AFvmnSOD néi fertilitasa nem volt gyengébb a vad tipusu sziil6torzs
¢s a komplementalt torzsek fertilitdsanal, s a paradicsomon mért invaziods
novekedésben sem tapasztaltunk kiilonbségeket a vizsgalt torzsek kozott.
Mindez arra utal, hogy az FvmnSOD nem jatszik szerepet sem az ivaros
szaporodasban, sem az invaziv ndvekedésben.
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Kovetkeztetések és javaslatok

Az FvatfA génnel kapcsolatos eredmények megyvitatasa

Amint azt a fenti Osszeallitdsban lattuk, az Atfl/AtfA transzkripcios
faktorok elengedhetetlenek a kiilonféle stresszre adott valasz kialakitasaban,
szerepet jatszanak a szekunder metabolitok termelésében és az ivaros
szaporodasban is.

A mi kisérleteink szerint az AFvatfA mutins vegetativ ndvekedése
ugyanugy retardalt volt, mint ahogy azt a korabban leirt atfl/atfA ortolog
gének hidnymutansai esetében tapasztaltdk. A mutans paradicsombogyon
mért gyenge invaziv novekedése pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az
FvAtfA transzkripcidés faktor szerepet jatszik a F. verticillioides
virulenciajaban, ahogyan azt méas gombakon is megfigyelték (Nathues és
munkatarsai, 2004; Guo és munkatarsai, 2010; Qi és munkatarsai, 2013;
Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015). Ugyancsak a
korabbi kozlésekkel dsszhangban az atfA inaktivalasa a F. verticillioidesben
is zavarokat okozott mind az aszexualis, mind a szexualis sporulacioban
(Nathues és munkatarsai, 2004; Guo ¢és munkatarsai, 2010; Nguyen ¢és
munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015; Temme és munkatarsai, 2012;
Jiang és munkatarsai, 2015; Qi és munkatarsai 2013).

Az szakirodalomban fellelheté atfl/atfA ortologok delécids mutansai
érzékenyek voltak a kiilonféle kdrnyezeti stresszekkel szemben. A M. oryzae
AMoatfl, valamint a F. graminearum AFgatfl deléciés mutansa fokozott
érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt kivaltdo hidrogén-peroxiddal
szemben (Guo és munkatéarsai, 2010; Jiang és munkatérsai, 2015). A B.
cinerea Abcatfl mutansa érzékenynek bizonyult a sejtfalstresszt okozd
Kongovorosre és calcofluor white-ra (Temme és munkatarsai, 2012). A F.
graminearum AFgatfl mutans NaCl-dal kivaltott ozmotikus stresszre is
érzékeny volt (Nguyen és munkatarsai, 2013; Jiang és munkatarsai, 2015),
amit nem tapasztaltunk a F. verticillioides 4FvatfA mutans esetében.

Tobb tanulmany ravilagitott arra, hogy a szekunder metabolitok
termelése Osszefligg a fonalas gombdak oxidativ stresszre adott valaszaval.
Altalanosan elfogadott az az elmélet, mely szerint a ROS altal kivaltott
oxidativ stresszre adott valasz els6 védelmi vonalat az antioxidans molekulak,
mig masodik védelmi vonaladt a szekunder metabolitok alkotjak (Roze ¢és
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munkatarsai, 2011; Yin és munkatarsai, 2012; Hong és munkatarsai, 2013b).
Ez az allitas azonban gombafajtol, a szekunder metabolit tipusatol és
kornyezeti tényezoktdl fiiggben valtozhat. F. graminearumban a AFgatfl
delécioés mutans tobb dezoxinivalenolt (DONt) termelt egy, illetve harom nap
inkubaciot kovetden, mint a vad tipusu sziil6térzs. A megemelkedett DON
termeléssel parhuzamosan a trichotecén bioszintézis kulcsenzimeit kodolo
tri4, tri5, tri6, és tril0 gének transzkripcidja megnovekedett a mutansban a
vad torzshoz képest. Ugyanakkor, a delécios mutans €s a vad tipus egyforma
mennyiségli zearalenont (ZEAt) termelt, s a8 ZEA bioszintézisében résztvevo
gének (zeal, zebl, zeb2) transzkripcios szintje is kozel azonos volt (Nguyen
és munkatarsai, 2013). Botrytis cinereaban a 4Bcatfl mutans szignifikansan
tobb botridiolt, botriéndiolt és botcinin A-t termelt, s e fitotoxinok
bioszintézisében résztvevé kulcsgének is feliil-regulalodtak (Temme és
munkatarsai, 2012).

A mi munkdankban is sziilettek ellentétes eredmények, amikor tobbféle
metabolit termelését vizsgaltuk ugyanazon Aatf4 nullmutansban. Az FvatfA
delécigja a fumonizin (FB1 és FB2) termelés teljes elmaradasaval, tovabba a
karotinoidok termelésének drasztikus csokkenésével jart, mikdzben egy masik
szekunder metabolitbdl, a bikaverinbdl csaknem tizszer nagyobb mennyiséget
produkalt a mutans, mint a vad tipusu sziil6torzs. A fumonizin és a karotenoid
bioszintézis legfontosabb kulcsgénjei alul-regulaltak voltak a mutansban, a
bikeverin bioszintézis egyik Kkulcsgénje, a bikl azonban nem mutatott
megndvekedett expresszidt ugyanezen mutinsban a metabolit tizszeres
tultermelése esetén sem. Azt, hogy bizonyos mésodlagos anyagcseretermékek
szintézisének megindulasa része a stresszre adott valasznak, egyértelmiivé
teszik az in silico promoter elemzés soran kapott eredményeink, hogy ti.
ATF/CREB kotohelyeket talaltunk a fuml, fum8, illetve a carRA és carB
gének promoterén. Ez ugyanis vildgosan bizonyitja, hogy a fumonizin, illetve
a karotenoid bioszintézis géneket nemcsak a sajat, szekvencia-specifikus
transzkripcids faktoraik hozzdk miikodésbe (sdt, ezek 6nmagukban nem is
elégségesek ehhez), hanem az indukcidban, kiilonosen az erélyes
indukcidban, globalis (altalanos) transzkripcids faktorok is részt vesznek. Az
FVvAtfA egy ilyen transzkripcids faktor! S mivel magyarazhat6 az, hogy a bikl
gén aktivitdsa nem novekedett a 4Fvatf] mutansban, mikdzben ez a mutans
tizszer annyi bikaverint termelt, mint a vad tipusi sziil6torzs? Ugy gondoljuk,
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hogy az egyéb metabolitok (fumonizinek, karotinoidok) termelésének
visszaesésével f6los mennyiségben halmozodtak fel prekurzor molekuldk a
AFvatfl mutans sejtekben, s ezeket a sejt atcsatornazta a bikaverin, vagy
egyéb, most nem vizsgalt metabolitok szintéziséhez. Az pedig, hogy a
karotinoidok termelése lényegesen visszaesett a AFvatfl mutansban,
ugyancsak fontos eredmény, hiszen latvanyosan tdmogatja azt az elméletet,
mely szerint a szekunder metabolitok termelése valasz az oxidativ stresszre.
Ez az eredményiink ugyanis erds (kdzvetett) bizonyitékot szolgaltat arra, hogy
az oxidativ stresszvalasz kialakitdsdban résztvevo Atfl/AtfA ortolog FvAtfA
transzkripcios faktor elengedhetetlen az antioxidans hatasti karotinoidok
termelés¢hez.

Vannak a gyakorlatban hasznosithatd elemei is ennek, az eredetileg
felfedez6 kutatasnak induld munkanak. (1) Eredményeink a mikotoxin
termelés bonyolult szabalyozasanak jobb megértéséhez jarultak hozza, s ez
felhasznalhaté a toxintermelés visszaszoritdsara irdnyuld novénynemesitdi
munkaban vagy a terménykezeld technologidkban. (2) Mikotoxint nem
termeld torzseket lehet eldallitani ugy, hogy nem kozvetleniil a toxin
bioszintézist irdnyitd géneket rontjuk el; ezzel Ujtipust, Un. lefegyverzett
torzseket szerkeszthetiink, amelyek hasznalhatok lehetnek (postharvest)
biologiai védekezési célokra. (3) Iparilag jelentds szekunder metabolitokat
(esetiinkben bikaverint) tultermeld torzseket lehet eldallitani oly moédon, hogy
transzkripcids faktorok kiiktatdsdval (vagy tultermelésével) célzottan
atrendezziik az igy nemesitett torzs masodlagos anyagcseretermék profiljat;
ez nyilvan mas gombak és més értékes metabolitok esetében is jarhatd 1t lesz.
(4) Mikotoxin-mentes, fehérjetomeg (mycoprotein) eldallitasara alkalmas
torzsek nemesitésében is hasznosithatok az eredményeink.

Az FymnSOD génnel kapcsolatos eredmények megvitatisa

A F. verticillioides AFvmnSOD mutansa fokozott érzékenységet
mutatott a szuperoxid stresszt kivalto menadionnal (MBS), valamint a P.
chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) altal indukal6 apoptozissal szemben,
tehat a gén (putativ) terméke, a mangan-szuperoxid dizmutdz ebben a
gombafajban is részt vesz Bar az FvmnSOD ¢és az éltala kodolt enzim hianya
nem nélkiilozhetetlen a gomba szamara, a hianyt valahogy kompenzalni
kellett. Ez a F. verticillioidesben a mitokondriumok szazalékos
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térfogatfoglalasanak megnovekedésével tortént; mindez azonban nagyobb
energia-felhasznalassal parosult, s ennek koszonhetéen vékonyabb hifakat
fejlesztett a gomba. Természetes koriilmények kozott ez nyilvan a
versenyképesség romlésaval jar. A hianymutans fokozott MBS- és PAF-
érzékenysége IS azt mutatja, hogy ez a kompenzacios stratégia nem mikodott
tokéletesen. Méréseink szerint a relativ szuperoxid ardny a mutansban nem
valtozott meg a vad tipushoz képest, s valosziniileg ennek tulajdonithat6 az,
hogy az FymnSOD delécioja — szemben mas gombakban, mas metabolitok
esetében tapasztaltakkal - nem volt hatdssal a fumonizin termelésre.

A SOD enzimek termelés tobb novénypatogén gombaban virulencia-
faktornak szamit. Ha a gomba sikeresen tudja kezelni a ndvényi védekezés
elsd Iépéseként keletkezd reaktiv oxigénformdkat, az eldsegiti a
viszont nem bizonyult gyengébbnek a paradicsomon mért kolonizacios
aktivitas tekintetében, mint a vad tipusu sziil6tdrzs, ami arra utal, hogy ennek
a fajnak (amely honapokon &t képes endofiton mdédon megélni kukorica
szovetekben!) nagyon hatékony és Osszetett ROS-kezel6 mechanizmusa van,
amelynek az MnSOD enzim csupan egy, s ugy tiinik nem tul jelentds eleme.
Ez a megfigyelés egyben az MnSOD kisérleteink egyik fontos gyakorlati
oldala, mert arra figyelmezteti a ndvénynemesitdket, hogy a nemesitéssel
amikor megtervezik a szelekcids stratégiat és kivalasztjak a szelektalas
modszerét.
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Uj tudomanyos eredmények

1. A funkciondlis genomika eszkoztarat haszndlva igazoltuk, hogy a
Fusarium verticillioides FvatfA génje (amely levezetés alapjan Atf1/AtfA
bZIP tipust transzkripcios faktort kodol) jelentOs szerepet jatszik az oxidativ
¢s sejtfal-stresszvalaszban.

2. Az FvatfA gén nem nélkiilézhetetlen a gomba szamara, de a AFvatfA
mutans szintetikus tptalajokon mért vegetativ ndvekedése gyengébb volt,
mint a vad tipusu szildtorzsé. A delécidos mutans ndi sterillé valt, ivartalan
sporai pedig kisebbek voltak, mint a vad tipus sporai, tehat az FvatfA gén az
ivaros ¢€s az ivartalan szaporodasra is hatassal van.

3. A AFvatfA mutans paradicsombogyokon mért invazios novekedése
gyengébb volt, mint a vad tipusé, tehat az FvatfA gén virulencia-faktornak
tekinthetd.

4. Az FvatfA gén delécidja atrendezte a gomba masodlagos anyagcsere
profiljat: a delécidés mutans nem termelt fumonizineket, drasztikusan csokkent
a karotinoid produkcidja és szignifikansan tobb bikaverint termelt.

5. Insilico promoter elemzéssel bizonyitottuk, hogy a fumonizin-, illetve a
karotinoid bioszintézist irdnyitd kulcs-enzimgének promoterein ATF/CREB
kotohelyek vannak, ami azt bizonyitja, hogy az FvAtfA Altalanos
transzkripcids faktorként tdmogatja e gének transzkripciojat (s ezen keresztiil
a fumonizin- és karotinoid-termelést).

6. Ugyancsak funkciondlis genomikai eszkdzokkel igazoltuk, hogy az
FvmnSOD gén (amely levezetés alapjan mangan szuperoxid dizmutaz enzimet
kodol) szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védelemben és a
mitokondrium integritas megdérzésében, de hianya sem avirulenciat, sem néi
sterilitast nem okoz, és nem gatolja meg a fumonizin termelést.

7. Az FvmnSOD gén hidnyat a sejtek a mitokondriumok széazalékos
térfogatfoglalasanak megnovekedésével kompenzaljdk, ez a kompenzacid
azonban korlatozott hatékonysagu.
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