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Fejlédési stadiumtol flggéen expresszaldodd gének izolalasa és jellemzese mikotoxin

termelé Gibberella fujikuroi térzsekben (Szakmai beszamolo)

A szakmai beszamolo elkészitésekor -figyelembe véve az Gtmutatdsokat-, az anyag €s
modszertani részt csak erintélegesen irom le, mivel az a publikaciokbol egyértelmiien
beazonosithatd. Inkabb a vizsgalatok eredményeinek 0tvozését, kovetkeztetések és javaslatok

levondsat tiiztem ki célul.

A G. fujikuroi gyijtéfajba tartoz6 gombak jelentés mezoégazdasagi korokozok. Gazdasagi
fontossdgukat mutatja, hogy szamos termesztett névényfajrol izolaltdk oket, de ugyanugy
megtalalhatok a gyomokon is, s6t egyes fasszarlak is gazdanovényeik lehetnek. A
gabonaféléken vald jelenletik nemcsak mennyiségi, de masodlagos anyagcseretermékeinek, a
mikotoxinjainak révén, minéségi termésveszteséget is okoz. Igy éllat- és human-egészségugyi
fontossaguk is megkérdojelezhetetlen. Az ellenik valé védekezés tehat alapvetd feladat.
Hatékonyabb védekezési eljarasok kifejlesztéséhez sziikség van a korokozok behat6
genetikai, élettani és oOkologiai tanulmanyozasara. A molekularis bioldgiai technoldgiak
lehetéséget nydjtanak tébbek kdzott a gomba-noveny kozotti bonyolult kapcsolat feltarasara,
a gombak reprodukcios stratégidinak megismerésére, a mikotoxin termelés genetikai
hatterének felderitésére.

Munkank elsédleges célja fejlodésspecifikus gének azonositasa, izolalasa es jellemzése
volt egy, a G. fujikuroi fajkomplexbe tartoz6 gombaban, a F. proliferatumban. A kivalasztott
ITEM 2287 torzsben a fejlédési stadiumtol fuggéen expresszalédd gének keresését cDNS-
AFLP modszerrel végeztik. Ennek el6zményeként meghataroztuk a gomba novekedési
gorbéjét, hogy ténylegesen ket eltéré fejlodesi fazist tudjunk dsszehasonlitani. A cDNS-AFLP
kisérletek soran kapott tébb mint 300 differencialo fragmentumbdl negyvennyolcat
valasztottunk ki a tovabbi vizsgélatokhoz. Ezek kdzil hét Northern-hibridizacioval tortént
ellenérzés utan is igéretesnek bizonyult, azaz szignifikansan eltéré jelet adott a fiatal, 90%-
ban csirazoé (9 oras) és az 6reg (202 0rés) tenyészetben.

A hét darab, fejlédesi allapottol fliggdé expressziot mutatd fragmentum kézul harom csak
a korai életszakaszban adott pozitiv jelet, az éreged6 tenyészetben ezek nem voltak jelen.
Tovabbi kisérleteinket ezen klénok egyikével folytattuk, amely a nem fejlodésspecifikus
muikddést mutatd neutrélis aromés es alifas aminosav permeazt kodolé P. chrysogenum
PcMTR, valamint a N. crassa mtr génjével mutatott azonossagot. A génbanki hasonlésagok

alapjan a gent Fpmtr-nek neveztiik el. A G. fujikuroi aminosav transzport rendszerérél
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semmilyen informéacioval nem rendelkeziink. Az aszkomicéta fonalas gombéak koziil az A.
nidulans, a P. chrysogenum és a N. crassa aminosav permeazairdl szolé irodalmat tudtuk
felhasznalni kisérleteinkhez.

egy rovidebb és egy hosszabb exont azonositottunk, kdztik egy révid intronnal. A start kodon
el6tti 1 kb méretii promdter részen szamos olyan szekvencia motivumot talaltunk, amelyek
transzkripcids faktorok felismeré szekvencidjaként szolgalhatnak. Ezek alapjan val6sziniinek
tanik, hogy a F. proliferatumban is jelen vannak a nitrogen anyagcsere-folyamat
szabalyozésaban résztvevé regulator feherjék, mint a GCN4-szerii proteinek, vagy a GATA-
tipust transzkripcios faktorok. A GCN4-szer(i fehérjék aminosav éhezés esetén az aminosav
bioszintézisben részt vevé gének promotereinek TGACTC szekvenciaihoz kotédve fejtik Ki
szabalyozO hatasukat. GATA-tipusu regulator feherjéket is azonositottak mar fonalas
gombakban, melyek a promoter GATA magszekvenciaju reszehez koétédve indukaljak a
nitrogén anyagcserében résztvevé gének nagy részét, igy példaul az aminosav
transzportereket kdédold géneket is. A gomba szaméara kedvezé N-forrasok jelenlétében
(NH,"-ion, glutamin) e transzkripcios faktorok hianyoznak, emiatt nem aktivalodnak ezek a
gének. Az Fpmtr gén promoterében azonositott GATA szekvencia motivumok alapjan
val6szintsithet6, hogy a nitrogén katabolit represszio a F. proliferatumban is fontos szerepet
jatszik az aminosav felvétel szabalyozasdban. Ennek bizonyitdsdhoz elvégeztik a AFpmtr
mutans és a vad tipust torzs FPA toxikus aminosav analdggal szembeni erzékenységének
Osszehasonlitidsat. Miutan hph kazetta felhasznélasaval AFpmtr mutans torzseket hoztunk
létre, NH4"-iont tartalmazd minimal taptalajban, ndvekvé FPA koncentracioban figyeltik a
vad es mutans torzsek ndvekedését. A vad tipusu torzs lényegesen erzékenyebben reagalt az
FPA jelenlétére. Régota ismert, hogy az mtr lokuszt érinté mutacid rezisztenssé teszi a N.
crassat az FPA-val szemben. Az FPA felvételét a neutralis alifas és aromas Mtr, valamint a
pmg (NAAP1) gén altal kdédolt altalanos aminosav transzport rendszer végzi, amelynek
miikodését az NH,4 -ion jelenléte blokkolja. Vizsgalataink alapjan feltételezhets, hogy a F.
proliferatumban is létezik legalabb két aminosav transzporter, amelyek az FPA felvételét
vegzik (1. abra). Az egyik az FpMtr, mig a masik, a N. crassa altalanos aminosav
transzporteréhez hasonld permedz, amely NH,'-ion jelenlétével gatolhaté. Azaz, a F.
proliferatumban az aminosavak felvetelének szabalyozasaban a nitrogén katabolit represszio
ugyanugy szerepet jatszik, mint a legtobb eddig tanulmanyozott gombaban. Ugyanakkor
kérdéses, hogy amennyiben az NH;" ion nem blokkolja az FpMtr-el torténd aminosav
transzportot, akkor miért van jelen az Fpmtr gén promoter régidjaban a GATA szekvencia



motivum? Ahogyan az aminosav éhezés sem okozott valtozast az Fpmtr aktivitasaban. A gen
azonos expresszidos mintazatot mutatott mind minimal, mind komplett tapkdzegben, pedig a
GCN4-szerii regulator fehérjék kotéhelyeként azonositott TGACTC szekvencia sor is

megtalalhaté a promoter részben.
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1. abra Az FPA elkéepzelt felvétele F. proliferatumban
A toxikus aminosav analég FPA felvételében val6sziniileg két aminosav transzporter vesz részt. Az egyik (talan
az éltalanos aminosav permeéaz) NH,"-ion jelenlétében nem, vagy alig miikodik, igy az FPA bejutasa a sejtekbe
az FpMtr segitségével torténik. Ezért tapasztalhattunk NH, -ion tartalm( tapkozegben a AFpmtr mutansokban

nagyobb rezisztenciat az FPA-val szemben, mint a vad tipusu térzsben.

Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy nem talaltunk ndvekedésbeli kulonbséget a vad és a
muténs torzs kozott akkor, amikor a gombakat killonbdz6 aminosavakkal kiegészitett minimal
tpoldatban tenyesztettiik. A legtdbb aminosav transzporter egy aminosavra vagy nhagyon
hasonlo struktaraju aminosavak kis csoportjara specifikus, mig masok az aminosavak széles
skalajanak szallitdsat végzik. Az Mitr-tipusu permeazok nem egy aminosav felvételére
specializaltak, hanem neutralis aminosavak felvételében vesznek részt, ahogyan a gombéakban
altaldban az AAAP csalad tobbi tagja is. A minimal tapoldatot kiegészitettik kulonb6z6
koncentracidju savas glutaminsav, bazikus arginin vagy neutralis triptofan aminosavval.
Szérazanyagtomeg mérést végezve nem tapasztaltunk semmi kilonbséget a vad és a mutans
torzsek kozott. Ez alapjan nem tudtuk meghatarozni, hogy mely aminosavak széllitasat végzi
az FpMtr fehérje, s6t még azt sem, hogy egyaltalan végez-e aminosav felvételt. Bar ez utébbi
kérdést eldonteni latszik a vad és a mutans torzseknek az FPA jelenlétére adott
szenzitivitasbeli kiilonbsége.

Az FPA-val kapcsolatos kisérletek eredményei megerésitettek benniinket abban, hogy az
Fpmtr gén egy olyan fehérjét kddol, amely az Mtr-tipusu proteinek kozé tartozik. Ezt igazolja

a hipotetikus FpMtr transzporter topologiai analizise is. Ugyanis valamennyi Mtr-tipusd



permeaznak - az AAAP csalad tagjaként - 11 membrant atéré6 doménje van, amit mi is
bebizonyitottunk az FpMtr fehérjérél szamitogepes programok segitségével. Az AAAP
csaladot ez a hidrofdb profil és a tagok kdzotti minimélis szekvencia konzervaltsag jellemzi.
Az eddig ismert PcMtr és Mtr transzporter, illetve szamitogepes adatbazisokbol azonositott
Mtr-tipust permeéazok egymassal 50% feletti aminosav azonossagot mutatnak. Ezzel szemben
az FpMtr az elobb emlitett fehérjékkel csak 31-34% aminosav azonossagot ad. Az FpMtr-t
kodold gén és a N. crassa mtr génjének expresszids mintazata szintén kiilonbozik egymastol.
Mig az Fpmtr fejlodésspecifikussdgot mutat, azaz korai €letszakaszban aktiv és az 6regedo
gombaban represszalt a gén, addig az mtr konstitutivan expresszalodik minimal tapkdzegben.
Az irodalomban leginkdbb csak olyan aminosav transzportereket taldlunk, amelyek a
tapkdzegben jelenlevo tapanyag altal erésen szabalyozottak, vagy kddold génjiik konstitutivan
expresszalodik egész életik folyaman. Ritka Kkivételkent ismerjik az U. fabae
hausztériumaban detektalhatd, ndvény jelenléte altal indukalt aminosav permeazt. Az
aszkomicéta gombak kozll egyedil a szaprofiton A. nidulansban talaltak fejlédesspecifikus
aminosav transzportert, a prolin felvételét végz6 PrnB-t. A prnB expressziojat egyarant
indukalja a prolin jelenléte, az aminosav ehezes és a konidiumok csirdzasa, ugyanakkor az
ammonia es a glukoz egydttes jelenléte represszalja mukodését. Ebben a meglehetésen
bonyolult és még nem teljesen ismert mddon torténé szabalyozdsban egymassal
kélcsonhatasban és egymastol fiiggetlen modon is részt vesz szamos regulator fehérje. igy a
prnB-vel egy klaszterben Iévé prnA génterméke, a karbon katabolit represszor protein CreA, a
GATA-tipusi AREA és a CPCA transzkripcids faktor. A csirazd konidiumban a prnB
aktivalasa mindezektol fiiggetlenil is megtorténik, tehat nem a csirazas soran fellép6 atmeneti
éhezés indukélja expressziojat, hanem az valddi fejlédésspecifikus jelenség. Az Fpmtr
miikdését azonban vizsgalataink szerint nem befolyasolja a tapkézeg minésége, az aminosav
éhezés, vagy NH, -ion jelenléte, hanem mindig ugyanazt az expresszids mintazatot mutatja.
Azaz hatdrozottan erés expressziot mutat csirazaskor, szemben a késéi stacionarius fazisban
tapasztalt represszaltsaggal.

Mindezek alapjan felvetédik annak a lehetésége, hogy ha az FpMtr végez is valamilyen
aminosav transzport tevékenységet, mégis inkabb receptor/szenzor fehérjeként mikodhet. Az
Mtr homoldgoknak a gomba genomokban talalhaté alacsony kdpiaszama is azt a hipotézist
erésiti, miszerint az Mtr-tipust fehérjék szenzor funkciét lathatnak el. S. cereivsiae esetében
ismerlink ilyen példat. Igaz, nem egy Mtr-tipusu aminosav permedz, hiszen ilyen nincs is az
élesztékben, hanem egy AAP csaladtag transzporter, az Ssyl végez szenzor/receptor/regulator

feladatot. N-terminalis doménje révén kozvetlen kapcsolatba lép az extracellularis



aminosavakkal, és szdmos aminosav permeazt kodolo gén transzkripcidjat szabalyozza. A
AFpmtr mutansokban észlelt fenotipusos valtozésok alatdmasztjdk az Mtr transzporterek
szenzorként valdo miikodését. Az FpMtr-t kddold gén inaktivalasa késlelteti a konidiumok
csirazasat, es ezzel parhuzamosan a csiratomlé deformalt névekedése figyelheté meg, ami
talan a névekedésben bekdvetkezé atmeneti zavar eredménye lehet.

A G. fujikuroi gyijtéfaj tagjait szdmos ndéveényrél izoldltak mar. A gazdandvényeiket
endofiton életmddot folytatva kolonizalhatjak, igy sok esetben izolaltdk a gombat teljesen
tinetmentes szovetekbdl, gyokérbol, szarbdl, magbdl egyarant. A kornyezeti feltételek, a
novény és a gomba genetikai hattere egyarant fontos tényezé a tényleges betegség
kialakitasaban, de nem ismert még, hogy miért fordul el6 a tiinetmentes fert6zés, és mi véltja
ki végll a rothadast, vagy a hervadast a gomba altal kolonizalt szdvetekben. Talajfertézéses
kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a F. proliferatumra is jellemz6 az endofiton életmad,
hiszen a gomba jelenlétét tiinetmentes kukoricaban ki tudtuk mutatni. Ugyanakkor, a kukorica
szovetek kolonizalasadban az Fpmtr hianya hatranyt jelentett a gomba szamara, azt sejtetve,
hogy a szuboptimalis kérnyezeti feltételekhez valo alkalmazkodéasban komoly feladata lehet a
génnek.

A AFpmtr mutansok him-fertilitisa nem valtozott, néi fertilitisuk azonban jelentésen
gyengult. Nemcsak a peritéciumok megjelenése tortént joval késobb a vad tipushoz képest,
hanem azok szama is nagymértékben csokkent a mutansokban. A peritéciumok képzédéséhez
nehéz a megfelelé korilményeket biztositani, de ha az megtorténik, akkor a gomba szexualis
ciklusa beindithatdé. E folyamat genetikai hattere meglehetésen bonyolult, és jorészt még
felderitetlen. Az Fpmtrnek szerepe lehet benne, igy magyarazhat6, hogy hidnya valamilyen
jelatviteli zavart okozva gyengiti a gomba néi fertilitdsat. Az Fpmtr miikddése a vegetativ
inkompatibilitas jelensegével is kapcsolatba hozhat6. Az FpMtr szenzor funkciojat erésiti meg
az az eredményunk, miszerint a vegetative éninkompatibilis vad tipusu torzs nit mutansait a
AFpmtr nit mutansok képesek voltak komplementalni.

Ugy tiinik tehat, hogy az Fpmtr szamos fejlédési folyamatban jatszik szerepet, gy mint a
szexudlis es paraszexualis rekombinacidban, esetleg a kornyezeti felvételekhez vald
adaptalodasban. Az FpMtr pedig inkabb szenzor/receptor fehérje, mintsem tipikus aminosav

transzporter.



