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Bevezetés

A sejt szinti él6 rendszereknek, mint mindenéétendszernek, anyagcsere-folyamataik,
életfolyamataik zavartalan kddtetéséhez elengedhetetlen, hogy a koérnyezetikkel
kélcsbnhatasban és egyensulyban legyenek. Ehhegf@ntosabb, hogy adket koriilvew,
allanddan valtozo vilaggal folyamatos kommunikacidlytassanak: ingereket, jeleket
felfogjanak, értelmezzenek, majd kialakitsdk aztakaszt, amelynek segitségével a valtozo
kornyezethez alkalmazkodni tudnak.

Molekularis szinten tobblépés mechanizmusok jatszédnak le a jel érzékeléset
adaptacios folyamatok megindulasaig. Biotikus iegeestében a jelmolekula, abiotikus
ingerek esetében a fizikai/kémiai hatas felfogasavaékelésében specifikus receptorok
jatszanak szerepet. A receptorokrol a jel tovablitéamit jelatvitelnek vagy szignal
transzdukcidnak neveziunk. A jelatviteli mechanizakudont tébbségében a szerin/treonin
kindzoké a szerep, kozottik kiemelkepblentséggel birnak a MAP kindzokmitogene
activated protein kinase). A MAP kinazok iikodésiket tekintve eléggé univerzalis
feladatokat latnak el, szereplk olyan véaltozatbgafoatokban mutathatok ki, mint példaul az
éleszében a sejtfalintegritds szabalyozasa (Herskowi®95), auxin szignaldsa novényi
sejtekben (Mizoguchi et al., 1994), hiperszenzrgakcio soran a programozott sejthalal
szignalasa (Adam et al., 1996), vagy éppeDaanorhapditis elegangulva-diferencialodas
irdnyitasa (Eisenmann és Kim, 1994).

A Kkorulbellil 35-50 kDa molekulatomég MAP kinazok minden @élényben
transzkripciondlisan és/vagy foszforilacio-defosdmio altal poszttranszlacios modifikacio
Utjan szabalyozottak. A MAP kinazok minden szerttezie egy konzervalt, harom lepes
foszforilacios kaszkadon keresztil aktivaldédnakedeptorok altal kdzvetitett jel legskzor a
MAP kindz kinaz kinazt (MAPKKK) aktivdlja. A MAPKKKezutan foszforiladlja a MAP
kindz kinazt (MAPKK) az [ST] %5 [ST] motivumon, majd Ujabb foszforilacids leépésteen
aktivalja a MAP kinazt (MAPK). A specifikus foszitacio ebfeltétele a MAPKK specifikus
kapcsolodasa a MAP kindzhoz, mely folyamatban a MAMRazok N-termindlis régiodjaban
lokalizlt kinaz interakcios motivum vesz résztn(Jt al., 2003). A MAP kinazok
posztranszlacios regulaciojaban a 11 konzervabhdamen kozil a VIII. doménban talalhato
kettos foszforilacios motivum (TXY) jatszik ddhiszerepet. A treonin (T) és a tirozin (Y)
foszforilaltsdga nemcsak a MAP kinaz foszforilacalgivitasdnak, hanem a transzkripcios
faktorok dokkol6 motivuméval vald koélcsonhatasamalebfeltétele (Lee et al., 2004). A

MAP kindzok megfelél mikddésehez a specifikus deaktivacio is hozza tdt@nihez a



MAP kinazok N-terminalis részén szikséges egy kimd@erakcids motivum jelenléte,
melyhez a foszfatazok kapcsolédnak (Zuniga et 99). A MAP kindzok kulonbdz
regulécios szinteken és kulonkdomgulacios mechanizmuson keresztul fejtik ki shaizd
hatasukat. Biokémiai szempontbdl harom regulaciégintet kalonithetink  el:
transzkripciondlis, transzlacidés és poszttransatasiintet. Az eddig publikalt szakirodalmi
adatok alapjan a szabalyozds mddja szerint meghdibetink foszforilacié altali
szabalyozéast, DNS — fehérje és fehérje — fehémmahcio altali regulaciot.

Fonalas gomba MAP kindzok harom alcsoportba soiakh@iltz, 1998): a YERK1,

a YERK2 {feastand fungal extracellularregulatedprotein kinase) és az YSAPKyeastand
fungal sressactivatedprotein kinase). Mind a YERK.Imind a YERKZ2alapvet szerepet tolt
be a gombak ivaros szaporodasaban, valamint kiedeflontossadggal bir a patogenitashoz
szlukseéges strukturak kialakitasaban.

Tagabb értelemben a YERK1 és a YERK?2 alcsoporatagpévény/gomba/allat ERK
(extracellular regulated kinases) csoporthoz tartoznak. Az YSAPK alcsoporbs er
hasonlésdgot mutat a gomba/éllat SARKegsactivated protein kinase) csoporttal (Kiltz,
1998), és a kulbénbdzabiotikus stresszekre adott valasz szignalatbieziéolt be szerepet. A
Saccharomyces cerevisid#®OG1 high osmolarity glycerol) névre keresztelt YSAPK tipusu
MAP kindza (Brewster et al., 1993) alapjan ezt lasaportot "HOG tipust MAP kinazok”
névvel illetjiik a tovabbiakban, mert ez a megneserzézakirodalomban jéval elterjedtebb.

Dolgozatunkban dusarium proliferatumHOG tipusi MAP kindzanak funkcionalis
vizsgalataval foglalkoztunk. Ausariumfajok az egész vilagon elterjedt, a legvaltozatbsab
kornyezeti feltétetlekhez is alkalmazkodni képegéles gazdandvénykir fonalas
tomlésgombak. Kisérleteinket &. fujikuroi fajkomplexumba tartoZé proliferatunon
(Gibberella intermedip végeztik. Ez a gomba éorban, mint névényi kérokoz6 ismert.
Szamos kulonféle novérdrizolaltdk mar, tdbbek kdzo6tt kukoricarol, buzardpargardl,
rizsrol, cirokrol, datolyapalmardl és fokhagymardl (Addakt al., 2000 Desjardins et al.,
1997 Dugan et al., 2003; Leslie, 199loretti et al., 1997), de jegyeztek mar Felsarium
proliferatum altal okozott tidgyulladast egy 62 éves, ttidranszplantacion atesett, betegen
(Herbrecht et al., 2004). Ezeken kivil a legnagyéiint mégis az é&ltala termelt, talan
legmérge#bb mikotoxinnal a fumonizin B1-gyel tudja okozni.fAmonizinek és a kozulik
legyakoribban éfforduld fumonizin B1 a takarmany-6tsmég az étkezeési kukoricat is
vilagszerte szennyezik. &brdulasukat a vilag szinte minden orszagaban rhegujébttak,
ahol kukoricét termelnek vagy felhasznalnak. Az FRitésekben sulyos foklu mellvizkort és
tidévizenyst idéz eb. Az is bizonyitott tény, hogy az emberi nyedsrak kialakulasaért a



magas fumonizin B1 tartalmu kukorica fogyasztadalde olyan terlleteken (Dél-Afrika,
Kina), ahol a lakossag taplalkozasdban aldpédtimiszer a kukorica (Yoshizawa et al.,
1994; Marasas, 2001; Myburg et al., 2002).

Munkank soran a kornyezeti stresszekhez valdé abkahodas molekularis
mechanizmusaival és a masodlagos anyagcserét asbdhdy tényedk jelatvitelével
foglalkoztunkFusarium proliferaturban.

Kutatdmunkank célkiizései a kovetkék voltak:
1. Szekvencia-elemzésekkel egy alcsoportspecifikidmozasi rendszer kidolgozasa az
abiotikus stresszhatasok jelatvitelében kulcsf@#igg HOG tipusu MAP kinazok
klénozasara
2. AFphoglHOG tipust MAPK gén izolaldgausarium proliferaturbdl
3. AFphoglgénrontasos mutans térzseéadlitasa protoplaszt transzformacio segitségével
4. A AFphogl mutans segitségével d&phogl MAP kinaz gén fenotipusos jellemzése,
kulonds tekintettel a:

» szexualis rekombinaciéra és a patogenitasra

» az abiotikus stressztolerancia kialakitasata V-, ozmotikus-, oxidativ és sejtfal

stresszek alatt

» az ozmotikus stressz alatti programozott sejtredddbrdulasanak gyakorisagara
5. Az AFphogl deléciés mutans segitségével tisztazni a MAP keeerepét a fumonizin
bioszintézis szabalyozdsaban nitrogénkilriléslgs teitrogénhiany alatt.

Modszerek

Torzsek szarmazasa, fenntartasa, tenyésztése
Munkank soran aFusarium proliferatumITEM 2287 (Institute of Sciences of Food

Production, CNR, Bari, Italy) és FGSC 7615 (Fun@anetics Stock Center Kansas City,
MO, USA) vad tipusu torzseit hasznaltuk fel. A gokdtdburgonya gliikoz agar taptalajon
(PDA, Duchefa) tartottuk fenn°@-on, steril paraffin olaj alatt. Az inokulumkénageznalt
konidiumot a kovetkgz modon nyertik: a micéliumbdl egy kis agarkockamgnnyiséget
CMC tapoldatba oltottunk (Cappellini és Petersd@65) és hdrom napig razattuk (2324
180 rpm). Harom nap elteltével, a konidium szuszgrsteril Uvegsirén (G1) keresztil

lesZirtiik, és 4C-on, hitve taroltuk.



cDNS szintézis
Folyékony tenyészetekbszirt micéliumpopulécidkat folyékony nitrogénben eldoltik, és

TRI Reagent (Sigma) segitségével total RNS-t inoidd Az RNS oldatbdl DNasel
(Fermentas) segitségével eltavolitottuk a DNS spemidést. A cDNS szintézist a Fermentas
Life Sciences, RevertAid™ First Strand cDNA SyntkeKit és random hexamer primer

segitségével végeztik,gyartd utasitasa szerint.

Polimeraz lancreakciok
A polimeraz lancreakciokat 25 illetve 5@l térfogatban hajtottuk végre Biometra T3

Biocycler segitségével. A reakcioelegy tartalma:ng0genomi DNS, 1x PCR puffer (MBI
Fermentas), 1,5 mM Mggl 0,5 mM dNTP, 0,25 — 0,2BM inditdszekvencidk, 1 UOaq
polimeraz (MBI Fermentas), steril desztillalt vix.PCR programok, ahol ezt nem jeldltik
kulon, a kovetkeZ lepéseket tartalmaztak: élgpés: 95°C 3min — 1 ciklus; masodik |épés:
94 °C 15s, 60°C 30s, 72°C 30s-6| 5min-ig, az amplifikdland6é fragmentum hosszanak

megfeleben — 30 ciklus; harmadik Iépés:72 5min — 1 ciklus.

Kvantitativ valés idejii qrt-PCR reakcid
Egy pl tizszeres higitasu cDNS templatokkal intlitotaz expresszios vizsgalatok PCR

reakcioit. Kisérleteink folyaman SYBR Green (BioeRadercules, CA, USA) fluoreszcens
DNS-festéket alkalmaztunk, ABI PRISM SDS 7000- Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA) rendszerrel a kovetk@éamplifikacids korilmények kdzott:

- 95°C-on 10 perc

- 94°C-on 15 masodperc és 57°C-on 60 masodperc k8 c

Annak érdekében, hogy meg tudjuk hatarozni a relexpresszio valtozast a vizsgalt
gének vonatkozasaban az dsszehasonl®r modszert hasznaltuk (Livak és Schmittgen,
2001).
A hiszton H3 gén (Glass and Donaldson, 1995) 377fragmentjét hasznaltunk, -mint
konstitutivan expresszaldodé gént- kontrollként. &kontroll gén expresszié minden egyes
kisérletben mérhét volt, demonstralva ezzel, hogy a hiszton H3 exniés nem
befolyasoljak a kisérleti kéimények. Ahhoz, hogy aAAC; mddszerrel kapott
eredmeényeinket ellénizzik, a kilonbo& vizsgalt gének és a hiszton H3 gén amplifikacios
hatékonysagat dsszehasonlitottuk, a kovéthkesppen. Higitasi sort (0,1-10ng) készitettlink
az adott cDNS mintabol, melyeket aztan templathé&sgznaltunk Ujabb qrt PCR soran az
emlitett primerek segitségével. AC= ACt, csigenACT, Hiszton H3 OSSzefliggeés alapjan

hasonlitottuk 6ssze az egyes higitassal kapottireregeket: aACr értékeket abrazoltuk a



higitas fluggvenyében és meghataroztuk az illesetgtenes meredekségét. Amennyiben a
meredekség 0 értékhez kozelit, ugyAACtr mddszer hasznalhaté (Livak és Schmittgen,
2001). Mivel aAACt mddszer nem szamol minden egyes reakcio hatékgayah ezért
kiszamoltuk minden egyes reakcié hatékonysagatiliseregressziéval az adott reakcio
kinetikus gorbéjét felhnasznalva (Ramakers et 8032, majd ezutan a GED formulat (Schefe
et al., 2006) alkalmazva szamoltuk ki az egyéniékaysaggal korrigalt expresszids
értékeket.

Szekvencia analizis
A nukleotid szekvencia meghatarozasokat és azrmligeotid inditészekvencia szintéziseket

a godolbi Mezogazdasagi Biotechnoldgiai Kutatékdzpontbanikodé Biomi Kift.
laboratoriumaban végezték. Az inditészekvenciaketsEséhez a Lasergene szoftver csomag
(DNAStar Inc., Madison, Wis.) PrimerSelect feprogramjat hasznaltuk. A szekvencia
0sszehasonlitdsokat BLAST mddszerrel (Altschul.etl@97) végeztik, az EMBL adatbazist

és a GenomeNet névinternetes oldal hitp://www.genomet.jp) BLAST programjat

hasznalva. A DNS szekvenciak elemzéséhez a Lasegpaitver csomagot (DNAStar Inc.,

Madison, Wis.) és az FGENESH prograntatg://www.softberry.com) hasznaltuk.

Blottolas és Southern hibridizacio
Genomi DNS-t izolaltunk amit utana megféletestrikcios endonukleadzok segitségével

emeésztettiink, vagy emésztetlenul hagytunk a PCRBi &lagmentalodas vizsgélatahoz. A
DNS mintat agar6z gélen elvalasztottuk, az emésEiBIS populaciét elektroforézis utan
Hybond-n membranra blottoltuk, 6 — 8 oOra elteltéaeDNS-t a membranon UV sugéarzas
segitségével rogzitjik Southern hibridizaciot CHWRafferben 65 °C-on végeztilk Sambrook
és munkatarsai (2001) utasitasa szerint.

Az Fphogl gén inaktivaldsa
Felsokszoroztuk a teljegSphoglgént a promoter és a termiator régidira irt YSferYSrev

inditészekvenciak segitségével. Az igy kapott 2BB%hosszusagu fragmentumot pGEM-T
Easy vektorba ligaltuk (pYS). EBba plazmid DNS-BI Kpnl-Xbal enzimekkel egy 369 bp
nagysagu fragmentumot hasitottunk ki, amelyet a 538fp nagysagu higromicin
foszfotranszferazhph kazetta) (Punt et al., 1987) gént tartalmipdl-Xbal fragmentummal
helyettesitettiink, és az igy kapott konstrukciot epGpKYS-nek neveztik el. A
pGemFpKYS plazmid DNS-t templatként hasznalva PEBkeiot inditottunk T7 és SP6
primerekkel. A megfelél fragmentumot (5739 bp) agaréz gélsFX-oszloppal (Amersham)



visszaizolaltuk a gyartd utasitasai szerint éshesznaltuk & . proliferatum protoplasztok
transzformalasahoz.

A protoplasztokat exponencidlis ndvekedési fazidbad fiatal micéliumbdl nyertik Proctor
€s munkatarsai modszerével (1997). A transzformalAstén a Proctor és munkatarsai altal
lefrt médon, poli-etilénglikol és Ghionok jelenlétében végeztiik.

A 48 db monospodrazott transzformanst és a vaddipecpiens térzset dldépésben
micélium PCR technikdval vizsgaltuk, igyig#tettik le a potencialis mutansok szamat. A
kiatott régiora irt CHOGfor-CHOGrev primerpart és GHPH1 és CHPH2 primereket
alkalmaztuk 60 °C anellacio$imérsékleten. Aph pozitiv ésFphoglnegativ transzformans
vonalakbdl genomi DNS-t izoldltunk és a PCR-rel dthperedményeket Southern
hibridizaciéval ellefriztik (Sambrook és Russel, 2001).

AFphogl-24 mutans térzs komplementalasa

Neomicin foszfotranszferdz gént (Wostemeyer et &887) ligaltunk azFphogl gént
reprezentalé 2089 bp hosszu szekvenciahoz. A MABK sgekvenciaja 304 bp nagysagu
darabot hordozott a sajat promoteiiébvalamint egy 116 bp hosszu darabot a terminator
régiojabdl. Ezzel a konstrukcidval transzformaltwtkphogl-24 MAPK mutans t6rzshi
izolalt protoplasztokat. Higromicin és geneticirtiaiotikumok jelenlétében szelektaltunk két
komplementalt vagy helyreallitott torzset, az REBgtaz Rat. A gén expreszidjat RT-PCR

technikaval elledriztik.

lvaros keresztezés
A transzformansok parosodasi képességét sargam@gatajon vizsgaltuk a Klittich és Leslie

(1988) altal leirt médon. A keresztezés utan aseket 23/2£C-on inkubaltuk 5-6 héten at,
12 oras sotét periodust, 12 éras megvilagitottibgatva, amelyet fehér féfiyes sotétkék
fluoreszcens lampaval biztositottunk. Teszter #ms aF. proliferatum (G. intermedia

FGSC 7615 torzset haszndltuk. A keresztezés utaftt kperitéciumokat szamoltuk, az

aszkosporakat fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Patogenitasi teszt
Az élészovet kolonizacids patogenitasi teszthez a pasadigylimolcsoket sterilizaltunk

feluletileg 70% etanol segitségével. Hamilton piel juttattuk be 10pl 10° darab



konidiumot a gyumoélcsok belsejebe és naponkéntikét megjele 1€zio6 atmésjét Di

Pietro és munkatarsai (2001) kozlése szerint.

Stressz kezelések
A h6 és UV stressz vizsgalatahoz folyekony CMC tapkbeeg termeltetett

konidiumszuszpenziét hasznaltunk.sdttesszhez 0 db  konidium/ml-es szuszpenziét
csiraztattunk 4 oran keresztul 25-on. Ezutan ezeket athelyeztik a kezelésekneketedyf
43 illetve 45°C-os vizfurdbe, majd két éran keresztul 20 percenként mintéiink. A
mintakbol 16 db konidium/ml-es higitadsokat szélesztettiink Civideekre, két nap elteltével
a tuléb telepeket megszamoltuk. Az UV stresszhez nagyjabotb konidiumot CM agarra
szélesztettink és 0-10 percig UV-C (210-280 nm),nokoomatikus UV-B (312 nm)
sugarzassal kezeltiik a szélesztett populaciokabMC- UV lampa (Vilber Lourmat, Marne
La Vallée, France) segitségével. A talddol kifejl 6dételepeket szamoltuk.

Oxidativ stresszhez 25 mM 50 mM és 100 mM koncerdg H,O, 0,1 mM
stresszorokat alkalmaztunk CM agaron:Obl esetében micéliummal b&h agarkorongot
tettiink a stresszort tartalmazé CM-re. A menadisrmétilglioxal kezeléseknél 16- 10°
db/ml-es higitasi sort készitettiink a konidium spanzidkbdl, és az egyes higitasokbfl-5
cseppentettiink a CM agar felszinére.

Ugyan ilyen kisérleti metodika alapjan végeztikaekejtfalstresszhez kapcsol6do

“ s

sz

tartalmazé CM agar illetve folyékony CM @db/ml-es kiindulasi konidium koncentraciéval)
tapkdzegeket hasznaltunk. Folyadékkultirak novedmddran az optikai denzitast mérését
JENEWAY (UK), GENOVA tipusu spektofotométer segideel végeztilk 600nm-en. Annak
érdekében, hogy az Q8. értéke 0,1-0,5 kozotti legyen (mivel e két értébzdit a
legkisebb a hiba a sejtszam és az optikai deniitéHtt) a mintakat higitottuk LCM
hozzéadasaval.

N-kitrulés és N-éhezés alatti fumonizin termelétsgald kisérletsorozathoz °10
db/ml konidium koncentrécioju tenyészeteket inditok 500 ml végtérfogatban, WM+AF
(pH 3,3) tapkozegben. Ebben a formaban egy napigsziettiik, majd steril porcelaniisén,
sZirépapir segitségével &zik a tenyészeteket. A @z micéliumot 0,01M foszfat pufferral
(pH 7,4) mostuk, majd felvettik WM, nitrogénforramtm tartalmazoé, ugyanolyan térfogatu

tapkdzegben.



Génexpresszidos vizsgalatokhoz a kisérletben meghlath idbkdzoénként 50 ml
folyadékkultarat lesirtiink az ebbb leirt médon és az 6sszégtt, sZirt micéliumot ebszor
folyékony nitrogénben lefagyaszottuk, majd feldalgsig -70 C°-on taroltuk.

Mikroszkopos és fluoreszcens technikak
Munkank soran fluoreszcens lampaval felszerelt Q@lysn BH2 RFCA mikroszképot

hasznaltunk. A sejthalal mértékének meghatarozdsafa Evans blue festéket hasznaltunk
Adam és munkatarsai (1989) leirasa szerint. A Kesté@tot kevertilk kozvetlenil a
tenyészetbl vett mintahoz 1:1 aranyban. A sejtmagfestéshe@’-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) festéket hasznaltunk Harris és munkatars@94) utasitasa szerint, és a targylemezre
tett festett mintat 495nm hullamhosszisagu gekjgszy segitségével vizsgaltuk.

Intracellularis ROS szintet 2’,7’-diklorodihidroftueszcein (DCHF) fluoreszcens
festékkel vizsgéltuk. A tenyészetéklvett mintat (5ml) Oy = 0.4 értékre higitottuk, és
inkubaltuk 50 uM festék jelenlétében 20 percig. tAaua mintakat mostuk 0,1M PBS (pH =
7.4) pufferrel. A 495nm hulldamhosszusagu fény getgsének hatasara az oxidativ
formakkal reagalt festék 520nm hullamhosszu féngicsht ki, melyet fluoreszcens
mikroszkoppal és LS 50B (PerkinElmer, Norwalk, CTJSA) Iumineszcens
spektrofluoriméterrel detektaltunk

A mitokondrium membran programozott sejthalaltajarmeabilitas valtozasasat JC-
1 (5,5,6,6-tetrakloro-1,1,'3,3-tetraethyl-benzirmmblokarbocianin  jodid) fluoreszcens
festékkel Mito PT Kit (Immunochemistry Technologi@&oomington, MN, USA) vizsgaltuk.
A gyarté altal meghatdrozott mennyiséget hozzdadtukizsgalandé mintahoz, majd 15
perces sottétben vald inkubalads kovetkezett. A datek az €z6 bekezdésben leirtakkal
megegyeden tortént. A 495nm hullamhosszusagu fény hatésgeazséges sejtekben voros
(590nm) PCD-és sejtekben zo6ld (527nm) fluoreszeenelenik, melynek mértéke (E)
spektrofluoriméterrel mérh&t A mért értékekdl kiszamolhaté a PCD populécion belli
aranya (27Esgonm > 100).

V4

A tapoldat ammoéniumion koncentraciéjanak meghat#saiz indofenol kék modszerrel
végeztik (Solorzano, 1969). Az ammodniumion hipdkddr jelenlétében lugos kdzegben
fenollal illetve fenol vegyiletekkel reagal és kekasziri indofenol keletkezi, mely

intenzitasat spektrofotométerrel 680 nm-en detaktal



Fumonisin mennyiségének meghatarozasa

A fumonizin B1 mennyiségi meghatarozasahoz Shepbardhunkatarsai (1990) altal leirt

eljarast kissé modositva végeztik a mirtieéebzitést és szarmazékolast. A fumonizinek
fluoreszcens szarmazeékainak mennyiségi meghataddBsC-vel (HP 1050) Fazekas és

munkatarsai (1998) utasitdsai szerint tortént. B4 etektdlasanak als6 hatara pg/ml

volt.

Eredmények

4.1 AzFphogl MAPK gén izolalasa és jellemzése
Gomba MAP kinadz gének szekvenciainak szamitégépszsetiasonlitdsaval megallapithato

volt, hogy a gomba MAP-kinaz gének harom kuilénalidsoportot alkotnak, amely megfelel
a Kultz (1998) altal leirt MAPK alcsoportok koziilyaast andungal stresactivatedprotein
kinase (YSAPK, azaz HOG tipust MAPK) valaminteast and fungaixtracellularregulated
kinase (YERK1 and YERK2) alcsoportoknak. A HOG apmstban szamos Uj, alcsoport-
specifikus konzervalt motivum volt kimutathato, dyne gomba YERK1 és YERK2, illetve
egyéb nem gomba MAPK alcsoportokban nem volt matjalo.

A fent emlitett HOG-specifikus motivumokra épitetinditészekvencidk
felhasznalasaval a kidolgoztunk egy ,nested” PCRdepozott alcsoport specifikus MAP
kindz klénozasi rendszert a fonalas gombak koérélderienti megkozelitéssel sikeresen
klbnoztunk HOG tipusi MAPK alcsaladba tartozé seskiarészeket ausarium és
Trichodermafajokbdl. A Fusarium proliferatum(teleomorf: Gibberella intermedig a F.
culmorum és aTrichoderma harzianunteleomorf: Hypocrea lixi) HOG tipusi MAPK
génjeinek szekvencia-részleteit elhelyeztik az NC&latbazisaban is (DQ071423,
DQO065608 és DQ071424).

Az F. proliferatumHOG tipusi MAPK génjének, @&phoglgénnek a teljes genomi
szekvencigjat az é&tetesen klonozott 880 bp hosszusagu szakasz jobbaksoldali
kiterjesztésével hataroztuk meg, SGigle oligonucleotidenested) PCR (Antal et al., 2004)
alkalmazasaval. A MAP kinaz gének klonozasarékélist hasznaltunk SON PCR-t. A gént,
amely 340 bp promoéter régiot is magaban foglal, @&B%7 szamon helyeztik el az NCBI
adatbazisdban. AEphogl gén expresszidja szemikvantitativ RT-PCR és ktatiti valos
ideji grtPCR moddszerekkel vizsgalva nem mutatott vafibza gomba életciklusanak

kilbnb6 morfogenetikai fazisaiban: a nem csirazé, illrazd konidiumban és a micélialis
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novekedés alatt. Ennek koszoriteet a gomba kilonbdz fejlédési fazisaiban, illetve
konidium allapotban is lehiég nyilt azphoglgén funkcidinak vizsgélatara.

Ennek a célnak megfetedn AFphogl null-mutans torzseket hoztunk létre PEG medialt
protoplaszt transzformacioval (Proctor et al.,, 19%& a mutanst funkcionalis analizisnek
vetettik ala. A szexudlis rekombinacio és a novégivetben valé invaziv ndvekedés
szempontjabol nem talaltunk kulonbséget a vad gaiténs torzsek kozott. AZphoglgen
expresszidja lehévé tette, hogy a d& és UV-stresszt intakt, illetve csiraztatott
konidiumokon, a menadion-, diamid- és metilgliogaksszt konidiumokon, a hidrogén-
peroxid-, sejtfal- és ozmotikus-stresszt pedig hicgon és konidiumon is vizsgaltuk.

Teszteltik, hogy aEphoglMAPK gén delécidja okoz—e valtozast a sejtfal gntast
biztosito jelatviteli folyamatokban. Ehhez két sg®ort, kongd voros festéket és SDS-t
hasznaltunk. A mutans torzs érzékenyebbnek bizoaysejtfal stresszorokkal szemben: nem,
illetve nehezebben csirazott, és lassabban névietkieolegd voros és SDS jelenlétében a
kezeletlen, stresszort nem tartalmazé kontrollhégekt. AFusariumfajok kdzott el§ként
bizonyitottuk, hogy &. proliferatumFpHOG1 MAP kindza szerepet jatszik a sejtfal stres
jelatvitelében.

A vizsgalt abiotikus stresszorokra, igy az UV-C &ugsra, a kitshidrogén-peroxid
kezelésre, a diamid-, a menadion-, a metilglioxaltp-, a s6- és az ozmotikus-stresszre a
AFphoglmutans torzs lényegesen érzékenyebb volt, mindaszéb. A vad tipustFphogl
génnel (sajat promoterét alkalmazva) komplement@ltans stressz-érzékenysége a vad
tipusu szl torzséhez volt hasonld. A mutans torzsek segit@tdenalas gombak kérében
elssként mutattuk ki az élesmjombakban $accharomyces cerevisjadgchizosaccharomyces
pombe¢ leirt HOG MAPK flgg 0sszes abiotikus stresszfunkciét (Brewster efl@b3; Gacto
et al., 2003).

Az ozmotikus (NaCl, szorbitol) stresszorok hatasaraAFphogl mutansban a
novekedés gatldsa fokozott mékiégejthalallal tarsult. A mutdnsban négy programiozot
sejthaldl (PCD) éiteljesen jelentkgz markerét azonositottunk: az reaktiv oxigéngyokok
(ROS) fokozott képiaését, a mitokondrialis membranpermeabilitas-vaktza sejtmag
dezintegraciojat és a sejtmagi DNS fragmentaciégjaek az eredmények azt jelzik, hogy az
FpHOG1 fehérje egyik fontos funkcidja az apoptdzigedése abiotikus sztressz esetén.
Ismereteink szerint ez az éleredmény a HOG tipusi MAP kinazok apopt6zisbase gt
szerepéil.

Valos ideji qgrt-PCR alkalmazasaval megallapitottuk, hogy ozikue stressz

esetében akEphoglgén transzkripcionalisan nem regulalt. A trangmkids vizsgalatokban
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0sszehasonlitottunk két grt-PCR értékelési modszartdsszehasonlitd (comparativey C
(AACy) (Livak and Schmittgen, 2001) égyaneexpression’s ¢ difference (GED) (Schefe et
al., 2006) modszert. Ez utébbi modszer a kulothdintak egyedi PCR hatékonysagat is
figyelembe veszi. A két modszerrel szamolt eredrakrigozott szignifikans kiulonbség nem
volt, azaz az egyes mintak, illetve ismétléseik Pi@Rkonysaga kozott nem volt jelént
kulénbség.

A Fusarium fajok mikotoxin termelésének regulacidjarél kevésmeret all
rendelkezéstinkre. Eddigi kutatasok kideritettélgyh@Fusarium graminearuivan a HOG1
homol6égFgos2MAP kinaz pozitivan regulélja a trichotecén bioszmist (Ochiai et al. 2007).
A Fusarium verticillioideben a fumonizin bioszintézist iranyitd génklasztét eleme, a
fuml (poliketid szintdz) és dum8 (alfa—aminotranszferdz) — a toxintermelést setkent
koérilmények kozott — transzkripcionalisan regu{Bitown et al. 2007).

Célkitizésunknek megfeléen vizsgaltuk a HOG tipusi MAPK gén fumonizin
bioszintézis regulaciéjaban betoltott szerepét. dkhhhogy lehdivé valjon e két célgén
transzkripcids vizsgalata la. proliferatumvad tipusu ésiFphogl MAP kinadz null mutans
torzsekben, valosidgjqrt-PCR technikaban is alkalmazhat6 inditoészeknaduat terveztink.
Ezutan a primerek segitségévebddlitott fuml és fum8 gének fragmentumaik azonositdsa
kovetkezett. A transzkripciondlis regulacio vizsgaljol definialt kérilmények kdzott tortént.
Shim és Woloshuk (1999) munkdja ramutatott arrgyha tapkdzeg nitrogénellatottsaga
befolyasolja a fumonizin termelégt verticillioidesben nitrogénlbség esetén a fumonizin
bioszintézis Ut szupresszalt, ellenkezsetben a gomba toxin termelése tedédik. Arra
vonatkoz4 adat viszont még nem allt rendelkezésrgy ebben a folyamatban a HOG tipusu
MAP kinaznak milyen szerepe van6gtor a tapkozedt vald ammaonium-nitrogén kitirtilés
es aflumgének expresszio-valtozasat vizsgaltuk grt-PCRni&alsegitségével a vad tipusu
proliferatumtérzsben. Amikor a kiindulasi 30mM ammaoniumion kentracio a tapkdzegb
harmadanal kevesebbre csokkent, mindkét gén ewmidgssjelensen megétt. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a nitrogénhianyra feléfumonizin bioszintézis és6dés dum gének
transzkripciondlis aktivaciojan keresztil valosuégn Ezt koveten vizsgaltuk azphogl
MAP kinadz szerepét a teljes N-hianyhoz val6 alkalkealasban. A kisérlethez vad tipusd,
AFphogl MAPK mutans és a vad tipusu alléllal komplemenkaltproliferatum térzseket
hasznaltunk. A térzseket egy napig tenyésztettékmBO ammaonium-foszfatot tartalmazo
tapkdzegben, majd egy nap utan ieik és ugyanolyan, illetve ugyanolyan, de
nitrogénforras-mentes tapoldatban vettik felAPphogl MAP kinaz mutans lassabban volt

képes adaptalodni a nitrogénmentes kornyezether, anvad tipusu vagy a helyredllitott
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torzs, de olyan taptalajban, ahol ugyanugy rendékére allt az ammaoniumfoszfat mint
nitrogénforrds, a ndvekedése nem maradt el a Kotiiresekébl. Ez a kisérlet alatamasztotta
azt a feltételezésiinket miszerint a nitrogénéraskein azFphogl MAP kindz szerepet
jatszik. Kovetke# lIépésben a harom térzs fumonizin B1 termelésébédildzhetetlerfuml
esfum8 gének kifeje#dését vizsgaltuk teljes nitrogénhiany alatt a feit modszer szerint.
Az eredmények azt mutattak, hogylephoglMAPK mutans tdrzsben a tenyésztés negyedik
napjatél mind afuml, mind afum8 expresszidja ésen megbtt. A vad és a helyreallitott
torzsben sokkal kisebb meértékexpresszio-névekedés volt megfigyethets ez a kis
novekedés is egy nappal kéb jelentkezett. A kapott eredményeket a tapkozedtiel C
technikaval mért fumonizin B1 koncentraciok is ighak: a mutans esetében a negyedik
naptol a toxintartalom novekedésnek indult, mig ad vés a helyreallitott toérzsek
tenyészetében még a kilencedik napon sem értéuet@nizin-koncentracié a kimutathatésag

alsé hatéarat.

Uj tudoméanyos eredmények
1. Gombafajok HOG tipusu MAP kinazainak homologiaipga azonositottunk Uj

gomba MAPK specifikus és alcsoport-specifikus matiokat.

2. Szekvencia 6sszehasonlitasok alapjan gomba MAP$opdet specifikus kldnozasi
rendszert dolgoztunk ki: degeneralt oligonukleatiditdszekvenciakat terveztiink, és
a HOG (YSAPK) alcsoportba tartoz6 MAPK szekvencidkébnoztunk fonalas
gombakbal.

3. SON PCR technikaval izolaltuk &. proliferatum HOG tipusut MAPK génjét
(Fphog).

4. Az Fphogl MAPK gén expresszigjat vizsgaltuk valds iilekvantitativ PCR
technikaval csirazas és micélium-ndvekedés alatt. ekedmeényeket aAACt
modszerrel és GED formula alkalmazasaval értéketijikmegallapitottuk, hogy az
FphoglMAPK gén expresszibja transzkripcionalisan nenuldy

5. Az Fphogl MAPK gén funkci6janak felderitésémFphogl null-mutans térzseket
hoztunk létre. A mutanst a vad tipusphogl génnel (sajat promoéterét alkalmazva)
komplementaltuk.

6. Megallapitottuk, hogy aEphogl MAPK gén nem nélkildzhetetlen a gomba szamara,

€s nem jatszik szerepet sem az ivaros szaporodasdara patogenitasban.
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7. lgazoltuk azFphogl MAP kinaz abiotikus stresszek jelatvitelében hétblszerepét: a
AFphogl mutans torzs fokozottan érzékeny volé-,h UV-, valamint extra- és
intracellularis oxidativ, sejtfal €és ozmotikus sseel szemben.

8. Kimutattuk, hogy azFphogl MAP kindz gén az ozmotikus stressz hatasara
transzkripcionalisan nem aktivalédik.

9. Igazoltuk, hogy azphogl MAP kinaz az ozmotikus stressz alatt a prograntozot
sejthalél negativ regulatora.

10.Fumonizin bioszintézisért felgd gének transzkripcidjat vizsgaltuk N-kitrulés éges
N- hiany alatt. A vad tipusu térzsben a tapkézeghamumion tartalmanak 10mM ala
csokkenése indukaltafamlésfum8gének expresszidjat.

11.Az Fphog1MAP kindz szerepet jatszik a nitrogénéhezésher addptacioban.

12.Kimutattuk, hogy — nitrogénéhezés alatt — az FPHOQ@AP kindz a fumonizin

bioszintézis negativ regulatora.

Kovetkeztetések és javaslatok

A kisérleteink modellszervezetéil Fa proliferatunot (teleomorf: Gibbelrella intermedin
valasztottuk, mert ennek a gombanak mind ivarogaimd klonosan szaporod6 vonalai
vannak és ez lehidéget adott a kilonb6zfukcidoju MAP kinaz gének tobbiranyu
szigndlatviteli szerepének a vizsgalatara. Masrésztdasagilag is jelafd fajrol van szo,
amely az egész vilagon elterjedt, sok termesztateémyen okoz megbetegedést, és egy sor
masodlagos anyagcsereterméket, koztik mikotoxindlatonizin Bl-et termel (Leslie és
Summerell, 2006).

Els6 lépésben gomba MAP kinazok szekvencia-elemzéséiasoport-specifikus
klbnozasi rendszert dolgozunk ki, amely Iélvét tette, hogy kulénb@z fonalas
gombafajokbdl HOG tipusu MAP kinazokat izolaljuriknnek kdészonhéen, és SON PCR
technikat alkalmazva klénoztuk &usarium proliferatum Fphogl MAPK génjét.
Megallapithatd, hogy ez az alcsoport specifikusn@itasi rendszer a tovabbiakban
javasolhatd ismeretlen genomu fonalas gombafajokladd HOG tipusit MAPK gének
izolalasara.

Az Fphogl HOG-tipusu MAPkinaz gén konidium &allapotban, tilke csirazas és
micélium-ndvekedés alatt is konstitutiv expressnmditatott. Az expresszios vizsgalatokhoz
grt-PCR tecchnikat valasztottunk. A grt-PCR eredye&et az 6sszehasonlitd (comparative)
Ct (AACy) (Livak and Schmittgen, 2001) éganeexpression’s ¢ difference (GED) (Schefe
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et al., 2006) modszert. Ez utébbi modszer a kulathlintak egyedi PCR hatékonysagat is
figyelembe veszi. A két mddszerrel szamolt eredrakrigozott szignifikans kilonbség nem
volt, azaz az egyes mintak, illetve ismétléseik P@Rekonysaga kozott nem volt jelémt
kulonbség. Ezzel szemben, Gderban human rendszerekben, figyelembe kell venhiaa
tényedt, hogy ugyanazon géen expresszioja kilowbgzovetekben, illetve szervekben eitér
PCR-hatékonysaggal detektalhat6 (Schefe et al§)200

Az Fphoglgén funkcionalis vizsgalatahoz specifikus génresegitségévelFphogl
mutansokat allitottunk &l A mutansok normalisan névekedtek és sporuldltasterséges
taptalajon, s a spoérak csirdzasa sem gyengult. Aameok parosodasi képessége és
paradicsom bogyokon vizsgalt invaziés novekedéswmimalis volt a vad tipushoz képest.
Mindez azt bizonyitja, hogy ennek a MAPK génnekcriszerepe sem a ndvekedésben, sem
az ivaros szaporodasban, sem a patogenitasban.néldya, fokozodott a mutansok
erzékenysége abiotikus stressz-faktorokkal, igy ,.M-, ozmotikus-, oxidativ- és sejtfal-
stresszel szemben. A programozott sejthalal (P@Bikatorok, igy a reaktiv oxigénformék
(ROS) szintje, a mitokondrium membran-permeabditédk megvaltozasa, a sejtmag
dezintegracio és a DNS-fragmentadlodas mértéke okusotstressz esetén 6gebben
jelentkezett aAFphogl mutansokban, mint a vad tipusban, vagy azFppogl génnel
komplementalt R1 és R2 térzsekben. Ezek az adatdbizonyitjdk, hogy aFphoglgénnek
az ozmotikus stressz indukdlta apotézisos fenotipésséklésében van szerepe. A gomba
apoptozis-modellnek — az apoptdzis mechanizmusékilé&jban tapasztalhatd nagyfoku
konzervaltsaga miatt — gyakorlati jelésége is van. Ismeretes, hogy a raksejtek ellen
hasznalt természetes és mesterséges anyagok hettasimmusa az apoptozis indukcidjan
alapul, és a transzplantélt szervekben jeletkerosodas (reperfusion injury) is részben
ennek a jelenségnek kdszorthegbyakorlati szempontbdl egy egysizgol tenyészthét, nagy
tomegben élallithatd szervezeten lehet tanulmanyozni a progemtt sejthalal eseményeit,
€s az apoptozis indukcidjara vagy gatlasara alkalmaddanyagok is jol vizsgalhatdék ebben a
rendszerben.

Az Fphogl gén egyes masodlagos anyagcseretermékek szintébsiédito
stresszhatasok jelatvitelében is részt vesz. Amalder proliferatumvad torzsét ammonium-
foszfatot tartalmazé taptalajon tenyésztettik, ammaniumion koncentracidjanak
csokkenésével gt a fuml és afum8 gén (a fumonizin bioszintézis génklaszter tagjai)
expresszidja. AAFphogl mutansokban a nitrogén éhezés hataséra bekddetxgzesszio-
novekedés meég éeljesebb volt. Ntt a fumonizin B1 (FB1) termelés is RUM gének

expresszidjanak emelkedésével: #Fphogl mutansok tenyészetgieteben jelertis
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mennyisé§ FB1l-et mértink, a vad tipus és az R1 torZslst@ben viszont nem talaltunk
érdemleges mennyisgégtoxint. A fumonizin bioszintézis génekFphogl mutansokban
tapasztalt felll-regulaltsdga azzal magyarazhavgy rezek a mutédnsok atkods HOG1
MAPK uatvonal hianyaban fokozottan érzéekenyenek Wzéls okozta stresszre.
Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy elvégezfikpaoliferatumHOG tipusi MAP
kindzanak részletes vizsgalatat. Tisztaztuk, milgearepet jatszik az FpHOG1 MAPK a
szaporodasi és patogenitasi folyamatokban, valaramtabiotikus stressz-toleranciaban,
illetve a masodlagos anyagcsere szabalyozasabadmEnyeinkBl lathato, hogy a MAP
kindzok rendkivil sok funkcioban vaéllalnak szabatyoszerepet kildnbézszinteken. A
szignalatviteli folyamatok hal6zatot alkotva egyssaiskdlcsdnhatasban allnak, igy agben
a jelatviteli folyamatok tanulmanyozasanal a kildiréb Gtvonalak egymasra hatasat illetve
"parbeszédét” is figyelembe vé&vazt vizsgalo kutatasi feladatoknak kell nagyobbdsulyt

kapniuk.
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