Reprodukcids stratégiak a Gibberella fujikuroiban (T 043221)

Bevezetés

A Gibberella fujikuroi gyiijtéfaj, amely jelenleg kilenc parosodasi populaciot (bioldgiai fajt)
és tobb tucat kizarolag ivartalanul szaporodd vonalat foglal magaban (Leslie, 1995, Nirenberg
és O’Donnell, 1998). Ujabb rendszertani feldolgozasokban a biol6giai fajokat szabalyos
binomidlis névvel irtdk le (G. circinata, G. fujikuroi, G. intermedia, G. konza, G.
moniliformis, G. nyagamai, G. sacchari, G. subglutinans, G. thapsina), melléjik rendelve a
megfelelé Fusarium anamorf neveket (Desjardins 2003, Zeller et al. 2003). Ezek a gombak
vilagszerte elterjedtek, s a legkilonbdzébb gazdandvenyekrél — igy bananrol, buzarol,
cirokrol, cukornadrol, fenyofakrol, flgérol, kukoricardl, mangorol, paradicsomrdl, rizsrol —
izolaltak 6ket (Leslie és Summerell, 2006). A fajkomplexum tagjai egy sor masodlagos
anyagcsereterméket termelnek, tobbek kozott fumonizineket (Thiel et al. 1991),
gibberellinsavat (Tudzynski és Holter, 1998), moniliformint (Leslie et al. 1996) fuzarinsavat
(Bacon et al. 1996), beauvericint (Logrieco et al. 1998) és fuzaproliferint (Ritieni et al. 1995),
amelyek élelmiszereket és takarmanyt szennyezve human- és allategészsegugyi veszélyt
jelentenek.

Ivaros szaporodas a Fusarium/Gibberella-fajokban

Az ivarosan szaporodd Gibberella/Fusarium-fajok donté tobbsége heterothallias, azaz csak
két, ellentétes parosodasi tipusba tartozé torzs kozotti kélcsdnhatas vezethet ivaros struktdrak
megjelenesehez. Ezekben a fajokban tdbb-kevesebb rendszeresseggel vegbemegy a meidzisos
rekombinacio, amely a fajon belili valtozékonysag leghatékonyabb gerjesztéje, s mitkodése
Uj mikotoxin kemotipusok vagy virulens vonalak kialakuldsaval jar. Egyetlen homothallias faj
ismert a nemzetségben, a G. zeae (F. graminearum), amelynek egyedei egyazon telepen belil
is képesek ivaros struktardk kifejlesztésére, ami azzal az elénnyel jar, hogy ily modon
hatékony inokulumforrasként szolgalé aszkosporak képzoédhetnek nagy tomegben.
Ugyanakkor, szdmos olyan, névénykdrtani és toxikologiai szempontbol egyarant fontos faj
van a nemzetségben (és a G. fujikuroi fajkomplexumom belil is), amelyeknek nem ismert az
ivaros alakjuk, s mai tudasunk szerint kizarélag aszexualisan szaporod6 klonos vonalak

alkotjdk populacioikat (Hornok, 2007). Elméleti megfontoldsok szerint az elsé csoportba



tartozo fajokban nagy, a masodikba soroltakban mérsekelt, a harmadikba tartozokban pedig
igen mérsekelt lehet a fajon bellli geno- és fenotipusos variabilitas. Ezt azonban nem
igazoljak a kilonbdzo felmérések: “aszexudlisnak’ ismert fajok is lehetnek nagyok sikeres
korokozok, s rajuk is jellemzé a morfologiai, élettani, molekularis sokszintiség, valamint a

mikotoxin termelés valtozatossaga (Nagy et al. 1995, Kerényi et al. 1987%).

Az ivaros szaporodés genetikai hattere

Mas tomlésgombakhoz hasonléan a Gibberella-fajokban is egyetlen I6kusz, a mating type
locus szabalyozza az ivaros szaporodast (Fincham et al. 1979). A heterothallias fajok
ellentétes parosodasi tipusba tartozo torzseiben ennek a Idkusznak egyik vagy masik allélja
van jelen, a MAT1-1 és MAT1-2 idiomorfok, amelyek hdrom (MAT1-1-1, MAT1-1-2 és
MAT1-1-3), illetve egy (MAT1-2-1) gént tartalmaznak, homothallias fajokban viszont
mindket idiomorf megtalalhaté ugyanazon tdrzsben, méghozza szorosan kapcsoltan (Yun et
al. 2000; Waalwijk et al. 2006.). A kizardlag ivartalanul szaporod6 Fusarium-fajok kozl
elészor a F. opxysporumban igazoltdk a MAT gének jelenlétét és transzkripciojat (Arie et al.
2000). Késobb sikerult olyan diagnosztikai PCR primereket kifejleszteni (Kerényi et al.
1999), amelyek segitségével minden eddig megvizsgalt Fusarium-fajban ki lehetett mutatni a
MAT genek jelenlétét, s6t RT-PCR és Northern analizissel azt is igazoltak, hogy ezek a gének
hibatlanul atirédnak (Kerényi et al. 2004). Osszesen 22 Fusarium-fajt vontak be ezekbe a
vizsgalatokba, s mert kozulik 17 mitozisos holomorf volt kimondhat6, hogy valészintleg
minden “aszexualis’ Fusarium-fajnak ép és konstitutivan atirodo MAT genjei vannak.

A MAT idiomorfokban talalhato kodold szekvenciak kozil a MAT1-1-1 és a MAT1-2-
1 az ivaros kommunikécié legfébb szabalyoz6i (Turgeon, 1998). E gének termékei
konzervativ a-box, illetve HMG-box (high mobility group) doméneket tartalmaznak. Mas
aszkomicétdkban ezek a transzkripcios faktorok feromon receptor és feromon prekurzor
géneket szabalyoznak (Pdggeler, 2000; Pdggeler és Kick, 2001). Feromon kommunikéacio
teszi lehet6vé az ellentétes parosodasi tipusba tartozo torzsek kdlcsonos felismeréset (Bistis,
1983), de bizonyos megtermékenyités utani eseményekre (ilyen pl. a zigotava egyesulé két
sejtmag kozotti felismerésre) is hatdssal vannak a feromonok (Debuchy, 1999).

Nem tudjuk, miért tartalmaznak konstitutivan atirodo MAT géneket a — mai
ismereteink szerint — kizarolag ivartalanul szaporodé gombak. Az egyik hipotézis szerint
ezeknek az ,,aszexudlis” gombéknak is van rejtett ivaros ciklusuk, de teleomorfjaikat azért
nem észleljik, mert naluk a parosodas ritka esemény és/vagy kilonleges indukcios



korilményeket igényel, ami kisérletes kortlmények kozott nem reprodukalhatd (Turgeon,
1998). Egy alternativ feltételezés szerint — amit mi is vallunk — azért van szikseg
muikddoképes MAT génekre az ivartalan szaporodas fazisaban, mert e gének transzkripcios
faktorai egyéb, a mindennapos élethez szilkséges géneket is szabalyoznak az ivaros

folyamatokat iranyitd gének mellett.

A MAT-1-2-1 gén inaktivalasa valtozasokat okoz a Fusarium verticillioides (Gibberella

moniliformis, syn: G. fujikuroi, sensu lato) transzkripios profiljaban

A F. verticillioides FGSC 7603 torzsében iranyitott mutagenezissel (higromicin B
rezisztencian alapuld konstrukcid és protoplaszt transzforméacio segitségével) inaktivaltuk a
MAT1-2-1 gént. Osszehasonlitottuk a vad tipust torzs (WT) és a AFVMAT1-2-1 mutans
transzkripcios profiljat. Otnapos, parosodast indukald koriilmények kozott (sargarépa-agaron,
12/12 h sotét-fény periddus mellett 25°C-on) nevelt tenyészetekbdl vontunk ki RNS-t, s ebbdl
reprezentativ cDNS konyvtarat hoztunk létre. (Ebben az idépontban még nincsenek lathatd
jelei az ivaros struktdraknak, igy a vegetativ szaporodas fazisaban levé tenyészetek kertltek
Osszehasonlitasra.) A mutans és a WT cDNS fragmentumait robottechnikéaval hibridizaltattuk
a WT-b4l készitett reprezentativ genomi klontar fragmentumaival, nagysuriiségu, differencial-
hibridizacios technika segitségével. Minddsszesen 7600 klont hasoniltottunk 0Ossze. A
hibridiz&cids intenzitas kilonbségeit denzitometridval és szamitogépes elemzéssel értekeltik,
s minden olyan klont izol&ltunk, amely szignifikansan eltéré jelet mutatott a WT és a mutans
cDNS-ek 6sszehasonlitasakor. Osszesen 241 olyan EST klont (expressed sequence tags)
talaltunk, amely eltéréen regulalddott a mutansban és a WT-ben. Ezek nukleotid sorrendjét
meghataroztuk és dsszehasonlité szekvencia elemzésnek vetettiik ala 6ket. Kétszaztizenegy
olyan klont azonositottunk, amely ismert fehérjékkel mutatott homologiéat, ezek 55% alul-,
45%-a pedig felul-regulalédott a AFVMAT1-2-1 mutdnsban, ami azt bizonyitja, hogy a MAT1-
2-1 gén altal kodolt transzkripcids faktor pozitiv €s negativ regulacids szerepet egyarant
betdlthet, célgéntol fuggoen.

Funkcionalis csoportokba soroltuk a mutansban alul- illetve felul-regulalodott géneket.
Az alul-regulalddott gének (amelyeket tehat pozitivan befolyasol a MAT1-2-1 transzkripcios
faktor) 48,7%-a az ,,anyagcsere”, 18,0%-a a ,,jelfogas/jelatvitel”, 7,2%-a az ,,RNS-szintézis”,
4,5%-a a ,,sejtszerkezet”, 3,6%-a ,védekezés”, 2,7%-a a ,,Sejtosztodas”, tovabbi 2,7 %-a a
»fehérje-szintézis” és 12,6%-a az”ismeretlen” kategoraba kerult. A felll-regulalédott gének
(ezeket negativan szabalyozza a MAT1-2-1) esetében a fenti kategoériak (ugyanabban a



sorrendben) részaranya igy alakult: 52,7, 4,3, 2,1, 5,4, 6,5, 5,4, 20,4 és 3,2%. [A klénok
részletes felsorolasa és a megoszlasi abrak meghaladjak a zérdjelentés terjedelmi kereteit a
részletes adatok irant érdeklédéket most megjelent, Keszthelyi et al. (2007) dolgozatunkhoz
irdnyitjuk. Ami azonban feltting, és itt kilon is emlitést érdemel az az, hogy a MAT1-2-1
transzkripciés faktor nagyszamu, a jelatvitelben/jelfogasban szereplé gént pozitivan
szabalyoz, de negativ hatassal van egy sor fehérjeszintézisben résztvevo génre.]

A MAT1-2-1 gén tehat egy sor olyan gént is szabalyoz, amelyek nem jatszanak
szerepet a parosodasban, hanem az életciklus egyéb szakaszaiban mikodnek. Ezzel tehat
kisérletes bizonyitékot szolgaltattunk arra a feltételezésre, amely szerint ,aszexudlis”
gombaknak is sziikségiuk van mukddéképes MAT génekre mert ezek az ivaros folyamatok
mellett egyéb lényeges életfunkcidkra is befolyassal vannak. (S nyilvan, az ivaros
szaporodasra képes gombak, ugyanigy hasznat veszik vegetativ életciklusukban a

konstitutivan atirodo MAT génjeiknek.)

A MAT1-2-1 gén altal regulalt gének funkcionélis elemzése

A 211 ,értelmes” EST klont a SeqMan program segitsegével kontigokba rendeztik, s igy
Osszesen 11 tobbszords és 181 egyszeres kontigot kaptunk. Valamennyi érdemesnek tinik
behatd funkciondlis elemzésre, de — anyagi és technikai kapacitasunk korlatai miatt — egyelére
harom gen iranyitott inaktivalasara és a mutansok fenotipusos elemzésere nyilt médunk.

Klonoztuk és meghataroztuk a teljes Fpmtrl gént, amely egy Mitr-tipusu
(metiltriptofan rezisztens) aminosav transzportert kddol, és fejlédésspecifikus: csak fiatal
hifakban és csirazd6 konidiumokban expresszalodik. A AFpmtrl mutansok vegetativ
ndvekedése es sporulécidja tejesen normalis volt egy sor szintetikus taptalajon, ugyanakkor
endofiton kolonizacids képességiik csokkent, amikor kukorica csirandvényeket fertéztiink
veluk. Egy kevesbé optimalis kornyezetben tehat mar zavart tud okozni ennek a
transzporternek a hianya. Minden mutans fertilisnek bizonyult, ha him partnerként hasznaltuk
6ket paroztatasi kisérletekben, de a reciprok keresztezésben no-sterilnek bizonyultak.
Tovéabba, az Fpmtrl gén inaktivéaldsa feloldotta a vegetativ dn-inkompatibilitast is ebben a
gombaban. Az FpMTR fehérje tehat — nélkiilozheté aminosav-transzporter funkcidja mellett —
szenzor/receptor funkcidt is betdlt. Munkacsoportunknak elséként sikerult igazolni egy ilyen
transzporterrél, hogy részt vesz azokban a felismerési folyamatokban, amelyek mind az
ivaros, mind a paraszexudlis rekombinacio eléfeltételeit jelentik (Jeney et al., 2007).



Egy nitrilazt kédold gén fragmentumai nagyon redundansan bukkantak elé a F.
verticillioides AMAT1-2-1 muténsban alul-regulélt EST klonok kdzott, s northern elemzés is
igazolta, hogy ezt a gént a MAT1-2-1 fehérje stimulalja. Osszeraktuk a teljes nitrilaz
szekvenciat, s kiderllt, hogy ez az egykopids gén valoban a MAT1-2-1 termékének
szabalyozéasa ala esik (prométerén megvan a HMG-box kétéhely). A AFpmtrl mutansok him
partnerként fertilisek voltak, s amikor néi partnerként hasznaltuk 6ket, akkor tobb perithécium
keletkezett, mint a WT ndéi partner esetében, s hamarabb jelentkeztek ezek a képletek a
megszokottnal. Ugyanakkor, a perithéciumok aprok maradtak, nem mentek &t a tipikus erési
folyamaton, s abnormalis aszkosporak képzodtek bennilik. Ez a fenotipus hasonlé volt ahhoz,
amit Raju és Leslie (1992) talalt olyan vad tipusu Neurospora crassa torzsekben, amelyekben
blokkolddott a meiodzis. A nitrilaz fertilitist befolyasold szerepére kétféle magyarazat lehet:
(1) a nitrilazoknak van egy olyan amidaz aktivitdsuk, amelynek hasznat veszik a nitrogén
anyagcsere soran keletkezé toxikus termékek lebontdsakor (a AFpmtrl szokatlan kek
pigmentet termeltek, ami cianid-képzédésre utal), s erre nagysziikség van a parosodaskor, ami
csak természetes novényi szubsztratumokon valosul meg, vagy (2) reverz amidaz aktivitasa is
lehet ennek a nitrilaznak, s ez esetben a feromonok érésehez sziikséges lipofil addiciok
elvégzésén munkalkodik az enzim (Keszthelyi et al. 2006, — egyel6re csak konferencian
szdmoltunk be errél az eredmenyrél, mert a nyomtatott kozléshez a hianymutans
restauraciojat keérték a birdlok, ami egy alternativ, nem higromicin-rezisztencian alapuld
transzformacios rendszer kidolgozasat igényli, s a min dolgozunk, de a munka ,,nem fért mar
bele” a palyazat futamidejébe).

A cAMP-medialt jelatviteli atvonal — a MAPK Utvonallal egylttmiikédve — szamos
fejlédesi folyamatot ellenériz a gombéakban (YYamauchi et al. 2004). A cAMP atvonal sériilése
Ustilago maydisban a fertilitds csokkenéset és a virulencia er6sddését okozza (Durrenberger
et al. 1998), mig a N. crassa adenilat-ciklaz hidnyos muténsai fertilisek maradtak, de a
perithécium képzodaés és az aszkosporak fejlodése késletetést szenvedett (Ivey et al. 2002).
Amikor F. proliferatumban inaktivaltuk az adenilat ciklazt kodolo gént azt talaltuk, hogy a
mutansok megérizték him-fertilitdsukat, n6i fertilitdsuk azonban mintegy 90%-kal romlott
(Olah et al. 2006). A természetben is eléfordul6 naéi sterilitds azonban aligha magyarazhat6 az
adenilat-ciklaz dtvonal hibajaval, a mutans torzsek ugyanis més tekintetben is defektesek
voltak: lassabban néttek és gyengilt endofiton kolonizacios képességik, vagyis kKiszorulnanak

a természetes mikobiotabdl tetemes versenyhatranyuk miatt.



Jelen program legfontosabb hozadéka annak igazoldsa, hogy a parosodast iranyitd gének
nemcsak az ivaros folyamatokra vannak hatassal, hanem a gombéak életciklusainak egyéb
eseményeit is befolyasoljak megfelels gének alul- illetve feliil-requlalasaval. Igy valt
érthetéve, miért tartalmaznak ép, konstitutiven atirodd MAT géneket az an. ,,aszexualis”
gombak. Az is kiderilt, hogy az ivarosan szaporodé fajokban szamos gén hibaja okozhat néi-
sterilitdst, ami alapvet6en eltolja az adott populacié reprodukcidjat a klénos szaporodas
irdnyaba, s ennek komoly populacio-bioldgiai, evollcids és jarvanytani kdvetkezményei

vannak.

A témavezeté csoportjaban vagy a csoport érdemi részvételével szlletett munkakat vastag

szedessel jeloltik.
Irodalomjegyzék

Arie, T. et al. (2000): Mol. PI-Microbe Interact. 13, 1330-1339.

Bacon, C.W. et al. (1996): App. Environ. Microbiol. 62, 4039-4043.

Debuchy, R. (1999): Fung. Genet. Biol. 27, 218-223.

Desjardins, A.E. (2003): Annu Rev. Phytopathol. 41, 177-198.

Dirrenberger, F. et al. (1998): Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95, 5684-5688.

Fincham, J.R.S. et al. (1979): Fungal Genetics. 4™ edition. University of California Press,
Berkeley, California.

Hornok, L (2007): Acta Phytopath. Entomol. Hung. 42, (in press)

Ivey, F.D. et al. (2002): Eukaryotic Cell 1, 634-642.

Jeney, A. et al. (2007): J. Basic. Microbiol. 47, 16-24.

Kerényi, Z. et al. (1997): PI. Pathol. 46, 882-889.

Kerényi, Z. et al. (1999): Appl. Environ. Microbiol. 65, 4071-4076.

Kerényi, Z. et al. (1999): Appl. Environ. Microbiol. 70, 4419-4423.

Keszthelyi, A. et al. (2006): Acta Microbiol. Immunol. Hun. 52, S70-71.

Keszthelyi, A. et al. (2007): Ant. Leeuw. Int. J. Gen. Mol. Microbiol. 91, 373-391.

Leslie, J.F. (1995): Can. J. Bot. 73, S282-5291.

Leslie, J.F. et al. (1996): App. Environ. Microbiol. 62, 1182-1187.

Leslie, J.F. and Summerell, B.A. (2006): The Fusarium Laboratory Manual. Blackwell
Professional, Ames, lowa.

Logrieco A. et al. (1998): App. Environ. Microbiol. 64, 3084-3088.



Nagy R. et al. (1995): Microbiology 141, 713-719.

Nirenberg , H.l. and O’Donnell, K. (1998): Mycologia 90, 434-458.
Olah, B. et al. (2006): Acta Microbiol. Immunol. Hun. 52, S115-116.
Pdggeler, S. (2000): Curr. Genet. 37, 403-411.

Pdggeler, S. and Kiick, U. (2001): Gene 281, 9-17.

Raju, N.B. and Leslie, J.F. (1992): Genome 35, 816-825.

Ritieni, A. et al. (1995): Nat. Toxins 3, 17-20.

Thiel, P.G. et al. (1991): App. Environ. Microbiol. 57, 1089-1093.
Tudzynski, B. and Hélter, K. (1998): Fung. Genet. Biol. 25, 157-170.
Turgeon, B.G. (1998): Annu. Rev. Phytopathol. 36, 115-137.
Waalwijk, C. et al. (2006): Mycotox. Res. 22, 54-60.

Yamauchi, J. et al. (2004): Mol. PI.-Microbe Interact. 17, 1355-1365.
Yun, S.-H. et al. (2000): Fung. Genet. Biol. 31, 7-20.

Zeller, K.A. et al. (2003): Mycologia 95, 943-954.



