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1. Bevezetés

A Fusarium nemzetségbe olyan fonalas gombdk tartoznak, amelyek jelentds szereppel
birnak az ¢ldvilagban. Lehetnek példaul az ipar szadmara fontos enzimek vagy antibiotikumok
termeldi, de kontaminalhatnak élelmiszereket, takarmanyt és szamos torzsiik toxintermelés

miatt veszélyt jelenthet az €16 szervezetekre is (Kun és mtsai., 2019).

A Fusarium fajok szamos képviseléje ndvénypatogén, elsésorban emiatt folynak veliik
kapcsolatban kutatasok (Suga és mtsai, 2004). Fontos tulajdonsaguk, hogy mikotoxinokat, ezen
beliil is fumonizineket termelnek, mely fertdzott élelmiszer vagy takarmany utjan emberbe vagy
haszonallatba is bekeriilhet (Zeece, 2020) A legveszélyesebb és egyben leggyakoribb ilyen
metabolit a fumonizin B1, ami allatokban vese- és majelégtelenséget okoz €s potencidlisan az
emberre is karos lehet (Liu és mtsai.,, 2019). A Fusarium fajok altal okozott fertdzést
fuzaridzisnak hivjuk. Egészséges egyének komplikaciok nélkiil atvészelik a betegséget,
azonban az immunszupresszalt személyek esetén gyakran haldlhoz vezethet (Batista és mtsai.,
2020). Emberben a fertézések kb. 50%-at a Fusarium solani faj okozza, ami elsésorban a

légutakon keresztiil jut be a szervezetbe (Douglas és mtsai., 2016).

A Fusarium fajok a kukoricaféléket tdmadjak, hervadast és rothadast eredményeznek.
Kiterjedt term6foldeket megtamadva jelentds mezdgazdasagi karokat okozhatnak. Tobbnyire
sebzési ponton fertdzik a vetdmagot, de a ndvényen, szarazsag vagy egyeb mechanikai sériilés

utjan keletkezett fert6zési kapun keresztiil is fertéznek (Omotayo és Babalola, 2023).

A felsorolt valosziniisithetd veszélyek miatt érdemes gondolni a gombafertézés elleni
védekezés lehetdségeire. A fonalas gombdk kivaléan adaptilodnak a kornyezeti
stresszhatasokhoz, és kivalo stratégaként a korabban alkalmazott antifungalis szerek ellen is
toleranciat épithetnek ki. Ennek okéan sziikséges 0 tdmadaspontokat keresniink metabolikus
utvonalaikban. Ezt megtehetjiik példaul a genom vizsgélataval, amely segithet kivalasztani,
hogy mely gének jatszanak szerepet példaul a toxintermelésben vagy a kdrnyezeti stressz elleni
védekezésben. Fusarium verticillioidesben ilyen gén lehet az FvnapA, ami egy bZIP tipust
transzkripcids faktort kodol, mely fonalas gombakban, élesztékben és emberben is egyarant
szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védekezésben, ezért jelen dolgozat témajat is képezi

(Zheng ¢és mtsai., 2015, Toone €s mtsai, 2021; Ferguson ¢és mtsai, 2001).



2. Témafelvetés, célkitiizés

A globalis felmelegedés miatti klimavaltozas kedvezObb kornyezetet alakithat ki a
gomba patogének szamara. A gombabetegségek terjedésének a hosszl, szaraz idészakokat
kovetd boséges es6zés kedvez, mely jelenség hazankban a klimavaltozéassal egyre inkabb
megfigyelhetd (Mshelia és mtsai., 2020). Magyarorszag legfontosabb haszonndvényei kozé
tartozik a kukorica (Zea mays), termesztése és védelme tehat gazdasagi érdek. Kartevoinek
vizsgalata, ¢s az azok elleni védekezés j modszereinek kidolgozasa sziikséges a mindségi

ndvénytermesztés, takarmanyozas és élelmezés fennmaradasahoz.

Szdmos gombaban a bZIP tipusu transzkripcios faktorok funkcidja mar bizonyitott, mint a
Saccharomyces cerevisiae modellorganizmusban a Yapl vagy Aspergillus nidulans fonalas
gombaban a Yapl ortolog NapA. Ezen fehérjéket kodold gének delécids mutansai
érzékenyebbnek bizonyultak a hidrogén-peroxidra (Kuge és Jones, 1994; Mendoza-Martinez
¢s mitsai., 2017). Kordbbi tanulmanyok alapjan érdemesnek tartottuk olyan Fusarium
verticillioides delécios mutansok létrehozasat, amikbél hianyzik a YAPI ortolog FvnapA. gy
azt kivantuk megvizsgalni, vajon ebben a fajban is ugyanaz-e a gén feladata, esetleg

talalhatunk-e mas, 0j fenotipusokat, melyek tovabbi stresszérzékenységet bizonyithatnak.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1. Transzkripcios faktorok, a génexpresszio reguldtorai

A transzkripcid soran DNS-r6l RNS ir6dik at. Ez a génexpresszio elsd 1épése, amelynek
végeredménye fehérjeszintézis lesz. A transzkripcio elsddleges célpontja a génexpressziod

1993).

A transzkripcids faktorok altalaban két, egy koto és egy regulald doménbdl allnak, ezek
segitségével fokozhatjak vagy gatolhatjdk egy adott gén transzkripciojat. A DNS-en egy
specifikus szekvencidji kotOhely taldlhato, amely alapjan a promoter régidjukban ezen
szekvenciaval rendelkez6 célgénjeik azonosithatova valnak (Slack, 2014). Elengedhetetlenek
az ¢l6lények alapvetd cellularis miikodéséhez. Fehérje komplexek forméajaban mikddnek, ilyen
szerkezeti egységként kdtddnek vagy a promoter régiohoz vagy az RNS polimerazhoz. El6szor
az eukaridtdkban jelentek meg, segitségiikkel sokkal hatékonyabban kontrollalhato a

génexpresszio (Pabo és Sauer, 1992).

3.1.1. bZIP tipust transzkripcids faktorok

A bZIP, vagy bazikus leucin cipzar (basic leucine zipper) transzkripcios faktorok
minden eukaridtdban megtalalhatok. Dimer forméaban aktiv fehérjék, gyakran fajspecifikusak,
fontos szerepet jatszanak az egyedfejlédésben (Yin és mtsai., 2012). Minden ide sorolhato
transzkripcids faktorban talalhato egy egységes, 60-80 aminosav hosszu bazikus leucin cipzar

domén (Zhang és Zhou., 2022).

Egy bZIP tipust transzkripcids faktor két f6 strukturdlis részre oszthatd, egy 16
aminosavas bazikus régiora és egy kevésbé konzervalt leucin-cipzar szakaszra, ami leucin vagy
mas hidroféb aminosavak ismétlddésébdl all minden 7. helyen (Chouhan és mtsai., 2023). Ez a
szakasz amfipatikus, itt az adott, 7. helyen all6 aminosavak cipzarszert strukturat képeznek egy
partner fehérjével, igy alkotnak dimert. A bazikus régidban rengeteg lizin és arginin talalhato,
ezzel kotddik a fehérje a DNS-hez (Landschulz és mtsai., 1988). Ezek a fehérjék a DNS-hez
homo- és heterodimer formaban is képesek kapcsolddni, ami a fehérje flexibilitasat noveli

(Fernando, 2020).



3.1.2. bZIP tipusu transzkripcios faktorok fonalas gombakban

A bZIP tipusu transzkripcios faktoroknak élesztd és fonalas gombékban is elsésorban
az oxidativ stressz elleni védelem ¢és masodlagos metabolitok eldallitdsanak szabalyozasa a
feladatuk, emellett van szerepiik a micélium ndvekedésében, aszexualis sporak képzésében és
tapanyag felhaszndlds szabalyozéasaban is. A Saccharomyces cerevisiae élesztoben a stressz
elleni védekezésben kdzponti szerepet tolt be a 8 kiilonb6z6 Yap bZIP transzkripcios faktor,
melyek koziil az oxidativ stressz hatdsara a Yapl aktivalodik (Rodrigues-Pousada és mtsai.,
2019; Zhao és mtsai., 2022). A sejt allapotatol fiiggden a Yapl lokalizacidja eltérhet. Kedvezo
¢letkoriilmények kozott a citoplazmaban talalhatd redukalt formaban, oxidativ stressz hatasara
pedig oxidalodik és a sejtmagban lokalizalodik. Szabalyozza az antioxiddns enzimeket kodolo
gének, ¢és a tiol-redukélo Gtvonal bizonyos elemeit kodolo gének atirasat (Cartwright és Scott,

2013). Az ortolég megnevezése és feladatai a kdvetkezo a gombafajokban:

Aspergillus flavusban a Yapl ortolog Afapl transzkripcios faktor az aflatoxinképzést is

szabalyozza (Guan és mtsai., 2019).

Aspergillus nidulansban a NapA negativan szabalyozza az intracellularis reaktiv gyokok
termelését, €és serkenti a kataldz aktivitast az oxidativ stresszre adott valaszként (Békany ¢és

mtsai., 2021).

Aspergillus fumigatusban az Afyapl transzkripcios faktor delécidja a mutansokat
érzékenyebbé tette az oxidativ stresszt okozo hidrogén-peroxidra és a menadionra. Ugyanakkor

a delécios mutansok virulenciaja nem csokkent a vad tipushoz képest (Lessing és mtsai., 2007).

A Magnaporthe oryzae egy rizs patogén gombafaj, Yapl ortologja a MoAPI. A gén
delécidja mas gombafajokhoz hasonléan novelte a HxOz-ra vald érzékenységet, emellett
csokkent a virulencidja is, igy képtelen volt megfertdzni a tesztelt novényeket. RNS szekvencia
analizissel bizonyitott, hogy a transzkripcids faktor tobb gént is szabdlyoz, amelyek a
fert6zésben jatszanak szerepet. Fehérjekomplexet alkot, miutan a sejt érzékeli a H2Oz jelenlétét
a kornyezetében. A MoAP1 koncentracidja magas a konidiumban és az invaziv hifa
novekedésekor. Emellett a delécids mutansokban megfigyelhetd a konidium fejlddésének,
micélium eldgazasdnak és a fert6zott szovetbdl kindvd hifa novekedésének zavara, illetve

csOkkent a peroxidaz, a lakkaz és a melanin termelés is (Guo és mtsai., 2011).

A Verticillum dahliae n6vénypatogén fonalas gombaban a Yap1 transzkripcids faktornak

antioxidans valasz szabalyozo szerepe van. A yapl delécidja a konidium €s mikroszklerdcium
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fejlédésének zavarat okozza, noveli az oxidativ stresszel szembeni érzékenységet, emellett

csokkenti az antioxidans gének aktivitasat is (Vangalis és mtsai., 2021).

Az Alternaria alternata novény- és opportunista humanpatogén fajban az 4a4AP1 Yapl
ortolog funkcidvesztése a gomba H>O, érzékenységet ¢és virulencidjanak elvesztését
eredményezte, novényfertdzés soran nekrotikus elvaltozdsokat nem lehetett kimutatni. A vad
torzshoz képest kisebb katalaz, peroxidaz és szuperoxid-dizmutdz aktivitast lehetett kimutatni

(Lin és mtsai., 2009).

Beauvaria bassiana rovarpatogén gombaban a BbYap 1 gén delécidja befolyasolta a lipid
homeosztazist (az olajsav szintézise 95%-kal csokkent), csokkent a vegetativ novekedés és a
virulencia, ndtt az érz¢kenység a kémiai stresszre, viszont olajsav adasaval helyredlltak az
emlitett fiziologiai eltérések. A mutansokkal fert6zott egyedek humoralis immunvalaszban részt
vevO génjeinek aktivitasa csokkent, olajsav biztositdsaval viszont megnott. Tehat a BbYapl
transzkripcidos faktornak a humoralis immunvalasz elkeriilésében van szerepe, amit a
lipidszintézis befolyasolasaval szabalyoz, igy jatszik kozre a virulencia valtozadsaban (Wang és

mtsai., 2024).

A humén patogén Cryptococcus neoformans esetén a YAPI1 termelddése megndtt
nemcsak oxidativ (H20,, diamid, tBOOH ¢s menadion stresszorok), hanem ozmotikus stressz
(NaCl, KCI és szorbit stresszorok) és membran karosito stressz (SDS, fludioxonil, flukonazol
¢s amfotericin B stresszorok) hatdsara is. A fehérje a sejtplazmaban €és a sejtmagban
lokalizalédik, diamid stresszor alkalmazasa esetén viszont csak a nukleuszban koncentralddik.
Transzkriptomikai analizissel 162 gént taladltak, melyeket a YAP1 szabalyoz, példaul
aktivalddtak a transzmembran transzportot befolyasold, oxidoreduktaz aktivitasu, fémion kto
¢s membrankomponenst kodolo gének. Ezenkiviil segiti a glikolizis alatt termel6dd toxinok,
példaul metilglioxal elleni védekezést, illetve szerepe lehet a gomba patogenitasaban is, ugyanis
a mutansok altal megfertdzott egerek agya és tiideje kisebb karosodast szenvedett a vad tipusu

torzs okozta fertézéssel 6sszehasonlitva (So és mtsai., 2019).



3.2. A Fusarium nemzetseg jellemzése

A Fusarium nemzetség tagjai fonalas gombak, kozmopolitak. Kutatas szempontjabol
novénypatogén tulajdonsaguk miatt érdekesek, de immungyenge emberekre is veszélyesek
(Suga ¢és Hyakumachi, 2004). Foleg talajban élnek, de megtaldlhatok lebomld szerves

anyagokban is (Santos és mtsai., 2019).

Europaban és az USA-ban a 2. leggyakoribb nem Aspergillus patogén nemzetség.
Elsésorban a Fusarium solani, de a Fusarium oxysporum ¢és a Fusarium verticillioides 1is
képesek embereket fertézni. A légutakon keresztiil bejutva, immunszupresszalt egyénekben

sulyos betegséget okozhatnak (Douglas, 2016).

A nemzetség szinte minden faja termel kiilonb6zé mikotoxinokat, koziiliik kiemelkedd
a fumonizin (Thrane, 2014). A toxin emberekbe juthat kdzvetlen, sporaval valo fert6zodést
kovetden, vagy takarmany altal fertézott allat husanak és tejének fogyasztasaval. Novényekbe
szintén keriilhet toxin fert6zés soran, elsésorban F. verticillioides ¢és F. proliferatum éltal. A
fumonizin toxinokat tobb csoportba soroljuk (A, B, C, P), ezen belill a Bl toxin a
legelterjedtebb ¢és legveszélyesebb (Kamle €s mtsai., 2019). A toxinok koziil egyszerre tobb is
jelen lehet egy fert6zott szervezetben, akar mas tipustiakkal, példaul aflatoxinnal egytitt (Qu €s

mtsai., 2022).

A fumonizin toxinok hatasai valtozatosak. Sejtméregként az akkumulalt toxinfehérje a
makromolekulak bioszintézisét és a lipidek peroxidaciojat akadalyozza. A felhalmoz6do toxin
ugyanakkor képes a korai endoplazmatikus retikulum stressz szignalizaciojat is aktivalni, amely
programozott sejthalalhoz vezet (Kim és mtsai., 2018). Emberben nyeldcsd- és majrak okozoja
lehet hosszu tava kitettség hatasara. Ez magyardzhat6 a lipid anyagcsere megzavardsasaval,

amely elsdsorban a ceramid szintetdz gatldsa miatt alakul ki (Marroquin-Cardona, 2014).

3.2.1. Fusarium verticillioides

A F verticillioides gabonaféléket, foleg kukoricat tdmadd patogén, rothadast és
hervadast okoz. A novény megfert6zodhet barmelyik fejlodési stadiumban, akar aratas utan is.
Egyes tanulmanyok kimutattdk, hogy a konidiumok a betakaritidst kovetden meghagyott

ndvényi részeken legalabb 630 napig fennmaradnak a talaj felszinén és a talajban is. Els6sorban



a talajban szemtermésen keresztiil jut a névénybe a spora, valamint viragzaskor a bibén
keresztiil, amit a meleg és szarazsag eldsegit. A rothadasnak kedvez a szarazsag altal okozott
stressz, és az utana torténd ontd6zés. Ugyanakkor a F. verticillioides kozmopolita, kedveli a
magas pdaratartalmt és mérsékelt régiokat is, ezért tobb foldrészen is elterjedt (Deepa és

Sreenivasa, 2017).

A fumonizin toxin mellett fuzarin C, és moniliformin is a masodlagos metabolitjai kozé
sorolhato. A metabolitokat kodolo gének altalaban kézel helyezkednek el az dket szabalyozo
transzkripcids faktor génjéhez, gyakran kozvetlen egymaés mellett. A toxintermelést stimulalja
az amilopektin és dextrin, amelyek megtalalhatok a gabonafélékben, tovabba fiigg a pH
értékétdl és a tdpanyag mennyiségétol. Fertdézés utan kialakuld ligos pH represszalja a
fumonizin termelést. A F. verticillioides ugyanakkor képes endofitonként tiinetmentesen is
fertdzni, ekkor a novény novekedésének és a sejtfalban torténd lignin tdroldsanak- igy a

mechanikai védekezoképesség gatlasaban jelentkeznek a fertdzés tiinetei (Blacutt, 2017).



4. Anyag és modszer

4.1. Delécios kazetta elkészitése double joint PCR-rel

F verticillioides FGSC 7600 szamu torzs transzformalasat végeztiik el double joint
PCR-rel elkészitett génkazetta segitségével. A folyamat sordn a FvnapA gént cseréltiik le a
higromicin rezisztencia génre homoldg rekombinacidéval. A transzformacid sikerességét
szelekcios taptalajjal ellendriztiik, a mi esetiinkben ez higromicint tartalmazott. Ezaltal csak
azok a sejtek maradtak életben és alkottak telepet a taptalajon, amelyekbe a rezisztencia gén

beépiilt.

Els6 1épés a gént koriil hatdrold6 homoldg szakaszok felsokszorositasa. Ehhez
primerparra van sziikségiink, amelyek 10-20 bazispar hosszusagu oligonukleotidok, specifikus
helyen kotédnek a DNS-hez, behatarolva annak egy szakaszat. Ezt kdvetden kotddik be a
polimeraz, ami a behatarolt szakaszt sokszorositja. A primerek létrehozasanal fontos, hogy az

egyes parok kozel azonos hdmérsékleten tapadjanak a kijelolt DNS szakaszhoz.

Alébb lathatok a felhasznalt primerek nukleotid sorrendjei. A primereket 2 ml-es
csovekben, liofilizalt allapotban kaptuk meg a gyart6tol (IDT, USA). Ezeket el6szor 100 uM
koncentracioban oldottuk be, majd 10 pM-ra higitottuk.

upstream forward primer: AGAACATCAGTTTTGCCTCAATTCCACGACAT

upstream reverse primer:

GGGATCCCGTAATCAATTGCCCCCGGATGATAGCGAGAGACGAGGTGGAGGTCG
downstream forward primer:
CAAGAGCGGCTCATCGTCACCCCCATTTAGGCAGTTCAGTTCCCTGAACCTGCG
downstream reverse primer: TGATATCGTGATTCCGCACAATATAGGAAACA
higromicin forward primer: TTGTAAAACGACGGCCAGTGA

higromicin reverse primer: CAGGAAACAGCTATGACCATG

A hosszabb, kiméra primerek a double-joint PCR legfontosabb elemei, segitségiikkel
lehet a szelekcios marker gént a két homolog szakasz koz¢ beépiteni. A kiméra primerek egyike
tulnytld, nukleotid sorrendje hosszu szakaszon megegyezik a higromicin primerekkel. Ez
biztositja a kiilonallé darabok dsszeépiilését.
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PCR reakcidhoz sziikséges anyagok: Puffer, dH>O, polimeraz enzim, primerek, genomi
DNS, dNTP.

PCR protokoll az upstream homolog szakasz felsokszorositasara
dH.0 32,5 uL

5x GC puffer 10 uL
dNTP 1 uL

upstream forward primer 2,5 uL

usptream reverse kiméra primer 2,5 uL
genomi DNS 1 uL

Phusion polimeraz 0,5 uL

1. tablazat: Els6 PCR protokoll az upstream homolég szakasz felsokszorositasara

Az upstream és downstream szakaszok genomi DNS-e a F. verticillioides FGSC 7600

torzsbol, a higromicin szelekcids marker pedig a pB15 plazmidbdl szarmazik.

A PCR elegy 6sszemérése 0,5 mL-es PCR csovekben, jégen torténik a polimeraz enzim
aktivitasanak csokkentése érdekében. A csovet a PCR gépbe helyezziik és a hasznalt

polimerazhoz kidolgozott protokollt beallitjuk.

Homolog szakaszok felszaporitasara szolgalo PCR program

elsédleges denaturacio: 98 °C 30 mp
denaturacio: 98 °C 10 mp
annealing: 61-70 °C 30 mp
elongacid: 72 °C 2p
ismételjiik 34x
végso elongacio: 72 °C Tp
12 °C 0

2. tablazat: A homolog szakaszok felszaporitasara szolgalo PCR program

Ta (annealing) pont az a hdmérséklet, amelyen a primerek képesek kétddni a specifikus DNS
szakaszukhoz. Ezt az értéket online kalkuldtor hasznélatdval kapjuk meg, ahova a primerpéarok
nukleotid sorrendjét masoljuk be, és kivéalasztjuk a haszndlni kivant polimerazt is

(https://tmcalculator.neb.com/#!/main). Ezt kovetden kapunk egy idealis Ta értéket.
Az upstream homolog szakasz primerjeinek Ta pontja: 61°C.
A downstream homolég szakasz primerjeinek Ta pontja: 70°C.
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A higromicin marker primerjeinek Ta pontja: 70°C.

Az elkésziilt PCR termékeket agardz gélen futtattuk, majd gélbdl visszaizolaltuk. Az

ellendrzéshez ismerni kell a primerek altal kozrefogott DNS szakasz hosszat, ugyanis ezt

hasonlitjuk Ossze egy ismert DNS-létraval, ami meghatarozott, ismert hossziisagh DNS

darabokat tartalmaz. Ezek a darabok adott tavolsagra jutnak el a gélben az elektroforézis elvei

alapjan. A DNS darabokat gélbdl izolaltuk a Nucleospin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-

Nagel, Németorszag) segitségével. A kithez mellékelt protokoll gylijteménybdl az 5.2-es, DNA

extraction from agarose gels protokoll szerint jartunk el.

1.

8.

UV asztalon a gélbdl eldzetesen alkohollal fertdtlenitett és gondosan megszaritott
szikével kimetssziik a lathatéan elkiiloniild savot. Ugyeljiink arra, hogy a sziikséges
legrovidebb UV-besugarzast alkalmazzuk. A géldarabokat eppendorf mikrocsdbe
rakjuk

A géldarabokra kb. 500 uL NT1 Binding puffert toltiink, és a géldarabokat 50 °C-on
felolvasztjuk 5-10 perc alatt, iddnként vortexeliink.

A kapott folyadékot 700 pL-ként Nucleospin csébe toltjiik at, 30 masodpercig 11000 g-
n centrifugéaljuk. Amennyiben t6bb folyadékunk van, mint 700 uL, ugy centrifugalast
kovetden a Nucleospin csd aljabol kiontjiik az atszlirt folyadékot, és a tetejébe toltjiik a
sziiretlent. Igy maximalizalhatjuk a megkotott DNS mennyiségét.

A csébe 700 uL NT3 etanolos mosopuffert toltiink és 30 masodpercig 11000 g-n
centrifugalunk.

A csovekbdl kiontjiik a puffert, majd Ovatosan visszahelyezziik a szilika toltetet
tartalmazo részt tigy, hogy ne érintkezzen az alkoholos pufferrel.

1 percig ugynevezett ,,szaritast” végziink, hogy megszabaduljunk az esetlegesen
nyomokban a tolteten maradt alkoholos puffertdl. 1 percig 11 000 g-n centrifugélunk.
A szilika toltetet egy 1j, steril eppendorf csébe rakjuk at, és 15 uL 70 °C-os dH»O-t
mériink a szilikatoltetre, amellyel a tisztitott PCR terméket elualjuk. 5 percig

szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 1 percig 11000 g-n centrifugaljuk.

crer

A gélbdl visszaizolalt szakaszokat a masodik PCR soran (3. és 4. tabldazat) fuzionaltatjuk. A

reakcid soran az Expand Long Template polimeraz enzimet (Roche, USA) alkalmazzuk, ami

hosszu DNS darabokat is tud amplifikalni nagy hliséggel.
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AFvnapA delécios kazetta joint PCR protokoll

dH.0 14,8 uL
Expand Long 1 Puffer 2,5ulL
dNTP 2 ulL
UP homolog szakasz 1 uL
DOWN homolog szakasz 1 ul
higromicin szakasz 3uL
Expand Long polimeraz 0,7 uL
3.

tablazat: joint PCR AFvnapA delécios kazetta 1étrehozasahoz

AFvnapA delécios kazetta joint PCR program

elsddleges denaturécio: 94 °C

2p
denaturacio: 93 °C 30 mp
annealing: 58 °C 10p
elongécid: 68 °C 12 p
ismétlés 15x
végso elongacid: 68 °C I5p
12 °C 0

4. tablazat: joint PCR program AFvnapA delécios kazetta 1étrehozasahoz

Utolso 1épés a nested PCR (5. és 6. tabldzat), aminek a célja, hogy a DNS darab két
végétdl bentebb taldlhatd Gigynevezett belsd primerparral felsokszorozzuk a joint PCR soran

1étrejott kevés terméket. Ebben az esetben a PCR-ben hasznalt DNS nem genomi DNS, hanem

az el6zdleg elkészitett joint PCR termék.

Nested forward szekvencia: GCATAAGTGGCTATGCCGTTGAACGGG

Nested reverse szekvencia: CGAATTGAACATGTCCGTTATAACCGACTGCC

Nested szakasz hossza: 4680 bp
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AFvnapA delécios kazetta nested PCR protokoll
dH.0 36,6 uL
Expand Long 1 Puffer 5uL
dNTP mix 1,75 uL
nested forward primer 1,5 uL
nested reverse primer 1,5 uL
joint PCR 3uL
Expand Long Polimeréaz 0,7 uL

5. tablazat: Nested PCR protokoll

AFvnapA deléciés kazetta nested PCR program

elsédleges denaturécio: 94 °C 2p
denaturacio: 93 °C 45 mp
annealing: 68 °C 45 mp
elongacid: 68 °C 4p
ismétlés 34x
végso elongacio: 68 °C I5p
12 °C %

6. tablazat: Nested PCR program

A nested PCR reakcidhoz az dsszes joint PCR terméket felhasznaljuk, mert a lehetd legtobb
termék elérése a cél. A joint PCR reakcidelegye 25 pL volt, ebbdl egy nested PCR reakciohoz
3 uL sziikséges, igy Osszesen 7-8 nested PCR reakcioelegy készithetd el egy joint PCR
elegybdl. A létrejitt terméket gélen futtattuk és abbol tisztitottuk a kordbban leirt mddon.
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4.2. Transzformalas elokészitése protoplasztalassal

Protoplasztok 1étrehozasdhoz fonalas gombank fiatal sejtjeinek sejtfalat emésztjiikk meg.
Ennek eléréséhez haszndlhatunk az éticsiga (Helix pomatia) emészténedvébodl kivont

enzimkeveréket, vagy boraszatban hasznélt enzimeket, a mi esetiinkben ez az Extralyse®.

A protoplasztalas és transzformalas megkezdése elott elokészitjiik a regeneraltatd
tapagart (12. tablazat) és a regeneraltatd YG tapfolyadékot (13. tablazat), melyeket a folyamat
legvégén fogunk hasznalni. A regeneraltato tdpagarhoz 175 mL YPG tapfolyadékbol 140 mL-
hez 1,4 g agart és 50 pg/mL (6sszesen 70 uL-t 100mg/mL-es stockbol) higromicint adunk. A
fennmarado6 35 mL tapfolyadékhoz 0,21 g agart adunk. A 140 mL-nyi tapagart kiontjiik 6-7 db
petricsészére, €s hiitében taroljuk felhasznalasig, a 35 mL-nyi tdpagart hagyjuk megszilardulni
borszilikat livegben, és a transzformalas utolso 1épéseként hasznaljuk fel, ekkor 50 pg/mL (17,5
pL) higromicint adunk hozza. Eldzetes kisérleteink folyaman azt tapasztaltuk, hogy bar a
protokoll szerint 100 pg/mL higromicin koncentracié mindsiil kell6 szelekcids nyomasnak a
vad tipusok ellen, mar 50 pg/mL koncentracié mellett is erdsen gatolt a novekedésiik,
konidiumokat pedig egyaltalan nem képeznek. Emiatt alkalmaztuk a regeneraltaté tadpagarban

¢s folyadékban az alacsonyabb higromicin koncentréaciot.

A protoplasztalas lépései:

1. A protoplasztalast megel6z6 délutan 100 mL YPG folyékony taptalajt (7. tabldazat)
mériink ki 250 mL-es lombikba, 1x10° szamii spérat oltunk bele, papirkupakkal lefedjiik, és 28
°C-on 180 rpm-en 16-18 ora alatt felndvesztjiik. Fusariumnal nagyon fontos, hogy beallitsuk
azt a lehetd legkevesebb spdraszamot, melynél a protoplasztalasi eljarashoz elegendd
micéliumot kapunk, de csirdzatlan spérdk nem maradjanak oldatban, melyek zavarhatjak a

transzformalast.

2. A felnovesztett micéliumokat két réteg Miraclothon (Millipore, USA) keresztiil
lesziirjlik, vizzel mossuk. A micéliumokat spatulaval 50 mL-es lombikba toltjiik at 20 mL CaClz
KCl oldatba (9. tabldzat), amelyhez 1,5 gr Extralyse-t adunk, ez lesz a protoplasztalo oldatunk
(10. tablazat).
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3. Oranként ellendrizziik mikroszkop alatt a képz6d6 protoplasztokat. Ehhez az oldatbol
10 pL-t vesziink ki, idedlisan egy micéliumcsomodval egyiitt, hogy lassuk, a gombafonalak

emésztése mennyire eldrehaladott.

4. Amikor az oldatunk mar kellGen telitett protoplasztokkal, a lombik tartalmat 50 mL-

es falcon csébe sziirjiik miraclothon keresztiil, a protoplasztok ekkor a sziirt oldatba keriilnek.

5. A falcon csovet 10 percig 4 °C-on 1500 g-n centrifugaljuk Ggy, hogy a centrifuga

fékezését 0-ra vessziik (deceleration = 0), ezzel védve a sejtfal nélkiili protoplasztokat.

6. A falcon csében a centrifugalast kovetden pelletet figyelhetiink meg a csé aljara
tapadva, errdl leszivjuk a folyadékot, majd 10 mL KCl-al mossuk (8. tdbldzat), és ismét

centrifugalunk.

7. A pelletrél ismét leszivjuk a feliiliszot, majd feloldjuk 2 mL KCl-ban o6vatos

szuszpendalassal, és 1-1 mL-ként 1,5 mL-es eppendorf csébe toltjiik.

8. 1500 g-n 25 °C-on 3 percig centrifugalunk. Centrifugalast kdvetden a pelletrdl
leszivjuk a feliiluszot, Gjabb 1 mL KCl-ot mériink ra, szuszpendalunk, és ismét centrifugalunk.

Ezt a tisztitasi [épést 3x ismételjiik meg.

9. A pelletet 500 uLL KCI1 CaCl; oldatban vessziik fel, majd 2400 g-n 3 percig 25 °C-on
centrifugaljuk.

10. A pellethez végiil 110 uL KCI CaCl; oldatot adunk, melybdl 10 pL-t a protoplasztok

szamolasahoz hasznaljuk fel, a fennmarado 100 pL a transzformalashoz sziikséges.

A protoplasztok idedlis szama: 2x107

YPG (1L)
mikologiai pepton 20g
¢lesztOkivonat 10g
gliikoz 20g
dH2O 1000 mL-re

7. tablazat: YPG Osszetétele

0,6 M KCl oldat
KCl1 447 ¢
dH,O 100 mL

8. tablazat: 0,6 M KCL oldat Osszetétele
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0,6 M KCl, 50 mM CacCl: oldat
KCl 447 ¢
CaCl; x 2H>0 0,74 g
dH20 100 mL

9. tablazat: 0,6 M KCl és 50 mM CacCl; oldat 6sszetétele

Protoplasztalo oldat
0,6 M KCl, 50 mM CaCl; oldat 20 mL

Extralyse I5¢g

10. tablazat: Protoplasztald oldat dsszetétele

4.3. Transzformalas

1. A nested PCR-bdl legfeljebb 10 pL-t adunk a protoplasztokat tartalmazd
oldathoz, és 6-8x 1-1 masodpercig pulzalva vortexeljiik.

2. Az elegyhez 50 pL fecskenddsziirdn atsziirt 4000 PEG oldatot (/1. tablazat) adunk,

és ismét 4-5x 1 masodpercig vortexeliink.
3. Az elegyet 25 percig jégen inkubaljuk.

4. 25 perc elteltével 1 mL 4000 PEG oldatot adunk hozza, és pipettaval 10x dvatosan

szuszpendaljuk.
5. 25 percig szobahdmérsékleten hagyjuk.

6. 25 perc elteltével a mintankat 8 mL Y G tapfolyadékhoz adjuk, és 28°C-on 60 rpm-en

egy ¢jszakan 4t inkubaljuk a protoplasztok regeneraltatasa céljabol.
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7. Masnap a kordbban -elkészitett 35 mL-nyi agart 43°C-ra melegitjiik, majd
hozzékeverjik a lombik 8 mL-nyi tartalmat. Hozzdadjuk a higromicint 50 pg/mL

végkoncentracidoban, és a korabban kiontott szelekcids csészek tetején elosztjuk.

8. A Petri-csészéinket 25 °C-on inkubdljuk az elsd, spordzo transzformans telepek

megjelenéséig.
PEG 4000 oldat
TRIS 0,12 g
CaCl 0,11g
PEG 4000 60 w/v%

11. tablazat: PEG 4000 oldat Gsszetétele

Regeneraltat6 tapagar (175 mL)

1M szachar6z 68,46 gr
0,02% élesztokivonat 0,04 gr
dH>O 175 mL

12. tablazat: Regeneraltato tapagar Osszetétele

YG Regeneraltato tapfolyadék (100 mL)

¢lesztOkivonat 0,02 ¢
szachar6z 3423 ¢
dH20 100 mL

13. tablazat: Regeneraltato tapfolyadék dsszetétele
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4.4. Lehetséges AFvnapA mutansok izolalasa

4.4.1. Egyedi telepek létrehozasa szelekcids taptalajon

A regeneraltato tapagaros Petri-csészéinken
mar 4 nap utan lattunk kezdetleges, sporazéd
telepeket (1. abra). A kiilonallo telepekrol kiilon-
kiilon Petri-csészére oltottunk le a
transzformansokbol  szarmazod  spoérékat, ¢€s
sz€lesztéssel egyedi telepek  létrehozasara
torekedtiink. Ennél a folyamatnal mar 100 pg/mL
koncentracioban alkalmaztuk a higromicint

Czapek-Dox taptalajhoz adva (17. tablazat).

4.4.2. Genomi DNS izolalasa

1. dbra: Transzformansok szelekcios
regeneraltatd tapagaron (sajat foto)

Az egyedi telepekbdl szarmazo sporakbol razatott kultirat hoztunk létre, ezeket 28 °C-

on két napon at YPG tdpfolyadékban novesztettiik. A felndvekedett micéliumokbdl genomi

DNS-t izolaltunk, ezeket hasznaltuk fel mutansaink igazolasara.

Mintak elokészitése és DNS izolalas:

1. A leoltashoz eldkészitiink félkémesdben 2 ml folyékony YPG taptalajt.

2. Glicerin stockrol (-80 °C-on glicerines oldatban tarolt sporak) vagy szilard

taptalajon felndvesztett torzsrdl oltokaccsal inokuldlunk sporat a félkémesovekbe.

3. A sporakbol micéliumokat ndvesztiink egy éjszaka alatt 28 °C-on 220 rpm-en

4. Feltard csovekbe mériink 100 pL tiveggyongyot, 300 uL Lizispuffert (10 mM TRIS-
HCl1 pH7.5, 0.5M NaCl, 1 % SDS), 3 uL 10 mg/mL-es RNaz A-t, és az eldzetesen

felnGvesztett micéliumokat.

5. A sejtfeltarast Magnalyzerrel végezziik el 4500 rpm-en 45 masodpercig. A feltarast

megeldzden ¢€s azt kdvetden a kdvetkezd 1épésig a mintakat jégen tartjuk.
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6. 65 °C-os vizfiirddben 15 percig hokezeljiik a mintainkat, hogy inaktivaljuk a sejtek
természetes DN4zait, ezzel egyidében az altalunk a mintdkhoz adott RNaz A-t is
aktivaljuk. Hokezelés kdzben 3-5 percenként vortexeliink

7. Mintdinkhoz 250 pL PCIA (fenol:kloroform:izoamil alkohol 25:24:1 aranyu
elegyét)-t mériink, és alaposan atvortexeljiik az elegyet, hogy tejszerti folyadékot
kapjunk.

8. 4°C-ra el6hiitott centrifugdban 13000 rpm-en 15 percig centrifugdljuk a
feltarocsoveket

9. A centrifugaléas soran keletkezett felso, vizes fazist 1,5 mL-es eppendorf csovekbe
pipettazzuk.

10. A feliiluszohoz 0,54 térfogat izopropanolt adunk, majd megismételjiik a 8. 1épést

11. A centrifugalast kdvetéen aprd pelletiink fog keletkezni az eppendorfok aljan.
Ezekrdl egy hatarozott mozdulattal ledntjiik az izopropanolt, és 500 uL 70%-os
jéghideg etanolt adunk a mintdkhoz.

12. 4°C-ra elohiitott centrifugaban 13000 rpm-en 5 percig centrifugalunk.

13. A fennmaradt pelletrél vakuummal szivjuk le az etanolos feliilisz6t, majd a mintakat
5-10 percig szaritjuk, hogy az etanol teljesen elparologjon az eppendorfokbol.

14. A pelletet 10-12 pL dH>O-ban vessziik fel, és felhasznalasig -20°C-on taroljuk.

4.4.3. Ellenorzo PCR

A korébban izolalt gDNS mintékat ellendrz6 PCR protokollhoz (14. és 15. tablazat) hasznaltuk
fel, hogy ellendrizziik, a delécios kazettank beépiilt-e a protoplasztalt sejtekbe. A mutansok

mellett kontrollként a vad tipust (FGSC 7600) térzset hasznaltuk.
Az ellen6rz6 PCR-hez hasznalt primer szekvenciak:
upstream forward primer: AGAACATCAGTTTTGCCTCAATTCCACGACAT

downstream reverse primer: TGATATCGTGATTCCGCACAATATAGGAAACA
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PCR protokoll (LongAmp polimerazhoz)
LongAmp MasterMix (NEB, USA) 25 uL
upstream fwd primer 2 uL
downstream reverse primer 2 uL
genomi DNS 1 uL
dH20 20 uL

14. tablazat: Transzformansokat ellenérzé PCR protokoll

PCR Program

elsddleges denaturacio: 94°C 30 mp
denaturécio: 94°C 30 mp
annealing: 62°C 40 mp

elongacid: 65°C 4p

ismétlés 29x
végsd elongacid: 65°C 10p
4°C o0

15. tablazat: Transzformansokat ellenérzé PCR program

4.4.4. Ellen0rz6 emésztés
A PCR termékkel ellendrz6 emésztést is végeztiink. Ehhez olyan restrikcios
endonukledzokat hasznaltunk fel, amelyek csak a transzformans géndarabot hasitjék, a

kontroll t6rzsbdl szarmazo6 génszakaszt nem.

Ellen6rzd emésztés protokoll
Puffer (Green buffer) 2 uL
Ndel illetve Scal enzim 0,5 uL
PCR termék 6 uL
dH20 11,5 uL

16. tablazat: Lehetséges 4FvnapA transzformansokbol szarmazo PCR termék emésztési protokollja

Az enzimeket kiilon-kiilon hasznaltuk fel az egyes mintdkhoz, azaz minden mintabodl

két emésztést készitettiink el, mintdnként egy enzimmel. Az elegyet jégen készitettiik eld,
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majd 30 percig 37°C-on aktivaltuk az endonukldzokat. Az emésztési mintazatot

gélelektroforézissel ellendriztiik.

4.5. Stresszagar kisérletek elokészitése

Az éltalunk vizsgalt €s deletalt FvnapA gén ortologjai mas fajokban bizonyitottan az
oxidativ stresszvalaszt ¢és toxintermelést szabalyozzédk, igy a transzformédnsok varhatoan

érzékenyek lesznek a taptalajban talalhato bizonyos oxidativ stresszt okozd agensekre.

A stresszkisérletek soran 6 napos tenyészetekrdl izolalt sporakat hasznaltunk. FGSC
7600 kontroll térzsbol és AFvnapA mutansokbol Czapek-Dox agaron sporaztattunk. A kisérlet
soran CdCl,, H»0,, BOOH (ferc-butyl-hidroperoxid), NaCl és szorbit stresszorokat

alkalmaztunk.
Czapek-Dox (1L)
KH>PO4 lg
MgSO4 x 7 H20 0,5¢g
KCI 0,5¢g
szachar6z 20g
NaNOs 2g
Vogel’s ME 200 uL
agar 18 ¢
dH20 1000 mL-re

17. tablazat: 1L Czapek-Dox Osszetétele

NaCl és szorbit stresszorok esetén kozvetleniil a lombikba mérjiik azokat €s a taptalajjal egyiitt
sterilezziik. A tobbi stresszorbol tdrzsoldatot készitettiink, melyeket az 50 °C-ra lehitott

taptalajhoz adtuk.

o CdClz (50 mL-nyi 100 mM-os torzsoldatot készitettiink, amihez 50 mL dH>O-
ben 0,915 g CdCl» —ot oldottunk fel)
= 0,05 mM koncentracio: 100 pL CdCl> + 200 mL taptalaj
= 0,1 mM koncentracié: 200 uL CdCl; + 200 mL taptalaj
= 0,15 mM koncentracio: 300 uL CdClz + 200 mL taptalaj
= 0,2 mM koncentracié: 400 pL CdCl>+ 200 mL taptalaj
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o H202 (30%-o0s oldatbdl 10 mL 10x higitast torzsoldatot készitettiink)
= 0,5 mM koncentracié: 102,2 pL H2O> + 200 mL taptalaj
= |1 mM koncentracio: 204,4 uL H>O, + 200 mL taptalaj
= 2,5 mM koncentracio: 511 pL H2O2 + 200 mL téptalaj
= 3,5 mM koncentracio: 715,4 uL H2O + 200 mL taptalaj

o (BOOH (A rendelkezésre allo oldatbol 10 mL 10x higitdsu torzsoldatot
készitettiink)
= (0,1 mM koncentracié: 28,3 uL tBOOH + 200 mL taptalaj
= (0,25 mM koncentracio: 70,75 pL tBOOH + 200 mL taptalaj
= (0,5 mM koncentracié: 141,5 pL fBOOH+ 200 mL taptalaj
= (0,75 mM koncentracio: 212,25 pL fBOOH+ 200 mL taptalaj

o szorbit
= 0,5 M koncentrécio: 18,215 g szorbit + taptalaj 200 mL-re
= 1 M koncentraci6: 36,43 g szorbit + taptalaj 200 mL-re
= 1,5 M koncentracio: 54,65 g szorbit + taptalaj 200 mL-re
= 2 M koncentracid: 72,86 g szorbit + taptalaj 200 mL-re

o NaCl
= 0,5 M koncentracio: 5,844 gr NaCl + taptalaj 200 mL-re
= ] M koncentracid: 11,688 gr NaCl + taptalaj 200 mL-re
= 1,5 M koncentracio: 17,532 gr NaCl + taptalaj 200 mL-re
= 2 M koncentracio: 23,376 gr NaCl + taptalaj 200 mL-re

o Kontroll (200 mL)

= 200 mL taptalajt szétosztunk hozzaadott stresszorok nélkiil

A 200 mL mennyiségti taptalajt 8 Petri csészébe osztottuk szét. A sporak szamlaladsa 1 mL

sporaszuszpenzioban tortént, amelyet Biirker-kamraban szdmoltunk meg, majd 1 x 107 db/mL

crc

végtérfogatban tortént
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A higitott szuszpenziokbol 5 pL-t pipettdztunk a tdpagar kdzepére, ez a pontinokuldlas. A
moddszernek koszonhetéen a spordk sugar irdnyban novesztenek hifakat, tehat kerek telepet

fogunk kapni, igy az atmérdjiilk mérhetd és dsszehasonlithato.

Sporamoso folyadék
NacCl 09¢g
Tween 80 50 uLL
dH.0 100 mL

18. tablazat: Sporamoso folyadék osszetétele

4.6 Stresszagar kiserletek eredményeinek statisztikai elemzése

A stresszkisérleteket jelen dolgozat elkésziiltéig H>O» és /BOOH stresszorokkal
haromszor, CdCly, szorbit és NaCl stresszorokkal kétszer ismételtiik meg egymastol
fliggetleniil, stresszoronként 2 biologiai ismétléssel minden kisérletsorozatban. Ez elegendd

adatnak bizonyult statisztikai kimutatas elkészitéséhez, melyet Excel-tdblazatban végeztiik el.

Az egyes kisérletsorozatok eredményeibdl atlagot, szorast szamitottunk, ezt kovetéen a
kezelt kontroll és kezelt mutans telepatmérdk kozotti eltérések kozotti kiilonbségeket
szignifikancia szint meghatdrozasaval, Student-féle t-proba haszndlataval igazoltuk. A
szignifikancia szintet csillagokkal (*) jeloltiik a 20-24. tablazatban. 0,1% esetében ,,***” 1%

esetében ,,**”, 5% esetében ,,*” jelolést alkalmaztunk.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Joint PCR

A homolog és marker szakaszok, illetve a joint PCR reakciok soran sikeresen hoztunk 1étre

crer

Nanodroppal ellendriztik (19. tablazat) (2. abra).

PCR reakciok koncentracioi
PCR termék és mérete PCR termék koncentracioja
upstream homolog szakasz 1633 bp 399 ng/uLL
downstream homolég szakasz 1878 bp 308 ng/uL
higromicin marker 1437 bp 229/uL

19. tablazat: PCR termékek hossza és koncentracidja gélbdl vald izolalast kdvetden

A DNS szakaszok Osszeillesztését kovetden késziilt
el a 4906 bp hosszisagl nested PCR géndelécids kazetta,
amit kdzvetleniil felhasznaltunk a transzformalashoz. Bér a
transzformalasi protokoll nem hataroz meg sziikséges
minimalis DNS koncentraciot, amit fel kell hasznalnunk,
mi 800-1100 ng/uL koncentracidju terméket tartottunk

1dealisnak.

A nested PCR-iink koncentracidja 1153 ng/uL lett,

melyet 900 ng/pL-re higitva alkalmaztunk az eljaras sordn.

2. dbra: AFvnapA delécios kazetta Osszeallitasahoz
sziikséges PCR termékek balrdl sorban: 1kb DNS létra,
upstream homolog szakasz, downstream homolog szakasz,
higromicin marker (sajat foto)
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5.2. Ellen6rz6é PCR

Az ellenérzé gélelektroforézis célja azon mutansok
azonositasa, amelyekben az FvnapA gén helyére a higromicin
rezisztencia gén ¢épillt be. Az upstream forward ¢és
downstream reverse primerek segitségével sokszorositottuk
azt a DNS szakaszt, amellyel ellenérizhetdé a homolog
rekombinacid. A képen az els0 minta a kontroll torzs,
amelyben biztosan tudjuk, hogy a FvnapA gén jelen van.
Tekintve, hogy a kontroll torzsbdl szarmazé DNS szakasz
5718 bp, a mutansbol amplifikalt DNS szakasz 4906 bp
hosszsagu, ez a kiilonbség mar jol lathatdo megfeleld ideig

torténd futtatds esetén. A gélképen lathatjuk, ahogyan a jol

elkiiloniilé, kompakt savok koziil a kontroll,
3. abra: Gélelektroforézis a delécidés mutansok

illetve a AFvnapA 8. minta magasabban igazolasara. A gélképen lathato minték sorrendben: (felsd

I , i sor) 1 kb DNS 1étra, kontroll, AFvnapAl, AFvnapA?2,
helyezkednek el a tobbi savhoz képest (3. abra). AFvnapA3, AFvnapA4, (alsé sor) 1 kb DNS létra,

AFvnapAS, AFvnapA6, AFvnapAS, AFvnapA9

5.3. Ellendrz6 emésztés
A kontroll torzsbdl szarmaz6 amplifikdlt PCR termék 5718 bp, a mutans torzsbol

szarmazd 4906 bp hosszisagu (5.1 fejezet).

Az Scal enzim a kontroll toérzs PCR
termékét nem hasitja, a mutins térzs PCR
termékét 1689 bp ¢€s 3217 bp szakaszokra
emészti. A 4. abran lathaté a felsé sorban a
kontroll torzs (1. minta), illetve a 8. minta,
amelyben a géndeléci6 nem tortént meg. A tobbi

mintaban a vart mintdzatot kaptuk.

Az Ndel enzim sem hasitja a kontroll torzs

PCR termékét, a mutans torzs esetén

. i 4. abra: Emésztési kép az AFvnapA mutansok
p edlg 2207 bp €s 2699 bp szakaszokra azonositasara. A fels6 sorban az Scal, az also
emészti. Az 1. és a 8. minta szintén a kontroll sorban az Ndel altal emésztett mintak lathatok
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torzsre jellemzd emésztési mintazatot adja (a képen kék csillaggal jeléltek) (4. abra). A tobbi

minta emésztési mintazata a delécio sikerességét igazolta.

5.4. Stresszkisérlet eredményeinek értékelése

5.4.1. Kadmium-klorid érzékenység

A kadmium egy nehézfém, szabadgyokok termelddését indukalja, igy végsd soron
oxidativ stresszt is okoz. Karositja az egyszali DNS-t és megzavarja a nukleinsav-és
fehérjeszintézist (Tchounwou és mtsai., 2012). A mérések alapjan nem jelentkezett eltérés a
mutans térzsekben a kontrollhoz képest, igy a deléciés mutansokat nem tekintjiik érzékenynek

a kadmiumra (20. tablazat, 5. abra).

Telepatmérok CdCl; stresszoron (cm)

Kontroll 0,05 mM 0,1 mM 0,15 mM 0,2 mM
CdCl; CdCl, CdCl, CdCl,
FGSC 7600 | 6,40+0,1 6,08+0,2 5,46+0,05 5,00+0,2 4,66+0,4

AFvnapA 2 | 6,38+0,2 6,33+0,2 5,48+0,15 5,03+0,3 4,70+0,3

AfvnapA 6 | 6,48+0,2 6,33+0,2 5,46+0,1 4,99+0,3 4,68+0,3

AfvnapA 9 | 6,53+0,3 | 6,30£0,08* | 5,49+0,1 51002 4,63+0,3
20. tablazat: Telepatmérok CdCl,-t tartalmazé taptalajon

0mM cdcl, 0,05 mM CdCl, 0,1 mM CdCl, 0,15mM CdCl,  0,2mM CdCl,

F. verticillioides
FGSC 7600
kontroll

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 2

F. verticillioides |4
FGSC 7600
AFvnapA 6

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA4 9

5. abra: F. verticillioides kontroll és AFvnapA mutansok fenotipusos megjelenése CdCl, stresszor

kiilonboz6 koncentraciodit alkalmazva
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5.4.2. Hidrogén-peroxid érzékenység

A sejtekben nagy mennyiségben akkumuldlodé H»>O» felborithatja a sejtek redox

homeosztazisat, igy karosithatja a sejtek DNS, fehérje és lipid allomanyat, igy sejthalalt

indukalhat (Enomoto és mtsai., 2013). A kontroll torzs esetében a ndvekvd H>O; egyre kisebb

telepatméroket eredményezett. A delécios mutansok eset¢tben 1 mM vagy nagyobb

koncentracional a sporak képtelenek voltak hifafonalak novesztésére. Ez bizonyitja, hogy a

mutansok érzékenyebbek a H>O»-ra. A harom fliggetlen kisérletet harom kiilon tenyészetbdl

szarmazo6 sporak leoltasaval végeztiik, melyek katalaz aktivitdsa eltérhetett egymastol, ezzel

magyarazhatdak a magas szorasi értékek a tdblazatban (21. tdbldzat, 6. dbra).

Telepatmérok H.O> stresszoron (cm)

Torzs Kontroll | 0,5 mM H20, | 1 mM H»0, | 2,5 mM H20 | 3,5 mM H20,
FGSC 7600 6,40+0,1 6,17+0,3 5,90+0,3 2,55+1,5 0
AFvnapA 2 6,38+0,2 6,00+0,59 3,50+2,9 O*** 0
AFvnapA 6 6,48+0,2 6,15+0,20 3,69+2,9 O*** 0
AFvnapA 9 6,53+0,3 6,27+0,35 3,70+2,9 O*** 0

21. tablazat: Telepatmérdk H,O,-t tartalmazo taptalajon

0 mM H,0,

F. verticillioides
FGSC 7600
kontroll

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 2

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 6

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 9

0,5 mM H,0,

1mM H,0,

2,5mM H,0,

3,5mM H,0,

5. abra: F verticillioides kontroll és AFvnapA mutansok fenotipusos megjelenése H»O, stresszor

kiilonb6z6 koncentracioit alkalmazva

28




5.4.3. tBOOH érzékenység

A BOOH ledllitja a sejtek novekedését €s apoptozist indukal (Kanupriya és mtsai., 2007).

Lipidperoxidaciot is okoz, igy szabadgyokoket hoz 1étre, ami oxidativ stresszt indukal (Kiraly

¢s mtsai., 2020). Az alkalmazott koncentraciok mellett a kontroll és a mutans torzs is életben

maradt, de a fBOOH novekedést gatlo hatasa nagyobbnak bizonyult a mutans torzsek esetében,

0,5 mM /BOOH esetén mar szignifikans eltérést tapasztaltunk a novekedésben a kontroll és

mutans torzsek kozott (22. tablazat, 7. abra).

Telepatmérok tBOOH stresszoron (cm)

Torzs Kontroll 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM 0,75 mM
tBOOH tBOOH tBOOH tBOOH
FGSC 7600 6,40+0, 1 5,63+0,06 4,81+0,08 4,00+0,2 3,52+0,04
AFvnapA 2 6,38+0,2 5,62+0,03 4,40+0,2%** | 2,63+0,2*** | 2,38+0,3***
AFvnapA 6 6,48+0,2 5,61+0,06 4,34+0,2%** | 2,77+0,15%** | 2,27+0,3***
AFvnapA 9 6,53+0,3 5,69+0,09 4,27+0,3*** | 2,82+0,07*** | 2,53+0,2***

F. verticillioides
FGSC 7600
kontroll

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 2

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA4 6

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA4 9

0 mM BOOH

22. tablazat: Telepatmérék tBOOH-t tartalmaz6 taptalajon

0,1 mM/BOOH 025mMBOOH 0,5mMBOOH 0,75 mMBOOH

7. abra: F. verticillioides kontroll és AFvnapA mutansok fenotipusos megjelenése tBOOH stresszor

kiilonboz6 koncentracioit alkalmazva
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5.4.4. Szorbit érzékenység

A szorbit ozmotikus stresszt kivaltd agens, igy hozzajarulhat a sejtek metabolizmusanak
megvaltozadsahoz (Gorka-Nie¢ és mtsai., 2010). Az altalunk deletdlt FvrnapA gén eldzetes
kutatasok alapjan, a virulenciat és az oxidativ stresszvalaszt befolyésolja, viszont eléfordulhat,
hogy az altala szabalyozott géntermékek egyéb metabolikus Gtvonalakban is részt vesznek. Az

cre

szorbitra (23. tablazat, 8. abra).

Telepatmérdk szorbit stresszoron (cm)

Torzs Kontroll 0,5M Sz 1M Sz 15M Sz 2M Sz
FGSC 7600 | 6,40+0,1 4,58+0,11 3,16+0,05 2,59+0,02 1,58+0,13
AFvnapA 2 6,38+0,2 4,98+0,10 3,06+0,8 2,53+0,03** | 1,554+0,01
AFvnapA 6 6,48+0,2 5,00-+0,08 3,05+0,10 2,56:0,05 1,51+0,05
AFvnapA 9 6,53+0,3 5,03+0,05 3,06+0,08 2,51+0,02 1,54+0,03

23. tablazat: Telepatmérdk szorbitot tartalmazo taptalajon

0 M szorbit 1 M szorbit 2 M szorbit

0,5 M szorbit

1,5 M szorbit

F. verticillioides
FGSC 7600
kontroll

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 2

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA4 6

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 9

8. abra: F. verticillioides kontroll és AFvnapA mutansok fenotipusos megjelenése szorbit stresszor

kiilonboz6 koncentracioit alkalmazva

5.4.5. Natrium-klorid érzékenység

A NaCl nagy mennyiségben megzavarhatja a citoszol természetes milkddését, illetve
hiperozmotikus stresszt okozhat (Nguyen Van Long ¢és mtsai., 2017). Szuprafizioldgias
koncentracioban adtuk a NaCl-ot a taptalajhoz, a szorbithoz hasonléan nem tapasztaltunk a

novekedésgatlasban eltérést a kontroll és a mutans torzsek kozott (24. tablazat, 9. abra).
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Telepatmérdk NaCl stresszoron (cm)

Torzs Kontroll 0,5 M NaCl 1 M NacCl 1,5M NaCl | 2 M NaCl
FGSC 7600 6,40+0,1 3,43+0,09 2,28+0,05 1,10+0,08 0
AFvnapA 2 6,38+0,2 3,55+0,04 2,314+0,03 1,13+0,05 0
AFvnapA 6 6,48+0,2 3,54+0,02 2,284+0,05 1,05+0,06 0
AFvnapA 9 6,53+0,3 3,51+0,02 2,28+0,05 1,08+0,1 0

24.
0 M NaCl 05MNaCl ~ IMNaCl  15MNaCl  2MNaCl

F. verticillioides
FGSC 7600
Kontroll

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA 2

F. verticillioides |
FGSC 7600
AFvnapA4 6

F. verticillioides
FGSC 7600
AFvnapA4 9

25. tablazat: Telepatmérék NaCl-t tartalmaz6 taptalajon

9. abra: F. verticillioides kontroll és AFvnapA mutansok fenotipusos megjelenése NaCl stresszor

kiilonb6z6 koncentracioit alkalmazva

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szakirodalombol ismert, mas fajokban
vizsgalt ortologok delécids mutansainal tapasztalt fenotipusokat azonositani tudtuk. F
verticillioides AFvnapA mutansaink érzékenységet mutattak H»O, ¢és BOOH oxidativ
stresszorok jelenlétében, mely fenotipust Aspergillus nidulans AnapA, Aspergillus flavus
AAfap 1, Aspegillus fumigatus AAfyap 1 vonalak esetében is azonositottak (Guan és mtsai., 2019,
Lessing és mtsai., 2007, Bdkany és mtsai., 2021). Bar az CdCl, kozvetetten oxidativ stresszt
okoz, a nehézfém stresszre érzékeny fenotipusok inkabb élesztékben figyelhetdk meg, mint a
Saccharomyces cerevisiae Ayapl mutansban, ezt kisérletes eredményeink is alatdmasztottak

(Rodrigues-Pousada és mtsai., 2019).
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6. Osszefoglalas

A fonalas gombdk egyik meghatarozd faja a Fusarium verticillioides.
Novénykartevoként ¢€s toxintermelése miatt is kutatdsa kiemelkedd jelentdséggel bir.
Eghajlatunk véltozasa miatt az élelmiszerek szennyezédése a gomba sporaival és toxinjaival

egyre nagyobb kockazatot jelent, igy sejtszintli miikodésének megértése kulcsfontossagu.

A kutatés soran a F. verticillioides genomjabol egy bZIP tipusu transzkripcios faktort az
FvnapA-t deletaltunk, mely mas fonalas gombafajokban bizonyitottan oxidativ stresszvalaszt

¢s virulenciat befolyasold gének expresszidjat iranyitja.

A sikeresen létrehozott FvrapA mutéans torzseket kiillonféle vizsgalatoknak vetettiik ala,
hogy azonosithassuk a vart fenotipusokat. A kisérletek alapjan kijelenthetd, hogy az FvnapA
delécios mutansok eldallitasa sikeres volt és a mutansok mutattik a vart fenotipust, érzékenynek

bizonyultak a H2Oz-re és BOOH-ra.

A Molekularis Biotechnolédgiai és Mikrobioldgiai Tanszéken tobb éve folynak kutatdsok
Yapl ortolog és mas bZIP tipust transzkripcios faktorokkal kapcsolatban, tobbféle kisérleti
szervezetben. Jelen munka folytatdsaként a bemutatott stresszorok koncentracioit tovabb
finomitjuk, igy olyan gatlasi koncentraciokat hatdrozunk meg, ami mellett eredményes
transzkriptomikai analizis végezhetd a kontroll és a delécios mutansok Odsszehasonlitasaval.
Mivel a vizsgalt transzkripcids faktor mas fonalas gombéakban a toxintermelés szabalyozasaban
is részt vesz, nyomon fogjuk kovetni a delécios, AFvnapA mutansok mikotoxin szintézisében

bekovetkezd valtozasokat €s az eredményeket dsszevetjiik a kontroll torzzsel.

Eredményeinkkel bdviteni kivanjuk a fonalas gombdk stresszbiologidjarol
rendelkezésre 4ll6 tudastarat, ezzel segitve gyodgyszerek és mezdgazdasagi biokontroll 4gensek

fejlesztését.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet mondok Prof. Dr. Pocsi Istvan tanszékvezetd Urnak, aki lehetéséget
biztositott arra, hogy részt vegyek a tanszéken foly6 kutatasi munkaban, és felajanlotta nekem

a TDK lehetdségét, 0sztonzott €s megerdsitett a munkam soran.

Koszonetemet nyilvanitom Dr. Leiter Eva egyetemi docensnek, aki lehetdséget adott a
munkacsoportban valo tevékenységre, szaktuddsaval végig kisérte, tamogatta a munkamat ¢€s

biztositotta a targyi feltételeket.

Halaval tartozom Mondok Agnes Kata PhD hallgatonak, aki bevezetett a tudomanyos
labormunkaba, és folyamatos tdmogatast nyujtott a kutatds soran, tanicsokkal latott el, nem

csak a TDK, hanem az egyetemi tanulmanyokkal kapcsolatban is.

Utoljara, de nem utolsdé sorban kdszondm a csaladom feltétel nélkiili tamogatasat,
biztatasat és hozzdjarulasat egy olyan kornyezet megteremtéséhez, amelyben elmélyedhettem

a kutatasi témamban.
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