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BEVEZETES

A Sclerotinia sclerotiorum széles gazdakorrel biré (t6bb mint 400
gazdanoévénye ismert) nekrotrof, fitopatogén gomba. Legnagyobb karokat a
mérsékelt ovi terilleteken okozza, &m a vilagon szinte mindeniitt megtalalhato.
Magyarorszagon két legfontosabb olajnévényiink, a napraforgd és a repce
legfontosabb kérokozoja.

Annak ellenére, hogy gazdasigi szempontbdl egy rendkiviil fontos
névénykorokozd gombardl van szo, az ellene vald védekezés ma még nem megoldott.
A gomba kitartoképletei (szklerociumok) rendkiviil ellenalléak, a talajban maradva
fertozOképességiiket akar évekig képesek megOrizni, s emellett az egész
tenyészidOszak soran képes fertozni a gazdanévényt. Szamara kedvezé koériilmények
kozott barmikor tamadhat, igy tartds védettséget a vegyszeres védekezés sem ad.
Noha ma mar ismertek kis mértékben tolerans hibridek, olyan fajta/hibrid, mely
nagyfoki rezisztenciat mutatna, ma még egyetlen gazdanévénynél sem all
rendelkezésre. A biologiai védekezési kisérletek kozill Coniothyrium minitans
gombaval valo védekezés latszik a legsikeresebbnek, am ennek felhasznalasa még
csak zart termeszt® berendezésekben engedélyezett.

A S. sclerotiorum okozta fert6zés soran a gomba szamos sejtfaldegradaléd
enzimet termel, melyek vélhetden rendkiviil fontos szerepet jatszanak az infekcidban.
Kisérleteink célja S. sclerotiorum poligalakturonaz géncsaladjanak (pg /-3, pgs5, pg6
é€s pg7) jobb megismerése volt, valamint egy olyan molekularis marker
(glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén) izolalasa, mely lehetové teszi a
gomba-novény kapcsolatban a gomba metabolizmusdnak nyomon kovetését. A
munkank soran kapott eredmények remélhetOleg hasznosak lesznek egy, a S.
sclerotiorum ellen hatékony védekezés kialakitasaban, méasrészt alapkutatast végezve
eredményeink bovitik a gomba poligalakturonazokat valamint
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allé informacidkat.



1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. NOVENYI SEJTFAL — SEJTFALBONTO ENZIMEK
1.1.1. Novényi sejtfal

A sejtfal meghataroz6 szereppel bir a novény felépitésében, hisz mechanikai
erdt biztosit és fenntartja a sejt alakjat és méretét. Mindemellett meghatirozo
szerepet jatszik a transzport folyamatokban és fontos védelmi vonal is. A novényi
sejtfal felépitésében négy komponens jatszik alapvetd szerepet: celluloz,
hemicelluléz, pektin és lignin.

A celluloz D-gliiké6z polimer (B-1,4), melynek feladata a sejtfal
merevségének biztositasa. A lancok kozotti H-hidak egy kristalyos szerkezetet
(mikrofibrila) eredményeznek. A kristalyos és amorf (nem kristalyos) régiok aranya
eltéro lehet.

A hemicellul6z valtozatos 6sszetételii heteropoliszacharid. A f6 hemicelluléz
(xilan) B-1,4 kotéssel kapcsolt D-xiloz alkotta polimer. Ehhez a lanchoz szamos
oldallainc kapcsolodhat. A masodlagos hemicelluléoz glikomannan, melyet
egymashoz B-1,4 kotéssel kapcsolodé D-manndz és D-glikéz alkot D-galaktéz
oldalcsoportokkal. A xilogliikan esetében B-1,4 kotéssel kapcsolt D-gliik6z alkotta
polimerrdl van szd, ahol a glitkdzt D-xil6z helyettesitheti. L-arabin6z és D-galakt6z
kapcsolodhat a xilozhoz, mig L-fukoéz a galaktézhoz.

A pektin a heteropoliszaharidok egy masik csoportja, ahol a-1,4 kotéssel
kapcsolod6é D-galakturonsav alkotja a lancot, melyet a “hairy” (sz6ros) régioban
o-1,2 kotéssel kapcsolodo L-ramnéz helyettesit. Ez a régié nevét a ramndzhoz
kapcsolodé L-arabinoz és D-galaktoz alkotta hosszi oldallancokrél kapta. A
“smooth” (sima) régioban a galakturonsav gyakran acetilalt az 0-2/0-3-an, illetve
metilalt az O-6-on. JelentOs eltérés lehet a kiilonbozd sejtfal domének metilacios
fokat illetéen (0-80%; McCann és Roberts 1996). A nem metilalt poligalakturonsav
Ca®" kotése révén egy térhalds szerkezetet hozhat létre (un. “egg-box” szerkezet).

A lignin a sejtfal cellul6zbol és hemicellulozbol felépiilé racsszerkezetének
molekularis tiregeibe rakodik be, a sejtfal mechanikai ellenallé képességét noveli. A
lignin felépitésében meghatirozd szerepet jatszanak aromis komponensek,
melyekhez gyakran metoxi- vagy fenolos hidroxil-csoportok kapcsolédnak. Az
aromas egységeket Osszekotd részekben altalaban heterociklusban 1évé oxigén
talathato.



A sejtfalkutatasban felhasznalt kiilonb6z0 modszerek alapjan a sejtfal
kialakulasanak modjara harom alapveté modellt dolgoztak ki: cellularis, fazis és
hal6zat modell.

A cellularis modell a sejtosztodast kovetd fejlodésre, differencialodasra épiil.
Roviddel az osztodas utan a sejtek megnyilnak és egy flexibilis extracellularis
réteget, a primer sejtfalat hoznak létre. Ezt kovetd rarakodasok (appozicio) a rigidebb
masodlagos sejtfalat eredményezik. A kozéplemez a szomszédos novényi sejteket
tartja ossze, melynek falkotdeleme a pektin.

A fazis, illetve a halozat modell a mikroszképos analizisek eredményeképpen
alakult ki. A modell alapja, hogy a celluléz alapu fibrillaris fazis a matrix fazisba
agyazodik. A matrix fazist alkotd6 komponensek: pektin, hemicelluléz, lignin és
fehérje (pl. extenzin). A fibrillaris celluloz nem kovalensen kapcsoléodva a
hemicellulézhoz egy celluloz-hemicellul6z halézatot hoz létre, 6sszekapcsolva igy a
fibrillaris és matrix fazist. Az egyes komponensek, halézatok kozotti keresztkotések
egy bonyolult, dsszetett rendszert eredményeznek. A sejtfal Osszetétele egy adott

fajon, s6t egyeden beliil is jelentds eltérést mutathat.

1.1.2. Patogén gomba behatolisa a gazdanévénybe

(appresszorium/sejtfalbonto enzimek)

A fert6zés létrejottében meghatarozoé jelentGségli a patogén gazdan torténd
megtapadasa, illetve az azt kovet6 gazdanovénybe torténd behatolas. A fitopatogén
gombak tobbféle moédon képesek a gazdanovénybe hatolni, egyes gombak
természetes nyilasokon (sztoma, seb), mig masok direkt penetracioval, attérve a
novényi felszint. Ez utobbi esetben szamos gomba specidlis ferté6zd képletet
(appresszorium) hoz létre.

Kisérleti munkam egyik célja a S. sclerotiorum novénypatogén gomba
poligalakturonaz géncsaladjanak vizsgalata és molekuliris jellemzése wvolt. Az
irodalmi attekintésben ezért a hangsiulyt dontéen a gombak sejtfaldegradald
enzimrendszerére (kiulonos figyelemmel a poligalakturonazokra) fektettem.
Mindemellett fontosnak tartom az appresszorium, mint specialis fert6zd képlet
jellemzését is, hisz Magnaporthe grisea, mint modellszervezet vizsgalata soran a

jelenség szamos részlete valt ismertté molekularis szinten.



1.1.2.1. A Magnaporthe grisea specialis fertizé strukturija (appresszériuma)

A M. grisea arizs vilagszerte ismert, nagy karokat okozo betegségéért (jarvanyos
rizsbarnulas) felelds, s mindemellett fontos kisérleti modellszervezet is.
Konidiumanak levélre vald keriilése utan a spéra egy nyalkaréteget termel, mely
biztositja kotodését a kutikulahoz. A spora csirazasat kévetden a csiratémld csucsan
képzodik az appresszorium, amely jelentds turgornyomast fejt ki (8 MPa, Howard és
mtsi. 1991). Ez a nyomasnovekedés az appresszoriumban az intracellularis glicerol
szint gyors emelkedésével magyarazhatd, fenntartasaban pedig a appresszorium
specializalt, melanint tartalmazé sejtfala jatszik szerepet (Howard és mtsi. 1991). A
melanin bioszintézisének gatlisa esetén a gomba nem képes betegséget okozni
(Chumley és Valent 1990). A novény nem képes ellenallni ennek a jelentds
nyomasnak, igy a gomba attéri a kutikulat, valamint az epidermalis sejtfalat és egy
penetracios hifaval behatol a novénybe. Ezt kévetOen a penetracios hifa elagazo un.
infekcios (fert6zd) hifava alakul, melyet a levél teljes kolonizacidja kovet (Heath és
mtsi. 1990). A fert6zés soran mind a novényi sejtekben, mind a sejtek kozott elterjed
a gomba, a betegség tiinetei 3-5 nappal a fertézés kezdete utan jelentkeznek.

Az appresszoriumképzés molekularis szintii magyarazata teljes egészében ma
még nem lehetséges, am szamos részlet ismert. Az appresszorium kialakulasa a
novényi szovetfelszin okozta fizikai és kémiai ingerekre vald reakcid, melyben
alapvet6 szereppel bir a Pth11 membranfehérje (DeZwaan és mtsi. 1999). Az MPGl1
hidrofobin hozzajarul a csiratoml6 levélfelszinhez valé erds kétodéséhez (Talbot és
mtsi. 1996), valamint protein-kindz kaszkadok aktivalasidhoz: ezek alapvetOk az
appresszorium kialakitasaban, a lipid transzportban és az infekcidban részt vevod
sejtek szénhidrattartalékainak kialakitasaban valamint az emelkedett turgornyomas
képzésében (Adachi és mtsi. 1998; Dixon és mtsi. 1999; Thines és mtsi. 2000). Az
MPG]1 deficiens muténs virulenciaja jelent6sen csékkent, am nem veszett el teljes
mértékben.

A penetracios hifa kialakitasaban fontos szerepet jatszik a PDE1 membranfehérje,
mely egy, az aminofoszfolipid transzlokizok DRS2 csaladjaba tartozd P-tipusd
ATP-az. A fertdzésben kulcsszerepet tolt be, hisz a pdel mutans rendkiviil redukalt
penetracios képességgel bir (Balhadere és Talbot 2001). A P-tipus elnevezés az
aktivacioja soran kialakulé foszfoenzim intermediertél szarmazik. A P-tipusu

ATP-azok szamos transzport €s jelatviteli folyamatban vesznek részt. Jellemz6 rajuk



egy un. “core”, vagy mag struktara, mely egy foszforilacios és egy ATP-kotd helybol
all, valamint 3 konszenzus szekvencidbol. A DRS2 csalad tobb, csak ra jellemzo
doménnel bir (Catty 1997). Jelentdsége a membran foszfolipid asszimetriajanak
fenntartasaban van, mely a biologiai membranok alapveté sajatsaga. A kolin
foszfolipidek els@sorban (foszfatidilkolin, szfingomielin) a plazmamembran kulsd
rétegében, mig az aminofoszfolipidek (foszfatidilszerin és foszfatidiletanolamin)
nagyobb mértékben a belsd rétegben talalhatéak. A foszfolipidek asszimetrikus
eloszlasa a membran két oldalat eltéré biokémiai tulajdonsagokkal, specialis
biolégiai funkciokkal ruhazza fel.

A penetracios hifa kialakulasa az appresszoriumon egy pérus megjelenésével
kezdodik, melyre jellemzd a specializalodott sejtfal hidnya, valamint a membran
kozvetlen kapcsolata a levél felszinével. Az appresszorium porusabol kilépd, a levél
kutikulaja felé, illetve azon keresztil n6v0 penetracidés hifara a rendkiviil gyors
sejtfalszintézis és novekedés jellemzd (Bourett és Howard 1992). Valészinii, hogy a
PDE1 szerepe a hifa novekedésének reorientacidjaban keresendd, hisz az altala
fenntartott membranasszimetria fontos lehet a membran konformacidjanak gyors
modosulasaban a novekedés soran. Mindazonaltal az sem zarhat6 ki, hogy az élesztd
DRS2-h6z (Chen €s mtsi. 1999) hasonléan (mellyel szekvenciajat illeten szoros
rokonsagot mutat) endocitotikus folyamatokban venne részt. A fonalas gombakban
az endocitozis nagy jelentGséggel bir a polarizilt novekedésben a membran
reciklizaci6ja miatt. A PDE1 szerepet jatszik az endoszomalis vezikulak megfeleld
mozgasaban, illetve dokkolasaban a penetracios hifa kialakulasakor.

A novénypatogén gombak altal okozott fertGzésekben szerepet jatszo
enzimek egy Uj csoportjat reprezentalja a PDE] fehérje, mely a védekezésben uj
célpont is lehet, hisz a P-tipusii ATP-azok a legjobban tanulmanyozott fehérjék kozé
tartoznak topologiajukat, illetve drogokkal szembeni reakcidjukat illetden (Moller és
mtsi. 1996).

1.1.2.2 Sejtfalbonté enzimek

Kutinazok

A kutikula kutin (és pektin) rétegének lebontasarél szamos tudomanyos
megfigyelés all rendelkezésre. Kutinaztermelés egyarant ismert pro- és eukariotak

korében, am leginkabb fonalas gombaknal tanulmanyozott. Kutinizaktivitast eloszor



a szaprobionta Penicillium spinulosum esetében mutattak ki (Heinen W 1960), majd
ezt kovetden fordult az érdeklodés a kutindzok fert6zésben betoltétt szerepe felé.
Fusarium solani f sp. pisi esetében immunoelektron mikroszképos kisérletekkel
igazoltak a kutinaztermelést a gazda kutikulajan valo athatolaskor (Shaykh 1977).
Sikeresen akadalyoztak meg az intakt kutikulaju borsé fertdzését F. solani f. sp.
pisi-vel, melynek kutinazt termelését inhibitorokkal gatoltak, 4m ezen agensek a mar
roncsolt kutikulaja borsé infekciojat nem befolyasoltak (Maiti €s Kolattukudy 1979,
Koller és mtsi. 1982). F. solani f sp. pisi kutiniz génjével transzformalt
Mycosphaerella (mely a papayat természetes nyilason at tdmadja) egészséges
kutikulaval rendelkezd6 novény infekcidjara volt képes, Fusarium kutinaz elleni
antitestje pedig megakadalyozta ezt a fert6zést (Dickman és mtsi. 1989). Szintén a
kutinazok fertdzésben betoltott szerepét igazolta Cavete (1992), aki Botrytis cinerea
gerberafert6zését gatolta kutinaz elleni monoklonalis antitesttel.

A F. solami f. sp. pisi 77-2-3 torzse egyetlen kutinaz gént tartalmaz,
ellentétben a nagy virulenciaji torzsekkel, ahol tobb kopia jelenlétét igazoltak
(Kolattukudy és mtsi. 1985). Stahl és Schafer (1992) borsoval végzett kisérletek
soran nem talalt eltérést a mutans és a vad torzs kozott, azt jelezvén, hogy ebben az
esetben a kutinazok nem jatszanak szerepet a novény fert6zésében. Mindezzel
gyokeresen ellentmond6 eredményekrdl (csokkent virulenciarol) szamolt be Rogers
(1994), holott kisérleteihez ugyanazt a mutans torzset és tesztrendszert (borso)
hasznalta. Az ellentmondas okat 6 a nem megfeleléen végrehajtott és értékelt
kisérleti rendszerben latja. A csirazé konidiumok képesek a sztroman keresztiil is a
gazdaba lépni (Bywater 1959), igy ebben a tesztrendszerben elengedhetetlen a
folyamatos mikroszkopos ellendrzés, valamint a kiilonb6z6 sporaszammal végzett
kisérletek. Nagy mennyiségii konidiumot hasznalva, csupan az inkubacids id6é végén
tett megfigyelések hamis kovetkeztetéseket eredményezhetnek, hisz a gazdandvényt
a sztroman at is fertdzni képes mutans, valamint a vad torzs altal okozott tiinetek
koz6tt nincs kiilonbség. A M. grisea kutinaz génjének roncsolasat kovetéen a mutans
kutin-hidrolaz aktivitast mutatott (Sweigard 1992; Rogers 1994), igy nem doénthet6 el,
hogy a mutans valtozatlan infekcids képessége ennek a maradék enzimaktivitasnak
koszonhetd vagy a kutinaz ebben az esetben nem jatszik szerepet a patogenitasban. A
Colletotrichum gloeosporioides kutinaz deficiens mutansa csokkent infekcios

képességgel birt (Dickman és Patil 1986), am nem talaltak osszefliggést



Colletotrichum lagenarium 13 mutinsa esetén a kutinazaktivitdas valamint a
patogenitas kozétt (Bonnen és Hammerschmidt 1989).

Ebben a fejezetben kell emlitést tenni a novényi kutikula legkiils® rétegét
alkoté viasz gomba altali degradaciojarél, mely ma még kevéssé ismert. C.
gloeosporioides (avokadot fert6z6 forma) appresszorium formalasaban igazoltak a
viasz szerepét (Podila és mtsi. 1993; Hwang és mtsi. 1995). Ebben az esetben a
specializacio igen magas fokar6l van szo, hisz itt a viasz hosszi szénlanch
zsiralkohol-komponensei (>C,4) jatszanak meghatarozo szerepet, amelyek jelentds

mennyiségben talalhatéak az avokadot borité viaszban.

Cellulazok

A cellulazok kooperativ médon végzik a celluloz teljes hidrolizisét. Az
endoglitkanaz oligoszacharidokat, mig a cellobiohidrolaz cellobi6zt szabadit fel a
polimerb6l. A B-glikozidaz az oligoszacharidok bontasat végzi tovabb glikkéz
monomerig, az exogliikanaz az oligoszacharidokbol és cellulozbol hasit le ghikozt. A
nativ celluloz kristalyos természete miatt ez a folyamat lassibb, mint a pektin vagy a
xilan lebontasa. A névénypatolégusok altalanos véleménye szerint a celluldzok nem
jatszanak meghatarozé szerepet a patogenitasban, mivel tipikusan a fert6zés kései

szakaszaban jelennek meg (Cooper 1984).

A lignin lebontisa

A lignin (hasonléan a cellulézhoz) kiilonésen ellenalldé az enzimatikus
bontassal szemben. Csupan egyes prokariotak és gombak képesek a lignocelluloz
komplett lebontasira. A lignin lebontasiban részt vevd enzimek vizsgalatiban
modellszervezettként szolgal a basidiomycota Phanerochaete chrysosporium. Ebben
az esetben két nagy enzimcsalad érintett a lignin lebontasaban: a lignin peroxidazok
(LiP) és a Mn-fliggd peroxidazok (MnP) (Ma és mtsi. 2001). Pleurotus eryngii-bol
olyan, a lignin lebontasaban szerepet jatszé peroxidazt izolaltak, mely mind a
Mn-fiiggé peroxiddzok (Mn®* oxidaciéja), mind a lignin peroxidazok (aromas
szubsztratok oxidacidja) katalitikus tulajdonsagaival rendelkezik (Ruiz-Duenas és
mtsi. 1999).



Xilanazok

A novényi sejtfal felépitésében fontos szereppel bir6 hemicelluléz
fékomponense a xilén, igy annak lebontasat végzé xilandzok szerepe fontos lehet a

novénykorokozo gomba tamadasa soran. Az endoxilanaz a polimer belso kotéseit

végzi.

Cochliobolus carbonum xilanaz génjének roncsolasa nem redukalta a gomba
fert6z6képességét, s ebben az esetben is mértek maradék xilanaz aktivitast, a mutans
pedig ndvekedést mutatott xilanon (Apel 1993). Ez a megfigyelés tobb xilanaz gént
feltételez, am ismert az is, hogy a sejtfal-depolimerazok nem abszolut specifikusak,
igy a xilanazok és cellulazok kozott strukturalis hasonlosagot és reciprok aktivitast

figyeltek meg (Henrissat 1989).
Proteazok

A proteazok, mint potencialis virulenciafaktorok a human patogének koérében
alaposan tanulmanyozottak, hisz az emberi, allati intercellularis matrix (ellentétben a
novényekével) elsdsorban fehérje. A novények kapcsan kevesebb informacié all
rendelkezésre. A novényi sejtfal szerkezete, valamint Gsszetétele (10 %-a is lehet
protein) azt suggaljak, hogy a proteazok is fontosak lehetnek az infekciéban (Carpita
¢s Gilbeaut 1993).

Egy aszpartil-proteazt azonositottak virulenciafaktortként Botrytis cinerea
fert6zés esetén (Movahedi és Heale 1990). Pyrenopeziza brassicae proteaz-negativ,
nem-patogén mutansanak cisztein proteaz génnel toérténd transzformalasa
helyreallitotta a gomba fert6zOképességét (Ball és mtsi. 1991). Ezzel szemben
Cochliobolus carbonum két proteaz génjének inaktivalasa redukalta a proteolitikus
aktivitast a virulencia valtozasa nélkil (Murphy és Walton 1996). Cochliobolus
heterostrophus proteaz mutansa valtozatlan médon patogén maradt (Lyngholm
1993).



Pektindazok

A novénypatogént enzimarzenalja teszi képessé az egyes gazdandvények
eltérd, valtozatos pektinjének lebontasara. A pektinazok kozott kilonbséget tehetiink
reakcidmechanizmusuk (B-eliminéci6, illetve hidrolizis), illetve terminalis /random

(exo/endopektinazok) tamadasmodjuk révén.(1. abra).
Lidzok

A pektin, pektat valamint ramnogalakturonat liaz B-eliminaci6val hasito
pektinaz: ez a reakcio telitetlen nem-redukalé lancvéget eredményez. A pektin,
illetve a pektat liaz kozott vilagos kiilonbség tehetd a Ca®* igény alapjan, hisz a pektat
lidz szamara alapvetd fontossaggal bir ez az ion, mig a pektin lidz nem igényli
aktivitasdhoz. Mindemellett a pektin lidz ersen, mig a pektat lidiz gyengén metilalt
szubsztratot preferal. A ramnogalakturonat lidz nem igényel Ca®*-ot, 4m pozitivan

hat aktivitisiara. A pektin és pektit lidz a pektin “smooth” (sima), mig a

srer

Egyéb pektindzok

A pektin komplex Osszetétele magyarazza, hogy lebontasaban a fenntiekben
ismertetett enzimek mellett szamos, mas funkciot ellatd enzim is szerepet jatszik. A
pektin-metilészteraz a metoxi-csoport eltavolitasaért felelds, tevékenysége révén a
pektin polimer hozzaférhetdvé, hasithatova valik a metilacidra érzékeny enzimek
szamara (1. abra). Emlitést kell tenniink egyes specialis kotéseket hasité enzimekrol
(pl.: ramnogalakturonat hidrolaz, ramnogalakturonat ramnohidrolaz, a-ramnozidaz),

melyek még hatékonyabba teszik az adott organizmus pektinolitikus rendszerét.
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1. abra: Pektinaz aktivitds poligalakturonat szubsztrattal szemben (metilalt és
nem-metilalt régiokkal). Poligalakturonaz (PG) hidrolizdlva a poligalakturonsav
(PGA) o-1,4 glikozid kotését monogalakturonsavat (GA) és oligogalakturonsavat
(OGA) szabadit fel. Pektat- €s pektin lidzok (Pel és Pnl) B-eliminacioval (tobbnyire
metilalt régiokban) A4,5 telitetlen oligogalakturonsavat képeznek a nem-redukalé
végen. Pektin metilészteraz (PME) a pektin polimer demetilécidjaban vesz részt (ten
Have munk4ja alapjan 2000)

A hidrolizissel hasitdé enzimek két csoportjat kiilonboztetjiik meg: a
visszatartd6 moddal (ez kétlépesds reakceid), illetve az invertdldé mechanizmussal
jellemezhetd enzimek (2. abra). A két csoport kozott kozos az, hogy a katalizisben
kozvetleniil részt vevd aminosavak koziill az egyik nukleofil (B), mig a masik
protondonor (A).

A random moédon hasitd endopektindzok kiilonbdz6 méreti oligomereket,
mig a polimer végén vagéd exopektinazok dimereket és monomereket hoznak létre. A
fitopatogén gombak sejtfaldegradalé enzimei koziil a pektindzok az elsoként
kimutathatok (Cooper 1983).
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2. abra: a) A kétlépéses visszatarto6 mechanizmus: az oxigén sav (A) altali
protonacidja és a nukleofil (B) altali aglikon eltavolitasa jellemzi a reakcié els6
1épését, mely sordn egy enzim-szubtrat intermedier alakul ki. Ezen dtmeneti termék
hidrolizise egy, a kiindulési szubsztrattal azonos sztereokémiai tulajdonsaggal bird
terméket eredményez. b) Invertal6 mechanizmus: a reakcid egylépéses, amely soran

a termék sztereokémidja valtozatlan (Petersen és mtsi. alapjan 1997)
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1.2. POLIGALAKTURONAZOK, PEKTINAZOK TERSZERKEZET
VIZSGALATA

1.2.1 Gomba poligalakturonizok molekularis vizsgalata

Fokozott figyelmet szeretnék szentelni ennek az enzimcsaladnak, hisz
kisérleti munkam ezen témakorhoz (is) kapcsolodik.

A poligalakturonazok a pektin molekula galakturonin kotéseit hidrolizissel
hasitjak.  Reakciomodjukat  tekintve  megkillonboztetink  exo-  illetve
endopoligalakturonézdkat. A szakirodalom a poligalakturonazok patogenitisban
betoltott szerepét illetden nem egységes. A Botrytis cinerea 6 endopoligalakturonaz
génje koziil a Bepg! inaktivalasa mintegy 20 %-kal redukalt virulenciat okozott (ten
Have és mtsi. 1998). Alternaria citri endopoligalakturonaz mutansa szintén redukalt
patogenitast mutatott citrusféléken (Isshiki és mtsi. 2001). Claviceps purpurea
mindkét poligalakturonazanak inaktivalasa gyakorlatilag teljesen avirulenssé tette a
mutanst (Oeser és mtsi. 2002).

Ezzel szemben a szelidgesztenyevészt okozé Cryphonectria parasitica 3
azonositott pg génje koziil a pg/ inaktivalasa nem. okozott fenotipikus valtozasokat.
A pgl gén a legerbteljesebben kifejez6d6 gén in vitro koriilmények kozott, am in -
planta kevesebb, mint 5%-at adja az 6sszPG-aktivitasnak (Gao és mtsi. 1996).
Fusarium oxysporum f. sp. melonis hiarom természetes izolatuma deficites az
endopgl génben. Ezen torzsek transzformalasa a pg/ génnel nem okozott €szlelhetd
valtozést (Di Pietro és Roncero 1998).

F. oxysporum f. sp. Iycopersici masik endopoligalakturonaz génjének (pgs
gén) inaktivalasat is hasonl6 megfigyelések kovették (Garcia-Maceira és mtsi. 2001).
Ebben az esetben nem alkothatd egyértelmii, pontos kép a vizsgalt gén fert6zésben
betoltott szerepérol, hisz nem az Osszes, ismert gént inaktivaltdk, a maradék
PG-aktivits pedig elégséges lehet vad tipusi virulencia kialakitaséra.

A kukoricat karosité Cochliobolus carbonum mindkét (exo- és
endopoligalakturonaz) génjének disztrupcidja nem okozott valtozast a gomba
infekcios képességében (Scott-Craig és mtsi. 1998). Ismert tény, hogy az egyszikiiek
primer sejtfalanak felépitésében nagysagrenddel kevesebb (korilbeliil mintegy
tizede) a pektin, mint a kétszikiieknél. Ez nem magyarazza azonban a C. carbonum
esetében tapasztalt jelenséget, hisz Claviceps purpurea a fifélék és gabonak

maghazat tamadja.
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Gombafajonkét jelents eltérést talaltak az endopoligalakturonazokat
kodolo géneket illetden. Hét gént magaba foglalé multigén csaladot irtak le A. niger
esetében (Parenicova és mtsi. 1998), hat génrdl szamoltak B. cinerea—nal (Wubben
és mtsi. 1999), hét gén ismert az altalam is tanulmanyozott S. sclerotiorum gombaban
(Fraissinet-Tachet és mtsi. 1995). Harom gén ismert a fentickben emlitett C.
parasitica és A. flavus, kettd C. purpurea, F. oxysporum és Colletotrichum
lindemuthianum (Centis és mtsi. 1996), mig egy F. moniliforme (Caprari és mtsi.
1993) valamint C. carbonum —a masik ismert poligalakturonaz exoaktivitast mutat—
esetében.

A poligalakturonaz géncsalad biologiai jelentésége ma még nem tisztazott.
Egyes vélemények szerint a géncsalad mérete Osszefliggésben all az adott gomba
gazdaspecificitasaval. Széles gazdakorrel bird patogén esetén nagy szamu gén all a
gomba rendelkezésére, mig a gazdandvények redukalt szama a kevés pg génnel lenne
magyarazhaté (Esquerré-Tugayé és mtsi. 2000). A sok gén lehetévé teheti a patogén
szamara a kulonb6z6 gazdanévények eltér$ szerkezetli és Osszetételli sejtfalanak
reakciokkal szemben. A B. cinerea és a S. sclerotiorum esetében ezen elmélet
Osszefliggésben all a tapasztaltakkal, hisz mindkét nekrotr6f gomba széles
gazdakorrel bir, mig a két pg génnel rendelkezd C. lindemuthianum specificitasa
csupan a Fabacaea-ékra sziikithetd. Ismertek azonban olyan Botrytis fajok (szerzék
nem pontositottak), melyek egyetlen novényt fertéznek, am a mas Borrytis
torzsekben leirt Osszes pg génnel rendelkeznek (Wubben és mtsi. 1999). A sok
névényt fertdzni képes Phytophtora cinnamonni 17 poligalakturonazat azonositottak,
am szintén nagyszamu génnel rendelkezik a néhany Solanacaea-t karositd
Phytophtora infestans is. Ezen esetekben elképzelhetd, hogy nem minden gén kodol
funkcioképes fehérjét.

Lehetséges, hogy a magyarizat nem, illetve nem csupdn a patogén
gazdakorének méretével all 6sszefliggésben. A szamos PG izoforma reflektalhat a
novényi sejtfal komplexitasara, hisz annak felépitése eltéro lehet fajon, sét egy adott
egyeden belil is. A patogénnek rendelkeznie kell a kiilonboz6 névényi szovetek

eltérd koriilményei kozott is aktiv izoenzimmel.
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1.2.2. Botrytis cinerea poligalakturonaz rendszerének vizsgalata

B. cinerea endopoligalakturonaz rendszere jol jellemzett, szamos
informacio all rendelkezésre, s mivel az altalam vizsgalt fitopatogén gomba (S.
sclerotiorum) kozeli rokona (Sclerotiniaceae csalad, Botrytis génusz), igy fontosnak
tartom ezen ismeretek osszefoglalasat.

'Te_n Have és mtsi. 1998-ban izolaltak 4. niger pgall heterolog génprobat
hasznélva az elsd (Bcpgl) poligalakturonazt B. cinerea-bol (SAS 56 torzs). In vitro
(1% PGA-n, 1% szachar6zon) valamint in planta (paradicsom levelének fertozése
soran) hasonld, konstitutiv Bepgl expressziot figyeltek meg. A gén roncsolasaval
(parcialis génhelyettesitéssel) kapott mutans még mindig fert6zOképes volt, am a
lassabb volt a kontrollhoz képest. Mindebbd! azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a
Bcpgl gén meghatarozé szerepet jatszik a fertézésben. Bcpgl gént hibridizacids
prébaként hasznalva, nem szigora hibridizacios feltételeket alkalmazva szamos
pozitiv fagklont izolaltak a B. cinerea génbankjanak vizsgalata soran. Ezen klonok
restrikciés enzim, Southern- valamint nukleotidszekvencia analizise 5 ujabb
poligalakturonaz gén (Bcpg 2-6) azonositasat eredményezte.

Megvizsgalva kiilonb6zd B. cinerea torzset illetve kiillonbozd Botrytis fajokat
minden esetben az Gsszes gén jelenlétét igazoltak (Wubben és mtsi. 1999), amely
megkérddjelezi, hogy valoban a széles gazdaspecificitast (B. cinerea tobb mint 200
novényt képes betegiteni) szolgalja-e a szamos gént tartalmazo géncsalad jelenléte,
hisz a Botrytis génusz tagjai koziil csupan a B. cinerea rendelkezik nagyszamu
gazdandvénnyel. Mindazonaltal meg kell jegyezni, hogy a hibridizacios kisérlet
csupan DNS-szintii informaciot ad, s nem arul el semmit arr6l, hogy az adott gén
valoban kifejezodik-e illetve az egyes izolatumokban az adott fehérjék ugyanazon
funkcioval rendelkeznek-e (lasd 1.2.1. “Gomba poligalakturonazok molekularis
vizsgilata” c. fejezetet).

A gének expresszidjanak in vitro vizsgalatat kovetden a kovetkezd
megallapitasokat tették: A Bcpgl és Bcpg2 gének mind a négy vizsgalt szénforrason
(pektin, gliikéz, galakturonsav, poligalakturonsav) kifejezdtek, Bcpg4 €s Bcpg6
géneknél a galakturonsav, mig Bcpg3 gén esetén az alacsony pH indukald hatasat
figyelték meg. A Bcpg4 génnél az indukalt expresszi6 glikkozzal represszalhat6 volt,
Bcpg5 indukcidjanak magyarazatara pedig az alacsony pH és galakturonsav egyiittes
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hatasat ajanlottdk (Wubben és mtsi. 2000). Kordbban Van der Cruyssen és
mtsi.(1994) biokémiai analizisiik soran leirtak egy konstitutivan kifejez6d6 béazikus
endoPG-t, amely nincs gliik6z represszionak alavetve (Bcpgl €s Bcpg2 esetében
tapasztaltak), valamint beszamoltak galakturonsav éltal indukalt savas endoPG-okrdl
is (Bcpg4 és Bcpg6 vizsgalata soran megfigyeltek). Az egyes gének promotereinek
analizise soran PacC és CreA traszkripcios faktorok altal felismert konszenzus
szekvencidkat azonositottak, valamint Tudzynski €s mtsi. (2000) CreA-val homolog
fehérjét kodolo gént irtak le (lasd 1.3. “pH, szén- és nitrogénforras indukalta
transzkripcios szabalyozas” c. fejezetet).

In planta (paradicsom, bab, alma, cukkini) végzett vizsgalatok az in vitro
kisérletekhez hasonléan a poligalakturoniz gének differencialt expresszidjat
mutattak, fiiggben a gazdan6vénytdl illetve az infekcio elérehaladtatol (ten Have €s
mtsi. 2001). A Bcpgl gén az Gsszes vizsgalt novény fertdzése soran kifejez6dott, bar
eltérd intenzitassal. Bcpg2 harom novény esetében a fert6zés kezdeti szakaszaban
volt detektalhatd, alma esetében nem mutatott expressziot. A savas pH-val
rendelkez alma esetében gyenge Bcpgl aktivitds mellett erds Bcpg3 és Bcpgs
expressziot tapasztaltak, amely §sszhangban all az in vitro kisérletek soran tett
megfigyelésekkel. Bcpg4 expreséziéja bab ¢és paradicsom fertdzése soran
osszhangban all, koveti Bepgl és Bepg? kifejezodését, amely szintén megerdsiti az in
vitro vizsgalat soran tapasztalt galakturonsav okozta indukciot, ugyanakkor Bcpgb6 is
hasonlo képet mutatott az in vitro ananlizis soran, am in planta a két gén eltéré
expresszids mintazatot mutat. Mindez j61 mutatja, hogy az in vitro koriilmények
kozott szerzett tapasztalatok valoban csupan tajékoztatéd jellegiiek, hisz egy névény
fertdzése soran szamos tényezd egyittes hatasa érvényesiil, amelyek modellezése
rendkiviil nehéz és hosszadalmas munka. Mindazonaltal az in vitro szerzett
tapasztalatok rendkiviil fontosak és hasznosak az in planta tapasztalt megfigyelések
magyarazataban.

Osszegzésiil elmondhato, hogy mind a 6 gén expresszalodott in vitro és in
planta, am eltér6 médon. A ma ismert adatok birtokaban elmondhat6, hogy B.
cinerea endopoligalakturondz géncsaladja egy kulonbozd korilmények kozott
kifejezodni képes, flexibilis rendszert biztosit a gomba szamara, ugyanakkor a
jelenlegi ismeretek szerint széles gazdakore nem magyarazhat6 ezzel. Elképzelhetd,
hogy a Bcpgl és 2 gének (koériilményektdl fligglen egyiitt illetve kiilon-kiilon)

biztositanak egy allandoé aktivitast s ehhez tarsulnak az egyes, valOsziniileg
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“specifikusabb feladatu” poligalakturonazok. Jelenlegi tudasunk szerint nem
allithatjuk, hogy az egyes gének kozott kooperativ miikodés lenne, nevezetesen az
egyes enzimek altal képzett termék(ek) indukalndk a géncsalad egyéb tagjainak
atirodasat illetve gatolnak azok miik6dését, ugyanakkor ezen kaszkadszeri mitkddés
nem zéarhat6 ki, s6t vonzd, logikus elmélet. Mindazonaltal igazolasahoz szamos
Gjabb kisérlet sziikséges, hisz nagyon sok kérdésre valaszt adnanak ujabb
molekuléris (génroncsolas), biokémai (processzivitds vizsgalata) és sztereokémiai

(haromdimezids szerkezet meghatarozasa és analizise) vizsgalatok.

1.2.3.Poligalakturonizok biokémiai jellemzése, a processzivitis fogalma

Az A. niger szaprofita gomba poligalakturonaz csaladjat alkotd hét fehérje
biokémiai tulajdonsagairdl szamos informacio all mar rendelkezésre.

Az A. niger génkényvtaranak vizsgalata 7 endopoligalakturonaz (PGIL II, A-E)
gén jelenlétét igazolta (Bussink €s mtsi. 1992). Az enzimcsalad mind a 7 tagjat
klonoztak (Bussink és mtsi. (1990, 1991, 1992); Parenicova és mtsi. (1998, 2000 A és
B), az érett fehérjék 66-85%-0s homologiajardl szamoltak be, endo mdédon hasitd
poligalakturonazként jellemezték Oket. Az egyes enzimek tultermeltetését és
tisztitasat a specialis biokémiai paraméterek meghatarozasa kovette. A pH
optimumukr6l elmondhato, hogy a savas tartomanyba esik (pH 3.8 (PGE)-pHS.0
(PGD). Az egyes fehérjék azonban egészen eltéré specifikus aktivitast mutattak
poligalakturonattal, mint szubsztrattal szemben: PGC 415; PGII 36.5; PGA 16; PGI
13.8; PGB 8.3; PGD 1.55; PGE 0.5 pkat/mg. Ezek az eredmények jelzik, hogy a
csekély specifikus aktivitdst mutato enzimek esetében a poligalakturonsav nem
idealis szubsztrat. Mindemellett PGA és B részlegesen metilalt szubsztrat
preferenciat mutat (22-45%), szemben a tobbi poligalakturonazzal, melyek eltérd
toleranciaval rendelkeznek a metilalt szubsztrattal szemben [(legérzékenyebbnek a
PGII mutatkozott), Benen és mtsi. 1999; Parenicova és mtsi. 1998, 2000 A és
B)].(Szeretnék utalni az endoPGII krisztallografias vizsgalata soran az Asn-186 és
Glu-252 vizsgalat soran kapott eredményekre, lasd 1.2.5, “Pektinolitikus enzimek
krisztallografias vizsgalata” c. fejezetet).

A biokémiai vizsgalatok soran processziv enzimként jellemezték a PGI, A, C
¢és D enzimeket, mig nem-processzivként a PGII, B és E fehérjéket. A processzivitas

fogalmat el6szor Robyt és French (1967, 1970) irtak le a-amildzok kapcsan:
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tobbszorosen tamado enzimként definialtdk a processziv enzimet, amelyek az els6é
hasitast kévetden nem engedik el a szubsztratot, igy az ujabb enzimtamadasnak van
kitéve. Ezzel szemben a nem-processziv enzim a szubsztratot csupan egyszer hasitja.
Ennek kovetkeztében egy nem-processziv enzim polimert torténé emésztése soran
hosszi oligomerek képzddnek, melyek a reakci6 el6rehaladtaval fokozatosan,
aranyosan alakulnak at kisebb oligomerekké illetve monomerré. Egy processziv
tulajdonsagl enzim esetében viszont (a tobbszoros timadasnak koszonhetOen) a
reakcid kezdetét kovetden gyorsan megjelennek a rovid oligomerek illetve
monomerek (Parenicova €s mtsi. 2000).

Kiilonbdz6 hosszisagh oligomerekkel végzett kisérletekb6l kapott
enzimkinetikai adatok (Vmax, Km), valamint egy adott glikozidos kotés kapcsan
tapasztalt hasitasi gyakorisag (“bond-cleavage frequencies”, BCF) felhasznalhatoak
az adott enzim alegység szamanak becslésére (Benen és mtsi. 1999). A. niger endoPG
I, II és C esetében tett vizsgalatok soran azt allapitottak meg, hogy minimalisan 7
alegység alkotja ezen enzimeket (Benen és mtsi. 1999), ezzel szemben PGD esetében
a szerzOk csupan 4 lehetséges alegységrol tesznek emlitést. Mindazonaltal a PGD az
egyetlen A. niger poligalakturoniaz, mely hidrolizalni képes a digalakturonat
szubsztratot, a szerzok, mint oligogalakturonat hidrolazt definialtak (Parenicova és
mtsi. 2000).

Benen és mtsi. (1999) a —-5-6s alegység miikodésével magyaraztak endoPGI
processzivitasat feltételezve, hogy ez az az alegység, mely a hasitast kovetSen kétve
tartja a szubsztratot. A nem-processziv endoPGII-vel kapott krisztallografias
eredmények (van Santen és mtsi 1999), valamint az A. niger
endopoligalakturonazok elsddleges szekvenciait felhasznalva rendkiviil érdekes
megallapitast tettek a processzivitas kapcsan (Pages és mtsi. 2001). Munkajuk
konkluzidja az volt, hogy egy aminosaveltéréssel magyarazhato egy enzim (4. niger
endopoligalakturonazok esetében) processziv, illetve nem-processziv tulajdonsaga.
A processziv enzimeknél egy arginint, mig a nem-processziveknél egy szerint
talalunk a fehérje —5-6s alegységében. Az eredetileg processziv tulajdonsaggal bird
endoPGI-nél egy arginin-szerin csere (R95S) nem-processzivvé tette az enzimet, mig
ezzel ellenkezbleg az endoPGII-6t (mely eredetileg nem-processziv volt) a
szerin-arginin (S91R) csere processzivvé alakitotta. Itt kell megjegyezni, hogy a
PGD esetében ez az elmélet nem alkalmazhat6, hiszen a 4 alegységes enzim nem

rendelkezik az itt jellemzett —5-0s alegységgel. Ismert az is, hogy a PGD jelentos
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szekvenciaeltérést mutat a fehérje N-terminalis oldalan valamint a szerz6k
(megkiilonbdztetve a tobbi A.miger endopoligalakturonaztol) oligogalakturonat
hidrolazként definialtak.

Osszegzésképpen elmondhatd az A niger 7 (illetve 6 és PGD?) tagot
szamlalé poligalakturonaz csalddja a poligalakturonazokra jellemzd savas pH
optimumot mutat, am az egyes enzimek poligalakturonsav szubsztrattal szemben
mutatott specifikus aktivitasa rendkiviil markansan eltérd volt (PGC esetén
kiemelkedben magas a tobbihez viszonyitva). Mindemellett a szubsztrat
metilaltsagaval szemben mutatott aktivitasbeli kiilonbségek, processziv illetve
nem-processziv moédon hasitd enzimek, valamint a csupan PGD-re jellemzd
digalakturonat hasito képesség egy egymasra épiild enzimkaszkad 6sszehangolt
miikodését feltételezi a pektin degradaci6 soran. Elképzelhetd, hogy a
poligalakturonattal szemben legjelentdsebb specifikus aktivitast mutato, processziv
modon hasité PGC altal generalt kiilonb6z6 hosszisagu oligomerek indukalhatjak az
egyes endopoligalakturonaz géneket, ahol az egyes fehérjék bizonyos hosszisagu
és/vagy metilaltsagd  és/vagy Osszetételli szubsztratra “specializaltak”.
Valosziniisithetd, hogy a PGD a lebontasi folyamat végsé fazisaban jatszik fontos

szerepet.
1.2.4. Poligalakturonaz inhibitor proteinek (PGIPs)

Az utébbi évtizedben keriilt igazin az érdeklédés homlokterébe a
poligalakturonaz inhibitor proteinek (PGIPs) novényi védelmi rendszerben betoltott
szerepe. Ezek a fehérjék a sejtfalban lokalizaltak, s az un. “leucin rich repeat”(LRR)
fehérjecsalad tagjai. Ezen csoportba tartozd fehérjék kéziil szamos meghatarozo
szereppel bir a patogénekkel szembeni védekezésben.

Phaseolus vulgaris (bab) PGIP-jének jelenlétében F. moniliforme vagy A.
niger  endoPG-jének  homogalakturonannal t6rténé  inkubacidja  soran
elicitor-aktivitasu (a novény védelmi rendszerét indukalni képes) oligomerek (OGA)
szabadultak fel (Cervone és mtsi. 1989). Ezen megfigyelésb6l azt a kovetkeztetést
vontak le, miszerint a poligalakturonsav endoPG altali lebontasa soran olyan
specialis hosszal, polimerizacios fokkal bird oligomerek akkumulalédnak, melyek
aktivalni képesek a novény védelmi rekcidit. B. cinerea endoPG-aktivitasit teljes

mértékben gatolta kortébdl izolalt PGIP, ebben az esetben sem OGA akkumulaciot,
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sem elicitor hatast nem figyeltek meg (Sharrock és Labavitch 1994). Cook és mtsi.
(1999) négy PGIP-pel hét gomba endoPG-t teszteltek: itt egyértelmi volt a
endoPG-ékre tett gatld hatas, am egyetlen esetben sem szamoltak be specialis hosszal
biré oligomer felhalmozodasardl, igy valoszinisithetd, hogy ez nem altalanos
érvényli. Lehetséges, hogy Cervone és mtsi. (1989) altal leirt OGA felhalmozddas
—fentiekben részletezett- egy specialis rezisztencia hatasmechanizmust takar.

Jelentds elorelépést jelentett, hogy az elmult néhany évben
rontgenkrisztallografias eljardssal harom poligalakturondz struktirajat sikeriilt
meghatarozni. Ma mér joval tébbet tudunk igy egy prokariota (Erwinia carotovora),
illetve két gomba PG-rél (4. niger-AnPG, van Santen és mtsi. 1999; illetve F.
moniliforme-FmPG, Pickersgill és mtsi. 1998). A két utobbi fehérje B-hélix
szerkezete nagyfoki hasonlosagot mutat, a két fehérje szinte teljesen egymasba
illeszthetd. F. moniliforme egyetlen poligalakturonazanak P. vulgaris PGIP2-vel
alkotott komplexének analizise rendkiviil fontos informaciét adott azon
aminosavakrol, amelyek a poligalakturonaz részérdl jatszanak fontos szerepet a
kapcsolat kialakitasaban. A szubsztrat-kotOhelyen talathatd Arg-267 és Lys-269,
valamint az aktiv centrum el6tt lokalizalt His-188 szerepét talaltak meghatarozonak.
Az érintett aminosavak poziciGja azt suggalja, hogy a PGIP kompeticiot folytat a
szubsztrattal a kotohelyért, illetve az enzimreakciot sztérikus modon is gatolja az
aktiv centrum el6tti kozvetlen kotddéssel. E harom aminosav az adott pozicidban
megtalalhatd AnPGII-ben is, valosziniileg hasonlé funkcidéval birnak P. vuligaris
PGIP2-vel szemben. Ugyanakkor ismert, hogy AnPGII valamint FmPG eltérd
affinitast mutat P. vulgaris PGIP2-vel szemben, valamint PGIP specificitasuk is mas,
hisz amig AnPGII-6t gatolja P. vulgaris PGIP1, addig a FmPG-t nem.

A novény egyedfejlodése soran szamos folyamatban szerepelnek
poligalakturonazok: novekedésben, gyliimélcs puhulasaban, gyokér kialakulasaban,
novényi szerv levalasaban (abcisszi6), pollen kialakulasaban. Joggal mertl fel a
kérdés, vajon milyen modon keriilik ki a névényi poligalakturonazok a patogének
poligalakturonazai ellen termelt PGIP-ek hatasat. Federici és mtsi. (2001) azt
tapasztaltak, hogy a FmPG esetében jellemzett His-188-nak megfelel¢ aminosav
prolin a n6évényi poligalakturonazokban, valamint egy triptofan talalhaté az aktiv
centrumban. FmPG-ében a His-188 cseréje prolinra valamint egy triptofin
inszercidja a gomba poligalakturonaz aktiv centrumaba teljesen gatolta P. vulgaris

PGIP2-vel torténd kolesonhatast.
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A P. vulgaris PGIP1 és PGIP2 szekvenciaja kozott 8 aminosavnyi eltérés
van. A PGIP2 nyolc érintett aminosavjanak egyenkénti cseréje PGIP1 megfeleld
aminosavjara minden esetben csékkentette a FmPG-vel szembeni affinitast. A 253-as
pozidban 1évé glutamin sierepe’t meghatarozonak talaltak, lizinre torténd cseréje
dramaian csokkentette a kolcsonhatast. Val6sziniileg hidrogén kotések kialakitasa
révén jarul hozza a glutamin a PG-PGIP komplex képzéséhez. A lizin glutaminra
torténd visszacseréje Ujra képessé tette a fehérjét FmPG-jének kotésére (Leckie és
mtsi. 1999).

Osszegzésképpen tehat elmondhaté, hogy korokozok elleni
védekezésében fontos és specialis szereppel birnak a ndvényi poligalakturonaz
inhibitor proteinek. Ezek a fehérjék gatoljak és modulaljak a patogén
poligalakturondzainak aktivitast, bizonyos esetekben elOsegitik elicitor-aktiv
oligomerek felszabadulasat, valamint ezek mennyiségének novekedését, amelyek
tovabbi védelmi reakcidkat indukalnak. A patogének poligalakturonazai és az ket
gatold inhibitor proteinek kapcsolatara nagyfoku specializaltsag jellemz6, egy igen

finom, sajatos védekezést biztositva igy a novénynek.
1.2.5. Pektinolitikus enzimek krisztallografias vizsgalata

Az elmult néhany évben a krisztallografias vizsgalati modszer rohamos
fejlodésének koszonhetden szamos pektinolitikus enzim haromdimenzids szerkezete
valt ismertté: harom pektat-liaz (Erwinia chrysanthemi PelC, PelE és Bacillus
subtilis Pel), két A. niger pektin-liaz PelA és B, A. aculeatus rhamnogalakturonazA,
valamint E. carotovora poligalakturonaz és A. niger endopoligalakturonazIl.

A novényi sejtfal felépitésében meghatarozo szereppel bir6 pektin hasitasa
torténhet a liazokra jellemzd B-eliminécidval, illetve a poligalakturonazok altal
glikozidos kotést, mig a lidzok a C5-rdl egy protont transzferalnak a glikozidos
kotésnek, igy hasitvan azt. A B-eliminaci6val torténo hasitas soran a végtermékben a
nem-redukalé vég felol a C4-C5 kozott telitetlen kotés alakul ki, A glikozid

hidrolazok savas, mig a liazok lugos pH optimummal rendelkeznek a katalizisben.
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3. abra: Pektinolitikus enzimek haromdimenzi6s megjelenitése A) E. chrysanthemi
pektat-liazC B) E. chrysanthemi pektat-liazE C) A. niger pektin liazB D) E.
carotovora poligalakturonaz E) 4. aculeatus rhamnogalakturonazA (Herron és mtsi.
munkdja alapjan 2000)

Az eltér6é reakciomechanizmus ellenére az ismert pektinolitikus enzimek
alapvetéen megegyez6 haromdimenzids szerkezettel birnak: egy jobbmenetes
parallel B-hélix struktira (3. abra) E. chrysanthemi PelC esetében 8 csavarulat
talalhaté a hélixben, melyek egymasra rakddva 3 parallel elhelyezkedésii B-lemezt
hoznak létre (Yoder és mtsi. 1993). Jellemz0 erre a formara, hogy a beliil talalhaté
szomszédos aminosavak egy belso, stabilizalé szereppel rendelkezé magot (“core”
hoznak létre. Ugyanakkor a felszinen elhelyezkedé aminosavak hurkokat (“loop™)
képeznek, melyek hosszukat és Osszetételiiket illetéen eltéroek lehetnek. A belsd
magbol kinytlva ezen hurkok képzik a szubsztrat-kotohelyet €s az aktiv centrumot.

PelC (E. chrysanthemi pektat-liaz C) struktirdjanak analizise két dologrol
adott felvilagositast: egy feltételezett Ca®*-kst6 helyrél, valamint ezen kotéhelyet
koriiloleld negativ toltésti arokrol, melynek felépitése képessé teszi galakturonsav
monomerbdl felépiilé oligomer megkotésére (Yoder és mtsi. 1993). E. chrysanthemi
egy masik pektat-lidzarol (PelE, mely 22% szekvencia homolégiat mutat PelC-vel)
ismert, hogy a feltételezett Ca”*-koté hely mellett koncentralodik a negativ toltések
dontd tobbsége (Lietzke és mtsi. 1994). PelC és PelE haromdimenzids szerkezetének
egymashoz illesztése sordn (felhasznalva a primer szekvencidk parositasa
(“aligment™) soran nyert informéciokat) 10 konzervativ pozicidji aminosavat
azonositottak, melyek elhelyezkedésiikbol fakadoan két csoportra voltak oszthatoak
(4. abra, Herron és mtsi. 1995). Az elsé csoportot alkotdé Asp-131, Arg-218 és
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Pro-220 a feltételezett Ca®"-kotd hely mellett taldlhatéak, mig a masodik csoportot
képz6 7 aminosav a fehérje ellenkezd oldalan lokalizalt. Hely specifikus mutagenezis
bizonyitotta, hogy az elsé csoport 3 tagja érintett a pektinolitikus aktivitasban, 4m a
masodik csoport tagjainak szerepe nem tisztazodott (Kita és mtsi. 1996; Herron és
mtsi. 2000)

4. abra : Pektat-lidzokban azonositott konzervativ helyzet(i aminosavak

Fontos informéciokat adott a katalitikus aktivitdsdban sériilt mutans
szubsztrattal képzett komplexének vizsgélata (Scavetta és mtsi. 1999). Meglep6 volt,
hogy a vart eggyel szemben 4 Ca®*-t taldltak az enzim-szubtrat komplexben. A
legfontosabb felfedezést azonban a pektat-lidz szupercsaladban konzervalt pozici6jia
Arg-218 szerepét illetden tették, mely C5-rdl térténd proton elvonasat és glikozodis
kotés felé tovabbitasat végzi. Ca>*, valamint egy konzervativ pozicidju lizin (Lys-190)
neutralizaljdk a savmaradékot és stabilizaljak az enol atmeneti format, s igy oly
lokalis viszonyokat teremtenek a CS5, illetve a szomszédos savmaradék koriil, mely

lehetvé teszi az arginin a protonelvondként valé mitkdést.
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5. dbra: A. niger pektin-lidz B és galakturonsav oligomer (GalpAy) feltételezett
kolcsonhatasa. A hidrogén-kotéseket pontozott vonal, az oxigén atomokat és

metil-csoportokat kor jeloli (Herron és mtsi. alapjan 2000)

A. niger PelB (pektin-liaz)-szubsztrat komplexet mutat az 5-6s dbra. A
pektin-lidzok (pektat-lidzokkal szemben) a metilalt szubsztatot preferaljak és
aktivitasukhoz nem igénylenek Ca**. A modell jol mutatjia a metil-csoportokat
koriiloleld hidroféb zsebeket, melyeket elsdsorban triptofan és tirozin alkot. Ca®*
intermediert stabilizalé szerepét feltételezhetden az Arg-176 veszi at, de lehetséges,
hogy a protontranszferben is érintett. Mutacios kisérletek igazoltak az Asp-154,
Arg-236 és Pro-238 katalizisben betoltott szerepét. Ez ut6bbi aminosav az Arg-236

7y

*rer

megfeleld helyen a pektat-liazoknal is (PelC esetében keriilt emlitésre) a katalizisben
részt vevO aminosavakat talaljuk (PelC-nél Asp-131, Arg-218, Pro-220, Vitali és
mtsi. 1998, Herron és mtsi. 2000).

A lidazok szerkezetének haromdimenziés analizise soran bizonyitast nyert
tehat, hogy a katalizisben részt vevé aminosavak konzervativak mind a pektat-, mind
a pektin-lidzok esetében (B-eliminacioval torténd hasitds mindkét esetben). Eltérd
szubsztrat igényiikkel all 6sszhangban a szubsztratk6td helyekre jellemzé feliileti
toltés: a pektat-liazok Ca®* kotésével pozitiv elektrosztatikus potencialt hoznak létre,
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mig pektin-lidazok szubsztratk6td helyének kialakitdsaban részt vevd aminosavak
negativ felszini toltést képeznek. A pektat-lilzok az enyhén metilalt
homogalakturonsavat hasitjak, ahol a negativ t6ltésii galakturonsav momomerek egy
globalis felszini negativ t6ltést hoznak létre, igy ezen szubsztrat megkotésére idedlis
a pozitiv felszini szubsztratk6td hely. Ezzel szemben a szubsztrat er6sen metilalt
régidiban a metil-csoportok neutralizaljak a monomerek okozta nettd negativ toltést,
ezért a pektin-lidzok szubsztratkoto helye eltérd a pektat-liazokra jellemzoktol.

A masik nagy csalad, a glikozid-hidrolazok haromdimenzids analizise is
szamos fontos és érdekes informaciot adott. Az A. niger endopoligalakturonaz
I1-jének rontgenkrisztallografias vizsgalata is a fentiekben megismert alapszerkezetet
tarta fel (van Santen és mtsi. 1999). A 10 csavarulat alkotta hélixben 4 parhuzamos
B-red6 talalhatd. A “loopok™ (hurkok) altal formalt, a fehérje felszinén talalhato
arokban elhelyezkedd aminosavak (Asp-180, Asp-201, Asp-202, His-223, Arg-256,
Lys-258) helyspecifikus mutagenezise igazolta ezen aminosavak meghatardzo
szerepét a  szubsztrat-kotésben/katalizisben. (6. 4abra). A feltételezett
reakciomechanizmus szerint Asp-180 és Asp-202 a tdmadé viz molekulat aktivaljak,
mig Asp-201 a hasitandé glikolitikus kotés oxigénjét protondlja. Ezen héarom
aminosav mutacidja jelentdsen csokkenti az enzim aktivitdsat (Armand €s mtsi.
2000). Arg-256 és Lys-258 a szubsztratkotésben jatszanak szerepet, mig His-223 a
haromdimenziés szerkezetben elfoglalt pozicidja révén valdsziniileg az Asp-201

idealis ioniozacios allapotat tartja fenn (Armand és mtsi. 2000).

n%?o;\ i n’°/<°

Asp 22

6. abra: Glikozid-hidrolazok feltételezett reakciomechanizmusa (Armand és

mitsi. alapjan 2000)
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P22 fag ramnozidaz (Salmonella typhimuriumot tamadé fag azon
apparatusanak része, mely a baktérium O-antigénjét hidrolizalja) aktiv centrumaban
a fentiekben emlitett harom aszpartattal (Asp-180, 201 és 202) geometriailag hasonlo
elhelyezkedésii savas aminosavakat azonositottak: Glu-359 (Asp-180), Asp-392
(Asp-201) és Asp-395 (Asp-202) (Steinbacher és mtsi. 1996, 1997). E. carotovora
poligalakturonaz (PehA) esetében az Asp-180-nak és Asp-201-nek megfeleld
aminosavak kozvetleniil érintettek a katalizisben (Pickersgill és mtsi. 1997). 4.
aculeatﬁs rhamnogalakturonazA-ban is (RgézA; Petersen és mtsi. 1997) is
megtalalhatoak ezek az aminosavak, annyi kiilonbséggel, hogy Asp-202-Onek
megfeleld aminosavat glutamat helyettesiti. A 2-es abran lathatd, hogy az un.
invertald hidrolazokra kidolgozott alapséma szerint a katalizisben kozvetleniil részt
vevé aminosavak karboxil-csoportja kozotti tavolsag 10 A. Frdekességképpen
emlitést érdemel, hogy 4. niger endoPGII-nél Asp-180 és 201 kozotti tavolsag 4,1 A,
mig P22 fag esetében is eltér a modelltdl, mely azt suggalja, hogy a nukleofil tamadas
valamint a protonacio6 valésziniileg a glikozidos kotés egyazon oldalarol érkezik.

A glikozil-hidrolazok esetében is konzervativ felépitésii aktiv centrumok
valtak ismerté a haromdimenzios analizis soran. A konzervativ régiok mellett itt is
fellelhetok az egyes enzimekre jellemzé specialis helyzeti aminosavak. 4. niger
endoPGII-ben Met-150 talalhatd, am a t6bbi 5 4. niger endoPG-ben glicint talalunk.
A kén atom altal generalt elektrosztatikus potencial fontos lehet egy esetlegesen
specialis, az endoPGlIl-re jellemzd szubsztrat megkotésében. Az endoPGII-nél a
Glu-252 alaninra torténd cseréje noveli az enzim toleranciajat fokozottan metilalt
szubsztrattal szemben. Ebben a pozicidban glutamatot talalunk PGII és PGA
esetében, mig a tobbi 4. niger endoPG-nél glicint illetve alanint. EndoPGII-nél
Asn-186 glutamatra torténd cseréje esetén a teljesen demetilalt szubsztrat volt az
enzim szamara idealis. Asp-282-6t talalunk 5 A. niger endoPG-nél a PGB-t kivéve,
ahol ezen a helyen lizin van. A 28-as glikozil hidrolaz alcsalad tagjaira jellemz6 a
emlitett, Pages és mtsi. 2000) A. aculeatus ramnogalakturonaz A kivételével
(Armand és mtsi. 2000), amely szintén bizonyos specializaltsagot sejteti. Lehetséges,
hogy Osszefliggésben 4ll a ramnogalakturoniz ramnéz-galaktoz a-1,2 kétésének
hasitasaval, szemben a poligalakturonazokra jellemz6 galaktoz-galaktéz a-1,4

aktivitasaval.



26

Osszegzésképpen  elmondhat, hogy mind a lidzok, mind a
poligalakturonazok hasonlé haromdimenziés szerkezetet mutatnak (jobbmenetes
parallel B-hélix struktura). Ezen vizsgalati modszerrel tett megfigyelések
alatamasztjak a biokémia vizsgalatok soran tett észrevételeket, miszerint az egyes
reakci® mechanizmusokhoz (B-eliminacid, . hidrolizis) konzervativ felépitésii
katalitikus centrumok tarsithatbak. Ez a vizsgalati modszer fehérje, illetve
fehérje-szubsztrat szinten adhat magyarizatot a patogén altal termelt kiilénb6zd
enzimek szamos izoformajanak fert6zésben betoltott szerepére. Az egyes izoformak
specificitasait meghataroz6 aminosavak azonositasa révén lehetéség nyilik a
patogenezis soran zajlo események pontos rekonstrukcidjara, az egyes enzimformak

specialis feladatanak preciz meghatarozasara.

1.3. pH, SZEN- ES NITROGENFORRAS INDUKALTA TRANSZKRIPCIOS
SZABALYOZAS

A kiils6 koériilményekhez valo alkalmazkodas, a homeosztazis fenntartasa, a
megfelel6é .gének aktivilasa illetve represszija a gombak korében is alapvetd
jelentdségli. Szamos szabalyoz6 mechanizmus vesz részt egy rendkiviil komplex és
bonyolult regulaciés rendszer kialakitasaban. Ennek a rendszemek a teljes
attekintésére nem vallalkozok, hisz ennek a dolgozatnak nem ez a célja, am kisérleti
eredményeim értékeléséhez, analiziséhez mindenképpen sziikségesnek tartom harom

alapvet( folyamat 6sszefoglalasat.
1.3.1. pH szabalyozas

A. nidulans-ban PacC transzkripcios faktor medialta pH regulaciot irtak le
(Denison 2000). Hat pal gén (pal A, B, C, F, H, I) alkotta ambiens pH érzékeld
szignal transzdukcios rendszer szabalyozza a PacC fehérjét. Savas pH-n a PacC nem
aktivatora az alkalikus géneknek és nem represszora a savas géneknek, igy az
acidikus gének nem represszaltak, mig az alkalikus gének nem expresszaltak. Ligos
kozegben a pal rendszeren keresztiil a PacC fehérje aktivalodik, s mint az alkalikus
gének aktivatora, illetve az acidikus gének represszora tevékenykedik. A pal
mutansok ezért a savas korilmények kozotti novekedésre jellemzd fenotipust

mutatnak.
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Alkalikus pH-n az inaktiv PacC fehérje aktivalasa a C-terminalis inhibitor
régié proteolitikus hasitasan keresztiil zajlik. Savas pH-n a PacC fehérjén beliili,
intramolekularis kélcsonhatasok miatt a hasitas nem johet létre. Lagos pH-n ezen
molekulan beliili kotések a pal rendszernek koszonhetden megsziinnek, igy lehetoség
nyilik a proteolitikus hasitasra.

A pal rendszer hatdsmechanizmusa ma még nem tisztazott. A PalB egy
protedz, mely a calpainnal, egy kalcium aktivalta cisztein protedzzal mutat
hasonlésagot (Denison és mtsi. 1995). Valosziniileg a proteolitikus aktivacidban
jatszik szerepet a PalB fehérje. A pall és palH gének szekvenciajuk alapjan nagy
val6szinliséggel membranfehérjét kodolnak, igy funkcidjukat tekintve pH-szenzor
proteinként a kiilsé pH érzékelésében jatszhatnak szerepet.

Meghatarozo szereppel bir a S. sclerotiorum okozta fertozés soran a gomba
altal termelt oxalsav (lasd 1.5.6. “Oxalsav-oxidativ burst” cimii fejezet). Ennek
ismeretében nem meglepd, hogy a pH szamos folyamat szabalyozasiaban dontd
fontossagin. Novekvd alkalikus pH-nak kitett S. sclerotiorum névekvd oxalsav
produkciét mutatott; szklerocium képzését elosegitette a savas, am gatolta a neutralis
pH. Rollins és mtsi. (2001) §. sclerotiorum-bol klonozta a pacC-vel homologiat
mutato6 pacl gént. Pacl gén promoter szekvenciajanak analizise 8 konszenzus PacC
koétohelyet tart fel, mely autoregulaciot sugall. Mindemellett a szekvencia alapjan
josolt szerkezete is szamottevO hasonldésagot mutatott az A. nidulans PacC fehérjével.
A két fehérje kozotti funkcionalis homologiat A. nidulans pacC null mutansanak
sclerotiorum-ban 1is létezik a Pal/Pac rendszer, s feltételezhetéen hasonlé méodon
miikddve hasonlét funkciét tolt be, mint A. nidulans pal rendszere. A pal rendszert
képz6 gének klonozasa és funkcionalis analizise folyamatban van (Antal és Bruel,

személyes kozlés).

1.3.2. Szénforras medialta represszié (“carbon catabolita repression”)

A fitopatogén gomba pektinbonté enzimei révén a névényi sejtfal
lebontasaval a novekedéséhez sziikséges szénforrashoz jut. A pektin lebontasa soran
képz6dd oligomerek, egyszeri cukrok meghatdrozO szerepet jatszanak a
pektinolitikus enzimek transzkripcidjanak szabalyozasaban. A szén katabolit

represszié (“carbon catabolite repression”) egy olyan transzkripciés szabalyozo
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mechanizmus, amely lehetévé teszi a gomba szamara, hogy metabolizmusat a
rendelkezésére allo gliikézhoz (esetlegesen mas metabolizalhaté szénforrashoz)
igazitsa.

A glikéz medialta génrepresszio Saccharomyces cerevisae-ben jol
jellemzett folyamat. A Migp1 egy Cys,His; cink ujj (“zinc finger”) transzkripcios
fehérje, mely az Ssn6p és Tuplp faktorokkal egyiitt a gliilkoz represszalt gének
5’-SYGGRG-3’ konszenzus promoter szekvencidjshoz kotodve -gatolja azok
transzkripcidjat. Amennyiben nincs gliik6z, Snflp szerin-treonin kinaz aktivalodik és
foszforilalja Miglp-t, amely nem fejt ki tovabb represszor hatast és elhagyja a
sejtmagot. Gliikoz jelenlétében Snflp inaktiv, nem foszforilalja Miglp-t, amely a
sejtmagba lépve represszalja a célgéneket (Ostling és Ronne 1998; Treitel és mtsi.
1998). Egy masodik (Mig2p) cink ujj faktort is azonositottak, am ez kisebb
jelentOséggel bir, mint a Miglp. Mig2p er0siti, finomitja az invertazt koédolo SUC2
gén Miglp altali szabalyozasat, am nem gyakorol hatast egyéb gliikoz-represszalt
génre. Az extracellularis glikk6z koncentracidjarél egy foszforilacios kaszkad
szallitja az informaciot a sejtbe.

Fonalas gombak esetében joval kevesebb informacié all rendelkezésre. 4.
nidulans-ban azonositott Cys;His; fehérje (CREA) DNS-kot0 doménje nagy
homologiat mutat a Miglp ezen doménjével, s emellett képes a glikoz represszalt
gének 5’-SYGGRG-3’ motivumjahoz kétodni. Hasonlé fehérjéket azonésitottak A.
niger-ben (CREA, Drysdale és mtsi. 1993), T. reesei-ben és 1. harzianum-ban
(CREI1, Strauss és mtsi. 1995; Ilmen és mtsi. 1996; Takashima és mtsi. 1996),
valamint Metarhizium anisopliae-ben (CRR1, Screen és mtsi. 1997), mely alapjaiban
analog regulaciot feltételez. A. nidulans-ban gliikk6zon alacsonyabb a CRE A-szintet
detektaltak (represszor szénforras), mint glicerolon vagy arabinézon (nem represszor
szénforras) (Shroff és mtsi. 1996; Strauss és mtsi. 1999). Hasonl6é jelenségrol
szamoltak be I. reesei esetében, ahol a nem-represszalo szénforrason tapasztalt
magas crel transzkriptum szint teljesen eltiint, miutan gliikozt adtak a tapkozeghez
(Tlmen és mtsi. 1996).

S. sclerotiorum-bol is klénozasra keriilt a crel gén, homologiat mutatva a
cred és MIGI génekkel. A crel gén expresszdja pozitiv korrelaciét mutat az
exocelluléris glikoz koncentracidval ellentétben az A. nidulans és T. reesei esetében
tapasztaltakkal. Ugyanakkor S. sclerotiorum crel gén transzkripcidja is fligg a kiilsé

szénforrastol. Western-blot analizis joval magasabb CRE1 szintrél taniskodik
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gliikdzon és glicerolon, mint pektinen. (Ez esetben is igazolodott tehat, hogy CRE1
szintézisét nem kizarolag glik6z valthatja ki, de mas szénforras is.) A pektinen
tapasztalhaté poligalakturonaz aktivitas represszalhato glicerollal (represszi6
mértéke kisebb, mint gliikdz esetén) jelezvén, hogy glicerol befolyasolhatja az
exocellularis enzimszintézist (Riou és mtsi. 1991). Hasonlo megfigyelést tettek A.
nidulans-ban is (Solis és mtsi. 1990). Tisztazasra var még, hogy CRE1 érintett-e
ebben a folyamatban. o

CRE1 stabil fehérje, mely stabilitis fiiggetlen a rendelkezésre all6
szénforrastol. A gomba nem-indukalé kozegbdl (pektin) indukalod tapfolyadékra
(gliikéz) torténd atoltasa utan réviddel (30 perc elteltével) cikloheximiddel gatoltdk a
fehérjeszintézist, s ezutan vizsgaltdk a CRE1 fehérje mennyiségét
immunodetekcidval. Ez a félora elegendé volt nagy mennyiségi CRE1 szintéziséhez,
ami azutan 6 Oraval késobb is detektalhaté volt. Hasonlo eredménnyel zarult a
gliikk6zrél pektinre torténd transzfer is (Vautard-Mey és mtsi. 1999). CREI represszor
pektinen is (bar kisebb mértékben) detektalhaté Western-blot analizis soran, s6t
gliikk6zrél pektinre torténd transzfer utan nagy mennyiségben van jelen (mar rogton a
transzfer utan). Ismert az is, hogy a pektin indukalja az endopoligalakturonazok
szintézisét is (lasd 1.2, “Poligalakturonazok, pektinizok térszerkezet vizsgilata”
cimi fejezetet). Igazolast nyert az is, hogy a pgl/ gén promoterében talalhat6
5’-SYGGRG-3’ motivum, s ehhez a CREA transzkripcios faktor képes is kotodni
(Reymond-Cotton és mtsi. 1996). Ezek az eredmények azt suggaljak, hogy a CRE1
(Reymond-Cotton és mtsi. 1996; Vautard és mtsi. 1999), am a fenntiekben leirt
eredmények ismeretében a pektinen tapasztalt endopoligalakturonaz transzkripcid
bizonyult).

Egy transzkripciés faktor mitkodésének szabalyozasa lehetséges cellularis
kompartmentizacio révén is. S. sclerotiorum szubcelluléris frakcidinak vizsgalata
(mag és citoszol frakcid) bizonyitotta, hogy a gliikkdzon névekvd hifa esetén CRE] a
magban talalhatd, am az a citoplazmaba tavozik, ha nincs glitk6z a tapkozegben. A
creA” A. nidulans mutans transzformacioja GFP-CRE]1 fizi6s fehérjével igazolta ezt
a megfigyelést (Vautard-Mey és mtsi. 1999). Aequorea victoria medaza z6ld
fluoreszkald fehérjéjének (GFP: green fluorescent protein) C-terminalisat

fuzionaltattak S. sclerotiorum CRE1 N-termindlisaval. Ezen eredmények
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ismeretében a glik6ézrél pektinre torténd transzfer wutan tapasztalhato
endopoligalakturonaz expresszié nagy valoszinliséggel a represszor megvaltozott
intracellularis lokalizaciojaval magyarazhatd. Annak a lehetdség, hogy a S.
cerevisiae kofaktorainak (Ssn6ép, Tuplp) megfelelé fehérjék is szerepet jatszanak
ebben a folyamatban csekély, hisz ilyen faktorokat idaig tudomasom szerint nem
irtak le. A Neurospora crassaban leirt rco-1 gén (mely szekvencia homoldgiat mutat
~ a TUPI génnel) nem jatszik szerepet a gliikoz represszioban.

Vautard-Mey és mtsi. (2000) egy Gjabb GFP-CRE! fiizi6s proteint a111tottak
eld, ahol szerin-alanin cserével (S266A) mutaltattik a CRE1 fehérje egy AMPK
(cAMP-fiiggd protein-kinaz) foszforilacios motivumat. CRE1 elvesztette represszor
képességét (jelezve egy szerin-treonin kinaz szerepét ebben a folyamatban), am
fluoreszcens mikroszkopos analizis igazolta a fzids protein magi jelenlétét. A
magba passziv diffizioval torténd belépése nem valdszinli a fiziés termék nagy
mérete miatt: 74 kDa, mig Turpin és mtsi. (1999) éltal jelzett hatar a nuklearis
poruson keresztiili diffizié szamara 60 kDa.

Szamos eredmény (pl.: a foszforilalhatd Sy¢¢ muticidja megszinteti a
represszor aktivitasat; a CRE1 funkcidjanak elvesztése ellenére is a magban
lokalizalt; a CRE1 nem tudja komplementalni a MIG1/2 deficiens S. cerevisiae-t
(Vautard és mtsi. 1999) azt suggalja, hogy a gliikoz represszio eltéré modon zajlik
élesztoben és fonalas gombaban. Sikeriilt kldnozni S. sclerotiorum SNF1 génjét,
mely gyenge és konstitutiv expressziot mutatott mind in planta, mind in vitro

kén'ilme'nyek kozott, ﬁiggetlem’il a szénforrastol. (S. Vacher személyes kézlés). Snfl

s gy

srer

eldallitottak SNFI mutanst (Tonukari és mtsi. 2000). A mutansok redukalt
novekedeést mutattak komplex szénforrasokon (pektin, xilan, kukorica sejtfalkivonat)
és egyes egyszerl cukrokon (galakt6z, galakturonsav, maltoz, xiléz, arabindz), am
nem tapasztaltak eltérést gliikkozon, frukt6zon, illetve szaharézon torténd novekedés
esetében. A toxintermeld torzs esetében HC-toxin termelése, konidium és
appresszorium képzése normalis volt, ugyanakkor a sejtfaldegradalé enzimtermelés
(B-1,3-gliikanaz, pektinaz, xilanaz) szintén redukalt volt. In planta végzett kisérletek

igazoltak, hogy Snflp szerepet jatszik a kukorica infekcidjaban.
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1.3.3. Nitrogénforras medialta génregulicio

A masik intenziven kutatott teriilet a nitrogénforras medialta génregulacio.
Ezt a témakoért (a fentiekben jellemzett szénforras okozta regulacidhoz hasonléan)
csupan az alapfogalmakat, alapfolyamatokat érintve ismertetem, hisz rendkiviil sok
és szerteagazé informacié &ll rendelkezésre, am ezen szabalyozo folyamatok
alapjainak ismeretét mindenképpen fontosnak, sét elengedhetetlennek tartom.

Szamos informacié ismert mar ared (4. nidulans, Kudla és mtsi. 1990), nit-2
(N. crassa, Fu és mtsi. 1987), GLN-3 (S: cerevisiae, Minehart és mtsi. 1991), nre
(Penicillium chrysogenum, Haas és mtsi. 1995) gének altal kédolt pozitiv médon
haté (nitrogén medialta szabalyozasban érintett) fO regulator fehérjékrdl. Ezen
transzkripcios faktorok a GATA-csalad tagjai, velitkk rokonsagot mutatd fehérjéket
jellemeztek a névény- és allatvilagban is. Jellemzo ezekre a fehérjékre a Cysz-Cys;
cink-ujj motivum, valamint a célgén 5’-GATA-3’ és 5’-TATC-3’ (GATA szekvencia
komplementer inverze) promoter szekvenciajahoz k6todo DNS-koté domén (Feng és
mtsi. 1993; Marzluf és mtsi. 1997). A magasabbrendiiekre leirt GATA-faktorokra két,
mig a gombak esetében altalaban egy cink-ujj motivum jellemz6 (am ismert kivétel is,
mint példaul Ustilago maydis-nél leirt URBS1 szintén két cink ujjal rendelkezik,
Haas és mtsi. 1997.) Ezek az altalanos (globalis) transzkripcios faktorok szamos
nitrogén anyagcserében érintett gén transzkripcids szabalyozasaban fontosak, pozitiv
aktivalé modon, amikor nitrogén-forras nem all rendelkezésre. Fontos emlitést tenni
arrol, hogy egy adott faj rendelkezhet tobb GATA-faktorral is: N. crassa-ban
legalabb 5 (NIT1, WC1, WC2, NGF1, SRE, Feng és mtsi. 1998), S. cerevisae-ben
legalabb 4 (GLN3, DAL80, GAT1/NIL1, DEH]1, Stanbrough és mtsi. 1995) ilyen
fehérje 1étezik. Az is ismert, hogy az egyes szabalyozo folyamatokban szerepet jatszo
GATA-faktorok nem csupan pozitiv médon szabalyoznak, mert hisz ismertek
negativ hatasu GATA transzkripcios faktorok is (DAL80, URBS1). Fontos az egyes
GATA-faktorok altal szabalyozott gének promotereiben a kotohelyek szama,
orientacioja, egymashoz viszonyitott helyzete, hisz 2 GATA-kotohely
funkcionalisan aktiv elrendezése esetén azokat kevesebb, mint 30 bp valasztja el
(Marzluf és mtsi. 1997). Ugyanakkor az is ismert, hogy szamos faktor egymassal
atfed6 kotOhellyel bir, valamint az a tény, hogy milyen sokrétegii, szerteagazo
szabalyozasban vesznek részt ezek a fehérjék azt feltételezi, hogy bonyolult és

osszetett transzkripcionalis szabalyozé folyamatokrol van sz6. Erre példa V. crassa



32

nit-3 (NADPH-fiiggd nitrat-reduktazt kodolé gén, transzkripcios aktivalasahoz
nitrogén derepresszio és nitrat indukcié egytittes hatasa sziikséges) NIT-2 és NIT-4
(Cyseé/Zn; domén felelés a DNS kotésért) transzkripcios faktorok altali szabalyozasa.
NIT-2 illetve NIT-4 6nmagaban nem képes aktivalni a gént, egyiittes k6todésiik
sziikségeltetik. Ez a kooperacio feltételezi ezen faktorok egymassal torténd
koélcsonhatasat, egy protein-protein interakciot (Feng és mtsi., 1998). Ez a jelenség
nem példa nélkiili, hisz emlés GATA-1 fehérje Sp1 és EKLF proteinekkel (Merika és
mtsi. 1995), mig GA’i‘AZ JUN és FOS faktorokkal képez kapcsolatot (Kawana és
mtsi. 1995).

1.4. GLICERINALDEHID-3-FOSZFAT DEHIDROGENAZ (GPD)

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GPD) kulcsenzim a glikolizisben
és a glitkoneogenezisben: a glicerinaldehid-3-foszfat glicerinsav-1,3-difoszfatta valo
atalakulasat katalizalja. A gpd egy erdsen kifejez6d6 gén: éleszt6knél a poly (A)+
RNS 2-5%-at a gpd mRNS (Holland és Holland 1978; Edens és mtsi. 1984), illetve a
sejten beliili fehérjék kozel 5%-at a GPD teszi ki (Krebs és mtsi. 1953).

A gpd gén jelentOsége kettds a molekularis mikologiaban. Egyrészt szamos
publikacio ismert, melyek a gpd gén szekvenciajan alapulo filogenetikai elemzést
irnak le (Harmsen és mtsi. 1992; Jungehiilsing és mtsi. 1994; Verdoes és mtsi. 1997,
Wolff és mtsi. 2002). Masrészt egy erds expressziot mutaté génrdl van szd, igy
promoter szekvenciajat szamos esetben hasznaltak fel transzformacids rendszerek
kialakitasara a gombak korében (Punt és mtsi. 1987; Jungehiilsing és mtsi. 1994;
Varma €s mtsi. 1999; Wolff és mtsi. 2002). Homolég transzformaciés rendszer
esetén (valamely sajat gén promoterét felhasznal6 rendszer) szamos esetben az adott
gén hatékonyabb expressziojat tapasztaltak (Mach és mtsi. 1994; Osiewacz és Ridder
1991).

Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gént erés expresszidja mellett
konstitutivan kifejez6d6 génként tartjak szamon (Holland és Holland 1978;
Waterham és mtsi. 1997; Hirano és mtsi. 1999). Mindezzel ellentétben ma mar ismert
olyan tanulmany is, mely a gpd gén regulalt expresszi6jardl szamol be. Puyeski és
mtsi. (1997) T harzianum gpd génjét vizsgalva eltéré mértéki expresszidt észleltek a

rendelkezésre allo szénforrastdl (gliikozon erésebb, mint Rhizoctonia solani sejtfalat
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alkalmazva), illetve az egyes életszakaszokt6l (csokken a gpd gén expresszidja a

sporulacio alatt) fliggéen.

1.5. SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

1.5.1. Altaldnos leirds, morfologia

A S. sclerotiorumot elsoként Libert (1837) irta le Peziza sclerotiorum néven.
Fuckel 1870-ben hozta létre a Sclerotinia génuszt (melyre jellemz6, hogy imperfekt
alak nincs) és Libert iranti tiszteletbd! 4j névvel (S. libertiana) illette ezt a gombat.
- Wakefield (1924) utal a Nemzetkozi Botanikai Nomenklatira szabalyaitol valo
eltérésre, illetve Massee-t nevezi meg a S. sclerotiorum név megalkotojaként, igy a S.
sclerotiorum (Lib) Massee nevet javasolja. Azonban de Bary mar 1884-ben hasznalta
publikacidjaban a S. sclerotiorum elnevezést, igy valoszinileg akkor jarunk el
helyesen ha S. sclerotiorum (Lib) de Bary elnevezést alkalmazzuk.

A S. sclerotiorum az aszkuszos gombak legnagyobb, legtobb fajt szamlalo
rendjébe (Leotiales) tartozik. A rendre az egyszerli falu és egySzerﬁ porussal nyilé
aszkuszok jellemzOek. A termétest csésze vagy tanyér alaki, nyeles vagy nyeletlen.

A Sclerotiniaceae csaladra barna szinii, nyeles apotécium jellemzd. Az
aszkuszok hengeres alakaak, az aszkospoérak elliptikusak és legtobbszor egysejtiiek.

Mesterséges tenyészetben hofehér, siri micéliummal szovi be a taptalaj
feluletét. Oreg tenyészetekben mikrokonidiumok képzddését figyelték meg (Willetts
és Wong 1992, Gulya 1997). Ezek apré (2-3 p-os), ivarsejt értéka képletek. A gomba
névekedési optimuma 20-25°C kézé tehetd (Zandoki 2001).

Kedvezétlen korilmények kozotti talélést a gomba kitartoképlete, a
szklerocium (0.2-2 cm) biztositja. Valodi szkleréciumrél van sz, hisz fekete
kéregrészre (cortex) és vilagosabb veldallomanyra (medulla) tagolodik (Willetts és
Bullock 1996). A szkleréciumok képzOdése hifatomegb6l indul, a kéregsejtekben
melanin halmozddik fel (fekete vagy barna szint okozva). A barna és a fekete
szklerociumok csirazasi sebességében jelentOs eltéréseket tapasztaltak, hisz a
barnaké gyorsabb (Huang és Kosub 1990). |

A szklerocium a fert6zott névényi részeken/részekben barhol kialakulhat.
Mesterséges tenyészetben a képz8do kitartoképletek mérete, szama a tapanyagellatas
és a torzsek fliggvényében erdsen valtozik, valtozd tovabba a szklerocium képzés
“mintazata” is (korkoros, szort stb.). A kisebb szklerociumok fertézoképesebbek,

mint a nagyobb méretiiek (Gulyas 1993).
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A gomba karpogén csirazasakor a szkleréciumokon apotéciumok képzddnek.
Ezek vilagosbarna, kehely alaku képz6dmények, a szklerociumokbol eredd nyélen
fejlédnek, egy szklerociumon akar 8-10 darab is (Gulya 1997). Az apotéciumokon
aszkuszok képzddnek, melyek 8, egysejtli, hialin aszkospérat tartalmaznak. Az
aszkosporak mérete 10~113 x 5-6 um.

A karpogén csirazast legerfteljesebben a hoémérséklet befolyasolja, az
- apotéciumok képz6déséhez hiivos, nedves korilményekre van szikkség (Huang és
Kosub 1989). |

1.5.2. Eletciklus

A hifaaggregicié révén kialakul6é atteleld képlet a szklerocium, mely
biztositja a gomba szamara a kedvezodtlen korilmények kozotti tulélést. A gomba
attelelése szklerocium formajaban a talajban vagy a novényi maradvanyokon
torténik.

Tavasszal megfelel6 talajhdmérséklet {a csirazashoz sziikkséges optimalis
homérséklet torzstdl fliggben valtozik (Zandoki 2001) és nedvesség esetén a
szklerociumok kicsiraznak és fert6zik a kelé gazdanovényeket.

A vegetacios iddszak késdbbi szakaszaban a gomba kétféle modon fertdz:

A talajfelszin kozelében 1évo szklerociumok micéliumot képeznek (micélialis
csirazas) és a gyokéren keresztiil fertdzve szartofert6zéseket okoznak. A betegség
ndvényrdl novényre is terjedhet a talajban, a gyokerek érintkezési pontjain keresztiil.

Megfelel kornyezeti tényezok esetén (ami altalaban alacsony homérsékleti,
csapadékos idoszakot jelent) a szklerociumokon apotéciumok jonnek létre. Az
aszkuszokbol kiszabadulé aszkospérak rovid életiiek, am szél és es6 segitségével
tobb kilométer tavolsagra eljuthatnak (Lacey 1992; Gulya 1997). Megfeleld
korilmények kozétt (viz, tapanyag) az aszkosporak kicsiraznak. Az aszkosporak a
leveleket, a bimbot, a tanyért fertdzik, szarkozép-, bimbo-, illetve tanyérfertdzést
okozva.

A gazdandvény kolonizaciojat kovetben a fertdzott novényi szévetekben
szklerociumok alakulnak ki, melyek az elpusztult novénnyel a talajba keriilnek.
Kedvez6 kornyezeti feltételek esetén a szklerociumok ujra kicsiraznak, igy téve

teljessé a ciklust.



1.5.3. Gazdakor

Purdy (1979) 361 novényfajt (64 csalad, 225 génusza) nevez meg, mint S.
sclerotiorum fertdzésre fogékony gazdat. Boland és Hall (1994) mar 408
novényfajrol (75 csalad, 278 génusza) szdmol be. Ez utdbbi tanulmany 1
Pteridophyta, 4 nyitvatermd és 29 egyszikii noévény mellett 384 kétszikii

novénygazdar6l szamol be.

1.5.4. Sclerotinia sclerotiorum viltozékonysiga

A §. sclerotiorum fajnal nem ismert fiziologiai specializacié (Gulya 1997)
(ellentétben pl. a Fusarium oxysporummal, melynek kilonb6z6 rasszai 1-1
gazdandvényfajra specializalodtak).

Ismert azonban, hogy egy adott gazdardl szarmazé izolaitum mas
gazdandvény esetén kevésbé virulens, illetve forditva is igaz ez a jelenség (Gulya
1997). Ez azonban t6bbszori atoltas utan nem ismételhetd, azaz az eddigi ismereteink
szerint nincsenek rasszok, amelyek egyik vagy masik gazdanovényt preferalnak
(Mesterhazy 2000).

Mindezek ellenére az egyes torzsek kozott természetesen jelent6s
kulonbségek vannak (a virulencia és a szklerociumképzés morfologiaja), a koérokozod
genetikai variabilitasa valOsziniileg igen nagy, micélidlis- és vegetativ
kompatibilitasi csoportokat képeznek a kiilonbozo térzsek.

A micélidlis kompatibilitds azt jelenti, hogy a kilénboz6 toérzsek hifai
képesek egymas kozelébe noni, és egy k6zos telepet létrehozni (Kohn és mtsi. 1991).
Az egymassal kompatbilis torzsek, (amelyek egy MCG-be (Micélialis
kompatibilitasi csoport = “Mycelial Compatibility Group”) tartoznak) egymassal
teljesen 6ssze tudnak ndni, mig az inkompatibilis torzsek esetén az egymas kozelébe
kerul6 idegen hifak elhalnak, a két telep kozott gatlasi zona alakul ki.
Valdsziniisithetd —bar a micélialis kompatibilitas genetikai szabalyozasa még nem
teljes mértékben ismert—, hogy a micélialis kompatibilitasért tobb gén felelés (Kohn
és mtsi 1991; Zandoki és mtsi 2001)

Egy vegetativ kompatibilitasi csoport esetén (“Vegetative compatibility
group” =VCG) egyazon csoportba tartozo torzsek hifai nemcsak egymas kozelébe
tudnak nOni, hanem hifa anasztomoézisokon keresztiill heterokariont tudnak

egymassal képezni, azaz lehetGség van a genetikai informaciocserére. A vegetativ
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kompatibilitas kialakitasaban az in. VC—lokuszok jatszanak szerepet (Cubeta és mtsi.
1997).

A micélidlis és vegetativ kompatibilitasi csoportokat osszehasonlitva
(Ford és mtsi. 1995) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az azonos MCG-be tartoz6
torzsek nem mindig esnek egybe az egy VCG-be tartozod torzsekkel, am ennek
ellenére logikusnak tlinikk az, hogy a micélialis kompatibilitas a vegetativ
kompatibilitas elofeltétele, és a VCG-k az MCG-ken beliil keresenddk.

1.5.5. Védekezési modok

A §. sclerotiorum ellen ma még nem all rendelkezésre egy onmagaban
hatékony (elegend6) védekezési rendszer, igy rendkiwviil fontos az integralt
névényvédelem. A hagyomanyos agrotechnikai €s novénynemesitési védekezési

modok mellett ismert szamos biologiai és vegyl mod is.

Agrotechnikai védekezés, nGvénynemesités

Toébb hatékony agrotechnikai védekezési modszer ismert: a megfeleld
ndvényi sorrend megvalasztasa (vetésvaltas), helyes talajmiivelés és novénysiiriiség
megvalasztasa, mindezek mellett fontos a megfelelé tapanyagellatottsag is, hisz
szerves anyaggal rendszeresen ellatott talajon a gomba ritkabban okoz kart (MineEX*
és Durynina 1992).

A S. sclerotiorummal szemben egyetlen gazdanivény esetében sem talaltak
rezisztenciat, csupan fogékonysagbeli kiilonbségeket irtak le. A n6vénynemesitok
munkajat neheziti, hogy a szar, a levél és a tanyér rezisztenciaja egymastol fliggetlen

genetikai szabalyozassal rendelkezik.

Biologiai védekezés
Antagonista gombak:

Coniothyrium minitans a legismertebb és a legjobban tanulmanyozott
Sclerotinia—antagonista. A szklerocium mellett a hifat is képes parazitalni (Stewart és
mtsi. 2001). A gombabol mar készitményt is gyartottak (Koni), erre a célra a
konidiumokat hasznaljak fel valamilyen vivOanyaggal egyiitt (pl.: cukor). A

készitmények szant6foldi alkalmazasa még kisérleti stadiumban van.
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Sporidesmium sclerotivorum a Sclerotinia-nemzetségre specializalédott. A
gomba alkalmazasa azért tiint igéretesnek (Gulya 1997), mert a vilag szinte minden
tajan megtalalhat6, Magyarorszagon is (Litkei 1989). Hétranya viszont, hogy lassan
nod és nehezen sporulal,

Trichoderma fajok: (T. harzianum, T. viride, T. atroviride)

A T. atroviride fajok in vitro kisérletekben a Sclerotinia egész tenyészetét
elpusztitottdk (McBeath 1998). In planta vizsgalatok soran a Sclerotinids

megbetegedéseket jelentGsen visszaszoritottak. (Campos és mtsi 2001).
Baktériumok

A S. sclerotiorumrol izolalt baktériumok koéziil a legjelentésebbek a
Bacillus (B. subtilis)y és a Pseudomonas (P. cepacia, putida, fluorescens)
nemzetségbe tartoznak. A szklerociumok csirazasat jelentdsen csokkentették, s

magkezelés esetén megvédték a kelé novényt a fertozéstdl (Expert és Digat 1995).
Hipovirulencia

A hipovirulencia jelenségét (virulencia csékkenése) mar tobb gombanal
leirtak, am a gyakorlatban csupin még a Cryphonectria parasitica (gesztenye
kéregrak korokozoja) esetében hasznaljak fel ezt a védekezési lehetbséget (Melzer és
mtsi. 1998). A hipovirulencia kettés szali RNS-elem (=dsRNS) megjelenéséhez
kapcsolhatd, melyet a hipovirulens torzsek atadhatnak a virulens térzseknek, igy
azok is hipovirulenssé valnak (Boland 1993). A S. sclerotiorumndl szintén talaltak
ilyen hipovirulenciaval rendelkez6 torzseket, melyek dsRNS-t tartalmaztak. Ezek
lassan noévekedtek, az egészséges torzsektdl eltérd telepmorfologiat mutattak
(Boland 1993). A hipovirulenciaért felelos dsRNS-elemek hifaanasztomézissal egyik
torzsbol a masikba atvihetéek (Boland 1993; Melzer 1998), ugyanakkor a gyakorlati
felhasznalast neheziti, hogy anasztomozis csak egymassal kompatibilis térzsek

kozott johet 1étre.
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Kémiai védekezés

Magyarorszagon szamos szer hasznalata engedélyezett a Sclerotinia elleni
védekezésben {pl.: Alert S (hatéanyag: fluzilazol és karbendazim), Kolfugo Super
(karbendazim), Mirage 45 EC (prokloraz), Vitavax 2000 (karboxim, thiram)}.

1.5.6. Oxalsav-oxidativ burst (tdimadas-védekezés)

A S. sclerotiorum altal kivalasztott oxalsav eszencialis szerepe a fert6zésben
mar régota ismert (Maxvell és Lumdsen 1970; Noyes és Hancock 1981). Az oxalat a
fert6zott szévetben millimolaris koncentracioban lelhet6 fel (Godoy és mtsi. 1990).
A novénybe manualis Gton torténd injektalasa S. sclerotiorum okozta betegség
tineteire eml€¢keztet (Noyes és Hancock 1981). Oxalsav termelésére képtelen
Sclerotinia mutans apatogén, mig a revertans torzs, mely visszanyerte az oxalsav
termeld képességét normal virulenciat mutatott (Godoy és mtsi. 1990). Hasonl6
eredményekrol szamoltak be oxalsav termeld, illetve nem termel6 Sclerotinia torzsek
dohany és szoja fertdzése soran (Cessna és mtsi. 2000).

Az oxalsav infekcioban betoltott szerepét illetéen kiilonboz6 elméletek lattak

napvilagot:

e Az oxalsav direkt modon toxikus lehet a novény szamara (Noyes és Hancock
1981). _

e Gatolja a novény termelte polifenol-oxidaz aktivitasat, csokkentve igy a novény
védelmi rendszerének hatékonysagat (Marciano és mtsi., 1983).

e Az oxalsav gatolja az oxidativ burst kialakulasat (Cessna és mtsi. 2000).

e A patogenezis soran a gomba altal termelt szamos enzim (poligalakturonazok,
savas proteazok) savas pH-n mutat maximalis aktivitast, igy az oxalsav az idedlis
savas kozeg létrehozasaban jatszik szerepet (Bateman és Beer 1965).

e Az oxalat anion a novényi sejtfal felépitésében szerepet jatszo Ca®" kelatolasan
keresztil gyengitheti a ndvényt el6segitvén a gomba okozta infekciot (Bateman
és Beer 1965).

E két utobbi elmélet (Bateman és Beer 1965) Sclerotium rolfsii vizsgalata
soran alakult ki, am valdsziniileg altalanos érvénnyel bir azon esetekben, ahol a

novény fertdzése soran meghatarozo szerepet jatszik az oxalsav.
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Az oxidativ burst a leginkabb kutatott, igy errdl részletesen kivanok szolni. A
novényvilagban altalanosan megtalalhato6 folyamat (kontrollalt O;" és H,O; termelés),
mely a fert6zott n6vényi szovet védekezo reakcidja a tamado mikrobaval szemben.
Ez a reakci6, mely néhany perccel a patogén felismerését kovetGen aktivalodik,
elOsegiti (novénytol figgben) a sejtfalban keresztkotések kialakulasat, illetve lignin
lerakodasat, védekezd reakcioban érintett gének transzkripcidjat, szekunder
metabolitok termelését, hiperszenzitiv reakci6 kialakulasat illetve direkt moédon
toxikusak a patogén szamara (Brisson és mtsi. 1994; Doke és mtsi. 1996; Lamb és
Dixon 1997). A hiperszenzitiv reakcié kapcsan fontos megemliteni, hogy ez az a
teriilet, ahol magyar kutatok vilagels6k voltak szamos kérdés megvalaszolasaban
(Klement és mtsi. 1964). Az oxidativ burst rendkiviil gyors kialakuldsa és a human
immunrendszerben leirt analég reakcié miatt intenziven kutatott teruletté valt
(Roilides és mtsi. 1999; Liles és mtsi. 2001).

Szamos a reakciot kivaltani képes patogén €s gazdanovény eredetii elicitor
ismert, sOt szamos nem él6 eredetii elicitort is leirtak (pl. bendikar, melynek
kereskedelmi neve Bion). Ezek az elicitorok valosziniileg tébb, egymastol fuggetlen
szignal transzdukcios Uton keresztil aktivalnak egy oxidaz komplexet. Ismert tény,
hogy az oxidativ burst kialakulasat gatolja az alacsony pH (Legendre és mtsi. 1993),
ugyanakkor létrejottében meghatarozo szereppel bir az emelkedett citoplazmatikus
Ca?*-szint (gyors, tranziens koncentricié emelkedése hirvivé (messenger) funkci6t
betoltve a kaszkad tovabbi komponenseit aktivalhatja), valamint protein kinazok
(Cazale és mtsi. 1999; Romeis és mtsi. 1999), GTP-kot6 proteinek (Kawasaki és mtsi.
1999), foszfolipazok (Chandra és mtsi. 1996).

Az oxalsav 8. sclerotiorum okozta fertGzésben bet6ltott szerepét illetben ma
mar szamos részlet ismert Cessna és mtsi (2000) jovoltabol. A kisérleti rendszer
pH-janak csokkentése (oxalsav helyett sosavval) nagymeértékben gatolta az oxidativ
burst kialakulasat, ugyanakkor az eredmények elemzése azt suggalta, hogy nem
magyarazhato csupan ezzel az oxalsav reakciora tett gatlo hatasa.

Ugy talaltak, hogy az extracellularis Ca>* megkotése nem jatszik primordialis
szerepet az oxidativ burst oxalsav altali gatlasaban, hisz oxalat és citrat joval
hatékonyabb inhibitorhatast mutatott (>90%) mint az EGTA (~25%), holott ez utobbi
vegyiilet legalabb 10*~szer nagyobb affinitast mutat a Ca**-mal szemben (Martel és
Smith 1977). Az oxalsav nem gatolta az 4tmeneti intracellularis Ca**-szint
emelkedést, ellentétben egy membranpermeabilis Ca®* kelatorral (BAPTA-AM).
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Ezek az eredmények azt valdsziniisitik, hogy az oxalsav nem a szabad Ca®*

megkotésén keresztiil gatolja ezt a folyamatot, hanem valdszin{isithetden a kaszkad
egy késObbi 1épésénél.

Cantharadin (protein-foszfataz inhibitor) elicitor altal keltett oxidativ
valaszreakciora is gatl6 hatast fejtett ki az oxalsav: ez arra utal, hogy inhibitor hatasat
a kaszkad adott proteinjének foszforilaciojat kovetden fejti ki (Cessna és mtsi 2000).

Osszegzésiil elmondhaté, hogy az oxalsav a gazdanovény oxidativ védelmi
reakcidjara tett gatlo hatasa révén jelentds elényt biztosit a fitopatogén gombanak,
hisz egy novényvilagban éltalanos és gyorsan reagalé védelmi rendszert bénit meg.
Egyes novények azonban az oxalsavval szemben specialis védekezéssel birnak:
gyapotban az oxalsav fitoalexin képzddést valt ki (Davis és mtsi. 1992), mig masok

(baza, arpa) oxalat oxidazt termelnek.

1.5.7. Sclerotinia sclerotiorum sejtfalbonté enzimrendszere

1.5.7.1. Poligalakturonizok

A poligalakturonazok kiemelten fontos szerepére utal az a régota ismert tény,
hogy a fert6zés soran az elsdként expresszalédé poliszacharidazok (Byrde 1979,
Cooper 1983). Riou és mtsi. (1991) 16 szénhidrat szubsztraton tesztelték S.
sclerotiorum sejtfalbonté enzimtermelését. Az analizis soran a glikozidazok és
poliszacharidazok szamos izoformajat detektaltak. A tovabbi biokémiai analizis
soran pektinen, mint egyediili szénforrason a pektinolitikus enzimek szakaszos
termelését figyeltek meg (Riou és mtsi. 1992). 5 poligalakturonaz (PG) izoformat
detektaltak a vizsgalat kezdeti szakaszaban, melyet 4 Ujabb kovetett a késdbbiekben.
4 izoformahoz pektinmetilészteraz (PME) aktivitas volt rendelhet6, mig lidz aktivitas
nem volt detektalhato. Gliikozon, mint egyediili szénforrason, joval alacsonyabb
enzimaktivitast mutatott a gomba, hisz csupan 3 PG- és 2 PME konstitutivan
expresszalodo izoformardél szamolnak be. SDS-PAGE -elektroforézis-immunblot
analizis soran exo-poligalakturonaz (exoPG) és exo-polimetilgalakturonaz (exoPMG)
(Riou és mtsi. 1991) antiszérumot hasznaltak az enzimtermelés kovetésére. Mindkét
enzim konstitutiv modon expresszalédott pektinen és glikkézon, izoelektromos
pontjuk alapjan megfelelnek a glilkdzon tapasztalt zimogram (fentiekben ismertett)

egyes izoformainak.
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Ezen megfigyelések alapjan a szerzok a pektin polimer komplett degradacioja
soran egy szukcessziv (idében eltérd), koordinalt pektinolitikus enzimtermelést
feltételeznek, ahol egyes izoformak gliikk6z represszaltak, mig masok konstitutiv
mddon fejezddnek ki. Specidlis antiszérumok hasznalataval (exoPG és exoPMG)
igazoltdk ezen enzimek meglétét S. sclerofiorum-ban: ezek az enzimek
exo-aktivitasuk révén galakturonsav monomert képesek felszabaditani a pektin
polimerbd6l. Fraissinet-Tachet és mtsi. (1996) kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy
a galakturonsav indukalja a S. sclerotiorum poligalakturonaz és pektinaz termelését.
Gliikoz jelenlétében ez az indukalé hatas represszalodott, egy alap enzimtermeléstol
eltekintve. Az eldbbiekben megismert konstitutivan kifejez6d6 exoPG és exoPMG
nem bizonyult galakturonsav altal sem represszaltnak.

A 8. sclerotiorum genomi génkonyvtarat heterolog génprobaval (4. niger)
vizsgaltak. A vizsgalat soran izolalt hét rekombinans fag restrikcios térképezése és
Southern-blot analizise alapjan két eltéré alcsalad volt elkilonithetd. Az egyik
géncsoport mindharom tagjanak (pg/, 2, 3) teljes kodolo szekvenciajat tartalmaztak a
szubklonok, melyek izoelektromos pontjuk alapjan (pI: 7.2; 7,5 és 6,9) semleges
endopoligalakturonazt (endopg) kodolo gének (Fraissinet-Tachet és mitsi., 1995).
Mindharom gén 1143 bp-nyi kodolé régidval bir, melyet nem szakit meg intron és
380 aminosavat tartalmazé fehérjét kodol. Mindharom gén pre-proproteint kodol,
hisz a szekvencia analizis 17 aminosavnyi szignal peptid, valamint 23 aminosavnyi
preprotein jelenlétét igazolta. A nukleinsav szekvenciak 5 (pg2)ill. 7 (pg3) nukleotid
eltérést mutattak a pg/ szekvenciaval Osszevetve, mig fehérje szinten 1-1
aminosavnyi eltérés volt tapasztathato a PG1 fehérjéhez hasonlitva. A szekvencidk
kozott 1évo nagyfoka homologia azt suggalja, hogy génduplikécié tértént. Waksman
(1991) altal tapfolyadékbol tisztitott savas endoPG-kel (PGII-pI 4.8; PGIII-pl 4.9)
torténd Osszehasonlitas soran az egyes fehérjék aminosav osszetételének analizise
illetve az izoelektromos pontban vald jelentds eltérés is azt suggalta, hogy két
poligalakturonaz alcsaladrol van szd. .

Emlitést kell tenni S. sclerotiorum pg5 (Scpg5) génjérdl is (Y13669), mely a
ma ismert endopoligalakturondzok koziil leginkabb B. cinerea pg5 (Bcpg5) génjével
mutat rokonsagot (Wubben és mtsi. 1999). Az Scpg5 gén egy pre-proproteint kodol,
hisz a szekvencia analizis egy 19 aminosavnyi szignal peptid, valamint egy 15
aminosavnyi proprotein jelenlétét igazolta. Az érett fehérjét 353 aminosav épiti fel,

mely izoelektromos pontja alapjan (4.71) egy savas endopoligalakturonaz.
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S. sclerotiorum kromoszomainak CHEF elektroforézissel torténd
elvalasztasat kovetden pgl probaval szigori kérillmények kozott torténd hibridizalas
egy savot (1.6 Mb), mig kevésbé szigoru feltételek mellett két savot (1.6 és 3.4 Mb)
eredményezett. Mindezek azt jelzik, hogy pgl, pg2 és pg3 gének ugyanazon
kromoszéman talalhatoak, illetve a kevésbé szigoru koriilmények kozott kapott két
sav azt suggalja, hogy egy masik pg géncsoport is létezik, mely egy masik
kromoszéman talalhato. o '

Martel és mtsi. (1996) S. sclerotiorum poligalakturonsavat tartalmazé
tapkozegéb6l 14 endopoligalakturondz izoformat detektaltak ioncseréld
kromatografias eljarassal. Az egyes izoformak eltérd izoelektromos ponttal birtak
hasonlé molekulatémeg mellett, mely azt suggalja, hogy a posztranszlacios
glikolizacié (mely hatassal van a molekulatomegre, am nem befolyasolja a fehérje
nettd toltését) nem meghatarozo ezen nagyszami izoforma kialakulasaban. Savas
endoPG ellen termelt antitesttel adott keresztreakcio intenzitasa alapjan két csoportra
osztottak ezen fehérjéket, mely dsszhangban all az ismertetett (Fraissinet-Tachet €s
mtsi. 1995) molekularis eredményekkel.

Northern hibridizaciés analizis igazolta, hogy a pg2 gén (pg2 gén esetén az
egész neutralis alcsalad értendd, hisz a rendkiviil nagyfoki szekvencia homologia
nem teszi lehetévé ezen gének elkiilonitését hibridizacios analizis soran), hogy a
fert6zés nagyon korai szakaszaban erésen expresszalodik (Cotton és mtsi. 2002).
Scpg5 expresszidjat ezidaig még nem vizsgaltak.

A neutrdlis izoformak fertGzésben betoltott szerepének megismerése
érdekében a PG2 fehérjét élesztoben (Kluyveromyces lactis) termeltették, tisztitottak
és biokémiai tulajdonsagait jellemezték (Cotton és mtsi. 2002). A rekombinans _
enzim pH optimuma 4.5, &m pH 3.5-nél, illetve 5.5-nél a maximalis aktivitas csupan
30%-at mutatta. pH 3 alatt, illetve pH 6 felett az enzim inaktiv volt. A S. sclerotiorum
erds oxalsav szekrécioja kovetkeztében a novényi szovet pH-ja jelentdsen csokken a
fert6zés soran. A biokémia analizis soran kapott optimalis pH-érték a fert6zés kezdeti
szakaszaban mért pH-értékeknek felel meg, mely azt feltételezi, hogy a PG2 a
fert6zés ezen szakaszaban jatszik fontos szerepet. PGA~val, mint szubsztrattal kapott
alacsony Km-érték (0.06 mg ml™) azt suggalja, hogy az enzim nagy affinitast mutat
ezen szubsztrathoz, ugyanakkor Martel és mtsi. altal (1998) S. sclerotiorum kései
folyadék kultarajabol tisztitott endoPG-k magasabb Km-értékkel birtak. A S.
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sclerotiorum altal szakaszosan termelt endoPG-k tehat olyan enzimek, ahol az id6ben
késdbb megjelendk csokkend affinitast mutatnak a poligalakturonsavval szemben.

Vékonyréteg-kromatografias analizissel vizsgaltak (TLC) a PGA lebontasa
soran megjelend oligogalakturonatokat. Roviddel a reakcid kezdetét kovetGen mar
tri-, tetra- és pentamereket detektdltak. A reakcid el6rehaladtaval aranyosan
novekedett a dimerek ill. a magas polimerizacios fokkal biré oligomerek mennyisége
(hepta-, octa- és nonamerek). A vizsgilat soran nem talaltak galakturonsavat -
(monomer) ill. 10 tagnal hosszabb oligomereket. A galakturonsav monomer hianya
azt bizonyitja, hogy nem exo-aktivitasu enzimrél van sz6, a kilonb6z6 hosszisagu
oligomerek gyors megjelenése pedig processziv reakciémechanizmusrol taniskodik
(Cotton és mtsi. 2002).

A pgl-3 gének expressziojanak in vitro analizise kiilonb6z6 szénforrasokon
valamint eltéré pH értékeken tortént (Cotton és mtsi. 2003). Mindkét esetben 48 6ras
nem pufferelt elokultiran (gliikozzal, mint egyediili szénforrassal kiegészitve) tortént
a gomba nevelése, majd ezt kdvette a gomba atvitele kiilonb6zd szénforrasokkal (am
azonos pH értékkel bird, pH 4) kiegészitett tapfolyadékra (pektin, D-galakturonsav,
gliik6z), valamint kilonbozd pH értékii (3, 4, 5, 6, 7) glikoz illetve pektin tartalmu
tapfolyadékra. Meglepd modon mindharom vizsgalt szénforrdson erds expresszié
volt detektalhat6, mitobb glitkkézon és D-galakturonsavon erGsebb transzkripci6 volt
tapasztalhato, mint pektinen. Ugyanakkor a pH pg/-3 gének expresszidjara tett
hatasa is rendkiviil érdekesnek bizonyult, hisz mind gliikk6z, mind pektin esetében is
csupan a pH 4 és pH 5 értékeknél detektilhato erbteljes génatirodas. Ezen pH

.tartomanynal savasabb illetve lagosabb koriilmények kozétt jelentdsen csokkent a
vizsgalt gének transzkripcios aktivitasa (7. dbra A-B). A nem-pufferelt 48 Oras
eldkultira esetében végzett analizis is igazolta a pH jelent6ségét a pg/-3 gének
transzkripcios szabalyozasaban, hisz a gomba altal termelt oxalecetsav folyamatosan
csokkentette a tapfolyadék pH értékét, s ezzel parhuzamosan csokkend expresszid
volt detektalhat6 (7. dbra C-D). A pgl-3 gének kifejez6désének szabalyozasiban
tehat alapvetSen a kézeg pH értéke jatszik szerepet, mig szénforras medialta
represszio (lasd “1.3.2. Szénforras mediilta represszié (“Carbon catabolite
repression”)” c. fejezetet) nem volt detektalhato.

Osszegzésiil elmondhaté tehat, hogy S. sclerotiorum szamos poligalakturonaz
izoformat termel, melyek kozil egyesek glikkoz represszaltak, mig masok konstitutiv

modon expresszalodnak. Molekularis és biokémiai analizis soran bizonysagot nyert,
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hogy ezen enzimcsaldd soksziniisége elsdsorban tobb génnel (legaldbb hét)
magyarazhatd, melyek két alcsaladba sorolhatok. Az egyik (neutrélis) alcsalad harom
tagjanak szekvencia analizise nagyfoku homologiat mutat6 gének (pgl, 2 és 3) létét
igazolta. In vitro analizis alapjan a pgl-3 gének transzkripci6janak szabalyozasa pH
fliggd: szénforras medidlta represszi6 nem volt megfigyelhetd. A PG2 fehérje
vizsgalata bizonyitotta, hogy egy a fertézés sordn rendkiviil koran megjelend
poligalakturondzr6l van sz6, mely processziv modon oligomereket szabadit fel a
poligalakturonsavbol. A PG2 tevékenysége soran keletkez6 oligomerek
szubsztratként szolgalhatnak az id6ben késobb kifejez6dé poligalakturonazok
szamara. Trichoderma-ban ismert (Messner és mtsi. 1988; Wang és mtsi. 1988;
Fritscher és mtsi. 1990) konstitutiv modon, alacsony intenzitassal kifejez6do cellulaz,
ahol az altala felszabaditott celluléz és cellodextrin inducerként szolgalnak.
Pektinolitikus enzimek galakturonsav 4ltali indukcidja is régdta ismert tény (Aguilar

¢és Huitron 1987; Leone és mtsi. 1987).
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7. dbra: S. sclerotiorum pg 1-3 génjeinek expresszids vizsgéalata A-B) Expresszio
a pH fiiggvényében (pH 3-7) gliikk6zon és pektinen C-D) Expresszi6 vizsgalata
(Cotton és mtsi. 2003)
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1.5.7.2. Protedzok

Novényi infekcid soran poliklonalis antitestet felhasznalva 6t proteazt
detektaltak (Poussereau, személyes kozlés). Molekularis szinten két proteazt kodolo
gén keriilt klonozasra: acpl, mely egy savas non-aszpartil proteazt kodol (Poussereau
és mtsi. 2001A ), valamint aspS, amely egy aszpartil proteaz szintéziséért felels
(Poussereau és mtsi. 2001B). Mindkét gén bizonyitottan kifejez6dik S. sclerotiorum
okozta fert6zés soran (Poussereau és mtsi. 2001 A, Poussereau és mtsi. 2001B).

Az acpl gén in vitro szén, nitrogén valamint pH regulalt. Az infekcio kezdeti
szakaszdban expresszidja gyenge, am a fertOzés kozépsé fazisiban hirtelen
erételjessé valik, mig a gomba altal teljesen kolonizalt novényi szovetben csokkenést
mutat (Poussereau és mtsi. 2001A).

Az aspS gén egy aszpartil protedzt kodol: pH, glikoz, illetve ammonium
katabolit represszid0 nem befolyasolja kifejezOdését. A fert6zés rendkiviil korai
szakaszaban (4 Ora elteltével) észlelték a géntermék megjelenését. A fert6zés azon
fazisaban, amikor a vizsgalt novényi szovetet robbanasszeriien kolonoziéalja a gomba
(16-24 6ra) joval intenzivebb génexpresszio volt megfigyethet6 (Poussereau €s mitsi.
2001B).

Osszegzésiil elmondhatd, hogy két oly proteaz klonozasara, funkcionalis
analizisére kerilt sor S. sclerotiorum fitopatogén gombabdl, mely koziil az egyik
(aspS) konstitutiv modon kifejez6dd, mig az acpl gén rendkiviil finom regulacié
alatt all. A n6vényi infekcid soran mindkét géntermék detektalhatd. A proteazok
fertdzésben betoltott szerepének jobb megismerése érdekében tovabbi proteiz gén

klénozasa van folyamatban (Poussereau, személyes kozlés).
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2. CELKITUZESEK

S. sclerotiorum fitopatogén gomba tobb mint 400 novényfajt képes
megtamadni. A fert6zés soran sejtfalbontd enzimek arzenaljat termeli, eldsegitvén a
gazda sejtfalanak lebontasat s igy konnyen metabolizalhatd tapanyagot biztosit
Oonmaganak.

* Vizsgélatainkat S. sclerotiorum egy sejtfaldegradalé enzimcsaladjanak
(poligalakturonazok) vizsgalatara fokuszaltuk. Elengedhetetlen egy erds expressziot
mutaté marker gén izolalasa is, mely megbizhaté bels6 (gomba) standardként
lehetGvé teszi a gomba-névény rendszerben a gomba mennyiségének (€s
metabolizmusanak) folyamatos nyomon kovetését. Mindez azért fontos, mert az
egyes gomba gének expressziojanak vizsgalata soran a fert6zott novénybdl “kevert
RNS” (gomba és novény RNS) kivonasa torténik. Mindezek ismeretében a
kovetkezo célok megvalositasat tiiztiik ki magunk elé:

1.) A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpd) gén izolalasa S. sclerotiorum
génkonyvtarabol.

2.) A gpd gén expresszidjanak vizsgalata.

3.) A gpd gén molekularis markerként valé felhasznalasa gomba-novény rendszerben
alkalmazhatosag vizsgalata).

4) S. sclerotiorum poligala.kturoné.z—ésaléd két ujabb tagjanak izolalasa
génkonyvtarbol (pg6 és pg7 gének) és in vitro expresszidjuk vizsgalata.

5.) S. sclerotiorum poligalakturonaz gének (pg2, 5, 6, 7) expresszidjanak in planta

analizise.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. TORZSEK ES VEKTOROK

Torzsek

A vizsgalatokban felhasznalt fertozott napraforgorél izolalt .
sclerotiorum S5 torzs a lyoni Centre de Recherche de Dargoire, Rhone-Poulenc
Agrochimie (Lyon) intézetbdl kaptuk.

A szubklonozasi kisérletekhez E. coli K12 SURE: mcrd, A
(mcrBC-hsdRMS-mrr) 171, supE44, thi-1, /', gyrA96, reldl, lac’, recB, recJ, sbsC,
umuC : :Tn5 (Kan') uwrC F | pro AB, lachZAMJ 5, Tnl0 (Tetr) t6rzset hasznaltuk. S.
sclerotiorum EMBL3 fagban létrehozott génkonyvtaranak vizsgalatahoz E. coli
P2392-es torzsét hasznaltuk, mely a K12-es torzsbol szarmaztathatd: F-, mcrA,
hsdR514, supE44, supF58, lacY1, galK2, galT22, metBl1, rpR55.

Vektorok

S. sclerotiorum génkonyvtaranak vizsgalatahoz fethasznalt A. nidulans
gpd probat a pAN 5-22 plazmid tartalmazta, melyet Dr. P. J. Punt (TNO Nutrition
and Food Research Institute, Hollandia) bocsajtott a rendelkezésiinkre.

Mindharom gén szubklonozasdhoz (gpd, pg6, pg7) pBluescript SK (-)
vektort hasznaltunk

Tenyésztési koriilmények

S. sclerotiorum S5 torzsének fenntartasa 4 C°-on szklerécium formajaban
zajlik. A kisérletekben felhasznalt gomba nevelése PDA (Potato Dextrose Agar,
Bio-Mérieux) taptalajon tortént 20 C°-on. Folyadék kulttraban végzett kisérletek
szintén 20 C°-on, 200 rpm razatason zajlottak, inokulomként egy fél Petri-csészényi
gombat felhasznalva. .

A génexpresszios vizsgélatokban 250 ml-es Erlenmeyer-lombikokban 50 ml
elokultarara (YPG) tortént a gomba leoltasa (6 cm atmérdjii Petri-csészében PDA
taptalajon 48 Orat nevelt S. sclerotiorum 5 mm’-nyi micéliumaval). A 48 6ras
elonevelést kovetden a sziiréssel Osszegyiijtott micéliumot steril desztillalt vizzel
haromszor oblitettitk, majd a vizsgalt szénforrassal kiegészitett (poligalakturonazok
esetén 1% arabindz, 1% ramndz, 1% pektin (alma, Fluka), 1% PGA, 1% GA, 1%
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glikoz, 1% degradalt PGA, pH 4.5, mig glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
expresszidjanak vizsgalatakor 1% gliikkoz, 1% pektin, 1% glicerol, 1% arabin6z.) YP
tapfolyadékba transzferaltuk (8 o6ra). A tapfolyadékok pH-janak beallitasa
citromsav-Na;HPO, puffer rendszerrel tortént. Ez utobbi un. célkultiran torténd 8
Oras razatast kovette a micélium Osszegyiijtése, desztillalt vizzel térténé oblitése €s

folyékony nitrogénben torténd azonnali fagyasztasa.

3.2. TAPTALAJOK ES OLDATOK

Botrytis cinerea extrakcios puffer (genomi DNS kivonais)
100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% w/v CTAB (hexadeciltrimetilammonium bromid),
0.7 M NaCl, 10 mM EDTA, 1% v/v merkaptoetanol, 0.3 mg/ml proteinaz K

Citromsav 0.1 M (“A“ oldat) -Na,HPO4 0.2 M (“B” oldat) puffer rendszer
pH 4.5 esetén 100 ml végtérfogat: 55 ml “A*“ oldat és 45 ml “B“ oldat

Cézium klorid oldat (50 ml)

47.8 g cézium-klorid, 1.25 ml 1M Na-citrat

Az oldatot DEPC-cel kezeltik (12 6ra), majd autoklavozast kovetden a felhasznalas
eldtt a kovetkez6 komponenseket adtuk hozza:

1 ml 10 mM VRC (vanadil-ribonukleozid komplex), 90 ul B-merkaptoetanol

Elesztékivonat-foszfat-glikéz (Y PG:“Yeast-Phosphate-Glucose medium®, pH
5.5)
0.1% élesztd kivonat, 0,05% MgSQ,, 0,1% KH,PO,, 2% gliikéz

Eleszt('ikivonat-gliikéz (YP:“Yeast-Phosphate medium*, pH 4.5)
0.1% éleszt6 kivonat, 0,05% MgSQy, 2% glitkoz

Guanidin tiocian4t oldat (100 ml)

50 g guanidin tiocianat, 0.5 g Na-L-szarkozil, 2.5 ml IM Na-citrat, 0.7 ml
B-merkaptoetanol

Az oldatot a felhasznilast megel6z6 napon készitettik (nem autoklavoztuk, nem
kezeltiik DEPC-cel, 4°C-on taroltuk). Az oldat készitésekor RN-iz mentes desztillalt
vizet hasznaltunk.

Hibridizicids oldatok (radioaktiv préba esetén)
prehibridizacios/hibridizacios oldat Northern analizishez
5XSSC, 2% SDS, 50% formamid, 5X Denhardt’s oldat, 0.1 mg/ml élesztd
tRNS (denaturalt)

prehibridizacioés/hibridizaciés oldat Southern analizishez
5XSSC, 0.1% SDS, 50% formamid, 1X Denhardt’s oldat, 0.1 mg/ml lazac
DNS (denaturalt)
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Hibridizacioban/detektalasban felhasznilt oldatok (nem radioaktiv préba
esetén)
prehibridizaciés/hibridizacios oldat
5xSSC, 0,1% (w/v) N-lauroilszarkozin, 0.02% (w/v) SDS, 1% blokkold
reagens

1-es detektilé puffer (pH 7.5)
0.1 M maleinsav; 0.15 M NaCl

2-es detektil6 puffer
1.4% blokkold reagens 1-es detektalé pufferben

3-as detektalé puffer
0.1 M Tris-HCI; 0.1 M NaCl; 50 mM MgCl; (pH 9.5)

LB-taptalaj (pH 7.0)
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% élesztdkivonat; 1.5% agar

LB+maltoz tapoldat
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% éleszt6kivonat; 0.2% maltéz; 10 mM MgSO,4 (pH 7.0)

LB-fedéagar
1% NaCl; 1% tripton; 0.5% élesztkivonat, 0.7% agardz; 10 mM MgSOy4 (pH 7.0)

Membranra torténd plakk (fig) transzferben hasznalt oldatok

denaturalé oldat:
0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl

neutralizalé oldat
0.2 M Tris (pH 7.5), 2XSSC

20xSSC
3 M NaCl; 0.3 M Najs-citrat

MOPS oldat 10X (500 ml)
3.4 g NaOAc, 20.93 g MOPS, 20 ml 0.5 M EDTA
A pH értéket 7.0-re allitottuk és az oldatot sotétben taroltuk.

RNS migracios gél (200 ml)

3 g agardz, 20 ml RN-az mentes 10X MOPS, 174 ml RN-az mentes desztillalt viz

Az agaréz feloldodasat kévetden 50°C-ra hiitottitk az oldatot, majd 10.2 ml 37%-o0s
formaldehidet adtunk hozza. Migracios pufferként 10X MOPS oldatot alkalmaztunk.

RNS migracios oldat

0.75 ml formamid, 0.15 ml RN-az mentes 10X MOPS, 0.24 ml formaldehid, 0.1 ml
RN-az mentes desztillalt viz, 0.1 ml RN-az mentes glicerol, 80 pl bromfenolkék
(10% w/v RN-az mentes vizben)
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Sclerotinia. sclerotiorum extrakcios puffer (genomialis DNS kivonasahoz, 10 ml
oldathoz)

2 ml 1 M (pH 7.5) Tris-HCI (oldatbeli koncentracié: 0.2 M), 0.5 ml 5 M NaCl vagy
0.625 ml 4 M NaCl (0.25 M), 0.5 ml 0.5 M EDTA (0.025 M), 0.5 ml 10% SDS (0.5%
SDS)

Sclerotinia sclerotiorum komplett tipfolyadék
0.25% éleszts kivonat, 0.5% malata kivonat, 1% gliikoz

SM puffer
0.58% NaCl; 0.2% MgSO4x7H,0; 1 M Tris/HCI (pH 7.5); 2% zselatin

Southern-blot-hoz hasznalt oldatok

denaturacios oldat
0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl

neutralizdcios oldat
1 M NH;OAc, 0.02 M NaOH

TAE-oldat

40 mM Tris-ecetsav, pH 7.6; 1 mM Na,EDTA

3.3. GENKLONOZASNAL ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.3.1. 8 sclerotiorum génkonyvtarinak (EMBL3 fig) sziirése specifikus
prébakkal

P2392 E. coli torzset ODgno=0.6 eléréséig neveltiik LB-malt6z tapoldatban.
Centrifugalast kdvetden a baktériumsejteket 10mM MgSO,-ban szuszpendaltuk fel,
majd EMBL3 faggal (10, 10% 102, 10" higitasi lépcséket alkalmazva) inkubaltuk
egyutt (37°C, 30-45 perc). Ezt kovetGen a fertdzott baktariumsejtekhez
LB-fedOtaptalajt (42°C) adtunk, majd ezt LB-alaptaptalajra rétegeztik és egy
éjszakat inkubaltuk 37°C-on. Masnap a csészéket 1 orara 4°C-ra helyeztiik, majd a
plakkokrol lenyomatot wvettiink (1 perc, szobah6) Amersham (N+) membran
felhasznalasaval. A membranokat denatural6 (1 perc, szobahd), neutralizalo (5 perc,
szobaﬁé) és 2XSSC (5 perc, szobahd) oldatokkal kezeltiik. LevegOn torténd szaritast
kovetden UV fénnyel rogzitettilk a fag DNS-t a membranon, majd ezt kévette a
specialis probaval torténd hibridizalas.

A hibridizalast kovetden pozitiv eredményt ado plakkokat 0.5 ml SM
oldatban, 10 ul kloroform hozzéadasa utan felszuszpendaltuk (1 perc). Ezen masodik
tisztitasi korben is higitasi lépcsSket készitettink (107, 102 103, 10™*) és ujra
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fertéztiik a baktrérium sejteket. Ebben a fazisban érdemes azon higitasi 1épcsével
kapott csészérd! membranienyomatot venni, ahol sok, am jol elkiilonitheté plakk
képzédik (altaldban 102, 10?). A hibridizéciét kovetden egy ujabb, harmadik
tisztitasi 1épcsot is csinaltunk, s mindezt addig folytattuk amig minden egyes plakk
pozitiv jelet adott. A fag —70°C-on torténd, hosszi idejii tarolasa 7% DMSO (dimetil

szulfoxid) hozzaadasaval torténik.

Génkonyvtar sziirésére hasznalt specifikus probak:
A)

S. sclerotiorum génkonyvtaranak sziiréséhez pg6 és pg7 gének esetében B.
cinerea genomi DNS-b6l amplifikalt probakat hasznaltunk, melyeket a Bcpg6 és
Bepg3 gének (Botrytis cinerea pg6 és pg3 génjei) szekvenciaja alapjan terveztiink.

A pg7 gén izolalasahoz hasznalt probat a kovetkez6 primerekkel kaptuk: (Bcpg3 gén
szekvenciaja alapjan)

5" TCA AGT GCC GCC GCC GTT CCA GIT 3’

5’ TGG GTC GTC ACC AGA CGC CGA GTT A 3’ vart fragment hossza: 684 bp

A pg6 gén izolalasahoz hasznalt probat a kovetkezd primerekkel kaptuk: (Bcpg6 gén
szekvencidja alapjan)

5 ATG CCT AAG AAC TCT CAG ATC TCT 3’

5’ATC GAT AAT TGC ATC GGG CTC AGC A 3° vart fragment hossza: 312 bp

B)

S. sclerotiorum gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpd) génjének
izolalasahoz a A. nidulans gpd génjének 950 bp-nyi (koédold régié dontd tobbségét
tartalmazd) Scal fragment;jét hasznaltuk, melyet a pANS-22 plazmidb6l izolaltuk.

Prébak amplifikalasahoz hasznalt PCR paraméterek:

94°C- 5 perc — lanc szétvalasztas

35 ciklus:

94°C- 45 masodperc - lanc szétvalasztas
66°C- 1 perc — primer ko6todés

72°C- 1 perc — lanc szintézis
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72°C- 7 perc - utoszintézis

PCR reakcidelegy (50 ul végtérfogat)

200-200 uM dINTP 50 pmol primer
5 ul 10xTaq puffer 2.5 U Tag-polimeraz
2.5 uM MgClp 2 ul genomi DNS (50ng/ul)

A mintakra 40 pl steril 4svanyi olajat rétegeztiink.

Probak jelolése (radioaktiv, nem-radioaktiv)

DNS visszaizolalas az agardz gélb6l iiveggyongyhoz ("glasmilch") torténd
adszorpcioval tortént (Geneclean II, Bio 101), a gyarto receptje szerint.
A gélbdl visszaizolalt B. cinerea poligalakturonaz génfragmenteket digoxigenines
(DIG DNA labeling and detection kit, Boehringer Mannheim) moédszerrel a gyartd
utasitasainak megfelelden jeloltiik.

A. nidulans gpd-proba jelolése [0-32P]-dCTP felhasznalasaval tortént (T7
Quick Prime Kit-Pharmacia), a radioaktiv proba tisztitasa (feleslegben maradt izotop
eltavolitisa) Séphadex G50 (“spin column™) oszlopon zajlott (Sambrook €s mitsi.
1989).

Hibridizaciés korilmények
A.) Nem radioaktiv préba esetén

A hibridizaciés membrant (Amersham N+) két 6ran at 58°C-on hibridizacios
pufferrel el6hibridizaltuk, majd 12 6ran at 58°C-on (nem szigoru korialmény) a jelolt
specifikus DNS probat tartalmaz6 2.5 ml hibridizécios pufferrel hibridizaltuk.

A hibridiz4ciés membrant szobahdmérsékleten kétszer S percig 2xSSC, 0.1%
SDS oldattal, majd kétszer 10 percig 58°C-on 2xSSC, 0.1% SDS oldattal mostuk. Ezt
kovetden az 1-es pufferrel 1 percig, majd a 2-es pufferrel 30 percig, majd a 2-es
pufferhez adott 4 pl antitest konjugatummal ujabb 30 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten. Kétszer tizentt perces mosast (l-es puffer) kovetéen a
detektalashoz a 3-as pufferhez adott 200 ul eléhivo reagenst (p-nitro-tetrazélium kék
(NBT) + 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfat (BCIP) hasznaltunk.
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B.) Radioaktiv préba esetén

El6hibridizaciot (2 ora, 42°C, szigori korilmények kozott) kovette a
specifikus radioaktiv probaként tartalmazo pufferrel torténd hibridizacié (16 o6ra, 42
°C, szigora koriilmények kozott). A filter hibridizaciét koveté mosasa 42 °C-os
4xSSC, 2XSSC, 0.5XSSC és esetenként 0.1XSSC oldatokkal tértént, melyek minden
esetben tartalmaztak 0.1% SDS-t. Az egyes oldatokkal torténd mosas idétartalma a
kézi szamlaloval mért radioaktivitas mértékétdl figgden valtozhatott (2-15 perc). A
radioaktiv prébaval jelolt membran expozicidja “phosphoscreen” lemezekre tortént,
melyek kvantitativ elemzése “phosphoimager” (Packard) berendezés “optiquant”

programjanak (Packard) segitségével zajlott.
3.3.2. Fag DNS tisztitas

A fagfertzés utan a szétesett baktérium tenyészethez 1 pg/ml-es
végkoncentracioban RIN4az-t és DNéz-t adtunk, majd 37°C-on 30 percig inkubaltunk.
A lizatumhoz ezutan 5.8 g NaCl-ot és 9.3 g PEGgogo-€t (polietilén-glikol) adtunk (100
ml lizatumra), majd 1 6ran at 4°C-on inkubaltuk. Centrifugalast kévetden (10000
rpm/20 perc, 4°C) a csapadékot 10 ml fagpufferben oldbttuk, majd ismét
centrifugaltunk (8000 rpm/2 perc, 4°C). A feliiliusz6hoz 100 ul 10% SDS-t és 100 pl
0.5 MEDTA-at (pH 8.0) adtunk, majd 68°C-on 15 percig inkubaltuk. Az elegyet PCI
hozziadasa utdn centrifugaltuk (12000 rpm/5 perc). A PCI kezelést kétszer
ismételtitk. A vizes fazishoz azonos térfogatban izopropanolt adtunk és -70°C-on 20
percig inkubaltuk. Centrifugalast kovetden (12000 rpm/10 perc, 4°C), a csapadékot
70%-os etanollal mostuk, vakuumban szaritottuk és 200 pl desztillalt vizben
feloldottuk.

3.3.3. Kompetens sejtek készitése transzformalashoz

Egy éjszakan at nevelt E. coli K12 SURE torzs tenyészetébdl 1 ml-t 100 ml
LB tapoldatba atoltva a baktériumokat ODge=0.4 érték eléréséig neveltiik 37°C-on.
A centrifugalast kovetben (7000 rpm/10 perc, 4°C), a sejteket 50 ml 50 mM CaCly
oldatban vettiik fel. 10 percig jégben inkubaltuk, ezutan Gjra centrifugaltuk (7000
rpm/10 perc), a kiiilepedett sejteket 5 ml 50 mM hideg CaCl, oldatban
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szuszpendaltuk fel és 1 6ran 4t jégben inkubaltuk. A kompetens sejtek 15%
glicerolban —70°C-on hénapokig tarolhatok.

3.3.4. Ligalas szubklonozisi kisérletekben

Ligalasi reakcio:

1 ul 10xT4 DNS ligaz puffer

1 ul pBluescript SK (-) plazmid

1 ul T4 DNS ligaz enzim

7 ul inzert DNS

A ligalas 4°C-on 16 6ran at tortént. A reakciot 10 perces, 65°C-os hokezeléssel

allitottuk le.
3.3.5. Baktérium transzformaicio

E. coli K12 SURE torzsének felhasznalasaval készitett fagyasztva tarolt
kompetens sejtet jégen felolvasztottuk. Ezzel egyid6ben 5 pl ligatumot és 50 pul TCM
oldatot (10 mM Tris/ HCI (pH 7.5) 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,) tartalmaz6
Falcon-csGvet jégen hiitottiik. A kompetens sejt hozzaadasat kovetéen dvatosan
elkevertiik a csO tartalmat, majd 30 percet jégben hagytuk, melyet 2 perces 42°C-on
torténd hbésokk kovetett. Jégen torténd hiités majd 1 ml LB hozzaadasat kovetden
37°C-on 1 6rat enyhén razattuk. A baktériumot ampicillin (100 pg/mt), 40 ul IPTG
(izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid, 20 mg/ml) ¢é 70 pl  X-gal
(5-bromo-4-kloro-3-indol-B-D-galaktopiranozid, 20 mg/ml) tartalmi LB taptalajra
szélesztettiik. A felhasznalt E. coli torzs a B-galaktozidaz enzim C-terminalisat, miga
transzformaciéhoz hasznalt pBluescript vektor (az antibiotikum rezisztencia gén
mellett) az enzim N-terminalis részét (o-peptid) tartalmazza. Interallélikus
komplementacié révén (amennyiben a transzformalt baktérium- olyan Bluescripi
plazmidot tartalmaz, melynek o-peptid klonozé helyeire beépiilt a kivant
DNS-szekvencia) IPTG és X-Gal jelenlétében fehér telepek képzddnek. Ellenkezd
esetben (sikertelen szubklonozas soran) kék telepeket kapunk.

A transzformans baktériumok fenntartasa ampicillinnel (100 /ml) kiegészitett

LB taptalajon tortént.
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3.3.6. Plazmid kivonas

Az LB taptalajon nevelt transzformans sejtekbol a plazmid DNS-t a Quantum
Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad) segitségével tisztitottuk, a gyarté utasitasa
szerint. Hasznaltuk a Sambrook és mtsi. (1989) altal leirt alkalikus lizis modszert is.
A nagyobb tisztasag érdekében Qiagen-tip 100-as oszlopon torténd tisztitast is
vegeztiink. '

3.4. GOMBA GENOMIALIS DNS ANALIZISE
3.4.1. Genomidlis DNS kivonas Sclerotinia sclerotiorum-bol (Raeder és Broda
1985)

PDA taptalajra helyezett cellofanon nevelt S. sclerotiorum-ot oltottunk
komplett tapfolyadékba, majd 72 Oras razatott tenyészetb6l a micéliumot
Osszegyujtottitk, folyékony nitrogénnel torténd hités mellett doérzsmozsarban
elporitottuk. (Cellofanon torténé eloneveléssel csokkenthetd a gomba altal termelt
poliszacharid mennyisége, mely rendkiviil zavar6 a kivonas soran. A kisérlethez
kozonséges haztartasi cellofant hasznaltunk. A cellofant detergenssel kezeltiik -20
percet foztik detergenses vizben-, majd hirom orat folyd vizben oblitettiik a
felesleges detergens eltavolitasa céljabol. A micélium a cellofanrol steril csipesszel
kénnyen lehiizhat4.) A kivonas tovabbi Iépései Eppendorf csGben torténtek. 50 mg
poritott micéliumhoz 500 pl extrakciés puffert adtunk. 350 pl fenol hozzaadasat
kovetden erdteljesen Osszekevertiik a cs6 tartalmat. Ezt 150 pl kloroform hozzaadasa,
Osszekeverése és centrifugalasa koveti (1 6ra/13000 g, 20°C). A felsd, vizes fazist 1j
csObe pipettaztuk és 25 pl RN-az torzsoldatot adunk hozza (20 mg/ml). 37°C-on
torténd 10 perces inkubaciot 1 térfogat kloroform hozzaadéasa, osszekeverése és
centrifugalasa kovetett (10 perc/13000 g, 20°C). A feliluszéhoz Y térfogat
ammonium-acetatot (7.5 M) adtunk, 30 percet jégen inkubaltuk majd centrifugaltuk
(1 éra/ 13000 g, 4°C). A DNS feliiliszobol torténd kicsapasa 0.54 térfogatnyi
izopropanollal tortént. Ezt kovetéen 30-60 masodpercet centrifugaltuk (nagy
mennyiségli DNS esetén pipettaheggyel célszeri a DNS 6sszegyiijtése, igy is
csokkenthetd a poliszacharid mennyisége), a kiillepedett DNS-t 70%-0s etanollal

mostuk, szobahOn szaritottuk majd steril desztillalt vizben oldottuk.
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3.4.2. Genomidlis DNS kivonas Botryftis cinerea-bél (Pitkin és mtsi. 1996)

B. cinerea elénevelése is PDA taptalajon, cellofanon tortént a fentiekben
leirt médon. Csészérdl 6sszegyujtott micélium (5g) poritasa folyékony nitrogénnel
tortént, majd ehhez (50 ml-es, fenolnak ellenall6 centrifugacsdben) 10 ml extrakcids
puffert adtunk. (65°C, 30 perc). Jégben torténd hiitést kovetéen 10 ml PCI-t adtunk
(fenol:kloroform:izoamilalkohol, 25:24:1), a csd tartalmit osszerdztuk, majd
centrifugaltuk (20  perc/10000 rpm, 4°C). A  felilisz6t Cl-vel
(kloroform:izoamilalkohol, 24:1) kezeltiik, majd centrifugaltuk (20 perc/10000 rpm,
4°C). Amennyiben sziikséges volt még egyszer CI-vel kezeltiikk. A DNS kicsapasa a
feltiluszobol izopropanollal tortént, melyet azutan 75%-os etanollal mostunk (mely
10mM ammoénium-acetatot tartalmazott, pH 7.5). LevegOn torténd szaritast kovetéen

steril desztillalt vizben vettiik fel (20 pg RN-az/ml).

3.4.3. Southern-blot analizis (Southern 1975)

S. sclerotiorum genomi DNS-ének restrikcios enzimekkel torténd
emésztését kovetden a DNS-fragmentek elvilasztasa 1.3%-os agaroz gélben tortént
TAE pufferben. A futtatast kovetden a gélt szobahdmérsékleten kezeltiikk 0.25 M
sésavban (2x15 perc), majd denaturacios pufferben (3x15 perc) s végiil
neutralizacios pufferben (2x20 perc). A DNS-fragmentek hibridiziciés membranra
(Amersham N+) t6rténé atvitelét kovetden specifikus probaval (radioaktiv moédon

jelolt gpd-prdba) zajlott a hibridizacio.

3.5. RNS ANALIZIS SORAN ALKALMAZOTT MODSZEREK
3.5.1. RNS izolalas S. sclerotiorum-boél

Az RNS-sel folytatott munkahoz az osszes kellék (pipettahegy, desztillalt
viz, Eppendorf-csd) sterilizalasa 1 ora at 120°C-on vagy kétszer 30 perc Keresztil
110°C-on tortént. Az RNS elektroforéziséhez hasznalt futtaté kad RN-az mentesitése
DEPC-cel (0.1%, 12 ¢ra), illetve 0j kad esetén 0.5%-os SDS oldat alkalmazasaval
tortént (ezt RN-az mentes desztillalt vizzel oblitettiik). A kivonds soran nyert RNS
tisztasagat OD260/OD;s0 arany alapjén allapitottuk meg: 1.7-nél nagyobb érték esetén

a mintat tisztanak mindsitettiik.
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A.) Guanidin tiocianit médszer (Sambrook és mtsi. 1989)

A folyékony nitrogénnel poritott micéliumot guanidin tiocianat oldatban
szuszpendaltuk fel és 30 percig allandé forgatis mellett szobahSmérsékleten
inkubaltuk. A centrifugalast kovetéen (10000 rpm/30 perc, 15°C) a feliiluszot
cézium-klorid rétegre (7 ml) pipettaztuk: az ultra'centrifuga-csbvet guanidin tiocianat
oldattal sziniltig tolt6ttiikk. Centrifugalas utan (25000 rpm/24 ora, 18°C)
eltavolitottuk a feliiliszot vigyazva arra, hogy ne érintsiik a kitlepedett RNS-t. Az
RNS-t 0.5-1 ml desztillalt vizben oldottuk, PCI-vel kezeltiik, majd a centrifugalast

kovetben a feliiliszobol 96%-os etanollal kicsaptuk.
B.) TRIZOL médszer (Gibco-BRL)

Ennél a modszernél fontos, hogy a folyadékkulturabol osszegyiijtott
micélium a lehetd legszarazabb legyen, mert igy jelentdsen novelhetd a kivonas
hatékonysaga. A gomba micéliumanak poritasa folyékony nitrogén felhasznalasaval
tortént. 100 mg poritott micéliumot TRIZOL oldatban homogenizaltunk. Az 5 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubacié alatt a reagens a nukleoprotein komplex
alaposan 6sszekevertiik, majd ezt 3 perc szobahdmérsékleten zajlé inkubacid kovette.
A centrifugalas utan (12000 g/15 perc, 4°C) a felsO (szintelen) fazist egy Gj csbbe
vittitk és 0.5 ml izopropanolt adtunk hozza, majd 10 percet szobahén inkubaltuk. A
centrifugalast (12000 g/15 perc, 4°C) a kiiilepedett RNS 70%-o0s etanollal torténd
mosasa kovette. LevegOn torténd szaritds utdn RN-az mentes desztillalt vizben
oldottuk fel az RNS-t.

3.5.2. RNS izolalas fertézott novényi szovetbol

A fertézott novényi anyagot folyékony nitrogénben torténé fagyasztast
kovetden —70°C-on taroltuk. A minta folyékony nitrogénben zajlé poritasa utan a
kevert 6sszZRNS (gomba és novény RNS) kivonasat “Rneasy Mini Spin (Qiagen)
Kit”-tel végeztiik a gyart6 utasitasai szerint.
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3.5.3. RNS gélelektroforézis, Northern-blot analizis

Az RNS mintak analizise RN-4z mentesitett futtaté kadban 1.5 %-os agar6z
gélben tortént. 25 pl mintahoz (10 pug) 25 ul RNS migracids oldatot adtunk, 15 percet
65 °C-on majd 5 percet jégen inkubaltuk. 1 pl etidium-bromid (1mg/ml) hozzaadasa
utan vittiik a mintakat gélre. Az elvalasztast kdvetden 2X20 percet kezeltiik a gélt
10X RN-az mentes SSC-ben. A hibridizaciés membranra t6rténd transzfer szintén
10X RN-4z mentes SSC-ben tortént. Az RNS membranon torténd rogzitését UV-val
végeztiik (5 perc).

3.5.4. RT-PCR analizis

Az RT-PCR reakciét megel6z6en az 6sszRNS-t RQI Rnaz mentes DN-azzal
kezeltiik (Promega). Az RT-PCR reakciét 1.5 pg 6sszZRNS felhasznalasaval végeztiik
a gyart0 ajanlasa szerint (Access RT-PCR System, Promega).

RT-PCR reakcioban hasznalt primerek:

pg2 gén: (Génbank azonositd: 1.29040)
5’-TCTTTCCTCGGCCTTGAGC-3’
5’-GACTTGCCCTTCAAGGAGTG-3’; vart cDNS mérete: 486 bp

pg5 gén: (Génbank azonositd: Y13669)
5’-TGTCCAAGTTTTCAGTATT-3’; vart gDNS mérete: 544 bp
5’>-CTACCAGCATTTCCATTAT-3’; vart cDNS mérete: 452 bp

pg6 (Génbank azonositd: AJ539086)
5’-CAAGCTTATTGGAATGGGTAT-3’; vart gDNS mérete: 556 bp

5’-CTGGAGTTGACGATTTGACTA-3’; vart cDNS mérete: 462 bp

pg7 (Génbank azonosit6: AJ539087)
5’-TCCGGTTACGAGGATGTTA-3’

5’-GCTCCTGGACACGTCATT-3’; vart cDNS mérete: 380 bp
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gpd (Génbank azonosité: AF417110)
5’ TGG CTC CTA CTA AAG TTG 3’; vart gDNS mérete: 533 bp
5’ CAA GCA GTT GGT TGT GCA AG 3;’ vart cDNS mérete: 468 bp

aktin (act)

S. sclerotiorum aktin génjének amplifikalasara Benito és mtsi. (1998) altal leirt B.
cinerea actA (Génbank azonositd: AJ000335) gén szekvencidja alapjan irt

primereket hasznaltuk:

5’-CTTCGTGTAGCACCAGAGGA-3’
5’-ATGTTACCATACAAATCCTTA-3’ vart cDNS mérete: 610 bp

A pg5, pg6 és gpd gének esetében a primerek intronokat hatarolnak, igy az
RNS-mintaban maradt genomialis DNS szennyz6dés méret alapjan elkiilonitheto a
cDNS-t6l. A pg2, pg7 és act gének esetében a primerek nem hatarolnak intronokat,
igy ezekben az esetekben kontroll PCR-reakcidkat végeztiink.

RT-PCR reakciokban alkalmazott paraméterek:

48 °C, 45 perc — reverz transzkripcid

95 °C, 2 perc — reverz transzkriptaz inaktivalasa
95 °C, 1 perc — templat cDNS denaturacidja

60 °C — pg2 gén A
52°C - pg5 gén
58 °C — pg6 gén 1 perc, primer kotodése
56 °C — pg7 gén
54 °C - act gén

55°C—-gpdgén )
68 °C, 1 perc — lanchosszabitas

68 °C, 7 perc - lancjavitas

A reakci6 soran kapott termékek analizise 1%-0s agar6z gélen tortént. Egy fiiggetlen

masodik analizissel igazoltuk eredményeinket.
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RT-PCR reakcibelegy (50 ul végtérfogat; Access RT-PCR System, Promega)
1 pl dNTP mix (10-10 mM minden dNTP-bdl)

10 ul 5X AMV/TA] reakci6 puffer

50 pmol primer 1

50 pmol primer 2

2 ul 25 mM MgSO,

e 1 ul AMYV reverz transzkriptaz (SU/ul)
1 pl Tl DNS polimeraz (5U/ul)

X ul (1.5 ug)ossz RNS

Y pl (50 pl-re torténo kiegészités)RN-az mentes viz
A mintakra 40 pl steril asvanyi olajat rétegeztiink.

3.6. IN PLANTA VIZSGALATOK

3.6.1. Fertdzési vizsgalatok

PDA taptalajon nevelt 4 napos aktivan ndvekvd S. sclerotiorum
tenyészetének szélérol izolalt, 4 X 15 mm-es micélium darabbal tortént a vizsgalt
novények fertdzése. Sargarépa karégyokerét (Beta vulgaris) hosszaban 3 mm
vastagsagu szeletekre vagtuk és ezt fertoztik. Napraforgd (Helianthus annuus)
esetében 1 hetes csiranovény sziklevelét, mig bab (Phaseolus vulgaris) és cikoria
(Cichorium intybus) vizsgalata soran kifejlett leveleket hasznaltunk a fertézési
teszthez. A kisérlet elott a névényi anyagot 70 % etanol-1 % H,O. oldattal
fertétlenitettiik (pillanatnyi kezelés). Sargarépa, cikoria és bab esetében a fert6zést
Petri-csészében steril desztillalt vizzel telitett Whatman papiron hajtottuk végre, mig
napraforgd vizsgalata soran kozvetleniil a csirandvény levelét fertoztitk. A fertézési
vizsgalatok 20°C-on zajlottak, a mintavételezést kovetGen a fertézott novényi

anyagot folyékony nitrogénben fagyasztottuk és —80°C-on taroltuk.
3.6.2. Kozvetlen pH mérés a fertozott névényi szovetben

A fert6zés soran a n6vényi szovetben a pH mérését feluleti elektroddal

végeztilkk (Bioblock Scientific, Illkrich, Franciaorszag). A pH mérés rendkiviil
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egyszeril és gyors, hisz ehhez csupan az elektrod vizsgalt mintahoz torténd érintése

szitkséges. Minden mérést haromszor ismételtiink meg harom eltéré mintéan.

3.6.3. Oxalsav mennyiségi meghatirozasa

S. sclerotiorum Aaltal termelt oxalsav mennyiségének meghatarozasara
lehetdség nyilik mind folyadék kultirabél, mind fertdzott novényi anyagbol egy
enzimreakcion alapulé detekcids kit felhasznalasaval (Sigma). Fert6zott névényi
szovet esetében 1g keriilt folyékony nitrogénben torténd poritasra majd 3 ml steril
desztillalt vizben val6é reszuszpendalasra. 30 perc szobahdn torténd inkubalast
centrifugalas kovette (10 perc/S000 rpm), majd ezt kovetden a feliihisz6t hasznaltuk

fel az enzimreakcibhoz. Minden feltiintetett érték harom fiiggetlen mérés atlaga.

3.7. DNS SZEKVENALAS, BIOINFORMATIKAI PROGRAMOK

A Kkisérleteink soran vizsgalt DNS szakaszok szekvenalasa a GENOME
Express grenoble-i laboratoriumaban, valamint az MTA Szegedi Biolodgiai
Koézpontban tortént. '

A DNS szekvenciak 6sszehasonlitasat nemzetkozi adatbazisokban (NCBI, National
Center for Biotechnology, EMBL, European Molecular Biology Laboratory)
talalhato szekvenciakkal a BLAST és FASTA programok felhasznalasaval végeztiik.
A potencialis szignal peptid hasitohelyek detekcidjat SignalP, a fehérje szekvenciak
Osszehasonlitasat (alignment) ClustalW, mig a promoter motivumok keresését
Matinspector programmal hajtottuk végre.

A hibridizacios jelek mennyiségi analizisét Optiquant program (Packard)

segitségével végeztiik el.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELES
4.1. S. SCLEROTIORUM GPD GENJENEK KLONOZASA, SZEKVENCIA
ELEMZESE

4.1.1. Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén klénozasa

S. sclerotiorum EMBL3 fagban készitett génkonyvtaranak sziiréséhez A.
nidulans gpd génjénk 950 bp-nyi Scal fragmentjét hasznaltuk, melyet a pAN 5-22
plazmidbol izolaltunk (Punt és mtsi. 1988). A radioaktiv izotoppal jelzett A. nidulans
gpd probaval szirt génkoényvtarbol 4 pozitiv klont izolaltunk. Southern-blot analizis
utén arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy a 4 izolalt fag S. sclerotiorum genomjanak
egymassal atfedo régioit tartalmazza. A tovabbi vizsgalatokat a 10-es szamu faggal
végeztilk, megemésztve a fag DNS-t szdmos restrikciés enzimmel (egyszeres és
kombinalt emésztések) olyan fragmente(ke)t keresve, mely idedlis a szubklonozasi
kisérletekhez. Az emésztéseket kovetd Southern-blot analizis utan egy 1965 bp-nyi
EcoRVHindlll fragmentet izolaltunk, mely rendkiviil erSs jelet adott a heterolog
Aspergillus probaval. Ezen fragment pBSK- vektorba keriilt szubklénozasra, s az igy
kapott plazmid a pGPD1 nevet kapta.

4.1.2. Sclerotinia sclerotiorum gpd génjének szekvencia analizise

A szubklonozott fragment szekvenciijanak mas gomba gpd génekkel
torténd osszehasonlitasa 1014 bp-nyi kodolo szekvencia azonositasat tette lehetové
(8. abra)

A kezd6 kodon (ATG) komyezetében lévé bazisok (AGAATGG) a
Kozak-szekvencianak megfeleléek (Kozak 1981; [A/GIXXATGG), nevezetesen
—3-as pozicidban egy purin (A/G), valamint +4 helyen egy guanin talalhatd, melyek
az iniciacios komplex kialakitasaban jatszanak szerepet a riboszoman.

S. sclerotiorum gpd génjének kodol6 szekvenciajat két intron szakitja meg.
A gomba gpd gének intronjainak szama meglehetdsen valtozatos, hisz mig az
ascomycota élesztd gpd génekben nem talaltak intront, addig a basidiomycota
élesztOk esetében -Cryprococcus neoformans esetében 11 (Varma és Kwong 1999),
Phaffia rhodozyma gpd (Verdoes és mtsi. 1997) génjében 6 -nagyszamu intront irtak
le. Aspergillus niger (Harmsen és mtsi. 1992) és A. nidulans (Punt és mtsi. 1998)
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esetében 6 intron ismert, mig Podospora anserina (Ridder és Osiewacz 1992) gpd
génjében csupan 1 intron van.

A S. sclerotiorum gpd intronok hatarolo szekvenciai (5’-GT és 3’-PyAG)
megegyeznek a fonalas gombaknal leirt konszenzus szekvencidkkal. S. sclerotiorum
els6 intronja konzervativ (+129-es kezdettel) elhelyezkedésti, hisz a vizsgalt gombéak
dont6 tobbségében ezen a helyen intront talalunk a gpd génben. Ez az egyetlen olyan
intron, amely az ascomycota és basidiomycota csoportokat dsszehasonlitva azonos
helyzetii, ugyanakkor az ismert zygomycota gpd génekben ebben a poziciéban nem
talalunk intront (Wolff és Arnau 2002; Acs és mtsi. 2002). Ezzel szemben a méasodik
intron pozicidja (+815-es kezdettel) joval variabilisabb, hisz a jelenleg ismert zygo-
és basidomycota gpd génekben nem talalunk ezen a helyen intront. Emlitést érdemel,
hogy Cryphonectria parasitica (Choi és mtsi. 1990) és Blumeria graminis f. sp.
hordei (Christiansen és mtsi. 1997) esetében szintén két intron azonositottak,
emellett az intronok elhelyezkedése mindkét esetben megegyezik a S. sclerotiorum

esetében tapasztaltakkal.

acagtgcttgcagcggatttactattactactattactattaatgctactattaatgcttatcga -649
tagtgatgcaatctgaagctaagcccaatcaaaggcaaagagtacaaagtaggtaataaattttatgaaagt -577
ttatatcatacaagacaagaccaggtagctagctgtatgaaagggaacctatcaaggtcaaattcgaaacaa -505
aaccaagaatgttaagagtaacacgtacttcattcatacttcatacttcatcagttcattactttgtttget -433
tcttaggccaatctgatctacccecttecgacggtgetttctaaacttggegetttacataccagtatttaa -361
gggactaacatggtccaccatccatccacatgcatcaattcattccacgctaaaggaggggcgctaccgcaa =289

aattgattcaacaacgaccccaccaaattcatectecceccectccegtttettectttectacataaacaacea -217

attctccccttcgaaaatcatttcaagaatcatcaaaaatcttacaagtaagtatcctcatacctatatcat -145

tcctetgettetecgttgtgecttttggtgatctatagecttcaaacgggtacatccgaagetattttttaac =3

cttceccgegcectactcttgtcaacaaacaaacgcaaaaaaaggcttttcttacattttctaacatcatctaga "
M A P T K v G I N G F G R I G R I v 18
ATG GCT CCT ACT AAA GTT GGT ATC AAC GGT TTC GGA CGT ATC GGA CGT ATC GTC 54
F R N A I E H D D 1 D T v A v N D P 36
TTC AGA AAT GCT ATC GAG CAT GAT GAC ATC GAT ATC GTC GCT GTC AAC GAT CCT 108
F I E T E b 4 A 43

TTC ATT GAG ACT GAA TAT GCC gtaagttgccgctaccggacctcccaatgacaccaaggacccg 12

A Y M L K Y D S b ¢ H G Q bH
agctaatttttatccttcacagGCA TAC ATG TTG AAA TAT GAC TCC ACT CAC GGT CAA 230
F K G D I K v L S D G L E v N G K K 13

TTC AAG GGT GAT ATC AAA GTC CTC TCC GAC GGA TTG GAG GTT AAT GGC AAG AAA 284

v K F s 4 D E R D P A N & P W A E S E 91
GTC AAG TTC TAC ACT GAG AGA GAC CCT GCC AAC ATC CCA TGG GCT GAG TCT GAG 338

A Y Y v A E S i G v F A5 T 3y E K A K 109
GCA TAC TAC GTT GTC GAG TCC ACC GGT GTT TTC ACC ACC ACC GAG AAG GCT AAG 392

A H L K G G A K K v \ I S A P S A D T2t
GCA CAT TTG AAG GGT GGT GCC AAG AAG GTT GTC ATC TCT GCT CCT TCC GCC GAT 446
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A P M Y A M G \ N N E T ) 4 N G E A D 145
GCC CCA ATG TAC GTC ATG GGT GTC AAC AAC GAG ACC TAC AAT GGT GAA GCA GAT 500
\ I S N A S C g o N C L A P L A K v 163

GTT ATC TCC AAC GCT TCT TGC ACA ACC AAC TGC TTG GCT CCT CTC GCC AAG GTC 554

i N D E F g I x E S L M i | < o ¢ H S Y 181
ATC AAC GAT GAG TTC ACC ATC ATT GAA AGT TTG ATG ACC ACC ATT CAC TCC TAC 608
T A T Q K T \4 D G P S A K D W R G G 199

ACT GCC ACC CAA AAG ACC GTT GAT GGT CCA TCC GCT AAG GAT TGG CGT GGA GGA 662

R T A A Q N I I P S S T G A A K A v 23
CGT ACC GCT GCT CAA AAC ATC ATT CCA TCG AGC ACC GGT GCC GCC AAG GCC GTC 716

G K v T 4 E L N G K L T G M S M R \ 235
GGA AAA GTC ATT CCA GAG CTT AAC GGC AAG CTC ACC GGA ATG TCT ATG CGT GTT 770

P T A Ui \ S v \ D L s v R I E K A A 253
CCA ACT GCC ACC GTC TCT GTT GTT GAC TTG ACT GTC CGC ATT GAG AAG GCT GCT 824
S Y D E I K E ) I K K A A N G 2 L K 271

TCT TAT GAT GAG ATC AAG GAG GTC ATC AAG AAG GCC GCC AAT GGT CCT CTC AAG 878

G i L A 275
G gtaagaaatttgtcaatattcattacttttcaatttactaacaacaatgtatagGC ATA TTG GCT 944
i T E D D ) v S T D M N G D N H S S 293

TAC ACC GAG GAC GAT GTT GTC TCC ACT GAC ATG AAC GGT GAC AAC CAC TCC TCC 998

: § F D A K A G I S L N K N i v K L v 311
ATC TTC GAT GCC AAG GCC GGT ATC TCC CTC AAC AAG AAC TTC GTC AAG TTG GTT 1052

S W Y D N E W G b ¢ S R R v L D L L H 329
TCC TGG TAC GAC AAC GAG TGG GGT TAC TCT CGT CGT GTC CTT GAC CTC CTC CAC 1106

Y I s K v D N K Q * 339
TAC ATC TCC AAG GTT GAT AAC AAG CAG TAG gagatttctgctcagtatttaggaagtaatc 1167

aagactctgaccactatttggcaga 1192

8. abra: S.sclerotiorum gpd génjének szekvenciaja

Genomidlis DNS-sel végzett Southern-blot analizissel igazoltuk, hogy S.
sclerotiorum egyetlen gpd génnel rendelkezik. A vizsgalat soran a genomi DNS-t
Sspl (1-szer hasit a homolég probaként felhasznalt S. sclerotiorum gpd
szekvencidban), Xhol (nem hasit a probaban), EcoRl (nem hasit a probaban)
restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd a hibridizaciot nem szigora koriilmények
kozott végeztiik S. sclerotiorum homoldg gpd-probaval (BamHI-Hindlll fragment).
Sspl restrikcios enzimmel 2, mig Xholl, EcoRl enzimekkel 1 hibridizaciés savot
kaptunk (9. abra), mely azt igazolja, hogy a S. sclerotiorum genomja egy gpd gént
tartalmaz. Mai ismereteink szerint a gombdk donté tobbségében egy gpd gén
talalhat6, &m nem minden esetben, hisz S. cerevisae (Holland és mtsi. 1983) és
Mucor circinelloides (Wolff és mtsi. 2002) esetében 3 kopiarol szamoltak be, mig
Agaricus bisporus (Harmsen és mtsi.1992) és Trichoderma koningii (Watanabe és

mtsi. 1993) gombakbol 2 gént irtak le. 4. bisporus és M. circinelloides-nal csupan
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egy-egy gpd gén transzkripcidjat igazoltdk, mig a tobbi kopia vagy pszeudogén vagy
specialis koriilmények kozott fejezodik ki (pl.: stressz). S. cerevisiae 3 GPD-je is
eltérd expressziot mutat jelezvén, hogy az egyes izoformak kiilonb6z6, specidlis
funkciokkal birnak (Boucherié és mtsi. 1995).

M Sspl  Xhol  EcoRl1 M

212 — W

2.02— Wk @

155— :
137— 5
0.94— i

9. dbra: S. sclerotiorum gpd génjének kopiaszam meghatarozasa

4.1.3. gpd gén 5’ és 3’ szekvencidjanak analizise

Az EcoRl/Hindlll fragment szekvencidjanak analizise 713 bp hosszsagu
promoter szekvenciat tart fel (8. dbra). A S. sclerotiorum gpd génjének 5’
szekvencigjaban tipikus gomba promoter elemeket azonositottunk. 3 primidin
gazdag régié jelenlétét igazoltuk (-81/-56; -145/-128; -257/-230). A CT gazdag
régiok kiilondsen az erds expressziot mutat6 gének promoter szekvencidjéra jellemzo,
szamos esetben igazoltdk (élesztd, fonalas gomba) a transzkripciéban betoltott
meghatarozé szerepét (Gurr és mtsi. 1988). 2 potencidlis TATA- (-114/-111;
-152/-148) és 3 CAAT-boksz (-218/-215, -265/-261, -325/-322) is azonositasra keriilt,

mely szekvencidk szintén a transzkripci6é kialakitasaban jatszanak szerepet. S.

Osszevetve (Punt és mtsi. 1990) az ott detektalt gpd-, ct- és ga-motivumokkal
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homoldg szekvenciakat talaltunk. Funkciojuk még nem tisztazott, Punt és mtsi. mas
glikolitikus gének promoterével osszehasonlitva detektaltak ezeket a szekvenciakat.
A. nidulans amdS génjének promoterébe lltetve a gpd-boxot (lacZ riporter rendszert
hasznalva) a vizsgalt gén 30 %-kal fokozott expresszidjat figyelték meg.

STRE motivumot (“stress response element”: 5° AGGGG 3°) is
azonositottunk (-412/-408, komplementer inverz formaban: 5° CCCCT 3°), mely a
gén stressz korilmények kozotti aktivacidjaban érint'ett‘ (Schuller és mtsi. 1994).
Pleurotus sajor-caju gpd génje fokozott expresszi6t mutatott stressz ~hideg (4°C, 4
ora), meleg (45°C, 4 6ra), s (4M NaCl, 4 6ra), szarazsag (10 perc vakuum)- esetén
(Jeong Jeong és mtsi. 2000). Vizsgalataink soran AbaA/Tecl motiv jelenlétét is
igazoltuk (5° CATTCY 3’ ahol Y: “C” vagy “T”, -320/-315). Ezen fehérjék a
TEA/ATTS transzkripcios faktor csaladba tartoznak, mely oly emlds, madar,
nematoda, rovar €s gomba fehérjéket foglal magaba, melyekre jellemzé a
konzervativ TEA domén (Biirglin 1991). A fehérje ezen 66-76 aminosavnyi szakasza
az N-terminalis részen helyezkedik el s a TEA konszenzus szekvencia (TCS, 5’
CATTCY 3°) kotéséért felelds. A. nidulans esetében AbaA funkcidjat a konidiofor
kialakitdsaban hataroztak meg (Andrianopoulos és Timberlake 1994), mig S.
cerevisiae-ben a Tecl transzkripcios faktor egyrészt a Tyl-retrotranszpozon
aktivalasaban (Laloux és mtsi. 1990), masrészt a Stel2 proteinnel heterodimert
alkotva az éleszték fonalas novekedésében (virulencidjaban) jatszik alapvetd
szerepet (Madhani és mtsi. 1997; Schweizer és mtsi. 2000). S. sclerotiorum gpd
génjének 5’ szekvencidjat vizsgalva nem talaltunk Stel2 transzkripcids faktor kotd
helyet (PRE, pheromone response element).

Az analizis soran egy potencialis CREA (lasd 1.3.2. “Szénforras medidlta
represszio” c. fejezetet) koto helyet azonositottunk (-271/-266, komplementer inverz
formaban: 5> CCCCAC 3°), ugyanakkor nem talaltunk GATA, PacC transzkripcios
faktorokat kotd konszenzus szekvenciakat.

Az izolalt EcoRI/HindIll fragment 56 bp-nyi terminator szekvenciat is
tartalmazott, melynek vizsgalata soran nem talaltunk potencialis poliadenilacios

helyet (AATAAAA), mely valésziniileg 3’ szekvencia rovidségével magyarazhato.
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4.1.4. 8. sclerotiorum gpd génje altal kédolt fehérje analizise

S. sclerotiorum gpd génje egy 338 aminosavbodl all6 fehérjét kodol,
melynek feltételezett molekulatomege 36.8 kDa. Azonositottuk az enzim katalitikus
funkciéjaban szerepet jatszo ciszteint (152-es pozicio) és hisztidint (179-es pozicio),

- (194-es pozicid) és arginint (234-es pozicio, Milner és mtsi. 1983). Ascomycota GPD
szekvenciakhoz hasonlitva a fehérjék kozotti rendkiviil nagy homolégié, detektalhatd:
pl. (4. nidulans) 79.6 %, (N. crassa) 85.9%.

4.2. S. SCLEROTIORUM GPD GENJENEK EXPRESSZIOS VIZSGALATA

4.2.1. Kodonhasznalat vizsgilata

A kiilonbozo él6lények esetében eltérd kodonhasznalat figyelhet® meg, sét
egyazon szervezeten beliil is lehet nagy kiilonbség a kodonhasznalatban, a vizsgalt
géntol fliggden. S. cerevisiae esetében az erds expressziot mutato géneknél egyoldala
kodonhasznalatr6l szdmoltak be (Bennetzen és Hall 1982). Fonalas gombaknal is
leirtak hasonlé jelenséget (Ballance 1991). Eredményeink ezzel 6sszhangban allnak,
hisz S. sclerotiorum GPD-jének esetében a 61 lehetséges kodonbol csupan 44 keril
felhasznalasra. (1. tabldzat). Megallapithaté az is, hogy a felhasznalt kodonok
70%-anak harmadik bazisa pirimidin. A tablazatbol az is j6l lathato, hogy a pirimidin
bazisok koziil a citozin preferalt a timinnel szemben. A kodon harmadik bazisaval
kapcsolatban tett megfigyelések egyeznek az altalanos tapasztalatokkal, hisz szamos
esetben irtak le hasonlé eredményt (Punt és mtsi. 1988; Ridder és mtsi. 1992;
Verdoes és mtsi. 1997).
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a.sav kodon hasznalt a.sav kodon hasznalt a.sav kodon haszn

alt

Ala GUT 14 Gly GGT 15 Pro CET 6

GEC 15 GGC 3 CEC -

GCA 4 GGA 7 CCA 6

GCG - GGG - CeEG -

Arg CGT i His CAT 2 Ser TCE 7
CGC 1 CAC 4 TCEe 13

CGA - Ile AAT 6 TCA -

CGG - ATC 18 TCG 1

AGA 2 ATA 1 AGT 1

AGG - Leu TTA - AGC 1

Asn AAT 4 TTG 8 Thr ACT 8
AAC 16 CET 2 ACC 15

Asp GAT 13 CTE 7! ACA 1

GAC 10 CTA - ACG -

Cys TGT - CTG - Trp TGG 4
TGC 2 Lys AAG 22 Tyr TAC 11

Gln CAA 3 AAA 22 TAT 11
CAG - Met ATG 8 Val GTT 13
Glu GAA 3 Phe W EE: 9 GIC 18

GAG 16 ‘EI'T - GTA -

- - - - - - - GTG -

1. tablazat: S. sclerotiorum gpd génjének kodonhasznalata

4.2.2. A gpd gén expresszidjanak vizsgalata

S. sclerotiorum gpd génjének expresszidjat Northern-blot analizissel
vizsgaltuk. Az eldkultardban (YPG) 48 o6raig nevelt gombat egyediili szénforrasként
gliikozt, pektint, glicerolt vagy arabindzt tartalmazoé tapfolyadékra vittiik at (8 ora).
15 pg 6sszRNS-t agar6z gélen elektroforaltattunk, majd hibridizdciés membranra
torténd atvitelt kovetéen gpd gén fragmenttel hibridizdltunk. A vart méretnek
megfeleld (1150 bp) jelet kaptunk a gpd probaval, mig a gélre felvitt 6sszRNS
mennyiségének 6sszhasonlitasat a rRNS adta jel tette lehetévé (10. abra).

Vizsgélatunk sordn azt tapasztaltuk, hogy S. sclerotiorum gpd génje
gliik6zon és pektinen joval erdsebb expresszidét mutat, mint glicerolon és arabinézon,
mely azt jelenti, hogy nem konstitutiv médon kifejez6dé génr6l van sz6. Mindez
Osszhangban all szamos, fonalas gombanal tett megfigyeléssel, mig ellentmond az
altalanos dogmanak, miszerint a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén egy
minden koriilmények kozott azonos modon, konstitutivan kifejez6dé gén. A
mikoparazita 7. harzianum gpd génje erds expressziot mutatott gliikkdzon, mig joval
gyengébbet, amikor a gazda (Rhizoctonia solani) sejtfalat hasznaltak egyediili

szénforrasként. Ugyanezen gomba esetében az egyes életszakaszokban is eltérd gpd
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expressziot figyeltek meg, hisz csokkent a sporuldcié alatt, hisz kevesebb gpd
mRNS-t detektaltak a konidioférokban és konidiumokban, mint a vegetativ hifdkban
(Puyeski és mtsi. 1997).

Pec Glu Gly Ara

¥DNS

10. abra: S. sclerotiorum gpd génjének expresszidja kiilonbdzo szénforrason (pektin,

gliikoz, glicerol, arabin6z)

Az A. nidulans-ban egyetlen konstitutivan expresszalod6 gpd kopiat irtak le
(Punt és mtsi. 1998, 1990), am Redkar €s mtsi. (1998) egy magas NaCl koncentraciot
tolerald torzsbol (FGSC 359) a megfigyeltekhez képest erdsebb gpd expressziorol
szamoltak be. A stressz hatdsara patkany aortaban fokozott gpd mRNS akkumuléciot
(Tto és mtsi. 1996), illetve Pleurotus sajor-caju gpd génjének fokozott expresszidjat
(Jeong Jeong és mtsi. 2000; lasd 4.1.3 “gpd gén 5’ és 3’ szekvencidjanak analizise”
c. fejezetet) irtak le.

M. circinelloides 3 gpd génjébol (gpdl, 2, 3) csupan a gpdl gén
transzkripcidjat sikeriilt bizonyitani. Expresszios vizsgalatok ebben az esetben is azt
mutattdk, hogy ez a gén is regulalt médon fejezédik ki (Wolff és mtsi. 2002).
Gliikkozon erdsebb transzkripciorél szamoltak be, mint glicerolon és etanolon.
Emellett folyamatos mintavételezés és analizis mellett gliikozon €s galaktézon azt
tapasztaltak, hogy a tapfolyadékban a folyamatosan csékkend cukorkoncentracidval
(az id6 elorehaladtaval csokken a cukor mennyisége) korreldl a gpd gén expresszidja,
az is csOkkend tendenciat mutat. Cukrot adva a tapfolyadékhoz erdsebb gpd
expressziot detektaltak, mely eredmények egyértelmiien regulélt, a rendelkezésre
alloé cukorkoncentraci6jatol fliggd transzkripciot bizonyitanak.

S. sclerotiorum-mal végzett kisérleteink hasonlé szabéalyozas meglétét
jelezték (11. abra). Gliik6zon, mint egyediili szénforrason nevelve a gombat azt

tapasztaltuk, hogy a gliik6z csokkené mennyisége mellett parhuzamosan csékkent a
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gpd gén expresszidja is, ugyanakkor a gomba biomassza emelkedése intenziv

novekedést jelez.
A.
4 8. 1b 24 36 48 . 0
; *.': . & ' E. .
M """ rDNS
B.

cpm gpd / cpmr DNS
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g
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11. abra: A.) Gliik6zon detektalt gpd expresszid az id6 fiiggvényében B.)
Standardizalt expresszios értékek C.) A gliikoz koncentraci6 és a gomba

biomassza valtozasa a kisérlet soran
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4.2.3. gpd, mint molekularis marker S. sclerotiorum infekcié sorian

Az in vitro kisérletek mellett meghatarozo jelentGségliek az in planta
eredmények. A fert6zés soran a gomba-novény rendszerben a gomba mennyisége
folyamatosan nd, kovetkezésképpen a fert6zott novénybdl kivont 6sszRNS-ben
folyamatosan emelkedik a gomba RNS mennyisége. /n planta rendszerben egy
molekularis marker alkalmazasaval lehetGség nyilik a gomba génexpresszionak (pl.
sejtfaldegradal6 enzimek) a gombé biomasszaval t6rténé 6sszehasonlitasara.

S. sclerotiorum esetében mindeddig nem irtak le a gyakorlatban jol és
konnyen alkalmazhat6 belsé molekularis markert, holott ez fontos lenne, hisz igy
Osszehasonlithat6 lenne a sejtfalbonté enzimeket kodoloé gének expresszidja a gomba
metabolikus allapotaval.

Négy gazdanovény fertGzését végeztiik el (bab, cikoria, napraforgd,
sargarépa) és folyamatos mintavételezés mellett vizsgaltuk a gpd gén expressziojat
(12. abra). Minden esetben hasonlé profilt detektaltunk, hisz mind a négy novénynél
fokozatosan er6s6d6 gpd expresszié figyelheté meg egy csucspont eléréséig (bab-36
Ora, cikoria-48 oOra, napraforg6-24 oOra, sargarépa-48 oOra), majd ezt csokkend
génexpresszié kovette. A fertézést vizualisan kovetve lathaté a névény gomba altali
fokozatos kolonizacidja, viszont nem érzékelhetd egy csucspont, illetve az azt kovetd
(gén szinten tapasztalt) visszaesés. Véleményink szerint a gpd gén expressziojanak
minden esetben tapasztalt (egy csucspontot kovetd) csokkenése azzal magyarazhato,
hogy a gomba szdmara egy id6 utan mar nem nyujt idealis feltételeket a gazdan6vény.
A fertbzés végsé fazisaban a teljesen kolonizalt novényi szovet mar nem biztosit
elegend® tipanyagot a patogén szamara, igy az nem “érdekelt” abban, hogy oly
szinten aktivan tartsa metabolizmusat, mint az lathato a fert6zés korai szakaszaban.
In vitro kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy S. sclerotiorum gpd génje nem
konstitutivan modon fejezddik ki. A gpd gén expresszidjat in planta koriilmények
kozott vizsgalva nem tapasztaltunk fluktuaciot, a fert6zés folyaman egy csticspont
eléréséig fokozatosan novekvd majd ezt kovetden csokkend expresszid volt
detektalhat6. Kovetkezésképpen S. sclerotiorum gpd génje felhasznalhato és
alkalmazhaté, mint bels6 molekularis marker, hisz koveti a gomba metabolikus
allapotat a fertGzés soran, lehetGséget biztositva igy, hogy viszonyitasi alapként
hasznaljuk a sejtfaldegradalé enzimeket kodolo gének expresszidjanak vizsgalatakor.

Alapvet6 és dont6 kiilonbség az in vitro és in planta kisérleti rendszer k6z6tt, hogy
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mig in vitro koriilmények kozott egyetlen szénforrds génexpresszidra tett hatasat
vizsgaltuk, addig az in planta kisérlet soran szémos szénforrds all a gomba
rendelkezésére, melyek a gpd gén folyamatos transzkripcidjat biztositjak.
(Természetesen mindez teljes bizonyossaggal csupan a kisérletbe bevont négy

ndvény esetében mondhato el.)
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12. abra: S. sclerotiorum gpd génjének expresszidja in planta kisérleti rendszerben

A.) napraforgé B.) cikoria C.) sargarépa D.) bab

Az in vitro kisérletek soran gliik6zon, mint egyediili szénforrason tortént
vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a gpd gén csdkkend expressziot mutat,
pathuzamosan a csdkkend cukor koncentraciéval. Fontosnak tartottuk megvizsgélni,
hogy milyen kapcsolat all fenn in planta a gliikéz koncentacioja €s S. sclerotiorum
gpd génjének expresszidja kozott.(13. abra) A napraforgoval végzett kisérlet soran
egy kezdeti rovid koncentraci6 emelkedéstdl eltekintve fokozatos csokkenést
tapasztaltunk a gliik6z mennyiségének vizsgalata sordn a mar jellemzett gpd profil
mellett. A kezdetben megfigyelt emelkedés valdsziniileg az Gsszetett cukrokbdl
felszabadulo glikk6zzal magyarazhat6, a kés6bbi csokkenés soran pedig a gomba,
mint konnyen felhasznéalhat6 szénforrast, metabolizéalja a rendelkezésre allo gliikozt.
In vitro kisérletekkel ellentétben tehét itt csokkend glikkéz koncentracié mellett
fokozatosan er6s6d6 gpd expresszié figyelheté meg a fert6zés kezdeti szakaszaban.

A kisérlet soran tett megfigyelésiink ebben az esetben is az in planta rendszer
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Osszetettségével magyarazhato, hisz a gliikozon kiviil szamos egyéb metabolizalhatd
tapanyag all a patogén rendelkezésére, mely lehetdséget biztosit a gomba szamara a
gyors ndvekedésre, a gazda kolonizacidjara, mely természetesen fokozott

anyagcserével parosul.
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13. dbra: S. sclerotiorum napraforgd fert6zése soran detektalt gpd expresszid a

fert6zott ndvényben mért glitkoz koncentracio fliggvényében

Ma mar t6bb olyan publikaci6 ismert, melyek a gpd gén regulalt (nem
konstitutiv) expressziojarol szamolnak be. Szamos kutaté ezért az aktin, valamint
tubulin gének hasznalatat részesiti elonyben belsd molekularis markerként (Benito és
mtsi. 1998; Li és mtsi. 2002;). Szdmos €él6lény aktin génjének szekvencidja ismert,
melyeket sszehasonlitva elmondhat6, hogy egy rendkiviil konzervativ génrdl van
sz6, filogenetikai szempontb6l egymastol meglehetdsen téavol &ll6 szervezetek
esetében is. Erre alapozva, a mar ismert B. cinerea aktin szekvenciat (Benito és mtsi.

1998) felhasznalva primereket készitettiink, majd ezek segitségével S. sclerotiorum
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genomialis DNS-bol aktin probat amplifikaltunk. A kisérletképpen végzett
Northern-blot analizisek utan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az aktin gén joval
gyengébben, kisebb mértékben fejezédik ki, mint a a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz gén, igy ez a kisérleti rendszer nem idedlis a két gén expresszi6janak
komparativ analizésére. Célunk eléréséhez igy egy joval érzékenyebb molekularis
technikara volt sziikségiink, ezért RT-PCR alkalmazasa mellett dontottiink. Ezen
technika lényége, hogy a vizsgalt célgénr6l atirodott mRNS-rol (ha kifejezddik a gén
az adott koriilmények kozott) reverz transzkriptaz segitségével cDNS szintetizalodik,
melynek amplifikacidja a reakcié masodik szakaszaban “hagyoméanyos” PCR-ral
torténik.

Eredményeink feltartak, hogy ezzel a modszerrel is (mindkét gén esetében)
a mar ismertetett €s jellemzett profilt kapjuk. A fert6zés elérehaladtaval fokoz6do
génexpressziot detektaltunk, majd egy csiicspont (48 6ra) elérését kévetden a vizsgalt
gének transzkripcios aktivitdsa csokkent. (Emlitést érdemel, hogy a Northern-blot
esetében is ezt az expressziés mintizatot detektaltuk, ugyanakkor ebben az esetben
nem 24 6ranal, hanem 48 oranal van az expresszios csicspont. Figyelembe kell
venniink, hogy ezen eredmények egy mas kisérleti rendszerben sziilettek, egy joval
érzékenyebb modszer felhasznalasaval. Gének expresszidjanak vizsgalatakor,
egymastol figgetlen kisérletek elvégzésekor szamos esetben van némi eltérés az
eredményekben még akkor is, ha mindig azonos médon €s korilmények kozott is
végezziik kisérleteinket. Ezekben az esetekben a megegyez0 expresszios mintazat é€s
profil a meghatarozd, mint a mi esetiinkben is.) Ezzel a modszerrel is igazolast nyert,
hogy a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén joval er8sebb expressziot mutat,
mint az aktin gén. A moédszernél fontos a reakcié soran alkalmazott ciklusszam
helyes megvalasztasa (14. abra). Lathato, hogy a fokozottabb expresszios
aktivitassal biré gpd génnél 33 ciklust alkalmazva a reakcié mar a telitési fazishoz
kozelit, az egyes mintavételezési idoponthoz rendelhetd génaktivitasbeli kuilonbség
rejtetté valik. Mindez azzal magyarazhat6, hogy bizonyos ciklusszam folott (dacara a
kiindulasi mintdban a célgén eltérd mennyiségben fellelheté mRNS-ének) azonos
vagy kozel azonos intenzitasi termék detektalhatd. Ezért alapvetd, hogy az
RT-PCR-t hasznilva megtalaljuk a “leginformativabb” ciklusszamot. (Célszerii
bizonyos esetekben eltéré ciklusszammal tobb reakciot elvégezni.) Esetiinkben az
aktin génnél a 33 ciklus alkalmazasa tiint eredményesnek, szemben a gpd-vel, ahol

ezen ciklusszamnal a kiilonbségek mar nehezebben detektalhatdak. 25 ciklus viszont
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jobb és eredményesebb volt az erdsebb expressziot mutaté gpd-nél, aktin esetében

viszont szamos részlet rejtve maradt ilyen paraméter mellett.

gpd act

0 12 24 36 48 56 0151252436548 256

B s
- 3% eiklis

14. abra: S. sclerotiorum gpd ¢és aktin génjének expresszids analizise RT-PCR

modszerrel napraforgd fertézése soran

Osszegzésképpen elmondhaté tehit, hogy sikeriilt S. sclerotiorum
génbankjabol a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén teljes kodolé
szekvencidjat, 713 bp promoter és 56 bp terminator szekvenciat izolilnunk. A
gén in vitro kisérleteink soran regulidlt (nem konstitutiv) expressziét mutatott,
ugyanakkor Northern-blot és RT-PCR médszerek felhasznilasaval kapott
eredményeinket értékelve bizonyitottnak latjuk, hogy S. sclerotiorum fertozése
soran a gpd gén eredményesen €és jol alkalmazhaté, mint belsé molekuliris
marker. Expressziés vizsgalataink soran bebizonyosodott, hogy egy rendkiviil
erosen kifejez6dé génrél van szé, tehat az izolidlt promoter szekvencia
felhasznaldsaval lehetéség nyilhat transzformaciés vektorok kialakitasara.
Mindemellett egy transzformaicios rendszer kialakitidsa soran, a bizonyitottan
regulilt expresszio sziikségessé teszi a megfelelé tiptalaj, szelekciés kozeg

kialakitasat, mely biztositja az erds transzkripcios aktivitast.
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43. S. SCLEROTIORUM PG6 ES PG7 GENJENEK KLONOZASA,
FUNKCIONALIS ANALIZISE

Molekularis és biokémiai analizis bizonyitotta, hogy S. sclerotiorum tobb
poligalakturonaz génnel rendelkezik. Ezt az enzimcsaladot legalabb hét gén alkotja,
melyeket tovabbi két alcsaladba oszthatunk. (Fraissinet-Tachet és mtsi. 1995; lasd
1.2. “Poligalakturonizok, pektinizok térszerkezet vizsgélata_” c. fejezetet).
Klonozasra kerilt pgl, pg2 és pg3 gének rendkiviil nagy szekvencia homoldgiat
mutatnak, szekvenciajuk alapjan kalkulalt fehérjék semleges izoelektromos ponttal
(pI) rendelkeznek (Fraissinet-Tachet és mtsi. 1995; Cotton és mtsi. 2002).
Klénozasra keriilt tovabba a pg5 gén is, mely egy savas pI-vel bir6 fehérjét kodol
(Cotton és mtsi. 2003). A pg2 funkcionalis analizise soran kideriilt, hogy mar a
fert6zés nagy korai szakaszaban expresszalédik, PG2 pedig processziv modon hasité
enzim (Cotton és mtsi. 2002).

S. sclerotiorum kozeli rokonsagban allé B. cinerea 6 poligalakturonaz
génnel rendelkezik (Wubben és mtsi. 1999; lasd 1.2.2. “Botrytis cinerea
poligalakturonaz rendszerének vizsgilata” c. fejezetet). Wubben és mitsi. altal
gomba poligalakturonazokkal végzett filogenetikai analizis szamos érdekes
informacioval szolgalt. Tébb poligalakturonaz csoportot (“cluster”) kiilonboztettek
meg, ahol kiilon alcsaladot (III-as csoport) alkot a Bepgl gén (B. cinerea pgl gén) a
Scpgl, 2 és 3 génekkel (S. sclerotiorum pgl, 2 és 3), kozeli rokonsagot mutattak a
Bepg2, 4, 5 és Scpg5 gének (IV-es alcsalad ), valamint kiilonallo csoportot képeztek a
Bcepg3, 6 és AnpgD (A. niger pgD) gének (V-6s csoporton beliili alcsalad).

Célunk az volt, hogy jabb poligalakturonaz géneket klonozzunk, tovabba
regulacidjukat és infekcidban betoltott szerepiiket vizsgalva, minél jobban megértsiik
S. sclerotiorum poligalakturonaz géncsaladjanak funkci6jat. Valasztasunk a Bcpg 3
€s 6 geénekre esett, mert ezen gének a Wubben és munkatarsai altal végzett
filogenetikai analizis soran oly kiil6nallé csoportot alkottak, mely nem tartalmaz

eddig ismert Sclerotinia poligalakturonaz gént.
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4.3.1. S. sclerotiorum pgé6 és pg7 génjének klonozisa

Az ismert B. cinerea (Bcpg 1-6) valamint S. sclerotiorum poligalakturonaz
(Scpg 1, 2, 3, 5) gének szekvencidinak Osszehasonlitasa soran oly specifikus
szekvencia részeket kerestiink, melyek egyediilalléan a Bcpg3, illetve a Bcpg6
génekre jellemz6ek. Ezen szakaszokra primereket (BCPG 3A-C valamint BCPG 6
A-B) ferveztﬁnk, majd B. cinerea genomialis DNS-bol amplifikalt fragmenteket
hasznaltuk S. sclerotiorum génbankjanak vizsgalatahoz. Rendkiviil fontos volt a
lehetd legspecifikusabb pg3 és pg6 hibridizacios szonda alkalmazisa, valamint az
idealis hibridizaciés homérséklet megtalalasa (58 C°, melyet kisérleteink soran a
hibridizacios homérséklet fokozatos csokkentésével azonositottunk), elkeriilendd a
mar ismert S. sclerotiorum poligalakturonaz gének izolalasat. (Tul alacsony
hibridizaciés hémérséklet esetén szamos fals pozitiv jel kaphat6, mig tul magas
homérsékletnél, heteroldg probat alkalmazva, pozitiv jelek teljes hianya
tapasztalhato.)

Bcpg6 probaval 3 pozitiv rekombinans fagot izolaltunk S. sclerotiorum
génbankjabol. A legerdsebb jelet ado faggal folytattuk a tovabbi vizsgalatokat: az
izolélt'fég DNS-t restrikcids enzimekkel emésztettiik, majd a Bcpg6 probaval torténd
hibridizaciét kovetben egy 3.6 kb-os Eco(O109] fragmentet pBSK- vektorba
szubklonoztunk.

Bcpg3 probaval egyetlen pozitiv jelet add rekombinans fagot izolaltunk. A
restrikcios emésztéseket kovetden egy 1.5 kb-os Xhol és egy 4.6 kb-os EcoRl

fragment keriilt pBSK- vektorba szubklonozasra.
4.3.2. pg6 és pg7 gének szekvencia analizise

A szubklénozott fragmentek szekvencigjanak analizise igazolta, hogy a
Bcpg3 és Bcepg6 génekkel homolég S. sclerotiorum poligalakturondz géneket
izolaltunk, melyeket Scpg6-nak illetve Scpg7-nek neveztink el. (A Bcpg3-mal
homolég gént Scpg7 névvel illettiik, hisz 3-as szami S. sclerotiorum
poligalakturonaz mar létezik.)

Scpg6 gén 1110bp-nyi kodold szekvenciat tartalmaz, melyet két intron
szakit meg (15. 4bra). A szubklonozott fragment emellett tartalmazott még 607
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bp-nyi promoter és 270 bp-nyi terminator szekvenciat. A kezdd kodon (ATG)
kornyezetében 1évo szekvencia (ACCATGC) analizise soran megallapithatjuk, hogy
a Kozak-szekvencianak megfeleléen a -3-as pozicidban adenint talalunk,
ugyanakkor a konszenzus szekvenciatdl eltéréen +4-es pozicioban guanin helyett
citozin talalhat6. Mindkét intron esetében az 5°(GT) és 3° (PyAG) hatarold
szekvenciak megegyeznek a fonalas gombéknal leirt konszenzus szekvencidkkal. B.
cinerea pg6 génjében szintén 2 intront irtak le, melyek génben elfoglalt helyzetét
Scpg6 gén intronjaival Gsszevetve a kovetkezoket allapithatjuk meg: az elsé intron
pozicidja B. cinerea esetében +352-+397 (45 bp hosszl), mig S. sclerotiorum-ban
+365-+413 (48 bp-nyi hossz); a méasodik intron pozicidja B. cinerea-nal +799-+851
(52 bp-nyi hossz), S. sclerotiorum-ban pedig +799-+846 (47 bp-ny hossz).
Mindebbél az allapithaté meg, hogy az intronok hossza, helyzete hasonl6, am a

masodik intron kezdd bazisatdl eltekintve nem konzervativ helyzetii.

ggcctccaaccagaagtcatggatagatctg -577
ttctagatttatgctaaatggaagatttgaggaattttccagagctatttgacttcaaataaagtttattgg -505
cagaccttattacttgtggaaaattcgaacttgcaaataatactaggtgggeggegacetgetgecaagetg -433
aaatctggggttgtggaaagggagatgaaacattggagaacattcatcattattgcggaccgagttcccatc -361
tagagatttncatctagcaccactttattgaacttttggtattcatggggtgtcttttctggtaaaatgcgg -289

atgtcttctcagctcacacttctgcgattatattaatattaatttgecggagaacaatgtacgtacttatecce -217

cgcccatgagaagatcagtatgtatcattcggttttcttttcggcatgaggaaaggaggttctaggaagatt -145

gccatacttggcecttccagtactttataaactcgagtgttctcgatgectctecctgaattctgecaagtttga =7
ctttattcattacttgcctcctectgatttctgecatgtttagettcattcatcttgttgattaactcacacc -]
M H R D F S I P G L L A L x L A G v 18
ATG CAT AGA GAC TTT TCC ATC CCA GGG CTC TTA GCC CTC ACT TTA GCA GGC GTT 54
c 1 A Q : A C T A S \'4 Y S Q I A P c 36
TGC ACA GCT CAA ACA GCA TGC ACT GCT TCA GTG TAT TCC CAA ATC GCT CCT TGT 108
v A S S T A I v L N N : § E A P S G S 54

GTT GCA TCC TCG ACA GCA ATT GTG CTG AAC AAT ATA TAT GCA CCA TCA GGA AGC 162

S & D L T K v K A G T K  § p - F A G K 72
AGT ATT GAC TTG ACT AAA GTC AAG GCC GGT ACT AAA ATC ACT TTT GCC GGG AAA 216

T i i F G F T N D S S F D P 1% K L S G 90
ACA ACT TTT GGA TTC ACC AAC GAT AGT AGC TTC GAC CCA ATA AAA TTA TCG GGC 270

S G I H A T G A P G A v ; 4 D G N G Q 108
TCG GGA ATT CAC GTC ACC GGT GCG CCA GGT GCA GTC ATT GAT GGC AAT GGC CAA 324

A b 4§ W N G b ¢ G S N D D A P 121
GCT TAT TGG AAT GGG TAT GGC TCG AAC GAT GAT GTG CCA AA gtatgttttcacagcaa 382

K PN H F 1 A 1A S K 137
ttcaaacatgattaagctaataatgaatccagG CCA AAT CAT TTT ATC GCT GCC TCG AAA 442
L R G S v i E N L iy L Q5= eNIE S P v H 149

TTG GTT GGC GGT TCC GTG ATC GAG AAT CTA TAT ATT CAG AAC TGG CCG GTC CAT 496

L F i 23 & G A v G L T v Q N L x L N 167
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CTT TTC ACT ATT ACC GGT GCT GTT GGG CTG ACC GTC CAG AAC CTG ATT CTT AAC 550

N i A G D A P N A A S G T L P A A H 185
AAC ACA GCA GGA GAC GTG CCG AAT GCT GCC AGT GGT ACT TTG CCT GCA GCT CAC 604

N S D G F D L S S S \ D Y I I R N S 203
AAT TCG GAT GGA TTC GAT CTG AGC TCG AGC GTA GAC ACG ATA ATC AGG AAT TCA 658

S \ b 4 N Q D D C v A \ ik S G N N T 3 221
TCC GTT TAC AAT CAG GAT GAC TGC GTA GCT GTT ACG AGC GGG AAC AAC ATT ACC 712

i D G L X c S G G H G L S G S v G 239
ATT GAT GGA TTG TAT TGC TCA GGT GGC CAT GGT CTT TCC ATC GGA TCT GTA GGT 766

G K S N N N v i N I T 250
GGA AAG AGC AAT AAC AAT GTG ACA AAC ATT ACT gtaagttctatgtaccggctatcgaat 826

F K N S Q I \ N S S N G A 263
ttccttctcactattttccagTTT AAA AAT AGT CAA ATC GTC AAC TCC AGC AAC GGA GCT 886

R I K S N E G T ;i G F X S N I 4 Y S 281
CGC ATC AAG TCC AAC GAA GGA ACC ACC GGC TTC ATC TCC AAC ATC ACA TAC AGT 940

N ) i K L T N 4 D ) 4 G I D v Q Q D 4 299
AAT ATT AAG CTC ACC AAC ATT GAT ACC TAT GGC ATC GAT GTA CAA CAA GAT TAC 994
L N G G P T G N P ;g N G \ L | Q N i 3.7

TTA AAC GGA GGC CCA ACA GGA AAC CCA ACA AAC GGT GTC CTT ATC CAG AAT ATT 1048

L F Q N \ T G T A A A S A R N 24 ¥ v 835
TTG TTC CAA AAT GTG ACT GGA ACA GCC GCA GCT AGC GCC AGA AAC TAC TAC GTG 1102

L (o4 G S G S C N N T T F S G v K I s 353
CTC TGT GGA TCC GGA AGT TGT AAC AAT ATT ACT TTC TCT GGA GTT AAG ATT ACT 1156

G G A v A S T Cc N o P S T G C 1 K = 371
GGA GGA GCA GTA GCA AGT ACT TGT AAC TAT CCA TCA ACC GGC TGT CCT AAG TAG 1210

gcttgcatcatgaactgaagggattaaggatctctcaggtagaagagaggaaaggagttaggtatcgaacat 1282
gttgcgtgttgecttcectgegtaatgggtgtgcagaaatctatccttataaccacagaaatatttcaaatata 1354
tcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaatata 1426

tcaaatatatcaaatatatcaaatatatcaaa 1458

15. abra: S. sclerotiorum pg6 génjének szekvencidja (a promoter-elemekrol

bovebben a 4.3.4. “pg6 és pg7 gének 5’ szekvencidinak analizise” cimii fejezetben)

Scpg7 gén esetében az analizis 549 bp promoter és 224 bp terminétor
szekvencia mellett 1179 bp-nyi kodold szekvenciat tart fel. A Bcpg3-hez hasonléan
ebben a génben is csupan egy intron taldlhatd, &m ezek hossza és elhelyezkedése
ebben az esetben is eltérd (Scpg7 génben +9-+125, mig Bcpg3 génben +43-+129).
Scpg7 gén intronjaban is megtalalhatoak a tipikus 5° (GT) és 3” (PyAG) konszenzus
szekvencidk. A kezd6 ATG kodont hatarolé szekvencia ebben az esetben
(TGCATGCO) eltér a Kozak-szekvenciatol, hisz +4-es poziciéban a Scpg6 génhez
hasonléan egy citozint talalunk, mig —3-as pozicidban jelen esetben egy timin

van.(16. dbra)
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aattttcctctggaaacaaacggaaaaaaaataactttatattaa
aacgttcttgacgtagactccacacttcgtttatgtgctgggaaaacctectgtaatttectgcatgecatgg
gagctctggcggtagcatgcaaactatctatcggatgacatagatccttgtattgatcaatttettettgte
ctgctcatgtatatcttcacgtctctccgttctcagtcacattatcaacaaccaactctcttcacattcaca
ctcttttaacatactcaattttttgttteccececcattgaagcattaccttecgttgaacgagaaattgetggee
aaaatgcgcattccaattattcttggaggcttagectecaatcgectcttgettgegacaacccagatcacgat
gcttgcgctaacgctttcaccegtttectgecgecagetgetggtectttetgegecacatacactecaategge
aaacgcggcaacgaccgatcttceegettttgettcagcatgtgcatacaagccaaagaaattgtctagtge

M Q
ATG CAG CT gtcttagcgtacccaccactttggctactgtttccgtgagtacattctaaagaataccteg

L A S A T
agtctgaagtcctagactaacttgtacatcagaagagctcaagcgecgetgtcagC GCT TCG GCC ACC

T S A T A L T H \ A A g T S A S S T
ACC TCG GTC ACA GCT TTA ACT CAC GTA GCA GTA ACC ACC TCC GCT TCA AGC ACT

A A A S S A S A A S A v I T B A o S
GCA GTC GCA TCC AGC GCA TCT GCA GCT AGC GCA GTC ATC ACA CCG GCA CCA TCA

A B A G Cc T A 4 A Y A D I A F v v A

GCC CCA GCC GGA TGC ACA GCA ACA GCT TAT GCT GAT ATT GCC TTC GTT GTT GCC

TCG TGC ACA AAC ATC GTC TTG GAT AAC ATT TCA GCA CCA GCA AGC TCC ACC ATT

GAT CTT CAA AAG CTC AAA GAC GGA ACT ACC GTC ACT TTC TCC GGA AAG ACT ACT

TTT GGA ACC ACT TCC GAT GAT AGC TTC AAC CCA ATT GTC GTC AAG GGT AAG AAC

ATT ACC CTT ACT GGA GCT CCT GGA CAC GTC ATT GAT GGA AAT GGA CCT GCA TAC

TGG GAT GGA GAG GGT TCT AAC GGA GGA ACC AAG AAG CCT GAT CAC TTC TTC GTT

GTA AAG GAT ATC GTC AAT GGT GTT ATC AGC AAC CTC AAC ATC CAA AAC TGG CCT

ACT CAC TGC TTC GAT ATC ACC GGT GCC AAG GGT CTT ACC GTC TCA GGA CTT ACC

CTT GAT AAC TCT GCT GGA GAT GCC CCT AAC TCA GCA TCT GGC AGC AAA GCA GCC

GCA CAC AAC AGT GAT GGA TTT GAC ATT TCC AAC TCC GAC TCT GTA ACC CTC AAG

AAC ATT GTT GTC AAG AAC CAA GAT GAT TGC GTC GCC GTC ACA TCT GGT TCT AAC

ATC CTC GTA ACC GGA ATG GCC TGT TCA GGT GGC CAC GGT CTC TCT ATC GGA TCC

GTC GGT GGA AAA TCC AAC AAC ACC GTC TCT GGC GTT ACC TTC TCC GAC TCC ACC

ATC ACC AAC AGT CAA AAC GGA TGC CGC ATC AAG TCT AAC TCT GGC AAG ACC GGT

ACC ATC GAG AAC GTC ACT TAC AGC AAC ATC CAG ATG TCC AAC ATC TCC AAC TAC

GGT ATC GAC GTT CAA CAA GAT TAC TTG AAC GGT GGA CCA ACT GGC GAG CCA ACA
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N G v T 3 S N : A F S G v T G T 5 T 349
AAC GGC GTT ACC ATC TCC AAC ATT GCC TTC TCC GGC GTC ACC GGT ACA ACC ACT 1163

S N A : 4 N X X 5 L c G S G S Cc S N F 367
AGC AAC GCA TAC AAC TAC TAC ATC CTT TGC GGA AGT GGC TCC TGC TCC AAC TTC 1217

K F D A S g3 S G G G K T S S Cc N F 385
AAA TTC ACA GAT GTT AGC ATC TCT GGA GGT GGA AAG ACC TCA TCC TGC AAC TTC 1271

B S SelEe e G DR = e ok 393
CCA TCT TCT GGA TGC CCT GCA TAA atttccatcatgaatgtagattgatttaaggtgtgatga 1334

taagttttagtcataggaggattgggtgaagtgaaattttggagatcgcaggcggttgaaatacacttctgt 1406

atgtatgtatatttagttcttgtatagcattcgagatcaat

16. abra: S. sclerotiorum pg7 génjének szekvencidja (a promoter-elemekrol

bbvebben a 4.3.4. “pg6 és pg7 gének 5’ szekvencidinak analizise” cimii fejezetben)

4.3.3. pg6 és pg7 gének altal kodolt fehérjék analizise

S. sclerotiorum pg6 génje egy 370 aminosavbol allé fehérjét kodol,
melynek izoelektromos pontja (pl) 6.19, valamint egy potencialis szignal peptid
hasitohely talalhato a CTA-QT (21. és 22. pozicioban) aminosavak kozott. Bepgb
(U68722) gén altal kodolt enzimet 371 aminosav alkotja, a potencialis szignal peptid
hasitohely pedig megegyez6 (CTA-QT 21. és 22. aminosavak kozott) az Scpgb
génnél tapasztalttal, am kalkulalt izoelektromos pontja joval alacsonyabb (4.83).

Wubben és mtsi. (1999) éltal készitett filogenetikai térzsfa alapjan Bcpg3
génhez legkozelebb A. niger D poligalakturonaz génje all (4npgD). ScPG7, BePG3
és AnPGD fehérjékkel végzett szekvencia Osszehasonlitds (17. abra) jol mutatja,
hogy a fehérjék N-termindlis régidja specidlis, egyedi, ugyanakkor az enzimek
k6z€ps6 valamint C-terminalis régidja kozott figyelemremélté homologia figyelhetd
meg. ScPG7 proteint 392, BcPG3 (U68717) fehérjét 434, mig AnPGD (Y18806)
enzimet 495 aminosav épiti fel, feltételezett izoelektromos pontjuk 5.06, 4.36 és 4.21.
Potencidlis szignal peptid hasitohely detektalhaté ScPG7 (TSA-SS, 22. és 23.
aminosav kozott) és AnPGD fehérjék esetében (ALG-CD, 16. és 17. aminosav
kozott). Wubben és mtsi. (1999) BcPG3 fehérje potencialis szignal peptid
hasitéhelyét (AnPGD fehérjéhez hasonloan) a 16. €s 17. aminosav kozott jelzik, am
az altalam végzett vizsgalat szerint (SignalP) ezen fehérje nem hordoz szignal

peptidet.
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17. abra: BcPG3, ScPG7 és AnPGD fehérjék szekvencidinak osszehasonlitasa

(“alignment”)

ScPG6 (227-240 szekvencia) és ScPG7 (249-262 szekvencia) fehérjékben
egyarant megtalalhat6 a gomba poligalakturonazokra jellemz6 CXGGHGXSIGSVG
motivum, ahol X mindig hidroféb aminosav. Baktériumok és magasabb rendi
novények poligalakturonazaival 6sszevetve GHGXSXGS motivumra redukalodik ez
a szekvencia (Reymond és mtsi. 1994). Az irodalmi attekintés soran részletesen
taglaltam 4. miger PGII poligalakturonazénak krisztallografids vizsgalatat, a
szubsztrat-kotésben/katalizisben meghatarozo6 szereppel bir6 aminosavak (Asp-180,
Asp-201, Asp-202, His-223, Arg-256, Lys-258) azonositasat, jellemzését (1asd 1.2.5.
“Pektinolitikus enzimek krisztallografias vizsgalata” c. fejezetet). ScPG6 és
ScPG7 valamint A. niger PGII fehérjék szekvencidjanak Osszehasonlitasa soran
megallapithatjuk (18. abra), hogy az emlitett aminosavak ScPG6 és ScPG7
enzimekben is megtalalhatoak (Asp (D)-214, 233 és 234; His (H)-254, Arg (R)-287,
Lys (K)-289; az aminosavak szamozasa a 18. abra alapjan). E két utobbi aminosav
(arginin és lizin) a pozitiv toltésti RIK régiot alkotjak (arginin-izoleucin-lizin), mely
valésziniileg a szubsztrat karboxi-csoportjaval 1ép ionos kolcsonhatasba (Bussink és
mtsi. 1992). Ez a szekvencia megtaldlhatd mind a prokariotdk, mind a

magasabbrendii novények poligalakturonazaiban.
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18. abra: ScPG6, ScPG7 és AnPGII fehérjék szekvencidinak Osszehasonlitasa

(“alignment”)

4.3.4. pg6 és pg7 gének 5’ szekvencidinak analizise

Scpg6 gén promoterébdl 607 bp-nyi szakaszt sikeriilt szubklonoznunk és
elemezniink (15. dabra). Vizsgalatunk soran 1 potencidlis CAAT- (-235/-232) és 2
TATA-bokszot (-261/-258,-120/-117) talaltunk. Eltéréen az Scpg7 gén promoterétdl
ebben az esetben PacC (5° GCCAAG 3°, -441/-436) és CREA (5 CTGGGG 3,
-428/-423) konszenzus kotohelyeket detektaltunk, s emellett 2 GATA-kotéhely is
azonositasra keriilt (komplementer inverz formaban: 5° TATC 3°, -222/-219,
-194/-191), melyeket 28 bp valaszt el, igy funkciondlisan aktivak lehetnek.
Megallapitast nyert, hogy a vizsgalt promoter egy Stel2 fehérjek6té konszenzus
szekvenciat tartalmaz (5° TGAAACA 3°, -407/-401), ugyanakkor nem talaltunk
AbaA/Tecl kotd szekvenciat (5> CATTCY 3°). Vizsgalatunk soran Azam €és mitsi.
(2002) altal Flammulina velutipes oxalat dekarboxilaz promoterében footprinting
modszerrel azonositott “savas motivum”-hoz (5’-GCGGGGTCGCCGA-3’) kozels
allo (Matinspector program, maximalisan 6 bp “mismatch” feltétellel) szekvenciat
azonositottunk  (5’-AGCAGGTCGCCG-3";-453/-442  komplementer inverz
formaban: 5’-CGGCGACCTGCT-3"). Azam és mitsi. (2002) megallapitottak, hogy

az oxalsav lebontdsaban szerepet jatszé enzim indukcidjat nem maga az oxalsav
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okozza, hanem az alacsony pH, igy munkajuk soran azonositott motivumot LPRE
névvel illették (“léw pH response element”).

A szubklonozott szekvencia (pg7 gén esetében) analizise 549 bp-nyi
promoter jelenlétét igazolta, melyben szamos promoter-elemet azonositottunk (16.
abra). Vizsgalatunk soran 4 potencidlis CAAT-(-375/-372, -203/-200,
-179/-176,-80/-77) és 2 TATA-boksz (-512/-509, -351/-348), valamint 2 CT-gazdag
régi6 (-270/-256, -54/-37) jelenlétét igazoltuk. Azonositasra keriilt 4 TATC
(komplementer inverz szekvencia) (-408/-405, -404/-401, -349/-346, -318/-315)
motivum, melyek az extracellularis nitrogén okozta génregulacioban jatszhatnak
szerepet (GATA transzkripciés faktor potencialis koétohelyei). Fontos az egyes
kotohelyek egymashoz viszonyitott helyzete, hisz 2 GATA-kétohely funkcionalisan
aktiv elrendezése esetén azokat kevesebb, mint 30 bp valasztja el (Marzluf és mtsi.
1997). Igazolast nyert, hogy Scpg7 gén vizsgalt promoter szekvencidjaban talalhato
egy AbaA/Tecl motiv (5’-CATTCY-3’, -208/-203), ugyanakkor nem talaltunk Stel2,
PacC, STRE és CREA transzkripcios faktorok kotésében szerepet jatszo konszenzus
szekvenciakat. A fenntiekben ismertetett modon kerestiink Azam és mtsi. (2002) altal
azonositott “savas motivummal” homoloég szekvenciat Scpg7 gén promoterében is.
Ebben az esetben is komplementer inverz formaban (-167/-155,
5’-CTTGCGACAACCC-3?) azonositottunk egy szakaszt
(5-GGGTTGTCGCAAG-3’). A Scpg6 gén promoterében talalt szekvenciaval
Osszevetve megallapithatjuk, hogy “GTCGC” motivum mindkét esetben
megtalalhatod és megegyezd a F. velutipes esetében publikalttal. Rendkivil érdekes
feladat lehet a jovOben ezen motivum tovabbi funkcionalis vizsgalata, kivaltképp egy
olyan gomba esetében, mint S. sclerotiorum, mely szamara a pH alapvet6 szabalyozé

szereppel bir.
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4.4. S SCLEROTIORUM POLIGALAKTURONAZ GENCSALADJANAK
EXPRESSZIOS VIZSGALATA

Korabban négy S. sclerotiorum poligalakturonaz volt ismert (Scpg 1, 2, 3,
3, lasd 1.2. “Poligalakturonizok, pektinizok térszerkezet vizsgalata” c. fejezetet).
Munkam soran S. sclerotiorum génbankjabol két djabb poligalakturonaz gént
izolaltam (Scpg6 és Scpg?7), ezen gének in vitro és in planta expresszios vizsgalatarol

ebben a fejezetben szamolok be.

4.4.1. S. sclerotiorum poligalakturoniz géncsalidjinak in planta expresszios
vizsgilata

Vizsgalatunkban sargarépa karogyokerét hasznaltuk gazdandvényként,
hisz ennek beszerzése, kezelése rendkiviil egyszerii. Kisérleteinket két kiilénbozd
rendszerben végeztik, egyfelol vizsgaltuk az endopoligalakturonazok expresszidjat
az ido6 fuggvényében (0-96 6ra), masfelol a “térben”. Ez utobbi esetben a fert6zott
karogyokér 6t zonajat kilonitettiik el, ahol az egyes zonakhoz eltérd fertdzottségi
szint kapcsolhatd, melynek koévetkezménye, hogy az egyes zonakban mérhetd
oxalsav mennyiség és pH szintén kilonbozé (pH 3.1-6.3). Az egyes zOnak
elkulonitése a pH valamint vizualis tényezok alapjan tértént (részletesen a 4.4.1.2,

“Térben (zondkban) végzett in planta expressziés vizsgilat™ cimi fejezetben).
4.4.1.1. Az idé fiiggvényében végzett in planta expresszios vizsgalat

Az id6 fuggvényében torténdé analizis soran elsd lépésként 24 oras
mintavételezéssel dolgoztunk (0-96 o6ra). Northern-blot analizis soran nem
detektaltuk génexpressziot, igy a Northern-blot technikanal joval érzékenyebb
molekularis médszer, az RT-PCR technika alkalmazasa valt sziikségszeriivé. Az
RT-PCR technika fokozott érzékenysége miatt szélesk6rben alkalmazott molekularis
biologiai médszer (Poussereau és mtsi. 2001; Goidin és mtsi. 2001; Li és Goodwin
2002). Vizsgalatunk soran bels¢ standardként aktint hasznaltuk, mely lehetdséget
nyujt arra, hogy osszehasonlitsuk az egyes reakciokba bevitt sszZRNS mennyiséget.
Az aktinnal végzett kisérlet mutatja, hogy a 96 6ras minta esetében tébb templat
keriilt a reakcioba, mely fontos az egyes poligalakturonazokkal kapott eredmények
értékelése soran. (Ugyanakkor figyelembe kell venniink azt a tényt, hogy a fert6zés

idobeli elorehaladtaval folyamatosan n6 a gomba RNS arinya az ¢sszRNS
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mennyiségéhez viszonyitva, igy ez is magyarazatul szolgalhat a tapasztaltakra.)
Emlitést kell tenniink az RT-PCR soran alkalmazott eltérd ciklusszamrél is, hisz az
aktinnal végzett kisérlet esetében 33 ciklust, mig a poligalakturonazok esetében 40
ciklust hasznaltunk. A belsé standarként figyelembe vett aktin esetében azért
alkalmaztunk csupan 33 ciklust, mert igy még lathat6 és elkiilonithetd az eltérd
savintenzitas, ugyanakkor 40 ciklus esetén a reakcio telitési fazisba jut, s a reakcidba
bevitt eltérd mennyiségli templat RNS ellenére azonos intenzitasi savok
detektalhatoak. Fontos viszont, hogy a poligalakturonazokkal végzett kisérletek
azonos ciklusszdmmal torténjenek, hisz ellenkez$ esetben a kapott eredmények
értelmezése rendkiviil bizonytalan. Nagyon lényeges a nem fert6zott novényi
RNS-sel végzett kontroll reakcid (“0” 6ra a 19. dbran), melyet a pg6 gén vizsgalata
soran kapott eredményiink is mutat. A poligalakturonazok a névényekben szamos
jelenségben érintettek, igy el6fordulhat, hogy a gomba génekre irt specialis primerek
egyes esetekben keresztreakciot mutatnak, mely aspecifikus savként jelenik meg a
reakcio soran. Ezen savok értékelésében segit a kontroll reakci6 alkalmazasa.
Vizsgalatunk soran mindhdrom vizsgalt poligalakturonaz detektalhaté volt,
de eltéré moédon (19. 4bra). A pg6 gén lényegében konstitutiv médon fejezddott ki; a
96 oranal tapasztalt er6sebb expresszié magyarazhat6 az aktinnal tapasztalt nagyobb
gomba RNS mennyiséggel, bar 48 6ranal is detektalhat6 egy enyhe expresszios csics.
A Scpg7 gén esetében egyértelmiien megallapithatd, hogy az expresszi6 a fertézés
kezdeti szakaszaban joval erOsebb (24, 48 ora), s az infekcio befejezd fazisaban
fokozatosan csokken. Scpg5 gén esetében csupan 48 és 72 oranal detektaltunk

expressziot.
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RT-PCR M
0 24 48 72 op(n Wommol
NA
pgs cDNA
pgé gDNA

cDNA

RT-PCR M kortroll PCR

0 24 48 72 96(h) 0. 24 45 7 9

19. abra: S. sclerotiorum pg5, pg6 és pg7 génjeinek expresszios vizsgalata az id6
fiiggvényében sargarépa infekcidja soran

Kisérleteink soran mindvégig szigorian azonos feltételeket alkalmaztunk (pl.:
azonos OsszZRNS mennyiség minden reakcidban, megegyezé cikluszam a
poligalakturondzok esetében, megegyezé koncentracidji gél alkalmazasa az
amplifikatumok analizise soran, azonos koncentracidju etidium-bromid alkalmazéasa
a gél festése soran, azonos ideig zajlo festés, megegyezd fotozasi paraméterek
hasznélata a gélek fényképezése soran). Ezért, bar ezen “hagyomanyos” RT-PCR
(ellentétben a “real-time PCR-ral”) nem kvantitativ mddszer, a fentiekben ismertetett
azonos reakcid koriilmények mellett lehetdség nyilik bizonyos, az egyes gének
expresszidjanak  mennyiségével kapcsolatos  kovetkeztetések  levonasara.
Nevezetesen megallapithatd, hogy a harom vizsgélt gén koziil az adott kisérleti
rendszerben (répa karégyokerének fertdézése) a pg5 expresszidja a leggyengébb,
valamint a pg7 gén 24 és 48 6ranal tapasztalt expresszidja a legintenzivebb.

Cotton és mtsi. (2002) Northern-blot technikat alkalmazva megéllapitottak,
hogy S. sclerotiorum pg2 génje napraforgo fertézése soran mar az infekcidé nagyon
korai szakaszaban (16 draval a fertézést kovetden) expresszalodik. A kisérlet soran
kapott eredmény érdekessége, hogy a pg2 gén 16 6ranal tapasztalt expresszidja joval
erdsebb volt, mint a belsd, metabolikus standarként alkalmazott gpd géné. Mindezen
megfigyelések ismeretében kivancsiak voltunk, hogy az egyes S. sclerotiorum
poligalakturonazok (pg2, pg5, pg6, pg7) milyen expressziot mutatnak répa
infekcidjanak kezdeti szakaszaban (0-24 éra).

A molekuléris markerként alkalmazott aktin csupan 24 éraval a fert6zést

kovetden volt detektalhatéd (20. abra). A kisérlet soran ebben az esetben is 33 ciklust
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hasznéltunk, hogy Osszehasonlithaté legyen a fenntiekben ismertetett (0-96 ora)
kisérlettel. Napraforgd fertézése soran végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk
(lasd a 4. 2. 3. “gpd, mint molekuliris marker Sclerotinia sclerotiorum infekcié
soran” c. fejezetet), hogy a gpd gén erésebb expresszidt mutat, mint az aktin. Az
adott kisérleti rendszerben, a fertézés kezdetén, amikor még szabad szemmel nem is
lathatd a gomba okozta fertézés a novényen, fontosnak tartottuk a gpd gén
expresszios vizsgalatat is, hisz plusz informaciokkal szolgalhat a gomba metabolikus
allapotarol. Igazolast nyert a napraforgdval végzett analizis soran kapott eredmény
répa fertézése soran is, hisz ellentétben az aktin génnel, a gpd gén (ha nagyon
gyengén is) de mar 8 draval az infekcid kezdetét kovetden detektalhatd volt. A
fert6zés kezdeti szakaszéban a pg6 és pg7 gén 24 6ranal mutatott expressziot, mig a
pg5 gén nem volt detektalhatd. Napraforgd fertézése soran tapasztaltakkal teljes
Osszhangban (Cotton és mtsi. 2002) a pg2 gén répa infekcidja soran is mar rendkiviil
hamar erételjes transzkripciot mutat (8 Ora utan), mely ebben az esetben is

erbteljesebb, mint a gpd gén expresszidja.

RT-PCR M  Kkontroll
0 8 16 24
gDNS
gpd c¢DNS
- gDNS
rgé ¢DNS
RT-PCR kontroll PCR
act
rg2
rg7

20. abra: Sargarépa infekcio kezdeti szakasza (0-24 6ra) soran detektalt
poligalakturonaz expresszio S. sclerotiorum okozta fertdzés soran

Az id6 figgvényében végzett in planta expresszios vizsgalatokat osszegezve
a kovetkezOket mondhatjuk el: mind a négy vizsgalt gén detektalhatd volt sargarépa
karogySkerének fertézése soran (pg2, pgs, pgb, pg7). A vizsgalt poligalakturonaz
gének szakaszos kifejezddést mutattak, hisz a pg2 gén a fert6zés rendkiviil korai
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szakaszaban detektalhaté mar (8 ora utan), pg6 és pg7 gén 24, mig a pg5 gén csupan
48 oraval a fertozés kezdetét kovetden volt elészor €szlethetd. RT-PCR technikaval
kapott eredményekkel Osszhangban all répa fert6zése soran Northern-blot
technikaval kapott pg2 expresszids mintazat, hisz ebben az esetben is igazolodott,
hogy ez a gén rendkiviil koran (8 oraval a fert6zés kezdete utan) mar detektalhato,
holott a gpd gén még nem.

Jelen kisérletsorozatban végzett vizsgalat utan megallapithat6, hogy a pgé6 és
apg7 gén az elsé észlelést kovetden (24 ora) a fertGz¢és teljes hossza alatt kifejezodik,
mindazonaltal pg7 gén a fert6zés kezdeti’k6zépso szakaszaban (24-48 6ra), mig pg6
gén az infekcié befejezd stadiumaban (96 o6ra) mutatott fokozott expressziot. A
fert6zésnek csupan a kozépsd/befejezd szakaszaban (48-72 6ra) volt detektalhatd a
pg5 gén, s elmondhato, hogy a vizsgalt négy poligalakturonaz koziil ez a gén mutatta

a leggyengébb expressziot.
4.4.1.2. “ Térben” (zénakban) végzett in planta expresszios vizsgalat

Sargarépa karOgyOkerének 5 eltérd zOnajat kulonitettik el az egyes
régiokhoz kapcsolhato fert6zottségi szint, valamint pH-érték alapjan (21. 4bra). Az
id6 fuggvényében 'végzett vizsgalat soran tapasztalt szakaszos expressziot kovetden
fontosnak tartottuk ezen 1j, eltérd kisérleti rendszerben végzett analizist.

Egyes zonaként definialtuk a gomba altal teljesen kolonizalt részt, mely a
fert6zés helyét koriloleld zona. Kettes zona a répa karogyokerének azon része, mely
szintén teljes mértékben fertdzott (ez alapjan szemmel nem kiilonithetd el az egyes
z0Onatodl), am a novényi szévet allaga tapintasra joval ellenallobb, keményebb, mint az
az egyes zOnaban tapasztalhato. Mindez természetesen a fert6zés eltéré szintjével
magyarazhato, hisz az egyes zona esetében a gomba okozta degradacié teljes, mig a
kettes zona az infekci6 egy késObbi fazisat képviseli, ahol még a novény
viszonylagosan ép. A harmas zonaban a fertdzés (a hifak) szemmel mar/még lathato,
am a gomba mennyisége egyértelmiien kevesebb, mint a kettes zona esetén lathato. A
négyes zOna az a sziik tartomany, ahol még szemmel nem lathaté a gomba okozta
fert6zés (dm a gomba mar megtalalhato itt is, ezt igazolja az aktin expresszi®ja), am a
felileti pH-mérével egyértelmiien igazolhat6 az oxalsav okozta pH-csokkenés (pH
4 .4 szemben az egészséges novénnyel pH 6.3).

Aktinnal, mint bels0 standarddal végzett analizis soran az egyes (pH 3.1) és

kettes (pH 3.5) zonaban (fert6zés k6zépsd és befejezb szakasza) joval nagyobb
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mennyiségli gombat detektaltunk, mint a harmas (pH 3.9) és négyes (pH 4.4)
zonakban. Ezen reakciok el6tt (hasonldéan az Osszes eddig ismertetett kisérlethez)
fotometriasan és gélen t6rténd futtatassal kalibraltuk a reakcidba bevitt 6sszRNS
mennyiséget. Az egyes €s kettes zona esetében tapasztalt joval erdsebb jelintenzitas
egyértelmlien a sokkal elérehaladottabb fert6zottségi szinttel (tobb gomba)
magyarazhatd. Az egyes zonakban az aktin expressziojanak vizsgalatakor tapasztalt
ugrasszerii, nagysagrendi eltérés, mely joval markansabb, mint amit az id6
fliggvényében végzett kisérletek soran tapasztaltunk, a sajatsagos, specialis
megkozelitési modbol fakad, hisz itt szempont volt az egyes zoéndk -eltérd

fert6zottségi szintje.

fertozes helye

\

5 e,
lathato [ <+ zona 1

fertozes

B egyes zonakban meért pH

4—{zona2

‘zona3

g
nincs zana4
lathato
fertozes |

!

kontroll \/ zanasS

T oxalecetsav mg/g niveny

21. abra: Zondkra tagolt sargarépaval végzett fert6zési vizsgalat (az egyes

zonakhoz pH-érték és oxalecetsav-mennyiség rendelhetd)

Osszhangban az idé fliggvényében végzett vizsgalatokkal a pg6 gén a
fertézés befejezd stadiuméban, az egyes és kettes zonaban mutat expressziot (22.
abra). Jelen kisérleti koriilmények kozott a pg6 gén nem volt detektalhat6 az infekcio
kezdeti stadiumaban, hdrmas és négyes zonaban. A pg7 gén az egyes, kettes és

harmas z6néaban is detektalhato volt. Az egyes reakciotermékek (amplifikatumok)
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intenzitasdt a belsd standarként alkalmazott aktinnal &sszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy a fertézés kezdeti szakaszaban (harmas zoéna) a
legerbteljesebb ezen gén expresszidja, mely szintén igazolja a korabbi eredményeket.
Az id6 fiiggvényében végzett vizsgalatok soran megallapitast nyert, hogy a négy
vizsgalt poligalakturonaz gén koziil a pg5 gén kifejezodése volt a leggyengébb.
Vizsgalatunk soran ebben a kisérleti rendszerben nem volt detektalhatd a pg5 gén.
Cotton és mtsi. igazoltak, hogy a pg2 gén a fertézés legkorabbi stadiumat
reprezentalé négyes zonaban mutatja a legerdsebb expressziot, mely a harmas és
kettes zénaban fokozatosan csokken, mig az infekcié végsd szakaszat képviseld

egyes zOnaban mar nem detektdlhatdé (nem publikalt adat, személyes

kommunikacio).
RT-PCR M  kontroll
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22. abra: S. sclerotiorum poligalakturonaz (pg6, pg7) expresszi6 a zoénakra

tagolt sargarépa infekcidja soran

Osszegzésképpen elmondhat6, hogy a zénékra tagolt in planta kisérleti
rendszerben is igazoltuk S. sclerotiorum poligalakturonazainak szakaszos
expressziojat. Igazolva az id6 fiiggvényében végzett kisérleteket, ebben az esetben is
megallapithatjuk, hogy a pg2 gén mar a fert6zés rendkiviil korai szakaszaban atirodik
majd fokozatosan csokkend intenzitdssal expresszalodik. Hasonléan a korabbi
eredményekhez pg7 gén a fert6zés kezdeti, mig pg6 gén az infekcio befejezd
szakaszaban mutat fokozottabb transzkripciot. Ez a kisérleti rendszer hasznos, Uj

informaciokkal szolgal hisz kiilonb6z6 fertdzottségi szinthez biokémiai adatok
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(oxalsav mennyiség és pH-érték az adott zOnaban) valamint molekularis eredmények

(expresszios eredmények) kapcsolhatoak.

4.4.2. pg5, pg6 és pg7 gének in vitro expresszids vizsgilata

Glukozt, mint egyetlen szénforrast tartalmazé tapfolyadékon 48 Orat
elénevelt gombat vittiink at hét killonb6z6 szénforrassal (glikéz, arabindz, pektin,
glicerol, ramnéz, galakturonsav, poligalakturénsav) kiegészitett tapfolyadékba. 8
Oras razatast kovetben keriilt sor a micélium osszegyijtésére és a molekularis
analizisre.

RT-PCR-ral végzett kisérleteink soran csupan a pg7 gén esetében
detektaltunk expressziot (pektinen és glikézon; 23. dbra). Scpgs és Scpg6 gének
promoter analizise soran a gliikk6z represszioban szerepet jatszo6 CREA transzkripcios
faktor kotohelyét azonositottuk, mig Scpg7 gén promoterében nem talaltunk CREA
kotohelyet. Mindez Osszhangban all az altalunk tett megfigyeléssel, hisz csupan a
pg7 mutatott glikézon expressziét. Mindemellett meglepdnek talaljuk kisérletiink
eredményét, hisz az egyes S. sclerotiorum poligalakturonazoknak megfelelé B.
cinerea poligalakturohézok -Bcpg3/Scpg7, Bepgs/Scpgs, Bepg6/Scpgé, .mely gének
kozott figyelemre méltd szekvencia homoldgia figyelhetd meg fehérje szinten, s6t a
promoter szekvenciak esetében is (Wubben és mtsi.1999, jelen tanulmany)- erételjes
expressziét mutattak glikézon, pektinen, poligalakturonsavon és galakturonsavon
(Wubben és mtsi. 2000). Figyelemremélt, hogy a névényi sejtfal felépitésében
meghatarozo szereppel bird és a poligalakturonazok expresszios vizsgalata soran
altalanosan  alkalmazott szénforrasok kozil (pektin, poligalakturonsav,
galakturonsav, arabin6z, ramn6z) egy sem indukalta Scpg5S és Scpg6 gének
expressziGjat, s Scpg7 gén esetében is csupan pektin esetében detektaltunk

expressziot.
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RT-PCR M kontroll PCR

23. abra: Scpg7 gén expresszidjanak analizise kiilonb6z6 szénforrasokon (1.-t6l
8.-ig: eldkultura, pektin, poligalakturonsav, gliikdz, arabin6z, galakturonsav,
ramnoz)

Az a tény, hogy in planta kisérleti rendszerben mindharom gén detektalhato6
volt nyilvanvalé teszi, hogy az altalunk alkalmazott in vitro kisérleti koriilmények
eltéréek a novényben megtaldlhato feltételektol, s Scpgd €s Scpg6 gének
transzkripcidja szamara nem ideadlis, hisz a vizsgalt 7 szénforras koziil egyiken sem
detektaltunk expresszidt. A vizsgalt gének promoter analizise soran igazolast nyert,
hogy a pH fontos szerepet jatszhat ezen gének transzkripcids szabalyozéasaban.
Véleményiink szerint az in vitro koriilmények kozott kapott (negativ) eredmények
nem a kisérlet folyaman alkalmazott pH-értékkel magyarazhatéak. Az elokulturan
nevelt gomba atoltasa pH 4.5-6s tapfolyadékra (citromsav/Na,HPO, puffer-rendszer
a vizsgalt szénforrassal kiegészitve) tortént, mely érték a 8 oras razatast kovetden a
kovetkezd volt: (galakturonsav-pH 3.7; pektin-pH 3.9; gliikk6z, ramnoz, arabinéz,
poligalakturonsav-pH 4.3). In planta kisérleteink igazoltdk, hogy ebben a
pH-tartomanyban a vizsgalt gének kifejezodnek (pg5 esetében kapott negativ
eredmény a zondkra tagolt in planta kisérleti rendszerben véleményiink szerint az
eltér6 kisérlettel/kisérleti rendszerrel magyarazhatd, hisz egyfelol az id6
fliggvényében végzett vizsgalatok soran detektalhaté volt —bar rendkiviil gyenge
expressziot mutatott- masfelol a pg6 és pg7 gén esetében is gyengébb expressziot
detektaltunk a “térben” torténd expresszios vizsgalat soran).

Biokémiai analizis soran kiilonboz6 szénforrason (glikkoz, pektin) eltérd
szamu S. sclerotiorum poligalakturonazt detektaltak, illetve pektinen a
poligalakturonaz izoformék id6ben eltérd kifejezodését tapasztaltak. A vizsgalat
soran egyes izoformak glikoz represszaltnak, mig madasok Kkonstitutiv modon
kifejez6dének bizonyultak (Riou és mtsi. 1992; lasd 1.2. “Poligalakturonizok,
pektinazok térszerkezet vizsgalata” «c. fejezetet). B. cinerea hat

poligalakturonazanak in vitro és in planta vizsgélata soran az egyes gének eltéro,
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s res

2001), mindemellett biokémiai vizsgalatuk soran Van der Cruyssen és mtsi. (1999)
egy konstitutivan kifejez6d6, glikéz altal nem represszalt endopoligalakturonaz
izoformat is leirtak (ezen eredmények igazoljak Bcpgl és Bcpg2 génnel kapott
molekularis analizis eredményét, lasd 1.2.2, “Botrytis cinerea poligalakturonaz
rendszerének vizsgilata” c. fejezetet). A S. sclerotiorum okozta fert6zés rendkiviil
korai szakaszaban detektalhato, majd fokozatosan csokkend expressziot mutato pg2
gén (Cotton és mtsi 2002; jelen tanulmany) kodolta PG2
vékonyréteg-kromatografias analizise poligalakturonsav bontasa soran kilonbozd
hosszi oligomerek jelenlétét igazolta (Cotton és mtsi. 2002). Az A. niger
poligalakturonaz csaladjanak 7 tagjaval végzett biokémiai és rontgendiffrakcios
analizis soran igazolast nyert, hogy az egyes enzimek sziamos szempontbol
specializaltak (poligalakturonsavval szemben mért specifikus aktivitas, szubsztrat
metilaltsagaval szembeni érzékenység, processziv/nem-processziv hasitasi maod,
csupan a PGD-re jellemz6 digalakturonat hasitd képesség, lasd 1.2.3.
“Poligalakturonizok biokémiai jellemzése, a processzivitis fogalma” c.
fejezetet). Mindezen eredmények ismeretében a poligalakturonaz géncsalad(ok)
kodolta enzimek koordinalt tevékenységét feltételezik a pektin degradacioja soran
(Cotton és mtsi. 2002; Gotesson és mtsi. 2002; Williams €s mtsi. 2002). A fertozés
kezdeti szakaszdban megjelené poligalakturonazok tevékenységének koszonhetéen
oly hosszal, §sszetétellel bir6é oligomerek szabadulhatnak fel a pektin polimerbdl,
melyek képesek lehetnek ujabb poligalakturonaz gének specifikus aktivilasara.
Novényfajonként, adott novény kiilonb6z6 szoveteiben a sejtfal Osszetétele,
biokémiai paraméterek (pH-érték példaul) markansan eltérhetnek egymastol, am
ezen osszehangolt, rendkiviil finoman szabalyozott rendszer biztosithatja a pektin
aktivitassal, szereppel birva csupéan bizonyos korilmények kozott jelenne meg, egy
flexibilis rendszert biztositva igy a patogénnek. Ezzel osszhangban egyes kutatok
Osszefiiggést latnak a géncsalad mérete és a gazdaspecificitas kozott, hisz
véleményiik szerint minél tobb tagot szamlal egy poligalakturonaz géncsalad, annal
tobb gazdandvényben lehet képes a patogén sikeresen tamadni a gazda pektin
rendszerét (Esquerré-Tugayé és mtsi. 2000). Ez az elmélet igaz S. sclerotiorum és B.
cinerea esetében hisz mindkét gomba nagy poligalakturonaz géncsaladdal és széles

gazdakorrel rendelkezik, valamint C. lindemuthianum esetében is, ahol csupan a két



95

poligalakturonéazzal bir6 gomba a Fabacaea-ékre specializalédott. Mindazonaltal az
elmélet nem igaz a sziik gazdaspektrummal jellemzett Botrytis fajokra, amelyek B.
cinerea-hoz hasonléan nagy szdmu poligalakturonazzal rendelkeznek (Wubben és
mtsi. 1999). Véleményiink szerint a szamos tudomanyos eredmény igazolja a
fentiekben vazolt gondolatmenetet (koordinalt pektiniolitikus rendszer), egy patogén
gazdaspecificitasa azonban (gazdakoér nagysaga) nem magyarazhatd csupan a
poligalakturonaz géncsalad tevékenységével, hisz szamos esetben igazolddott, hogy
kilonboz6 gombakban eltérd jelentGséggel birnak a poligalaktruondzok a
patogenecitasban. C. carbonum mindkét poligalakturonaz génjének inaktivalasa nem
befolyasolta a gomba betegitd képességét (Scott-Craig és mtsi. 1998, lasd 1.2.1.
“Gomba poligalakturonizok molekuldris vizsgilata® c. fejezetet), mely
nyilvanvalova teszi, hogy ebben az esetben teljes mas tényezokkel magyarazhato a
gomba infekcids képessége. Mindemellett az is ismert tény, hogy egy novény
egyeden beliil is eltérd lehet a pektin Gsszetétele, illetve mennyisége. A fufélék,
cerealidk fiatal ovariumat tamado Claviceps purpurea két endopoligalakturonaza
szamara mintegy “iranyjelzoként” szolgal a termé pektin tartalma (Oeser €s mtsi.
2002). Ebben az esetben tehat nem a gazdakor nagysagaban, hanem az adott szerv,
szovet pektin rendszerében, annak Osszetételében, szerkezetében keresendd a
poligalakturonazok szerepe. Mindazonaltal a poligalakturonazok patogenecitasban
betoltott fontos szerepét igazoljak a poligalakturonaz-inhibitor proteinek (PGIPS),
amely napjainkban egy rendkiviil intenziven kutatott terillete a gazda-patogén
kolcsonhatasnak (lasd 1.2.4. “Poligalakturondz inhibitor proteinek (PGIPs)” c.
fejezetet).

S.  sclerotiorum  poligalakturonaz rendszeréhez kapcsolodé
kisérleteinket Osszegezve elmondhaté, hogy céljainknak, elvirisainknak
megfelelden izoldltuk a géncsalad két ajabb tagjat: a pg6 és a pg7 géneket. In
Planta végzett funkcionalis analizisiink (melyet kiterjesztettiink két korabban
izolalt poligalakturoniz génre, a pg2 és a pg5 génekre) igazolta mind a négy
vizsgilt gén expresszigjit a fert6zés sorin. Osszhangban a koribban végzett
biokémia vizsgalatok eredményeivel az egyes gének szakaszos (idében és térben
eltérd) expresszioval jellemezhetok, és S. sclerotiorum esetében is egy
osszehangolt, koordinalt pektinolitikus enzimrendszert feltételez. Az ltalunk
kapott kisérleti eredmények egy rendkiviil komplex génreguliciét sugallnak,

amelyben feltételezhetGen kozponti szereppel bir az adott reakcidkozeg
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pH-értéke valamint a kiilonb6zé hosszii és Osszetételii pektin degradacios
termékek. Feltételezésiink szerint a fertézés nagyon korai szakasziban
megjelené PG2 endopoligalakturonaz (pgl, pg2 és pg3 gének a rendKiviil
nagyfokia szekvencia homolégia miatt nem kiilonithetdek el egymastél az
expresszios vizsgalatok soran, igy ezen vizsgalatok sorin a pg2 megjelilés alatt e
hirom gén egyiittesen értendé) képezte kiilonbozé hosszi oligomerek képesek

lehetnek a poligalakturonaz .géncsal:id ujabb tagiaiilak specifikus indukcidjara.
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5. OSSZEFOGLALAS

Sclerotinia sclerotiorum egy széles gazdakorrel bird, nekrotréf fitopatogén gomba.
A gazdanovény fertézése soran szamos sejtfaldegradalo enzimet termel, melyek
lebontva a novényi széveteket tapanyagot szolgaltatnak a gomba novekedéséhez. A
poligalakturonazok a - magasabbrendii novények sejtfalanak felépitésében
meghatarozo szereppel bird pektin -lebontasiban jatszanak szerepet. Biokémi'ai.
analizisek igazoltak, hogy pektinen, mint egyediili szénforrason névekvd gomba
szamos exo- ¢és endopoligalakturonazt termel. S. sclerotiorum négy
endopoligalakturonaz génje (pgl, pg2, pg3, pg5) keriilt kiénozasra. A gomba altal
szekretalt oxalecetsav jelentdsen modositja a fertézott novényi szévet pH értékét,

megfeleld kdzeget biztositva igy a sejtfaldegradald enzimek miikodéséhez.
Céljaink a kovetkezoek voltak:

e Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpd) gén izolalasa S. sclerotiorum
génkonyvtarabol.

o A gpd gén expressziOjanak vizsgalata.

e A gpd gén molekularis markerként vald felhasznalasa gomba-névény
rendszerben (alkalmazhatosag vizsgalata).

e S. sclerotiorum poligalakturonaz-csalad két Gjabb tagjanak izolalasa
génkonyvtarbol (pg6 és pg7 gének) és in vitro expresszidjuk vizsgalata.

e S. sclerotiorum poligalakturonaz gének (pg2, 5, 6, 7) expresszidjanak in planta

analizise.

Eredményeink:

énjének klonozisa

S. sclerotiorum glicerinaldehid-3-foszfit dehidrogeniz

és jellemzése

A gpd gén 8. sclerotiorum génkonyvtarabol (EMBL3 fag) keriilt izolalasra. A
szubklonozott fragment szekvenciajanak analizise 1133 bp-nyi nyitott olvasasi keret
és 735 bp-nyi promoter jelenlétét igazolta. A nyitott olvasasi keretet két intron

szakitja meg. Az intronok hatérol6 szekvenciai (5’-GT és 3’-PyAG) megegyeznek a
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fonalas gombaknal leirt konszenzus szekvencidkkal. A gpd gén 5° szekvencidjanak
analizise soran szamos tipikus promoter elem keriilt azonositasra.

S. sclerotiorum gpd génje egy 338 aminosavbol &ll6 fehérjét kodol, melynek
feltételezett molekulatomege 36.8 kDa. Mas gomba GPD szekvenciakhoz hasonlitva
a fehérjék kozott nagy homologia detektalhato. S. sclerotiorum GPD-jének esetében
a 61 lehetséges kodonbol csupan 44 keriil felhasznalasra, mely jellemzd az erds
expressziét mutaté génekre. Southern-blot analizis igazolta, hogy S. sclerotiorum

egyetlen gpd génnel rendelkezik.

A gpd gén expresszibéjianak in vitro analizise

Gliik6zt tartalmazé elokultiraban nevelt gombat egyediili szénforrast tartalmazo
tapfolyadékra vittiik at (glikoz, pektin, arabindéz, ramn6z). Northern-blot analizis

igazolta, hogy a S. sclerotiorum gpd génje nem konstitutiv mdédon fejezddik ki.

A gpd gén. mint molekuldris marker S. sclerotiorum infekcié sorin

Négy vizsgalt n6vény (napraforgd, bab, répa, cikodria) fert6zése soran a S
sclerotiorum gpd génje er0s expressziot mutatott. Northern-blot analizis mind a négy
esetben hasonld expresszios profilt igazolt. A gpd hibridizaciés jel erOssége a
fert&zés elorehaladtaval fokozatosan nétt, majd akkor ért el egy maximumot amikor a
gomba teljes mértékben kolonizalta a gazdantvényt. Ezt kovetden fokozatosan
csokkent a hibridizacios jel intenzitasa.

A gomba-névény kapcsolatban az aktin (acf) gyakran hasznalt molekularis marker
a gomba novekedésének nyomon kovetésére. Napraforgo fertdzése soran kapott gpd
és act expresszios mintazat Osszehasonlitisat végeztikk el. Az aktin gén gyenge
expresszioja nem tette lehetévé Northern-blot alkalmazasat, a vizsgalathoz RT-PCR
modszert hasznaltunk. Mindkét gén esetében hasonld expressziés mintazatot
detektaltunk.

Eredményeink igazoltak, hogy a S. sclerotiorum gpd génje -annak ellenére, hogy
in vitro korulmények kozott regulalt moédon fejezddott ki- eredményesen és jol
alkalmazhat6 a gazdanovény fert6zése soran, mint belsé molekularis marker a gomba

ndvekedésének, metabolikus allapotanak nyomon kévetésére. Az in vitro expresszios
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vizsgalatok igazoltak, hogy a gpd egy erOsen kifejez6dd gén, igy promoter

szekvenciaja felhasznalhat6 transzformacios vektorok kialakitasara.

Sclerotinia_sclerotiorum két iij endopoligalakturoniz (pgé és pg7) génjének
klonozisa és jellemzése

A pg6 éspg7 gén S. sclerotiorum génkonyvtarabol (EMBL3 fag) kerilt izolalasra,
melyhez Botrytis cinerea megfelel6 génjeibdl PCR-ral amplifikalt specifikus
probakat hasznéltunk. A szubklonozott fragment szekvencidjanak analizise 1110
bp-nyi kodols, 607 bp-nyi promoter és 270 bp-nyi terminator szekvenciat igazolt pg6
gén esetében, mig 1179 bp-nyi koédolo, 549 bp-nyi promoter €s 224 bp-nyi terminator
szekvenciat pg7 gén esetében. A pg6 génben két, mig pg7 génben egy intront
azonositottunk. Mindkét gén promoterében szamos transzkripcios faktor kotésében
részt vehetd specifikus szekvencidk jelenlétét igazoltuk. Mindkét fehérje esetében
tipikus poligalakturonaz motivumokat azonositottunk.

S. sclerotiorum endopoligalakturonazainak funkcionalis analizise

Gliik6zt tartalmazo elokulturaban nevelt gombat kiilonbozo, egyediili szénforrast
tartalmazo tapfolyadékra vittitk at. RT-PCR modszert hasznaltunk a pg6 és pg7 gén
in vitro expresszidjanak jellemzésére. Csupan a pg7 gén esetében detektiltunk
expressziOt (pektin és glikoz jelenlétében).

In planta expresszios (répa fertbzése) vizsgalat soran négy S. sclerotiorum
endopoligalakturonaz transzkripci6jat vizsgaltuk (pg2 és pg5 korabban keriilt
klénozasra, mig pg6 és pg7 jelen munka soran). Id6 figgvényében (0-96 Ora)
valamint zénakban (répa karogyokerének 5 zonajat kilonitettiik el, ahol az egyes
régidkhoz eltéré fertdzottségi szint €s pH-érték kapcsolhatd) végeztiink
vizsgalatokat . _

Vizsgalatunk soran igazolast nyert, hogy mind a négy poligalakturonaz
expresszalodott. A vizsgalt gének expresszidja mind idében, mind a zénakkal végzett
kisérletek soran szakaszos volt.

Feltételezésiink szerint az egyes endopoligalakturonazok altal képzett kiilonb6z6
hossziisagu oligomerek képesek lehetnek a poligalakturonaz géncsalad ujabb

tagjainak specifikus indukcidjira. Ez az elmélet magyarazatul szolgal az in vitro



100

vizsgalat soran kapott eredményekre, ahol az alkalmazott kisérleti koérilmények
eltéréek a ndévényben megtalalhato feltételektél. Valészinileg a pH is kozponti

szerepet jatszik a endopoligalakturonaz gének expresszidjanak szabalyozasaban.
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6. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO (SUMMARY IN ENGLISH)

Sclerotinia sclerotiorum is a plant pathogenic ascomycete fungus that attacks
a wide range of host species. Biochemical analyses have shown that during the
interaction with its host, Sclerotinia sclerotiorum secretes a complete set of cell
wall-degrading enzymes (proteases, pectinases, cellulases, hemicellulases) that
macerate the host tissues and provide nutrients for mycelial growth. Among the wide
array of secreted cell wall degrading enzymes, polygalacturonases (PGs) are
involved in the degradation of pectins, the structural polysaccharides found in the
middle lamella and the pimary cell wall of higher plants. During growth on pectic
polymers, several endo- and exo-enzymes are sequentially secreted. Molecular
genetics has allowed the characterization of several endoPG genes (pg/, pg2, pg3,
pg3). During the infection Sclerotinia sclerotiorum secretes oxalic acid in infected
tissues which progressively shifts the pH of the plant apoplasm to acidic values

provides an ideal condition for the cell wall-degrading enzymes.
The aims of this study were:

¢ To clone the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) gene of
Sclerotinia sclerotiorum.

e To characterize the gpd gene at sequence level (molecular organisation,
codon usage, promoter sequence) and its expression.

o To use the the gpd gene as a molecular marker during plant pathogenesis.

e To clone two new polygalacturonases (pg6 and pg7) of Sclerotinia
sclerotiorum and characterize them at sequence level.

e To characterize the expression of the polygalacturonase genes of Sclerotinia

sclerotiorum.
Our new scientific results:

Cloning and  characterization _of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gpd) gene of Sclerotinia sclerotiorum

The gpd gene of Sclerotinia sclerotiorum was cloned from the genomic library.
Analysis of the fragment subcloned revealed an ORF of 1133 bp and a promoter of

735 bp. The ORF contained two putative introns with conventional splice sites
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(5’-GT and 3’-PyAG). Analysis of the promoter sequence demonstrated the presence
of several elements that could act as signals required for transcription initiation and
regulation.

The genomic DNA encodes a protein containing 338 amino acids, with a
molecular weight of 36.3 kDa. Alignment of the amino acid sequence with those of
other ascomycetes indicates extensive homology throughout the GPD proteins. Only
44 6f the 61 possible sense codons are used. Generally, the highly expressed genes
show more marked codon bias than genes expressed at a low level.

On Southern-blot analysis, Sclerotinia sclerotiorum was found to possess the gpd

gene in a unique copy.

Expression of gpd during in vitro growth of the fungus

During a shift experiment, Sclerotinia sclerotiorum was transferred from a
glucose culture to fresh media containing different carbon sources (glucose, pectin,
arabinose, rhamnose) Northern-blot analysis revealed that the gpd was differentially
expressed.

These results prove that the gpd gene in Sclerotinia sclerotiorum is not a
constitutively expressed gene (a main housekeeping gene generally is considered as a

constitutively expressed gene).

gpd as a molecular marker during plant pathogenesis

The gpd gene was highly expressed during the pathogenesis of four different
plants. Northern analysis revealed similar expression profiles. The intensity of the
gpd hybridization signals increased and reached a maximum when the plant tissues
were completely invaded by the fungus.

As actin is frequently used as a marker of fungal growth during plant-fungus
interactions, we compared the expression profiles obtained with gpd and actin during
sunflower pathogenesis. Siﬂce the level of expression did not allow detection of the
actin transcript by Northern-blot, the analysis was performed by RT-PCR. The
analysis disclosed similar profiles for the two genes

The results indicate that, even if gpd is not a constitutively expressed gene, its
profile during pathogenesis reflects the amount of fungus during the interaction of S.

sclerotiorum with its plant host. Our results prove that gpd can be used as a molecular
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(internal) marker during plant infection in order to estimate the progress of the
infection and to quantify the fungal gene expression in planta in relation to the fungal
biomass. It was confirmed that, in certain in vifro conditions gpd is a strongly
expressed gene, and its promoter sequence can be used for plasmid construction for

transformation.

Cloning and characterizétion of the endog' olygalacturonases (g. g6 and pg?7) gene

of Sclerotinia sclerotiorum

The pg6 and pg7 genes were obtained by PCR amplification of Botrytis
cinerea DNA with primers derived from the published sequences of Bcpg3 and
Bcpg6. Fragments of 312 and 684 bp were amplified for Bepg6 and Bepg7,
respectively. They were then sequenced and used to screen the S. sclerotiorum
EMBL3 genomic library.

After subcloning the sequence analysis identified 1110 bp coding sequence, 607
bp promoter and 270 bp terminator sequences for the pg6 gene, and 1179 bp coding
sequence, 549 bp promoter and 224 bp terminator sequences for the pg7 gene. We
identified 2 introns in the pg6 and 1 intron in the pg7 gene with the typical fungal
intron sequences. Analysis of the protein sequences revealed the typical
polygalacturonase motifs. Promoter sequence analysis confirmed the presence of

several motifs required for the binding of transcription factors.

Functional analysis ef endopolygalacturonases of Sclerotinia sclerotiorum

During a shift experiment, the fungus was transferred from a glucose culture to
fresh media containing different carbon sources. We used a RT-PCR method (a more
sensitive molecular method than Northemn-blot analysis) in order to characterize the
in vitro expression of the pg6 and pg7 genes. During our in vitro analysis we detected
only the pg7 expression (in the presence of pectin and glucose).

In the course of the infection of carrot we examined the expressions and the roles
of the four known endopolygalacturonases of Sclerotinia sclerotiorum (pg 2 and pg 5
were cloned earlier and pg 6 and pg7 were cloned during this work). The expressions
of the endopolygalacturonase genes were determined in time (0-96 h) and “in space”

(five adjacent zones of carrot tissue) were sampled, each reflecting a different
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Sclerotinia infection and a different pH as a result of the oxalic acid production of
Sclerotinia sclerotiorum (pH range 3.1-6.3).

Our results revealed that in planta all the endopolygalacturonases (pg2, pg5,
pg6 and pg7) were expressed. The expression of these genes appears to be sequential
in time. The sequential expression was confirmed spatially too.

We hypothesize that the oligogalacturonides generated by the individual
enzymes may serve as substrates for the other endopolygalacturonase(s), like a
cascade. This hypothesis can explain the results we 6btained in vitro, when we could
not find ideal (specific vegetal) conditions to activate the expressions of pg6 and pg7.
The pH probably plays an essential role in the regulation of endopolygalacturonases,

as indicated in our spatial experiment.



105

7. IDEZETT IRODALOM

o Acs K, Kasza Zs, Lukécs Gy, Schwab H, Vagvolgyi Cs (2002) — Cloning and
sequence analysis of Mucor circinelloides glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene; Acta Microb. et Immun. Hung. 49: 305-312.

e Adachi K, Hamer JE (1998) - Divergent cAMP signaling pathways regulate growth
and pathogenesis in the rice blast fungus Magﬁaporthe grisea, Plant Cell
10:1361-1373

e Andrianopoulos A, Timberlake WE (1994) - The Aspergillus nidulans abad gene
encodes a transcriptional activator that acts as a genetic switch to control
development. Mol Cell Biol.; 14(4):2503-15

e Aguilar G, Huitron C (1987) — Stimulation of the production of extracellular
pectinolytic activities of Aspergillus sp by galacturonic acid and glucose addition;
Enzyme Microb. Technol. 9: 690-696

e Apel PC, Panaccione DG, Holden FR, Walton JD (1993) — Cloning and targeted gene
disruption of XYL/, a P 1,4-xylanase gene from the maize pathogen Cochliobolus
carbonum; Mol. Plant-Microbe Interaction 6: 467-473

e Armand S, Wagemaker MJM, Sanchez-Torres P, Kester HCM, van Santen Y,
Dijkstra BW, Visser J, Benen JAE (2000) - The active site topology of Aspergillus
niger endopolygalacturonase II as studied by site-directed mutagenesis; J. Biol.
Chem. 275: 691 - 696

e Azam M, Kesarwani M, Chakraborty S, Natarajan K, Datta A (2002) Cloning and
characterization of the 5'-flanking region of the oxalate decarboxylase gene from
Flammulina velutipes; Biochem. J. 367 (Pt1) 67-75

e Balhadere PV, Talbot NJ (2001) - PDEI encodes a P-Type ATPase involved in
appressorium-mediated plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe grisea,
Plant Cell 2001 13: 1987-2004

.o Ball AM, Ashby AM, Daniels MJ, Ingram DS, Johnstone K (1991) — Evidence for
the requirement of extracellular protease in the pathogenic interaction of
Pyrenopeziza brassicae with oilseed rape; Physiol. Mol. Plant Pathology 38: 147-161

¢ Ballance DJ (1991) — Transformation systems for filamentous fungi and an overview

of fungal gene structure; Molecular Industrial Mycology 1-29



106

Bateman DF, Beer SV (1965) — Simultaneous production and synergistic action of
oxalic acid and polygalacturonase during pathogenesis by Sclerotiorum rolfsii,
Phytopathology 55: 204-211

Benen JAE, Kester HCM, Visser J (1999) ~ Kinetic characterization of Aspergillus
niger N400 endopolygalacturonases I, II and C; Eur. J. Biochem.: 259: 577-585
Benito EP, ten Have A, van’t Klooster JW, van Kahn JAL (1998) — Fungal and plant
gene expression during synchionized infection of tomato leaves by Botrytis cinerea
Eur. J. of Plant Pathology 104: 207-220.

Bennetzen JL, Hall BD (1982) — Codon selection in yeast; J. Biol. Chem. 135:
601-604

Boland GJ, Hall R (1994) — Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum; Can. J.
Plant Pathology 16: 93-100

Boland GJ, Mould MJR, Robb J (1993) — Ultrastructure of a hypovirulent isolate of
Sclerotinia sclerotiorum containing double stranded RNA; Physiological and
Molecular Plant Pathology 43: 21 - 32.

Bonnen AM, Hammerschmidt R (1989) — Role of cutinolytic enzymes in infection of
cucumber by Colletotrichum lagenarium, Physiol. Mol. Plant Pathology 35: 475-481
Boucherie H, Bataille N, Fitch IT, Perrot M, Tuite MF (1995) - Differential synthesis
of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase polypeptides in stressed yeast cells;
FEMS Microbiol. Lett. 125:127-133

Bourett TM and Howard RJ (1992) — Actin in penetration pegs of the fungal rice blast
pathogen, Magnaporthe grisea; Protoplasma 168: 20-26

Brisson LF, Tenhaken R, Lamb C (1994) — Function of oxidative cross-linking of cell
wall structural proteins in plant disease resistance; The Plant Cell 6 (12): 1703-1712
Bussink HID, Brouwer KB, de Graaff LH, Kester HCM, Visser J (1991) -
Identification and characterization of a second polygalacturonase gene of Aspergillus
niger, Curr. Genet. 20:301-307

Bussink HJD, Buxton FP, Fraaye BA, de Graaff LH, Visser J (1992) - The
polygalacturonases of Aspergillus niger are encoded by a family of diverged genes;
Eur. J. Biochem. 208: 83-90

Bussink HID, Kester HCM, Visser J (1990) - Molecular cloning, nucleotide
sequence and expression of the gene encoding prepro-polygalacturonasell of
Aspergillus niger;, FEBS Lett. 273:127-130



107

Biirglin TR (1991) - The TEA domain: a novel, highly conserved DNA-binding motif;
Cell 66: 11-12

Byrde RJW (1979) — Role of polysaccharide-degrading enzymes in microbial
pathogenicity. In Berkeley RCW, Gooday GW, Ellwood DC (eds) Microbial
polysaccharides and polysaccharases. London: Acaemic Press 417-436

Bywater J (1959) — Infection of peas by Fusarium solani var. Martii forma 2 and the
spread of the pathogen; Trans. Brit. Mycol. Soc. 42: 201-212

Campos T, Roselldo J, Hermosa MR, Rubio B, Grondona I, Monte E (2001) -
Biological control of fungal and bacterial plant pathogens; IOBC wprs Bulletin
vol.24: 113 - 116

Caprari C, Richter A, Bergmann C, Cicero SL, Salvi G, Cervone F, De Lorenzo G
(1993) - Cloning and characterization of a gene encoding the endopolygalacturonase
of Fusarium moniliforme; Mycol. Res. 97: 497-505

Carpita NC, Gibeaut DM (1993) — Structural models of primary cell walls in
flowering plants: Consistency of molecular structure with the physical properties of
the walls during growth; Plant J. 3: 1-30

Catty P, de Kerchove d’Exaerde A, Goffeau A (1997) - The complete inventory of
the yeast Saccharomyces cerevisiae P-type transport ATPases; FEBS Lett. 409:
325-332

Cavete JS (1992) — Function of cutinolytic enzymes in the infection of gerbera
flowers by Botrytis cinerea Ph.D. Dissertation — University of Utrecht, The
Netherlands: 75-84

Cazale AC, Droillard MJ, Wilson C, Heberle-Bors E, Barbier-Brygoo H, Lauriere C
(1999) - MAP kinase activation by hypoosmotic stress of tobacco cell suspensions:
towards the oxidative burst response?; Plant J 19(3): 297-307

Centis S, Dumas B, Fournier J, Marolda M, Esquerré-Tugayé MT (1996) — Isolation
and sequence analysis of Clpg/, a gene coding for an endopolygalacturonase of the
phytopathogenic fungus Colletotrichum lindemuthianum; Gene 170: 125-129
Cervone F, Habn MG, Lorenzo G, de Darvill A, Albersheim P (1989) Host-pathogen
interactions XXXIII. A plant protein converts a fungal pathogenesis factor into an
elicitor of plant defense responses; Plant Physiol. 90: 542-548

Cessna SG, Sears VE, Dickman MB, Low PS (2000) — Oxalic acid, a pathogenicity
factor for Sclerotinia sclerotiorum, suppresses the oxidative burst of the host plant;
Plant Cell 12: 2191-2199



108

Chandra S, Heinstein PF, Low PS (1996) - Activation of phospholipase A by plant
defense elicitors; Plant Physiology; 110: 979 - 986

Chen CY, Ingram MF, Rosal PH, Graham TR (1999) - Role for Drs2p, a P-Type
ATPase and potential aminophospholipid translocase, in yeast late Golgi function; J.
Cell Biol. 147: 1223-1236

Chumley FG, Valent B (1990) — Genetic analysis of melanin-deficient,
non-pathogenic mutants of Magnaporthe grisea, Mol. Plant-Microbe Interact.
3:135-43

Christiansen SK, Justesen AF, Giese H (1997) - Disparate sequence characteristics of
the Erysiphe graminis f.sp. hordei glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene;
Curr. Genetics 31: 525-29

Choi GH, Nuss DL (1990) - Nucleotide sequence of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene from Cryphonectria parasitica; Nucleic Acids Res. 18: 5566
Cook BJ, Clay RP, Bergmann CW, Albersheim P, Darwill AG (1999) — Fungal
polygalacturonases exhibit different substrate degradation patterns and differ in their
susceptibilities to polygalacturonase-inhibiting proteins; Mol. Plant-Microbe
Interaction 12; 703-711

Cooper RM (1983) — The mechanisms and significance of enzyme degradation of
host cell walls by parasites; In Biochemical Plant Pathology; JA Callow, ed John
Wiley & Sons, Chichester UK: 101-135

Cooper RM (1984) — The role of cell wall-degrading enzymes in infection and
damage; In RKS Wood, GJ Jellis, eds Plant Diseases: Infection, Damage and Loss.
Blackwell Scientific Publications, Oxford UK: 13-27

Cotton P, Kasza Zs, Bruel C, Rascle C, Fevre M (2003) Ambient pH controls the
expression of endopolygalacturonase genes in the necrotrophic fungus Sclerotinia
sclerotiorum; FEMS Microbiology Letters 227 (2): 163-169

Cotton P, Rascle C, Fevre M (2002) — Characterization of PG2, an early endoPG
produced by Sclerotinia sclerotiorum, expressed in yeast; FEMS Microbiology
Letters 213: 239-244

Cubeta CA, Cody BR, Kohli Y, Kohn LM (1997) - Clonality in Sclerotinia
sclerotiorum on infected cabbage in Eastern North Carolina; Phytopathology, 87:
1000 — 1004



109

Davis DA, Tsao D, Seo JH, Emery A, Low PS, Heinstein P (1992) — Enhancement of
phytoalexin accumulation in cultured plant cell by oxalate; Phytochemistry 31:
1603-1607

de Bary A (1884) — Vergleichend Morphologie und Biologie der Pilze, Mycetozoen
und Bacterien. (Comparative morphology und biology of the fungi, mycetozoa and
bacteria. Translated by Garnsey HEF revised by Balfour IB, the Clarendon Press,
Oxford. 1887). 525 pp .

Denison SH (2000) — pH regulation of gene expression in fungi; Fungal Genetics and
Biology 29: 61-71

Denison SH, Orejas M, Arst HNJr (1995) — Signaling of ambient pH in Aspergillus
involves a cysteine protease; J. Biol. Chem. 270: 28519-28522

de Vries RP, Visser J (2001) - Aspergillus enzymes involved in degradation of plant
cell wall polysaccharides; Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65: 497-522

Dezwaan TD, Carroll AM, Valent B, Sweigard JA (1999) - Magnaporthe grisea
Pthllp is a novel plasma membrane protein that mediates appressorium
differentiation in response to inductive substrate cues; Plant Cell 11: 2013-2030
Dickman MB, Patil SS (1986) — Cutinase deficient mutants of Colletotricum
gloeosporioides are nonpathogenic to papaya fruit; Physiol. Mol. Plant Pathology 28:
235-242

Dickman MB, Podila GK, Kolattukudy PE (1989) — Insertion of cutinase gene into a
wound pathogen enables it to infect intact host; Nature 342: 446-448

Di Pietro A, Roncero MIG (1998) — Cloning, expression and role in pathogenicity of
pgl encoding the major extracellular endopolygalacturonase of the vascular wilt
pathogen Fusarium oxysporum; Mol. Plant-Microbe Interaction 11: 91-98

Dixon KP, Xu JR, Smirnoff N, Talbot NJ (1999) - Independent signaling pathways
regulate cellular turgor during hyperosmotic stress and appressorium-mediated plant
infection by Magnaporthe grisea; Plant Cell 11: 2045-2058

Doke N, Miura Y, Sanchez LM, Park HJ, Noritake T, Yoshioka H, Kawakita K(1996)
- The oxidative burst protects plants against pathogen attack: mechanism and role as
an emergency signal for plant bio-defence--a review; Gene 179(1): 45-51

Drysdale MR, Kolze SE, Kelly JM (1993) — The Aspergillus niger carbon catabolite
repressor encoding gene, cred; Gene 103: 241-245

Edens LE, Bom J, Ledeboer AM, Maat J, Toonen MY, Visser C, Verrips CT (1984) -
Synthesis and processing of the plant protein thaumatin in yeast; Cell 37: 629-633



110

Esquerré-Tugayé MT, Boudart G, Dumas B (2000) — Cell wall degrading enzymes,
inhibitory proteins and oligosaccharides participate in the molecular dialogue
between plants and pathogens; Plant Physiol. Biochem. 38: 157-163

Expert JM, Digat B (1995) - Biocontrol of Sclerotinia wilt of sunflower by
Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas putida strains, Canadian Journal of
Microbiology 41: 685 — 691

. Federici L, Caprari C, Mattei B, Savino C, Di Matteo A, De Lorenzo G, Cervone F,
Tsernoglou D (2001) - Structural requirements of endopolygalacturonase for the
interaction with PGIP (polygalacturonase-inhibiting protein) PNAS, Nov 2001; 98:
13425 - 13430

Feng B, Marzluf GA (1998) - Interaction between major nitrogen regulatory protein
NIT2 and pathway-specific regulatory factor NIT4 is required for their synergistic
activation of gene expression in Neurospora crassa, Mol. Cell. Biol. 18 (7):
3983-3990

Feng B, Xiao X, Marzluf GA (1993) - Recognition of specific nucleotide bases and
cooperative DNA binding by the trans-acting nitrogen regulatory protein NIT2 of
Neurospora crassa;, Nucleic Acids Research 21 (17): 3989-3996

Ford EJ, Miller RV, Gray H, Sherwood JE (1995) - Heterokaryon formation and
vegetative compatibility in Sclerotinia sclerotiorum; Mycological Research 99: 241
—247

Fraissinet-Tachet L, Fevre M (1996) — Regulation by galacturonic acid of
pectinolytic enzyme production by Sclerotinia sclerotiorum; Current Microbiology
33: 49-53

Fraissinet-Tachet L, Reymond-Cotton P, Fevre M (1995) — Characterization of a
multigene family encoding an endopolygalacturonase in Sclerotinia sclerotiorum,
Curr. Genet. (1995) 29: 96-99

Fritscher C, Messner R, Kubicek CP (1990) — Cellobiose metabolism and
cellobiohydrolase I biosynthesis by Trichoderma reesei; Exp. Mycol. 14: 405-415
Fu YH, Marzluf GA (1987) - Characterization of nit-2, the major nitrogen regulatory
gene of Neurospora crassa; Mol. Cell. Biol., 7(5): 1691-6

Fuckel L (1870) — Symbolic mycologicae. Beitrage zur Kenntniss der Rheinischen
Pilze. Jahrb. Naussauischen Vercins Naturk. 23-24: 1-459

Gao S, Choi GH, Shain L, Nuss DL (1996) — Cloning and targeted disruption of

enpg-1 , encoding the major in vitro extracellular endopolygalacturonase of the



111

chestnut blight fungus, Cryphonectria parasitica, Appl. Environ. Microbiol. 62:
1984-1990

Garcia-Maceira FI, Di Pietro A, Huertas-Gonzalez MD, Ruiz-Roldan MC, and
Roncero MIG (2001) - Molecular characterization of an endopolygalacturonase from
Fusarium oxysporum expressed during early stages of infection; Appl. Envir.
Microbiol. 67: 2191 - 2196

" Goidin D, Mamessier A, Staquet M-J, Schmitt D, Berthier-Vergnes O (2001) -
Ribosomal 18S RNA prevails over glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and
beta-actin genes as internal standard for quantitative comparison of mRNA levels in
invasive and noninvasive human melanoma cell subpopulations; Analytical
Biochemistry 295 (1): 17-21.

Godoy G, Steadman JR, Dickman MB, Dam R (1990) — Use of mutants to
demonstrate the role of oxalic acid in pathogenicity of Sclerotinia sclerotiorum on
Phaseolus vulgaris, Physiol. and Molecular Plant Pathology 37: 179-191

Gotesson A, Marshall JS, Jones DA, Hardham AR (2002) - Characterization and
evolutionary analysis of a large polygalacturonase gene family in the oomycete plant
pathogen Phytophthora cinnamomi; Molecular Plant-Microbe Interactions 15 (9):
907-921

Gulya T, Rashid KY, Masirievic SM (1997) - Sunflower Diseases. Pages 263-379. In
Sunflower Technology and Production A. A. Schneiter, ed. Amer. Soc. Agronomy,
Madison, WI. USA. Monograph 35

Gulyas A (1993) - A napraforg6 rezisztencidgja a fehérpenészes rothadas
koérokozojanak (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ) kilonbo6zd izolatumaival
szemben; Kandidatusi értekezés, Mosonmagyarovar.

Gurr SJ, Unkles SE, Kinghorn (1988) — Gene structure in eukaryotic microbes; SGM
special publication, vol 23. IRL Press Oxford 93-139

Haas H, Angermayr K, Stoffler G (1997) - Molecular analysis of a Penicillium
chrysogenum GATA factor encoding gene (sreP) exhibiting significant homology to
the Ustilago maydis urbs1 gene; Gene 184 (1): 33-7

Haas H, Bauer B, Redl B, Stoffler G, Marzluf GA (1995) - Molecular cloning and
analysis of nre, the major nitrogen regulatory gene of Penicillium chrysogernum; Curr.
Genet. 27 (2): 150-158

Harmsen MC, Schuren FHJ, Moukha SM, Van Zuilen CM, Punt PJ, Wessels JHG
(1992) — Sequence analysis of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase genes



112

from the basidiomycetes Schizophyllum commune, Phanerochaete chrysosporium
and Agaricus bisporus;, Curr. Genetics 22 (6): 447-454

Heinen W (1960) — Uber den enzymatischen Cutinabbau I. Mitteilung: Nachweis
eines Cutinase-Systems; Acta Bot. Neerl. 9: 167-190

Heath MC, Valent B, Howard RJ, Chumley FG (1990) — Correlations between
cytologically detected plant-fungal interactions and pathogenicity of Magnaporthe
grisea toward weeping lovegrass; Phytopathology 80: 1382-86

Henrissat B, Claeyssens M, Tomme P, Lemesle L, Momon JP (1989) - Cellulase
families revealed by hydrophobic cluster analysis. Gene, 81(1): 83-95

Herrén SR, Benen JAE, Scavetta RD Visser J, Jurnak F (2000) - Structure and
function of pectic enzymes: Virulence factors of plant pathogens; PNAS 97: 8762 -
8769

Hirano T, Sato T, Okawa K, Kanda K, Yaegashi K, Enei H (1999) - Isolation and
characterization of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene of Lentinus
edodes; Biosci. Biotech. Biochem 63 (7):1223-1227.

Holland MJ, Holland JP (1978) — Isolation and identification of yeast messenger
ribonucleic acids coding for enolase glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and
phosphoglycerate kinase; Biochemistry 17: 4900-4907

Holland JP, Labieniec L, Swimmer C, Holland MJ (1983) - Homologous nucleotide
sequences at the 5' termini of messenger RNAs synthesized from the yeast enolase
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene families. The primary structure
of a third yeast glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene; J. Biol. Chem. 258:
5291-9

Howard RJ, Ferrari MA, Roach DH, Money NP (1991) — Penetration of hard
substrates by a fungus employing enormous turgor pressures; Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 11281-84

Huang HC, Kosub GC (1989) - A simple method for production of apothecia from
sclerotia of Sclerotinia sclerotiqrum; Plant Protection, 31: 333 — 345

Huang HC, Kosub GC (1990) - Cyclic occurence of Sclerotinia wilt of sunflower in
western Canada; Plant Disease, 74: 766 — 770

Hwang CS, Flaishman MA, Kolattukudy PE (1995) - Cloning of a gene expressed
during appressorium formation by Colletotrichum gloeosporioides and a marked

decrease in virulence by disruption of this gene, Plant Cell, 7: 183 - 193



113

Ilmen M, Thrane C, Penttila M (1996) — The glucose repressor gene crel of
Trichoderma: isolation and expression of a full-length and a truncated mutant forms;
Mol. Gen. Genet. 251: 451-460

Isshiki A, Akimitsu K, Yamamoto M, Yamamoto H (2001) — Endopolygalacturonase
is essential for citrus black rot caused by Alternaria citri but not brown spot caused
by Alternaria alternata; Mol. Plant-Microbe Interaction 14: 749-757

Ito Y, Pagano PJ, Tornheim K, Brechter P, Cohen RA (1996) - Oxidative stress
increases glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase mRNA levels in isolated
rabbit aorta; Am. J. Physiol. 270 (1 Pt 2): H81-87

Jeong-Jeong M, Chul Park S, Bin Kwon H, Ok Byun M (2000) - Isolation and
characterization of the gene encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
Biochem. and Biophy. Research Communications 278: 192-196

Jungehtilsing U, Arntz C, Smit R, Tudzynski P (1994) - The Claviceps purpurea
glyceraldehyde-3-phosphate dehidrogenase gene: cloning, characterization and use
for the improvement of dominant selection system; Curr. Genet. 25: 101-106
Kawana M, Lee ME, Quertermous EE, Quertermous T (1995) - Cooperative
interaction of GATA-2 and AP1 regulates transcription of the endothelin-1 gene; Mol.
Cell. Biol. 15: 4225-4231

Kawasaki T, Henmi K, Ono E, Hatakeyama S, Iwano M, Satoh H, Shimamoto K
(1999) - The small GTP-binding protein Rac is a regulator of cell death in plants;
PNAS 96: 10922 - 10926

Kita N, Boyd CM, Garrett MR, Jurnak F, Keen NT (1996) - Differential effect of
site-directed mutations in pelC on pectate lyase activity, plant tissue maceration, and
elicitor activity; J. Biol. Chem. 271: 26529 — 26535

Klement Z , Farkas GL, Lovrekovich L (1964) — Hypersensitive reaction induced by
phytopathogenic bacteria in the tobacco leaf, Phytopathology 54: 474-477

Kohn LM, Stasovski E, Carbone I, Royer J, Anderson JB (1991) - Mycelial
incompatibility and molecular markers identify genetic variability in field
populations of Sclerotinia .§clerotiorum; Phytopathology, 81: 480 — 485

Kolattukudy PE, Soliday CL, Woloshuk CP, Crawford M (1985) Molecular genetics
of filamentous fungi, WE Timberlake, ed (New York: Alan R. Liss, Inc) 421-438
Kozak M (1981) — Composition and analysis of sequences upstream from the
translation start site in eukaryotic mRNAs; Nucl. Acid Res. 12: 857-872



114

Koller W, Allan CR, Kolattukudy PE (1982) — Protection of Pisum sativum from
Fusarium solani f. sp. pisi by inhibition of cutinase with organophosphorus
pesticides; Phytopathology 72: 1425-1430

Krebs EG, Rafter GW, Junge JM (1953) - Yeast glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase. II. Yeast protein 2.; J. Biol. Chem. 200: 479-492

Kudla B, Caddick MX, Langdon T, Martinez-Rossi NM, Bennett CF, Sibley S, Davis
RW, Arst HN (1990) - The regulatory gene areA mediating nitrogen metabolite
repression in Aspergillus nidulans. Mutations affecting specificity of gene activation
alter a loop residue of a putative zinc finger; EMBO J. 9: 1355-1364

Laloux I, Dubois E, Dewerchin M, Jacobs E (1990) - TEC]1, a gene involved in the
activation of Tyl and Tyl-mediated gene expression in Saccharomyces cerevisiae:
cloning and molecular analysis; Mol. Cell. Biol. 10 (7): 3541-50

Lamb C, Dixon RA (1997) — The oxidative burst in plant disease resistance; Annu.
Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48: 251-275

Leckie F, Mattei B, Capodicasa C, Hemmings A, Nuss L, Aracri B, de Lorenzo G,
Cervone F (1999) - The specificity of polygalactruonase inhibiting protein (PGIP): a
single amino acid substitution in the solvent-exposed B-strand/B-turn region of the
leucine-rich repeats (LRRs) confers a new recognition capability; EMBO J 18:
2352-2363

Legendre L, Rueter S, Heinstein PF, Low PS (1993) — Characterization of the
oligogalacturonide-induced oxidative burst in cultured soybean (Glycine max) cells;
Plant Physiol. 102: 233-240

Leone G, van den Heuvel J (1987) — Regulation by carbohydrates of the sequential in
vitro production of pectic enzymes by Botrytis cinerea; Can. J. Micro. 65: 2133-2141
LiJ, Goodwin PH (2002) - Expression of cgmpg?2, an endopolygalacturonase gene of
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae, in culture and during infection of
Malva pusilla; Journal Phytopathology 150 (4-5): 213-219

Libert MA (1837) — Plante Crytogamicae arduennae (Exsiccati) No. 326.

Lietzke SE, Yoder MD, Keen NT, Jurnak F (1994) - The three-dimensional structure
of pectate lyase E, a plant virulence factor from Erwinia chrysanthemi, Plant
Physiology, Nov 1994; 106: 849 — 862

Liles WC, Thomsen AR, O'Mahony DS, Klebanoff SJ (2001) - Stimulation of human
neutrophils and monocytes by staphylococcal phenol-soluble modulin; J. Leukoc.
Biol,, 70(1): 96-102



115

Litkei J (1989) - Characteristics of isolates of Sporidesmium sclerotivorum; Acta-
Phytopathologica of Entomologica-Hungarica 24:3-4, 311-315

Lyngholm K (1993) - Mutants for enzyme production in Cochliobolus
heterostrophus;, Masters thesis, Iowa State University, Ames

Ma B, Mayfield MB, Gold MH (2001) - The Green Fluorescent Protein Gene
Functions as a Reporter of Gene Expression in Phanerochaete chrysosporium,
Applied and Environmental Microbiology Vol. 67, No.2 948-955 '
Mach RL, Schindler M, Kubicek CP(1994) - Transformation of 7richoderma reesei
based on hygromycin B resistance using homologous expression signals; Curr. Genet.
25 (6): 567-570.

Madhani HD, Styles CA, Fink GR (1997) - MAP kinases with distinct inhibitory
functions impart signaling specificity during yeast differentiation; Cell 91 (5):
673-684

Maiti LB and Kolattukudy PE (1979) — Prevention of fungal infection of plants by
specific inhibition of cutinase; Science 205: 507-508

Marciano P, DiLenna P, Magro P (1983) — Oxalic acid, cell wall degrading enzymes
and pH in pathogenesis and their significance in the virulence of two Sclerotinia
sclerotiorum isolates on sunflower; Physiol. Plant Pathology 22: 339-345

Martel MB, Letoublon R, Fevre M (1998) — Purification and characterization of two
endopolygalacturonases secreted during the early stages of the saprophytic growth of
Sclerotinia sclerotiorum; FEMS Microbiology Letters 158: 133-138

Martel MB, Letoublon R, Fevre M (1996) — Purification of endopolygalacturonases
from Sclerotinia sclerotiorum: multiplicity of the complex enzyme system; Current
Microbiology 33: 243-248

Martell AE, Smith RD (1977) - Critical stability constants, Vol 3 (Nex York and
London: Plenum Press)

Marziuf GA (1997) - Genetic regulation of nitrogen metabolism in the fungi;
Microbiol. and Mol. Biol. Reviews 61: 17-32

Maxwell DP, Lumsden RD (1970) — Oxalic acid production by Sclerotinia
sclerotiorum in infected bean and in culture; Phytopathology 60: 1395-1398
McBeath JH (1998) - Control of Sclerotinia sclerotiorum with Trichoderma
atroviride in Alaska; ICPP, 98, Edinburgh, Abstract CD

McCann MC, Roberts K (1996) Pectins and Pectinases, Edited by Visser J and
Voragen, AGJ Elsevier Sciences BV Amsterdam, The Netherlands: 91-107



116

Melzer MS, Ikeda SS, Boland GJ (1998) - Interspecific transmission of a
hypovirulence associated double stranded RNA from Sclerotinia sclerotiorum to
Sclerotinia minor by hyphal anastomosis; ICPP. 98, Edinburgh, Abstract CD
Merika M, Orkin SH (1995) - Functional synergy and physical interactions of the
erythroid transcription factor GATA-1 with the Kruppel family proteins Spl and
EKLF; Mol. Cell. Biol. 15: 2437-2447

Messner R, Gruber F, Kubicek CP (1988) - Differential regulation of synthesis of
multiple forms of specific endoglucanases by Irichoderma reesei QM9414; J.
Bacteriol., 170(8): 3689-93

Mesterhazy A (2000) - A rezisztencia nemesités alapjai €s molekularis vonatkozasai;
Egyetemi jegyzet, Szeged

Milner RJ, Brow MD, Cleveland DW, Shinick TM, Sutcliffe JG (1983) -
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase protein and mRNA are both
differentially expressed in adult chickens but not chick embryos; Nuc. Acids Res. 11:
3301-3315 '

Mineev VB, Durynina EP (1992) - Soil-agrochemical aspects of sunflower
resistance to white rot; Agrokhimiya, No. 12: 57 - 67

Minehart PL, Magasanik B (1991) - Sequence and expression of GLN3, a positive
nitrogen regulatory gene of Saccharomyces cerevisiae encoding a protein with a
putative zinc finger DNA-binding domain; Mol. Cell. Biol. 11 (12):6216-6228
Moller JV, Juul B, le Maire M (1996) - Structural organization, ion transport, and
energy transduction of P-type ATPases; Biochim. Biophys. Acta 1286 (1): 1-51
Movahedi S, Heale JB (1990) — The roles of aspartic protease and endopectin lyase
enzymes in the primary stages of infection and pathogenesis of various host tissues
by different isolates of Botrytis cinerea; Physiol. Mol. Plant Pathol. 36: 303-324
Murphy JM, Walton JD (1996) — Three extracellular proteases from Cochliobolus
carbonum. cloning and targeted disruption of ALPI; Mol. Plant-Microbe Interaction
9: 290-297

Noyes RD, Hancock JG (1981) — Role of oxalic acid in the sclerotinia wilt of
sunflower; Physiol. Plant Pathology 18: 123-132

Oeser B, Heidrich PM, Miiller U, Tudzynski P, Tenberge KB (2002) -
Polygalacturonase is a pathogenicity factor in the Claviceps purpurealrye interaction;
Fungal Genetics and Biology 36 (3): 176-186



117

Osiewacz HD, Ridder R (1991) — Genome analysis of imperfect fungi:
electrophoretic karyotyping and characterization of the nuclear gene coding for
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) of Curvularia lunata

Ostling J, Ronne H (1998) - Negative control of the Miglp repressor by
Snflp-dependent phosphorylation in the absence of glucose; Eur. J: Biochem. 252:
162-168

Pages S, Heijne WHM, Kester HCM, Visser J, Benen JAE (2000) - Subsite mapping
of Aspergillus niger endopolygalacturonase II by site-directed mutagenesis; J. Biol.
Chem. 275 (38): 29348-29353

Pages S, Kester HCM, Visser J, Benen JAE (2001) - Changing a single amino acid
residue switches processive and non-processive behavior of Aspergillus niger
endopolygalacturonase I and IT; J. Biol. Chem. 276 (36): 33652-33656

Parenicova L, Benen JAE, Kester HCM, Visser J (1998) - pgaE encodes a fourth
member of the endopolygalacturonase gene family from Aspergillus niger; Eur. J.
Biochem. 251: 72-80

Parenicova L, Benen JAE, Kester HCM, Visser J (2000A) — pgaA and pgaB encode
two constitutively expressed endopolygalacturonases of Aspergillus niger, Biochem.
J. 345 Pt 3: 637-44 '

Parenicova L, Kester HCM, Benen JAE, Visser J (2000B) — Characterization of a
novel endopolygalacturonase from Aspergillus niger with unique kinetic properties;
FEBS Lett. 467: 333-336

Petersen TN, Kauppinen S, Larsen S (1997) - The crystal structure of
rhamnogalacturonase A from Aspergillus aculeatus: a right-handed parallel beta
helix. Structure, 5(4): 533-44

Pickersgill, R., Smith, D., Worboys, K., and Jenkins, J. (1998) - Crystal structure of
polygalacturonase from Erwinia carotovora ssp. carotovora J. Biol. Chem. 273:
24660-24664

Pitkin JW, Panaccione DG, Walton JD (1996) - A putative cyclic peptide efflux
pump encoded by the TOXA gene of the plant-pathogenic fungus Cochliobolus
carbonum; Microbiology, 142: 1557 - 1565

Podila GK, Rogers LM, Kolattukudy PE (1993) — Chemical signals from avocado
surface wax trigger germination and appressorium formation in Colletotrichum
gloeosporioides; Plant Physiol. 103: 267-272



118

Poussereau N, Creton S, Billon-Grand G, Rascle C, Fevre M (2001A) - Regulation of
acpl, encoding a non-aspartyl acid protease expressed during pathogenesis of
Sclerotinia sclerotiorum; Microbiology 147: 717-726
Poussereau N, Gente S, Rascle C, Billon-Grand G, Fevre M (2001B) - aspS§ encoding
an unusual aspartyl protease from Sclerotinia sclerotiorum is expressed during
phytopathogenesis; FEMS Microbiology Letters 194 (1): 27-32
- Punt PJ, Dingemanse MA, Jacobs-Meijjsing BJM, Pouwels PH, Van den Hondel C
(1988) - Isolation and characterization of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene of Aspergillus nidulans; Gene 69:49-57
Punt PJ, Dingemanse MA, Kuyvenhoven A, Soede RDM, Pouwels PH, Van den
Hondel C (1990) — Functional elements in the promoter region of the Aspergillus
nidulans gpdA gene encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Gene
93:101-109
Punt PJ, Oliver RP, Dingemanse MA, Pouwels PH, Van den Hondel C (1987) —
Transformation of Aspergillus nidulans based on the hygromycin B resistance
marker from Escherichia coli; Gene 56: 117-124
Purdy LH (1979) — Sclerotinia sclerotiorum: history, diseases and symptomatology,
host range, geographic distribution and impact; Phytopathology 69: 875-880.
Puyeski M, Ponce-Noyola P, Horwitz BA, Herrera-Estrella A (1997) -
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase expression in Trichoderma harzianum
is repressed during conidiation and mycoparasitism; Microbiology 143: 3157-3164
Raeder U, Broda P (1985) - Rapid preparation of DNA filamentous fungi; Lett. Appl.
Microbiol. 1:17-20
Redkar RJ, Herzog RW, Singh NK (1998) - Transcriptional activation of the
Aspergillus nidulans gpdA promoter by osmotic signals; Applied and Environm.
Microbiol. Vol. 64: 2229-2231
Reymond-Cotton P, Fraissinet-Tachet L, Fevre M (1996) — Expression of the
Sclerotinia sclerotiorum polygalacturonase pg! gene: possible involvment of CREA
in glucose catabolite repression; Cﬁrr. Genet. 30: 240-245
Reymond P, Deléage G, Rascle C, Fevre M (1994) — Cloning and sequence analysis
of a polygalacturonase-encoding gene from the phytopathogenic fungus Sclerotinia
sclerotiorum; Gene 146: 233-237
Ridder R, Osiewacz HD (1992) — Sequence analysis of the gene coding for
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) of Podospora anserina: use of



119

homologous regulatory sequence to improve transformation efficiency; Curr.
Genetics 21: 207-213

Riou C, Fraissinet-Tachet L, Freyssinet G, Fevre M (1992) — Secretion of pectic
isoenzymes by Sclerotinia sclerotiorum; FEMS Microbiology Letters 91: 231-238
Riou C, Freyssinet G, Fevre M (1991) — Production of cell-wall degrading enzymes
by the phytopathogenic fungus Sclerotinia sclerotiorum; Applied and Environmental
Microbiology 57 (5): 1478-1484 '

Robyt JF, French D (1967) - Multiple attach hypothesis of alpha-amylase action:
action of porcine pancreatic, human salivary, and Aspergillus oryzae alpha-amylases;
Arch. Biochem. Biophys. 122 (1): 8-16

Robyt JF, French D (1970) — Multiple attack and polarity of action of porcine
pancreatic a-amylase; Arch. Biochem. Biophys. 138 (2): 662-670

Rogers LM, Flaishman MA, Kolattukudy PE (1994) — Cutinase gene disruption in
Fusarium solani f. sp. pisi decreases its virulence on pea; Plant Cell 6: 935-945
Roilides E, Tsaparidou S, Kadiltsoglou I, Sein T, Walsh TJ (1999) - Interleukin-12
enhances antifungal activity of human mononuclear phagocytes against Aspergillus
Jfumigatus: implications for a gamma interferon-independent pathway; Infect.
Immun., 67: 3047 — 3050

Rollins JA, Dickman MB (2001) - pH Signaling in Sclerotinia sclerotiorum:
identification of a pacC/RIMI homolog; Appl. Envir. Microbiol. 67: 75 - 81

Romeis T, Piedras P, Zhang S, Klessig DF, Hirt H, Jones JDG (1999) - Rapid Avr 9-
and Cf-9 —dependent activation of MAP kinases in tobacco cell cultures and leaves:
convergence of resistance gene, elicitor, wound, and salicylate responses; Plant Cell,
11: 273 - 288

Ruiz-Duenas FJ, Martinez MJ, Martinez AT (1999) — Heterologous expression of
Pleurotus eryngii peroxidase confirms its ability to oxidize Mn?* and different
aromatic substrates; Applied and Environ. Microbiol. 65 (10): 4705-4707

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) — Molecular cloning: laboratory manual
(2™ edition) Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York

Scavetta RD, Herron SR, Hotchkiss AT, Kita N, Keen NT, Benen JAE, Kester HCM,
Visser J, Jurnak F (1999) - Structure of a Plant Cell Wall Fragment Complexed to
Pectate Lyase C; Plant Cell, 11: 1081 - 1092



120

Schuller C, Brewster JL, Alexander MR, Gustin MC, Ruis H (1994) - The HOG
pathway controls osmotic regulation of transcription via the stress response element
(STRE) of the Saccharomyces cerevisiae CTT1 gene; EMBO J. 13: 4382-4389.
Schweizer A, Rupp S, Taylor BN, Rollinghoff M, Schréppel K (2000) - The
TEA/ATTS transcription factor CaTeclp regulates hyphal development and
virulence in Candida albicans;, Mol. Microbiol. 38 (3) 435-445

Scott-Craig JS, Cheng Y-Q, Cervone F, De Lorenzo G, Pitkin JW, Walton JD (1998)
- Targeted mutants of Cochliobolus carbonum lacking the two major extracellular
polygalacturonases; Appl. Envir. Microbiol. 64: 1497-1503

Screen S, Bailey A, Chamley K, Cooper R, Clarkson J (1997) — Carbon regulation of
the cuticle-degrading enzyme PR1 from Metarhizium anisopliae may involve a
trans-acting DN A-binding protein CRR1, a functional equivalent of the Aspergillus
nidulans CREA protein; Curr. Genet. 31: 511-518

Sharrock KR, Labavitch JM (1994) — Polygalacturonase inhibitors of Bartlett pear
fruits: differential effects on Botrytis cinerea polygalacturonase isoenzymes and
influence on products of fungal hydrolysis of pear cell walls and on ethylene
induction in cell culture; Physiol. Mol. Plant Pathol. 45: 305-319

Shaykh M, Soliday CI, Kolattukudy PE (1977) — Proof of the production of cutinase
by Fusarium solani f. sp. pisi during penetration into its host, Pisum sativum; Plant
Physiol. 60: 170-172

Shroff RA, Lockington RA, Kelly JM (1996) — Analysis of mutations in the cre4
gene involved in carbon catabolite repression in Aspergillus nidulans, Can. J.
Microbiol. 42: 950-959

Solis S, Flores ME, Huitron C (1990) - Isolation of endopolygalacturonase
hyperproducing mutants of Aspergillus sp. CH-Y-1043; Biotech. Lett. 12: 751-756
Southern E (1975) — Detection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis; J. Mol. Biol. 98: 503

Stahl DJ and Schafer W (1992) — Cutinase is not required for fungal pathogenecity on
pea; Plant Cell 4: 621-629

Stanbrough M, Rowen DW, Magasanik B (1995) - Role of the GATA factors Gin3p
and Nillp of Saccharomyces cerevisiae in the expression of nitrogen-regulated genes,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 9450-9454



121

Steinbacher S, Baxa U, Miller S, Weintraub A, Seckler R, Huber R (1996) - Crystal
structure of phage P22 tailspike protein complexed with Salmonella sp. O-antigen
receptors; PNAS 93: 10584 - 10588

Steinbacher S, Miller S, Baxa U, Weintraub A, Seckler R (1997) - Interaction of
Salmonella phage P22 with its O-antigen receptor studied by X-ray crystallography;
Biol Chem, 378 (3-4): 337-43

Stewart A, Eade K, Rabeendran N, Ridgway HM (2001) - Mechanisms of biological
control of Sclerotinia lettuce drop by Coniothyrium minitans — more than just
sclerotial parasitism — Biological control of fungal and bacterial plant pathogens
IOBC wprs Bulletin vol.24: 1 — 4

Strauss J, Horvath HK, Abdallah BM, Kindermann J, Mach RL, Kubicek CP (1999)
- The function of CreA, the carbon catabolite repressor of Aspergillus nidulans is
regulated at the transcriptional and post- transcriptional level; Mol. Microbiol. 32:
169-178

Strauss J, Mach RL, Zeilinger S, Marcher G, Stoffler G, Wolschek M, Kubicek CP
(1995) — Crel, the carbon catabolite repressor protein from Irichoderma reesei,
FEMS Lett. 376: 103-107

Sweigard JA, Chumley FG, Valent B (1992) — Disruption of Magnaporthe grisea
cutinase gene; Mol. Gen. Genet. 232 (2): 183-190

Takashima S, Nakamura A, Iikura H, Masaki H, Uozumi J (1996) — Cloning of a gene
encoding a putative carbon catabolite repressor from Trichoderma reesei; Biosci.
Biotech. Biochem. 60: 173-176

Talbot NJ, Kershaw MJ, Wakley GE, de Vries OMH, Wessels JGH, Hamer JE (1996)
— MPG1 encodes a fungal hydrophobin involved in surface intercations during
infection related development of Magnaporthe grisea; The Plant Cell 8 (6):985-999
ten Have A (2000) — The Botrytis cinerea endoploygalacturonase gene family; PhD
Dissertation (No.: 2791) University Wageningen

ten Have A, Mulder W, Visser J, van Kan JAL (1998) — The endopolygalacturonase
gene Bc?g] is required for full virulence of Botrytis cinerea; Mol. Plant-Microbe
Interact. 11: 1009-1016

ten Have A, Breuil WO, Wubben JP, Visser J, van Kan JAL (2001) - Botrytis cinerea
endopolygalacturonase genes are differentially expressed in various plant tissues;

Fungal Genetics and Biology 33: 97-105



122

Thines E, Weber RWS, Talbot NJ (2000) - MAP kinase and protein kinase
A—dependent mobilization of triacylglycerol and glycogen during appressorium
turgor generation by Magnaporthe grisea; Plant Cell 12: 1703-1718

Tonukari NJ, Scott-Craig JS, Walton JD (2000) - The Cochliobolus carbonum SNF 1
gene is requiréd for cell wall-degrading enzyme expression and virulence on maize;
The Plant Cell 12: 237-247

Treitel MA, Kuchin S, Carlson M (1998) - Snfl Protein kinase regulates
phosphorylation of the Migl repressor in Saccharomyces cerevisiae; Mol. Cell.
Biol.18: 6273-6280

Tudzynski B, Liu S, Kelly JM (2000) - Carbon catabolite repression in plant
pathogenic fungi: isolation and characterization of the Gibberella fujikuroi and
Botrytis cinerea creA genes; FEMS Microbiol Lett, 184(1): 9-15

Turpin P, Ossareh-Nazari B, Dargemont C (1999) - Nuclear transport and
transcriptional regulation; FEBS Lett. 452: 82-86

Van der Cruyssen G, De Meester E, Kamoen O (1994) — Expression of
polygalacturonases of Botrytis cinerea in vitro and in vivo; Meded Fac Landbouwkd
Toegep Biol Wet Univ Gent 59: 895-905

van Santen Y, Benen JAE, Schréter KH, Kalk KH, Armand S, Visser J, Dijkstra BW
(1999) - 1.68-A crystal structure of endopolygalacturonase I from Aspergillus niger
and identification of active site residues by site-directed mutagenesis; J. Biol. Chem.
274: 30474-30480

Varma A, Kwong-Chung KJ (1999) - Characterization of the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene [correction of
glyceraldehyde-3-phosphate gene] and the use of its promoter for heterologous
expression in Cryptococcus neoformans, a human pathogen; Gene 232 (2): 155-163
Vautard-Mey G, Fevre M (2000) - Mutation of a putative AMPK phosphorylation
site abolishes the repressor activity but not the nuclear targeting of the fungal glucose
regulator CRE1; Curr. Genet. 37 (5):328-332 .

Vautard-Mey G, Cotton P, Fevre M (1999) — Expression and compartmentation of
the glucose repressor CRE1 from the phytopathogenic fungus Sclerotina
sclerotiorum, Eur. J. Biochem. 266: 252-259

Vautard G, Cotton P, Fevre M (1999) - The glucose repressor CRE1 from Sclerotinia
sclerotiorum is functionally related to CREA from Aspergillus nidulans but not to the
Mig proteins from Saccharomyces cerevisiae, FEBS Lett. 453 (1-2): 54-58



123

Verdoes JC, Wery J, Boekhout T, van Ooyen AJ (1997) - Molecular characterization
of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene of Phaffia rhodozyma, Yeast
13 (13): 1231-42

Vitali J, Schick B, Kester HCM, Visser J, Jurnak F (1998) - The three-dimensional
structure of Aspergillus niger pectin lyase B at 1.7-A resolution; Plant Physiology,
116: 69 — 80

Wakefield EN (1924) — On the names Sclerotinia sclerotiorum (Lib) Massee, and S.
libertiana Fuckel; Phytopathology 14: 126-127

Waksman G, Keon JP, Turner G (1991) Purification and characterization of two
endopolygalacturonases from Sclerotinia sclerotiorum;, Biochim Biophys Acta
1073(1): 43-8.

Wang CH, Hseu TH, Huang CM (1988) - Induction of cellulase by
cello-oligosaccharides in Trichoderma koningii G-39; J. Biotechnol. 9: 47-60
Watanabe H, Hasumi K, Fukushima Y, Sakai K, Endo A (1993) - Cloning of two
isozymes of Trichoderma koningii glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase with
different sensitivity to koningic acid; Biochim. et Biophys. Acta 1172 (1-2): 43-48
Waterham HR, Digan ME, Koutz PJ, Lair SV, Cregg JM (1997) - Isolation of the
Pichia pastoris glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene and regulation and
use of its promoter; Gene 186 (1): 37-44

Willetts HJ, Bullock S (1992) — Developmental biology of sclerotia; Mycol. Res. 96
(10): 801-816

Williams HL, Tang Y, Hintz WE (2002) - Endopolygalacturonase is encoded by a
multigene family in the basidiomycete Chondrostereum purpureum; Fungal Genetics
and Biology 36 (1): 71-83

Wolff AM, Arnau (2002) - Cloning of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-encoding genes in Mucor circinelloides (Syn. racemosus) and use of
the gpdl promoter for recombinant protein production; Fungal Genetics and Biology
35 (1): 21-29 .

Wubben JP, Mulder W, Ten Have A, van Kan JAL, Visser J (1999) — Cloning and
partial characterization of endopolygalacturonase genes from Botrytis cinerea; Appl.
Environ. Microbiol. 65: 1596-1602

Wubben JP, Ten Have A, van Kan JAL, Visser J (2000) — Regulation of
endopolygalacturonase gene expression in Botrytis cinerea by galacturonic acid,

ambient pH and carbon catabolite repression; Curr. Genet. 37: 152-157



124

Yoder MD, Keen NT, Jurnak F (1993) - New domain motif: the structure of pectate
lyase C, a secreted plant virulence factor; Science, 260 (5113): 1503-7

Zandoki E (2001) - EurOpai Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary térzsek
Osszehasonlit6 vizsgalata; Diplomadolgozat, G6dollé 2001



125

8. SZERZO PUBLIKACIOS TEVEKENYSEGE
PUBLIKACIOK

Vastag, M., Papp, T., Kasza, Zs., and Vagvolgyi, Cs. (1998) Differentiation of
Rhizomucor species by means of carbon source utilization and isoenzyme analysis. -
J. Clin. Microbiol. 36, 2153-2156.

Vastag, M., Papp, T., Kasza, Zs. and Vagvolgyi, Cs. (2000) Intraspecific variation in
two species of Rhizomucor assessed by random amplified polymorphic DNA
analysis. - J. Basic Microbiol. 40, 269-277.

Vagvolgyi, Cs., Kasza, Zs., Nyilasi, I, Acs, K., and Papp, T. (2001). Variability of
isozyme and RAPD markers among isolates of Mucor genevensis. - Acta Biol. Hung.
52, 365-373.

Acs, K., Kasza, Zs., Lukics, Gy., Schwab, H. and Vagvoélgyi, Cs. (2002) Cloning
and sequence analysis of Mucor circinelloides glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene. - Acta Microbiol. Immunol. Hung. 49, 305-312.

Kasza Zs., Cotton P., Bruel C., Rascle C., Fevre M. (2003) Ambient pH contols the
expression of endopolygalacturonase genes in the necrotrophic fungus Sclerotinia
sclerotiorum.- FEMS Microbiology Lettres 227 (2): 163-169

Kasza Zs., Vagvolgyi, Cs., Fevre M, Cotton P. (2003) Molecular characterization
and in planta detection of Sclerotinia sclerotiorum endopolygalacturonase genes -
Current Microbiology (accepted)

Kasza Zs., Cotton P. and Fevre M. (2003) Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase as a marker of fungal growth during the interaction of the
necrotrophic fungus Sclerotinia sclerotiorum with its plant hosts.(in preparation)

POSZTEREK

Vagvolgyi, Cs. Papp, T., Kasza, Zs (1998)- IMC6 Jerusalem —Intraspecific
variability of Mucor genevensis assessed by isoenzyme analysis and random
amplification of polymorphic DNA

Acs. K., Kasza, Zs., Vastag, M. and Vagvolgyi, Cs. (2000) Cloning and sequence
analysis of Mucor circinelloides Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene.
MMT 2000. évi Nagygyilése, (Meeting of the Hungarian Society for Microbiology)
Keszthely, Abstracts.

Acs, K., Vastag, M., Kasza, Zs., and Vagvélgyi, Cs. (2001) Cloning of Rhizomucor
miehei glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene. MMT 2001. évi
Nagygytlése, Balatonfiired, Abstracts.



126

Lukécs, Gy., Acs, K., Vastag, M., Nyilasi, I., Kasza, Zs. and Vagvolgyi, Cs. (2002)
Cloning and partial sequence analysis of the gene encoding
3-hydroxy-3-methilglutharyl coenzyme A reductase of Rhizomucor miehei.( 2002) 3
" Joint Meeting of the Hungarian Society for Microbiology, Balatonfiired, Hungary.
Abstracts.

Vagvolgyi Cs, Vastag, M., Kasza, Zs., Acs, K., (2002) Isolation and characterization
of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene from Rhizomucor miehei.
IMC7, Oslo, Abstracts

Kasza Zs, Cotton P., Vagvolgyi Cs, Fevre M. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase as a marker of fungal growth during the interaction of the
necrotrophic fungus Sclerotinia sclerotiorum with its plant hosts (2003) 1% FEMS
Congress, Ljubjana (Slovenia)- Abstracts-with this work I won the congress junior
attendance grant



127

9. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom Dr. Kevei Ferenc Tanszékvezeté Urnak, hogy lehet6vé tette
munkam elkészitését a Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobiologia Tanszékén. Halala
mind emberileg, mind tudomanyos szempontbol poétolhatatlan veszteség.
Koszonettel tartozom Dr. Vagvolgyi Csabanak, aki témavezetoként palyafutasom
szakdolgoz6 korom éta iranyitotta és tanacsokkal segitette.

Koszonettel tartozom Dr. Varga Janosnak és Dr. Manczinger Laszlonak is, akikhez
mindig fordulhattam kérdéseimmel, problémaimmal.

Koszonetem fejezem ki a Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobioldgia Tanszékének
osszes dolgozojanak, akik munkajukkal segitettek dolgozatom elkészitésében.
Halaval tartozom Michel Fevre Professzornak, aki lehetévé tette munkam a lyoni
Claude Bernard Egyetem , Biologie Cellulaire Fongique™ Tanszékén.

Kiilon halaval és koszonettel tartozom Dr. Pascale Cottonnak, aki témavezetoként
mind emberi, mind szakmai tanacsaival segitette munkam, toretleniil hitt és bizott
bennem szamos nehézségen és hullamvolgyon atsegitve igy.

Koszonettel tartozom Dr. Christophe Bruelnek, aki baratsagaval, rendkiviil hasznos
és érdekes szakmai szemléletmddjival segitette munkamat.

Koszoném Stéphan Rolland és Sebastien Vacher Oszinte baratsagat, tanacsait, aki
nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy sikeres és felejthetetlen éveket toltéttem
Lyonban.

Tovabba koszonetem fejezem ki a lyoni tanszék osszes munkatarsanak, akik
szeretettel fogadtak, s akik munkam mindig segitették.

Halamat fejezem ki csaladom Osszes tagjanak és kedvesemnek, akik hatértalan

szeretetitkkkel mindig minden kériilmények kozétt mellettem, mogéttem alltak.



