BEVEZETES

Sclerotinia sclerotiorum egy széles gazdakorrel bird, nekrotrof fitopatogén gomba. A gazdandvény fert6zése soran szamos sejtfaldegradalo
enzimet termel, melyek lebontva a névényi szoveteket tapanyagot szolgaltatnak a gomba novekedéséhez. A poligalakturonazok a magasabbrendi
ndvények sejtfalanak felépitésében meghatarozd szereppel bird pektin lebontdsdban jatszanak szerepet. Biokémiai analizisek igazoltdk, hogy
pektinen, mint egyediili szénforrason novekvé gomba szamos exo- és endopoligalakturonazt termel. S. sclerotiorum négy endopoligalakturonaz
génje (pgl, pg2, pg3, pgs) keriilt klonozasra.

A gomba 4ltal szekretalt oxdlecetsav jelentdsen moddositja a fertdzott ndvényi szovet pH értékét, megfeleld kozeget biztositva igy a

sejtfaldegradald enzimek miikddéséhez.

CELKITUZESEK

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

A gpd gén expressziojanak vizsgalata.

A gpd gén molekularis markerként valo felhasznalasa gomba-novény rendszerben (alkalmazhatosag vizsgalata).

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

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

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

S. sclerotiorum glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpd) génjének klonozasa és jellemzése

A gpd gén S. 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 hatarold



szekvenciai (5’-GT és 3’-PyAG) megegyeznek a fonalas gombaknal leirt konszenzus szekvenciakkal. A gpd gén 5’ szekvenciajanak analizise
soran szamos tipikus promoter elem keriilt azonositésra.

S. sclerotiorum gpd génje egy 338 aminosavbol allo fehérjét kodol, melynek feltételezett molekulatomege 36.8 kDa. Mas gomba GPD
szekvenciakhoz hasonlitva a fehérjék kozott nagy homoldgia detektalhato. S. sclerotiorum GPD-jének esetében a 61 lehetséges kodonbol csupan
44 keriil felhasznalasra, mely jellemz6 az erés expressziot mutatd génekre. Southern-blot analizis igazolta, hogy S. sclerotiorum egyetlen gpd

génnel rendelkezik.

A gpd gén expressziéjanak in vitro analizise

Gliikozt tartalmazo eldkulturaban nevelt gombat egyediili szénforrast tartalmazo tapfolyadékra vittiik at (gliikkoz, pektin, arabindz, ramnéz).

Northern-blot analizis igazolta, hogy a S. sclerotiorum gpd génje nem konstitutiv médon fejezodik ki.

A gpd gén, mint molekuldris marker S. sclerotiorum infekeié soran

Négy vizsgalt novény (napraforgd, bab, répa, cikoria) fertézése soran a S. sclerotiorum gpd génje erds expressziot mutatott. Northern-blot
analizis mind a négy esetben hasonld expresszios profilt igazolt. A gpd hibridizacios jel erdssége a fertdzés elérehaladtaval fokozatosan nétt,
majd akkor ért el egy maximumot amikor a gomba teljes mértékben kolonizélta a gazdandvényt. Ezt kovetden fokozatosan csokkent a
hibridizacios jel intenzitasa.

A gomba-névény kapcsolatban az aktin (act) gyakran hasznalt molekularis marker a gomba ndvekedésének nyomon kovetésére.
Napraforgo fertézése soran kapott gpd és act expresszios mintazat dsszehasonlitasat végeztiik el. Az aktin gén gyenge expresszidja nem tette
lehetdvé Northern-blot alkalmazasat, a vizsgalathoz RT-PCR mddszert hasznaltunk. Mindkét gén esetében hasonld expresszids mintdzatot
detektaltunk.

Eredményeink igazoltak, hogy a S. sclerotiorum gpd génje -annak ellenére, hogy in vitro koriilmények kozott regulalt modon fejez6dott ki-
eredményesen ¢és jol alkalmazhatdé a gazdandvény fertdzése soran, mint belsé molekuldris marker a gomba ndvekedésének, metabolikus
allapotanak nyomon kdvetésére. Az in vitro expresszios vizsgalatok igazoltak, hogy a gpd egy erésen kifejez6do gén, igy promoter szekvenciaja

felhasznalhatd transzforméacios vektorok kialakitasara.



Sclerotinia sclerotiorum két uij endopoligalakturonaz (pg6 és pg7) génjének klonozasa és jellemzése

A pg6 és pg7 gén S. sclerotiorum génkonyvtarabol (EMBL3 fag) keriilt izolalasra, melyhez Botrytis cinerea megfelelé génjeibdl PCR-ral
amplifikalt specifikus probdkat hasznaltunk. A szubkldnozott fragment szekvenciajanak analizise 1110 bp-nyi kédold, 607 bp-nyi promoter €s
270 bp-nyi terminator szekvenciat igazolt pg6 gén esetében, mig 1179 bp-nyi kodold, 549 bp-nyi promoter és 224 bp-nyi terminator szekvenciat
pg7 gén esetében. A pgb génben két, mig pg7 génben egy intront azonositottunk. Mindkét gén promoterében szdmos transzkripcids faktor
kotésében részt vehetd specifikus szekvencidk jelenlétét igazoltuk. Mindkét fehérje esetében tipikus poligalakturondz motivumokat

azonositottunk.

S. sclerotiorum endopoligalakturonazainak funkcionalis analizise

Gliikozt tartalmazo eldkultirdban nevelt gombat kiilonbozd, egyediili szénforrast tartalmazo tapfolyadékra vittiikk at. RT-PCR modszert
hasznaltunk a pg6 és pg7 gén in vitro expresszidjanak jellemzésére. Csupan a pg7 gén esetében detektaltunk expressziot (pektin és glikoz
jelenlétében).

In planta expresszios (répa fertdzése) vizsgalat soran négy S. sclerotiorum endopoligalakturonaz transzkripciojat vizsgaltuk (pg2 és pg5
korabban keriilt klonozéasra, mig pg6 és pg7 jelen munka soran). Id6 fiiggvényében (0-96 6ra) valamint zondkban (répa kardgyokerének 5 zonajat
kiilonitettiik el, ahol az egyes régidkhoz eltérd 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
zonakkal végzett kisérletek soran szakaszos volt.

Feltételezésiink szerint az egyes endopoligalakturondzok altal képzett kiilonb6zé hosszisagi oligomerek képesek lehetnek a
poligalakturonaz géncsalad wjabb tagjainak specifikus indukcidjara. Ez az elmélet magyarazatul szolgal az in vitro vizsgalat soran kapott
eredményekre, ahol az alkalmazott kisérleti koriilmények eltéréek a ndvényben megtalalhato feltételektdl. Valoszintileg a pH is kozponti szerepet

jatszik a endopoligalakturonaz gének expresszidjanak szabalyozasaban.
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