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1. BEVEZETES

Az elsésorban talajban €16, Gram-pozitiv Streptomycesek bonyolult morfoldgiai
differencidlodasuk és a nagyszamu, gydgyaszatban és iparban is alkalmazott szekunder
metabolit termelése miatt keriiltek a kutatok érdeklodésének kozéppontjdba. A komplex
€letciklus szabdlyozdsa regulacios kaszkddokon keresztiil valésul meg, ami egyfajta
Htulbiztositast” jelent, hiszen a légmicélium- és sporaképzés tulélésiikhoz
elengedhetetlen. A sejtek kozotti kommunikdcidban és az életciklus génszinti
szabdlyozdsaban kulcsszerepet jatszanak kiilonboz0 extracellularis autoreguldtorok,
mint példaul a Streptomyces griseus 45H torzs altal termelt C faktor.

A S. griseus 45H torzset az ipari streptomycin termeld S. griseus 52-1 térzshoz
kapcsol6dé6 mutagenezis program keretében izoldltdk, azonban ez az eredet
megkérddjelezhetd, mivel a torzsek szdmos 1ényeges tulajdonsdgukban kiilonboznek és
a C faktor gén sem taldlhaté meg a S. griseus 52-1 torzsben. A S. griseus 45H torzs
izolalasakor egy flavofungint termeld S. flavofungini térzzsel is dolgoztak ugyanabban a
laboratériumban, igy mar kordabban is felvetddott, hogy a S. griseus 45H torzs val6éjaban
a S. flavofungini torzsbdl szarmazo véletlen laboratériumi kontamindcio.

A S. griseus 45H torzsnek szilard és folyékony tdptalajon is spoéraképzéssel
végz0do teljes é€letciklusa van és a C faktor képes helyredllitani a légmicélium- és
sporaképzést olyan differencidlédasukban elakadt torzsekben, melyekben nem taldlhat6
meg a fehérje génje. Nem tisztdzott azonban, hogy a C faktor az életciklus mely 1épéseit
szabdlyozza a S. griseus 45H torzsben.

A C faktor gén homoldgja megtaldlhat6 a Streptomycesek kozott ritkanak szamito
novényi kérokozoban, a Streptomyces scabiesben, mely a burgonya és mds gumos
novények kozonséges varasoddsdnak kialakuldsaért felelés. A patogenitds
Osszefiiggésben van az un. patogenitdsi sziget (PAI) jelenlétével, melyen a
patogenitdsért felelds gének (pl. thaxtomin bioszintézis génjei, Necl nekrézis faktor
génje) egymds mellett helyezkednek el. Tovabbi fontos patogenitdsi faktor a novényi
sejtfal degradéacidjdban szerepet jatsz6 hostabil extracelluléris észterdz, melynek cink az
aktivatora és génje elott egy fehérje-kotdhely talalhatd, mely nagymértékben azonos az
AdpA konszenzus koto-hellyel. A C faktor szerepet jatszik tobbek kozott az A-faktor
regulonba tartozé extracelluldris enzimek szabdlyozdsdban, melyek tobbsége cink
kofaktorral miikodik, s génjiik elott AdpA kotdhely van, melyhez az A-faktor regulon

szabalyozdsaban kulcsszerepet jatszé AdpA fehérje kotodik.



A fentiek alapjan munkam sordn az alabbi célokat tiiztem Kki:

1. A S. griseus 45H torzs eredetének és taxonOmiai besoroldsdnak tisztdzdsa a S.
griseus 45H, S. griseus 52-1 és S. flavofungini torzsek 16S riboszémalis RNS
génszekvencidjanak 6sszehasonlitdsdval és Southern hibridizacié segitségével.

2. A S. griseus 45H torzs egy C faktort nem termel6 mutdnsanak létrehozasa,
melynek fenotipusabdl kovetkeztetni tudunk a fehérje differencidlédasban betoltott
szerepére.

3.  Adatbazisokban a C faktorral homol6g gének illetve fehérjék keresése, melyek
funkcidjabol esetleg kovetkeztethetiink a C faktor hatdsmechanizmuséra €s arra, hogy
mely regulacios kaszkadokban jdtszhat szerepet.

4. A patogén S. scabies torzsekre jellemzd PAI jelenlétének vizsgdlata a S. griseus
45H torzsben és tovabbi ismert kérokozé és nem koérokozoé torzsekben a necl nekrézis
faktor gén detektalasdval.

5. Ugyancsak a patogén S. scabies torzsekre jellemzOd hdstabil extracellularis
észterdz enzimaktivitds vizsgdlata a S. griseus 45H torzsben, Osszehasonlitva ismert
kérokozé és nem koérokozd torzsek észterdz aktivitdsaval és a C faktor esetleges
szabalyoz6 szerepének vizsgalata.

6. A virulencia faktorok vizsgdlatit kovetéen a S. griseus 45H torzs
fertozoképességének tesztelése burgonya in vitro gumokon (mikrogumdkon),

Osszehasonlitva ismert kérokozé és nem kérokozé torzsek fertdzoképességével.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A Streptomycesek Gram-pozitiv, micélidlis novekedésli, természetes élohelyiiket
tekintve a talajban el6forduld baktériumok. A  Streptomycesek alkotjdk az
Actinomycetes osztaly Actinomycetales rendjének egyik legjelentdsebb és legtdbbet
tanulmanyozott genuszat, mivel elméleti €és gyakorlati szempontbdl is fontos
mikroorganizmusok. Elméleti jelentdségiiket az adja, hogy bar egyszeri, prokaridta
szervezetek, de komplex noOvekedési és differencidloddsi folyamataik, illetve
extracelluldris szabdlyoz6 mechanizmusaik révén kivalé modelljei a sejtdifferencidlédds
tanulmanyozasanak. Gyakorlati jelentdségiik abban rejlik, hogy differencidlédasukkal
parhuzamosan nagyszdmu un. szekunder metabolitot termelnek, melyek funkciéjukat
tekintve lehetnek tobbek kozott antibiotikumok, pigmentek, ipari enzimek,
citosztatikumok, novények novekedését befolydsold anyagok (Omura, 1992; Bérdy,
2005; Hopwood, 2007). A legismertebb é&s legrészletesebben tanulméanyozott
Streptomyces fajok az ipari streptomycin termelésre haszndlt S. griseus, illetve a
differencial6ddsi modellként ismert S. coelicolor. Mindkét faj genomjanak szekvendlasa
megtortént, azonban ez Streptomycesek esetében bizonyos torzsek genomjanak
szekvendldsat jelenti: a S. coelicolor A3(2) torzs genomjanak szekvendldsa 2002-ben
(Bentley és mtsai, 2002), mig a S. griseus IFO 13350 torzs genomjdnak szekvendldsa
2008-ban (Ohnishi és mtsai, 2008) fejez0dott be. Az utébbi években tobb mas,
gyakorlati szempontbdl fontos Streptomyces torzs genomi szekvendldsa is megtortént,
melyek egy része mar annotdlva is hozzaférhetd. Ilyen az avermectint termeld S.
avermitilis MA-4680 (Ikeda és mtsai, 2003), a Streptomycesek kozott ritkdnak szamitd
novény-patogén S. scabies 87.22 (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scabies/), és
néhany, annak reményében szekvendlt faj egyes torzsei (S. albus, S. clavuligerus, S.
ghanaensis, S. griseoflavus, S. hygroscopicus, S. lividans, S. noursei, S. roseospous, S.
viridochromogenes, S. roseum, valamint taxonomiailag nem karakterizalt Streptomyces
torzsek [Mgl, SBP78, AA4, ACFl1, C]), hogy sikeriil antibiotikum termelésben
résztvevd, eddig nem azonositott, torzs-specifikus, és/vagy nyugvo géneket azonositani
(http://genomesonline.org). A szekvendlt genomu Streptomycesek kozott lehet
megemliteni a kordbban S. erythreusként ismert — erythromicin termelé -

Saccharopolyspora erythraea torzset is (Oliynyk és mtsai, 2007).



A Streptomyces kromoszoma tobb érdekes jellemvondssal rendelkezik. Mérete 8-
10 Mb, mely szokatlanul nagy a tobbi baktériuméhoz képest, kétszer akkora péld4ul,
mint a jol ismert Escherichia coli és Bacillus subtilis genom mérete. A tipikus
bakteridlis kromoszéma gytriivé zarddott, itt azonban linedris elrendezddést mutat és
jellegzetes ismertetdjegye az 55%-ndl magasabb G+C tartalom (Champness, 2000). A
Streptomycesek komplex életciklusukkal parhuzamosan nagyszamu szekunder
metabolitot termelnek. A szekunder metabolit termeléshez kapcsolédd gének éltalaban a
kromoszéma termindlis régiéjaban helyezkednek el un. génklaszterekbe rendezddve
(Redenbach és mtsai, 1996; Bentley és mtsai, 2002). Az esetek tobbségében ezek a
gének illetve génklaszterek torzsspecifikusak, vagyis csak bizonyos Streptomyces
torzsekben (esetleg fajokban) fordulnak eld. A termindlis régié struktdralis valtozdsok
tekintetében igen instabil, ami kapcsolatban lehet a Streptomycesek evolucidjaval (Chen
és mtsai, 2002; Chater és Chandra, 2000).

A Streptomycesek dltal termelt szekunder metabolitok funkcidjukat tekintve
nagyon sokfélék lehetnek. A szekunder metabolitok kozott taldlhaté a tobb mint 12000
ismert antibiotikum kozel 70%-a és a gydgydszatban haszndlt bioaktiv anyagok kb.
55%-4t is Streptomycesek termelik. Az, hogy mi az antibiotikumok szerepe az Oket
termeld szervezetek életfolyamatainak szabdlyozdsdban, még nem teljesen ismert.
Egyes feltételezések szerint természetes élohelyiikon, ahol kapcsolatba keriilhetnek mas
mikroorganizmusokkal, szerepiik lehet a szubsztratmicélium lizisekor felszabaduld
tdpanyagok védelmében pl. fonalas gombdkkal szemben (Chater és Merrick, 1979).
Néhany antibiotikumnak szerepe lehet a termeld torzs fejlodési folyamatainak
szabdlyozédsaban is. A S. alboniger 1égmicélium- és spéraképzéséhez sziikséges a torzs
altal termelt makrolid tipusi panamycin-607 molekula (McCann és Pogell, 1979), mely
valészintileg a kalciumion hifan beliili szallitdsdban jatszik szerepet. Szilard tiptalajon
novekedve a spordk sejtfala az érés sordn megvastagszik és pigmentdlodik. A
pigmentek szintén szekunder metabolitok és valosziniileg kovalensen kotddnek a spérdk
faldhoz, ezéltal a spdrdk ellendllobbak lesznek a kiillonbozé degraddlé enzimekkel
szemben (Bloomfield és Alexander, 1967; Chater és Chandra, 2006). Ritka esetben
bizonyos szekunder metabolitok, mint példaul a 2.5. fejezetben tdrgyalt thaxtomin,

fertdzések illetve betegségek kialakitdsaban jitszanak szerepet.



2.1. Streptomycesek életciklusa

2.1.1. Streptomycesek életciklusa szilard taptalajon

Az életciklus szilard téptalajon a spéra csirazasaval kezdddik és a kialakuld
csiracs6 faldnak csucsi része intenziv novekedésnek indul. Ezzel parhuzamosan a
kromoszoma sorozatos osztdddsokon megy keresztiil, azonban elvalaszté harantfalak
csak ritkan képzddnek, igy a hifa nem tagolddik egyetlen genomot tartalmazé sejtekre
(Chater, 1984). A DNS néhdny replikécids ciklusa utdn a vegetativ hifa oldalirdnyban
tobb helyen eldgazik. A vegetativ hifdk egyiittes tomege a vegetativ micélium a taptalaj
irdnyédba kezd intenziven ndvekedni, majd azt — kb. 90-120 6ra alatt - stirtin behédlézza,
1étrehozva a szubsztrat micéliumot (Prosser és mtsai, 1988; Chater, 1993).

A tdpanyag csokkenésének vagy mads fizioldgiai stressznek, illetve a sejtslirliség
emelkedésének hatdsdara a szubsztrit micéliumra merdlegesen Un. légmicélium
képzddik, mely a szubsztrdit micélium iddésebb részeinek lizdlasaval felszabaduld
szerves anyagokat hasznositja (Wildermuth, 1970; Miguélez €és mtsai, 1999).
A kiemelkedd légmicélium csucsi részén intenziv sejtfalszintézis folyik, az ehhez
sziikséges tdpanyagok az alapi rész feldl diffizié utjan jutnak el a csdcsi részbe. A
légmicélium novekedésével parhuzamosan - mely teljes hosszat kb. 9-14 6ra alatt éri el
- a kromoszoma folyamatos osztoddsokon megy keresztiill (Chater, 2000). Az
antibiotikum és mas szekunder metabolitok termelése erre az €letszakaszra esik.

A hossznovekedés befejezddésével a légmicéliumban harantfalak képzddnek,
melyek egyetlen genomot tartalmazé sejtekre tagoljak a hifat. Ezt nevezziik prespora
allapotnak. A sporulédciés hardntfalak abban kiillonboznek a vegetativ vélaszfalaktol,
hogy az eldbbiek esetében a két membranréteget egy duplarétegi sejtfal vdlasztja el,
mely az érett spordk levaldsat teszi lehetévé (Kwak és Kendrick, 1996). A spérdk
sejtfala az érés sordn megvastagszik és pigmentdlédik, alakjuk kerekebb lesz. Erett

spordkat kb. 6-7 napos telepek képeznek (1. dbra).
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1. dbra Streptomycesek é€letciklusa szilard taptalajon (Thompson CJ nyoman)

2.1.2. Streptomycesek életciklusa folyékony taptalajon

Bizonyos Streptomyceseknek - igy az &ltalunk tanulmanyozott S. griseus 45H
torzsnek (Szabd és mtsai 1960; Szabd és mtsai, 1961) - folyékony tédptalajon is
sporaképzéssel végzodo teljes €letciklusa van (2. dbra), mely a vegetativ fazis elso
szakaszit képezd csirdzdssal veszi kezdetét: a vastag fald spoérdk nedvesedés utdn,
kielégito tdpanyag és oxigén elldtottsag mellett csirdzni kezdenek. A csirdzdst kdvetden
7-16 o6ras kor kozott a vegetativ ciklust az intenziv novekedés jellemzi; a micélium
egészének novekedése az eldgazdsok révén valik kozel exponencidlissd. Ebben a
szakaszban a DNS mennyisége kb. 6tszor duplazédik meg. A vegetativ és reproduktiv
fazis kozotti dtmeneti stddiumban ledll a DNS-replikédcid, ugyanakkor a fonalak
lizadlasara utal6 jel nem lathato.

A reproduktiv fazisban, 30-36 6rds kor koriil a fonalak két irdnyban
differencidlédnak tovdbb, aminek eredményeként oregedd vegetativ fonalak és fiatal
reproduktiv dgak kiilonboztethetok meg. A DNS a reproduktiv dgakban osztéddsnak
indul és a vegetativ fonalak maganyagai is egyszer megdupldazédnak. A reproduktiv
(vagy sporogén) hifdk, melyek 36-72 6rdas kor kozott novekednek, nem az oOreg
vegetativ fonalak 4talakuldsaval jonnek létre. Az antibiotikum és mdas szekunder
metabolitok termelése erre az életszakaszra esik.

A sporaképzés é€s autolizis szakaszdban, melyben mar nincs DNS- és
fehérjeszintézis, a légmicéliumra jellemzd sporuldciés harantfalak képzodésével a

sporogén hifdk egyetlen genomot tartalmazé sejtekre tagolédnak, amit a spoérafal



kiépiilése és a spordk lekerekedése kovet. Az érett spordk egyesével vagy esetenként
sporaldncokat képezve flizOdnek le. Az eloregedett vegetativ hifa a szakasz végén

autolizal (Kendrick és Ensign, 1983).
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2. abra Streptomycesek életciklusa folyékony tenyészetben (Vitalis Sandor, kandidatusi

értekezés, 1979)

A szilard, illetve folyékony tédptalajon végbemend életciklust Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy mig folyékony tdpkozegben a morfoldgiai differencidlodas 3-4
nap alatt és viszonylag szinkronizéltan jatszédik le, addig szilard tdptalajon ez a
folyamat 6-7 napot vesz igénybe és aszinkronizdlt, vagyis ugyanazon tenyészetben
kiilonbozo differencialtsdgi allapotban levo hifdk egyszerre vannak jelen, ami
megneheziti a differencidlédds szabédlyozdsdban szerepet jatszd gének életciklushoz

kotott expresszids valtozasainak €s tényleges funkcidiknak megallapitdsat.
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2.2. A morfolégiai differencialédas szabalyozasa

2.2.1. Differencialodasi mutansok

A  morfolégiai differencidlodds bekapcsoldsdban és a differencidlodédssal
Osszefiiggd folyamatok szabdlyozdsdban szerepet jatszé gének azonositdsdban és annak
elemzésében, hogy a gének az életciklus mely fazisaban expresszdlddnak, a kiillonb6zo
differenciadlodasi rendellenességeket mutatdé mutdnsok szolgdlhatnak kiinduldsi
pontként. Streptomycesek esetében a differencidlédasi mutdnsoknak két f0 csoportjat
kiilonboztetjiik meg. Azokat a mutdnsokat, melyek szilard taptalajon nem képeznek
légmicéliumot és a telepek felszine ennek kovetkeztében borszerii, fényes feliiletli, bald
(kopasz) mutdnsoknak nevezziik. A madsik nagy csoportot a white (fehér) mutdnsok
jelentik, melyek nem képesek a kiilonb6zd pigmenteket tartalmazé sejtfallal rendelkez6

spordkat 1étrehozni, ezért a telepek felszine a Iégmicélium miatt fehér (Chater, 1984).

2.2.2. Extracellularis autoregulatorok

A bakteridlis differencidléodds bonyolult folyamat, melynek szabdlyozdsdban a
kornyezeti szigndlok érzékelése és az azokra adott vdlaszok mellett a sejtek kozotti
kommunikécionak is igen fontos szerepe van. A differencidlédds és a szekunder
metabolit termelés szabdlyozdsaban valamint a sejtek kozotti kommunikacioban a
valtozatos szerkezetli Un. pleiotrép hatdsu autoreguldtorok jatszanak fontos szerepet.
Ilyen extracelluldris szabdlyoz6 molekula a y-butirolakton szerkezetli A-faktor
(Khokhlov és mtsai, 1967) valamint az Intézetiinkben azonositott C faktor (Szabé és
mtsai, 1962), mely az egyetlen ismert fehérjetermészeti autoreguldtor. A S. griseusban
taldlhatd6 A-faktorhoz hasonlé szerkezetli és funkci6éju autoreguldtorokat mas
Streptomyces fajokban is leirtak, amelyek a differencidlédast, antibiotikum termelést,
vagy mindkettt szabdlyozzak. Erdekes, hogy a kiilonboz3 torzsekben nemcsak a
szabdlyoz6 molekulak szerkezete hasonld, de az A-faktor receptor fehérjék is nagyfoku
homoldgiat mutatnak, ugyanakkor bioldgiai szerepiik eltéré lehet. S. coelicolorban az
SCB1 (S. coelicolor butirolakton 1) az actinorhodin és undecylprodigiosine
bioszintézisében tolt be szabdlyzd szerepet (Takano és mtsai, 2001); S. virginiaeben a
virginiae butanolid a virginiamicin bioszintézist szabalyozza (Nakano és mtsai, 1998);
S. tendaeben a nikkomicin bioszintézist szabdlyozza egy y-butirolakton (Engel és mtsai,

2001); S. pristinaespiralisban egy vy-butirolakton a pristinamicin bioszintézis
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szabdlyozdsaban vesz részt (Folcher és mtsai, 2001); S. fradiaeban a sporuldcidt és
tylosin termelést is egy vy-butirolakton szabdlyozza (Cundliffe és mtsai, 2001;
Stratigopoulos €s mtsai, 2002); S. lavendulaeban az IM-2 tébb szekunder metabolit
szintézisét szabdlyozza (Kitani és mtsai, 2008).

A Streptomycesekhez nagyon hasonld élohely igényli és életciklusi fonalas
gombadkban is el6fordulnak y-butirolakton gyirfit tartalmazé molekuldk. Ezek koziil az
Aspergillus  terreusban el6fordulé butyrolacton 1 funkcigjat tanulményoztik
részletesebben. Kimutattdk, hogy az eukariota ciklin fiiggd cdkl és cdk2 kinaz
specifikus inhibitora (Kanemitsu és mtsai, 1998; Nishio és mtsai, 1996), s hasonl6an a
Streptomycesekben  el6fordulé y-butirolaktonhoz, morfoldgiai differencidlédast,
sporaképzést indukdl és fokozza a szekunder metabolitok, tobbek kozott a
koleszterinszint-csokkentoként alkalmazott lovastatin termelését (Schimmel és mtsai,
1998).

A dolgozatban részletesen az A-faktor illetve a dolgozat targyat képez6 C faktor

hatasmechanizmusanak ismertetésére térek ki.
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2.3. Az A-faktor altal szabalyozott regulacios kaszkad

A pleiotrép hatasu A-faktort 1967-ben fedezték fel egy olyan S. griseus torzsben,
mely nagyon kevés streptomycint termelt (Khokhlov és mtsai, 1967). Késobb szamos
mads S. griseus torzsben és mas Streptomyces fajokban is megtalaltdk (Anisova és mtsai,
1984). Az A-faktor kémiai szerkezetét - egy y-butirolakton gytr(it tartalmazéd 2-
izokapriloil-(3R)-hidroximetil-y-butirolakton molekula - 1976-ben azonositottak
(Kleiner és mtsai, 1976). Az A-faktor hatdsdnak vizsgélatdra irdnyul6 kisérletekbdl
kideriilt, hogy a streptomycin termelés fokozdsa mellett (Khokhlov és mtsai, 1967)
hatdssal van a morfoldgiai differencidléddsra (Khokhlov és mtsai, 1973) és enzimatikus
folyamatokra (Voronina és mtsai, 1982; Vasilenko és mtsai, 1983) is. A-faktor
termelésére nem képes S. griseus mutinsok sem szekunder metabolitok szintézisére,
sem pedig légmicélium és sporaképzésre nem képesek. Ha azonban tenyészetiikhoz
exogén A-faktort adnak 1 nM koncentracidoban, morfoldgiai differencidlédasuk és
szekunder metabolit képzésiik egyarant helyredll, ami az A-faktornak a differencialédés
€s antibiotikum szintézisben betoltott kdzos regulacidjara is utal (Horinouchi és Beppu,
1994; Horinouchi, 2002). Ezért nevezziik az A-faktort és a hasonldé hatassal bird
molekulédkat pleiotrép hatdsu regulatornak.

Az A-faktor termelése €letciklusfiiggd és hatdsat mar nagyon alacsony, 1-20 nM
koncentracioban kifejti. A szubsztrat micéliumban termelddd kisméretii, lipidoldékony
molekula a hifafonalak minden részébe eljut diffuzidval és szignadlmolekulaként részt
vesz a légmicélium- és szekunder metabolit képzés folyamatdnak Osszehangoldsaban.
Ezért az A-faktor egyfajta ,,mikrobidlis hormonnak™ is tekintheté (Horinouchi és Beppu,
1992; Horinouchi és Beppu, 1994). Amikor sejten beliili koncentracidja eléri a kritikus
1-20 nM-os koncentrécidt, bekapcsolja a reguldcids kaszkddok mitkodését. Ez a nagyon
alacsony koncentracié specidlis receptor-fehérje jelenlétét feltételezi. Az A-faktor a
citoplazmaban elhelyezkedd ArpA receptor-fehérje C-termindlis doménjéhez kotodik,
N-terminalis részén a-helix-turn-a-helix DNS-kot6 motivum taldlhat6. Az ArpA fehérje
a vegetativ életciklus korai szakaszdtdl termelddik és A-faktor hidnyaban homodimer
(Onaka és mtsai, 1995) DNS-kotd doménjével a reguldlé kaszkad adpA génjéhez
kotédik represszor tipusu regulatorként hatva. Az adpA az egyetlen ismert gén, melynek
milkodését az ArpA fehérje szabdlyozza (Kato és mtsai, 2004). Amint az A-faktor

koncentraciéja 32-160 nM kozotti értékli, az ArpA fehérje mar nem képes a
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génexpresszid gitldsdra, mivel a homodimerhez kotédd A-faktor megvaltoztatja a
fehérje konformaciojit, minek kovetkeztében az ledisszocidl az adpA gén operatorarol
(Horinouchi, 1996; Horinouchi, 1999; Ohnishi és mtsai, 1999) és megindul az adpA gén
atirasa.

Az adpA gén egy kozponti transzkripcids aktivatort (AdpA) kddol, amely szdmos,
a morfoldgiai differencidlédasban és szekunder metabolizmusban résztvevd gén
transzkripcidjat aktivalja. Az ismert gének, amelyeket az AdpA aktivdl, azaz tagjai az
AdpA regulaciés kaszkadnak, a kovetkezok:

— strR, a streptomycin bioszintézis specifikus transzkripcids aktivatordnak génje
(Vuyjaklija és mtsai, 1993), amely tovédbbi, a streptomycin bioszintézisben résztvevo
géneket aktival (Ohnishi és mtsai, 1999)

— adsA (A-factor dependent sigma factor), extracitoplazmatikus funkcidju szigma
faktor (o) génje, amely a légmicélium képzésben jatszik szerepet (Yamazaki és
mtsai, 2000)

— ssgA, kis molekulatomegli, savas karakterli fehérje génje, amely a spodra
szeptumképzésében jatszik szerepet (Yamazaki és mtsai, 2003a), s amelyet eredetileg
sporulécids szupresszorként izoléltak S. griseusbol (Kawamoto és mtsai, 1997)

— amfR, egy reszponz-reguldtor tipusi fehérje génje, s a légmicélium képzésben
van szerepe (Yamazaki, 2003b)

— sgmA, S. griseus metallo-endopeptiddz génje, melynek szerepe a légmicélium
képzés soran a szubsztratmicélium apoptdzisdban van (Kato és mtsai, 2002)

— sprT és sprU, két tripszin tipusud protedz génjei (Kato és mtsai, 2005); az
enzimeknek feltehetéen a szubsztratmicélium fehérjéinek emésztésében, s ezaltal a
fejlodo 1égmicélium tdpanyaggal valé elldtasdban lehet szerepiik

— sprA, sprB és sprD, hiarom kimotripszin tipusi protedz génjei (Tomono és
mtsai, 2005); az enzimeknek, feltehetden ugyancsak a szubsztratmicélium fehérjéinek
emésztésében, s ezdltal a fejlodd 1égmicélium tdpanyaggal valé elldtdsaban lehet
szerepiik

— sgiA, egy Streptomyces szubtilizin inhibitor gén, melynek a légmicélium
képzésben van szerepe (Hirano és mtsai, 2006).

2009-ben a S. griseus IFO13350 torzs é€s AadpA mutdnsdnak extracelluldris
proteomjat tanulméanyozva tovabbi AdpA reguldlt fehérjéket — lebonté anyagcsere utak

enzimei, részben pedig protedzok, glikozil hidroldzok és észterdzok — azonositottak
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(Akanuma és mtsai, 2009). Mindez azt mutatja, hogy az A-faktor hatdsa az eddig
ismertnél I1ényegesen szélesebb korii €s bonyolultabb mechanizmusu.
Az A-faktor regulonba tartoz6 géneket és az A-faktor 4ltal szabdlyozott

folyamatokat a 3. dbra mutatja be.
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3. abra Az A-faktor regulonba tartozé gének és az A-faktor altal szabdlyozott

folyamatok Streptomyces griseusban (Horinouchi, 2007)



2.4. A C faktorral kapcsolatos korabbi kutatasok

2.4.1. A C faktort termel6 torzs izolalasa és a fehérje azonositasa

A bakteridlis differencidlédédssal kapcsolatos kutatdsok Tanszékiinkon (kordbban
Bioldgiai Intézet, majd Humadangenetikai Intézet) az 1960-as években kezdddtek.
A vizsgélatok célja az volt, hogy olyan természetes - endogén eredetll - anyagot vagy
anyagokat taldljanak és tanulmédnyozzanak, melyek hatdssal vannak a differencidlodas
illetve a szekunder metabolit termelés folyamataira. Az ipari streptomycin termeld S.
griseus 52-1 jelll torzs spérdinak mustar-nitrogénes kezelésével genetikailag stabil,
differencidlodasi, illetve streptomycint nem termeld mutdnsokat kivantak izoldlni. 1387
megvizsgalt izolatumbdl 33 nem termelt streptomycint, de csak 2 bizonyult stabilan
nem termeldnek a sorozatos atoltdsok soran. Ezek koziil az egyiket S. griseus 45H-nak
nevezték el. A ,sziil6i” 52-1 jeli és a ,mutins” 45H jelll torzset részletesen
Osszehasonlitottdk (4. dbra) és azt tapasztaltdk, hogy a két torzs szamos lényeges

tulajdonsagédban kiilonbozik (Szabé és mtsai 1960; Szabo és mtsai, 1961).

Vizsgalt tulajdonsag S. griseus 52-1 | S. griseus 45H
Streptomycin termelés + -
Polién antibiotikum termelés - +
A-faktor termelés + -
C faktor temelés - +
Spoéraképzés folyékony tenyészetben - +
Citrat hasznositas + -
Arabinéz hasznositds - +

4. abra A S. griseus 52-1 és S. griseus 45H torzsek 0sszehasonlitdsa

A ,,sziil6i” torzs differencidloddsa folyékony tenyészetben elakad, nem képez
sporat, mig a ,,mutans” torzsnek mind szilard, mind folyékony taptalajon sporaképzéssel
végzddo teljes életciklusa van. Eltérést taldltak tovdbba a szildrd tdptalajon képzett
spordk alakjaban. A ,,sziil6i” torzs sporai cilindrikus, hord6 alakdak voltak, mig a

,mutdns” spordi ovalisak. Erdekes volt, hogy a két torzs kiillonbozd szénforrasokat
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hasznositott a novekedés sordn. A ,,sziil61” torzs citrdton noétt, arabin6zon nem, mig a
,mutdns” torzs arabinézon nétt és citriton nem. Nehéz volt genetikai magyardzatot
taldlni arra, hogy a mutéans rendelkezik egy olyan tulajdonsdggal (arabinéz hasznositas
képessége), mellyel a sziiléi torzs nem. Emellett kiillonbozott a sejtfal osszetételiik is
(Barabds és Szabd, 1965).

Az eltérések felvetették a két torzs genetikai rokonsdgénak, azaz a ,,mutdns”
eredetének kérdését, amelyet eldszor DNS-DNS filterhibridizacios moddszerrel
vizsgaltak (Fehér és Szabd, 1978). A kisérlet eredménye tovabb erdsitette a gyanut,
hogy genetikailag nem kozeli rokon torzsekrdl van sz6 és a cikk szerzoi felvetik, hogy a
,mutdns” torzs laboratériumi kontamindciobdl is szarmazhat. Ez konnyen elképzelhetd
volt, hiszen a kiillonboz6 torzsekkel valé munkdkhoz, bar alapos takaritds és csiratlanitas
utdn, de ugyanazt a ,.streril szobat” hasznéltdk, a ma hasznalatos lamindris box-ok még
ismeretlenek voltak. A C faktor génjének klonozdsat kovetden egyértelmiivé vilt, hogy
a 45H jelli torzs nem lehet az 52-1 jelli torzs ,leszdrmazottja”, mivel Southern
hibridizaciéval nem sikeriilt a gént a ,,sziil6i”-nek tartott torzsben kimutatni (Birkd és
mtsai, 1999). Mustarnitrogénes mutagén kezelés soran pedig egy torzs géneket
veszithet, de 4j génekre nem tesz szert. Ugyanez a kisérlet azt is megmutatta, hogy a S.
griseus 52-1 és S. griseus 45H torzsek genomi DNS-ének restrikciés mintizata eltéro,
ugyanakkor a S. griseus 45H és a S. flavofungini torzsek restrikciés mintdzata
nagymértékben hasonlé. Ez utébbi torzzsel szintén dolgoztak ugyanabban a
laboratériumban, igy az is felvetddott, hogy a S. griseus 45H jelli torzs taxondémiai
besoroldsat tekintve valdjaban S. flavofungini.

A S. griseus 45H torzs fermentlevében sikeriilt egy olyan anyagot taldlni, mely
befolydsolja a morfoldgiai differencidlédast és a szekunder metabolit termelést is
(Szabd és mtsai, 1962). A S. griseus 45H torzs jol sporazik folyékony taptalajon (5a.
abra), 72 ords tenyészetét faziskontraszt mikroszképban megvizsgilva az eldgazé
hifafonalak végén reproduktiv tipusi C-4dgak figyelhetok meg, melyek csucsi része
megvastagszik és spordt képez (Szabd és mtsai, 1961; Vitdlis és Szabd, 1969).
A fermentlében taldlt anyagot a gobos novekedést okozd hatdsara utalva nevezték el C
faktornak (C mint clump, a gob angol elnevezése). A S. griseus 52-1 torzs életciklusa
folyékony tenyészetben elakad, sem reproduktiv hifdkat, sem spdrdt nem képez (5b.
abra), azonban amikor a S. griseus 45H torzs fermentlevét ezen torzs folyékony
tenyészetéhez adtdk, itt is megjelentek ezek a képletek (5c. dbra; Vitdlis és Szabd,

1969). A C faktor volt az elsOként azonositott pleiotrép hatdsu autoregulator.
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9
S. abra A S. griseus 45H és S. griseus 52-1 torzsek novekedése folyékony tdptalajon

(faziskontraszt mikroszkdp; Vitdlis és Szabd, 1969). a) S. griseus 45H torzs 72 6ras
folyékony tenyészet; b) S. griseus 52-1 torzs 72 6réas folyékony tenyészet; ¢) C faktor

hatdsa a S. griseus 52-1 torzs 72 6ras tenyészetében

2.4.2. A C faktor jellemzéi és feltételezett hataismechanizmusa

A S. griseus 45H torzs altal termelt C faktor fehérje tisztitdsa a torzs pufferezett
szlrt sz0jas taptalajon novesztett 66-72 Ords folyékony tenyészetének fermentlevébdl
tortént (Bird és mtsai, 1980). Tisztitasat ioncseréld kromatografids eljarasok és DNS
agardz affinitdskromatografia kombindcidjdval sikeriilt megoldani. Molekulatomege
SDS gélelektroforézissel 34500 Daltonnak adddott. ELISA mddszerrel tobb
légmicélium képzésre képes Streptomyces torzsben kimutattdk a C faktor termelését
(Szeszdk €s mtsai, 1990), azonban a Streptomycesekben vald széles korll elterjedését a
Southern hibridiz4cids vizsgélatok nem igazoltdk (Birké és mtsai, 1999). Ha a tisztitott
fehérjét a S. griseus 52-1 torzs 16 Ordsndl nem iddsebb sziirt szdjds folyékony
tenyészetéhez adtak, akkor mar 0,5 ngml'1 koncentracioban reproduktiv elemek
képzddését indukilta (Birkd és mtsai, 1999). A hifafonalak a S. griseus 45H t6rzshoz
hasonldan eldgazdva valtak, végiikon reproduktiv dgakkal, melyek megvastagodo cstcsi
rész€bdl prespora fejlodik. Mivel az extracelluldrisan adott fehérje rovid id6 alatt
eltlinik a fermentlébdl, valdszinii, hogy a sejtek felveszik. Mindez specifikus receptor
jelenlétét feltételezi akarcsak a kordbban emlitett A-faktor esetében. A C faktor
bioldgiai hatdsa cink ionnal fokozhatd, a fehérje cink-affinitds kromatografids oszlopon
tisztithatd, s ezzel a mdédszerrel sikeriilt a legjobb specifikus aktivitdsi prepardtumot

eldallitani (Szeszak és mtsai, 1997).
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A tisztitott fehérje eldallitasat kovetden megtortént a C faktor fehérje génjének
azonositdsa, a szekvencia és a szekvencidbdl levezethetd aminosav-sorrend
meghatdrozdsa, tovabbd vizsgdltdk a génexpresszidt kiilonbozd Streptomyces
torzsekben (Birko és mtsai, 1999; Bird és mtsai, 2000; Birké és mtsai, 2001). A C faktor
gén kodol6 régidja egy GTG start kodonnal (1007. nukleotid) indul és egy TGA stop
kodonig (1978. nukleotid) terjed; a kédolt fehérje 324 aminosavbdl all, melyrdl egy 38
aminosavbol 4all6 szekrécids szigndlszekvencia vagodik le. Az érett fehérje 286
aminosavbol 4ll, molekulatomege 31038 Da és valdsziniileg rendelkezik egy
transzmembran régioval. A differencidlédds korai stddiumdban levd sejtek
membréanjdba ugy épiil be, hogy N-termindlis vége a sejt belsd tere felé, mig C-
termindlis vége az extracelluldris tér felé mutat (Bir6 és mtsai, 2000). A C faktor fehérje
valoszinlileg a Twin-Arginin transzlokaciés ttvonalon valasztddik ki a sejtbdl (6. dbra).
A szekrécids szigndlszekvencidban 1évo két szomszédos arginint tartalmazé motivum az
un. Tat szekrécidés uthoz irdnyitja a fehérjét, mely a fehérjéket a harmadlagos és
negyedleges szerkezetilk megtartdsa mellett juttatja 4 a membranon (Wu és mtsai,
2000). Ilyen formdban a fehérjék védettebbek a protedzokkal szemben, aminek nagy

jelentdsége van a csak kis mennyiségben termelddd C faktor esetén.
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6. abra Modell: A C faktor szekrécidja a Twin-Arginin transzlokacids ttvonalon, illetve
a fermentlébe kivalaszt6d6 fehérje integracidja a differencidlédas korai stidiumdban
levé sejtek membranjdba a feltételezett transzmembran régidjan keresztiill (Birkd

Zsuzsanna, doktori értekezés, 2002).
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A C faktor pontos hatdsmechanizmusa még nem ismert, bar hatdsét tobb olyan S.
griseus torzson is tesztelték, melyek nem tartalmazzdk a fehérje génjét. A S. griseus 52-
1 torzsben a C faktor gént kis (kb. 10 plazmid/genom) és nagy (kb. 100 plazmid/genom)
képiaszamban is kifejeztették (Birké €s mtsai, 1999). A morfoldgiai differencidlédas
szempontjibol az extracelluldrisan adott C faktorral megegyez6 hatdst csak a gént kis
kopiaszamban tartalmazd transzformansok folyékony tenyészetében kaptak. A gént
nagy kopiaszdmban tartalmazo transzforméansok citomorfoldgiai képe a S. griseus 52-1
torzs jellemzo jegyeit mutatta. A S. griseus NRRL B-2682 torzs kopasz, A-faktort nem
termeld mutdnsa szildrd taptalajon nem képez légmicéliumot, viszont spérazik, de a
spordk éretlenek. A C faktor gént kis és nagy kdpiaszamban tartalmazé transzformansok
légmicéliumot €s érett, gombolyli spoérakat képeztek, tehat a C faktor képes volt
komplementdlni a bald muticiét ugy, hogy génje sem a bald mutinsban, sem a vad
tipusu torzsben nem taldlhaté meg (Bir6 és mtsai, 2000). A kisérletet megismételték a S.
griseus NRRL-2682 torzs kopasz, A-faktort termelé mutdnsdn, és a gént kis
képiaszamban tartalmazé transzformdnsok esetén szintén érett, gombolyli sporak
képzodtek. Ez a torzs azért érdekes, mert S. griseusban az A-faktornak kulcsszerepe van
a légmicéliumképzés indukdldsaban, ezért a kopasz fenotipust valdszintlileg az A-faktor
altal kontrollélt reguldcios kaszkdd valamelyik génjében tortént mutacié okozza.

A C faktor, egy lehetséges magyardzat szerint, valdsziniileg olyan mutédns
fehérjéket helyettesithet, melyekkel szekvencia szintjén nem homol6g, viszont
funkciondlisan hasonl6 szerepet tolt be. Ugyancsak elképzelhetd, hogy a C faktor a
sporuldciot érintd defektusok szupresszoraként miikodik, példdul azéltal, hogy eddig ki
nem fejezddott sporuldcios géneket indukdl. Mindkét hipotézis azon alapul, hogy a
sporuldcié reguldcidja tobb, egymdssal kapcsolodd alternativ dton torténhet, melyek
Osszetett szabdlyozdasi halozatot alkotnak (Babcock és Kendrick, 1988; Ueda és mtsai,
1993; Kudo és mtsai, 1995). A C faktorhoz kapcsolddd proteomikai vizsgdlatok
eredményei azt mutatjdk, hogy a C faktor szerepet jatszik tobb, az A-faktor regulonba
tartoz6 extracelluldris enzim szabdlyozdsdban, egyrészt az A-faktor termelés
indukdldsdn, masrészt az A-faktor regulonba tartozé gének kozvetlen szabdlyozdsan
keresztiil. A szabdlyozott enzimek tobbsége cink kofaktorral miikodik, s génjiik elott
AdpA kotohely van, melyhez az A-faktor regulon szabdlyozdsaban kulcsszerepet jatszo
AdpA fehérje kotddik. A C faktor 4dltal szabédlyozott extracelluldris enzimek tobbsége, a
C faktorhoz hasonléan, a Tat szekrécids utvonalon keriil ki a sejtbdl (Birk6 és mtsai,

2007).
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2.5. A novénypatogén S. scabiesben azonositott patogenitasi faktorok

A Streptomycesek a talaj baktériumpopuldcidjanak jelentds részét, 1-20%-at
alkotjak (Janssen, 2006), ahol kapcsolatba keriilhetnek az dallat- és novényvildg
egyedeivel, megbetegedést azonban csak ritkdn okoznak, mert elsOsorban szaprofita
életmodot folytatnak €s a patogenitds csak néhany fajra jellemzd. A novénypatogén S.
scabies felelos a burgonya és mas gumds novények varasoddsanak kialakuldsaért, ami
altal hatalmas mezdgazdasdgi kdrokat tud okozni, mert a fertézés gyakran jar a gumok
rothadésdval és a fert6zott gumok kevésbé ellendlléak mas fertézésekkel szemben. Bér
a S. scabies a legelterjedtebb és legjobban tanulmanyozott burgonyapatogén, de
burgonyavarasodasért felelos kérokozokat mds, filogenetikailag diverz Streptomyces
fajokban is azonositottak, melyek koziil néhany a S. albidoflavus csoportba tartozik
(Doering-Saad és mtsai, 1992; Bramwell és mtsai, 1998).

A patogenitds egy rendkiviil komplex tulajdonsig, mely nagyfokd koordinaciot és
ezzel 0sszefiiggésben bonyolult szabdlyoz6 mechanizmusokat feltételez. A patogenitds
magdaban foglalja a gazda megtdmaddsat, a gazdaszervezetbe torténd bejutast, az abban
val6 elszaporodast, a gazda védekezo rendszerének gétlasat stb. (Loria és mtsai, 2008).
S. scabiesben a patogenitdsért felelos gének a kromoszoman egymds mellett, az Un.
patogenitési szigeten (PAI = pathogenicity island) helyezkednek el. A PAI-n taldlhaté
virulencia gének elsdsorban a PAI-n elhelyezkedd specifikus reguldtorok, tovabba
altaldnos hatdsi reguldtorok szabdlyzdsa alatt &dllnak (Walthers és mtsai, 2007).
A nagyméretli PAI-n elhelyezkedd gének terjedésében a horizontélis géntranszfer fontos
szerepet jatszik. Eléfordul, hogy a PAI nem patogén Streptomyces torzsbe keriilve azt
fertdzoképessé teszi (Kers és mtsai, 2005).

A legfontosabb €s legismertebb virulencia faktor a ciklikus dipeptid fitotoxin, a
thaxtomin €s a thaxtomin csaldd tovabbi tagjai, melyek gatoljdk a celluléz bioszintézis
folyamatat. A thaxtomin bioszintetikus gének csak a burgonyavarasoddst okozd
Streptomycesekben fordulnak eld, s génmegszakitiassal a torzsek fertdzOképessége
megsziinik (Healy és mtsai, 2000). A thaxtomin termelés Onmagédban nem elég a
fertdzoképességhez, tovabbi virulencia faktorok (szekunder metabolitok és szekretalt
enzimek) koordindlt egyiittmiikodése sziikséges. Ilyen tovabbi fontos virulencia faktor a
szintén a PAI-n elhelyezkedd nec/ gén terméke a Necl nekrézis faktor. A necl

delécidja szintén a fertdzoképesség megsziinésével jar (Joshi és mtsai, 2007).
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A burgonyagumok fert6zéséhez a baktériumsejteknek 4t kell jutniuk a gumok
feliiletét borit6 kiilsd védorétegen, melyet a sejtfalba rakddé szuberin tesz ellendlléva a
kiszaradassal és a fertézésekkel szemben. A szuberin egy komplex heteropolimer,
melynek szerkezetét a komponensek kozotti észterkotések stabilizdljak (Kolattukudy,
1981). A fertdzésnek ezért fontos része a gumo Kkiilsé védorétegének degradicidja,
melyet kiilonb6z06 hidrolitikus enzimek végeznek (Kolattukudy, 1985). Ide tartozik a
kizarélag patogén S. scabies torzsekben kimutatott hostabil extracellularis észterdz
(McQueen és Schottel, 1987; Schottel és mtsai, 1992) is. Az enzim szabdlyozadsarol
tudjuk, hogy termelddése cinkkel aktivalhat6 és a génje eldtt egy 23 bp nagysagu
fehérje-kotohely talalhaté (Babcock és mtsai, 1992), mely nagymértékben azonos az
AdpA konszenzus kotOhellyel. Tovabba a S. scabiesben taldlhaté egy, az A-faktor
bioszintézisében kulcsszerepet jatszo enzim, az AfsA génjének homoldgja. Ennek
alapjan valdsziniisithetd, hogy a patogenitdsban szerepet jatszé extracelluléris észterdz

része az AdpA 4ltal szabdlyozott reguldcios kaszkddnak.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A Kkisérletek soran hasznalt baktérium torzsek és burgonya fajtak

3.1.1. Streptomyces torzsek
S. griseus 45H
S. griseus 52-1
S. flavofungini
S. griseus 45H-B
S. europaeiscabiei CFBP4501

3.1.2. Escherichia coli tozsek

E. coli XL1-Blue

E. coli Topl0

E. coli ET12567

Szabé és mtsai, 1961
Szabo és mtsai, 1961
Szabo és mtsai, 1961
S. griseus 45H torzs bald mutansa

Bouchek-Mechiche és mtsai, 2000

supE44 hsdR17 recAl endA1
gyrA46 thi  relAl lac

F’ {proAB" lac?1acZAM15Tn10 (tet" )}
Bullock és mtsai, 1987

F , mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15AlacX74 deoR recAl
araD139A (ara-leu) 7697 galU
galK rpsL(St®) endA1 nupG

Grant és mtsai, 1990

dam13::Tn9 dem6 hsdM hsdR
7jj201::Tn10 galK2 galT22

aral4 lacY1 xyl5 leuB6 thil tonA3
rpsL136 hisG4 tsx78 mtli ginV44 F
MacNeil és mtsai, 1992
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3.1.3. Burgonya (Solanum tuberosum L., Solanaceae) fajtak

A patogenitdsi teszthez nagylizemi termesztésben is alkalmazott burgonyafajtak

(Eurépai Burgonyafajtdk Adatbézisa; http://www.europotato.org) in vitro gumoit

hasznaltuk:

S. tuberosum L. Cleopatra S. tuberosum L. (ZPC 50-35 X Desiree)
holland fajta

S. tuberosum L. Desiree S. tuberosum L. (Urgenta X Depesche)
holland fajta

S. tuberosum L. Rebeka (S. chacoense X S. famatinae) X S.

tuberosum L. (Vanessa X Desiree)

magyar fajta

Az értekezés tovabbi részeiben csak a fajtaneveket (Cleopatra, Desiree és Rebeka)

haszndlom. A mikrogumok tenyésztésének modszerét a 3.3.7. pontban irom le.
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3.2. A Kkisérletek soran hasznalt taptalajok

A recepteket, ha mds szerz0 nincs feltiintetve, a Genetic Manipulation of
Streptomyces (Hopwood és mtsai, 1985) €s a Practical Streptomyces Genetics (Kieser és
mtsai, 2000) kézikonyvekbdl vettiik. A taptalajok receptje 1 literre vonatkozik.

3.2.1. Streptomyces torzsek tenyésztéséhez hasznalt folyékony taptalajok

YEME (yeast extract, malt extract):

yeast extract 3g
bactopepton 5¢g
malt extract 3g
gliikkoz 10¢g
szahar6z 340g
Autoklavozas utan kiegészitjiik:
MgCl, x 6H,0 (2,5 M) 2ml liter”
pH 7,2-7,4 (1 M NaOH)

TSB (tripton, soya broth):
tripton 17¢g
szGjapepton 3g
NaCl 5¢g
K;HPO4 25¢g
gliik6z 25¢g
szachar6z 100g
pH 7,2-7,4 (1 M NaOH)

MM (minimal taptalaj):

(NH4)2SO4 2g
casaminosav 5¢g
MgSO4 x TH,0 0,6
PEG 6000 S0g
nyomelem oldat II (Zn-mentes) 1 ml
deszt. viz 800 ml



Szétmérjiik 80 ml-es egységekre és felhasznaldskor az aldbbi OsszetevOkkel

egészitjiik ki:
NaH,PO4/K,HPO, puffer (0,1 M, pH 6,8) 15 ml
szénforras (gliik6z) 20% 2,5ml
deszt. viz 2,5 ml

Nyomelem oldat IT (Zn-mentes, 1 literhez):

FeSO4 x 7TH,O
Ml’lClz X 4H20
CaCl, nem hidratalt

R2YE (RS regenerél6 taptalaj):
szachar6z
K,S0q4
MgCl, x 6H,0
gliikkoz
casaminosav
nyomelem oldat
yeast extract

TES puffer

3.2.2. Streptomyces torzsek tenyésztéséhez hasznalt szilard taptalaj

103 g
0,25 ¢g
10,12 g
10g
0,1¢g

2 ml
58
5,73 ¢g

Felhasznélas elott 100 ml taptalajt az alabbi Osszetevokkel egészitiink ki:

KH,POy4 (0,5%)
CaCl, x 2 H,O (5 M)
L-Prolin (20%)
NaOH (1 M)

pH 7,2-7,4

100 ml taptalajhoz 2,2 g agart adunk.

1 ml

0,4 ml
1,5 ml
0,7 ml
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3.2.3 Streptomyces torzsek protopasztalasahoz hasznalt taptalaj

A YEME vagy TSB taptalajt kiegészitjiik 25 ml 20%-os glicinnel.

P (protoplasztalé)-puffer (800 ml-hez):

szahar6z 103 g
K>S0, 0,25 ¢
MgCl, x 6H,O 202¢g
nyomelem oldat III 2 ml

Szétmérjiikk 80 ml-es egységekre és felhasznaldskor az aldbbi OsszetevOkkel

egészitjik ki:
KH,PO, (0,5%) 1 ml
CaCl, x 2 H,0 (3,68%) 10 ml
TES puffer (5,73%, pH 7,2) 10 ml

Nyomelem oldat III (1 literhez):

ZnCl, 40 mg
FeCl; x 6 H,O 200 mg
CuCl, x 6 H,O 10 mg
MnCl; x 4 H,O 10 mg
Na,B407x 4 H,O 10 mg
(NH4)sMo070,4 x 4 H,O 10 mg

3.2.4. Escherichia coli torzsek tenyésztéséhez hasznalt taptalajok

LB (Luria-Broth) - folyékony:

tripton 10g
yeast extract 5¢g
NaCl 5¢g
gliik6z lg

LB - agaros: 100 ml folyékony LB-hoz 1,5 g agart adunk.
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3.2.5. Burgonya in vitro mikrogumok tenyésztéséhez hasznalt taptalaj

MS (Murashige-Skooge hormonmentes tptalaj; Murashige és Skooge, 1962):

NH4NO; 1650 mg
KNO3; 1900 mg
CaCl, x 2 H,O 440 mg
MgSO, x 7 H,O 370 mg
KH,PO4 170 mg
H;BO; 6,2 mg
MnSOy4 x 4 H,O 22,3 mg
7ZnS04-x 7 H,O 8,6 mg
KI 0,83 mg
Na,MoO4 x 2 H,O 0,25 mg
CuSO4 x 5 H,O 0,025 mg
CoCl, x 6 H,O 0,025 mg
FeSO4 x 7 H,0O 27,8 mg
Na,EDTA x 2 H,O 37,2 mg
myo-inositol 100 mg
niacin 0,5 mg
tiamin-HCl 0,1 mg
piridoxin-HCl 0,5 mg
glicin 20¢g

A taptalaj receptje 1 literre vonatkozik. Burgonya in vitro novények tenyésztéséhez a
taptalajt 0,8% agarral és 3% szahar6zzal egészitjik ki, a mikrogumoképzés

indukdlasdhoz pedig 8 %-os szacharézoldatot ontiink a taptalajra.



3.3. Molekularis biologiai médszerek

3.3.1. Escherichia coli torzsek transzformalasa plazmid DNS-sel

A.

1.

Kompetens sejtek készitése

20 ml folyékony LB taptalajra leoltunk 20-40 pl tenyészetet és 12-16 6ran
keresztiil inkubéljuk 37 °C-on enyhén razatva.

Maisnap 50 ml LB tdptalajt inokuldlunk 400 pl-lel a fenti tenyészetbdl és
megfeleld optikai denzitds (OD) eléréséig novesztjilk a tenyészetet. Az OD-t
fotométeren mérjiik 620 nm-en.

A megfeleld sejtsiirliségli tenyészetet 10 percig jégen tartjuk, majd centrifugaljuk
(4000 fordulat/perc, 10 perc, 4 °C). A sejteket ezt kdvetden is végig jégen tartjuk.
A feliilisz6 leontése utdn a kiiilepedett sejteket szuszpendaljuk 20 ml jéghideg
100 mM MgCl, oldatban, majd centrifugaljuk (4000 fordulat/perc, 10 perc, 4 °C).
A sejteket 2 ml jéghideg 100 mM CaCl, oldatban szuszpendéljuk, majd 1-2 6ran

keresztiil jégen tartjuk. Ekkor kapjuk a kompetens sejteket.

Transzformalas

200 pl kompetens sejthez hozzdadunk 5-10 ng plazmid DNS-t és jégen inkubaljuk
1 6ran keresztiil.

Hésokk: 42 °C, 2 perc, majd megint jégre tessziik a sejteket 2-5 percre.

1 ml folyékony LB hozzaadasa utdn 1 6ran at 37 °C-on inkubaljuk.

100-200 pl sejtet szélesztiink antibiotikum tartalmi agaros LB tdptalajra és egy

éjszakan at inkubdljuk 37 “C-on (kb. 1 mm-es telepméretig).

3.3.2.Plazmid DNS izolalasa Escherichia colibol

20 ml folyékony LB tdptalajra leoltunk 40 pl tenyészetet vagy LB agaros
taptalajrol felszedett egyedi telepeket és 12-16 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaljuk
sikrazogépen (250 rpm).

1,5 ml tenyészetet atvisziink egy Eppendorf csdbe és centrifugdljuk (12000
fordulat/perc, 1 perc, 4 °C).

A feliilaszo6 ledntése utdn szuszpendaljuk a sejteket jéghideg 100 pl I-es oldatban

és kémcsOrazoval erdteljesen kevertetjiik 1 percig.
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4. A fenti szuszpenzidhoz hozzdadunk 200 pl frissen készitett II-es oldatot és a
csovet 3-5X atforgatjuk, hogy a sejtek lizise tokéletes legyen, melyet az oldat
feltisztuldsa jelez.

5. A mintdhoz adunk 150 pl jéghideg III-as oldatot, aminek hatdsdra a fehérjék és a
kromoszoémalis DNS precipitdléddnak, amit centrifugdlunk (12000 fordulat/perc, 5
perc, 4 °C).

6. A feliiliszébol 400 pl-t pipettdzunk egy 4j csobe és hozzdmériink 1 ml jéghideg
abszolut etanolt, majd -20 “C-on inkubdljuk 20-60 percig és centrifugaljuk (12000
fordulat/perc, 5 perc, 4 °C).

7.  Leontjiik a feliiluszot és a cs6 aljan levd attetszé csapadékot 400 pl 70%-os
etanollal mossuk, centrifugaljuk (12000 fordulat/perc, 1perc, 4 °C).

8.  Leontjiik a feliiluszot és a csapadékot vakumszaritoban szaritjuk.

9. A pelletet 50-100 ul TE-pufferben (pH 8,0) oldjuk.

I-es oldat: 25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
50 mM gliikoz

II-es oldat: 1% SDS
0,2 M NaOH

II-as oldat: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

A fenti, alkalikus lizisen alapulé mddszer mellet még a Sigma PLD-100 Gen

Elute™ Plazmid Midi-Prep kitet is alkalmaztuk plazmid izol4ldsra.
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3.3.3. Streptomyces torzsek transzformalasa plazmid DNS-sel

10.

12.

13.

A transzformdciét az aldbbi standard protokoll szerint végeztiik: Streptomyces

lividans 1326 torzs transzformaciéja plJ702 plazmiddal.

Protoplaszt-készités

50 ml YEME vagy TSB tdptalajt 0,1 ml spéraszuszpenzidval (kopasz mutdns
esetén micéliummal) inokuldlunk, majd sikrazégépen inkubéljuk 30 °C-on, 40
Oran keresztiil.

A tenyészetet szobahdmérsékleten centrifugaljuk (3000 fordulat/perc, 10 perc).

A feliiliszé leontése utdn a sejteket mossuk 15 ml steril 10,3%-o0s szacharéz
oldattal, majd ismét centrifugéljuk (3000 fordulat/perc, 10 perc).

Az el6z0 1épést megismételjiik.

A feliilisz6 leontése utdn a sejteket szuszpendaljuk 4 ml steril, 1 mgml™ lizozimot
tartalmazé P-pufferben és 30 °C-on 30-60 percig inkubaljuk. A protoplaszt-
képzddést mikroszképosan ellendrizziik.

Az esetleges micélidlis gobok megsziintetése céljabol steril pipettdba néhdnyszor
felszivjuk a szuszpenzidt, majd 15 percig tovabb inkubéljuk.

A szuszpenziot kiegészitjiik 5 ml P-pufferrel és megismételjiik az el6zd 1épést.
Mikroszképosan ellendrizziik a protoplaszt-képzddést.

Az esetlegesen nem protoplasztalodott micélidlis formak eltavolitdsa céljabol a
protoplasztot steril vattdn sziirjiilk, majd centrifugéljuk (3000 fordulat/perc, 7
perc).

A protoplasztokat szuszpendéljuk 10 ml P-pufferben.

Megszamoljuk a protoplasztokat hemocitométerben és mintegy 4x10°

protoplasztot tartalmazé aliquot-ot haszndlunk egy transzformalashoz.

Transzformalas

A protoplaszt centrifugaldsa (3000 fordulat/perc, 7 perc) és a feliiluszé ledntése
utdn a protoplasztot szuszpendaljuk a visszamarado utolsé csepp pufferben.

A plazmid DNS hozzdaddsa (max. 20 pl pufferben) utdn azonnal hozzdadunk 0,5
ml 25% PEG tartalmu P-puffert.

2-3 perc allas utdn kiegészitjik 5 ml P-pufferrel és centrifugaljuk (3000
fordulat/perc, 7 perc), majd Gjabb 1 ml P-pufferben szuszpendaljuk.
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14.

15.

3.34.

10.

R2YE lemezekre 0,1-0,2 ml szuszpenziét szélesztiink és 30 °C-on 18-20 6raig
inkubaljuk.
18-20 6ra mulva a lemezeket feliilrétegezziik 1,5 ml thiostreptont tartalmazé (0,66

mgml™) deszt. vizzel. Két nap utén a transzforménsok telepei mar lathatéak.

Kromoszomalis DNS izolalasa Streptomyces torzsekbol

A DNS izolalast az aldbbi standard protokoll szerint végeztiik: Kirby-mddszer

50 ml YEME vagy TSB tdptalajon novesztett tenyészetet centrifugdlds utdn
szuszpenddlunk 3 ml lizozim oldatban, majd 37 *C-on 10-30 percig inkubaljuk.

4 ml 2 x Kirby-mix hozzdaddsa utan 1 percig kevertetjiik kémcsorazédval.

8 ml fenol/kloroform/izoamilalkohol (50:50:1) elegyet adunk hozzd és 15
masodpercig ismét kevertetjik kémcsOrazéval, majd centrifugdljuk (3000
fordulat/perc, 10 perc).

A felsé vizes fazist 1j, tiszta centrifugacsObe visszikk at és wjabb 3 ml
fenol/kloroform/izoamilalkohol elegyet hozzdadva megismételjiik a 3. 1épést.
Ismét a felsO vizes fazist vissziik at j, tiszta centrifugacsobe és 1/10 térfogatnyi
3M Na-acetétot (pH 6,0) valamint egyenl6 térfogatnyi izopropanolt adunk hozza,
majd 10-30 percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk.

A csapadékot vékony iivegbot hegyére Gvatosan felcsavarjuk és 5 ml 70%-os
alkoholban mossuk, majd széritjuk.

Ezutan oldjuk 5 ml TE pufferben (pH 8,0), majd RN4z-zal (40 pg ml™") kezeljiik
37 °C-on 30 percig.

1,5 ml fenol/kloroform/izoamilalkohol elegyet adunk hozz4 majd a 4. 1épés szerint
kevertetjiik €s centrifugéljuk.

A kromoszomdlis DNS-t az 5. és 6. 1épés szerint izopropanollal lecsapjuk,
tivegbot hegyére felcsavarjuk és 70%-os alkohollal mossuk.

Széritas utdn a csapadékot 1-2 ml TE pufferben (pH 8,0) oldjuk.

Lizozim oldat: 2 mgml'1 lizozim
0,3 M szacharo6z
25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
25 mM EDTA (pH 8,0)
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2 x Kirby-mix: 1% Na-triizopropilnaftalén-szulfonét

6% Na-4-amino-szalicilat
6% fenol:kloroform (1:1) (pH 7,0)
50 mM Tris-HCI (pH 8,3)

3.3.5. C faktor gén megszakitasahoz felhasznalt plazmidok

A C faktor gén megszakitasat in vitro, a pSGF4 plazmidba klénozott génkdpian

végeztik a pHP45Qaac plazmidbdl szarmazé aminogliikozid-3-acetiltranszferaz IV

enzimet kodold génkazetta (aacC4) felhaszndldsaval (Blondelet-Rouault és mtsai,

1997). A génmegszakitds sordn a Practical Streptomyces Genetics (Kieser és mtsai,

2000) kézikonyv 14. fejezetében leirt modszert kovettiik.

3.3.6. Southern hibridizacio

N

Southern hibridizadciéval vizsgéltuk
a) a C faktor gén el6forduldsat kiilonbozo Streptomyces torzsekben,;
b) a C faktor gén delécidjat a bald muténsban;

¢) a necl nekrozis faktor gén jelenlétét kiillonbozd Streptomyces térzsekben.

A minta elokészitése:

A kromoszoémalis DNS emésztése kiilonbozo restrikcios enzimekkel.

Gélelektroforézis 1%-os agardz gélen.

A minta blottolasa:

Osszedllitjuk a vakuum transzfer késziiléket.

A gélt rafektetjiik a blottol6 membranra (Hybond-N, Amersham) és rogzitjiik.
Depurinélés: 10 ml depurindl6 oldatot ontok a gélre és addig hagyjuk rajta mig a
gélben levd bromfenolkék szine sargara valtozik (kb. 10 perc). A végén a
felesleges oldatot pipettaval leszivjuk.

Denaturdlas: 10 ml denaturdl6 oldatot ontiink a gélre és addig varunk mig a sarga
szin ujra kékre valtozik (kb. 10 perc). A felesleges oldatot pipettaval eltavolitjuk.
Neutralizélas: 10 ml neutralizal6 oldatot ontiink a gélre és kb. 10 percig hagyjuk

rajta.
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6.

A fenti moédon el6kezelt gélre 300-500 ml 20xSSC oldatot Ontiink és a

vakumblottot 90 percig folytatjuk.

90 perc utdn a vdkumot megsziintetjilk, a folyadékot ledntjilk, a membrant

2xSSC-ben mossuk, majd UV fénnyel mindkét oldalon 3-4 percig megvilagitva a

DNS-t kovalensen kotjiik a membranhoz.

Depurindl6 oldat: 0,25 M HCl

Denaturalé oldat: 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Neutralizal6 oldat: 3 M NaCl
0,5 M Tris-HCI (pH 7,4)

20 x SSC: 3 M NaCl
0,3 M Na-citrat

Hibridizacid radioaktivan jelolt proba esetén:

Prehibridizacié: 42 °C; 1,5 6ra; 40 ml prehibridizacids oldat I
Hibridizacio: 42 °C; 12-16 6ra; 10 ml hibridizacids oldat 1

Prehibridizacios oldat I:

Hibridizacids oldat I:

25 mM K,POy4 (pH 7,4)
5x SSC

5 x Denhardt oldat

50 % formamid

10 ml prehibridizaciés oldat
10 pl radioaktiv foszforral jelolt proba (95 °C-on
denaturalt kétszald DNS)

A jelolést Amersham Megaprime random priming kittel végeztiik.

50 x Denhardt oldat:

1% fikoll (mw: 400000 Da)
1% BSA fraction V
1% polivinil pirrolidon

5 mgml™ denaturalt hering sperma DNS
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A filter mosdsa radioaktivan jelolt proba esetén:
2 x NET/0,1% SDS; 42 °C, 15 perc

2 x NET/0,1% SDS; 55 °C, 15 perc

0,5 x NET/0,1% SDS; 55 °C, 15 perc

0,1 x NET/0,1% SDS; 65 °C, 15 perc

B b = 0O

20 x NET puffer: 3 M NaOH
0,3 M Tris-HCI (pH 8,0)
0,02 M EDTA

E. A hibridizacié eredményének detektaldsa radioaktivan jelolt préba esetén:

A membrant sotétben Amersham Hyperfilm MP tipusu rontgenfilmre helyezziik
ugy, hogy jelolt oldala a rontgenfilm felé nézzen és egy rovid idore rontgenfilm-
kazettaba zdarjuk, mig a jel nem rogziil a filmen. Ez minimum 1 6ra, de az id0 sziikség

szerint novelhetd. Ezt kovetden el6hivjuk a filmet.

F. Hibridizacid digoxigeninnel jeldlt proba esetén:

A proba jelolését, a hibridizédlast és az eredmény detektdldsit a Dig Nucleid Acid
Detection Kit (Boehringer Mannheim) leirdsa illetve a Roche DIG DNA labeling and

detection kit alapjan végeztiik.

1. Prehibridizacié: 42 °C; 1,5 6ra; 40 ml prehibridizacios oldat 1T
2. Hibridizéacio: 42 °C; 12-16 6ra; 10 ml hibridizéacios oldat 11

Prehibridiz4cids oldat II: 5 x SSC
2 % blokkol6 reagens
0,1% N-lauroylsarcosine
0,02% SDS
50% formamid

Hibridizacioés oldat II: 10 ml prehibridizaciés oldat IT
10 pl digoxigeninnel jelolt proba (95 °C-on denaturalt
kétszald DNS)
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b = 0

=

A filter mosdsa digoxigeninnel jeldlt préba esetén:
2 x SSC/0,1 % SDS; szobahdmérséklet, 15 perc

2 x SSC/0,1 % SDS; 42 °C, 30 perc

2 x SSC/0,1 % SDS; 55 °C, 30 perc

0,5 x SSC/0,1 % SDS; 55 °C, 30 perc

A hibridizacié eredménvyének detektaldsa digoxigeninnel jelolt préba esetén:

50 ml mos6 oldat (0,1 M maleinsav, 0,15 M NaCl, pH 7,5), 0,3% Tween 20),

1 perc

100 ml blokkol6 oldat (moso oldat, 1% blokkol6 reagens), 30 perc

20 ml antitest oldat (anti-digoxigenin-AP konjugans 1:5000 ardnyban 20 ml
blokkol6 oldatban), 30 perc

100 ml mosé oldat, 2 x 15 perc

20 ml el6hivé oldat, (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5, 0,1 M NacCl), 2 perc

A szinreakci lejatszédésa 0,33 mgml™ NBT (nitro blue tetrazolium klorid, Sigma
N5514) és 0,165 mgml'1 BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat, Sigma B0274)
tartalmu el6hivé oldatban (20 ml) torténik (20 perc — 12 6ra, sétét hidegszoba).

A szinreakciot deszt. vizben vagy TE pufferben valé mosdéssal allitjuk le.

3.3.7. 16S rRNS génszekvencia analizis

A S. griseus 45H torzs taxonOmiai besoroldsat, valamint a S. griseus 45H, S.

flavofungini és S. griseus 52-1 torzsek rokonsiagit 16S riboszomalis RNS (rRNS)

génszekvencia analizissel vizsgdltuk (Mehling és mitsai, 1995). A fenti torzsek, a

torzsekkel rokon Streptomycesek €s a Streptomyces genusz reprezentativ tagjainak 16S

rRNS gén szekvencidibol a ,,Neighbour-joining” standard mdédszer (Saitou és Nei,

1987) valamint a Jukes és Cantor-féle tavolsdgmatrix felhasznalasdval (Jukes és Cantor,

1969) tortént a torzsek kozotti rokonsdgot bemutato filogenetikai fa megszerkesztése.
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3.3.8. Eszteraz enzimaktivitas mérése

Az extracellularis enzimaktivitast négy Streptomyces torzsben (S. griseus 45H, S.
griseus 45H-B, S. griseus 52-1, S. europaeiscabiei CFBP4501) vizsgéltuk. A S.
europaeiscabiei CFBP4501 egy ismert burgonyapatogén €s franciaorszagi szabadfoldi
termesztésben 1év0 burgonyagumokrol izoléltdk (Bouchek-Mechiche és mtsai, 2000). A
sejteket 50 ml MM tdptalajon tenyésztettik (28 °C, 72 6ra). Torzsenként két
parhuzamos tenyészet keriilt leoltdsra, az egyik 2 uM cinket tartalmazd, a masik
cinkmentes MM tédptalajon. Az extracelluldris észterdz-aktivitast a sejtek fermentlevébol
mértiik  spektrofotométerrel, p-nitrofenil-butirdt (PNB) mesterséges szubsztrat
felhaszndldsdval (McQeen és Schottel, 1987). 200 ul fermentléhez 3 ml 80 mM Na-
foszfat puffert adtunk (pH 8,0), hogy biztositsuk az enzimaktivitishoz sziikséges
optimdlis pH-t. A kiindulasi szubsztratkoncentricié 0,4 mM PNB 2,5 ml acetonitrilben;
a PNB hidrolizist Camspec M 301 UV-Visible spektrofotométerben mértiik 10 percig
420 nm-en. Az enzimaktivitadst parhuzamosan mértiik hékezelt (60 °C, 10 perc) és nem
hokezelt mintdkban. Az extracelluldris észterdz aktivitast (U) 1 mg szdraz micéliumra
vonatkoztatva adtuk meg nmolmin'lmg'1 egységben. Hirom parhuzamos mérés alapjan
szorast szamoltunk, illetve Student-féle T proba alapjdn szignifikancia analizist is

végeztiink.

3.3.9. Burgonya mikrogumé patogenitasi teszt

A.  Streptomyces torzsek tenyésztése:

100 ml folyékony TSB tdptalajt inokuldltunk 2x10° spéra/ml spéraszuszpenziéval
ill. kopasz mutdns esetén 2x10° cfu/ml micéliummal. A tenyésztés 500 ml-es,
rozsdamentes acélspiralt tartalmazé Erlenmeyer-lombikban tortént sikrazégépen (28 °C,
72 o6ra, 250 fordulat/perc). Az acélspirdl a tenyészet jO levegdzését biztositja, s

homogénebb tenyészetet eredményez.

B. Burgonya mikrogumok in vitro tenyésztése (Dobranszki €s mtsai, 1999):

Egy-leveles szdrdarabokat tesziink hormonmentes MS téptalajra (30 db/40 ml
taptalaj/tenyészedény), ezen neveljilk Oket 4 hétig (24/15 °C nappali/éjszakai
homérséklet, 16 6rds megvilagitds). A négyhetes tenyésztés soran kifejlett in vitro

novényeket kapunk. A gumoképzddés indukdldsdhoz minden tenyészedénybe 5 ml 8%
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szachardzt tartalmaz6 oldatot Ontiink és az in vitro novényeket 2 hétre rovidnappalos
megvilagitasra helyezziik. Ezt kovetden 11 hétig teljes sotétségben neveljiik a gumokat.
A gumosités teljes ideje a gumdk betakaritdsig 17 hét. A betakaritast kovetden az in
vitro gumoékat (mikrogumokat) 1 héteg szobahdmérsékleten pardsitjuk, vagyis hagyjuk,
hogy kialakuljon és kelléen megvastagodjon a mikrogumok kiilsd védorétege a para

(szuberin) szovet. A mikrogumdokat ezt kovetden haszndljuk fel a kisérletekhez.

C. Patogenitasi teszt burgonya mikrogumoékon:

A tesztelés sordn négy Streptomyces torzset (S. griseus 45H, S. griseus 45H-B, S.
griseus 52-1, S. europaeiscabiei CFBP4501) és harom burgonyafajtit (Cleopatra,
Desiree, Rebeka) haszndltuk. A Streptomyces sejteket a tenyésztést kovetden
centrifugdljuk (3000 fordulat/perc, 10 perc), majd szuszpendaljuk 50 ml steril deszt.
vizben. Fajtdnként 12 burgonya mikrogumot helyeziink 20-20 ml sejtszuszpenzidba (kb.
10® cfu/ml), 5 mikrogumét steril deszt. vizbe helyeziink. 10 perc utdn a mikrogumokat
kivesszilk és nedves papirvattdval bélelt, lefedett Petri-csészékben 28 °C-os
termosztitba helyezziik. A tiinetek alapjan 6t betegségfokozatot kiillonboztettiink meg,
melyek alapjan betegségindexet (Bi) szdmoltunk. A mikrogumokat a kezelést kdvetden
10 napig monitoroztuk. Négy parhuzamos kisérletet végeztiink és a tesztet kétszer
ismételtiik. A kapott eredményekbdl szoérdst szamoltunk és szignifikancia analizist is

végeztiink.

3.3.10. Tovabbi molekularis biolégiai médszerek

A kisérletek sordn még az aldbbi molekuléris biol6giai médszereket hasznaltuk
fel, melyek megtaldlhatok a Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd ed.
(Sambrook and Russel, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001) kézikonyvben:

Agaro6z gél elektroforézis 1. kotet, 1. fejezet,
DNS fragmentek ligdlasa 1. kotet, 1. fejezet
DNS fragmentumok amplifikédlasa

polimerdz lancreakcidval 2. kotet, 8. fejezet

A DNS fragmentek gélbdl valé izoldldsara gyari kit-eket haszndltunk: QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen); Sigma 5-6501 Genelute Minus EtBr Spin Columns Kit.
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4. EREDMENYEK

4.1. A C faktort termel6 torzs taxonomiai atsorolasa

A C faktor génjének klonozasat kovetden (Birké és mtsai, 1999) egyértelmiivé
valt, hogy a S. griseus 45H torzs nem a S. griseus 52-1 torzs ,leszarmazottja”,
ugyanakkor felvetddott annak lehetdsége, hogy a C faktort termeld torzs taxondmiai
besorolasat tekintve valéjaban S. flavofungini. A torzsek rokonsagat és igy a S. griseus
45H torzs taxonOmia besoroldsit 16S rRNS génszekvencia analizissel és Southern
hibridizacidval kivantuk tisztazni.

Els6 1épésben a S. griseus 52-1, S. griseus 45H és S. flavofungini torzsekbol
kromoszémadlis DNS-t izoldltunk, majd a 16S rRNS génjét PCR reakcidval
amplifikdltuk mindhdrom torzsben, amihez az aldbbi primerpart hasznaltuk: 16SF
(forward) 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’ és 16SR (reverz)
5S’GGCTACCTTGTTACGACTTC3’. A kapott kb. 1425 bp-os fragmenteket gélbdl
izolaltuk (7. édbra). A 16S rRNS gének szekvencidjat direkt szekvendldsi mddszerrel
(Kim és mtsai, 2000) hatdroztuk meg, melyek a GenBank adatbazisban az EF571001 (S.
griseus 52-1), EF571002 (S. griseus 45H) EF571003 (S. flavofungini) szamon

hozzaférhet6ek.

1400 bp—

1000 bp—

7. abra A 16S rRNS gén PCR reakci6 eredménye 1%-os agardéz gélen
M - 200bp DNS molekulasily marker (Promega); 1. S. griseus 52-1, 2. S. griseus 45H,
3. S. flavofungini
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Ezt kovetden a kapott szekvencidkat egymdssal és a GenBank-ban fellelhetd
szekvencidkkal dsszehasonlitva az alabbi eredményeket kaptuk:
1.  AS. griseus 52-1 torzs 16S rRNS gén szekvencidja megegyezik a S. griseus 2247
torzs rRNS operonok rrnA-E (GenBank AB030567-AB030572) szekvencidival, és mas
S. griseus torzsek szekvencidjival, azaz a torzs valdban S. griseus.
2. AS. griseus 45H és S. flavofungini torzsek 16S rRNS gén szekvencidi egymadssal
teljesen megegyeznek, de hasonlésdguk a S. griseus 52-1 torzzsel csak 96%-os.
Eltérnek tovabba a tipustorzs S. flavofungini NRRL B-12307" (GenBank AY999792) és
NBRC 13371 (GenBank AB184359) szekvenciaitdl is, azokkal csak 97,21%-ban illetve
97,40%-ban egyeznek meg. Teljesen azonosak viszont a S. albidoflavus csoport 16S
rRNS gén szekvencidival (GenBank DQ855477, DQ978978, stb.).

A szekvencia-0sszehasonlitds eredményei a ,,9. Fiiggelék” fejezetben keriiltek

feltiintetésre.

A génszekvenciadk ismeretében meghatdroztuk a laboratériumban izoldlt S. griseus
45H, S. flavofungini és S. griseus 52-1 torzsek filogenetikai elhelyezkedését a

Streptomycesek torzsfajan (8. dbra).
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8. abra A S. griseus 45H, S. flavofungini és S. griseus 52-1 torzsek elhelyezkedése a
Streptomycesek torzsfajan a 16S rRNS szekvencidk dsszehasonlitdsa alapjéan.

Root: Kitasatospora griseola; bootstrap értékek (>50 %) 1000 ismétlés utdn %-ban

vannak kifejezve. A vonal 0,02 szubsztiticiot jelent nukleotid pozicionként.
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Mivel a szekvenciaanalizis alapjdn egyértelmiivé vélt, hogy a laboratériumban
izolalt S. griseus 45H és S. flavofungini torzseink azonosak és a S. albidoflavus
csoportba tartoznak, Southern hibridizacidval vizsgéltuk a C faktor gén meglétét a S.
albidoflavus ~ csoport fajaiban (9. dbra). A kiilonb6zd torzsekbdl szdrmazé
kromoszomalis DNS-t Sacll enzimmel emésztettiik, probaként a gén 860 bp hosszusagu
EcoRV-Sall fragmentjét hasznaltuk (Birk6 €s mtsai, 1999). Négy vizsgalt torzs koziil
héromban (S. canescens ICSSB 1002", . odorifer ICSSB 10047 és S. sampsonii ICSSB
1011") megtaldlhaté a gén. Egyediil a S. albidoflavus Rossi Doria 1891 térzsben nincs
meg a C faktor gén, amely torzs relative tavoli rokona a csoport tagjainak (Ferguson és

mtsai, 1997).

2,3 kb—
2,0 kb—

a) b)

9. abra A C faktor gén azonositisa a Streptomyces albidoflavus csoportba tartozo

torzsekben. a) Streptomyces torzsek Sacll enzimmel emésztett kromoszémalis DNS-e
1%-o0s agardz gélen; b) Southern hibridizacié eredménye

A: Hindlll enzimmel emésztett A fag DNS; 1. S. albus, 2. S. griseus 45H, 3. S.
flavofungini, 4. S. canescens ICSSB 1002%, 5. S. odorifer ICSSB 1004", 6. S.
albidoflavus Rossi Doria 1891, 7. S. sampsonii ICSSB 1011,

Eredményeink alapjan valdszintsitjiik, hogy a C faktort termeld torzs azonos az
ugyanabban az idészakban, ugyanabban a laboratériumban tanulményozott flavofungint
termeld S. flavofungini torzzsel (Uri és Békési, 1958), melyet véletlen laboratériumi
kontamindci6ként izoldltak. A 16S rRNS génszekvencia-analizis és a Southern
hibridizacié eredményei alapjan a torzsek a S. albidoflavus csoportba tartoznak, ezért a

C faktort termeld torzs elnevezését S. albidoflavus 45H-ra javasoltuk megvaltoztatni.
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4.2. A C faktort nem termelé mutans létrehozasa és fenotipusos

vizsgalata

Ebben a kisérletben arra kerestiik a valaszt, hogy a C faktor az életciklus mely
1épéseit szabdlyozza a S. griseus 45H torzsben. Ennek vizsgalatdhoz létre kellett
hoznunk a toérzs C faktort nem termeld mutdnsit, melynek fenotipusdbol kovetkeztetni
tudunk a fehérje differencidléoddsban betoltott szerepére. In vitro kisérletsorozatban
terveztik a C faktor gén inzercids inaktivaldsat, melynek sordn egy antibiotikum
rezisztenciat kédolé génkazettit épitiink be a C faktor génbe egy restrikcids enzim
egyedi hasitéhelyére, majd egy olyan vektort hozunk létre, amely csak akkor marad
fenn, ha homol6g mdédon integralédik a genomba és igy az inaktiv gén kettOs crossing
overrel a kromoszémélis képia helyére keriil. A gén megszakitisdhoz a pSGF4 (Birko
és mtsai, 1999) és pHP45Qaac (Blondelet-Rouault és mtsai, 1997) plazmidokbdl
indultunk ki. A génmegszakitas és az inaktivalt gént tartalmazé plazmid szelektalasa E.
coliban tortént, majd ezt a plazmidot transzformaltuk a S. griseus 45H torzsbe.

A C faktor gén, melynek koédolo régidjaban az 1765-1770 nt szekvencidnal
taldlhat6 egy egyedi Smal enzim hasitohely CCCGGG szekvencidval (Birkd, 1999), egy
2100 bp nagysagu fragmentumon van klénozva a pSGF4 plazmidba (10. 4bra).

tsr

‘}&Kpnl

Kpnl

E. coli origo

Str. origo
ori puc19 pSGF4

8000 bp ori SCP2

Hindlll, Sall, Xbal/MCS="T

MCS/EcoRl, Sacl, Kpnl

10. abra A pSGF4 plazmid térképe
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A pHP45Qaac plazmidba egy aminogliikozid-3-acetiltranszferdz IV enzimet
(aacC4) k6dol6 génkazetta (11. dbra) van klénozva, mely Smal enzimmel kivdghato, és

igy beépithetd a C faktor génben 1év6 Smal enzim hasitéhelyre.

Pvul 621
Pstl 747

aac
pHP45Qaac
1773 bp 4110 bp

BstEIl 2879

Sacl 2850

Hindlll 2353
BamHI 2332
Smal 2327
EcoRI 2322

Clal 2297
Hindlll 2291

11. abra A pHP45Qaac plazmid térképe

Mindkét plazmidot Smal enzimmel emésztettiik, igy a pSGF4 plazmidbdl egy
8000 bp-os linedris fragmentet, a pHP45Qaac plazmidbdl pedig egy 1773 bp-os és egy
2337 bp-os fragmentet kaptunk (12. abra), melyek koziill a kisebbik fragment
tartalmazta az aacC4-génkazettit. A megfeleld fragmenteket 1%-os agaréz gélbol

izolaltuk.
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10000 bp —
8000 bp —

2000 bp—
1500 bp—

12. abra Smal enzimmel emésztett pSGF4 és pHP45Qaac plazmidok 1%-os agardz
gélen.

M - GeneRuler™ 1 kb DNS molekulastily marker (Fermentas); 1. pSGF4 plazmid 8000
bp nagysdgu linedris fragment; 2. pHP45Qaac plazmid 1773 bp és 2337 bp nagysagi

fragmentek

A gélbdl izolalt két fragment ligdldsdval jott 1étre a 9773 bp méretli pSB50
plazmid (13. dbra). A pSB50 plazmid tartalmazza az aacC4 génkazettaval megszakitott
C faktor gént, valamint E. coli és Streptomyces replikdciés origéval (oripUC19 és

oriSCP2) is rendelkezik.

bla

Kpnl
F 200 bp

7473 bp Ko

E. coli origo

ori pUC19 ™A St g0
Hindlll, Sall, Xbal/MCS ori SCP2
tt
oy pSB50
facC3’
9773 bp = 2100 bp

Smal

= MCS/EcoRlI, Sacl, Kpnl

\ \ facC &’

Smal /

13. abra A pSB50 plazmid térképe
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A pSB50 plazmidot E. coli Topl0 torzsbe transzforméltuk. Mivel az aacC4 egy
aminogliikozid-3-acetiltranszferdz IV enzimet kodol, ami apramycin (Apr), gentamycin
(Gm), és geneticin (Gn) rezisztencidt eredményez, a transzformansokat 100 pgml”
ampicillin (Amp) és 20 pgml’ gentamycin (Gm) tartalmi agaros LB téptalajon
szelektaltuk. Az Amp® Gm" telepekbél plazmidot izolaltunk, majd a plazmid

szerkezetét restrikcids emésztéssel ellenoriztiik (14. dbra).

M 1

10000 bp— &
8000 bp—

2000 bp—
1500 bp—

[ ——
R ——
R
e
e
P —
——

14. abra Smal enzimmel emésztett pSB50 plazmid 1%-o0s agar6z gélen.

M - GeneRuler™ 1 kb DNS molekulasily marker (Fermentas); 1. pSB50 plazmid 1773
bp és 8000 bp nagysdgu fragmentek

A S. griseus 45H torzsben tervezett homolog rekombinédciéhoz olyan plazmidra
van sziikség, amely ebben a térzsben nem képes replikdlédni, ezért a pSB50 plazmidbdl
el kellett tavolitani az oriSCP2 régiot. Ehhez a pSB50 plazmidot Kpnl enzimmel
emésztettiik, amelynek eredményeképpen harom fragmentet - 200 bp, 2100 bp, 7473 bp
- kaptunk (15. dbra). Az oriSCP2 replikacios origd a 2100 bp-os fragmenten, mig az
aacC4 génkazettaval megszakitott C faktor gén a 7473 bp-os fragmenten taldlhatd. Ez

utobbi fragmentet izolaltuk a gélbdl, majd cirkularizaltuk.
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10000 bp—
8000 bp—

2000 bp—
1500 bp—>

15. abra A pSB50 plazmid Smal és Kpnl enzimekkel emésztve 1%-os agardz gélen.

M - GeneRuler™ 1 kb DNS molekulastily marker (Fermentas); 1. pSB50 plazmid 1773
bp és 8000 bp nagysdgi Smal fragmentek; 2. pSB50 plazmid 2110 bp és 7473 bp
nagysdgd Kpnl fragmentek

A 7473 bp-os Kpnl fragment cirkularizacidjaval jott 1étre a pSBS51 plazmid (16.
abra), amely Streptomycesben nem képes replikdlédni és csak akkor marad fenn, ha

homolég médon integralddik a genomba.

o MCS/EcoRl, Sacl, Kpnl

pSB51
7473 bp

E. coli origo __y»
ori puC19

Hindlll, Sall, Xbal/MCS -

aac

16. abra A pSB51 plazmid térképe
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A pSB51 jeli plazmidot E. coli 12567 Dam Dcm Hsd metildciéban muténs
torzsbe transzformaltuk. Ez a torzs a megfeleld enzimek hidanydban nem képes a pSB51
plazmid metilacidjdra, igy a Streptomyces torzsben 1év0 metilspecifikus restrikcios
enzimek nem bontjdk le az idegen DNS-t. Ezzel nagyobb transzformacids hatasfokot
érhetiink el, amit figyelembe kell venni a nehezen transzformalhaté Streptomyces
torzsek esetében. A transzformdnsokat 100 pugml' ampicillin (Amp) és 20 pgml”
gentamycin (Gm) tartalmu agaros LB téptalajon szelektdltuk. Az Amp® Gm"® telepekbél
plazmidot izoldltunk, majd a plazmid szerkezetét restrikcids emésztéssel ellenOriztiik

(17. abra).

M 1

10000 bp—
8000 bp—

2000 bp—
1500 bp—>

17. abra A pSB51 plazmid Kpnl enzimmel emésztve 1%-os agar6z gélen.
M - GeneRuler™ 1 kb DNS molekulasiily marker (Fermentas); 1. pSB51 plazmid 7473

bp nagysagu linedris fragment

A pSB51 plazmid alkalmas a genomi gén helyettesitésére a S. griseus 45H
torzsben, mivel tartalmazza az aacC4 génkazettival megszakitott C faktor gént,
Streptomyces replikacios origé hidnydban 6nall6 replikacidra nem képes, igy csak akkor
marad fenn, ha homolég moddon integralédik a genomba. A pSB51 plazmidot
transzforméltuk a S. griseus 45H torzsbe. Az elsd crossing over eredményeként egy
komplex DNS (un. kointegrat) alakul ki, mely mind a plazmid, mind a kromoszémalis
DNS elemeit tartalmazza. Azok a telepek, melyekben ez a folyamat lezajlott, mind
thiostreptonra, mind pedig apramycinre rezisztensek (Thio“Apr") lesznek, mivel a
komplex DNS mindkét rezisztencia-markert tartalmazza. Ennek megfelelden a
transzformédnsokat tartalmaz6 RS lemezeket a transzformdldst kovetd napon
thiostreptonnal feliilrétegeztilk, majd a thiostreptonra rezisztens (Thio®) telepeket

atvittik 50 pgml™” apramycin tartalmd R5-tdptalajra, hogy igy szelektdljuk a mindkét
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antibiotikumra rezisztens (Thio®Apr®) telepeket, melyekkel tovabb dolgoztunk. Egy
rovid ideig (egy-két generdcion keresztiil) novesztettiik a telepeket az Apr tartalmd RS
tdptalajon, amely id6 elegendd arra, hogy - kis gyakorisdggal - bekovetkezzen a
madsodik crossing over, aminek eredményeképpen a genomidlis gén helyére keriil a
megszakitott gén a kromoszéma megfeleld, homoldg régidjdba. Ha ez megtorténik, a
transzformédnsok elvesztik Thio rezisztencidjukat, de Apr-re rezisztensek maradnak
(Thio®Apr®) és a C faktor gént inaktiv formaban tartalmazzik. A genomi gén

helyettesitésének menete a 18. dbrdn kovethetd nyomon:

Streptomyces griseus
chromosome

Thio® r"'.prR

18. abra A genomi gén helyettesitésének menete
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Azt vértuk, hogy a kettds crossing over eredményeképpen a S. griseus 45H
torzsben a differencialodas valamely stddiuma zavart szenved. A pSB51 plazmid
transzformdldsa utdn kapott Thio°Apr® telepek fenotipusa varakozdsunknak
megfelelden alakult, a kopasz telepek sem 1égmicéliumot, sem spdrdt nem képeztek (19.

abra). A bald muténst S. griseus 45H-B torzsnek neveztiik el.

a) b)
19. abra A pSBS51 plazmid transzformaldsanak eredménye. a) S. griseus 45H vad

fenotipus, mely a miikodé C faktor gén kovetkeztében légmicélimot és spoérdkat is
képez; b) S. griseus 45H-B bald fenotipus, mely a C faktor termelés hidnydban sem

légmicéliumot, sem sporat nem képez

Ezt kovetden megvizsgiltuk, hogy a bald mutiansokban valéban megtortént-e a
kettds crossing over és a kopasz fenotipus ennek eredményképpen jott 1étre. Ennek
igazolasdra Southern hibridizaciét terveztiink. Mindkét torzs kromoszomadlis DNS-ét
Sacll enzimmel emésztettiik, probaként a gén 860 bp hosszisédgu, radioaktiv foszforral
[(«’*-P)dCTP] jelolt EcoRV-Sall fragmentjét hasznaltuk (Birké és mtsai, 1999). A
proba hibridizdcidja a kromoszémadlis DNS homoldg régidjahoz a S. griseus 45H torzs

esetén tortént meg, a S. griseus 45H-B torzs esetén nem (20. dbra).
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2,3 kb—
2.0 kb—

a) b)
20. abra A Southern hibridizacié eredménye a S. griseus 45H és S. griseus 45H-B

torzsekben. a) Streptomyces torzsek Sacll enzimmel emésztett kromoszémalis DNS-e
1%-o0s agar6z gélen; b) Southern hibridizacié eredménye

A: Hindlll enzimmel emésztett A fag DNS; 1. S. griseus 45H, 2. S. griseus 45H-B

A Southern hibridizdciét megismételtiik tobb, kiillonboz6 transzforméciébol
szdrmazd, egymadstdl fiiggetleniil felszedett kopasz telepbdl izoldlt kromoszémalis
DNS-sel is és ugyanezt az eredményt kaptuk. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy nem az
altalunk tervezett génmegszakitds és homoldg rekombinéci6 tortént, hanem a gén egy
jelentds része delécidra keriilt és a bald fenotipus ennek eredménye. Feltételezve, hogy
a kettds crossing over sordn a Smal enzim hasitéhelytdl (1765 bp) upstream irdnyban
levé C faktor génrész keriilt delécidra, akkor olyan kisméretli (25 bp) DNS szakasz
maradt meg a probaval (860 bp hosszusagu, radioaktiv foszforral [(«**-P)dCTP] jelolt
EcoRV-Sall fragment) homoldg részbdl, hogy azt a Southern hibridizdcié nem
detektdlja (21. dbra). A megmaradt rész viszont tartalmazza az aacC4 génkazettit, ami

biztositja a kopasz telepek Apr rezisztencidjat.
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Sacll (1) Apal (447)  EcoRV (930) Sail (1790) Apal (2572) Sacll (2811)

| ‘ C faktor gén ‘ | ‘
1 |
GTg(1oo7)  Smal (1769) 1Gp' (1978)
2 [(o%2-P)dCTP] jeldlt proba (860 bp)
C faktor gén
3
: aacC4 génkazetta (1773 bp)
a)
Apal (447)  EcoRV (930) Smal (1765) Smal (3538) Apal (4345)
Aprrezisztencia Sall (3563)
+—>
1 -
GTG (1007) aacC4 génkazetta (1773 bp) TGA3751)
2 [(c®2-P)dCTP] jel6lt proba
b)

21. abra A C faktor gén deléci6éjanak modellezése

a) A C faktor gén elhelyezkedése a kromoszoman (1) , valamint a Southern hibridizacié
sordn prébaként hasznélt 860 bp hosszisdgu, radioaktiv foszforral [(o’*-P)dCTP] jelolt
EcoRV-Sall fragment (2) és a génmegszakitds (3) helye. A k6dold régié6 GTG start
kodonnal (1007. nukleotid) indul és egy TGA stop kodonig (1978. nukleotid) terjed.

b) Az aacC4 génkazettival megszakitott C faktor gén elhelyezkedése a pSBS51
plazmidon (1) és a Southern hibriddzié sordn prébaként haszndlt 860 bp hosszusagu,

radioaktiv foszforral [(o**-P)dCTP] jeldlt EcoRV-Sall fragment (2) helye.

A C faktor képes komplementélni a bald mutéciét olyan Streptomyces torzsekben,
melyekben nincs C faktorral homolég gén (Birkd és mtsai, 1999), ezért pSGF4
plazmidon klénozva transzformaltuk a gént a S. griseus 45SH-B bald mutansba, melynek

eredményeként mind a 1égmicéliumképzés, mind a sporuléacié helyredllt (22. 4dbra).

22. abra A pSGF4 plazmiddal transzformalt S. griseus 45H-B torzs fenotipusa
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4.3. C faktor fehérjével homolog fehérjék keresése adatbazisokban

A C faktor esetében nem ismert, hogy mely reguldciés kaszkad tagja, ezért
adatbizisokban homoldg géneket illetve fehérjéket kerestiink, amelyek funkcidjdbol
esetleg kovetkeztethetiink a C faktor hatdismechanizmusara. A C faktor gén klénozasa
és szekvendlasa idépontjdban a Bacillus subtilis TagC fehérjéje volt az egyetlen ismert
homoldg (29%), melynek funkciéja a DNS karosoddssal indukédlhaté DNS javitashoz
kotdédik (Mauél és mtsai, 1994); az utébbi években azonban tobb Streptomyces torzs
genomjanak szekvendldsa is befejez6dott. 19 hozzaférhetd, annotélt vagy részlegesen
annotdlt Streptomyces genom koziil csak a S. albus J1074 (98% szekvencia azonossig
aminosav szinten), S. scabies 87.22 (52%), S. ambofaciens (51%), S. clavuligerus
(35%) és Streptomyces sp. Mgl (27%) torzsekben fordul eld, mig a S. coelicolor A3(2),
S. avermitilis MA-4680 és S. griseus IFO 13350 torzsben nem (23. dbra). 70 tovabbi
hozzaférhetd, részben vagy teljesen annotdlt Actinomycetes genombdl (30 nemzetség,
56 faj) C faktor homolégot mindossze kettOben taldltunk: Thermomonospora curvata

(52%) és Stackebrandtia nassauensis hirom (37%, 35% és 26%) homolédggal.

Sor- UNIPROT A fehérje neve és a Hossz | Azonossag | Hasonlosag
Szam azonosito termeld torzs (aa) % %

C faktor, Streptomyces griseus

(Streptomyces albidoflavus) 324 100 100

1 Q9Z4K0_STRGR

Teichoinsav bioszintézis
2 ZP 04703994 fehérje C, Streptomyces albus 336 98 98
J1074

Teichoinsav bioszintézis
3 A4FHG8_SACEN | fehérjeC, Saccharopolyspora 332 54 68
erythraea NRRL 23338

Feltételezett C faktor,
4 A3KIF3_STRAM Streptomyces ambofaciens 346 51 66
ATCC 23877

C faktor-szer fehérje,

Streptomyces scabies 325 >2 65

5 nem annotalt

Teichoinsav bioszintézis
6 B5GVY5_STRCL fehérje C, Streptomyces 340 35 50
clavuligerus ATCC 27064

Teichoinsav bioszintézis
7 B4V276_9ACTO fehérje C, 331 27 41
Streptomyces sp. Mgl

23. abra Streptomycesekben azonositott C faktor homol6gok
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Talaltunk C faktor homoldégokat alacsony G+C tartalmi Gram-pozitiv
baktériumokban, féleg Staphylococcus aureus torzsekben, Lactobacillus fajokban és
ezek fagjaiban, ahol a homoldgok egy nagyobb fehérje egyik doménjét alkotjak.

A bakteridlis homolégok mellett taldltunk C faktor homoldgokat patogén fonalas
gombdkban is (24. dbra). Az Aspergillus fumigatus és Neosartorya fisherii torzsekben
2-2, kismértékben eltérd, s valdsziniileg fiiggetleniil felvett gén taldlhat6. A C faktor
homolégok tobbszords eldforduldsa a Lactobacillus fajokban is jellemz0, azonban az itt
taldlhaté C faktor homolégok azonossdgdnak mértéke eltérd, s teljesen azonos nincs
koztik.  Megtaldlhatd még tobbek kozott Chaetomium globosum, Penicillium
chrysogenum és A. terreus torzsekben is. Nincs ugyanakkor C faktor gén a részletesen
tanulmanyozott Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, A. nidulans,
A. niger és Neurospora crassa torzsekben. A gomba fehérjék (6sszesen 15 fehérje)
altalaban jobban hasonlitanak az Actinomycetes-fonalas gomba csoport tagjaihoz, mint a

bakterialis és fag fehérjékhez.

Sor- UNIPROT A fehérje neve és a Hossz | Azonossag | Hasonlosag
szam azonosito termeld torzs aa % %
C faktor-szert extracellularis
1 Q4WZ07_ASPFU szignélfehérje 315 56 70
Aspergillus fumigatus
C faktor-szerl extracellularis
2 BOXZT7_ASPFC szignélfehérje 315 56 70
Aspergillus fumigatus
3 | AID5S9_NEOFI Feltételezett fehérje 315 56 70
Neosartorya fischeri
4 | Q2GNHS_CHAGB Feltételezett fehérje 321 57 69
Chaetomium globosum
C faktor-szerti extracelluléris
5 Q4WDTO_ASPFU szignélfehérje 310 50 63
Aspergillus fumigatus
C faktor-szerti extracelluléris
6 BOY182_ASPFC szignélfehérje 310 50 63
Aspergillus fumigatus
7 | AIDOU9_NEOFI Feltetelezett fehérje 310 50 63
Neosartorya fischeri
8 | B6HVZO_PENCW Pc22¢15320 fehérje 312 48 61
Penicillium chrysogenum
9 | QOCRZ8_ASPTN Feltételezett fehérje 128 58 71
Aspergillus terreus

24. abra Fonalas gombdkban taldlt homolégok (csak a legjellemzébbek keriiltek

feltiintetésre)
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4.4. A necl nekrozis faktor gén jelenlétének vizsgalata a C faktort

termelo torzsben

A C faktorral homolég géneket, illetve fehérjéket keresve a gén homoldgjat
megtaldltuk a Streptomycesek kozott ritkdnak szamité novényi korokozodban, a S.
scabiesben, valamint tobb patogén fonalas gombdban és fagban is. S. scabiesben a
fertozés kialakitisdban fontos szerepet jatszik a patogenitdsi szigeten (PAI)
elhelyezkedd necl gén terméke a Necl nekrézis faktor. Mivel a necl gén delécidja a
fertdzoképesség megsziinésével jar (Joshi és mtsai, 2007) ugyanakkor nem-patogén S.
lividans torzsbe klonozva, azt patogénné transzformdlta (Bukhalid és Loria, 1997),
megnéztiik, hogy a gén jelen van-e az aldbbi torzsekben: S. griseus 45H, S. griseus
45H-B, S. griseus 52-1 és S. europaeiscabiei CFBP4501. A necl gén kimutatasara PCR
reakciot terveztiink, melyben a gén detektdldsara kordbban leirt (Bukhalid és mtsai,
1998) paramétereket és primer part [Nf (forward) 5-
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA-3’ és Nr (reverse) 5’-
GCAGGTCGTCACGAA GGATCG-3’] alkalmaztuk.

A S. europaeiscabiei CFBP4501 torzs esetében amplifikdlodott a vart kb. 718 bp
nagysagu fragment, de a tobbi torzs esetében nem (25a. dbra). A PCR reakciot kétszer
megismételtiik, de ugyanezt az eredményt kaptuk. Ismeretes, hogy baktériumokban a
PAI széleskorlien elterjedt, s hogy a kiillonbozd patogén torzsekben nagy fokban
konzervalt (Ritter és mtsai, 1995; Hacker €s Carniel, 2001), mégis feltételeztiik, hogy a
filogenetikailag tdvolabbi S. griseus 45H torzsben a necl szekvencia divergencidja lehet
a negativ eredmény magyardzata. Ezért a nec! gén jelenlétét megvizsgaltuk Southern
hibridizacidval is. A S. europaeiscabiei CFBP4501 torzsben kapott PCR fragmentumot
gé1bal izolaltuk, digoxigeninnel jeloltiik (Roche DIG DNA labeling and detection Kkit),
€s ezt haszndltuk probaként a Southern hibridizdciéban (25b. dbra).

Ezzel a modszerrel sikeriilt a gén jelenlétét kimutatni a S. europaeiscabiei
CFBP4501 torzs mellett a S. griseus 45H és S. griseus 45H-B torzsekben, de a S.
griseus 52-1 torzsben nem. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a PAI, de legaldbbis
annak egy része, megtaldlhaté a S. griseus 45H torzsben, ugyanakkor a C faktor gén

delécidja (14sd 4.2. fejezet) ezt a régidt nem érintette.
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a) b)

25. abra A necl gén jelenlétének vizsgalata

a) A necl PCR reakci6 eredménye a vizsgélt torzsekben. M - 100 bp DNS molekulastly
marker (Promega); 1. S. griseus 45H; 2. S. griseus 45H-B; 3. S. europaeiscabiei
CFBP4501; 4. S. griseus 52-1.

b) Southern hibridizacié eredménye a vizsgalt torzsekben; 1. A PCR amplifikalt S.
europaeiescabiei fragmentum, mint pozitiv kontroll. 2. S. griseus 45H kromoszomalis
DNS, Sacll emésztés; 3. S. griseus 45H-B kromoszémaélis DNS, Sacll emésztés; 4. S.

europaeiescabiei CFBP4501 kromoszémalis DNS, Pstl emésztés.
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4.5. Az extracellularis észteraz enzimaktivitas vizsgalata a C faktort

termelo torzsben

A S. scabies fertdzoképességét tobb virulencia faktor koordinalt egyiittmiikodése
biztositja, ezért vizsgaltuk, hogy a S. griseus 45H torzsben termelddik-e cinkkel
aktivdlhaté hdstabil extracellularis észterdz. Mivel az enzim génje el6tt 1évé 23 bp
nagysagu fehérjekotohelyrdl megéllapitottuk, hogy nagymértékben azonos az AdpA
konszenzus kotohellyel, a C faktor pedig szerepet jatszik tobb, az A-faktor regulonba
tartoz6 extracelluldris enzim szabdlyozdsdban, négy Streptomyces torzset - S. griseus
45H, S. griseus 45H-B, S. griseus 52-1, S. europaeiscabiei CFBP4501 - 6sszehasonlitva
vizsgaltuk, hogy van-e Osszefiiggés a C faktor termelés és az enzimaktivitds kozott. Az
enzimaktivitdst az "Anyag és moddszer" fejezet 3.3.8. szakaszdban leirt moddszer
(McQueen és Schottel, 1987) szerint mértiik és az aldbbi eredményeket kaptuk (26.

abra):
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Streptomyces torzsek

26. abra A vizsgalt Streptomyces torzsek extracelluldris észterdz aktivitdsanak
vizsgélata. A torzseket parhuzamosan tenyésztettiik 2 uM cinket tartalmazé illetve
cinkmentes tdptalajon. A hdstabil észterdz aktivitds mérése elott a mintdkat hokezeltiik
(60 °C, 10 perc). A PNB hidrolizisét spektrofotométerrel mértiik. A diagramon a

szorastartomanyok is feltiintetésre keriiltek.
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Az észterdz aktivitds vizsgdlata sordn eldszOr az egyes torzsek teljes
extracelluldris észterdz aktivitdsat mértilk, majd ezt kovetden mértiik a hdstabil és
cinkkel indukdlhaté észterdz aktivitast. Az észterdz aktivitds a S. europaeiscabiei
CFBP4501 és S. griseus 45H torzsekben magas, illetve kozepes mértékii volt, mely
mindkét torzsben hdstabilnak bizonyult €s cinkkel indukalhat6 volt. A S. griseus 45H-B
torzs esetében alacsony, kevéssé hdstabil és cinkkel kisebb mértékben indukalhat6
enzimaktivitdst mértiink. A S. griseus 45H torzs teljes észterdz aktivitdsa jelentésen
nagyobb volt, mint a S. griseus 45H-B torzs észteraz aktivitdsa, azonban a mutans torzs
esetében valamivel kisebb mértékben csokkent az aktivitds a hokezelést kovetden. A S.
griseus 52-1 torzs esetében nagyon alacsony, hdre inaktivdlédé és cinkkel nem
indukdlhat6 enzimaktivitdst mértiink. A mért kiilonbségek szignifikdnsak voltak
(p=0,05), ezért valdészini, hogy a S. griseus 45H torzs termel egy, a S. scabiesre
jellemzé  hdstabil, cinkkel indukdlhaté extracelluldris észterdzt, melynek
szabdlyozdsaban a C faktor szerepet jatszik. Mivel a C faktor null mutdnsban nem sziint
meg a cinkkel indukdlhaté hdstabil észterdz aktivitas, feltételezziik, hogy a C faktor gén
delécidja az észterdz gént nem érintette, azonban a C faktor fehérje hidnya az észterdz

gén expresszidjara hatdssal van.
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4.6. A C faktort termel6 torzs vizsgalata novényi korokozoként

A virulencia faktorok vizsgélatat kovetden teszteltik a S. griseus 45H torzs
fertozoképességét, Osszehasonlitva a S. griseus 45H-B, S. griseus 52-1, S.
europaeiscabiei CFBP4501 fertdzoképességével. A S. scabies okozza a burgonya
(Solanum tuberosum L.) kozOnséges - un. "sugdrgombds" - varasoddsit, ezért a
fertozOképességet hdrom kiilonbozd, szabadfoldi termesztésben is haszndlt
burgonyafajtan teszteltikk, melyek az Eurdpai Burgonyafajtdk Adatbazisdbol (The
European Cultivated Potato Database; http://www.europotato.org) elérhetd informéaciok
alapjdn eltérd érzékenységgel rendelkeznek a fertézéssel szemben: a Cleopatra
nagymértékben, a Desiree kozepesen érzékeny, a Rebeka pedig rezisztens a fertdzésre.

A tesztben a burgonyafajtak in vitro tenyésztett mikrogumdit hasznaltuk (27. dbra).

27. abra Burgonya mikrogumok 17 hetes in vitro tenyésztést kovetéen (Desiree fajta)

A mikrogumék alkalmazdsidnak elénye a szabadfoldi termesztésben hasznélt
normdl gumodkhoz képest, hogy a steril és ellenOrzott tenyésztési koriilményeknek
koszonhetden korokozo-mentesek, hosszd ideig tarolhatdk, konnyen szallithatok,
valamint az in vitro koriilmények koziil kikeriilve (pl. iiveghdzi kiiiltetés sordn) az 4j
kornyezeti feltételekhez konnyen alkalmazkodnak. A mikrogumdékat elsésorban
virusmentes szaporitéanyag eldallitdsahoz hasznaljéak fel.

A burgonya mikrogumékon megjelent tiinetek alapjan o6t betegségfokozatot

kiilonboztettiink meg (28. dbra) és ezek alapjan betegségindexet (Bi) szdmoltunk.
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28. abra A mikrogumoékon megjelent tiinetek alapjan elkiilonitett betegségfokozatok.

a) tiinetmentes (0 pont); b) fehér foltok, telepek a lenticelldk koriil (1 pont); ¢) barna
foltok, kezd6dd varasodds a lenticelldk koriil (2 pont); d) kiterjedt varasodas az egész

gumo feliiletén (3 pont); e) kiterjedt varasodds, rothadas (4 pont).

A vizsgalt torzsekre €s a vizsgélt burgonyafajtiakra jellemz6 betegségindexet (Bi)
a mikrogumoékon megjelent tiinetek alapjan szamoltuk ki. A betegségindex (Bi) alapjan
a vizsgalt Streptomyces torzseket az aldbbi csoportokba soroltuk: a) nem fert6z6képes
(Bi<l), b) mérsékelten fertdzoképes (1<Bi<2), c¢) nagymértékben fertézéképes (Bi>2).
Az atlagos Bi alapjan a legfert6zdképesebb a S. europaeiscabiei (Bi=2,53), mérsékelten
fertdzoképes a S. griseus 45H (Bi=1,87) és a S. griseus 45H-B (Bi=1,33), a S. griseus
52-1 (Bi=0,9) pedig nem fert6zOképes. A S. europaeiscabiei mindegyik burgonyafajta
esetében okozott kiterjedt varasoddst, mig a S. griseus 52-1 egyik esetben sem. A S.
griseus 45H nagyfoku varasodast okozott a Cleopatra, és kdzepes mértékiit a Desiree és
Rebeka esetében. A S. griseus 45H-B a Cleopatra és Desiree esetében kozepes

varasodast okozott, mig a Rebeka esetében nem okozott megbetegedést (29. dbra).

OCleopatra BDesiree DRebeka‘
4.0 q

3.5 +
3.0
2.5 +
2.0
1.5 A
1.0 -
0.5
0,0 +

Betegségindex (Bi)

S. europaeigcabiel S. grigeus 45H S. griseus 45H-B S. grigeus 52-1

Streptomyces torzsek

29. abra A vizsgalt Streptomyces torzsek fertézoképességének dsszehasonlitasa
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A betegségindex (Bi) alapjan a vizsgélt burgonyafajtdkat az aldbbi csoportokba
soroltuk: a) fertdzésnek ellendllé (Bi<1), b) fertdzésre mérsékelten érzékeny (1<Bi<2),
c) fertézésre nagymértékben fogékony (Bi>2). Az atlagos Bi alapjan a burgonyafajtdk
kozott kiilonbség volt a fertdzésre valo fogékonysagban, ugyanis a legérzékenyebbnek a
Cleopatra (Bi=2,3), mig a legkevésbé érzékenynek a Rebeka bizonyult (Bi=1,1), a
Desiree pedig a kettd kozott volt (Bi=1,6) és mindkett6tdl szignifikdnsan eltért (30.
abra). Ez az eredmény megegyezik az Eurépai Burgonyafajtdk Adatbazisiaban a

burgonyafajtak érzékenységére vonatkozé adatokkal.

‘ OS. enropaeiscabiei  BS. griseus45H  OS. griseus45H-B OS. griseus 52-1
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~ 3.5 A
g 30 4
£ 251
5 2.0 4
-5
g 1.5 A
g 1,0
= i
0.5 -
0.0 T T 1
Rebeka Desiree Cleopatra
Burgonya fajtik

30. abra A vizsgalt burgonyafajtik érzékenysége a Streptomyces fertézéssel szemben

Valészind, hogy a S. griseus 45H (Bi=1,87) és S. griseus 45H-B (Bi=1,33) torzsek
fertozoképessége kozotti kiillonbség Osszefiiggésben van a C faktor gén delécidjaval,
aminek kovetkeztében a patogenitdsban szerepet jatsz6 extracellularis észterdz szintje is

csokkent a null mutansban.
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5. MEGBESZELES

A genetika egyik alapvet6 feladata annak tanulmdnyozdsa, hogy az egyedfejlodés
kiilonbozé szakaszaiban kialakuld struktirdk és funkcidk milyen szabélyozé
mechanizmusok kolcsonhatdsa kovetkeztében jonnek létre. A Streptomycesek bar
egyszerli, prokaridta szervezetek, de komplex novekedési és differencialodési
folyamataik, illetve extracelluldris szabdlyozé mechanizmusaik révén kivalé modelljei a
sejtdifferencidlédds tanulmanyozasanak. A Streptomycesek vizsgélatat az is indokolja,
hogy komplex életciklusuk nagyszdmu szekunder metabolit (pl. antibiotikumok, ipari
enzimek) termelésével jar egyiitt. A differencidlédas és a szekunder metabolit termelés
szabdlyozdsaban, valamint a sejtek kozotti kommunikédcidban a véltozatos szerkezetli

un. pleiotrép hatdsu autoreguldtorok jatszanak fontos szerepet.

Munkam sordn az aldbbiakat tliztem ki célul:
1. A S. griseus 45H torzs eredetének és taxondmiai besoroldsdnak tisztizdsa 16S
riboszomalis RNS génszekvencia analizis és Southern hibridizacié segitségével.
2. AS. griseus 45H torzs C faktort nem termelé mutdnsdnak létrehozdsa, melynek
fenotipusdbol kovetkeztetni tudunk a fehérje differencidlédédsban betoltott szerepére.
3. Adatbazisokban C faktorral homoldg gének illetve fehérjék keresése, amelynek
eredményébdl esetleg kovetkeztethetiink a C faktor hatdsmechanizmusara.
4. A C faktor homol6gja megtaldlhaté a novényi kérokozdoként ismert S. scabiesben,
melynek fertozOképességét tobb virulencia faktor egyiittes miikodése biztositja, ezért
annak kideritése, hogy megtaldlhat6-e a S. griseus 45H torzsben a Necl nekrozis faktor
génje, illetve termelddik-e a kizdrdlag patogén S. scabies torzsekre jellemzd és a
novényi sejtfal degradacidjdban szerepet jatszd hdstabil extracelluldris észterdz.
Kiilonboz6d Streptomyces torzseket - koztik a S. griseus 45H torzs differencidlodési
mutdnsat - vizsgdlva arra is szerettiink volna vélaszt kapni, hogy a virulencia faktorok,
kiilonosen az extracelluldris észterdz, dllhatnak-e a C faktor reguldcidja alatt.
5. A virulencia faktorok vizsgédlatit kovetéen a S. griseus 45H torzs
fertdzoképességének tesztelése burgonya mikrogumoékon 6sszehasonlitva azon torzsek

fertdzoképességével, melyekben vizsgéltuk a virulencia faktorok jelenlétét.
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A bakteridlis differencidlodéssal kapcsolatos kutatdsok Tanszékiinkon az 1960-as
években kezdddtek. A S. griseus 45H torzs fermentlevében sikeriilt egy olyan anyagot -
a fehérje természetli C faktort - taldlni, amely egyardnt befolydsolja a morfoldgiai
differencialodast é€s a szekunder metabolit termelést (Szabd és mtsai, 1961; Szabd és
mtsai, 1962). A S. griseus 45H torzsnek szilird és folyékony tdptalajon is
sporaképzéssel végzddo teljes életciklusa van, mig a C faktor hatdsédnak tesztelésére
valasztott S. griseus 52-1 torzs differencidlodasa folyékony tenyészetben elakad, sem
reproduktiv hifdkat, sem spdrat nem képez. Ha a tisztitott fehérjét a S. griseus 52-1 torzs
16 6rasnal nem iddsebb sziirt szgjas folyékony tenyészetéhez adtak, akkor mar 0,5 ng

ml"' koncentriciéban reproduktiv elemek képzédését indukdlta (Birké és mtsai, 1999).

A C faktor kutatdssal kapcsolatos elsd kozlések szerint a C faktort termeld S.
griseus 45H torzset a S. griseus 52-1 torzshoz kapcsolddé mutagenezis program
keretében izolaltak, de a két torzs kozotti rokonsag €s a S. griseus 45H torzs taxondmiai
besoroldsa az eltéré morfoldgiai differencidlédas, az eltérd szénforrds hasznositds €s a
DNS-DNS filterhibridizacié eredménye (Szabd és mtsai, 1960; Szabd és mtsai, 1961,
Fehér és Szabd, 1978) miatt kérdéses volt szamunkra. A C faktor génjének klonozasat
kovetden egyértelmiivé valt, hogy a 45H jelii torzs nem lehet az 52-1 jelt torzs
,leszarmazottja”, mivel Southern hibridizaciéval nem sikeriilt a gént a ,,sziil6i”-nek
tartott torzsben kimutatni (Birko és mtsai, 1999). Tekintettel arra, hogy a S. griseus 45H
torzs izoldlasakor tobbek kozott egy flavofungint termeld S. flavofungini torzzsel is
dolgoztak ugyanabban a laboratériumban és a két torzsnek nagyon hasonlé a restrikcids
mintdzata, felvetédott annak lehetdsége, hogy a S. griseus 45H torzs egy véletlen
laboratériumi  kontaminicié és taxonOmiai besoroldsat tekintve valdjdban S.
flavofungini. A S. griseus 45H torzs eredetének és taxondmiai besoroldsanak kérdését a
fenti harom torzsbdl szarmazé 16S rRNS gén szekvencia dsszehasonlitdsaval kivantuk
tisztazni €s az eredményt Southern hibridizaci6 segitségével terveztiikk megerdsiteni.

A 16S rRNS génszekvencia analizissel kapott eredmények alapjan kijelenthetjiik,
hogy a S. griseus 52-1 torzs valéban S. griseus, ugyanakkor a S. griseus 45H és S.
flavofungini torzsek 16S rRNS génszekvencidi megegyeznek és azonosak a S.
albidoflavus csoport szekvencidival. Southern hibridizaciéval a C faktor gént négy
vizsgalt S. albidoflavus torzs koziil csak haromban sikeriilt detektdlni. Az a torzs,

amelyben nem sikeriilt a C faktor gén kimutatni, relative tavoli rokona a csoport
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tagjainak, ami alapjan valdsziniisithetd a C faktor gén specifikus el6forduldsa a S.
albidoflavus csoportban.

Eredményeink igazoljdk azt a kordbbi feltételezést, hogy a C faktort termeld
torzs nem a S. griseus 52-1 jeld, streptomycint termeld torzs mutdnsa, hanem azonos az
ugyanabban az iddszakban, ugyanabban a laboratériumban tanulményozott flavofungint
termeld S. flavofungini torzzsel (Uri és Békési, 1958), melyet véletlen laboratériumi
kontamindcioként izoldltak. A 16S rRNS génszekvencia analizis és a Southern
hibridizacié eredménye alapjan a C faktort termeld torzs elnevezését S. albidoflavus

45H-ra javasoltuk megvaltoztatni.

A kovetkezd kisérletben arra kerestilk a vélaszt, hogy a C faktor az életciklus
mely 1épéseit szabalyozza a S. griseus 45H torzsben és mennyire esszencidlis a fehérje a
torzs differencidlodasanak szabalyozasaban. Ennek vizsgédlatdhoz 1étre kellett hoznunk a
torzs C faktort nem termelé mutdnsat, melynek fenotipusabdl kovetkeztetni tudunk a
fehérje differencidlédasban betoltott szerepére. In vitro kisérletsorozatban terveztiik a C
faktor gén inzercids inaktivalasit, amihez a pSGF4 (Birké és mitsai, 1999) és
pHP45Qaac (Blondelet-Rouault és mtsai, 1997) plazmidokat haszndltuk. A
génmegszakitds €s az inaktivalt gént tartalmaz6 plazmidok szelektdldsa E. coliban
tortént, majd az igy elddlitott pSB51 plazmidot transzforméltuk a S. griseus 45H
torzsbe. A pSBS51 plazmid tartalmazza az aacC4 génkazettaval megszakitott C faktor
gént és a S. griseus 45H torzsben csak akkor marad fenn, ha homolég rekombinéciéval
integralodik a genomba. Azt vartuk, hogy a kettds crossing over eredményeképpen a S.
griseus 45H torzsben a differencidlédds valamely stddiuma zavart szenved. A pSB51
plazmid transzformdldsa utdn kapott ThioSAer telepek fenotipusa varakozasunknak
megfeleléen alakult, a kopasz (bald) telepek sem légmicéliumot, sem spordt nem
képeztek. Igy fenotipusosan igazolni lattuk, hogy a C faktor gén jelenléte illetve a
fehérje termelddése esszencidlis a differencidlodds szabdlyozdsaban. A bald mutanst S.
griseus 45H-B torzsnek neveztiik el.

Ezutdn kovetkezett annak vizsgdlata, hogy a kapott bald mutidnsok valéban a C
faktor gén inaktiv formdjat tartalmazzdk-e, s a differencidlédasban bekovetkezett zavar
ennek eredménye. Ennek eldontésére Southern hibridizaciét terveztiink. A
hibridizaciéban egy olyan radioaktivan jelolt prébat hasznéltunk, mely a C faktor gén
kodold szekvencidjanak 80%-at lefedi. Az el6hivds utdn egy szdmunkra meglepd

eredményt kaptunk. A jelolt préba hibridizacidja a kromoszomalis DNS megfeleld
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régidjahoz csak a S. griseus 45H torzs esetén tortént meg, a mutdnsbol szarmazé DNS
esetén nem. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy nem az altalunk tervezett génmegszakitds
€s kettOs crossing over tortént, hanem a teljes gén vagy annak egy jelentds része
deléciéra keriilt. A Southern hibridizaciét megismételtiik tobb, kiillonbozd
transzforméciobol  szarmazd, fliggetleniil felszedett kopasz telepbdl izolalt
kromoszémalis DNS-sel is és ugyanezt az eredményt kaptuk. A linedris szerkezetli
Streptomyces kromoszémara jellemzd az instabilitds, gyakran fordulnak eld kiilonb6z6
strukturdlis valtozdsok (spontdn deléciok, rekombinécid, stb.) Ez a strukturdlis
instabilitds kapcsolatban lehet a Streptomycesek evolucidjaval (Chen és mtsai, 2002;
Chater és Chandra, 2006). Deléci6 gyakran fordul eld a kromoszéma termindlis
régidiban. A S. scabiesben illetve S. ambofaciensben talélt C faktorral homol6g gének a
kromoszéma termindlis régidjdban helyezkednek el. Feltételezziik, hogy a C faktor gén
hasonl6an helyezkedik el a S. griseus 45H torzsben €s a transzformécidval indukalddott
a gént hordoz6 kromoszomadarab delécidja.

Ismert, hogy a C faktor képes komplementdlni a bald muticiét olyan
Streptomyces torzsek esetében, melyek nem tartalmaznak C faktorral homolég gént
(Birko és mtsai, 1999), ezért pSGF4 plazmidon klénozva transzformaltuk a gént a S.
griseus 45H-B  bald mutansba és a transzformalds eredményeként mind a
1égmicéliumképzés, mind a sporuldcié helyredllt.

Osszeségében megallapithatjuk, hogy bar a kopasz fenotfpus nem
génmegszakitds, hanem géndeléci eredménye, ez nem befolydsolja azt a tényt, hogy a
C faktor esszencidlis a termeld torzs differencidlédasdnak szabdlyozdsdban és a fehérje

hidnya mind a légmicélium-, mind pedig a spéraképzésre hatdssal van.

A C faktor esetében nem ismert, hogy mely reguldciés kaszkad tagja, ezért
adatbizisokban homoldg géneket illetve fehérjéket kerestiink, amelyek funkcidjdbol
esetleg kovetkeztethetink a C faktor hatdsmechanizmusira. C faktor homolégok
eléforduldsa Streptomycesekben sporadikus, a gén homoldgjat az elérhetd, annotalt
vagy részlegesen annotalt Streptomyces genomok koziil csak néhanyban talaltuk meg. A
sporadikus el6fordulds arra wutal, hogy Streptomycesekben a gén horizontélis
géntranszferrel terjedhetett el. A S. albusban taldlt 98%-os szekvencia azonossdg és az a
tény, hogy S. griseusban nem fordul eld, aldtdmasztja a C faktort termeld torzs
taxonOmiai atsoroldsat, valamint arra enged kovetkeztetni, hogy a C faktor génnek lehet

valamilyen még nem ismert, specifikus funkcidja a S. albidoflavus csoportban.
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Talédltunk még C faktor homolégokat Staphylococcus aureus torzsekben, Lactobacillus
fajokban és ezek figjaiban, valamint tobb fonalas gombdban is, melyek tobbsége
patogén tulajdonsdgokkal rendelkezik.

A C faktor domén szekvencia alapjan megszerkeszthetd az un. filogenetikai fa -
hasonléan, mint azt a 16S rRNS génszekvencidk esetében is tettiik -, amelybdl
levezethetd a C faktor feltételezett evolicidja (Chater és mtsai, 2010). Ebben a
filogenetikai rendszerben a fagokban megtaldlhat6 C faktor homolégok egyméshoz
kozeli csoportokba vannak 6sszerendezve €s ettdl jol elkiiloniilo csoportba tartoznak a
bakteridlis ill. fonalas gombdkbodl szdrmazo szekvencidk. A Streptomyces szekvencidk a
két csoport kozott taldlhatok. Ez alapjan gy gondoljuk, hogy a C faktor evolicidja
valészintileg fagokban zajlott le, és a fagok kozott illetve a baktériumokba és fonalas
gombadkba laterdlis géntranszferrel terjedt el. A gombdkba val6 atkeriilésére magyarazat
lehet a Streptomycesek €s fonalas gombdk azonos éldhelye, ahol gyakran keriilnek
egymés DNS-vel kapcsolatba és igy a C faktor gén konnyen felvételre keriilhetett.
Ebben szerepiik lehetett bizonyos DNS felvételt stimuldlé faktoroknak (DUSF — DNA
Uptake Stimulating Factor), melyek megkonnyitik a DNS ill. oligonukleotidok
felvételét a kornyezetbdl €s ilyen faktorok jelenlétét Neurospora crassa-ban mér

sikeriilt kimutatni (T'6th és Szabd, 1991).

A C faktorral homoldg géneket, illetve fehérjéket keresve a gén homoldgjat
megtaldltuk a Streptomycesek kozott ritkdnak szadmité novényi koérokozdban, a
burgonya és mas gumdés novények kozonséges (dn. ,,sugdrgombds’™) varasodasat okozo
S. scabiesben is, melynek fert6zOképességét tobb virulencia faktor - thaxtomin,
extracellularis enzimek, nekrézis faktor - koordindlt egyiittmiikodése biztositja.
Vizsgaltuk, hogy a S. griseus 45H torzsben termelddik-e hdstabil extracellularis
észterdz illetve megtaldlhat6-e ebben a torzsben a Necl nekrozis faktor génje.

A burgonyagumok fert6zéséhez a baktériumsejteknek at kell jutniuk a gumok
feliiletét borito kiilsé védorétegen, melyet a sejtfalba rakddé szuberin tesz ellendlléva a
fertozésekkel szemben. A gumoé Kkiils6 védOrétegének degradacidjat kiillonbozo
hidrolitikus enzimek végzik (Kolattukudy, 1985). Ez lehet a funkcidja a kizardlag
patogén S. scabies torzsekben kimutatott hdstabil extracelluldris észterdznak is
(McQueen €és Schottel, 1987; Schottel és mtsai, 1992). Az enzimnek cink az aktivatora
€s génje elott egy 23 bp nagysdgu fehérjekotohely taldlhaté (Babcock és mtsai, 1992).
Mivel errdl a fehérjekotOhelyrdl megéllapitottuk, hogy nagymértékben azonos az AdpA
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konszenzus kotOhellyel, a C faktor pedig szerepet jatszik tobb, az A-faktor regulonba
tartoz6 extracelluldris enzim szabalyozdsiban, melyek tobbségében cink kofaktorral
mikddnek, négy Streptomyces torzset - S. griseus 45H, S. griseus 45H-B, S. griseus 52-
1, S. europaeiscabiei CFBP4501 — 6sszehasonlitva vizsgéltuk, hogy van-e Osszefiiggés
a C faktor termelés és az enzimaktivitas kozott. A S. europaeiscabiei CFBP4501 egy
ismert burgonyapatogén €és franciaorszdgi szabadfoldi termesztésben 1€vO
burgonyagumokrol izolaltdk (Bouchek-Mechiche és mtsai, 2000). Az enzim természetes
szubsztritja a para vagy szuberin, ezt a kisérletben p-nitrofenil-butirattal (PNB)
helyettesitettiilk. Az enzimaktivitdst parhuzamosan mértilk hdékezelt (60 °C, 10 perc,
mely a nem hdstabil észterdz aktivitdst megsziinteti) és nem hdkezelt mintdkban. Az
észteraz aktivitds a S. europaeiscabiei CFBP4501 és S. griseus 45H torzsekben magas,
illetve kozepes mértékii volt és mindkét torzsben hdstabilnak bizonyult illetve cinkkel
indukdlhat6 volt. A S. griseus 45H-B torzsben alacsony, kevéssé hdstabil €s cinkkel
kisebb mértékben indukdlhaté enzimaktivitdst, mig a S. griseus 52-1 tdrzsben nagyon
alacsony, hore inaktival6do és cinkkel nem indukélhat6é enzimaktivitast mértiink.

Az eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a S. griseus 45H torzs termel egy, a
S. scabiesre jellemzd hostabil, cinkkel indukdlhat6 extracelluldris észterdzt, amelynek
szabalyozdsaban a C faktor szerepet jatszik. Mivel a C faktor null mutdnsban nem sziint
meg a cinkkel indukdlhaté észterdz aktivitds, feltételezziik, hogy a C faktor gén
delécidja az észterdz gént nem érintette, azonban a C faktor fehérje hidnya az észterdz
gén expresszidjara hatdssal van.

S. scabiesben a fert6z€s kialakitdsaban fontos szerepet jitszik a patogenitasi
szigeten (PAI) elhelyezkedé necl gén terméke a Necl nekrozis faktor is.
Baktériumokban a PAI széleskoriien elterjedt és a kiillonb6zo patogén torzsekben nagy
fokban konzervalt (Ritter és mtsai, 1995; Hacker és Carniel, 2001). A necl gén
esszencidlis a fert6zoképesség szempontjdbol, mivel delécidja a fertdzoképesség
megsziinésével jar (Joshi és mtsai, 2007). A PAI horizontélis géntranszferrel terjedhetett
a kiillonboz6 Streptomycesek kozott. Az extracelluldris  észterdz  termeléssel
parhuzamosan megnéztiik, hogy a necl gén jelen van-e az altalunk vizsgalt torzsekben.
A gént PCR reakcioval csak a S. europaeiscabiei CFBP4501 torzsben sikeriilt
kimutatnunk. Feltételeztiik, hogy a filogenetikailag tavolabbi S. griseus 45H torzsben a
necl szekvencia divergencidja lehet a negativ eredmény magyardzata, ezért a gén
jelenlétét megvizsgaltuk Southern hibridizdcidval is, melyben a S. europaeiscabiei

CFBP4501 torzsben kapott PCR fragmentumot haszndltuk prébaként. Ezzel a
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modszerrel sikeriilt a necl gén jelenlétét kimutatni a S. europaeiscabiei CFBP4501
torzs mellett a S. griseus 45H és S. griseus 45H-B torzsekben is, de a S. griseus 52-1
torzsben nem. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a PAI, de legaldbbis annak egy része,
megtaldlhat6 a S. griseus 45H torzsben, ugyanakkor a C faktor gén delécidja (1asd 4.2.
fejezet) ezt a régiot nem érintette.

A virulencia faktorok vizsgélatat kovetden teszteltik a S. griseus 45H torzs
fertdzOképességét, Osszehasonlitva a S. griseus 45H-B, S. griseus 52-1 és S.
europaeiscabiei CFBP4501 torzsek fertdzoképességével. A patogenitdsi teszthez harom
kiilonbozd, a nagylizemi termesztésben is alkalmazott burgonyafajta mikrogumdit
hasznaltuk. A burgonya mikrogumdékon megjelent tiinetek alapjdn 6t betegségfokozatot
kiilonboztettiink meg €s ezek alapjan betegségindexet (Bi) szamoltunk.

Az étlagos Bi alapjan a Cleopatra a fert6zésre nagymértékben fogékonynak, s
Desiree mérsékelten érzékenynek, a Rebeka pedig fertdzésnek ellendllénak bizonyult.
Ez az irodalmi adatokkal megegyezd eredmény.

Az éatlagos Bi alapjan a S. europaeiscabiei CFBP4501 torzs bizonyult a
legfertézoképesebbnek, a S. griseus 45H és a S. griseus 45H-B torzsek kozepes
fertdzOképességet mutattak, mig a S. griseus 52-1 gyakorlatilag nem volt fertdzoképes.
A S. europaeiscabiei CFBP4501 mindegyik burgonyafajta esetében okozott az egész
gumora kiterjedd varasodast, mig a S. griseus 52-1 egyik esetben sem. A S. griseus 45H
nagyfoku varasoddst okozott a Cleopatra, és kozepes mértékiit a Desiree és Rebeka
esetében. A S. griseus 45H-B a Cleopatra és Desiree esetében kozepes mértékil
varasodast okozott, mig a Rebeka esetében nem okozott megbetegedést.

A patogenitasi tesztben kapott eredmény Osszhangban van a kiilonb6z6
torzsekben mért extracelluldris észterdz aktivitdssal és a nekrézis faktor génjének
eléforduldsaval. Valészinl, hogy a S. griseus 45H és 45H-B torzsek fert6zoképessége
kozotti  kiilonbség Osszefliggésben van a C faktor gén delécidjaval, aminek
kovetkeztében a patogenitdsban szerepet jatsz6 extracelluldris észterdz szintje csokkent

a null mutansban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az C faktor fehérjét, mint extracelluldris szigndlmolekulét illetve a morfoldgiai
differencidloddsban és szekunder metabolit termelésben betoltott szerepét régota
tanulmanyozzdk. Mivel a fehérjét termeld S. griseus 45H torzs eredete kérdéses volt
szamunkra, megprobéltuk tisztdzni a tOrzs pontos taxondmiai besoroldsat.
Eredményeink alapjan valésziniisitjiik, hogy a S. griseus 45H torzset az ugyanabban a
laboratériumban vizsgalt S. flavofungini torzs kontamindcidjaként izoldltdk. A 16S
rRNS génszekvencidk Osszehasonlitdsa és a Southern hibridizacié eredménye alapjan a
S. griseus 45H és S. falvofungini torzsek teljesen megegyeznek és a S. albidoflavus
csoportba tartoznak. Ezért a S. griseus 45H torzs elnevezését S. albidoflavus 45H-ra
valtoztattuk meg.

A S. griseus 45H torzs jol spérazik szilard és folyékony taptalajon is, ezért a torzs
C faktort nem termeld mutansdn keresztiil vizsgaltuk, hogy a C faktor az életciklus mely
1épéseit szabdlyozza. A C faktor null mutdns 1étrehozdsdhoz megterveztiikk a C faktor
gén in vitro inaktivalasat, és azt vartuk, hogy az inaktivdlt gén homoldg
rekombinaciéval a kromoszéman 1évé C faktor gén helyére keriil. A feltételezett
,,rekombindciés” mutdnsok virakozdsunknak megfeleléen kopasz fenotipust mutattak,
ugyanakkor a Southern hibridiziciét kovetéen kideriilt, hogy a homolég
rekombindcidval Osszefiiggésben valdsziniileg kromoszdma atrendezddés tortént, ami a
C faktor gén delécidjat eredményezte. A deléci6 nem ritka az instabil linedris
kromoszéma termindlis régidjdban, igy a C faktor gén hasonlé kromoszomalis
lokaliz4cidja magyarazat lehet a bekovetkezett delécidra. A 1étrejott kopasz fenotipus,
melyet a klénozott és plazmidon bejuttatott C faktor gén helyredllitott, megerdsiti, hogy
a C faktor kulcsszerepet jatszik a differencidlodds szabalyozasaban.

A C faktor gén homol6gja megtaldlhat6 a legismertebb novényi kérokozoéban, a S.
scabiesben, mely a burgonyagumodk kozonséges varasoddsit okozza. A necl gént
haszndltuk a PAI jelenlétének vizsgdlatira, mely felelds a kiilonb6zd Streptomces
torzsek patogenitasdért. PCR reakcidval és Southern hibridizaciéval kimutattuk a necl
gént a S. europaeiscabiei CFBP4501, S. griseus 45H és 45H-B torzsekben, de nem volt
jelen a S. griseus 52-1 torzsben. Valdszinii, hogy a null mutdnsban a C faktor génnel
egyiitt tovabbi DNS szakaszok is deléciora keriiltek, ugyanakkor a PAl-hoz tartozé

DNS egy része, melyen a necl gén is taldlhatd, megmaradt.
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Szoros Osszefiiggést taldltunk a cinkkel indukdlhat, hdstabil extracelluldris
észterdz termelése €s a torzsek fertdzoképessége kozott. A C faktor null mutdnsban
csokkent a cinkkel indukdlhaté észterdz szintje, ami alapjan feltételezziik, hogy az
extracelluldris észterdz termelés szabdlyozdsaban a C faktor szerepet jatszik. Mivel a
null mutdnsban nem sziint meg az észterdz aktivitds, arra kovetkeztetiink, hogy a C
faktor gén delécidja az észteriz gént nem ¢Erintette. Figyelembe véve a C faktor
lehetséges szerepét az A-faktor regulonba tartozéd extracellularis enzimek
szabdlyozdsaban és a szabdlyozott extracellularis enzimek jellemzdit valamint azt, hogy
az extracellularis észteraz génje elott 1évo fehérje kotdhely nagyon hasonlit az AdpA
konszenzus kotOhelyhez, feltételezziik, hogy a C faktor a morfoldgiai differencidlédas
mellett az extracelluldris észteraz (és mas extracellularis hidrolazok) termelését is
szabdlyozza.

A fentiek alapjan megéllapithatjuk, hogy a S. albidoflavus 45H torzs éltal termelt
C faktor kulcsszerepet jatszik a morfoldgiai differencidléddsban és valdszintileg
szabdlyozza kiilonbozé extracellularis hidroldzok, koztiik a hdstabil, cinkkel
indukdlhat6 észterdz expresszidjat is. Az extracelluldris észterdz €s a Necl nekrdzis

faktor, mint esszencidlis virulencia faktorok, szerepet jatszanak a patogenitdsban.
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SUMMARY

The extracellular signalling protein Factor C and its role in morphological
differentiation and in secondary metabolit production have been studied for a long time.
Since the origin of the Factor C producer strain, Streptomyces griseus 45H, has often
been questioned we made effort to clarify its taxonomic identification. Our recent
molecular data in line with previous findings indicates that S. griseus 45H was probably
picked up as a laboratory contaminant of the strain of S. flavofungini. Based on 16S
rRNA gene sequences and Southern hybridization, S. griseus 45H and S. flavofungini
from our culture collection are clearly identified as the same and belong to the S.
albidoflavus group. Therefore S. griseus 45H should be named as Streptomyces
albidoflavus 45H in the future.

S. griseus 45H has been described as a strain that sporulates well both on solid
medium and in liquid culture. We were interested whether Factor C plays a key role in
the morphological differentiation of the Factor C producer strain and which steps of
differentiation are regulated by Factor C. A null mutant of S. griseus 45H was designed
by replacing the factor C gene in the chromosome by its inactivated form via
homologous recombination. The candidate gene replacement mutants showed the
expected bald phenotype; however, instead of the expected homologous recombination
probably induced genome rearrangement happened that resulted in deletion to part of
the factor C gene (i.e. to the left of the inserted resistance gene) as it was revealed by
Southern hybridization. Deletions often occur in the terminal region of the unstable
linear chromosomes so loss of factor C gene can be explained assuming that factor C
gene is located close to the end of the chromosome. The resulting bald phenotype and
its complementation by the cloned factor C gene confirmed that factor C plays a key
role in controlling cellular differentiation.

Southern hybridization and database searches revealed only very few
Streptomyces strains with homologous genes and proteins. One of them was the potato
scab causing S. scabies. We used necl gene as an indicator of the presence of the large
pathogenicity island (PAI) that confers pathogenicity to different Streptomyces strains.
Using PCR reaction and Southern hybridization the nec/ gene and some part of PAI
was detected in S. europaeiscabiei CFBP4501, §. griseus 45H and its null mutant, S.
griseus 45H-B, but not detected in S. griseus 52-1.
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We found a good correlation between the production of a zinc-induced heat-stable
extracellular esterase and the pathogenicity of the strains. Both the pathogenicity and
esterase activity was decreased but not lost in null mutant which suggest that Factor C
has a possible regulatory role in the production of extracellular hydrolases and the
change in esterase activity can not be attributed to codeletion of factor C gene and the
esterase gene. Combining the information regarding to the possible interaction between
Factor C and A-factor regulon as well as characteristics of extracellular enzymes
regulated by Factor C and the fact that upstream of extracellular esterase genetic
determinant there is a protein binding site that is highly similar to the AdpA consensus
binding site, we assume that factor C plays a regulatory role in the production of
extracellular esterases (and other extracellular hydrolases as well) and consequently
cellular differentiation.

It can be concluded that the signalling protein factor C secreted by S. albidoflavus
45H has a key role in morphological differentiation and probably regulates the
production of different extracellular hydrolases including a zinc-induced, heat-stable
esterase which is involved in scab development, furthermore, the nec/ gene, another

important virulence factor, is also present in that strain.
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9. FUGGELEK

Ebben a fejezetben a 16S rRNS génszekvencidk Osszehasonlitisdnak eredményei
keriiltek feltiintetésre az alabbiak szerint:
1. 8. griseus 52-1 16S rRNS gén (GenBank EF571001) és S. griseus rRNS operon rrnA
régi6é gén (GenBank AB030567)
2. 8. griseus 52-1 16S rRNS (GenBank EF571001), S. griseus 45H 16S rRNS gén
(GenBank EF57002) és a laboratériumban izolalt S. flavofungini 16S rRNS gén (GenBank
EF571003)
3. 8. griseus 45H 16S rRNS gén (GenBank EF57002) és a laboratériumban izoldlt S.
flavofungini 16S rRNS gén (GenBank EF571003)
4. 8. albidoflavus 16S tRNS gén (GenBank DQ978978), S. griseus 45H 16S rRNS gén
(GenBank EF57002) és a laboratériumban izolalt S. flavofungini 16S rRNS gén (GenBank
EF571003).

Alkalmazott roviditések:
52-1: S. griseus 52-1
rrnA: S. griseus TRNS operon rrnA
45H: S. griseus (S. albidoflavus) 45H
flavof: laboratériumban izolalt S. flavofungini

albidof: S. albidoflavus
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Query= gb|EF571001.1| Streptomyces griseus strain 52-1 16S ribosomal RNA

gene,

dbj |AB030567.1]

partial sequence
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52-1
rrnA

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC

GATGAAGCCTTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCC
GATGAAGCCTTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCC

CTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCA
CTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCA

TGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
TGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG

TGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
TGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA

CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT

GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT

CTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACG
CTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG

AGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA
AGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA

TTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA

ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACG
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACG

CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAA
ACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAA

GTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
GTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
CACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG

ACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCA
ACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCA

TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGGCTGTCGTCAGCTCGTIGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT

Streptomyces griseus ribosomal RNA operon rrnA region
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rrnA

TGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGT
TGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGT

CAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA

CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAAA
CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAAA

AAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAG
AAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAG

TAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
TAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCT
CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCT

GTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC 1487
GTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC 2385
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2.

Query= gb|EF571001.1| Streptomyces griseus strain 52-1 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

gb|EF571002.1|] Streptomyces griseus strain 45H 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

gb|EF571003.1| Streptomyces flavofungini 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

ALIGNMENTS
52-1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60
45H AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60

flavof AGAGTTTGATCCIGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60

52-1 GATGAAGC-CTTTCGGG-GTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG 118
45H GATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTIG 120
flavof GATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG 120

52-1 CCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTIGTICC—— 176
45H CCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGA--CTGTCCAT 178
flavof CCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGA--CTGTCCAT 178

52-1 CGCAT-G—-GGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCT 234
45H CGCATGGTGGATGGTG-T-AAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCT 236
flavof CGCATGGTGGATGGTG-T-AAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCT 236

52-1 TGTTGGTGGGGTAATGGCCT—-ACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 293
45H TGTTGGTGAGGTAGTGG-CTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 295
flavof TGTTGGTGAGGTAGTGG-CTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 295

52-1 GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 353
45H GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 355
flavof GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 355

52-1 GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTG 413
45H GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTICGGGTTG 415
flavof GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTG 415

52-1 TAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCT 473
45H TAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCT 475
flavof TAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCIGCAGAAGAAGCGCCGGCT 475

52-1 AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG 533
45H AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG 535
flavof AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG 535

52-1 CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGG 593
45H CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGG 595
flavof CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGG 595

52-1 GTCTGCATTCGATACGGGCTAG-CTAGAGTGT-GGTAGGGGAGATCGGAATTCCIGGTIGT 651
45H GTCTGCAGTCGATACGGGC-AGGCTAGAGT-TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCIGGTIGT 653
flavof GTCTGCAGTCGATACGGGC-AGGCTAGAGT-TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGT 653

52-1 AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCC~ 710

45H AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG 713
flavof AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG 713
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ATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
AT-ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
AT-ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCT
CACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT
CACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT

AACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA

CGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA

CCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGCATCAG—AGAT-GGTGCCCCCCTITGTGGTCGGTAT
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAA-CGTCTGGAGACAGGCGCCCCC-TTGTGGTCGGTGT
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAA-CGTCTGGAGACAGGCGCCCCC-TTGTGGTCGGTGT

ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC

GAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGA
GAGCGCAACCCTTGTICCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGA
GAGCGCAACCCTTGTICCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGA

GACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
GACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
GACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG

TCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGA
TCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGA
TCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGA

GCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
GCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
GCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT

CGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA

CACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTITG
CACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTIG
CACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTIG

TGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC
TGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC
TGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC
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3

Query= gb|EF571002.1| Streptomyces griseus strain 45H 16S ribosomal RNA

gene, pa

rtial sequence

gb|EF571003.1| Streptomyces flavofungini 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

ALIGNMENTS

45H AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC

GATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG
GATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG

CCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATCG
CCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATCG

CATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
CATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT

GGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGLCCA
GGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGLCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA

ATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAC
ATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAC

CTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTA
CTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTA

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA

AGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
AGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG

CAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
CAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGA
AAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGA

CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATT
AAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATT

AAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
AAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC

CGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
CGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT

TGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTG
TGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTG
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CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

CTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGG
CTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGG

TCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGC
TCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGC

ACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAA
ACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAA

AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTA
AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTA

GTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
GTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

TCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGC
TCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGC

TGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC 1488
TGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC 1488
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4.
Query= gb|DQ978978.1| Streptomyces albidoflavus strain NRRL B-24475 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

gb|EF571002.1| Streptomyces griseus strain 45H 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

gb|EF571003.1] Streptomyces flavofungini 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

ALIGNMENTS

albidof TCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTIGGGC 60
45H TCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTIGGGC 114
flavof TCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGC 114

albidof AATCTGCCCTIGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGT 120
45H AATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGT 174
flavof AATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTICTAATACCGGATATGACTGT 174

albidof CCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG 180
45H CCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG 234
flavof CCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG 234

albidof CTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC 240
45H CTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC 294
flavof CTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC 294

albidof CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT 300
45H CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT 354
flavof CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT 354

albidof TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTICGGGTT 360
45H TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTICGGGTT 414
flavof TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT 414

albidof GTAAACCTICTITTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGC 420
45H GTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGC 474
flavof GTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTIGCAGAAGAAGCGCCGGC 474

albidof TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG 480
45H TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTIGG 534
flavof TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG 534

albidof GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCG 540
45H GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCG 594
flavof GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCG 594

albidof GGTCTGCAGTICGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCIGGTGTA 600
45H GGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCIGGTIGTA 654
flavof GGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTA 654

albidof GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTICTIGGGCCGA 660
45H GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTIGGGCCGA 714
flavof GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGA 714

albidof TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTICCA 720

45H TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 774
flavof TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 774
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CGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAA
CGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAA
CGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAA

CGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
CGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
CGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC

AAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTIGTGGTCGGTGTACAG
AAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTIGTGGTCGGTGTACAG
AAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTIGTGGTCGGTGTACAG

GTGGTGCATGGCTGTICGTICAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCTTGTCCCGTGTITGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCG
GCAACCCTTGTCCCGTGTITGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCG
GCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCG

CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTICTTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTICTTG

GGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAA
GGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAA
GGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAA

TCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAG
TCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAG
TCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAG

TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACG 1300
TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACG 1354
TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACG 1354
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