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1. Bevezetés

Selye Janos szerint a stressz az ¢é16 szervezetre gyakorolt nem fajlagos hatasok (példaul
betegséget okozo vagy gyogyszerek altal kivaltott hatasok) 6sszességét jelenti. Stresszoroknak
tekinthet6k mindazok a tényezOk, amelyek stresszt okozo képességgel jellemezhetok (Selye,
1973). A kornyezeti stresszhatasok a mikroorganizmusok életfolyamataira is hatassal vannak,
amelyek lekiizdésére kiilonbozo stratégiak kifejlesztésével van lehetdségiik. Stressz hatasara
egyes transzkripcios faktorok (TF-o0k) aktivalodasa révén specifikus szignaltranszdukcios
utvonalak bekapcsolasaval képesek alkalmazkodni a kornyezeti valtozasokhoz (Guan és mtsai.,
2017). A jelatviteli utvonalak szabalyozasa tehat alapvetd szerepet jatszik a
mikroorganizmusok cellularis homeosztazisanak fenntartasaban. A TF-k ezen szabalyozasi
halézatok meghataroz6 elemei (Leiter és mtsai., 2021).

Gombakban a kisérletesen igazolt TF funkciot betdltd fehérjék szama szignifikansan
kevesebb, mint a magasabbrendi eukariotikban, ez a TRANSFAC (http://gene-
regulation.com/pub/databases.html) és Mycopath adatbazisokban (https://www.biobase.cc) is
jol lathat6. Ez a tény kétféleképpen magyarazhatd: mivel logikus azon elképzelés, hogy minél
komplexebb egy él6lény, annal tobb TF — ra van sziiksége, ezért lehetséges, hogy a gombak
valoban kevesebb TF-ral jellemezhetdk, a masik lehetéség pedig, hogy sok TF-uk van, viszont
ezek azonositasa, funkcionalis jellemzése még nem tortént meg (Shelest, 2008).

A bZIP (bazikus leucin cipzar) tipusu TF-ok a legdsibb TF-0k kozé tartoznak (Leiter és
mtsai., 2021). Emberben az egyik legismertebb az ATF2, amely olyan fontos folyamatokat
szabalyoz, mint a sejtciklus, a glikozilacio, a gyulladas vagy az aminosav ¢hezésre adott valasz
(Watson és mtsai., 2017). Gombakban az elsé ATF2 ortologot Schizosaccharomyces pombeban
irtdk le Atfl néven (Takeda és mtsai., 1995). Funkcidjukat tekintve nagy valtozatossagot
mutatnak, sokféle bioldgiai folyamat szabalyozasdban vesznek részt, igy, mint a vegetativ
novekedés, sporulécio, csirdzas, virulencia, valamint az abiotikus €és biotikus stresszre adott
valaszreakciok (Zhao és mtsai., 2022). Az altalunk tanulmanyozott bZIP TF csaladba tartozo
AtfA és AtfB a konidiumokban és a vegetativ micéliumban biztositjak az oxidativ stresszel
szembeni védelmet szdmos fonalas gombéban (Baldzs és mtsai., 2010; Roze és mtsai., 2011;
Hagiwara és mtsai.; 2014, Silva és mtsai., 2021).

fgy az AtfA a konidiumokban részt vesz tobbek kozott a stresszvalaszok transzkripcios
szintll szabalyozasaban, hozzajarul a konidiumok életképességének fenntartasahoz, biztositja
azok oxidativ, hé (Hagiwara és mtsai., 2008) és ozmotikus stresszel szembeni toleranciajat

(Balazs ¢és mtsai.,, 2010) Aspergillus nidulansban, szerepe van tovabba az aszexualis
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fejlédésben, valamint Fusarium verticillioidesben a konidiumok nyugalmi allapotanak
fenntartasaban (Szabd és mtsai., 2020). Oxidativ stressz alatt részt vesz szamos elsddleges
metabolikus tvonal (aminosav, zsirsav ¢és trikarbonsav metabolikus folyamatok)
szabalyozasaban is A. nidulansban (Orosz és mtsai., 2017).

Az AtfB Aspergillus oryzaeben a konidiosporakban biztositja az oxidativ és hdstresszel
szembeni védelmet (Wee és mtsai., 2017), valamint részt vesz a konidiumok fejlédése soran
olyan cellularis folyamatok koordinalasaban, mint a kiilonboz6 stresszhatasokkal szembeni
tolerancia kialakitasa vagy a szén- és aminosav metabolizmus (Sakamoto és mtsai., 2008; Silva
¢és mtsai., 2021). Aspergillus parasiticusban az AtfB a szekunder anyagcsere, a stresszvalasz és
a konidiumok fejlédésének mesterregulatora (Wee és mtsai., 2017).

Doktori munkamban az A. nidulans bZIP TF-okat kodolo atfA és atfB gének tovabbi
funkcidinak feltérképezésére a létrehozott delécids ¢€s taltermelé mutansok fenotipusos
vizsgalatait, illetve a delécios mutansok és egy kontroll torzs transzkriptomikai analizisét

hajtottuk végre.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az Aspergillus nemzetség

Az egyik legrégebben elnevezett gombanemzetséget az Aspergillus genuszt 1729-ben Pier
Antonio Micheli jellemezte el6szor. Nevét a romai katolikus liturgianal a szentelt viz hintésére
hasznalt eszkozrél, az aspergillumrol kapta (Bennett, 2008).

Az Aspergillus nemzetség tagjai rendszertanilag az Ascomycota torzs Eurotiomycetes
osztalyanak Eurotiales rendjén beliil az Aspergillaceae csaladhoz tartoznak (Houbraken és
mtsai., 2011). A gazdasagi és tarsadalmi szempontbol is igen jelentds, nagy valtozatossagot
mutatd nemzetségbe tartozd fajok sokféle élhelyen talalhatok meg vilagszerte (Knuf és
Nielsen, 2012). Az dkoszisztémaban fontos szerepiik van olyan anyagok lebontasaban, mint a
keményitd, hemicelluldz, celluloz, pektinek és egyéb cukorpolimerek, de egyes fajok a zsirok,
olajok, kitin és keratin hasznositasara is képesek (Bennett, 2008).

Képvisel6ik kozott megemlithetdk az ipari célt felhasznalasukrol ismert fajok, mint az A. niger,
amelynek altalanosan biztonsagosnak elismert mindsitésii (GRAS) fermentacios termékek
eloallitasara alkalmas ipari torzsének a citromsavgyartasban van jelentds szerepe. A globalisan
eléallitott citromsav mennyisége 2022-ben elérte a 2,8 millié tonnat, amely 2028-ra varhatéan
3,3 milli6 tonna koriil fog mozogni (https://www.researchandmarkets.com/report/citric-acid).
Az antibiotikumok, gyogyszerek eldallitasara alkalmas fajok kozott példaként szolgal az A.
terreus, amelyet a koleszterinszint csokkentd gyogyszer, a lovasztatin termelésénél
alkalmaznak (Knuf és Nielsen, 2012) vagy az A. oryzae, amelyet Japanban a szaké, miso és
szOjaszosz elballitasara hasznalnak (Kitamoto, 2015). Az Aspergillus nemzetség szamos tagja
azonban képes betegséget is okozni, igy példaul az A. clavatus allergiat, mig az A. fumigatus
immunszupresszaltakban stlyos tiidéaszpergillozist valt ki (Klejnstrup és mtsai., 2012). Az
Aspergillusok {6 taxonomiai bélyege, a sporatartod képlet, a konidiofor. A konidioforok csticsi
részének megnagyobbodasaval gomb, elliptikus vagy iité formédju vezikulum képzddik. A
tobbmagvi vezikulumrol sarjadzassal tobb egymagvu metula fiizédik le. A metula sejtek
sarjadzasaval létrejovo termékeny sejtréteget fialidnak (régebbi irodalmi neve masodlagos
sterigmata) nevezziik, amelyrdl pedig a mitotikus sporak hossza lancai, a konidiumok vagy
konidiosporak fiizédnek le (Pontecorvo és mtsai., 1953). A konidiumképzésért felelos gének
expressziojat szabalyozo kozponti fejlodési utvonal 3 f6 szabalyozo TF-t tartalmaz: a BrlA, az
AbaA és a WetA. A BrlA a konidiumok képzddéséhez sziikséges géneket, az AbaA foként a

konidiofér fejlodésében és a fialidok képzddésében szerepet jatszo géneket szabalyozza, mig a



WetA a konidiumok faldnak képzdédéséhez sziikséges gének aktivaciojaért felelds (Kim és
mtsai., 2017). A konidiofér mellett a kleisztotéciumok (t6bbsejtii termbtest) valamint a Hiille-
sejtek is a fajra jellemzé fontos morfologiai bélyegek. A kleisztotéciumok az ivaros
szaporitoképletek, amelyekben a meiotikus aszkosporak foglalnak helyet, amelyek
tapanyagdus kornyezetben csirazni kezdenek hifakat képezve. A Hiille-sejtek megvastagodott,
gyakran gombolyl, a kleisztotéciumokkal kapcsolatban 1évo sejtek (Pontecorvo és mtsai.,
1953).

Az altalunk tanulmanyozott A. nidulans a gombak kiralysagan (Fungi Regnum) beliil az
aszkomikota fonalas gombak kozé tartozik. Genetikai vizsgalatok idealis modellorganizmusa,
mivel az ivartalan szaporodas mellett, ivaros (teleomorf megfeleléje az Emericella nidulans) és
paraszexualis fejlddésre egyarant képes, emellett kis méretli haploid genomja van, olcson és
egyszerilien tenyészthetd, gyors ndvekedésre és szaporodasra képes, de jellemzd tulajdonsaga
még az elsd szeptum képzddése utan kialakulo tobbsejtii dllapot, kdnnyii transzformélhatosag,
a fenotipusvaltozasok jo nyomonkdvethetdsége is. Az Aspergilluson végzett genetikai munkak
alapjainak lefektetése az 1940-es években Pontecorvo és munkatarsainak volt kdszonhetd
(Pontecorvo és mtsai., 1953).

Ezen fonalas gomba szamos iparilag eldallithatd enzim, mint a cellulazok, -
glilkozidazok, hemicellulazok, lakkézok, lipazok, proteazok, B-galaktozidazok, tannazok,
keratinazok, kutinazok, aril-alkohol oxiddzok emellett heterolég enzimek termelésére is
felhasznalhato (Kumar, 2020). Az Aspergillus genomszekvenalasok 1998-as (Cereon
Genomika - Monsanto) indulasatol 2003-ra az A. nidulans genomszekvenciaja mar 13-5zoros
lefedettséggel (coverage) allt rendelkezésre. Genomjanak mérete 30,1 Mb, génjeinek szdma

9396 (Knuf és Nielsen, 2012).
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2.2. Az AtfA és AtfB bZIP TF-ok

A bazikus leucin cipzar szupercsalad (bZIP) az egyik legésibb és legjobban jellemzett
konzervalt eukaridta TF csalad. Az eukariotakban valtozatos szerepiik van az egyes sejttipusok
differencidcidjaban, azok fenntartdsdban, de részt vesznek emellett kiilonboz6
stresszvalaszokban, a sejtproliferacio szabalyozasaban, illetve a homeosztazis fenntartasaban.
A bZIP elnevezés a nagymértékben konzervalt 60-80 aminosavbol allo bZIP doménre utal,
amely 2 részbdl tevddik 0ssze, a DNS kotésben szerepet jatszd N-terminalis bazikus régidbol,
valamint egy leucin cipzarbol, amely a bZIP-ek homo-és heterodimerizacidjat teszi lehetévé. A
dimerizacidért felelds leucin cipzar domén egy 7 db aminosavbol allo feltekeredett motivum,
amelyet leucin aminosavak alkotnak (Landschulz és mtsai., 1988). Az ATF/CREB (Activating
Transcription Factor/cAMP - Responsive Element — Bindig protein) tipust transzkripcios
faktor-csalad sok tagjara jellemz6 egy palindrom konszenzus szekvenciahoz, a TGACGTCA-
hoz (az ATF/CRE helyhez) torténé kotédés homo-vagy heterodimerként (Lara-Rojas és mtsai.,
2011; Nathues és mtsai., 2004). A képz6dé homo-és heterodimerek eltéré funkciokkal
jellemezhet6k (Landschulz és mtsai., 1988).

Az ¢élesztOkhoz és a magasabbrendii eukaridtdkhoz hasonldan a fonalas gombaknal a
kiilonb6z6  stresszreakcidkra (oxidativ vagy ozmotikus stressz, UV sugarzas, magas
homérséklet) konzervalt jelatviteli Gtvonalak aktivalodnak, amelyek tobblépéses foszforelé
szignalizacios modul révén a jeleket a SAPK/MAPK jelatviteli utvonal (Stressz/Mitogén
Aktivalt Protein Kinaz) felé tovabbitjak. Az titvonal tartalmaz egy MAPK-t, amely a target
transzkripcios faktorokat és egyéb citoszolikus fehérjéket a szerin illetve treonin aminosavakon
egy konszenzus motivumon foszforildlja. A MAPK akivaciéja az aktivaciés hurokban
megtalalhatd konzervalt treonin és tirozin aminosavak kett6s foszforilaciojaval torténik a
MAPK kinazzal (MAPKK). A MAPKK-t pedig a MAPKK kinaz (MAPKKK) aktivalja (Hong
és mtsai., 2013).

A bZIP transzkripcios faktorok szabalyozasaért a MAPK mellett a cAMP-PKA (Protein
Kinaz A) kaszkad is felel6s. Ezen TF-0k tobbségében antioxidans célgének miikddését
szabalyozzak, igy példaul az oxidativ stresszel szembeni sejtvéalasz irdnyitasaban kdzremiikodo
katalazt, tioredoxint, és a szuperoxid dizmutazt (Hong €és mtsai., 2013).

A. nidulansban a kornyezeti stresszhatasokra a HogA/SakA aktivalodik, amely ezt
kovetden transzkripcios faktorokat indukal, igy példaul az AtfA mikodését, amely a target
gének expresszios valtozasat fogja eredményezni. A TcsA/TcsB/NikA szenzor kinazok

kozvetitik az oxidativ stressz szignalokat a HogA/SakA SAPK/MAPK kaszkad felé az YpdA
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— SskA/SskB— PbsB utvonalon keresztiil. Ezen tobblépéses foszforelé rendszerben
esszencialis komponensek a hibrid hisztidin kinazok (TcsA/NikA), a hisztidin tartalma
foszfotranszfer proteinek (YpdA), illetve a valaszszabalyozo elemek (SskA). Ezen jelatvivo
clemek a szignalt konzervalt hisztidinr6l aszpartat aminosavakhoz, igy a SAPK/MAPK
modulhoz szallitjak (1. abra) (Hong és mtsai., 2013).

S. cerevisiae S. pombe A. nidulans
Oxidativ/Ozmotikus stressz
e 1 ~
Vi v ~a
Sinl Mak [/Mak2/Mak3 TesA/TesB/Nik A

Tobblépeses
Foszforelé
Szignalizacios
modul
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1. abra A Saccharomyces cerevisiae, a S. pombe és az A. nidulans stressz altal aktivalt
jelatviteli utvonala
(Hong és mtsai., 2013)
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2.3. Az AtfA szerepe a gombakban

Az AtfA az ATF/CREB csaladhoz tartozo, 485 aminosavbdl allo, lokalizaciojat tekintve
a sejtmagban megtalalhatoé fehérje, amely a konidiumok életképességében (Lara-Rojas és
mtsai., 2011), az ivaros és ivartalan szaporodas szabalyozasaban jatszik szerepet Neurospora
crassa, A. nidulans és Fusarium graminearum esetében (Orosz és mtsai., 2017), tovabba
kulcsfontossagi a konidiumok stressztoleranciajanak fenntartasaban A. nidulansban, A.
fumigatusban, és A. oryzaeben (Orosz és mtsai., 2017). Ezt tamasztja ala az is, hogy a
konidiumspecifikus gének tobb mint fele AtfA-fliggé modon szabalyozott A. fumigatusban
(Hagiwara és mtsai.; 2016). Az AtfA ortologok részt vesznek szamos folyamat koordinalasaban
a vegetativ micéliumokban, tigy mint a stresszhatdsokkal szembeni tolerancia kialakitasaban
vagy a masodlagos anyagcsere folyamatok iranyitasaban A. nidulans (Lara-Rojas és mtsai.,
2011), F. graminearum (Nguyen és mtsai.; 2013), Fusarium oxysporum (Qi és mtsai., 2013),
Botrytis cinerea (Temme és mtsai.; 2012), Magnaporthe oryzae (Guo és mtsai; 2010) és
Claviceps purpurea (Nathues és mtsai.; 2004) fajokban, illetve hozzajarulnak a névénypatogén
gombak (Orosz és mtsai., 2017), igy példaul a Fusarium graminearium (Nguyen és mtsai.;
2013), Botrytis cinerea (Temme és mtsai.; 2012), Magnaporthe oryzae (Guo és mtsai; 2010)
vagy Claviceps purpurea (Nathues és mtsai.; 2004), de a humanpatogén A. fumigatus
virulencidjdhoz is (Orosz €s mtsai., 2017).

A kiilonféle stresszhatdsokra (ozmotikus, UV-sugérzas altal kivaltott, vagy magas
hémeérséklet okozta stressz), igy az oxidativ stresszre aktivalodo jelatviteli itvonalak evolicios
konzervaltsagot mutatnak.

A S. pombe Atfl a SAPK jelatviteli utvonalon a Styl foszforilacioja révén aktivalodik.
Oxidativ stressz hatasara az Atfl olyan gének expresszidjat indukalja, mint a citoszolikus
kataldz cttl-et, a glutation peroxiddz gpx1-et valamint a tioredoxin reduktaz trrl-et. A Pcrl
bZIP transzkripcids faktorral heterodimert képezve néhany target gén transzkripcios
aktivacidjaban vesz részt (Hong €és mtsai., 2013).

AS. cerevisiae-ben a Skol (S. pombe Atf1 ortologja) a target gének CRE szekvenciajahoz
kotddve normal novekedési koriilmények kozott transzkripcids represszorként funkcional, mig
ozmotikus stressz hatdsdra foszforilacigjaval torténd aktivacidjaval indukalja a célgének
expressziojat (Hong €és mtsai., 2013).

Az A. nidulans atfA génje, amely a hasado éleszté S. pombe atfl génjével (Balazs és
mtsai., 2010), illetve az emlésok, beleértve az ember ATF2 génjével (Orosz és mtsai., 2017)

mutat ortologiat, sokféle stresszvalasz szabalyozasdban vesz részt. Delécidja oxidativ stresszre
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érzékeny fenotipust eredményezett, mig ozmotikus stresszel szemben jelentds valtozast nem
mutatott a kontroll torzshoz képest. A S. pombe Aatf] torzs ozmotikus és oxidativ stresszre
érzékeny fenotipusai koziil az A. nidulans atfA génje az ozmotikus stresszre valo érzékenységet
feliileti tenyészetnél teljes mértékben, siillyesztett kultiranal mindkét stresszérzékenységet
részlegesen komplementélta, amely bizonyitja, hogy a két gén kozott valodi funkcionalis
ortoldgia all fenn (Balazs és mtsai., 2010).

A. nidulansban a 4atf4 konidiumok érzékenységet mutattak fungicidekre (iprodionra és
fludioxonilra), az 50°C-on végzett hokezelésre, emellett ozmotikus stresszre (enyhe
novekedésbeli visszaesés volt tapasztalhatd) (Hagiwara és mtsai., 2008, 2009), illetve csokkent
¢letképesség volt jellemz6 4 °C-on térténd tarolas hatasara is (Balazs és mtsai., 2010), valamint
az oxidativ stresszel szembeni érzékenység is ndvekedett (Balazs és mtsai., 2010; Emri ¢€s
mtsai., 2015). Erdekes megfigyelés, hogy az AtfA SakA-val torténd kotddése biztositotta a
konidiumok oxidativ stresszel szembeni védelmét, ezzel szemben a micéliumok H2O»-dal
szembeni rezisztencidjahoz csak kis mértékben jarult hozza (Lara-Rojas és mtsai., 2011; Hong
¢s mtsai., 2013).

A vad tipusu és a deletalt atfA mutans esetében az oxidativ stressz altal kivaltott genom
szintli génexpresszids valtozasok vizsgalata révén nagyszdmu kozdsen szabalyozott gént
sikeriilt azonositani. Ezen géneket nevezziik az un. Kozponti Oxidativ Stresszvalasz (Core
Oxidative Stress Response, COSR) géneknek, amelyek oxidativ stressz alatt egyiitt
szabalyozddnak. A transzkriptom tanulmanyozasabol szarmazé adatok megerdsitették, hogy az
AtfA sok stresszhez kapcsolddo é€s stresszhez nem kapcsolodo gén szabalyozasaban egyarant
részt vesz (Emri és mtsai., 2015, és Antal és mtsai., 2020). Tobbek kozott az AtfA altal
szabalyozott gének kozott megemlithetd a katalaz B-t kodold catB, amely oxidativ stresszre
(H202 és tBOOH) (Emri és mtsai., 2015, Hong és mtsai., 2013). valamint a glicerin-3-foszfat
dehidrogenazt kodolo gfdB gén, amely ozmotikus stresszre (NaCl) aktivalodott. A COSR gének
koziil ketté mutatott AtfA-fliggést, a sterigmatocisztin génklaszter egy feltételezett peroxidazt
kodolod génje az AN7823, illetve az ismeretlen funkcioji AN9451 (Emri és mtsai., 2015).

A. oryzaeben oxidativ stressz hatasara a 4atf4 konidiumok csirazasi aranya sokkal kisebb
volt a 4atfB konidumokhoz viszonyitva. A transzkriptomikai adatok alapjan elkiilonithetd egy
AtfA és AtfB Aaltal egyarant szabalyozott géncsoport, azonban az oxidativ stressz
szabalyozasaban az AtfA-nak van jelentésebb szerepe (Sakamoto és mtsai., 2009).

Az ATF/CREB tipusu bZIP transzkripcios faktorok a kiilonb6zd patogén gombak

esetében a gomba virulenciagénjeit is szabalyozzak.
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A. fumigatusban az atfA delécidja (atfB delécional ugyszintén) csokkentette a gomba
fert6zoképességét a Galleria mellonella (nagy viaszmoly) modellszervezeten és az invaziv
pulmonaris aszpergillozisos neutropénias egérmodellek esetében is. Emellett a A4atfA mutansok
érzékenynek bizonyultak magas homérsékletre, valamint oxidativ stresszre, illetve csdkkent a
trehal6z bioszintézisiik is (Silva és mtsai., 2017). Az AtfA az AtfB-D transzkripcids faktorokkal
egyiitt szabalyozza a stresszvélasz utvonalakat és a virulenciat ebben a gombaban. Az egyszeres
¢s a kettés bZIP transzkripcios faktor delécidos mutdnsokban a kiillonb6zdé kornyezeti
stresszhatasok esetén megfigyelt fenotipusos jellegzetességeket az AtfA-D kozotti episztatikus,
additiv, és szupressziv kolcsonhatasok eredményezték, ami alatdmasztja, hogy ezek a gének
sokféle kolcsonhatasba 1épnek egymassal és sokoldalu feladatokat latnak el A. fumigatusban
(Silva és mtsai., 2021).

M. oryzaeban a MoAtfl az oxidativ stresszvalaszt szabalyozza, a MoAtfl delécidja esetén
a micéliumok vegetativ novekedése zavart szenvedett, valamint a H.O érzékenység is
fokozodott. Tovabba a MOAtf1 delécidja nyoman az extracellularis enzimek aktivitasa, a
lakkazok ¢és peroxidazok transzkripcios szintje, ezaltal a gomba fert6zéképessége is jelentds
mértékben csokkent (Guo és mtsai., 2010).

B. cinereaban az atfA gén hianya sokféle gén expressziojara, igy példaul a
stresszvalaszban, primer anyagcserében vagy a sejtfalszintézisben kézremiikdo génekre volt
hatassal. Ezenkiviil a szekunder anyagcsere szabalyozasaban is fontos szerepet tolt be, a mutans
altal termelt toxinok koncentracioja jelentds mértékben megnétt (Temme és mtsai., 2012), igy
példaul 2-10-szeres mennyiségben termelddaott a poliketid botcinin A, a szeszkviterpén botridial
¢s a botriendial (Hong és mtsai., 2013). A BCAtfl a normal vegetativ novekedésben és
differenciacidban is részt vesz, 3 napos nappali-éjszakai koriillmények melletti inkubalas esetén
a delécios mutansnal nagyobb aranyban képzédtek 1égmicéliumok, .. fluffy”fenotipust
eredményezve, folyamatos megvildgitas mellett szintén a légmicéliumok képzddését
tapasztaltak. A vad tipusu torzzsel ellentétben a delécios mutansban elmaradt a szklerociumok
képzbddése két hét sotétben torténd tenyésztéskor, ami a fényfliggd fejlédési folyamatok zavarat
jelzi (Temme és mtsai., 2012).

A C. purpurea fii-és gabonaféléken, igy a rozson is éldskodd fitopatogén gomba, a
gazdanovény megfertézésekor atiroddo CPTF1 génje az ATF/CREB bZIP tipust TF-kal mutat
homologiat. A CPTF1 delécié esetén szignifikans mértékben csokkent a gomba
fertézOképessége. A vad tipusu €s az ektopias beépiilést mutato transzformanssal dsszevetve a
deletalt mutansokban kifejlédé szkleréciumok szama csokkent, illetve tobbségiik ki sem

fejlodott teljes mértékben. A szekvencia analizisek szerint a CPTF1 leucin cipzarjabol hidnyzik
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egy leucin. Az emlés TF-0k esetében a leucin cipzarban 1évé leucin aminosavakat érint6
eredményekkel ellentétben a CPTF1-gyel ortolog AtfA-nal A. nidulansban és az Atfl-nél
hasadé élesztében ugyanazon leucin aminosavak hianyoznak, viszont ezeknek a mutacioknak
nincs karos hatasa a gombakra (Nathues és mtsai., 2004).

A kukorica patogén F. verticilloides FVALfA a vegetativ és invaziv novekedésben, az
oxidativ (H202 és MSB) ¢és sejtfal integritas (Kongovords) stresszekkel szembeni védelemben
valamint a mikotoxin- (fumonizin) és a pigmenttermelésben (bikaverin, karotinoid) jatszik
szerepet. A deletalt mutans lassabban nétt Czapek-Dox tapagaron, illetve a paradicsomon
megfigyelt invaziv novekedésnél is csokkent koloniaatmérdk voltak jellemzok. A AFvatfA
fokozott érzékenységet mutatott az oxidativ stresszt kivalté H>Oz-ra és MSB-re és a
Kongovords altal okozott sejtfal integritas stresszre, illetve a fumonizin mikotoxin és a
karotinoid mennyisége csokkent, a bikaverin bioszintézise viszont névekedett (Szabo s mtsai.,
2020).

A F. graminearum egy, a gabonaféléken él6sk6dé nekrotrof gomba. A sejtmagban
lokalizalodo Fgatfl deletalasa esetén az ozmotikus stresszérzékenység novekedett, mig az
oxidativ stresszel szembeni érzékenység csokkenése mellett a szexudlis szaporodds iddbeli
eltolodasa volt jellemz6. A mikotoxin termelést vizsgalva elmondhatd, hogy in vitro
kortilmények kozott a delécios mutans a DON-t nagyobb mennyiségben termelte. Ezzel
szemben a buza fertdzésekor jelentds mértékben csokkent ezen mikotoxin szintje. A AFgatf]
torzsek buzaval és kukoricdval szembeni virulencidja viszont jelentds mértékben csokkent
(Nguyen és mtsai., 2013).

A F. oxysporum Foatfl bZIP TF-t kddolé gén deletdldsa az intracellularis redox
egyensulyt az oxidalt allapot felé tolta el a banan megfert6zésének korai fazisaban. A delécios
mutans H202 érzékenysége a vad tipushoz képest ndvekedett. A gén tehat részt vesz az oxidativ
stresszel szembeni tolerancia szabalyozasaban. Ezen TF az extracellularis enzimaktivitas,
valamint a katalaz transzkripciods szintjének jelentds csokkenését idézte eld, igy a AFoAtfl
mutansban a kataldz P2 és P3, A és C mutattak csokkent expressziot. A katalazok a ndvény-
mikroba interakciobol szarmazo ROS detoxifikalasaval segitik a patogén gombakat. Cavendish
bananon (Musa spp.) a 4FoAtf1 csokkent virulenciajat tapasztaltak, vagyis a FoAtf1 sziikséges
a teljes virulencia eléréséhez ebben a gombaban. A delécidos mutansban a termel6do
konidiumok morfologiaja hasonld volt a vad tipust vagy a komplementalt torzs konidiumaihoz,

viszont méretiik kisebb €s csirazasuk is rendkiviil lasst volt (Qi és mtsai., 2013).

16



2.4. Az AtfB szerepe a gombakban

Az AtfB az AtfA-val ortologiat mutatd transzkripcios faktor, amely tobbek kozott részt
vesz a mikotoxin termelés és az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban A. parasiticusban (Wee
¢és mtsai., 2017) és feltételezhetéen mas Aspergillus fajokban is (Orosz és mtsai., 2017).

Ez valdsziniileg az alabbi jelatviteli ttvonalon keresztiil torténik (2. abra). A
gombasejtek megndvekedett intracellularis ROS szintje a cAMP-PKA jelatviteli Gtvonal
repressziojat idézi eld. Ennek kovetkeztében az MsnA, amely az oxidativ stresszvalaszban
szerepet jatszo transzkripcids faktor, az oxidativ stresszvalasz valamint az antioxidans gének
promoterében talalhatd STRE kotohelyre vald kotédésével ezeknek a géneknek az
aktivalodasat eredményezi. Ezzel egyidében zajlik a SAPK jelatviteli kaszkad taltermelddése
a képzodott ROS hatésara. Ezt kdvetden az AtfB és az SrrA kotddik az oxidativ stresszvalasz
¢s az antioxidans gének promoterében 1évé CRE, SRRA és AP1 kotohelyekre, majd az MsnA,
AtfB és SrrA fog kapcsolodni a szekunder anyagceserében részt vevo, igy példaul az aflatoxin
bioszintéziséért felelos gének promoterében 1évé STRE, CRE, SRRA és AP1 kotohelyekre,
aktivalva ezeket a géneket. A ROS hatasara termelt szekunder metabolitoknak a gombasejtek
oxidativ stresszel szembeni védekezé mechanizmusaban van szerepe (Hong és mtsai., 2012, 2.

abra).
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2. abra A szekunder metabolizmus és az oxidativ stresszvalasz gének transzKkripcios
faktorok kotésével, oxidativ stressz hatasara megvalésul6 transzkripcios aktivacidojanak
feltételezett modellje

Roviditések: PKA=Protein Kinaz A, SAPK=Stressz Aktivalt Protein Kinaz, OR=Oxidativ
Stresszvalasz, SM= Szekunder Metabolizmus (Hong és mtsai., 2012)

A. parasiticusban az AtfB hét, az aflatoxin bioszintézisben résztvevé gén (pksA, nor-1,
fas2-fasl intergénikus régidja, omtA, ordA, verl és aflR) promoterében 1évé CRE
szekvenciahoz kotédik (Hong és mtsai., 2013; Roze és mtsai., 2011). Az AtfB a norl, az
aflatoxin bioszintézis korai szakaszaban résztvevd gén promoterében megtaldlhato CRE1 (5'-
TGACATAA-3") és AP-1 (5-TGAGTAC-3") kotohelyekhez kapcsolodik (Hong és mitsai,
2012). A CRE szekvenciaban bekovetkezd mutaciok hatasara exogén cAMP indukcidjaval
csokkent a norl transzkripcidja. Ez azt bizonyitja, hogy az aflatoxin bioszintézist a CAMP/PKA
utvonal ha csak részben, de az AtfB-n keresztiil szabalyozza. Az atfB expresszidja korrelaciot
mutatott az aflatoxin gén expressziojaval AF termelést indukalo koriilmények kozott, vagyis az
AtfB aktivalni tudja az AF gén prométerét (Hong és mtsai., 2013).

Fontos koregulator funkciokat betoltve az AtfB az AF gének mellett kotodik stresszvalaszokat
szabalyoz6 génekhez, példaul a micélium-specifikus catl-hez vagy a mitokondrium-specifikus
mnSOD-hoz. Igy az AtfB részt vesz az aflatoxin és antioxidans gének expressziojanak

szabalyozasaban (Hong és mtsai., 2013). A nor-1 promoéternél megfigyelt CRE1- vagy AP1
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kot6hely, vagy mindkettd egyiittesen megtalalhatd az AF bioszintézisben résztvevo korai (fas-
1) és koztes id6pontban aktivalodo (ver-1) gének és a micéliumban termelddd stresszvalasz
gének, mint a catl és mnSOD gének promoter régidiban is (Hong és mtsai., 2012).
Feltételezhetéen a homo-vagy heterodimerképz6dés mas transzkripcios faktorokkal (AP-1,
StrA, AtfA vagy mas bZIP transzkripcids faktorral) az AtfB CRE-k&tohelyhez torténd
kotodését segiti el (Hong és mtsai., 2012)

A. oryzaeban az AtfB feliileti kultiraban a késoi novekedési fazisban, konidiumképzéskor
expresszalodott, a vegetativ novekedési szakaszban csak csekély mértékben irodott at (Hong és
mtsai., 2013, Sakamoto és mtsai., 2008) szemben az AtfA-val, amely a teljes tenyésztési id6
alatt konstans modon termel6détt. fgy elmondhatd, hogy az AtfB a konidiumképzés alatt jatszik
szerepet a génexpresszid szabalyozasaban. A microarray technikdval végzett globalis
expresszios analizis eredményei alapjan az AtfB hatasara 29 db gén expresszidja ndvekedett
(BUP = atfB UPregulalt gének). Az A. oryzae genomprojekt annotacioja alapjan a BUP gének
csoportositasa révén megallapitdst nyert, hogy az AtfB részt vesz szamos cellularis
folyamatban, mint a stresszel szembeni védelemben, illetve a szén - és aminosav anyagcserében
iS. A 29-b61 21 gén promoterében volt CRE-szerii motivum, amelyb6l 4-nél a konszenzus CRE-
motivummal tokéletes egyezést figyeltek meg. Az A. oryzae ATF/CREB fehérjéit mas
eukariota fajokbol (pl. az S. pombe, A. nidulans, C. purpurea, S. cerevisiae vagy az emberbdl)
szarmazokkal Gsszehasonlitva megallapithato, hogy ezen fehérjék kozott az AtfB-nél (AtfA
esetében is) a bazikus régiok hasonlosagot mutatnak, mig az AtfB leucin cipzar régioi viszont
nem mutattak egyezést (Sakamoto és mtsai., 2008).

A BUP gének kozé tartoznak a valoszintileg a stressztoleranciaért felelos catA, amely
specifikusan a konidiumokban expresszalodik €s a reaktiv oxigéngyokokkel szembeni
védelemben van szerepe, valamint egy a trehal6z-6-foszfat szintaz génekkel homologiat mutatd
gén. Ez utobbi gén csokkent expresszidja eldidézheti a trehaldz-6-foszfat tartalom csokkenését,
ahogyan S. cerevisiaeban a homolog TPS3 delécioja is csokkentette a trehal6z-6-foszfat szintet.
A deletalt gén komplementalds utan a vad tipushoz képest csokkent expresszidt mutatott,
viszont a trehaloz mennyisége ugyanakkora volt, vagyis az AtfB szabalyozhatja a konidium
trehaloz tartalmat is (Sakamoto €s mtsai., 2008).

Az atfB taltermeld (atfBOE) torzsben a legtobb aktivalodott gén a delécios mutansban
represszalodott, emellett csak kevés gén aktivalodott a delécidos vagy represszalodott a
tultermeld mutans esetében. Az AtfB ezek alapjan transzkripcids aktivator szerepet tolt be

(Sakamoto és mtsai., 2008).
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A. oryzaeben az atfB deléciés mutansban az antioxidans gének, igy példaul a catA
(konidium specifikus katalaz) csokkend transzkripcids szintet mutatott, emellett konidumaik
érzékenynek bizonyultak H2Oz-ra (Hong ¢és mtsai.,, 2013). A AatfB konidiumok
stressztolerancidja tehat csokkent a vad tipusu konidiumoknal megtigyeltekhez képest.
Ozmotikus stressz hatdsara a AatfB mutans novekedése nem mutatott eltérést a vad tipust
torzshoz képest, viszont a konidiumok szdma a mutansnal enyhe mértékben, de csokkent. Azaz
az AtfB részt vesz a konidiumok fejlodésében ozmotikus stressz mellett. A AatfB
konidiumszama szilard taptalajon vald tenyésztéskor is csokkenést mutatott, hasonldéan az
ozmotikus stresszt kivalto taptalajon torténd konidiumszam csokkenéssel. Hostresszel szemben
a delécios mutans konidiumainak érzékenysége szintén ndvekedett.

Az ATF/CREB fehérjék altal megkotott CRE-szertit DNS motivumok a delécios mutans legtobb
represszalt génjének promodterében megtalalhatok. Az AtfB ezért valdszinilileg a konidiumok

stressztoleranciajaban jatszik szerepet (Sakamoto és mtsai., 2008).

2.5. A tanulmanyozott stresszhatasok

2.5.1. Oxidativ stressz

Azt az élettani allapotot, amikor a reaktiv oxigén formak (ROS) altal okozott negativ hatasok a
stressznek kitett sejtek életképességét szignifikansan rontjak, oxidativ stressznek nevezziik.
Gyakran kovetkezik be a gazdaszervezet és a patogén kozti kdlesonhataskor, xenobiotikumok
lebomlédsakor valamint a nehézfémek bioszorpcidjakor. Oxidativ stressz kovetkeztében tobbek
kozott a glutaredoxin-thioredoxin, a DNS hibajavitd rendszerek aktivalodasa, az antioxidans
enzimek (katalaz, peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz), a NADPH fokozott termelése és a
sejtciklus folyamatok gatlasa megy végbe (Orosz és mitsai.,, 2017). A SOD a szuperoxid
2012).

A ROS, mint példaul a szuperoxid anion (O2") vagy a hidrogén-peroxid (H202) a molekularis
oxigén nem teljes redukcidjaval keletkezik a 1égzési és metabolikus folyamatok kdzben (Qi és
mtsai., 2013) (pl.: mitokondrialis 1égzéskor, a peroxiszomaban a zsirsavak f-oxidaciojaval),
vagy kiilonbozo koérnyezeti hatdsokra, mint az UV sugérzas vagy a tdpanyaghiany (Hong és
mtsai, 2012). Szerepiik pl. a névények esetében a patogén invazio lekiizdésében van (Qi és
mtsai., 2013).

Az oxidativ stressz kivaltasahoz diamidot, MSB-t és tBOOH-t hasznaltunk.
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Diamid: A reaktiv nitrogén formak, az un. reaktiv elektrofil vegyiiletek (RES), azon beliil az
azovegyiiletek koz¢é tartozd diamid a tiol-redox egyensulyra van hatdssal. Toxicitasat tehat a
fehérjék és kis molekulatomegi tiolok kozotti diszulfid-hidak kialakitasaval fejti ki (Pother és
mtsai., 2009). Specifikusan a savas tiolcsoport kiillondsen a glutation oxidalasaban van szerepe
(Toledano és mtsai., 2003). A diamid két GSH molekula (glutation redukalt formaja) GSSG-da
(glutation-diszulfid, oxidalt forma) torténd oxidacidjaval a GSH/GSSG redoxrendszer
egyensulyat zavarja meg hidrazin képzddése kozben. Ezt kdvetéen a HoO» az intracellularis
peroxidszint (02%) novelésével a kéntartalmi aminosavak direkt oxidacidjat és hidroxilgyokok
(OH") képzodését eredményezi (Kosower és Kosower 1995; Pocsi és mtsai., 2005).

tBOOH (terc-butil-hidroperoxid): A kumén-hidroperoxid, a linolénsav és a linolsav-
hidroperoxid mellett a tBOOH (terc-butil-hidroperoxid) a szerves peroxid szarmazékok kozé
tartoznak. Hidrofobicitasuk miatt inkabb a membrankomponensekkel 1épnek reakcidoba
(Toledano és mtsai., 2003). A tBOOH alkoholla torténd kételektronos redukcidja a glutation-
peroxidazzal megy végbe, amelyet a GSH GSSG-da torténd oxidacidja kovet. A GSSG
redukcidja a glutation-reduktazzal NADPH felhasznalasaval torténik. A GSH kimertilés
szekvesztracid zavarat okozzik, azaz a citoszolikus szabad Ca?* koncentracio ndvekszik, igy a
sejtmembran mikodésében zavar kovetkezik be (Davies, 1989). A tBOOH-nak a glikolizisre
nincs hatasa, a pentoz-foszfat Gtvonal aktivitasat viszont fokozza, az atvonal gatlasa pedig pl.
6-aminonikotinamiddal (a NADPH képzddés csokkenését okozza a pentdz-foszfat Gitvonalon
keresztiil) a tBOOH toxikus hatasanak felerésitését eredményezte (Rush és Alberts, 1986).
Citotoxicitasat gy fejti ki, hogy a tBOOH indukalja a NADPH és a tiol elhasznalasat, igy
elobbi a mitokondridlis, utdbbi pedig az extramitokondrialis kdlcium raktarak zavarat idézi eld
(Rush és Alberts, 1986).

MSB (Menadion-natrium-biszulfit): A menadion redox ciklussal szuperoxid gyokanionok
(027) képzodését generalja, amely a 4Fe-4S fehérjékre karos hatast gyakorolva, hidroxilgyokok
(OH") keletkezését valtja ki. Emellett kozvetve hatasa lehet a GSH tartalomra is a GST
(glutation-S transzferaz) altal katalizalt detoxifikacidban (Pocsi és mtsai., 2005). Tovabba a
ROS felhalmozodasat és/vagy a GSH-GSSG egyensuly zavarat idézi eld (Pdcsi és mitsai.,
2004).

2.5.2. Ozmotikus stressz
Cellularis szinten az ozmotikus stressz hatasara a sejtek vizet veszitenek, a citoplazma ion

koncentracidja nd, majd a sejtek zsugorodasa kovetkezik be (Liu és mitsai., 2021). A
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sejtzsugorodas, azaz a turgornyomds elvesztése miatt a plazmamembranfehérj¢k, igy a
mechanoszenzitiv csatorndk miikodésében kovetkezik be valtozas. A vizvesztés pedig a
milkodését (Tamas és mtsai., 2000). Az ozmotikus stressz tanulmanyozasat NaCl és szorbit

alkalmazasaval végeztiik.

2.5.3. Nehézfém stressz

Nehézfém stressz eldidézéséhez CdClz-ot alkalmaztunk, amely majdnem minden éldlényre
toxikus hatast fejt ki, rakkelté hatidsu az emlOsokre és igy az emberi szervezetre is. A
novényeknél novekedésgatlast okoz a gyokerekben vald felhalmozodasaval, valamint a
ciszteint tartalmazé fémkotd peptidcsoportok szintézisét (fitokelatinok) valtja ki. A
lipidperoxidacié és klorofill degradacié nyoman pedig reaktiv oxigén részecskék képzodését
okozza (Guelfi és mtsai., 2003).

A nehézfém szennyezdanyagok, igy a kadmium is a gombaknal sokfajta biologiai aktivitasra
van negativ hatassal, ugy, mint a 1égzési folyamatokra, micélialis ndvekedésre, sporaképzésre
¢s a csirazasra (Ramadan és mtsai., 1988). A. nigerben gatolta a citromsav termelést, csokkent
a sejtek fehérje és DNS tartalma, mig a lipidek és poliszacharidok mennyisége novekedett. A
Plaza ¢és mtsai. (1998) altal végzett, potencidlisan patogén talajlakd gombafajok
kadmiumstressz melletti micélidlis novekedését vizsgdld tanulmany szerint a gombdk
kadmiummal szembeni érzékenysége nagy valtozatossagot mutat.

S. cerevisiaeben szabadgyok ,,scavenger”-ként (szabadgyok-eltavolitd) az N-acetilcisztein a
kadmium toxikus hatasat semlegesiteni képes, ezzel szemben azon mutansok, amelyek SOD
aktivitast nem mutattak vagy nem voltak képesek glutationt szintetizalni, a kadmiumra
hiperszenzitivitassal reagaltak. Azt is megfigyelték, hogy az oxigénhiany mellett ndvekedd
sejtek kadmiumra rezisztenciat mutattak, azaz ez alapjan elmondhato, hogy az oxidativ stressz

hozzajarul a kadmium toxikus hatasahoz S. cerevisiaeben (Guelfi és mtsai., 2003).

2.5.4. Sejtfal integritasi stressz

A CR egy vizben old6do diazofesték, szine pH- fliggd, a kék és vorods szin kozott mozog 3 és
5,2 kozotti pH tartomanyban. Jellemz6 ra a nagy szerkezeti stabilitas és a biodegradacioval
szembeni rezisztencia, ennek ellenére egyes A. niger torzsek Képesek részleges lebontasukra
extracellularis lignin - és mangan-peroxidazokkal. Antifungalis aktivitasat a sejtfalba torténd
interkalalddas utjan fejti ki, ahol a kitinnel és B-1,3 glilkkanokkal képez komplexet. Gatolja a

kitinszintézist és a kitin B-1,3 gliikdnhoz torténd kapcsolodasat. Ezek kovetkeztében a CR
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morfologiai valtozasokat, illetve a sejtfal gyengiilését idézi eld a gombakban (Lima és mtsai.,

2021; Csillag és mtsai., 2023).

2.6. Szekunder metabolitok; sterigmatocisztin

A szekunder metabolitok Kis molekulatomegii, jelentés kémiai valtozatossagot mutato
vegytiletek, amelyek eldallitasa nem esszencialisan fontos az él6lények szamara (Hajjar és
mtsai, 1989). Négy f6 osztalyukat lehet elkiiloniteni: poliketidek (PK), terpenoidok,
sikiminsavbol szarmazo vegyliletek és a nem-riboszomalis peptidek (NRP). Emellett ezen
csoportok hibridjei is el6fordulnak, ilyenek példaul a meroterpenoidok, amelyek a PK és
terpének fuzi6jabol jonnek létre. Ezek a hibrid vegyiiletek is hozzdjarulnak a gombak
metabolomjanak komplexitasahoz és nagyfoku variabilitasahoz (Klejnstrup és mtsai., 2012).

Az Aspergillus fajok sokfajta szekunder metabolitot, koztiik mikotoxinokat is képesek
szekretalni (Mousavi és mtsai., 2016, Raduly és mtsai., 2020). Ezen mikotoxinok élelmiszer-
¢és takarmanyszennyezokként emberi- és allategészségiigyi szempontbol sulyos problémakat és
komoly gazdasagi karokat is okoznak (Rank és mtsai., 2011). A mikotoxinok egymast kovetd
enzimreakciok eredményeként jonnek létre szamos, biokémiailag egyszeri koztesterméken
keresztiil.

Az Aspergillus fajok a legfontosabb ismert mikotoxinok koziil az aflatoxin (AF),
gliotoxin, ochratoxin A termelésére képesek (Mousavi és és mtsai., 2016; Raduly és mtsai.,
2020). Az A. flavus és A. parasiticus altal termelt aflatoxin a komplement kotéssel és a kotott
opszoninok aktivacigjaval torténd fagocitozisra fejti ki hatasat, igy a toxint termelé gombafajt
ellenallobba teszi fagocitozissal szemben (Mousavi €s €s mtsai., 2016).

Az A. fumigatus altal termelt gliotoxinnak immunszupressziv és citocid (sejtpusztulast
okoz0) hatasa is van. Ezek a gomba metabolitok a konidium és hifa forma ellen hatasos fagocita
funkciok karositasaval fejtik ki hatasukat (Mousavi és mtsai., 2016).

A sterigmatocisztin (ST) szamos fonalas gomba, igy az A. nidulans altal is termelt
karcinogén, toxikus, mutagén és teratogén mikotoxin (Hajjar és mtsai, 1989). El6szor 1948-ban
Sterigmatocystis sp.-bél tisztitottak részlegesen (Nekam és Polgar, 1948), majd 1954-ben
Aspergillus versicolorbol izolaltak (Hatsuda és mtsai., 1954) habar szerkezetét (C1g8H1206) cSak
kés6bb, 1962-ben irtak le (Bullock és mtsai., 1962). Az ST az AF bioszintézis intermedier
terméke (Hajjar és mtsai, 1989). Az AF-nal egyiitt az egyszeri acetat egységek alkotta
szénlancokbdl all6 PK szekunder metabolitok koz¢é tartozik. Habar a ST az AF-hoz viszonyitva
kevésbé toxikus, azonban néhany esetben a human sejtekre kifejtett genotoxikus hatasa

erdsebbnek bizonyult (Yu és mtsai., 1995). Az aflatoxinoknak 150-200-szor erésebb toxikus
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hatdsa van, optimalis koriilmények mellett az egyes izolatumok altal nagy mennyiségben
termelt ST toxikus hatdsa ennek ellenére meghaladhatja az aflatoxinokét (Rank és mtsai., 2011).

A szekunder metabolitok termelésében szerepet jatszo gének klaszterekben helyezkednek
el (Amaike ¢és Keller, 2011). A ST termelést sok, filogenetikailag és okologiailag kiilonb6z6
nemzetségbdl szarmazo faj esetében kimutattak (Aschersonia, Aspergillus, Bipolaris,
Botryotrichum, Farrowia, Fusarium, Humicola, Monocillium, Penicillium, Podospora). Az ST
génklaszternél valoszintileg horizontalis géntranszfer valésul meg a nem rokon fajok kozott.
Az ST termelést a novekedési feltételek és a tapanyagok is befolyasoljak. Az egyszerti cukrok
(gliikéz, szachardz), a savas pH valamint az enyhe oxidativ stressz kedvezd hatéssal, az
ammoOnium ionok (szemben a nitrattal) viszont negativ hatassal vannak az ST termelésére. A
pH-ra vonatkozoéan az el6z6 allitassal ellentétben Delgado-Virgen és mtsai. 2009-es
tanulmanyukban arra a megallapitasra jutottak, hogy a tapkozeg pH-janak novekedésével az
afIR mester-regulator gén (a sterigmatocisztin klaszter expressziojanak szabalyozasaért felelds
gén) expresszidja a tenyésztési id6 eldrehaladtaval linedrisan novekedett, tehat az ST
termeléshez a ltgos pH jarult hozza. Az ST bioszintézis szabalyozasaban az afIR mellett a laeA
(szekunder metabolizmus globalis szabalyozoja A. nidulansban), fluG, fIbA gének (szerepiik
van a G-protein/ cAMP/PKA jelatviteli utvonalakban) vesznek még részt (Rank és mtsai., 2011,
Delgado-Virgen és mtsai., 2009). A szekunder metabolizmust szabalyozé molekularis
mechanizmusok gyakran kozremiikddnek az aszexualis és szexualis folyamatok iranyitasaban
is.

Az egyik ilyen fontos szabalyozasi kapcsolat a VelB-VeA éltal alkotott heterodimer
komplex, amely a sejtmagban a LaeA-val kapcsolodik 6ssze. A VelB-VeA-LaeA heterotrimer
komplexe iranyitja a szekunder metabolizmust és a s6tétben zajlo fejlodési folyamatokat (Kim
¢s mtsai., 2017). A magi fehérje LaeA az A. nidulans t6bb szekunder metabolit génklaszterének
els6k kozott azonositott kromatin szintli génszabalyozas regulatora, amely tartalmaz egy S-
adenozilmetionin (SAM) - ko6té motivumot, amely a metildz szupercsalad minden tagjanal
megtalalhat6 (igy pl.: a kromatin modositasban és az epigenetikai génszabalyozasban részt vevo
hiszton metiltranszferazoknal) (Kim és mtsai., 2017; Reyes-Dominguez és mtsai., 2010). A
LaeA-fiiggd szabalyozast mutatd szekunder metabolit génklasztereken beliil talalhatok meg
azok a gének, amelyek a ST bioszintézisében részt vesznek (aflR, stcA-X) (Kim és mtsai., 2017).
A LaeA delécidja az ST szintézis szignifikans csokkenését vonta maga utan (Klejnstrup és
mtsai., 2012).

A mikotoxin termeld fajok esetében az ST/AF génklaszterek szekvenaldsa nyujthat

segitséget evolucios fejlodésiik megértésében (Rank és mtsai., 2011).
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3. Célkituzések

Doktori munkamban az A. nidulans fonalas gomba bZIP tipusu transzkripcios faktorait kodold

atfA és atfB gének funkcioinak részletesebb megismerése érdekében az alabbi célokat tiiztiik

ki:

Double-Joint PCR modszerrel a delécios (4), a nitrattal indukalhato niiA promoterrel a
taltermelé (OE) mutansok eldallitaisa az Osszes kombinacioban: AatfA, AatfB,
AatfAdatfB, AdatfAatfBOE, atfBatfAOE, atfAOE, atfBOE ¢s atfAOEatfBOE,

A mutadnsok stresszérzékenységének vizsgalata szilard taptalajon  torténd
pontinokulacioval oxidativ (diamid, MSB, tBOOH), ozmotikus (NaCl, szorbit),
nehézfém (CdClp), sejtfal integritas stresszt (Kongovoros) alkalmazva, valamint
hostresszel szembeni érzékenyégiik tanulmanyozasa 10 percig tartdé 50 °C-0s hokezelés
utan a konidiosporak szélesztésével,

Az ivaros (kleisztotécium képzodésének indukalasaval) és ivartalan (konidiospdorak
szamanak meghatarozasaval) szaporodés tanulményozasa,

A konidiosporak méretének meghatdrozésa fény- és scanning elektronmikroszkdpos
felvételek készitésével, valamint az abaA gén expresszidjanak meghatarozasa RT-gPCR
segitségével,

A szekunder metabolitok termelése szoros kapcsolatot mutat a kdrnyezeti, elsdsorban
oxidativ stresszel, igy célul tiztiik ki az ST mikotoxin termelésének vékonyréteg
kromatografids analizissel, illetve kvantitativ. HPLC-s modszerrel torténd
meghatarozasat,

A deléciés mutansok (a AatfA, AatfB, AatfAdatfB) €és a kontroll THS30.3 torzs
transzkriptomikai tanulmanyozasa ujgeneracios RNS szekvenalassal MSB-vel kezelt és
stresszmentes taptalajon ndvesztett tenyészetek vegetativ micéliumaibdl és
konidiumaibol,

Ezt kovetéen az adatok Osszehasonlitd transzkriptom vizsgalatat, majd a
transzkriptomikai eredmények kiértékelését a torzseknél kapott globalis génexpressziods

mintazatok Venn-diagramos 0sszehasonlitdsaival kivantuk végrehajtani.
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4. Anyagok és modszerek

4.1.A Kkisérletekhez hasznalt torzsek

Vizsgalatainkhoz az alabbiakban felsorolt térzseket hasznaltuk fel:

1. tablazat A vizsgalatainkhoz felhasznalt torzsek

Faj/Torzs

Genotipus

Referencia

A. nidulans / RIMP 1.59

pyrG89; pyroA4; veA"

Shaaban és mtsai., 2010

A. nidulans / TNJ36.1

pyrG89; pyroA4; pyrG*; veA*

Kong és mtsai., 2013

A. nidulans / THS30.3

pyrG89; pyroA*; veA*;
AfupyrG*

Emri és mtsai., 2015

A. nidulans AatfA

pyrG89; AatfA::AfupyrG™;
pyroA*; veA"

Kocsis és mtsai., 2022

A. nidulans 4atfB

pyrG89; AatfB::AfupyrG™;
pyroA*; veA"

Kocsis és mtsai., 2022

A. nidulans datfA4atfB

pyrG89; pyroA4;
AatfB::AfupyrG*;
AatfA::pyroA™; veA"

Kocsis és mtsai., 2022

A. nidulans atfAOEatfBOE

nitA(p)::atfA::pyroA3/4;
pyrG89; niiA(p)::atfB::AfupyrG

. pyroA4; . .
A. nidulans atfAOE NiiA(p): atfA::pyroA3/4 Kocsis és mtsai., 2022
. pyroA4; . )
A. nidulans atfBOE NiiA(p): atfB::pyroA3/4 Kocsis és mtsai., 2022
pyroA4;

Kocsis és mtsai., 2022

A. nidulans atfAOEAatfB

pyroA4;
nitA(p)::atfA::pyroA3/4;
pyrG89; AatfB::AfupyrG*;
pyroA™; veA"

Kocsis és mtsai., 2022

A. nidulans atfBOEAatfA

pyroA4;
nitA(p)::atfB::pyroA3/4;
pyrG89; AatfA::AfupyrG*;
pyroA™; veA"

Kocsis és mtsai., 2022

A. fumigatus Af293

Brookman és Denning,
2000
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4.2 Az alkalmazott taptalajok és egyéb oldatok

Az A. nidulans térzseket 6 napig 37 °C-on minimal Barratt-féle taptalajon tenyésztettiik (Barratt

¢s mtsai., 1965). Az igy begytijtott sporakat fenotipus vizsgalatok elvégzéséhez hasznaltuk fel.

1. Asperqillus Minimal Médium (AMM) — 1literben:

= 10 g gliikoz

= 50 ml 20X NSS (nitrate salt solution = nitratos sdoldat)

= 1 ml 1000X TES (trace element solution =nyomelemoldat)
= Szilarditashoz 18 g agar

pH=6,5

2. 20X NSS 1 literben:
= 120 g NaNO3

= 10,49 KCl

= 10,4 g MgSO47 H.0
» 30,4 g KH2PO4

3.1000x TES 100 ml-ben:
2,29 ZnSO47 H20

1,1 g H3BO3

= 0,59 MnCl>4 H,O

= 0,59FeS047 H0

= 0,17 g CoCl,-6 H.0O

= 0,16 g CuSO45 H20

= 0,15 g NazMoO4-7 H20
» 5gNaEDTA

pH=6,5

4. Az auxotrof torzsek vitaminoldatai:

Piridoxin torzsoldat: uracil, uridin torzsoldat:
Torzsoldat: 0,01 g 100 ml desztillalt vizben Torzsoldat: 5,6 g uracil és 6,1 g uridin
- 50 pl térzsoldat adasa 100 ml desztillalt vizben
100 ml tapkozeghez/taptalajhoz. 22 ml torzsoldat adasa 100 ml

tapkozeghez/taptalajhoz
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= 10 g gliikoz

= 2 g ammonium-tartarat

= 20 ml 50X SS (salt solution = s6oldat)

= 1 ml 1000X TES (trace element solution =nyomelemoldat)
= Szilarditashoz 18 g agar

pH=6,5

6. 50X SS 1 literben (represszalé tapkozeg sooldata):
26 g KCI

26 g MgSO4-7 H20

76 g KH2PO4

7. Spéramosé folyadék 1 literben:
9 g NaCl

100 pl Tween 80

4.3. Az atfA és atfB géndelécios és a tiltermelé mutansok elkészitése

Az atfA (locus ID:AN2911) és az atfB (locus ID: AN8643) gének deléciojanak eldallitasa
Double-Joint PCR modszer alkalmazasaval tortént (Yu és mtsai., 2004; Leiter és mtsai., 2016).
Ehhez géndelécios kazettdkat hoztunk Ilétre, tehat a deletdlni kivant géntdl upstream, 5°-
flanking régional 1évo, illetve a downstream elhelyezkedd 3’-flanking régional 1évo
szekvencidk lettek fuzionalva a recipiens torzs auxotrofidjat komplementald marker génnel. Az
egyes komponensek amplifikdcioja specifikus és kiméra primerekkel tortént, ezt kovette a
fentebb leirt fuzidja a 3 komponensnek, majd a végsé termék amplifikacidja nested primerek
hasznalataval valosult meg (2. tablazat). A PCR-rel amplifikalt fuziés termékkel kozvetlentil
transzformaltuk az rJMP 1.59 (dupla deléciés mutdnshoz) és a TNJ36.1 (csak az egyik gén
deletalasahoz) torzseket. A delécios mutansokat Mi-Kyung Lee készitette el (Koreal
Biotudomanyi ¢és Biotechnologiai Kutatdintézet (KRIBB), Biologiai Eréforras Kozpont,

Jeongeup-si, Koreai Koztarsasag).
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A delécios mutansok eldallitasahoz felhasznalt primerek a kovetkezok:

2. tablazat A delécios mutansok elkészitéséhez felhasznalt primerek

Szekvencia (5°—3) Célszakasz

TTCGAGTGGCAATCTGATAAC atfA gén 5’-flanking
régidja

AATATACAGTCCAAAAAGGC atA g?é;(;jf;a”k'”g
GCTTTGGCCTGTATCATGACTTCAAGTTCCCCCCGCGAT 5° atfA AfupyrG
CCGGTC szakasszal
ATCGACCGAACCTAGGTAGGGTAAGGAATAATATCAC 3" atfA AfupyrG
TTGACTAAC szakasszal
TCCATAAATAAACACTCCGACCA 5" nested atfA-ra
AACCGGGAGAGCCACAACAT 3" nested atfA-ra
GCTGAAGTCATGATACAGGCCAAA 5 AfupyrG marker
ATCGTCGGGAGGTATTGTCGTCAC 3' AfupyrG marker
AGTTCCCCCCGCGATCCGGTCACTTCTGCAGTCGGAAT | o, o oy
TGGCCTG Py
TGGTGAGAACACATGCACAACTTGAGGAATAATATCA | o, o oo
CTTGACTAAC Py
ATCTCATGGGTGCTGTGCGAAAGG 5' AnipyroA marker
TTGCATCGCATAGCATTGCATTGC 3 AnipyroA marker
AAGCTCCTCTGTCCATCACGATG B g ;(;jf;a”k'”g
GCTTTGGCCTGTATCATGACTTCACTGTTGGTTACCAAT 5" atfB AfupyrG
ACTGTTCCT szakasszal
ATCGACCGAACCTAGGTAGGGTACGTTTATCCATTCTC 3" atfB AfupyrG
TCCGGCTTC szakasszal
GCGTCTTGTCGTCTGCTCAGATC atB e ;(;J.‘:a”k'”g
CCAGGATGTAGTGAGTTGCAGGA 5" nested atfB-re
CGAAACGCACCCGCACATAAC 3" nested atfB-re

A taltermeld mutiansok eldallitdséhoz a pyroA marker gént kodold szekvencidjanak
haromnegyed részét tartalmazo pHS11 vektort hasznaltuk (Kwon és mtsai, 2010) (3. abra). Az
ezzel a vektorral transzformalando recipiens térzsek pontmutacié miatt piridoxinra mutatnak
auxotrofiat. Az atfA és atfB ORF régiokat az Expand Long Template PCR polimerazzal (Merck
Kft.) amplifikaltuk. Az amplikonokat restrikciés enzimekkel emésztettik meg, az atfA-t az
EcoRI és Ndel az atfB-t BamHI és HindIII enzimekkel a niiA promoter és trpC terminator k6zé
kloénoztuk be (Leiter és mtsai., 2016). A piridoxin auxotrofia komplementalasdhoz a pyroA-
I6kuszba torténd beépiilésre van sziikség (ektopikus integraciok is bekovetkezhetnek). Az atfA-
t vagy atfB-t tartalmazo plazmid a pyroA4 helyre egyszeres rekombinacioval torténd beépiilése

megsziinteti a piridoxin auxotrofiat.
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A kivant gént tartalmaz6é pHS11 plazmidot Escherichia coliban szaporitottuk fel, majd a
tisztitott plazmidban a gén jelenlétét szekvenalassal is ellendriztiik. Az igy 1étrehozott atfAOE-
pHS11 ¢és atfBOE-pHS11 plazmiddal transzformaltuk a AatfA, AatfB és TNJ36.1 kontroll
torzset. Az atfAOEatfBOE mutans eléallitasahoz a pHS11 vektorban, amelybe el6z6leg mar az
atfB klonozasa megtortént, a pyroA markert lecseréltiik az A. fumigatus pyrG-re. Ezzel a

plazmidkonstrukttal transzformaltuk az atfAOE mutanst (Szewczyk és mtsai., 2006).

Vektor informacio (pHS11_flag)

niiA promeéter
pUC replikcios E— /
origd N . MCS
A N G !
- \ ¥ (poliklonozé hely)
2 L g
“' pHS-11 niiAP flag
\ 5239 bp TrpC terminator
AmpR \\\
(Ampicillin  \ \ o
rezisztencia) N
N

%
PyroA3/4 CDS

PyroA Promoter

GATCT GGA TCC GAA TTC CTG CAG AAG CTT CAT ATG GCG GCC GCT CTC GAG GAC TAT AARA GAT GAT GAT GAT AAG TAA A
A CCT AGG CTT AAG GAC GTC TTC GAA GTA TAC CGC CGG CGA GAG CTC CTG ATA TTT GTA GTA GTA GTA TTC ATT TCTAG

BamHI EcoRI PstI HindIII Ndel NotI ¥hoI D Y K D DD D K Stop

MCS Flag

3. abra Az atfA és atfB gének tultermeléséhez hasznalt pHS11 plazmid térképe

A tultermeld mutansok eléallitasdhoz és ellendrzéséhez felhasznalt primerek a kovetkezok:

3. tablazat A tultermelé mutansok elkészitésé¢hez felhasznalt primerek

Szekvencia (5°—3’) Célszakasz
2agaattcATGTCTGCCGCCGTGGCTTCG atfAOEEcoRIfwd
ggcatatgTCAAGTGTATGGAGGATTCGG atfAOEN(delrev
aaggatccATGACCAGCCAAACAACTTTC atfBOEBamHIfwd
ggaagcttCTAAGAAATGCTAATTTGCAGG atfBOEHindlllrev
ccTTATAAIctctcgtgatctggcttgetgggtt AnipyrGPsilfwd
TTRTGCGCAY gatgtgccactaatgtaactagct AnipyrGFspalrev
GGTGACTCGTTGTGCCACACTATG pHS11fwd
TTGCAGATGAGCTGTATCTGGAAGAGG pHS1lrev
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4.4, Protoplaszt transzformacio PEG jelenlétében

Piridoxinnal és/vagy uracil-uridinnel kiegészitett minimal taptalajon 37 °C-on inkubalt
tenyészetek sporaibol 2X108 sporat inokulaltunk 40 ml komplex tapfolyadékba (0,5 % élesztd
kivonattal kiegészitett minimal tapkozeg 2 % gliikozzal) és 14 oOran at razattuk 120 rpm
fordulatszamon 30 °C-on. A micéliumot sziirtiik (Miracloth-on) steril desztillalt vizzel mostuk
¢és protoplasztaltuk. A protoplasztalo oldat elkészitéséhez 1,28 g Lallzyme MMX-et adtunk 8
ml KCl-citromsav oldathoz (8,2 g KCI és 2,1 g citromsav 100 ml desztillalt vizben, pH5,8)
kiegészitve 8 ml komplex tapfolyadékkal. Ezt kovetéen 60 rpm-en 30 °C-on inkubaltuk tovabb
a tenyészetet 2-3 oran keresztiil, kozben mikroszkoppal ellendérizve a protoplasztok
képzOdésének allapotat. A protoplasztokat lesziirtik és 10 percig, 1800 g-n 4 °C-on
centrifugaltuk. Sziirés utan megismételtiik ezt a 1épést 10 ml 0,6 M KCI oldatot hozzaadva a
protoplaszt pellethez. Ezt kovetéen még kétszer mostuk 0,6 M KCl oldattal (2400g, 3 perc 22
°C-on torténd centrifugalassal gylijtve 0ssze a protoplasztokat). Végiil 0,6 M KCI - 50 mM
CaCl; oldatban vettiik fel a protoplasztokat. 100 pl protoplaszt oldatot (2X10° protoplaszt) 5-8
ug DNS-sel és 50 ul PEG oldattal (4,47 g KCI, 0,74 g CaCl>-2 H20, 25 g PEG3350 100 ml
desztillalt vizben) kevertiik 6ssze, majd 25 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetéen 1 ml PEG
oldatot adtunk az elegyhez és 25 percig szobahémérsékleten tovabb inkubaltuk, majd szelekcios
taptalajra szélesztettiik, amely nem tartalmazott piridoxint és/vagy uracil-uridint emellett 0,6 M
KClI-dal volt kiegészitve. A taptalajokat egy éjszakan at 30 °C-on, majd 37 °C-on inkubaltuk a

transzformans telepek megjelenéséig (Szewczyk és mtsai., 2006).
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4.5. A delécios és tultermelé mutansok genotipusanak ellenorzése

4.5.1. Genomi DNS izolalas

A folyékony taptalajban felnovesztett, a 1,5 mL-es eppendorf cs6 kipos részének megfeleld
mennyiségii gombamicéliumhoz 150 pl lizis puffert (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0.5M NaCl; 1%
SDS) és 10 ul RNaz-t adtunk majd liveggyongy segitségével, 30 s-ig 5000 rpm fordulatszamot
alkalmazva MagNA Lyser (Roche Applied Science) sejtfeltard késziilékkel tartuk fel a
micéliumokat. A mintakat ezt kovetéen termoblokkban inkubaltuk 65 °C -on 10 percig 2
percenként vortexelve, majd 200 ul PCIA oldatot adtunk hozzajuk. 15 perc 13200 rpm-en, 4°C
centrifugalast kovetden, a tiszta nukleinsavat tartalmazé vizes feliilluszot atmértiik Eppendorf-
csovekbe, majd 4/5 térfogat PCIA oldatot adtunk a mintdkhoz. Ujabb centrifugalds utin a
feliiluszot atmértiik tiszta Eppendorf-csdvekbe és 0,54 térfogat izopropanolt adtunk hozzajuk.
A kicsapdodott DNS-t centrifugalassal gytijtottiik ssze. A feliiluszo eltavolitasa utan a pelletet
500 pl -20 °C-ra lehitott 70%-os etanollal mostuk és 5 percig 13200 rpm-en centrifugaltuk.
Végiil a pelletekrél vakuumal leszivtuk a folyadékot és 10-20 pl nukledzmentes vizben

crer

hataroztuk meg.

A taltermeld mutdnsoknadl a transzformalasbol szdrmazé telepeket egyedi telepre oltottuk at,
majd a telepeket folyékony represszalo taptalajba oltottuk be és 37 °C-on 220 rpm-en razattuk
1-2 napig. A tenyészetekbdl ezt kovetéen genomi DNS-t izolaltunk fenol-kloroform-
izoamilalkoholos (PCIA) modszerrel (Id. a 4.5.1. Genomi DNS izolalas fejezetnél). Az atfA és
atfB gén beépiilését ezutan PCR-rel (EmeraldAmp MAX PCR polimeraz, Takarabio)
ellendriztiik a pHS11 fwd és rev primerparral (3. tablazat), amely a pHS11 vektorban a niiA

promoter és trpC terminator régiohoz kotédik (3. abra)

Emerald PCR reakcid dsszetétele (25 ul): PCR reakci6:
= 12,5 ul EmeraldMix 98 °C 10 masodperc
»= 1 ulpHS11fwd (10 pmol/ul) 68 °C 2 perc
= 1 plpHS1lrev (10 pmol/ul) ismétlés: 30x
= 1 ulgDNS

= 9,5ulddH20
Azon klonokboél, amelyeknél PCR-rel sikeriilt kimutatni az atfA ¢s/vagy atfB gének jelenlétét a
gének taltermelddését is ellendriztilk RT-qPCR modszerrel (Id. a 4.5.3 RT-qPCR-rel az atfA és
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atfB gének taltermelddésének ellenérzése és az abaA gén expresszidjanak meghatarozasa C.

fejezetnél) (Kiraly és mtsai., 2020b).
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4.5.2. RNS izolalas

A micélium- és spéraminték feliileti tenyészeteit (sporanal 1 Petri-csészérél ~5X10%,
micéliumnal (4 db Petri-csészérdl) jégen gytijtottiikk 0ssze az RNS degradalddasanak elkeriilése
miatt. A Petri-csészék szilard tenyészeteirél a micélium- és spoéramintakat jégen gyujtottik
Ossze az RNS degradalodasanak elkeriilése miatt. Ezutan 500 pl TRIzol reagenst mértiink
hozzajuk, majd 30 s-ig 5000 rpm fordulatszamot alkalmazva tiveggyonggyel MagNA Lyser
(Roche Applied Science) sejtfeltaro késziilékkel tartuk fel a mintakat.

5 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk, majd 200 ul kloroformot adtunk a mintakhoz.
15 masodperc intenziv keverés utan 3 percig szobahdmérsékleten inkubaltunk. 15 perc 10000
rpm-en 4 °C-on torténd centrifugalas utan a feliiluszokat dvatosan, az interfazis megzavarasa
nélkil atmértiik tiszta Eppendorf-csovekbe. Kb 500 pl vizes fazishoz ugyanannyi 500 pl
izopropanolt mértiink.
Ovatos keverés utan 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk majd 10 percig 10000 rpm-en 4
°C-on centrifugalva gyiijtottiik 6ssze a pelletet. A feliilisz6 eltavolitasa utan 500 pl -20 °C-ra
lehtitott 70%-0s etanollal tortént a pellet mosasa. Ezt 8800 rpm-en 5 percig 4 °C-on torténd
centrifugalasi 1épés kovetett. Az etanol vakuumos eltavolitasa utan 20-40 pl dietil-
pirokarbonattal (DEPC) kezelt vizben szuszpendaltuk fel a pelleteket majd 68 °C-on 5 percig
inkubaltuk (Chomczynski, 1993).
mintdk mindségének ellendzése denaturald agardz gélelektroforézissel tortént.
Az agar6z g€l az alabbi komponensekbdl tevédott ossze:

1. 1% (w/v) agardz,

2. 10 % (v/v) 10x MOPS-EDTA oldat (200 mmol/l MOPS, 50 mmol/l natrium-acetat, 10

mmol/l EDTA, pH 7,0.)

3. 0,002 % (v/v) etidium-bromid (10 mg/ml)

4. ¢és 5 % (v/v) formaldehid.
Futtatashoz 20 pl mintat (4pg RNS) 5 ul 25 mmol/l EDTA-t és 10 g/l SDS-t tartalmazo oldattal
valamint 25 pl mintafelvivé pufferrel (RNA loading buffer, Fermentas) kevertiikk 6ssze és
mintafelvitel el6tt 10 percig 68 °C-on inkubaltuk. Futtatopufferként az 1x MOPS-EDTA oldatot
hasznaltuk 80 V fesziiltség mellett.

34



4.5.3. RT-gPCR-rel az atfA és atfB gének tialtermelédésének ellenérzése és az abaA gén
expressziojanak meghatarozasa

A taltermelé mutansokat represszald (ammonium ion tartalmu) és indukcios (nitrat tartalmu)
tapfolyadékba (Id. a 4.2 Az alkalmazott taptalajok és egyéb oldatok c. résznél) inokulaltuk és
30-40 o6ran at 37 °C-on 220 rpm-en razattuk, majd a micéliumokbo6l RNS-t izolaltunk (Id. a
4.5.2. RNS izolalas résznél).

Egy 1épéses real-time RT-gPCR moédszert alkalmaztunk (Emri és mtsai., 2015), a méréseket

LightCycler® 480 késziiléken végezve:

RT-gPCR &sszetétele 20 ul: PCR reakcio:
= 5 ul RNS minta (500 nanogram) (DNaz kezelve) 1. 45°C, 10 perc
= 10 ul SYBR Green enzim mix 2.95°C, 2 perc
= 0,8 pul primer forward 3. denaturalas: 95 °C, 5 sec
= 0,8 ul primer reverz 4. hibridizacio: 51 °C, 10 sec
= 2,4 ulddH.0 5. lanchosszabitas: 65 °C, 20 sec
» 1ulRTaz 6. 95 °C, 15 sec
7.50°C, 15 sec
8. 95 °C, 2 perc
9.37°C, 1sec

Az atfA ¢és atfB gén transzkripcidjanak vizsgéalatdhoz normalizaciora a y-aktin (locus ID:
ANG6542, actA) haztartasi (housekeeping) gén transzkripcidjat is lemértik az RT-gPCR
reakciok soran (4. tablazat).

A konidioféorok fejloddését szabalyozo abaA gén (locus ID: ANO0422) expressziojat is
meghataroztuk. Ehhez 6 napos 37 °C-on minimal taptalajon inkubalt tenyészetek sporaibol
2X107/ml sporakoncentracioval, 5 pl (100.000 spora) sporaszuszpenziét pontinokuldltuk
szilird AMM taptalajra, 5 napig 37 °C-on inkubaltuk. A tenyészetekb6l RNS izolalast
végeztiink. A kontroll THS30.3 torzsnél, illetve a AatfB és atfBOE mutansoknal az RT-gPCR
mérések kivitelezésében az abaA gén expresszidjanak meghatarozasara Dr. Batta Gyula a
Debreceni Egyetem, Természettudoméanyi €és Technologiai Kar, Biotechnoldgiai Intézet,
Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékének munkatarsa nyujtott segitséget, majd
elvégeztiik az 0sszegyijtott adatok kiértékelését.

Az RT-gPCR termékek homogenitasdnak megallapitdsara olvadaspont analizist hasznaltunk.
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A kovetkez6 oligonukleotid PCR primereket (IDT) hasznaltuk:
4. tablazat Az RT-qPCR-hez felhasznalt primerek

Gén Forward primer Reverz primer

atfA ACTACTCCCCCCTGCCTTATC | AAGCCCCTTCCGATACTGTC

atfB GCCCTCTTTCTCATCCTT TCCGTCTCTCGCTTCTTC

actA GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG | AAGAACGCTGGGCTGGAA
: AaNb&’;Z) GAAGCGAAGGACCAGGAAAC | GCGTGAGTGCCGTAGTGAC

4.6. Stresszérzékenységi vizsgalatok

a) Stresszkisérletek stresszt general anyagokkal:

6 napos 37 °C-on minimal tdptalajon inkubalt tenyészetek sporaibol 2X107/ml
sporakoncentracioval, 5 ul (100000 spora) sporaszuszpenzidt pontinokulaltuk kiilonbozé
stresszt generalo anyagokat tartalmazo tapagarra, majd 37 °C-on 5 napig inkubaltuk a torzseket
(Balazs és mtsai., 2010). Kontroll torzsként a THS30.3 torzset hasznaltuk.
A kovetkez0 stresszt okozd agenseket hasznaltuk a stresszkisérletekhez:
Oxidativ stressz: 2 mM diamid
0,08 mM MSB (Menadion- natrium-biszulfit)
0,8 mM tBOOH (terc-butil-hidroperoxid)

Ozmotikus stressz: 1,5 M NaCl

2 M szorbit
Nehézfém stressz: 300 uM CdCl;
Sejtfal integritas Stressz: 54 uM Kongovoros

b) Hoésokkal végzett stresszkisérletek:

crer

6 napos 37 °C-on minimal taptalajon novesztett tenyészetek sporaibol 10°/ml koncentracidju
sporaszuszpenziot 50 °C-on inkubaltuk 10 percig. Ezutan a hésokkolt és a nem-hdsokkolt
sporakat tartalmazo oldatokat is 10%/100 pl-re higitottuk és minimal tapkozegre szélesztettiik
ki. 2 napig, 37 °C-on torténd tenyésztés utan megszamoltuk a telepeket, referenciaként a

hokezelés nélkiili telepszamot hasznaltuk (Hagiwara €és mtsai., 2008, 2009).
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4.7. Az ivaros és ivartalan szaporodas vizsgalata

a) lvaros szaporodas vizsgalata:

Az ivaros szaporodas vizsgalatokban kleisztotécium képzést indukaltunk 6 napos 37 °C-on
inkubalt tenyészetek sporaibol 10° sporat szélesztettiink ki minimaél tapagarra és 37 °C-on
inkubaltuk. 24 o6ra utan a Petri csészéket parafilmmel 1égmentesen lezartuk, majd a torzseket
tovabb inkubaltuk 37 °C-on sotétben. Sztereomikroszkop segitségével a Petri-csészéken
megszamoltuk az érett kleisztotéciumokat és a teriiletre (cm?-re) normalva meghataroztuk a

mennyiségiiket (Leiter és mtsai., 2016).

b) Ivartalan szaporodas vizsgalata:

A mutins, valamint kontroll térzsek konidiospéra képzésének tanulményozasara 10°
novesztettiik a telepeket 5 napig. A sporakat 3 ml spoéramosd folyadékban, a teljes telep
lemosédséval osszegytijtottiik, Biirker-kamra alatt leszamoltuk és cm?2-re vonatkoztatva

meghataroztuk a konidiospdorak mennyiségét (Vargas-Pérez és mtsai., 2007).

C) A konidiosporak méretének meghatarozasa:

5X10°%/100 pl spéraszuszpenzidt szélesztettiink ki a fénymikroszképos vagy 10° 5ul sporat
pontinokuldltunk a scanning elektronmikroszkopos felvételek elkészitéséhez. 5 nap 37 °C-on
torténd inkubacidt alkalmaztunk. A kiszélesztett tenyészetrél a ToupView képfeldolgozo
szoftverrel Biirker-kamra alatt mikroszkopos felvételeket készitettiink és az igy kapott képeken
a sporaatmérdk bejeldlése utan (50-50 db spora atmérdjével szamolva a mutans és kontroll
torzseknél egyarant) a Biirker kamra ismert hosszusdgi racsvonalaihoz viszonyitva
meghataroztuk a sporak méretét. A pontinokulalt telepeket a pasztazo elektronmikroszkopos
felvételek elkészitéséhez novekvd koncentracidju etanollal dehidrataltuk, 30, 50, 75, 90, 100%
etanollal kezelve 15 perces ¢vatos razatasokkal. A mintakat ezutan aranybevonattal lattuk el,
majd elkészitettiik a felvételeket (Hitachi S 4300, Schaumburg, United States) (Springer és
Yanofsky, 1989). Az elektronmikroszkopos felvételeket Dr. Dardczi Lajos a Debreceni
Egyetem, Természettudomanyi és Technoldgiai Kar, Fizikai Intézet, Szildrdtest Fizikai

Tanszékének munkatarsa készitette.
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4.7. Sterigmatocisztin termelés meghatarozasa

Az egyes mutansok sterigmatocisztin termelési képességét 5 napos 37 °C-on inkubalt
pontinokulalt tenyészetek esetében hataroztuk meg (Yin és mtsai., 2013). A tenyészetekbdl
egyenlé nagysagu (2 cm?) darabokat vagtunk ki, majd 800 ul 70% (v/v) acetonnal extrahaltuk,
ezutan 13200 rpm-en 10 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A metabolitok szétvalasztasat elészor
vékonyréteg kromatografiaval végeztiik, a feliiliszobol 25 ul-t futtatva szilikagél bevonath
lemezen. A futtatopuffer toluol: etil-acetat: jégecet=8:1:1 aranyu elegye volt. A vékonyréteg
lemezeket 1% w/v AICl3 etanolos oldataval fujtuk le, szabad levegén torténd szaradasuk utan a
ST-t 366 nm hullamhosszi UV fényforrassal megvilagitva vizualizaltuk, illetve fényképeket
készitettiink.

Emellett HPLC mérésekkel is meghataroztuk ezen mikotoxin termelésének mértékét. Az
injektalasi térfogat 10 pl volt. Az alkalmazott HPLC rendszer, a Waters 2,695 szeparacios
modul volt, amely egy termosztalhato (5 °C-os) mintaadagoloval és oszloppal (35 °C) felszerelt
kromatografias rendszer. Az UV detektdlds Waters 2,996 fotodioda detektor (254 nm)
alkalmazasaval, az elvalasztas Agilent Zorbax SB-C18-as oszloppal tortént (4.6 mm x 75 mm,
3.5 um szemcseméret) 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Az analizis soran izokratikus eltciot
hasznaltunk. A hasznalt mobilfazis metanol:acetonitril:viz = 50:15:35 aranyu elegye volt (Yin
¢és mtsai., 2013). A méréseket Dr. Nagy Tibor a Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és

Technologiai Kar, Kémiai Intézet, Alkalmazott Kémiai Tanszékének munkatarsa végezte.

4.8. RNS szekvenalas

Az ijgeneracios RNS szekvenalas segitségével a delécios mutansok, a AatfA, AatfB, datfA4atfB
valamint a kontroll térzs (THS 30.3) transzkriptomikai tanulmanyozasat valositottuk meg.

6 napos 37 °C-on inkubalt tenyészetekrél 10%/100 pl sporat szélesztettiink ki 0,04 mM
koncentracoju MSB-vel kiegészitett valamint stresszort nem tartalmaz6é minimal tapagarra,
ezutan 37 °C-on inkubaltuk a tenyészeteket.

A mintak begyiijtése kiilonb6zo idépontokban tortént:

1. Micéliumok begytijtése: 20-33 o6ra inkubdlasi id6 elteltével tortént gyljtésiik a

konidioférok megjelenése eldtt (ezen mintak konnyebb begylijtése érdekében a tapagar
felszinére celofant tettiink). A tanulmanyozott deléciés mutansoknal a mutacio lassitotta a
novekedést, amit az alkalmazott MSB kezelés, illetve valoszintileg a médiumhoz adott agar
(VWR Kft) tovabb lassitott. Ezzel indokolhato, hogy A. nidulans-nal a 14-16. 6raban megjelend

konidioforok képzddése a delécids mutansoknal €s a kontroll térzsben sem kovetkezett még be
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a micéliumok begyijtésének idOpontjdban. A tenyészeteket mikroszkopos ellendrzéssel
folyamatosan monitoroztuk, hogy a begytijtott micéliumok konidiofort egyaltalan ne

tartalmazzanak (Pontecorvo és mtsai., 1953; Kocsis és mtsai., 2023).

1. Konidiosporak lemosasa: 3 nap tenyésztést kovetden tortént a sporadk begyiijtése. A
vegetativ hifaktol valo elvalasztas 1600 rpm, 4 °C-on, 4 perc centrifugaldssal tortént, ezt
haromszor ismételve valamint Miracloth sziiron is atsztirve (Kocsis és mtsai., 2023).

A mintakbdl teljes RNS izolalast végeztiink (Chomczynski, 1993; Kocsis és mtsai., 2023), (Id.
a4.5.2. RNS izolalas résznél).

A Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratoriumaban
[llumina NextSeq500 késziilékkel végezték az ujgeneraciés RNS szekvenalast, a
konyvtarkészitést és a fastq.gz file eldallitasat. A konyvtarkészités TruSeq RNA Sample
Preparation Kit (Illumina) segitségével tortént a gyarto altal eldirt protokoll szerint. A mintak
szekvenalasa [llumina HiScan SQ (San Diego, CA, USA) késziilékkel 75 bp-0s szekvencia
leolvasassal valosult meg. A micéliumbodl izoldlt RNS mintdknal 14-39 millio, a
konidiosporakbol izolaltaknal 10-28 millié szekvencia (,,read”) leolvasast készitettiink. A
leolvasasi adatokat az A. nidulans FGSC A4 referenciagenomra
(http://www.aspergillusgenome.org/download/sequence/A nidulans FGSC_Ad/current//A_ni
dulans FGSC_ A4 version_s10-m04-r14 chromosomes.fasta.gz) illesztettiik az alabbi gff3
file felhasznalasaval:
http://www.aspergillusgenome.org/download/gff/A_nidulans FGSC A4/A nidulans FGSC
A4 version_s10-m04-r14 features with_chromosome sequences.gff.gz. Az illesztés a hisat2
(2.1.0 verzio) (Kim és mtsai., 2015) programmal tortént. A referencia genomra sikeresen
illesztett szekvencidk aranya a micéliumbdl nyert mintdknal 77-96%, a konidiosporaknal 78-
94% kozott valtozott. A differencialtan expresszalddo gének meghatdrozasat a hisat2 (2.1.0) és
a DESeq2 (1.24.0 verzid) statisztikai programmal (Love és mtsai., 2014) Dr. Antal Kéroly
(Eszterhdzy Karoly Egyetem, Allattani Tanszék) végezte. Az analizis annak figyelembe
vételével tortént, hogy a konidiumbol izolalt RNS mintak két kiilonb6zd kisérletbdl szarmaztak.
A gének transzkripcios aktivitasanak bemutatasara az RPKM értékkel (Reads Per Kilobase of
gene model per Million mapped reads) jellemzett expresszios szinteket (Robinson és mtsai.,
2010) hasznaltuk (Kocsis és mtsai., 2023).

RPKM = leolvasott readek szdma (egy vizsgalt génre)
vizsgalt gén hossza (kb) *a vizsgalt minta 6sszes leolvasasi szama
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4.8.1. A transzKkriptomikai adatok elemzése

A transzkriptomikai adatok csoportositasa 3 kiilonb6z6 szempont szerint tortént:

1) wvizsgalt torzs (kontroll, AatfA, AatfB, datfA4atfB)

2) kezelés (nem kezelt valamint a 0,04 mM MSB kezelt mintak)

3) illetve a fejlodési allapot (micélium vagy spora).

A taltermel6dé és a represszalodo géneket differencialtan expresszalodo génekként (DEG)
hataroztuk meg, ahol a transzkriptomok, amelyek kozott csak egy tulajdonsagbeli eltérés volt
jellemzO (Assizs, kezelés, scittipus €8 @ Biorzs, kezelés, sejttipus 0Sszehasonlitasa) valamint a log2FC értékek
lettek Gsszehasonlitva egymassal. A DESeq2 szoftver segitségével szamitottuk ki a logoFC
értékeket (a log2FC > 1 vagy logoFC < -1-nek adodott), amely logaritmikus skalan azt mutatja
meg 2 minta Osszehasonlitasakor, hogy az egyik mintaban a vizsgalt gén hanyszor nagyobb
aktivitast mutat a masik minta megfelelé génjéhez viszonyitva. A log2FC értékek segitségével
tortént azon DEG-ek kivéalasztasa, amelyek aktivitasdban bioldgiailag is jelentds valtozas
kovetkezett be. Mivel a micéliumok és a konidiosporak transzkriptom analizise, valamint a
szekvenalasok nem egyszerre torténtek, illetve mivel a mintak begytijtése nem azonos idében
tortént, ezért a két fejlodési stddium transzkriptomjait nem hasonlitottuk &ssze. A
transzkriptomikai adatok kiértékelését Dr. Antal Karoly (Eszterhazy Karoly Egyetem, Allattani
Tanszék) és Prof. Dr. Emri Tamas (Debreceni Egyetem Természettudomanyi és Technologiai
Kar, Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobioldgiai Tanszék valamint a HUN-REN-DE

Gomba Stresszbiologiai Kutatécsoport munkatarsa) végezték (Kocsis és mtsai., 2023).

Az adatok kiértékeléséhez a gének aldbbi kategoridit hoztuk 1étre (4. abra):

1. AA gének: csak az atfA gén szabalyoz.

2. BB gének: csak az atfB gén szabalyoz.

3. AB gének: mindkét gén (atf4 és atfB) egylittesen sziikséges a gén normalis mikodéséhez.

4. A/B gének: mindkét gén egyiittes szabalyozasa érvényesiil, a hianyz6 TF-t a masik TF
teljesen helyettesiteni tudja.

5. A-B gének: mindkét gén egyiittes szabalyozasa érvényesiil, de a hianyz6 TF-t a masik csak
részben tudja helyettesiteni.

A micélium és konididspordk transzkriptomikai adatai alapjdn a géneket a Fiiggelék 5.

tablazata szerinti géncsoportokba soroltuk be: Setl-27* szamozassal a taltermel6dést mutatd

géncsoportok szerepelnek (Kocsis és mtsai., 2023).
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4. abra A lehetséges AtfA és AtfB-fiiggo gének azonositasa. (A, B): A feltételezhetéen AtfA-
¢és AtfB-fiiggd gének Gsszehasonlitasai és a 1étrehozott géncsoportok. (C): A gének feltételezett
transzkripcids mintazata a jelolt alcsoportokban. A kék (kontroll), piros (4atfA), sarga (4atfB)
¢és narancssarga (4atfAdatfB) oszlopok mutatjak a szignifikansan kiilonb6zé transzkripcios
aktivitassal rendelkezd géneket az egyes torzsek esetében.

4.8.2. Géncsoport disulas vizsgalat (Gene Set Enrichment Analysis = GSEA)

A bioinformatikai médszerekkel megvaldsuld géncsoport dusulas vizsgéalatokban a géneket a

foglalja a legnagyobb és a legkisebb expressziot mutatd géneket is (Subramanian és mtsai.,

2005).

Az AtfA-és AtfB-fiiggd géncsoportokat az alabbi csoportok Osszehasonlitasaval hataroztuk

meg a tenyésztési koriilmények (kezeletlen és MSB kezelt) és a fejlédési stadium (micélium és

konidium) figyelembevételével:

e aatfA-tavad tipussal illetve a datfA4atfB dupla delécios mutanst a AatfB-vel valamint

e a JatfB-t a vad tipussal illetve a AatfAdatfB-t dupla deléciés mutanst a AatfA-val
hasonlitottuk Ossze.

Az AtfA-¢és AtfB-fliggé géncsoportokat GSEA modszerrel analizaltuk a tovabbiakban, a

“Functional Catalogue” (FunCat), “Gene Ontology” (GO) és “Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes pathway” (KEGG pathway) adatbazisok és a FungiFun2 package
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(https://elbe.hki-jena.de/fungifun/fungifun.php) szoftver segitségével. Az eredményeket a p<
0,05 értekek esetén tekintettiik szignifikdnsnak (Kocsis és mtsai., 2023).

Az alabbiakban felsorolt AtfA-és AtfB-fliggd géncsoportokat a Fisher-féle egzakt teszttel, az R
project szoftverrel (,,fisher.test”; www.R-project.org/) is megvizsgaltuk:

1) Lakt6z hasznositasért felelés gének: idetartoznak a galakt6z lebontas Leloir és oxido-

reduktiv (Christensen és mtsai., 2011) utvonala, valamint a feltételezett -galaktozidazt és
laktoz permeazt kodolo gének (Fekete és mtsai., 2012, 2016; Gila és mtsai., 2022).

2) Antioxidans enzimet kodold gének: ismert vagy feltételezett szuperoxid-dizmutazok,

katalazok, peroxidazok ¢és a glutation/glutaredoxin/tioredoxin redox rendszer génjei
tartoznak ide (Gila és mtsai., 2021).

3) Glikolizis gének: az oxidativ pentdz-foszfat Gtvonal, a ribdoz metabolizmus és a TCA

(trikarbonsav ciklus vagy citratkor) génjei, Flipphi és mtsai. (2009) altal jellemzett gének.
4) Szénhidrat aktiv enzimeket kodoldé gének (CAZyme, Carbohydrate Active Enzymes), a

Carbohydrate active Enzymes adatbazisbol kigytjtott gének (http://www.cazy.org),
tovabba a foszforelé valaszt, a vas-kén klaszterek Osszeszerelését, illetve a 1égzést
szabalyoz6 gének, valamint a transzkripcios faktor gének tartoznak ide. Ezen csoportokat a
kapcsolodo GO terminologia alapjan hoztak létre (Gila és mtsai., 2021, 2022)

5) Szekunder metabolit génklaszter gének: irodalmi adatok alapjan vagy kisérletes tton

Osszegyljtott gének (Inglis és mtsai., 2013), a géncsoport dusulas vizsgalatokat az egyes

klaszterek esetében kiilon-kiilon végezték el (Kocsis és mtsai., 2023).

4.9, A Kisérletek stasztikai kiértékelése

A kisérleti eredményeket harom fliggetlen mérés atlaga és szordsa adta. Az atlagértékek kozotti
eltéréseket Student-féle t-probaval hataroztuk meg, ahol csak a p<0,05 értéket tekintettik
statisztikailag szignifikansnak.

Az atfA és atfB gének relativ transzkript szintjeinek kiszamitasa a ACp meghatarozasaval (ACp
= Chpreferencia-Cptesztelt gén) tOrtént (Baldzs és munkatarsai, 2010). Normalizaciora az actA gén-t

(locus ID: AN6542) hasznaltuk.

4.10. Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteinkhez a Merck Kft. és a VWR Kft analitikai tisztasagu vegyszereit hasznaltuk.
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5.  Eredmények

5.1. Az atfA és atfB gének tialtermelésének ellenérzése RT-gPCR-rel

A vizsgalt gének relativ transzkripcios szintjeit az indukal6 (nitratot tartalmazd) €s represszaléd
taptalajon torténd tenyésztés sordn mért expressziods szintek dsszehasonlitasaval hataroztuk
meg. A fenotipus vizsgdlatokat a nitrdt mellett megnodvekedett génexpresszidt mutatd

mutansokkal végeztiik el (5. abra).
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*

*
*
*
*
*
% *
*

J | | 1

ACP
S R T )

[y

m represszalo tapkozeg (NH,™)
indukalé tapkozeg (NO;)
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5. abra Az atfA és atfB gének relativ expressziés szintjei indukalo és represszalo
koriilmények kozott. Az abran harom fliggetlen mérés atlaga és szorasa lett feltiintetve. A

relativ expresszids szinteket ACp moddszerrel hatdroztuk meg. A referenciagén az actA gén
(locus ID: AN6542) volt. Student-féle t-teszt: *p <5%, ** p <1%. A pirossal jelzett gének voltak
a tesztelt gének.
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5.2. Stresszérzékenységi vizsgalatok

A atfA és atfB mutansok és a kontroll THS 30.3 torzs stresszérzékenységének meghatarozasat
kiilonbozo stresszt kivaltd agensekkel kigészitett minimal taptalajon végeztiikk. Az oxidativ

stressz tesztelésére harom stresszor, a diamid, az MSB és a tBOOH hatasat vizsgaltuk. Az

ozmotikus stressz kivaltasdhoz NaCl-ot és szorbitot alkalmaztunk. A nehézfém stresszt CdClo-

dal, a sejtfal integritas stresszt Kongdvordssel idéztiik elé. A diamidot 2 mM, MSB-t 0,08 mM,
tBOOH-t 0,8 mM, NaCl-ot 1,5 M, szorbitot 2 M, CdClz-ot 300 uM, a Kongovordst 54 uM

végkoncentracioban adtuk hozza a taptalajhoz (6. abra).

Az alabbi stresszvalasz fenotipusokat tapasztaltuk a kisérletek soran (6. abra):

1) A Aatf4, atiBOE és az atfAOEatfBOE torzsek esetében a kontroll torzshdz képest kisebb
telepatmérd volt jellemzd, tehat csokkent ndvekedést mutattak minimal médiumon 37 °C-on,
stresszort nem tartalmazd taptalajon.

2) A Aatf4, AatfAAatfB, AatfAatfBOE mutansok az oxidativ stresszt indukald diamidra
érzékenységet mutattak, mig a datfB és az atfBOE mutansok toleranciaja diamiddal szemben
novekedett.

3) MSB-vel szemben csak a AatfA mutans mutatott érzékenységet, amelyet az atfB
tultermelése kompenzalni tudott a JatfAatfBOE-nél. Az atfAOE ¢és atfBOE jobban ndvekedett
MSB jelenlétében, mint a kontroll.

4) Az atfAOE mutans tBOOH toleranciaja novekedett. Ezzel szemben a AatfA torzs a
telepatmérd kontrollhoz viszonyitott koriilbeliil 50%-o0s cs6kkenésével érzékenynek bizonyult
ezen stresszorra. A AdatfAdatfB és AatfAatfBOE szintén érzékenységet mutatott, ami
5) Az ozmotikus stresszt okozo NaCl-dal szemben érzékenynek a AatfB mutans bizonyult,
ezzel szemben NaCl jelenlétében toleranciat az atfAOEatfBOE mutatott.

6) A AdatfB mutinsndl mig a NaCl ozmotikus stresszérzékenységet okozott, ezzel
ellentétben a szorbitot ez a mutans toleralta a legjobban. Az atfBOE torzs viszont a
legérzékenyebbnek mutatkozott szorbittal szemben.

7) A CdClz-dal végzett nehézfémstresszel szemben a AatfAatfBOE mutans enyhe
érzékenységet mutatott. Az atfBOE és az atfAOEatfBOE torzseknél viszont CdClz- érzékeny
fenotipus volt tapasztalhatd, mivel a telepatmérd esetiikben kortilbeliil a felére csokkent a
kontroll torzshoz képest. A AatfB nehézfém stresszre mérsékelt toleranciat mutatott.

8) A sejtfal integritds stresszt okozd Kongovordssel szemben egyediil a Aatf4 torzs

mutatott fenotipus valtozast a kontrollhoz képest, mérsékelt toleranciat tapasztaltunk.
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THS 30.3 AatfA AatfB atfAOE
Ko.mo'u AayfB AafAAafB aifAOE afBOE  4yBOE afAOE atfBOE

AMM

2 mM
diamid

0.08mM ||
MSB

0.8mM |
BOOH

1.5M
NacCl

2M
Szorbit |

300 nM
cacl,

54 M
Kongovoros

6A. abra A kontroll (THS30.3) és az atfA és atfB delécios és tultermelé mutansok
stresszérzékenységének vizsgalata. Oxidativ, ozmotikus, nehézfém vagy sejtfal integritas

stresszt okozo anyaggal kiegészitett szilard AMM taptalajra 10° sporat pontinokulaltunk, az
inkubalas 5 napig 37 °C-on tortént.
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6B. abra A kontroll (THS30.3) és az atfA és atfB delécios és tiltermelé mutansok
stresszérzékenységének vizsgalata. Az abran a relativ novekedést (%) abrazoltuk a
stresszmentes koriilményhez viszonyitva. A * jelolések mutatjdk a kontroll és a mutans
tenyészet kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-teszt: * p <5%, ** p <1%, *** p
<0,1% ).
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5.3. A konidiosporak hostresszel szembeni érzékenységének vizsgalata

Megvizsgaltuk az egyes torzsek konidiosporainak 50 °C-on 10 percig tarté hésokkal szembeni
érzékenységét (Id. a 4.6 Stresszérzékenységi vizsgalatok b, Hosokkal végzett stresszkisérletek
c. résznél) a CFU (Colony- Forming Unit) szélesztéses modszerrel torténd meghatarozasaval.
A AatfAatfBOE és a AdatfBatfAOE mutansok életképessége fokozodott a hdstresszt kovetden,
konidiosporaik tlélési aranya kozel 100% koriil mozgott. Ezzel szemben a kontroll t6rzshoz
képest a AatfB mutans csokkent életképességét tapasztaltuk héstressz hatasara. A tobbi mutans
esettben nem volt szignifikdns kiilonbség az aszexualis sporak hdstresszel szembeni

érzékenységében (7. abra).
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7. abra A kontroll és mutans torzsek hostressz érzékenységének vizsgalata. A 10 percig
végzett 50 °C-os hdstresszel nem kezelt konidiumokat hasznaltuk kontroll mintaként. Az abran
szerepld adatok kiszamitasa hdrom fiiggetlen mérés atlagabol és szorasértékeibdl tortént. A *
jelolések mutatjak a kontroll és a mutans tenyészet kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-
féle t-teszt: * p <5%, ** p <1%).
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5.4. Az ivaros és ivartalan szaporodas vizsgalata

a) lvaros szaporodas vizsgalata

Az ivaros szaporodast tanulmanyozo6 kisérletekben a kleisztotéciumok képzodésének mértékét
hataroztuk meg. A datfA és AatfAAatfB mutansok esetében a kleisztotécium képz6dés elmaradt,
ezzel ellentétben a kontrollhoz viszonyitva a AatfB és AatfBatfAOE mutansoknal masfélszer

tobb termdtest képz6dott (8. abra).
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8. abra A kontroll és mutans torzsek kleisztotécium képzdédésének vizsgalata. Az abran
szerepld adatokat harom fiiggetlen mérés atlagabol €s szorasabol szamoltuk. A * jelolések
mutatjak a kontroll és a mutans tenyészet kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-teszt:
** p <1%). n.d.=not detectable, azaz nem megfigyelhetd
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b) Ivartalan szaporodas vizsgalata

A mutansok ¢és a kontroll torzs konidiospora szamat fénymikroszkoposan Biirker-kamra alatt
hataroztuk meg. A Adatfd és AatfAdatfB, attBOE, AatfAatfBOE mutansok esetén csokkent
sporaszamot figyeltink meg. Az atfAOE és AatfBatfAOE torzsek konidiosporainak szama

viszont novekedett (9. abra).
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Konidiospérak szama*107/cm?

9. abra A Kkontroll és mutans torzsek konidiospora képzédésének vizsgalata. Az abran
feltiintetett adatok harom fiiggetlen mérés atlaganak és szorasanak eredményei. A * jelolések
mutatjak a kontroll és a mutans tenyészetek kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-
teszt: * p <5%, ** p <1%).

C) A Kkonidiospérak méretének meghatarozasa

A konidiospordk méretét fénymikroszkép és pasztdzo elektronmikroszkopos felvételek
készitésével ToupView képfeldolgozo szoftverrel hataroztuk meg. Ennek eredménye, hogy az
atfBOE mutans sporainak mérete 3,72+0,24pm-nek bizonyult (a kontroll torzs sporai 2,98+0,33

pm méretiiek voltak), ezért itt szignifikans eltérést tudtunk megallapitani. A tobbi mutans

sporaméretében nem volt kiilonbség a kontroll térzshéz viszonyitva (10. és 11. abra).
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10. abra A torzsek konidiospora méretének meghatarozasa. Az abran feltiintetett adatok
harom fliggetlen mérés atlaganak és szordsanak eredményei. A * jelolések mutatjak a kontroll
¢s a mutans tenyészetek kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-teszt: *** p < 0,1%).
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11. abra a-b. A kontroll torzs fény-és elektronmikroszképos felvétele (spéraszam:
3,03X10/cm?+ 0,41, spéraméret: 2,98+0,33 pm)
c-d. Az atfBOE mutans fény-és elektronmikroszkopos felvétele sporaszam:
0,79X107/cm?+ 0,48, sporaméret: 3,72+0,24pum.

5.5 Az abaA gén expresszidjanak RT-gPCR-rel kapott eredményei

Az abaA gén (locus ID: AN0422) a konidiogenezis kozponti utvonalanak szabalyozo eleme.
Az atfBOE konidiosporainak méretbeli eltérése miatt RT-qPCR-el meghataroztuk ezen gén
expressziojat feliileti pontinokulalt tenyészetekbél. Az RT-qPCR adatai szerint az atfBOE
mutansnal az abaA gén upregulalodott, a AatfB esetében viszont nem volt szignifikans

kiilonbség a kontroll térzsh6z képest (12. abra).
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12. abra Az abaA gén expressziéjanak Kkiértékelése a kontroll, a AatfB és atfBOE torzsek
esetében. Az adatok és szorasok harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A * jel6lés mutatja
a kontroll és a mutans tenyészet kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-teszt: * p <5%).
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5.6. Sterigmatocisztin termelés meghatarozasa

A sterigmatocisztin termelés mértékét 5 napos pontinokulalt tenyészetekb6l hataroztuk meg
vékonyréteg kromatografiaval, illetve HPLC analizissel. A mérési eredmények szerint a ST a
AatfA mutans esetében a kimutatasi hatar alatt volt az 5 napos inkubaci6 utan. Ezzel szemben a
AatfAdatfB dupla deletalt mutans ST termeld képessége nem valtozott. A AatfAatfBOE,
AatfBatfAOE és a atfAOEatfBOE torzsek szintén kevesebb ST termelésére voltak képesek. A
dupla taltermeld, atfAOEatfBOE ST szintje a kontroll torzshéz képest koriilbeliil a felére
csokkent (13. és 14. abra).

) =
Z 2
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s &
@ P
—

2 >

THS30.3
Kontroll

13. abra A Kkontroll és mutans torzsek sterigmatocisztin termelésének vékonyréteg
kromatografias felvétele 366 nm UV fénnyel megvilagitva. A pontinokulalt tenyészetbdl
kivagott 2 cm?-gs agarkocka extrakcioja 800 pl 70% acetonnal tortént. A futtatopuffer Toluol:
Etil-acetat: Jégecet=8:1:1 aranyu elegye volt.
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14. abra Sterigmatocisztin termelés a kontroll és mutans torzsekben. Az adatokat 3
fiiggetlen mérés atlaga és szorasa adta. A * jelolések mutatjak a kontroll és a mutans tenyészet
kozotti szignifikans kiilonbséget (Student-féle t-teszt: * p <5%, ** p <1%). n.d.= not detectable,
azaz nem megfigyelhetd
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5.7. TranszKkriptomikai adatok Kkiértékelése

5.7.1. Az atfA delécio az atfB repressziojat okozza

Elvégeztiik a stresszorral nem kezelt illetve az oxidativ stresszt okozo MSB-vel kezelt delécios
mutansok, a datf4, AatfB, AatfAAatfB és a kontroll torzs két fejlodési stadiumanak (micélium
¢s konidiospora) transzkiptomikai adatainak elemzését. A torzs és a kezelés egyarant jelentds

hatassal volt a transzkriptombeli valtozasokra (15. abra) (Kocsis és mtsai., 2023).
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15. abra A transzkriptomok fokomponens analizise a DESeq2 szoftver altal generalt rlog
adatok felhasznalasaval. A. Micélium B. Konidiumok. A konidiumokkal végzett vizsgalat
esetében a kezelésenkénti harom minta két eltéré idépontban végzett kisérletbdl szdrmazott. Az
egyik alkalommal két-két mintat, a masodik alkalommal egy-egy mintat vettiink. A nyilak ezen,
masodik alkalommal vett mintékat jelolik.

A transzkriptomikai adatok alapjan a micélium és konidium tenyészeteknél azonositottuk:

= agéndeléciora érzékeny géneket (a kezelés nélkiili és MSB kezelt tenyészeteknél),
= az MSB kezelésre érzénységet mutatd géneket (a kontroll tdrzsben)
= illetve az AtfA- és/vagy AtfB-fiiggé géneket (5. és 6. tablazat és a Fiiggelék 1.

tablazata).

Az MSB kezelés és az atfB delécidja nem okozott az atfA gén esetében expresszios valtozast az
atfA* torzseknél (16. abra). Ezzel ellentétben az MSB jelenléte a micélium mintaknal valamint
az atfA delécidja mindkét morfologiai allapot esetén az atfB gén represszidjahoz vezetett (16.
abra). Ezért megallapithato, hogy az atfA az atfB transzkripcidjan keresztiil szabalyozni képes

az atfB-fliggd géneket. Ezért az atfA és az atfB altal feltételezhetden egylitt szabalyozott gének
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egy részét kozvetleniil csak az atfB szabalyozza. Ezek a gének jellemzben azokban a

géncsoportokban talalhatok meg, ahol az atfB delécidja jobban érvényesiil, mint az atfA delécio,

vagy azzal megegyez6 mértékii hatast fejt ki. Ezek a géncsoportok a kovetkezok: AB (Set23),
A-B1l and A-B5 (Set25) (5. és 6. tablazat). Az A-B5 (Set25) géncsoportba egyetlen gén sem
volt besorolhato (5. és 6. tablazat) (Kocsis és mtsai., 2023).

5. tablazat A micélium-mintaknal azonositott f6 géncsoportok jellemz6i

Géncsoport

Micélium a kezeletlen
tenyészetrol

Micélium az MSB kezelt
tenyészetrol

Atfedés az MSB-kezelt
és kezeletlen
tenyészetek kozott

atfA géndeléciora
érzékeny (Setl és Setl*)

326 feliilszabalyozott gén
865 alulszabalyozott gén

255 feliilszabalyozott gén
583 alulszabalyozott gén

85 feliilszabalyozott gén
336 alulszabalyozott gén

atfB géndeléciora
érzékeny (Set2 és Set2*)

213 feliilszabalyozott gén
159 alulszabalyozott gén

201 feliilszabalyozott gén
77 alulszabalyozott gén

71 feliilszabalyozott gén
12 alulszabalyozott gén

atfA atfB dupla
géndelécidra érzékeny
(Set3 és Set3")

200 feliilszabalyozott gén
457 alulszabalyozott gén

131 feliilszabalyozott gén
296 alulszabalyozott gén

45 feliilszabalyozott gén
142 alulszabalyozott gén

329 gén
(236 AA, 16 AB, 40 A/B,
1 A-B1, 3 A-B2¢és 33 A-

240 gén
(232 AA,2 AB,4 A/B és
2 A-B3 gének)

b
68 alulszabalyozott
MSB stressz érzékeny

gen)

(1 feliilszabalyozott és 3
alulszabalyozott MSB
stressz érzékeny gén)

L 8 B4 gének)
AtfA-fiiggé gének (Set ;
gg269) ( (10 feliilszabalyozott és (17 feliilszabalyozott és 110 gén
b b
218 alulszabalyozott 143 alulszabalyozott
MSB stressz érzékeny MSB stressz érzékeny
gén) gén)
96 gén )
(3BB, 16 AB, 40 A/B, 1 9gén
A-B1,3A-B2és33A- | (1BB.2AB 4 ABEs2
AtfB-fiiggd gének B4 gén) A-B3 gén) o
(Set27) (2 feliilszabalyozott és gen

a_ Az AtfA és AtfB - fliggd gének listaja a Fiiggelék 1. tablazatban talalhaté meg
b - Géncsoport dusulas vizsgalat (Fisher-féle egzakt teszt, p < 0.05). Az MSB stressz kezelés
786 gén aktivaciojat (Set0™) és 912 gén represszidjat okozta (Set0).
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6. tablazat A konidium-mintaknal azonositott f6 géncsoportok jellemz6i

Géncsoport 2

Kezeletlen konidium

MSB kezelt konidium

Atfedés az MSB-kezelt
és kezeletlen

gén (326; 38%)

gén (167; 29%)

minta minta tenyészetek kozott
1875 felu}gsézsbalyozott 1386 felulgsézsbalyozott 902 feliilszabalyozott
érzzltjglge(ggteiegswsrjtl*) (82, 25% ) (57; 22%) 1274 alulszabélyozott
y 2116 alulszabalyozott 1480 alulszabalyozott gén 4

117 feliilszabalyozott

74 feliilszabalyozott gén

(Set 27)

(1 feliilszabalyozott és
b
178 alulszabalyozott
MSB stressz érzékeny
gén)

(5 feliilszabalyozott és 22
alulszabalyozott MSB
stressz érzékeny gén)

atfB géndeléciéra (5?‘;;/0 ) (7; 3%) 30 feliilszabalyozott gén
érzékeny (Set2 és Set2*) o . 161 alulszabalyozott gén | 108 alulszabalyozott gén
396 alulszabalyozott gén (1: 1%)
(36; 23%) '
1604 feliilszabalyozott 1553 feliilszabalyozott
gén gén 848 feliilszabalyozott
 atfAatfB dupla (32; 16%) (27; 21%) gén
gen(zgl:tcsloézaseel;:z;;(eny 2018 alulsz’abélyozott 1547 alulsz’abélyozott 1374 alulsz’abélyozott
gén gén gén
(248; 54%) (125; 42%)
1496 gén (185; 56%) 1143 gén (105; 44%)
(1079 AA, 80 AB, 84 (989 AA, 41 AB, 8 A/B,
A/B, 13 A-B1, 75 A-B2, | 2 A-Bl1,12 A-B2és91
4 A-B3 and 161 A-B4 A-B4 gén)
Ath—(fSI:agthOG?enek gén) 1043 gén
(6 feliilszabalyozott és (21 feliilszabalyozott and
319b alulszabalyozott 154b alulszabalyozott
MSB stressz érzékeny MSB stressz érzékeny
gén) gén)
439 gén (26; 27%)
(22 BB, 80 AB, 84 A/B, 155 gén (1; 11%)
13 A-B1, 75 A-B2, 4 A- (1 BB, 41 AB, 8’A/B, 2
AtfB-fiiggé gének B3 és 161 A-B4 gén) ABL liﬁgﬁi;s oA 114 gén

& A géncsoportokhoz tartozo gének listaja a Fiiggelék 1. tablazatban talalhaté meg.

b. Géncsoport dusulas vizsgalat (Fisher-féle egzakt teszt, p < 0.05). Az MSB stressz kezelés
485 gén aktivaciojat (Set0) és 1070 gén represszidjat okozta (Set0).
® A zardjelben feltiintetett szamadatok mutatjak a konidialis és micélialis mintak kozotti
atfedést valamint az atfedés szazalékos aranyat a micélialis géncsoport méretéhez viszonyitva.
A micélialis és konidialis Set0™ és Set0 géncsoportoknal az atfedés 45 feliilszabalyozott és 225
alulszabalyozottt gén volt, amely a micélialis géncsoportok 6% és 25%-at jelenti.
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16. abra Az atfA és atfB gének transzkripcios profilja

A,B: Az atfA expresszidja MSB kezelés hatasara és a kezelés nélkiili tenyészetnél a kontroll
tipusu illetve a datfB torzsnél.

C,D: Az atfB expresszidja MSB kezelés hatasara és a kezelés nélkiili tenyészetnél a kontroll
tipusu illetve a AatfA torzsnél.

Az abran az RPKM értékek atlaga van feltiintetve a szordsokkal 3 fliggetlen mérésbdl a
micélium- (A,C) és a konidium-(B,D) mintakbol.

a- alulszabalyozott gén a kezelés nélkiili kontroll tenyészethez viszonyitva.

b- alulszabalyozott gén az MSB kezelt kontroll tenyészethez viszonyitva.

Az egyes mintdkban a leolvaséasok atlagai az alabbiak voltak:

micélium: 24,6X10° (datfA, kezeletlen), 19,7X10° (datfA, kezelt), 32,5X10° (AatfB,
kezeletlen), 20,8X10° (AatfB, kezelt), 26,6X10° (vad, kezeletlen), 20,5X10° (vad kezelt)
konidium: 22,1X10° (AatfA, kezeletlen), 18,5X10° (datfA, kezelt), 18,6X10° (AatfB,
kezeletlen), 20,0X10° (AatfB, kezelt), 15,5X10° (vad, kezeletlen), 18,0X10° (vad kezelt)

5.7.2. Az AtfB - fiigg6 gének AtfA fiiggése az MSB-vel nem kezelt micélium tenyészetnél

Az AtfA-fiiggd gének szama a kezeletlen micélium mintak esetében joval nagyobb volt, mint
az AtfB-fliggd géneké (5. tablazat). A legnagyobb kiilonbséget a AatfA4 és AatfB torzsek kozott
az alulszabalyozott génekben talaltuk. Eredményeink szerint az AtfA-fliggé gének szama 329
volt, mig 96 gén volt AtfB-fiiggo (tobbségiik AtfA-fiiggd is volt) (5. tablazat). Az AtfA-fiiggd
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gének nagy szama tiikrozi azt, hogy az atfA gén hianya jelentOsebb transzkriptomikai (15. abra,
5. tablazat) és élettani hatassal bir (Kocsis és mtsai., 2022; 2023).
Az AtfA-és AtfB-fiiggd géneket 3 géncsoportba (AB, A/B, és A-B) soroltuk be (17. abra, 5.
tablazat):
= Az AB géncsoportba tartozé gének transzkripcids mintazata is mutatja, hogy az AtfA és
AtfB egyiittes jelenléte sziikséges a normal koriilmények kozott megfigyelhetd, vad tipust
génaktivitas eléréséhez.
= Azon géneket, amelyeket az AtfA és AtfB egylittesen szabalyoz A/B vagy A-B csoportokba
soroltuk be (5. tablazat és a Fiiggelék 2. tablazata), elobbinél a hianyzo transzkripcios
faktor teljesen, utdbbi esetben csak részben volt helyettesithetd a masik transzkripcios
nagyobb hatasa az atfB delécioval szemben (A-B2 és A-B4 gének) (17. abra, Fiiggelék 2.
tablazata) (Kocsis és mtsai., 2023).
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17. abra Néhany, feltételezhetéen az AtfA és/vagy AtfB szabalyozasa alatt allé gén transzkripciés mintazata.

(A,B): AN5994 ¢és AN2583 (AB gének; Set 23), (C,D): AN5984 és AN7321 (A/B genes; Set24), (E,F): AN4299 és AN0759 (A-B1 gének; Set25),
(G,H): AN1814 and AN10368 (A-B2 gének; Set25, (1,J): AN9320 and AN10995 (A-B3 gének; Set25), (K,L): AN6856 és AN2638 (A-B4 gének; Set25)
(1d.: S2 abra). A grafikonokon az RPKM értékek atlagai a szorasokkal 3 fliggetlen mérésbdl szarmaznak a micélialis (A,C,E,G,I,K) és a konidialis
(B,D,F,H,J,L) mintak nem kezelt (A-D,F-L) és MSB kezelt tenyészetébdl.
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5.7.3. Az AtfB szerepe az MSB-kezelt micélium mintakban

Az MSB kezelés hatasara az atfA és/vagy atfB delécio miatt kevesebb gén esetében kdvetkezett
be transzkripcios valtozas (5. tablazat). Az AtfB-fliggd gének (tobbségiik AtfA-fiiggést is
mutatott) szama igen csekély volt (5. tablazat). Ezzel 6sszhangban MSB kezelés hatasara a
kontroll torzs esetében az atfB represszioja kovetkezett be (16. abra) (Kocsis és mtsai., 2023).
Nem volt meglep6 az sem, hogy MSB kezelésre a AatfB mutans a kontroll térzzsel megegyezo
érzékenységet mutatott (Kocsis és mtsai., 2022).

Az MSB kezelt és nem kezelt tenyészetek kozotti atfedés a géndeléciora érzékeny
valamint az AtfA-fliggé géncsoportok tekintetében viszonylag kicsi volt (5. tablazat), ami
alatamasztja azt, hogy az AtfA (kozvetlentil vagy kozvetve) a micéliumban a kiilonb6z6 tenyésztési
koriilmények kozott kiilonbozd géneket szabadlyoz (Emri és mtsai., 2015; Orosz €s mtsai., 2017;
Antal és mtsai., 2020; Kocsis és mtsai., 2023). Meglepé modon az MSB kezelt tenyészetek
esetében az AtfA-fiiggd génkészletben az MSB stresszre érzékeny alulszabalyozott gének
feldasulasa volt jellemz0, hasonldan a kezelés nélkiili AtfA-és AtfB-fliggd génkészletekhez (5.
tablazat). Vagyis sok, az MSB jelenlétében alulszabalyozodast mutatd génnek az AtfA hianya
miatt tovabbi alulmtikodése kovetkezett be. Ezen jelenség azt mutatja, hogy az MSB tolerans
fenotipust mutat6 tenyészetekben az AtfA {6 feladata nem az, hogy fenntartsa a stresszhatasra
feliilszabalyoz6dd gének transzkripcids aktivitasat, hanem hogy megakadalyozza a gének
tovabbi alulszabalyozasat. Ez természetesen nem zarja ki annak lehetdségét, hogy az AtfA
néhany gén feliilszabalyozasahoz is hozzajaruljon az MSB stresszre adott korai stresszvalasz

soran (Kocsis és mtsai., 2023).

5.7.4. Az AtfA és az AtfB szerepe a konidiosporakban

Az atfA ¢és atfB egyarant joval nagyobb transzkripcidés aktivitast mutatott a
konidiumokban, mint a micéliummintakban (16. abra). Tovabba nagy szamban talaltunk atfA
és/vagy atfB géndelécio érzékeny és AtfA- és/vagy AtfB fiiggd géneket (6. tablazat) a
konidiosporakban. Ezen gének tehat a csirdz6 konidiumokban fontosabb szerepet toltenek be,
mint a vegetativ micéliumban. Az MSB kezelés a konidiumokban nem csokkentette az atfB
MRNS mennyiségét (16. abra). Azonban MSB jelenlétében az AtfB-fliggd gének szamanak
jelentésebb mértékii csokkenése volt jellemzo az AtfA-fiiggd génekhez képest (6. tablazat)
(Kocsis és mtsai., 2023).
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Az AtfB-fiiggd gének tobbsége a konidiumokban is AtfA-fliggést mutatott (6. tablazat
¢és Fiiggelék 2. tablazata). Az AtfA-¢és AtfB-fliggést is mutatd géncsoportok koziil a legtobb
gént az AB, A/B, A-B2 és A-B4 csoportokon beliil talaltuk meg (6. tablazat és Fiiggelék 2.
tablazata). Ez azt jelenti, hogy az AtfB az AtfA-t6l fiiggetleniil csak néhany gén
szabalyozasaban vesz részt (BB gének, 6. tablazat és Fiiggelék 1. tablazata). Egyes gének
szabalyozasa viszont az AtfA kdzremuikodésével valosul meg (AB gének, 6. tablazat), emellett
azon géneknél, amelyek a legjelent6sebb AtfB-fiiggést mutattadk az AtfA képes volt
helyettesiteni a hianyzo AtfB-t (A/B, A-B2, A-B4 gének, 6. tablazat ¢és Fiiggelék 2. tablazata)
(Kocsis és mtsai., 2023).

Az MSB kezelés a konidiumok és a micéliumok transzkriptomjat is jelentdsen
modositotta, a konidiumoknal 485 db feliilszabalyozott gént és 1070 db alulszabalyozott MSB
stresszérzékeny gént, a micéliumnal 786 db feliilszabalyozott és 912 db alulszabalyozott MSB-
re érzékeny gént talaltunk. Az MSB kezelésnek a konidiumok transzkriptomjara kifejtett hatasa
elérevetiti azt, hogy a micéliumok élettanara hatassal 1évo stresszhatasok a stresszkezelt
micéliumok altal termelt konidiumok transzkriptomjara is hatassal vannak. Erdekes modon
ezen valtozasok az AtfA és AtfB konidiumokban betoltott szabalyozd szerepét csak kis
mértékben modositottak: a kezeletlen és MSB-kezelt tenyészetekbdl szarmazo konidiumok
AtfA (AtfB)-fiiggd génjei kozotti atfedés a micéliumnal megfigyeltekhez képest nagy volt (5.
és 6. tablazat). Igy feltételezheté, hogy a micéliumot érintd transzkripcios valtozasok azt
tikkrozik, hogy a vegetativ sejtek alkalmazkodnak az MSB jelenlétéhez, mig a konidiumokban
bekovetkezé transzkripcios valtozasok arra utalnak, hogy a micéliumok altal megszerzett
»ismeretek” hogyan épiilnek be a konidiumok csirazasi programjaba. Ez azt jelenti, hogy a
spordknak nem kell alkalmazkodniuk a hossz ideig tarto6 MSB kezelés mindenfajta
kovetkezményeihez, csupan az MSB altal okozott stressz megndvekedett esélyével kell
szamolniuk csirazas sordn (Kocsis és mtsai., 2023).

A konidiosporakban azonositott géncsoportok meglepden kis atfedést mutattak a
megfeleld micéliumban azonositott géncsoportokkal (6. tablazat). Még az AtfA-fiiggd gének
esetében is az atfedés csak 50% koriili volt (6. tablazat). A micélium- és spoéramintak kozotti
jelentds kiilonbség ravilagit arra, hogy a két gén kiilonb6zd funkciot tolt be és ennek
megfeleléen az atfA és atfB géndelécioknak eltérdé kovetkezményei vannak a micéliumban és a

sporakban (Kocsis és mtsai., 2023).
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5.7.5. Az AtfA hatasa a szénhidrat metabolizmusra és fényfiiggo folyamatokra

A géncsoport dusulas vizsgalatokat 4 db AtfA-és 4 db AtfB-fiiggd géncsoporttal végeztiik el
(nem kezelt valamint MSB-kezelt micélium ¢és konidium mintakkal, 7., 8. tablazat és a
Fiiggelék 3. és 4. tablazata) (Kocsis és mtsai., 2023).

7. tablazat A FunCat, GO és KEGG adatbazisokkal meghatarozott AtfA-és AtfB-fiiggé

géncsoportok
Tenyészet AtfA-fiiggd gének (Set26) AtfB-fiiggé gének (Set27)
Micélium ] o
(Kezelés Szen/gzenhldrat anyagcsere;
nélkiil) galaktéz anyagcsere folyamat
Micélium

(MSB-kezelt)

Amin/poliamin transzport

Szén/szénhidrat anyagcsere; szén/szénhidrat
transzport;

(MSB-kezelt)

Glioxilat és dikarboxilat anyagcsere; TCA ciklus;
Foszfat homeosztazis;
Szekunder metabolitok bioszintézise;
Cellularis érzékelés és valasz a kiils6 ingerekre;
Peroxiszéma

o p e . . . Szén/szénhidrat
Glikolizis és gliikoneogenezis;Pentdz-foszfat , e
, anyagcsere;szén/szénhidrat
utvonal; .
L1 s X . . transzport;
Konidium Fruktoz és mann6z metabolizmus; Piruvat o .
, e etae a1 o Glikolizis és gliikoneogenezis;
(Kezelés anyagcsere; Glioxilat és dikarboxilat anyagcsere; o n .
. \ L Keményito és szachardz anyagcsere;
nélkiil) Foszfat homeosztazis; . . .
\ . . - . Valin, leucin és izoleucin
Proton-vezérelt antiporter; Natrium-vezérelt .
. . R degradacio;
szimporter; Szekunder metabolitok bioszintézise; . e,
i i g g g s Szekunder metabolitok bioszintézise
Cellularis érzékelés és valasz a kiilsé ingerekre;
Oxidativ stresszvalasz
Szén/szénhidrat anyagcsere;
Glikolizis és gliikoneogenezis;
Pent6z-foszfat atvonal;
s Frukt6z és mann6z metabolizmus;
Konidium

8. tablazat Az AtfA-és AtfB-fiiggé géncsoportokon beliil szignifikans (Fisher-egzakt teszt;
< 0,05) disulast mutaté géncsoportok

(MSB-kezelt)

Szekunder metabolizmus: aspercryptin klaszter,
AN2924 klaszter; AN10297 klaszter; emericellamid
(eas) klaszter

Tenyészet AtfA-fiiggd gének (Set26) AtfB-fiiggé gének (Set27)
Szekunder metabolizmus: No PKS/NRPS backbone
Micélium 1 klaszter, Szekunder metabolizmus: AN2924
(Kezelés Mikroperfuranon klaszter, AN2924 klaszter, cluster; AN10297 Kklaszter;
nélkiil) ANO9005 klaszter; AN10297 klaszter, Emericellamid emericellamid (eas) klaszter
klaszter
CAZyme gének,
Micélium Foszforelé valasz regulator gének

Glikolizis; Pentdz-foszfat utvonal; Leloir Gtvonal

(MSB-kezelt)

Foszforelé valasz regulator gének
Szekunder metabolizmus: AN1594 klaszter;
AN10297 klaszter; AN1242 klaszter

Konidium Antioxidativ enzim gének; Vas-kén klaszter fehérjék Transzkripcids faktorok
(Kezelés Foszforelé valasz regulator gének Szekunder metabolizmus: AN9005
nélkiil) Szekunder metabolizmus: AN9005 klaszter; AN1594 klaszter, AN10297 klaszter
klaszter; AN10297 Kklaszter; AN1242 klaszter
Glikolizis; Pentoz-foszfat utvonal; Leloir utvonal;
TCA ciklus; Légzés
Konidium Vas-kén klaszter szintézis
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Az AtfA-figgd gének kozott nagy szamban talaltunk szénhidrat metabolizmusban
részvevl géneket. Koziilik a glikolitikus gének AtfA-fliggése volt a legjelentésebb a
konidiosporak esetében (Fiiggelék 3. tablazata). A foszforelé valaszt szabalyozé gének szama
megnovekedett az Osszes AtfA-fiiggd géncsoportban, viszont ezen gének disuldsa nem volt
jellemzd a kezeletlen micélium mintaknal (8. tablazat és Fiiggelék 4. tablazata), ezzel
szemben a vas-kén klaszter Osszeszereld géneket a sporamintak AtfA-fliggd génjei kozott
azonositottuk (8. tablazat és Fiiggelék 4. tablazata). Erdekes modon az antioxidans enzimeket
kodold gének feldusulasat csak a spoéraminték kezeletlen tenyészetébdl szarmazo AtfA-fiiggd
géncsoportjaiban mutattuk ki (8. tablazat és Fiiggelék 4. tablazata). A trikarbonsav ciklus
(TCA ciklus) és a 1égzési lanc génjei a sporak MSB-kezelt tenyészetébdl szarmazd AtfA-fiiggd
génjei kozott voltak megtalalhatok. A fentebb emlitett gének tobbségét csak az AtfA
szabalyozta (AA gének, Fiiggelék 4. tablazata). Néhany szekunder metabolit klaszter génjei
szintén AtfA-fiiggd szabalyozas alatt alltak (8. tablazat és Fiiggelék 4. tablazata). Koziilik az
emericellamid klaszter a legfigyelemreméltobb, mivel a kezeléstdl fliggben az 5 klasztergénbdl
4 vagy 5 gén volt AtfA-fiiggé (17. abra, Fiiggelék 3. tablazata). Erdekes modon a kezelés
nélkiili tenyészetekben ezen gének AtfA-és AtfB fliggést egyarant mutattak (16. abra), viszont
az MSB-kezelt tenyészetekben, ahol az atfB alulszabalyozodott (16. abra) ezek a gének csak
AtfA-fiiggést mutattak (AA gének).

A négy AtfA-fiiggd géncsoportban dsszesen 87 db gén mutatott AtfA-fliggést. Tobbségiik
ismeretlen funkcioja fehérjét kodol (9. tablazat). Az ismert vagy feltételezett funkcidju gének
kozott megemlithetd a catA kataldz, tovabba 6 gén, amelyek a szénhidrat metabolizmusban
vesznek részt, valamint a hk-8-1 és hk2 feltételezett hisztidin-tartalmu foszfotranszfer
fehérjéket kodolo gének, illetve 10 gén, amelyek a fényérzékelésben és a fényre adott

valaszreakciokban vesznek részt (Fiiggelék 1. és 4. tablazata) (Kocsis és mtsai., 2023).
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9. tablazat Néhany példa az osszes tenyésztési koriillménynél AtfA-fiiggést mutaté génekre.

AtfA/AtfB fiiggés
Gén ID Gén Funkecié Micélium Micélium Konidium Konidium
neve (Kezeletlen) (MSB kezelt) (Kezeletlen) | (MSB kezelt)

Fényfiiggo szabalyozas

UV-A és kék fény

poliketid szintaz

ANO0387 cryA 1, AA AA AA AA
érzékelés
Fény hatasara
AN5056 indukalodik A-B AA AA AA
Fény hatasara
AN9285 ccgA indukalédik AA AA AA A-B
Fény hatasara
AN4299 indukalédik A-B AA AA AA
ANG638 | cety | oy hatdsira AA AA AA AA
indukalodik
Fény hatasara
ANO0045 indukélodik A-B AA AA AA
Fény hatasara
ANO0693 indukélodik AA AA AA AA
Fény hatasara
AN5004 indukalodik A-B AA A-B AA
Fény hatasara
ANB8339 indukalodik AA AA AA AA
Fény hatasara
ANB8641 indukalodik A-B AA A-B AA
Szénhidrat metabolizmus
AN8138 aglC a-galaktozidaz A-B AA A-B AA
Feltételezett D-
AN2835 arabinono-1.4 AA AA A-B AA
lakton oxidaz
aktivitas
Feltételezett a-
AN8639 trehaldz foszfat AA AA A-B A-B
szintaz
AN10060 Feltélezett o- AA AA AA AA
amilaz
AN3200 Felictelezett - AA AA AA AA
gliitkuronidaz
AN9180 Feltételezett AA AA AA AA
transzketolaz
Egyéb funkcidju gének
Nitrozativ
AN2470 stresszel szembeni AA AA AA AA
sejtvalasz
AN8637 | catA Konidium- AA AA AA AA
specifikus katalaz
Feltételezett
AN2581 | hk-g-p | Misztidin-tartalmi AA AA AA AA
foszfotranszfer
fehérje
Feltételezett
AN7945 | hkp | Nisztidin-tartalma AA AA AA AA
foszfotranszfer
fehérje
AN9005 Feltételezett AA AA AB AB

AA: FeltételezhetGen csak az AtfA altal szabalyozott gének. AB: feltételezhetéen mindkét gén (AtfA és AtfB) altal
szabalyozott gének; az atfA vagy atfB delécidja a génexpressziot a dupla deletalt mutans szintjére csokkenti. A-B:
feltételezhetéen mindkét gén (atfA és atfB) altal szabalyozott gének; az atfA és/vagy az atfB delécioja a génexpresszio kizardlag
részleges csokenését idézi eld.
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Csak 23 db AtfB-fiiggd gént talaltunk, ezek viszont egyetlen esetben sem mutattak AtfA-
fliggést (Fiiggelék 1. tablazata). Példaként 4 jelent6sebb gént lehet megemliteni: az AN8953
(agdB) egy feltételezett a-glikozidaz, az AN3402 (amyB) egy feltételezett a-amilaz, az AN7619
(calA) a korai konidium-csirazasban tolt be szerepet, valamint az AN2099 gént, amely feltehetéen

egy alternativ oxidazt kodol (Kocsis €s mtsai., 2023).
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6. Megbeszélés

Doktori munkamban az A. nidulans fonalas gomba bZIP tipusu transzkripcios faktorait kodold
atfA és atfB gének funkcionalis analizisét, valamint Gjgeneracios RNS szekvenalassal a delécios
mutansok (a datfA, AatfB, AatfAAatfB) transzkriptomikai tanulmanyozasat valositottuk meg.
Az atfA és atfB gének élettani funkcidinak vizsgalatahoz létrehoztuk a delécids és a tiltermeld
mutansokat az 6sszes kombinacioban: (4atfA, AatfB, datfAdatfB, AatfAatfBOE, AatfBatfAOE,
atfAOE, atfBOE és atfAOEatfBOE).

6.1. Az élettani vizsgalatok eredményei

Az AtfA oxidativ stresszel szembeni védelemben betoltott szerepét (Hagiwara és mtsai., 2008,
2009; Balazs ¢s mtsai., 2010; Emri ¢és mtsai., 2015) alatamasztottdk pontinokulacios
kisérleteink, mivel az atfA delécidja esetén nétt az oxidativ stresszt okozo diamiddal, tBOOH-
val és menadionnal szembeni érzékenység (6. abra). Mas fajok esetében is hasonld
eredményeket tapasztaltak: S. pombeban az A. nidulans AtfA ortolog Atfl delécidjakor
stillyesztett és szilard tenyészetben egyarant csokkent a tulélési arany H2Oz jelenlétében (Sanso
¢és mtsai., 2008). Az A. fumigatus atfA delécios mutans konidiumok oxidativ stresszre érzékeny
fenotipust mutattak (Hagiwara és mtsai., 2014). A Penicillium marneffei dimorf gomba atfA
génje esetében is igazoltak, hogy szerepet jatszik az oxidativ stresszben, mivel a delécios
mutans kismértékii tBOOH érzékenységet mutatott (Nimmanee és mtsai., 2014), az A. oryzae
AatfA konidiumok ugyancsak érzékenyek voltak oxidativ stresszre (Sakamoto és mtsai., 2009).
Ehhez hasonl6 fenotipust figyeltek meg névénypatogén gombakban, igy a M. oryzae MoAtfl
(Guo és mtsai., 2010), a F. graminearium FgAtfl (Jiang és mtsai., 2015), valamint a F.
verticilloides FVAtfA (Szabo és mtsai., 2020) delécidja esetén is fokozodott az oxidativ stresszel
szembeni érzékenység.

A bZIP transzkripcidés faktorok a fonalas gombédk korében az ivaros szaporodasi
folyamatokban is részt vesznek (Bayram és mtsai., 2008; Yin és mtsai., 2013). Erre példa a
YAP-szeri (Yeast Activator Protein= Eleszté Aktivator fehérje) bZIP-ek kozé tartozo, a
szekunder metabolimus helyreallitasaért felelés rsmA (restorer of secondary metabolism A)
taltermelése, ami az aszkospora képzddés teljes megsziinését eredményezte. Tovabbi két bZIP
TF-nal is hasonl6 véltozas volt tapasztalhatd, a napA overexpresszioja esetén az ivaros helyett
az ivartalan szaporodas keriilt tulsulyba, a zipA tultermelé mutans esetében is szignifikans
mértékben csokkent a termelddott aszkospora mennyisége (Yin és mtsai., 2013). Szexualis

szaporodas vizsgalataink eredményei is 0sszhangban voltak ezzel az allitassal, mivel az atfA
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crer

abra).

A Velvet komplex gombakban az ivaros szaporodast és a szekunder metabolizmust
kapcsolja 6ssze (Bayram és mtsai, 2008). Az rsmA taltermelése nem csak az ivaros szaporodas
elmaradasat eredményezte, hanem az ST termelésre is hatassal volt, mivel 100-szor tobb
termelddott beldle A. nidulansban (Yin és mtsai., 2013). Masik példat szolgaltatja az AtfA-hoz
és AtfB-hez hasonléan, a S. cerevisiae yapl ortolog napA gén overexpresszidja, aminek
kovetkeztében csokkent az ST, emericellin, aszpertecin, shamixanthon és epishamixanthon
termelés és ezzel egyidében az ivaros szaporodasrél az ivartalan szaporodas felé torténd
eltolodas kovetkezett be (Yin és mtsai.,, 2013). F. verticilloidesben is hasonld fenotipust
tapasztaltak, vagyis az FvatfA deletalt mutinsban a kisebb méretii és kevesebb spora
termel6dése, csokkent mikrokonidium képzodése mellett a fumonizin termelés elmaradasat
igazoltak (Szabo és mtsai., 2020). Eredményeink szerint a Aatf4 mutansban volt hasonlé zavar
az ivaros szaporodasban, amivel egyidoben az ST szintézis leallasa is bekovetkezett (14. abra).

Az AtfB esetében megallapithatjuk, hogy a hé-és nehézfémstresszel szembeni
érzékenységben t6lt be fontos szerepet (6. abra), emellett a konidiosporak mennyiségének (9.
abra) ¢és méretének meghatarozasaban (10. abra) is. Az A. nidulanson végzett korabbi
génexpresszios tanulmany szerint a CdCly az atfB gén expressziojat a kontroll toérzsben
alulszabalyozta. Az atfB expresszidjaban nem kovetkezett be valtozas a Aatf4 mutansban (a
transzkriptom adat hozzaférési szdma: GSE166128) (Emri és mtsai.,, 2021). A fenotipus
vizsgalataink szerint ezzel a nehézfém stresszel szemben az atfB taltermeld mutans toleranciaja
csokkenést mutatott (6. abra).

Az altalunk végzett aszexualis szaporodas vizsgalatok révén kideriilt, hogy ha az atfB-t
tultermeltetjiik, akkor a konidiospordk szdma csdkkent, méretiik viszont a kontroll torzs
sporaihoz viszonyitva novekedett, valamint az abaA gén expresszidja is emelkedett (Adams és
mtsai., 1998). Az atfBOE torzsnél a kontrollhoz képest az atlagos spoéraméretben szignifikans
kiilonbség volt tehat tapasztalhaté (9-12. abra).

Hasonl6 eredményre példaként megemlitheté a Beauveria bassiana fonalas
entomopatogén faj, amelyben a Awetd mutansban az abaA gén expressziojanak 90%-0s
csokkenése, valamint ezzel egyidejiileg kisebb konidiumméret volt tapasztalhato (Li és mtsai.,
2015). A F. graminearum abaA overexpresszio pleiotrop zavarokat idézett el, mint a szexualis
¢és aszexualis fejlodést érintd zavarok, a konidiumok csirazasanak idébeli eltolodasa, de a
mutans trichotecén termelése is csokkent (Son és mtsai., 2013). A. fumigatusban az AfuabaA

tultermelés autolizist és sejthalalt okozott (Tao és Yu, 2011). A. oryzaeben az AtfB konidium
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képzésben betdltott szerepe szintén igazolast nyert, hiszen az ozmotikus stressz mellett
csOkkent konidiumképzést irtak le a AatfB mutansban (Sakamoto és mtsai., 2008, 2009).

Emellett a 4atfB mutans életképessége csokkent 50 °C-on, 10 percig tartd héstressz
hatasara (7. abra), ami 6sszhangban van az A. oryzaeben kapott eredményekkel, ahol szintén
az atfB delécidja esetén tapasztaltak hdstresszel szembeni érzékenységet (Sakamoto és
mtsai.,2008).

A DZIP transzkripcios faktorok fonalas gombakban a kiilonb6z6 fejlodési folyamatok, a
stresszvalaszok ¢€s a szekunder metabolit termelés fontos szabalyozoiként szerepelnek (Kocsis
és mtsai., 2022, 2023, Roze és mtsai., 2011; Yin és mtsai., 2012, 2013; Bakany ¢és mtsai., 2021).
Képesek homodimerek képzésére, de szamos folyamat szabalyozasaban megfigyelték mar mas
bZIP-tipusu transzkripcios faktorokkal heterodimer képzésiiket is vagy fizikai interakciojukat
jelatviteli fehérjékkel (Reinke és mtsai., 2013).

Az A. fumigatus AtfA példaul harom masik szintén bZIP transzkripcios faktorral, az
AtfB, AtfC és AtfD TF-kal valamint a MAPK SakA-val 1ép interakcioba, és igy stresszvalaszok
iranyitasaban mitkodnek kozre (Silva és mtsai., 2021). Emberben az ATF-2 heterodimert képez
a S. cerevisiae Yapl-el homolog Jun-nal vagy homodimert hoz létre a CRE kot6helynél, amig
az A. nidulans AtfB homoldg ATF-1 homodimer kialakitasara képes (Hong és mtsai, 2012). A.
parasiticusban az AtfB és AP-1 bZIP-ek funkcionalisan aktiv heterodimert hoznak 1étre, és az
aflatoxin termelést és az oxidativ stresszvalaszokat szabalyozzédk (Roze és mtsai., 2011),
tovabba az AtfB az AtfA-val feltételezhetden oxidativ stressz hatasara 1ép interakcioba (Hong
¢és mtsai, 2012).

A. nidulansban is elképzelheté az AtfA AtfB-vel valo interakcioja a k6zos target gének
szabalyozasaban (Lara-Rojas és mtsai., 2011; Hong és mtsai, 2012), mivel az A. nidulans AtfB
génje az S. pombe Atfl-el heterodimert képz6 Perl-el mutat hasonlosagot. Az S. pombe-ban az
Atfl-Pcrl altal 1étrehozott heterodimer pedig transzkripcids aktivatorként vagy represszorként
a kromatin remodellingben jatszik szerepet (Hong és mtsai, 2012).

Bizonyos ¢lettani funkciokat az AtfA és AtfB TF-k egyiittesen szabalyoznak A.
nidulansban. Erre példa, hogy a Adatf4atfBOE és AatfBatfAOE mutansok voltak a legjelentdsebb
héstresszel szembeni tolerancidval jellemezhetok az Osszes tobbi mutanshoz és a kontroll
torzshoz képest (7. abra). A dupla delécios mutansnal (datfAAatfB) a fentebb mar leirtak
alapjan a Aatf4-hoz hasonloan, elmaradt az ivaros termdtest képzése, ezzel szemben a
AatfBatfAOE torzsnél tobb kleisztotécium termelddott a kontroll torzzsel Osszevetve. A
AatfBatfAOE és AatfB esetében hasonld mennyiségben volt megfigyelhetd képzddésiik (8.

abra).
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Az ST termelésre vonatkozoan is érdekes megfigyeléseket tettiink. Habar a Aatf4
mutansban ezen mikotoxin a detektalasi hatar alatti mennyiségben termel6détt, a dupla delécios
mutansban (datfAAatfB) viszont ezen mikotoxin termelése nem allt le, az ST mennyisége
Osszevethetd volt a kontroll torzsével. Szintén érdekes eredmény az is, hogy a dupla taltermeld
mutans (atfAOEatfBOE) ST szintje csokkent, szemben a szimpla atfAOE és atfBOE
mutansokkal. Ezen eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy ezen mikotoxin termelése

valdsziniileg mindkét bZIP kontrollja alatt all A. nidulansban.

6.2. A transzkriptomikai adatok kovetkeztetései

Az AtfA altal szabalyozott gének
Az Aspergillus fajokban sok, az AtfA altal kozvetve vagy kozvetleniil szabalyozott gént
azonositottak mar eddig, mint példdul az antioxidans fehérjéket, hdsokkfehérjéket, foszforelé
rendszer szabdlyozo fehérjéit, vas-kén klaszter 8sszeszereld fehérjéket kodold géneket tovabba
a trehal6z és glikogén képzddésben, a kiilonbozoé szénhidratok hasznositdsadban, a szekunder
metabolitok szintézisében, valamint a konidiogenezis fény altali szabalyozasaban résztvevo
géneket (Silva és mtsai., 2021; Emri és mtsai., 2015; Orosz ¢és mtsai., 2017; Antal és mtsai.,
2020; Sakamoto és mtsai., 2009; Hagiwara és mtsai., 2014, 2016; van Leeuwen ¢s mtsai., 2013;
Yu és mtsai., 2016; 2019).
Az éltalunk kapott transzkriptomikai adatok megerdsitették, hogy az AtfA altal szabalyozott
gének kozé tartoznak (7., 8. tablazatok és a Fiiggelék 4. tablazata):

= az antioxiddns enzimeket kodold gének,

= a foszforelé-rendszert szabalyozo6 gének,

= atrehal6z és glikogén metabolizmus gének,

= a gliikdz hasznositasban résztvevd gének,

= aszekunder metabolit klaszterek génjei,

= fényfliggd gének (I1d. lentieknél).
A citoplazmaban 1évo FphA fitokrom (vords fényt érzékeld szenzor) a nagy ozmolaritas ellen
fellépd glicerinvalasz (HOG) MAPK ttvonalon keresztiil aktivalja az AtfA-t A. nidulanshan
(Yu és mtsai., 2016, 2019). Ennek megfelelden az AtfA néhany fényfiiggd gén mikodését is
szabalyozta (9. és a Fiiggelék 1. tablazata). Ilyen fényfiiggé gén volt a cryA, amely egy
feltételezett UV-A/kékfény szenzort (kriptokromot) kodold gén (Bayram és mtsai., 2008). A
HOG ttvonal kék fény-fliggd aktivacioja csak az FphA géntdl fiigg, a kék fény-érzékeld LreA
¢s LreB komplexnek viszont nincs ebben szerepe. Erre magyarazatként az szolgal, hogy egy

masik kék fény-receptor (pl.: a CryA) vesz részt ebben a folyamatban, a miikodését pedig
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valamilyen modon az FphA szabalyozza (Yu és mtsai., 2016). A cryA AtfA-fiiggd
transzkripcidja (9. és a Fiiggelék 1. tablazata) is alatamasztja a kék és voros fényfiiggd

jelatviteli utvonalak kozotti interakciot.

A tenyésztési koriilmény (MSB kezelés és stresszor nélkiili tenyésztés) hatasa

A konidiumok stressztolerancidja jelentés mértékben fiigg a tenyésztési koriilményektol a
konidiogenezis soran (Hallsworth és mtsai., 1994; Rangel és mtsai., 2015; Hagiwara és mtsai.,
2017; de Vries és mtsai., 2017). A micélium MSB stresszel valo kezelése hatassal volt a
micélium és konidium transzkriptomra egyarant (5., 6. tablazat). Az AtfA szabalyoz6 szerepét
a tenyésztési koriilmények is meghataroztak, mivel kiillonb6zd gének mutattak AtfA-fliggést
MSB-stresszhez adaptalodott és MSB-vel nem kezelt tenyészetek esetében (5., 6. tablazat). Az
AtfA-fliggést mutatd géncsoportok kozotti kiilonbség sokkal egyértelmiibb volt a vegetativ
micéliumokban a konidiumokhoz képest (5., 6. tablazat). Ugy gondoljuk, hogy a konidiumok
a konidiogenezis soran alkalmazkodnak az MSB-hez. Mivel a konidiogén sejtek képesek
megvaltoztatni a konidiumok mRNS tartalmat, igy azok a legvaldsziniibben a csirazas soran

megjelend stresszhatasokkal szemben mar felkésziilten tudnak reagalni.

Az atfA és atfB konidiumokban mutatott jelentésebb transzkripcios aktivitasa
Az atfA nagyobb mértékben expresszalodott a konidiumokban, mint a micéliumokban (16.
abra), emellett az atfA gén delécidja genomszintli transzkripcios, valamint fenotipusos
kovetkezményekkel jart egyiitt (5., 6. tablazat; Leiter és mtsai., 2021., Kocsis és mtsai., 2022).
Ezen adatok arra utalnak, hogy az AtfA-fliggd szabalyozas fontos szerepet jatszik a
micéliumban és konidiumban egyarant. Az adatok viszont alatamasztjak azt is, hogy az AtfA
sokkal fontosabb szabalyozo szereppel bir a konidiumokban, mint a vegetativ micéliumokban
(16. abra, 5., 6. tablazat). Erre példa, hogy az AtfA a konidiumok szamara biztositott védelmet
hémérsékleti stresszekkel (4 és 50 °C), valamint oxidativ stresszel szemben is (Hagiwara és
mtsai., 2008; Balazs és mtsai., 2010). De az AtfA mas Aspergillus fajok esetében is jelentds
szerepet toltott be a konidium-specifikus gének szabalyozasdban. Egy atfogd tanulmanyban
igazoltak, hogy a konidium-asszocialt gének (CAG) tobb, mint 50%-a AtfA-fliggést mutat A.
fumigatusban, A. oryzaeban és A. nigerben (Hagiwara és mtsai., 2016).

A vegetativ micéliumokban az atfB transzkripcios szintje alacsony, a konidiumokban
ezzel ellentétben az atfB mRNS szintje magas volt (16. abra), vagyis ezen TF a vegetativ

novekedésben csak csekély szabalyozo szerepet tolt be. Ezt az is alatimasztotta, hogy az atfB
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gén delécigja csak elhanyagolhatd transzkriptomikai (5., 6. tablazat) ¢és fenotipusos

valtozasokat (Kocsis és mtsai., 2022) eredményezett.

A transzKkriptomikai eredmények legfébb kovetkeztetései:

1) Az AtfA-nak és AtfB-nek a micéliumban is van néhany szabalyoz6 funkcidja, azonban
a konidiumokban fontosabb szerepet latnak el.

2) Az antioxidans enzimeket kodold, foszforelé rendszert koordinald, szekunder
metabolizmus klaszter és fényfliggd gének szabalyozasa mellett az AtfA iranyitja a
szénhidrat metabolizmusban kozremiikodé géneket (pl. trehaloz és glikogén
metabolizmus gének illetve a gliikdz hasznositasban résztvevd gének) is, mint ahogy
ezt az A. fumigatusban is igazoltak mar (Silva és mtsai., 2021).

3) A két transzkripcios faktor kozott Osszetett genetikai és feltételezhetéen fizikai
interakcié all fenn. Ezen interakcidban az AtfA dominans szerepe kulcsfontossagu.
Felteheten az AtfB f6 feladata pedig az AtfA szabalyoz6 szerepének tdmogatasa.

Megallapitottuk, hogy az AtfB-fiiggd gének tobbségét az AtfA is szabélyozza (17. abra, 5., 6.,
Fiiggelék 2. tablazata). Ezt korabban mar A. oryzaeben is leirtak, ahol szintén a legtobb AtfB
altal szabalyozott stresszérzékenységet mutatd gén AtfA-fliggést is mutatott (Sakamoto ¢€s
mtsai., 2009).

= Neéhany ilyen kettds, azaz AtfA- és AtfB-fliggést is mutaté gén normal expresszidjahoz
mindkét génre sziikség volt (AB-vel jelolt gének, 17. abra, 5., 6. tablazat, a Fiiggelék 2.
tablazata). Elképzelhet6 annak lehetdsége is, hogy ezen gének némelyikét az AtfA-AtfB altal
alkotott heterodimer szabalyozza, ez azonban kisérletes igazolasra szorul.

. Az AtfA-, AtfB-fiiggd gének tobbségénél a két TF-bol az egyik teljesen vagy
részlegesen képes helyettesiteni a hidnyzo TF-t (A/B és A-B gének, 17. abra, 5., 6. tablazat, a
Fiiggelék 2. tablazata). Koziiliik néhany gént kozvetleniil mindkét TF szabalyoz, amelynek
hatterében szintén a két TF promoter régioi kozotti fizikai interakciot lehet feltételezni.

A transzkriptomikai adatok szerint az atfB is AtfA-fliggést mutatott, ugyanis az atfA delécioja
alulszabalyozta az atfB-t a micélium és konidium mintakban egyarant, fiiggetleniil attol, hogy
MSB kezelést alkalmaztunk vagy sem (16. abra). Kovetkezésképpen a mindkét gén
szabalyozasa alatt all6 gének koziil néhany AtfB-fiiggd, amelyeket az AtfA csak kdzvetve az
atfB transzkripcion keresztiil szabalyoz.

Tanulmanyunk révén azonositottunk néhany olyan AtfB-fliggd gént, amely nem mutatott AtfA-

fiiggést (5., 6. tablazat ¢és a Fiiggelék 1. és 4. tablazata). Erre példa a calA, ami a konidiumok
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csirazasaért felelds, ami magyarazatként szolgdl a AatfB magas hémérséklettel szembeni

érzékenységére (Kocsis és mtsai., 2022, 2023).
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7. Osszefoglalas

Jelen doktori értekezésben az A. nidulans fonalas gomba bZIP-tipust transzkripcios
faktorait kodolo atfA és atfB géneknek a funkcionalis analizisét, valamint ujgeneracios RNS
szekvenalassal a deléciés mutansok (a Adatfd, AatfB, AatfAAatfB) transzkriptomikai
tanulmanyozasat hajtottuk végre. Az atfA és atfB gének élettani funkcidinak analiziséhez

el0szor 1étrehoztuk a delécids és a taltermeld mutansokat az 6sszes kombinacidban: AatfA,

AatfB, AatfAAatfB, AatfAatfBOE, AatfBatfAOE, atfAOE, atfBOE és atfAOEatfBOE.

Az alabbi jelent6sebb kovetkeztetéseket tudtuk levonni kisérleteink alapjan az AtfA-rdl illetve
AtfB-r6l:

. A Aatf4A mutans oxidativ stresszre vald érzékenységét diamid, tBOOH és menadionnal
torténd kezeléskor egyarant bizonyitottuk.

. Az ivaros szaporodas ¢és a szekunder metabolizmus kozott fennalld kapcsolatot jol
szemléltette a datf4 mutansban az ivaros szaporodasban bekovetkezd zavar, ami egyiittjart a
ST szintézis ledllasaval. Az ivaros szaporodast vizsgald kisérleteinkben tehat a Aatfd és a
AatfAAatfB mutansoknal gatolt, a AatfB és AatfBatfAOE torzsek esetében viszont fokozott
kleisztotécium képzddést figyeltiink meg.

= A micélium és konidium mintaknal egyarant a 4atfA-nal joval nagyobb mennyiségben
talaltunk differencialisan expresszalt géneket (DEG) a 4atfB-hez képest.

. Az MSB kezelés a micélium mintaknal illetve az atfA delécioja a micélium és konidium
eld.

. Az AtfA-fliggé gének kozott sok szénhidrat metabolizmusban résztvevé gént
azonositottunk, mint példaul a glikolitikus géneket a konidiumok esetében, tovabba egyes
szekunder metabolit génklaszterek transzkriptjének szintje is AtfA-fiiggd szabalyozast
mutatott, emellett a katalaz és hisztidin-tartalmu foszfotranszfer fehérjéket kodold gének AtfA-

fliggését is sikeriilt igazolni az 6sszes vizsgalt kisérleti koriilményben.

. A CdClz-dal tesztelt nehézfémstressz vizsgalatainkbol arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy mivel a AdatfAatfBOE mutans enyhe, az atfBOE és atfAOEatfBOE torzsek viszont
jelentOsebb érzékenységgel reagaltak, igy tobbek kozott az AtfB a CdCly-érzékenységben tolt
be fontos szerepet.
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. Az AtfB masik fontos szerepe a hdstresszel szembeni védelemben volt, delécidjakor
csokkent ¢életképesség volt jellemz6 az 50 °C-os hdstressz hatasara. A AatfAatfBOE és
AatfBatfAOE mutansok életképessége viszont fokozodott.

. Megfigyeltilk tovabba, hogy az AtfB a konidiosporak mennyiségét és méretét is
meghatdrozza. Az AtfB tultermeltetés hatasara csokkent a konidiospordk szama, ezzel
ellentétben viszont méretiik a kontroll térzshoz képest novekedett. A konidioférok fejlodését
szabalyoz6 abaA gén (locus ID: AN0422) expresszidja is ndvekedett az atfBOE mutansban az
RT-gPCR eredményei szerint.

. A transzkriptomikai adatok alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az AtfB-fiiggd
gének az AtfA-tol is fliggtek.

. Az 0Osszes transzkriptomikai adat alapjan csak 23 db AtfB-fliggd gént talaltunk,
példaként emlithetd meg egy feltételezett-a-glikozidaz (agdB), egy feltételezett-a-amilaz, a

calA, amelynek a konidiumok korai csirazasaban van szerepe és egy alternativ oxidaz.

Eredményeink arra utalnak, hogy bizonyos élettani folyamatok szabalyozdsdban mind az AtfA,
mind az AtfB részt vesz. Az atfA és atfB mRNS szintje sokkal magasabb volt a
konidiosporakban, emellett nagyobb szamban mutattuk ki az AtfA és AtfB- fliggd géneket is
ebben a fejlodési staddiumban, tehat ezek a gének jelentdsebb szabalyozd szereppel birnak a
sporakban, mint a vegetativ szovetben.
Az AtfA és AtfB altal is valoszintsithetden szabalyozott folyamatok a kovetkezok lehetnek:
1) Héstressz elleni védelem: A AatfAatfBOE, AatfBatfAOE mutansok mutattak a
legnagyobb toleranciat hostresszel szemben.
2) Kleisztotécium képzés: A Aatf4 és a AatfAAatfB torzsben az ivaros szaporodas elmaradt,
ezzel szemben a datfBatfAOE torzsben hasonlé mennyiségii kleisztotécium képzodott,
mint a datfB mutansban, illetve a két utobbi mutansban szignifikansan nagyobb volt a
kleisztotéciumok szama, mint a kontrollban.
3) Konidiospora képzés: Mind az atfA delécioja, mind az atfB taltermelése csokkentette a
egylitt is novelte a konidiosporak szamat.
4) ST termelés: A AdatfA ST termelése a kimutatasi hatar alatt maradt, mig a dupla
tultermeld, valamint a AdatfAatfBOE, AdatfBatfAOE mutansok ST termelése is csokkent

a kontrollhoz képest.

75



Osszességében elmondhato, hogy eredményeink szerint az AtfA és AtfB kozott valdsziniileg
egy olyan interakcié valosul meg, amely a stressztolerancidban, ivaros és ivartalan
szaporodasban, valamint a szekunder metabolit termelésben résztvevo gének expresszidjat
képes szabalyozni.

Ezért tovabbi kutatési terveink kozott szerepel ezen feltételezett interakcié bizonyitasa. gy
tervezziikk a promotereken 1évé AtfA- és AtfB kotOhelyek genomszintli meghatarozasat
kromatin-immunprecipitacios szekvenalassal (ChIP-Seq), valamint az AtfA-AtfB heterodimer

képzés igazolasat bimolekularis fluoreszcencia komplementacios (BiFC) technikaval.
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8. Summary

In this doctoral thesis we performed the functional analysis of the atfA and atfB genes
encoding the bZIP-type transcription factors of the filamentous fungus A. nidulans and we also
carried out the transcriptomic study of the deletion mutants (datfA, AatfB, AatfAAatfB) using
next-generation RNA sequencing. To analyze the physiological functions of the atfA and atfB
genes, first we generated the deletion and overexpression mutants in all combinations, namely:
AatfA, AatfB, AatfAAatfB, AatfAatfBOE, AatfBatfAOE, atfAOE, atfBOE and atfAOEatfBOE.

We reached the following major conclusions based on our experiments about AtfA and AtfB:

. The sensitivity of the datf4A mutant to oxidative stress in the presence of diamide,
tBOOH as well as menadione was also proved.

. The relationship between sexual reproduction and secondary metabolism was well
reflected by the disturbances in sexual reproduction in the Aatf4A mutant, which was
accompanied by the inhibition of ST synthesis. According to our experiments the
cleistothecium formation was hindered in the datf4 and AdatfA4atfB mutants, but increased in
the AatfB and AatfBatfAOE strains.

. In both the mycelium and conidium samples we found differentially expressed genes
(DEGS) in much higher number in the Adatf4 compared to AatfB strain.

. The MSB treatment in the mycelium samples and the deletion of atfA both in the
mycelium and conidium samples caused the downregulation of atfB therefore AtfA induces the
activation of atfB.

= Among the AtfA-dependent genes we identified many genes involved in carbohydrate
metabolism such as glycolytic genes in conidia; the transcript level of some secondary
metabolite gene clusters also showed AtfA-dependent regulation and the AtfA-dependence of
the genes encoding catalase and histidine-containing phosphotransfer proteins was also

confirmed in all tested experimental conditions.

. Based on our stress sensitivity assays with the heavy metal CdCl», we concluded that
AtfB plays an important role in CdCl; sensitivity, since the datfAatfBOE mutant reacted mild
sensitivity, while the atfBOE and atfAOEatfBOE strains showed significant sensitivity to this

heavy metal.
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= Another important role of the AtfB is in the protection against heat stress, since its
deletion resulted in a reduced viability after heat stress at 50 °C. Meanwhile the viability of the
AatfAatfBOE and AatfBatfAOE mutants increased compared to the control.

. AtfB also influences the amount and size of conidiospores. As a result of the atfB
overexpression the number of conidiospores decreased, while their size increased compared to
the control strain. The expression of the abaA gene (locus ID: AN0422) regulating the
development of conidiophores, also increased in the atfBOE mutant according to the RT-gPCR
results.

. Based on the transcriptomic data, we concluded that the AtfB-dependent genes were
also dependent on AtfA.

. Based on all transcriptomic data, only 23 AtfB-dependent genes were found, examples
include a putative a-glycosidase (agdB), a putative a-amylase, calA, which has a role in the

early germination of conidia, and an alternative oxidase.

Our results indicate that some physiological functions are governed by AtfA as well as AtfB.
The mRNA levels of atfA and atfB were much higher in conidiospores and the AtfA- and AtfB-
dependent genes are also more abundant in this developmental stage, therefore these genes have
a more significant regulatory role in spores than in vegetative tissue.
Both AtfA and AtfB can probably coordinate the following functions:
1) Heat stress defense: The AatfAatfBOE, AatfBatfAOE mutants showed the most
significant tolerance to heat stress.
2) Cleistothecium production: In the AatfA and AdatfAAatfB strains sexual
reproduction hindered, contrarily the AatfBatfAOE strain produced similar amount of
cleistothecia as the 4a#/B mutant. The number of cleistothecia were significantly greater
in datfBatfAOE and AatfB mutants than that in the control strain.
3) Formation of conidia: Both the deletion of atfA and overexpression of atfB
reduced the number of conidia. Overexpression of atfA alone and with the deletion of atfB
increased the number of conidia.
4) ST production: ST production of the datf4 mutant remained under the limit of
detection, and the ST production of the atfAOEatfBOE, Aatf4atfBOE, AatfBatfAOE

mutants also reduced compared to the control.
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To sum it up, according to our results an interaction between AtfA and AtfB is feasible, which
can regulate the expression of genes involved in stress tolerance, sexual and asexual
reproduction and secondary metabolite production. To prove the physical interaction between
AtfA and AtfB, we are planning to perform the following experiments: determination of the
AtfA and AtfB binding sites on the promoters by chromatin immunoprecipitation sequencing
(ChlP-Seq) and confirmation of AtfA-AtfB heterodimer formation by bimolecular fluorescence

complementation (BiFC) technique.
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14. Fiuiggelék I.

Az értekezés egyes kiegészit jellegii adatokat (abrakat, tablazatokat) azok terjedelme miatt, az

eredeti publikéciokhoz hasonl6éan online elérhetdségiik megadasaval mutatja be.

Fliggelék 1. tablazat: Az atfA ¢és atfB-fiiggé gének listaja és tulajdonsagai.
https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12030463/s1

Fliggelék 2. tablazat: A micélium és a konidiummintakban atfA-és atfB-fiiggést egyarant mutatd
gének listdja, tulajdonsagai és RPKM értéket.
https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12030463/s1

Figgelék 3. tablazat: Az atfA és atfB-fiiggd gének géncsoport dusulasi analiziseinek
eredményei. https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12030463/s1

Fliggelék 4. tablazat: Az atfA és atfB-fiiggd gének jellemzése ismert vagy feltételezett funkcioik
alapjan. https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12030463/s1
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Fiiggelék 5. tablazat:

Set0 MSB kezelt vad tipus vs. kezelés nélkiili vad tipus
(MSB kezelés hatasara represszalddo gének
MSB kezelt vad tipus vs. kezelés nélkiili vad tipus (MSB kezelés hatasara
Set0+ s
aktivalodo gének)
Setl .A atfA vs. vad tipus
(atfA delécid mellett represszalodo gének)
Set? .Aath vs. vad tipus
(atfB delécio mellett represszalddoé gének)
Set3 AathAatf‘B‘VS. vad tipus
(atfA és atfB egyiittes delécidja mellett represszalodod gének)
Set4 Set1\(Set2USet3)
Setb Set2\(SetlUSet3)
Set6 Set3\(SetlUSet2) (A/B gének)
Set7 (SetlSet2)\Set3
Set8 (SetlnSet3)\Set2 (AA és A-B gének)
Set9 (Set2nSet3)\Set1 (BB és A-B gének)
Set10 SetlnSet2nSet3 (AB és A-B gének)
Setll AgthAath vs. AatfB
(atfA gén delécio mellett represszalodo gének)
Set12 AatfAdatfB vs. AatfA (atfB gén delécid mellett represszalddo gének)
Setl3 Set3
Setl4 Set11\(Set12USet13)
Setl5 Set12\(Set11uSet13)
Set16 Set13\(Set11USet12) AB gének)
Setl7 (Setl1nSetl12)\Set13
Setl8 (Setl1nSet13)\Setl12 (AA és A-B gének)
Set19 (Set12nSet13)\Set11 (BB és A-B gének)
Set20 Setl1nSet12nSetl13 (A/B és A-B gének)
Set21 Setl1nSet12nSet13 (A/B és A-B gének)
Set22 Set9Set19 (BB gének)
Set23 Setl0nSetl6 (AB gének)
Set24 Set20MSet6 (A/B gének)
Set25 Set10nSet20)u(Set8Set20)u(Set9nSet20)u(Set18Set10)u(Set19Set10)
(A-B gének; az A-B 1-5 géncsoportok 0sszessége)
Set26 Set210Set23uSet24USet25 (AtfA fiiggd gének)
Set27 Set220Set23uSet24USet25 (AtfB fliggd gének)
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15. Fiiggelék II.

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kozlemények teljes terjedelmiikben.
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