Noi sterilitas és ivarosrol klonos szaporodasra valtas a novénykorokozo gombakban
(Zardéjelentés)

A heterothallids aszkomicétakban bipolaris tipusti parosodasi rendszer mukodik, azaz a
parosodasi tipust egyetlen 10kusz (MAT, mating) hatarozza meg, amelynek két idiomorf
allélja van (MAT1 és MAT2). Sikeres ivaros szaporodashoz két eltéré6 MAT-idiomorfot
hordozé partner taldlkozasara van sziikség. A mat gének koziil kettd, a matl-1-1 és a
matl-2-1 transzkripcios faktorokat kodol, mely faktorok eddig azonositott célgénjei az
ivari kommunikacioért felelds feromon-prekurzor, illetve feromon-receptor gének.
Korabbi kutatasaink azonban ramutattak arra, hogy a mat gének valosziniileg nemcsak a
feromon-kommunikaciot szabalyozzak, hanem a parosodason tilmenden fontos szerepet
toltenek be a gomba ¢letciklusdnak aszexualis fazisaban is. Tobb mint 200 olyan EST
szekvenciat talaltunk ugyanis, amely szekvencidk eltéré6 szinten expresszalodtak a
Fusarium verticillioides vad tipusu térzsében és az ebbdl, gén-diszrupcioval eléallitott
AFVMAT1-2-1 mutansban. Mindez azt jelenti, hogy a mat gének, illetve a MAT
transzkripcios faktorok egyéb, a vegetativ életciklusban fontos szerepet betolté génekre is
hatassal vannak [Keszthelyi et al. (2007): Antonie van Leeuwenhoek 91, 373-391]. Ennek
azért van jelentdsége, mert a heterothallids gombék vilagaban gyakori jelenség a ndi
sterilitas, amely fontos 1épés a klonos szaporodasi formara torténd atvaltasban. Ez a
reprodukcios stratégia — amely sok novénykorokoz6d gombdban eléfordul — azért lehet
elényos, mert klonos szaporodas sordn a virulenciat kodold gének nem higulnak ki a
populaciobol. A ndéi sterilitds kialakuldsdnak genetikai hattere teljesen ismeretlen, nem
tudjuk, milyen gének miikkodésének megvaltozasa vezet ehhez a jelenséghez. Ebben a
kutatasi programban azt tiiztiik ki célként, hogy molekularis genetikai eszkozokkel
igazoljuk néhany, ilyen tekintetben eddig ismeretlen gén szerepét a ndi sterilitasban és az
ivarosrol klonos szaporodasra torténd valtasban. A kisérleteket a Gibberella fujikuroi
gylijtéfaj bioldgiai fajain, a F. verticillioidesen (teleomorf: Gibberella moniliformis), a
Fusarium fujikuroin (Gibberella fujikuori) és a Fusarium proliferatumon (Gibberella
intermedia) végeztiik; mindharom faj fontos névénykorokozo, mikotoxinokat és egyéb
masodlagos metabolitokat termelé gomba.

Kisérletes megkozelitésiink a kovetkezd volt: kivalasztottunk néhany fontosnak
tind EST klont a Keszthelyi et al. (2007) gyljteménybdl, izolaltuk a teljes géneket, majd
ezeket a géneket inaktivaltuk a vad tipust torzsben, és megvizsgaltuk, milyen fenotipusos
véltozast eredményez a gén-diszrupcid. A valtozasokat elemezve pedig megprobaltunk
fényt deriteni arra, milyen gének tilmiikodése vagy alul-reguldltsdga vezethet klonos
szaporodashoz. Egy masik megkdzelitésben kvantitativ rt-PCR segitségével hasonlitottuk
Ossze gének expresszidjat mat null-mutansokban és a vad tipusu sziil6térzsben.

Az egyik EST klon (a 265. sz. singleton), amely hatarozottan alul-regulalodott a
AFVMAT1-2-1 null-mutans térzsben opsin génekkel mutatott homologiat, egy masik, a
mutansban ugyancsak gyengén miikodé klon (a 241. sz. singleton) pedig az un. white
collar génekkel volt rokon. Ebbdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a mitkodéképes mat
gének stimulaljdk a fényreguldcidt iranyitd géneket. Ezt a feltételezést az is erdsitette,
hogy a fény altal indukalt karotenogenezis jelent6s gatlast szenvedett a AFVMAT1-2-1
knock-out mutans torzsekben; a polaros (neurosporoxanthin) és a nem-polaros (B- €s y-
karotin prekurzorok) karotinoidok mennyisége egyarant lényegesen kisebb volt a
mutansokban, mint a vad tipusban. A Kkarotin-bioszintézisben alapvetd szerepet jatszo



harom gén, a fitoén prekurzor eléallitasaért felelés carRA (bifunkcionalis fitoén
szintdz/karotin ciklaz), a szénlanc fokozatos telitetlenitéséért felelos carB (fitoén
deszaturaz) és a carT (karotin oxigenaz) expresszidja eltérd gorbét mutatott megvilagitas
hatasara a vad, illetve a AFVMAT1-2-1 mutans torzsekben. A vad tipusban ezek a gének
megvilagitas hatasara kozel ezerszeres expresszid novekedéssel reagaltak, S a magas
expresszios szintjik négy oran at fennmaradt, mig a mutansokban csak kétszazszoros
novekedés volt kimutathatd, s két 6ra megvilagitds utan ez le is csengett [Adam et al.
(2011): FEMS Microbiology Letters 318, 76-83].

A white collar gének (wcl és wc2) onnan kaptak a neviiket, hogy Neurosporaban
a we-mutansok telepeinek fehér szegélyilik van. (Ez azért van igy, mert a mutansokban
csak a konidiumokban termelddik karotin, a micéliumban nem, tehat a konidiumtermel6
sejtek fehérek maradnak, s mikroszkop alatt mindez gy néz ki, mintha a sotét sarga
konidiumok ,,fehér nyakon” iilnének.) Neurosporaban a wc gének altal kodolt WCC
(white colar complex) fehérje meghataroz6 szerepet jatszik a fény-jelatvitelben, részt
vesz az Osszes fényfiiggd folyamat, igy a napszakos ritmus szerinti novekedés, a
karotinoid bioszintézis, a fotoindukalt konidiumképzés, a perithécium-fejlédés és az
aszkospora kilokddés szabalyozasaban. A WCC-t kddolé mindkét we gént (Fvwel és
Fvwc2) klonoztuk F. verticillioidesbél, és wc™ hiany-mutansokat allitottunk el6 iranyitott
gén-diszrupcioval. Barmelyik wc gén inaktivalasa teljes noi sterilitassal jart, de a
mutansok him-fertilitdsa és ivartalan spora-termelése (konidiumképzés) nem gyengiilt a
vad tipuséhoz képest. Nem romlott a mutansok ndévényi szovetekben mutatott invazids
képessége sem, amit paradicsombogyokon vizsgaltunk. Mindkét wc gén expresszidja
kozepes mértékii volt a sotétben tartott vad torzsben, s amikor fényre vittik a
tenyészeteket, csak kismértékli expresszio-ndvekedést tapasztaltunk. Mind az Fvwcl,
mind pedig az Fvwc2 alul-regulalodott a AFVMAT1-2-1 mutans térzsekben, ami arra utal,
hogy a MAT transzkripcios faktor nemcsak a karotin bioszintézis gének miikodését
stimulalja, hanem a fény-receptor WCC komplexet kodolo wc-génekét is, s ezen
keresztiil noveli az ivartalanul szaporod6é gombak fitneszét. Ezért fontos tehat az, hogy az
ivaros reprodukciot felfiiggesztd, klonos szaporodasra valtd gombakban is miitkodjenek a
mat gének, mert ezek a gének képesek erdsiteni olyan folyamatokat, amelyekre sziikség
van a klonos szaporodas soran is [Bodor et al. (2013): Acta Phytopathologica et
Entomologica Hungarica 48, in press].

A AFVMAT1-2-1 mutans torzsek atlagosan 60%-kal kevesebb konidiumot
termeltek sargarépa taptalajon, mint a vad tipust sziil6torzs, akar allando sotétben, akar
12/12-6ras sotét-fény valtas mellett tortént a tenyésztés. A mutansokban a konidialas-
specifikus con10 gén expresszidja — fénytdl fiiggetlen modon — drasztikusan csokkent a
vad tipusban mért expressziohoz képest. Ezek a vizsgalatok azt bizonyitottdk, hogy a mat
gének nemcsak az ivaros folyamatokat befolyasoljak, hanem az ivartalan sporuléciora is
pozitivan hatnak. Kideriilt tehat, hogy az ivartalan fejlédési szakasz egy masik fontos
fitnesz-tulajdonsagat, az aszexualis sporulaciot is kedvezden befolyasoljak a mat gének, s
ez altal is tamogatjak a klonos szaporodas fennmaradasat [Bodor et al. (2013): Acta
Phytopathologica et Entomologica Hungarica 47, 7-15].

A EST gylijteményben (Keszthelyi et al. 2007) a mat null-mutansban alul-
regulalodott klonok 32,5%-a a jelatvitelben és a sejt—sejt kommunikéacidban résztvevo
génekkel mutatott szekvencia-hasonlosagot! Az EST-k kozott azonositottunk, tobbek
kozott, szerin/treonin kinaz (141. és 146. sz. singleton), protein-foszfataz (207. sz.



singleton), MAPkinaz (69. és 263. singleton) ¢és hisztidin-kindz (271 sz. singleton)
szekvenciakat. Mindez azt sugallta, hogy a jelatviteli folyamatok zavara is megvaltoztatja
a reprodukcios stratégiat, és tamogathatja az ivarosrdl klonos szaporodasra torténd
valtast. Gombakban harom f6 jelatviteli Gtvonal mikodik: (i) a HOG (high osmolarity
glycerol) tipusu MAPK (mitogen activated protein kinase) utvonal (korabbi terminologia
szerint YERK1, yeast and extracellular regulated protein kinase), (ii) a CWIS (cell wall
integrity signaling) MAPK utvonal (korabban YERK2) és (iii) az adenilat-ciklaz —
protein kinaz A (CAMP-PKA) utvonal. Az mar masok korabbi munkaibol ismert volt,
hogy a CWIS MAPK utvonal hibdja aszkomicétdkban az ivaros szaporodasra valo
képesség elveszitésével jar, de a jelatvitellel kapcsolatba hozhaté EST-k nagy tomege
arra utalt, az ivarosrol klonos szaporodasra torténd valtasban a masik két jelatviteli
utvonal zavara is szerepet jatszhat.

Ezt mindenképpen tisztazni szerettiik volna, ezért haromféle mutanst készitettiink:
a AFphogl mutansokban a HOG MAPK-t kodolé hogl gént, a AFvmpk2 mutansokban a
CWIS MAPK gént, a AFpacl mutansokban pedig az adenilat-ciklaz gént szakitottuk meg
higromicin-foszfotranszferaz kazetta beépitésével. Igy kiilon-kiilon vizsgalhattuk, milyen
fenotipusos valtozasokkal jar a harom {6 jelatviteli Gtvonal valamelyikének a kiiktatasa.

A HOG1 gén-diszrupcids mutdnsok so- €s 0zmozisos-stresszre vald érzékenysége
jelentésen megnott. Ezek a torzsek kisebb mértékli stresszre iS erélyes programozott
sejthalallal (PCD) valaszoltak és egyuttal elveszitették ndi fertilitasukat. Gyorsitott video-
mikroszkopos felvételekkel elsoként rogzitettiik az apoptozisos sejthalalt szenvedd
kisérletek eredményeként — apoptozisos haldltdncként ismeri az irodalom. A stressz-
vélasz szignalasaban dontd szerepet jatsz6 HOG1 tipusit MAP-kinaz ttvonalban sériilt
AFphogl mutansokban so-stressz esetén nagyon gyorsan, mintegy 20 perc alatt lezajlott a
halaltanc, mig 6lommal (50 puM) kivaltott stressz esetén 2-3-6ras halaltancot lehetett
megfigyelni [Nagy et al. (2010): DNA and Cell Biology 29, 249-259.]

Az Fpacl adenilat-ciklaz (AC) gént F. proliferatumbol izolaltuk a gomba genomi
konyvtaranak sztrésével; a szlirés egy PCR-rel felsokszorozott DNS fragmentummal
tortént, mely fragmentumot mas gombdakbdl ismert ac szekvencidk katalitikus domént
kodold szakaszara terveztiink. A teljes Fpacl gén hossza 5 850 nt, amely egy 2 536 nt
hosszu nyitott leolvasési keretet, négy intront és Ot exont tartalmaz. A szarmaztatott
FpACY1 fehérje 1658 aminosavat tartalmaz, és 53-77%-o0s azonossagot mutat mas
gombakbol ismert (ugyancsak szarmaztatott) AC fehérjékkel. A AFpacl mutdnsok
vegetativ ndvekedése, konidium-csirdzdsa ¢€s agresszivitdsa gyengiilt, sporulacidjuk
viszont er6sodott. A mutansokban megsziint a sziil6torzsre jellemzé vegetativ On-
inkompatibilitds, ami arra utal, hogy a tul-érzékeny idegen felismerést a CAMP-PKA
utvonal szignalja fonalas gombakban. A mutansok him-fertilitisa nem csokkent, s bar a
noi fertilitasuk lényegesen gyengiilt, a mutansok nem valtak teljesen ndi sterillé. Ez
jelentds 1j felismerés, hiszen azt igazolja, hogy az ivaros kommunikaci6 jelatvitelében ez
a szignal transzdukcids utvonal nem jatszik dont6 szerepet! Stressz-faktorokkal szemben
drasztikusan megvaltozott a mutansok viselkedése: ho- és HoO,-toleranciajuk fokozodott,
de nehézfémekkel szemben érzékenyebbé valtak, mint a vad tipust sziil6torzs. Jelentésen
nétt tovabba a mutdnsok bikaverin termelése. Az AC jelatviteli utvonalban sériilt
mutansokban tehat csak részlegesen romlott az ivaros szaporodasra valo készség, az
kloénos szaporodds soran fontos fitnesz-tulajdonsagok (ndvekedés, konidium-csirdzas,



agresszivitas) pedig altalaban gyengiiltek; egyediil az ozmotikus stresszel szembeni
tolerancia er6sodott a mutansokban [Kohut et al. (2010): Journal of Basic Microbiology
50, 1-12.]

Varatlan, elére nem kalkulalhatdé eredmény volt az, hogy a F. proliferatum
AFpacl mutansainak bikaverin termelése fokozddott, s elég érdekes is ahhoz, hogy
kiterjessziik ezeket a kisérleteket a G. fujikuroi egy masik biologiai fajara, a F.
fujikuroira, amely tobbféle, a biotechnologiai iparban fontos masodlagos metabolitot
termel, igy gibberellineket, bikaverint és karotenoidokat. Ebben a gombéban is
inaktivaltuk az ac gént, és vizsgaltuk az igy létrehozott, a CAMP-PKA jelatviteli
utvonalban hibas mutansok fenotipusat. Az ac null-mutacié a F. fujikuroiban is fitnesz-
hibakat okozott, lassult a vegetativ novekedés, és gyengiilt a karotin- és gibberellin-
termelés. A F. proliferatum AFpacl mutansai esetében tapasztaltakkal ellentétben
viszont, a F. fujikuroi AFfacyA (=acl) mutansainak nem nétt az ozmotikus stresszel
szembeni toleranciajuk. Ugyanakkor, ezek a mutansok is tGltermeltek egy sotétvorods
pigmentet, valdszinisithetéen 0j bikaverin szarmazékot. A szignal transzdukcios
utvonalak harom, kozel rokon Fusarium-fajban tortént vizsgalata ravilagitott a stressz-
jelatvitel dsszetett voltara. Kiilondsen igaza ez az oxidativ stressz jelatvitelére, amelyben
két MAPK-kaszkadon, a HOGI1 ¢és a CWI utvonalon kiviill a cAMP-PK utvonal is részt
vesz, bonyolult kdlcsonhatasok halozatat képezve, amely haldzat gombafajtol fiiggden
miikodik. Az oxidativ stresszorok egyike, a metilglioxal, amely a glikolizis toxikus
mellékterméke mind a HOGI, mind pedig a CWIS MAPK utvonalon keresztiil
szignalédik a F. verticillioidesben. Ez a két MAPK utvonal a masodlagos
anyagcseretermékek termelését is szabalyozza kiillonb6z6 Fusarium-fajokban. A MAPK
utvonalak és a cAMP-PKA utvonal egylittmiikodése miatt nagyon sokoldali az oxidativ
stressz €s a masodlagos anyagcsere termékek termelddésének szignalasa még a kozel
rokon Fusarium-fajokban is, ami arra utal, hogy a stressz szignalasa nagyon gyors
evolucionak van kitéve, és a fejlodés nem filogenetikai alapon, hanem nich-specifikusan
torténik. [Garcia-Martinez et al. (2012): PLoS One, 7, €28849.] Talan ennél is fontosabb
azonban az a felismerés, hogy a stresszt-valaszt kozvetitd jelatviteli ttvonalak hibaja
kovetkeztében fokozodhat gydgyszeripari szempontbol jelentds anyagcsere-termékek
produkcidja; nem kizart, hogy a jovOben érdemes lesz ilyen mutdnsokat hasznalni
bizonyos metabolitok ipari 1éptékben torténd termelésére.

A CWIS MAPK utvonalat ugy iktattuk ki, hogy F. verticillioidesben higromicin-
foszftranszferaz gén iranyitott bevitelével megszakitottuk az Fvmk2 gént. Egy masik
beavatkozassal sikeriilt komplementalni ezt a mutacidt gy, hogy geneticin rezisztenciat
hordozé konstrukcioval visszavittik a hianymutansokba a mikddoképes Fvmk2 gént.
Rendelkezésiinkre allt tehat (i) a vad tipusu torzs, (ii) néhany AFvmk2 CWIS MAPK
hidnymuténs, és (iii) egy R1 torzs, amelyben helyreallt a hidny-mutacié. Amint varhatod
volt, a AFvmk2 torzsek néi sterilek lettek, az R1 torzs pedig visszanyerte fertilitasat. A
AFvmk2 mutansok kissé gyengébben novekedtek, mint a vad tipus, tovabba csokkent a
sejtfelszini struktaraik hidrofob jellege. Feltételezésiink szerint a AFvmk2 mutansok, és
altalaban, a tobbi gomba CWIS MAPK mutédnsai, azért valnak ndi sterillé, mert e
jelatviteli folyamat diszfunkcidja sejtfal-integritasi zavarokkal jar. Erdemes volt ezért
Osszehasonlitani, milyen hatdssal vannak kiilonb6z6, sejtfalat tdmad6 anyagok a vad
torzsre, a AFvmk2 mutansokra és az R1 torzsre. A caspofungin, amelyrdl tudott, hogy
gatolja a B-1,3-glukén-szintdz enzimet (s igy gyengiti a sejtfal integritast) 100 pg/ml



koncentracidban is alig gatolta a vad tipusu F. verticillioides hifa-novekedését, a
jelentdsen gyengitette. Mas sejtfal-bioszintézist megzavard anyagokkal (Calcofluor white
— 10-15 pg/ml; Kongdévoros — 5-10 pg/ml; SDS — 50-100 pg/ml) szemben is
érzé¢kenyebbek voltak a AFvmk2 mutansok, mint a vad tipusu toérzs. A komplementalt
torzs (R1) pedig ugyanugy viselkedett, mint a vad tipust sziil6torzs. A CWIS MAPK
utvonal caspofungin-tolerancidban jatszott szerepét bizonyitja az is, hogy a caspofungin
kezelés hatasara az Fvmk2 MAPK gén expresszidja fél oran beliil 3,5-4-szeresére nétt a
vad torzsben, mig a calcofluor white kezelés csak kisebb mértéki, bar elhtiizodo indukciot
okozott. Mivel a kvantitativ rt-PCR vizsgalatokat a hph-kazetta inszercios helyét6l
vizsgalataira a mutans torzsekben is, ahol a kezeletlen kontrol esetében is csokkent
expressziot, a caspofungin altal okozott Fvmk2-indukcié elmaradasat tapasztaltuk. Ez
arra utal, hogy a funkcionalis MAPK fehérje kozvetve vagy kozvetleniil részt vesz
koriilmények kozott. A tovabbi kvantitativ rt-PCR vizsgéalatok eredményei igazoltak,
hogy a caspofungin kezelés hatasara a kitin-szintaz 1 (chsl) gén kifejez6dése Fvmk2
MAPK-fiiggd modon aktivalodott, a kitin-szintaz 6 (chs6) gén esetében viszont ilyen
hatds nem volt kimutathat6. A calcofluor white kezelés viszont a chs6 gén Fvmk2
MAPK-fiiggd expressziojat fokozta. A caspofungin a vegetativ novekedésben szerepet
jatszo chsl gén CWI MAPK-fiiggd expresszidjara volt hatassal, a masik két kitin-szintaz
gén (chs2, chs6) miikodését ez a szer nem befolyasolta. [Nagygyorgy et al. (2011): Role
of MAP kinase signaling in secondary metabolism and adaptation to abiotic/fungicide
stress in Fusarium. In: Fungicides — Beneficial and Harmful Aspects. (ed. N.
Thajuddin), InTechWeb, Rijeka, Croatia, pp. 167-178. (ISBN
978-953-307-451-1), valamint egy el6késziiletben 1év6 folyoirateikk.]

Az eredeti tervben szerepelt az a feladat, hogy a sejtfelszini kolcsonhatasokban, a
szekrécioban, a sejt-sejt kommunikacioban és a jelatviteli folyamatokban résztvevd
géneket azonositunk Gibberella/Fusarium fajokban génbanki adatok elemzésével.

Miutan az MTA-SZIE Mikologiai Kutatocsoportjaban sikeriilt alkalmaznunk dr.
Miskei Martont, az & szakértelmének koszonhetden elvégeztik a projekt elsd évérdl
elmaradt Dbioinformatikai elemzéseket. Harom Fusarium-fajnak, a Fusarium
graminearumnak, a Fusarium oxysporumnak és a F. verticillioidesnek ismert a teljes
genomszekvencidja. A nagyfoku, altaldnos genetikai hasonlosaguk ellenére ezek a
gombak ¢lesen kiilonboz0 patogén-stratégiakat alkalmaznak: a fakultativ patogén F.
graminearum életciklusaban hossza szaprofiton szakasz van, majd a gomba pazsitfiifélek,
koztlik termesztett gabonafélék kalaszkait fertézi a viragzaskor; a F. oxysporum tipikus
tracheomikota, amely szdmos vad és termesztett ndovényfaj edénynyaldb rendszerét
tamadja meg, mig a F. verticillioides endofiton méddon ¢él a kukorica szoveteiben, s csak
akkor valt at patogén szakaszra, amikor a novények szeneszcens stddiumba lépnek. Azok
a szekvencia-elemzések, amelyeknek potencialis patogenitis-gének szervezddésében
meglevd kiilonbozdségek feltarasa volt a célja, egy sor sejtfalbontd enzimgén
azonositasat hoztak, koztik 1,3-B-galaktozidaz, 1,3-B-cellobiohidroldz, acetil-
xilanészterdz, a-glikuroniddz, a-L-arabinofuranidaz, p-glukozidaz, p-xylozidaz,
glikozilhidroldz, endo-1,4-B-glilkandz, endo-1,4-B-xilandz, exo-arabinandz, pektin-
metilészteraz, poligalakturoniddz és xilozidaz génekét. Szemben a varakozasokkal, nem



volt jelentés kiilonbség e gének eléfordulasa tekintetében a harom gombafaj kozott,
mindhdrom fajnak megvan tehat a genetikai kapacitds komplex sejtfalbonto
enzimrendszer mikddtetésére. Masfeldl, egyediil a F. oxysporumban lehetett taldlni olyan
géneket, amelyek nekrozist ¢és etilénképzodést kivaltdo fehérjéket kodolnak. A
patogenitassal kapcsolatba hozhaté gének nem képeztek genomi szigeteket egyik
elemzett gombafajban sem. Az ivarosrol klonos szaporodasra vald valtasban szerepet
jatszd géneket ilyen megkozelitéssel nem lehetett azonositani, jobb hatékonysagiak
voltak — mint fentebb lattuk — a gén-diszrupcios kisérletek és a génexpresszid kvantitativ
rt-PCR-rel valo vizsgalata, a génbanki adatok elemzése (genome mining) azonban nem
volt hiabavalo. Debreceni kutatocsoportokkal valo egylittmiikodésben elkészitettik a
Gomba Stressz-valasz Adatbazist, amely 1 985 igazolt funkcidju stressz-valasz fehérjét
tartalmaz. Ez az adatbazis j gombaellenes készitmények €s 1 rezisztencia-nemesitési
stratégiak Kkifejlesztéséhez szolgaltat fontos informaciokat [Karanyi et al. (2013):
Database, kozlésre benytjtva.]

Az eredeti tervben szerepelt gfp-konstrukciok 1étrehozasa is, azzal a céllal, hogy
latvanyosan kovethessiik az ivaros reprodukcidban résztvevd gének miitkodését. Az a
tudomanyos fémunkatars (dr. Nagy Istvan) azonban, aki a tervezéskor ezt a munkatervi
pontot javasolta és teljesitését vallalta, nem végzett semmi érdemi munkat a projektben,
¢s az elso év utan tavozott a csoportbol.

E munka kivaltasara ajanljuk azt a felmérést, amelynek az volt a célja, hogy
megallapitsuk, milyen hatassal van az Okologiai niche beszlkiilése az aszexualisan
szaporodd gombapopuléciok diverzitdsdra. Martonvéasaron, Eurdpa legrégebbi kukorica
monokultras kisérletében vizsgaltuk, hogyan alakul a vezikulo-arbuszkuléris mykorrhiza
(AM) populéci6 diverzitasa olyan koriilmények kozott, ahol a gazdandvény diverzitast 50
éve minimalis szinten tartjak (csak kukoricat termesztenek, s gyomok sincsenek a
parcellakon). Kukorica gyokérmintakbol AM-specifikus inditdszekvencidk segitségével
riboszoma DNS-fragmentumokat amplifikaltunk. A 257 klonozott szekvencia koziil 203
Glomeromycota (AM) gombaszekvencianak bizonyult. Filogenetikai elemzés alapjan a
klonokat 22 OTU-ba (operational taxonomic unit) soroltuk; az igy azonositott filotipusok
az Archaeosporaceae, a Glomeraceae és a Paraglomeraceae csaladba tartoztak. A
kukorica monokulturaban a Glomus A tipusit AM gombak dominaltak, de a csoporton
beliil valtozatos alcsoport megoszlasokat tapasztaltunk. Ugy gondoljuk, hogy a novényi
diverzitas szélsdséges csokkenése ellenére azért maradhatott fenn sokszinti mykorrhiza-
populécid ezen a terlileten, mert rejtett ivaros folyamatok miikodnek ezekben, a mai
ismereteink szerint kizarolag aszexualisan szaporodd gombakban [Sasvari et al. (2011):
Biology and Fertility of Soils 47, 167-176.]



