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FLUORESCERANDE BLANAD
Ulrika Rdberg och Jonas Hafrén

Sammanfattning

Vi har visat att bldmogelsvampen Aureobasidium pul-
lulans tranformerad med gront fluorescerande protein
(GFP) fungerar utmérkt som analysverktyg for att stu-
dera svamp i ved. Hér visar vi tydligt att hyfer som vaxt
in 1 ved fluorescerar och latt kan detekteras med fluo-
rescensmikroskop.

I framtiden ser vi mojligheter att fler svampar trans-
formeras for att anvdndas som analysverktyg for att
studera svampars interaktion med varandra och med
ved under olika forutsittningar for vednedbrytningen.
Svampekologiska studier, av det mikroekologiska sys-
tem som svampvednedbrytning utgor, kan ocksé bred-
das till andra vedfiberbaserade material och svampar.

Bakgrund

Nobelpriset 1 kemi gavs ar 2008 till Martin Chalfie,
Osamu Shimomura och Roger Y. Tsien for uppticken
av gront fluorescerande protein (GFP) och utveckling-
en av GFP som analysredskap. GFP ér ett naturlig pro-
tein som fluorescerar 1 gront ljus nér det belyses med
blatt ljus och kan anvindas som biosensor och markor
1 biologiska system och kemiska reaktioner (Figur 1,
Prendergast och Mann 1978, Tsien 1998). Anledning-

Figur 1. Till vinster, schematisk model av grént fluoresce-
rande protein frdn maneten Aequorea victoria (DJUS onli-
ne). Till héger, GFP mdrkt protein som inte uttrycks i frimre
delan av vingarna i en bananfluga, men resten av flugan
fluorescerar gront (Klebes, Freie Universitdt Berlin)

en till GFP:s genombrott och stora populdritet &r dess
breda anvidndbarhet och relativt enkla analys med t.ex.
fluorescensmikropskop. Genom att klona GFP med
enskilda proteiner i celler, vdvnader eller hela djur har
man pévisat manga olika saker, t.ex. hur hjdrnceller pa
verkas av sjukdomar eller tillviixten av cancer. Aven
bakterier, insekter (Figur 1) och vixters funktioner och
strukturer har analyserats med hjilp GFP.

Aven blamdgelsvampen Aureobasidium pullulans har
klonats med GFP i syfte att f6lja kolonisering och eta-
blering av mdgel pa blad 1 frukttrdd (Figur 2, McGrath
and Andrews 2007); vi har i denna studie anvédnt sam-
ma GFP mirkta klon av Aureobasidium pullulans frén
Geoffrey D. Robson for att undersdka huruvida GFP
mérkt blamogel kan anvidndas som redskap for att stu-
dera blamodgelsvampen kolonisationsforlopp och ut-
bredning i furuved (Pinus sylvestris).

Figur 2. Gron fluovescens i enskilda celler av Aureobasi-
dium pullulans transformerad med GFP, hdr har svampen
dnnu inte utvecklat hyfer utan dr i ett jaststadium. Cellerna
dr avbildade med fluorescensmikroskop.
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Resultat och diskussion

Provbitar av furu placerades pa pa jord inoculerad med
den GFP transformerade bldmogelsvampen. Efter tva
veckor var proverna tickta med mdgel och forsoket
avslutades. Mikrometer tunna snitt skars ur tribitarna
med en mikrotom, vedsnitten placerades pa objektglas
och analyserades med ljusmikroskop och fluorescens-
mikroskop (med optiska filter for excitationsvaglingd
hex =450-490 nm och emission Agp, => 515 nm). Figur
3 visar hur bldamogelsvampen ser ut i vanligt ljusmikro-
skop och hur den GFP mirkta svampen lyser gront i
fluorescencsmikroskopet. Den svagare gulgrona fargen
frén veden kommer fran vedligninets autofluorescens.

Vid ndrmare analys av den fluorescerande blamogel-
svampens utbredning kan man se att mérgstralarna kan
koloniseras av svamphyferna. Figur 4 uppvisar en rad

Figur 3. Aureobasidium
pullulans i ljusmikroskop,
i jaststadium i bildruta till
vdnster. Till hoger, Aureo-
basidium pullulans trans-
formerad med GFP lyser
gront, avbildad med fluo-
rescensmikroskop.

Figur 4. Bilden visar Au-
reobasidiums pullulans in-
trang i en mdrgstrdle som
ett pdrlband.

fluorescerande svampceller lings en margstrale. Man
kan ocksd se svamptillvéxt 1 haligheterna mellan fiber-
viggarna (lumen). Virt att notera &r att veden 1 Bild 4
kommer cirka en centimeter inifran vedprovet, saledes
kan den GFP mirkta svampens intrdng i veden létt de-
tekteras med fluorescensmikroskopi.

Vara mikroskopistudier av den GFP transformerade
blamogelsvampen visar att fluorescensbaserad analys-
teknik ocksd dr ett 1dmpligt forskningsredskap for att
studera Aureobasidium pullulans 1 ved. Och dessa inle-
dande forsok kommer fordjupas med svampbiologiska
studier av det mikroekologiska system svamp-vedned-
brytning utgdr och breddas till andra vedfiberbaserade
material och svampar.
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