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Bevezetés

A sajat-idegen felismerés az él6 szervezetek altalanos tulajdonsdga. Magasabb rendi
eukariotak esetében kiemelked6 szerepe van a szovetek, szervek identitasanak fenntartasaban,
valamint a kérokozok elleni védekezésben. A fonalas gombak anasztomozisok altal alakitjak
ki a a hifak bonyolult haldzatat, a micéliumot. Abban az esetben, ha az anasztomozis nem az
adott egyeden belll, hanem egy gombafaj kilénb6z6 torzsei kozott alakul ki, eltéré eredetit
sejtmagok kertlhetnek k6zos citoplazmaba, azaz heterokariétikus allapot jon létre.

A heterokariozis szamos elénnyel jar, lehet6vé teszi a funkcionalis diploid allapotot,
megteremti a paraszexudlis folyamat és ezzel egyutt a mitotikus rekombinacio feltételeit.
Tovabbéa az igy megndvekedett biomassza lehetéséget nydjt a kiilsé kdrnyezet tdpanyagainak
hatékonyabb felhasznal&séra, illetve az ivaros szaporodasra. Szd&mos haszna ellenére a
heterokariotikus allapot sokkal ritkdbban fordul elé a termeészetes populéciokban, mint azt
gondolnank. Létezik ugyanis egy genetikai rendszer, ami csak meghatarozott esetekben teszi
lehetévé a stabil heterokariota allapot fennmaradasat eltéré genetikai allomanyl egyedek
kozott. Ez a heterokariotikus vagy mésnéven vegetativ inkompatibilitas.

A vegetativ inkompatibilitas soran a kdzremiikodo telepek fonalai egymas felé nének,
az érintkez6 hifasejtek 0sszeolvadnak, és igy az eltéré eredett sejtmagok kdzos citoplazmaba
kertlnek. A fazios sejtben dontés sziletik arrol, hogy a kialakult heterokariotikus allapot
stabilizalédik-e (kompatibilis kapcsolat), vagy a sejt elpusztul (inkompatibilis kapcsolat).
Genetikai analizissel a vegetativ inkompatibilitas jelenségét tobb, egymastdl fuggetlen
Iokuszba térképeztek. E lokuszokat het vagy vic lI6kuszoknak nevezzilk. Az igy nyert
informéacidk alapjan felallitottak egy hipotézist, mely szerint két egyed abban az esetben
kompatibilis vegetativen, ha megegyezé alléleket hordoznak a vegetativ inkompatibilitasi
I6kuszaikban.

Vic lokuszok molekularis szintii azonositasa kevés gombafaj esetében valdsult meg,
tobbnyire csak genetikai informacioink vannak. Molekularis bioldgiai adatok féleg a
Neurospora crassa €s a Podospora anserina esetében lelheték fel a vonatkozd
szakirodalomban. A klénozott gének kilonbdz6, mér ismert funkciokkal birnak (pl.
parosodasi tipus gen, glicinben gazdag sejtfali protein, glikolipid transzfer protein, stb.). A
kutatasi terulet egyik kiemelkedéen fontos kérdése, hogy vajon a vegetativ inkompatibilitast
meghataroz6 molekuléris rendszer mennyire altaldnos. Amennyiben a folyamatért felelés
gének konzervéltak, akkor a modellszervezetek vizsgalatai soran elért eredmények

egyszeriien vonatkoztathatdak mas, gazdasagi szempontbdl is jelent6s fonalas gombakra is.
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A legtobbet vizsgalt fonalas gomba eredetii vic gén a N. crassa het-C génje. E gén egy
966 aminosav hosszUsagu glicinben gazdag transzmembran fehérjét kodol, amely
valdsziniileg jelatviteli folyamatban jatszik szerepet. A het-C ldkuszban harom allél
valamelyike talalhatd (hetCo%, het-C™, het-C®®); ha két kilonboz3 het-C allél Kerill
heterokaridta allapotba, akkor a vegetativ inkompatibilitasi reakcié apoptdzis altal elpusztitja
a heterokariota sejteket. A harom het-C gén féleg egy Un. hipervaridbilis szakaszon
kiilénbozik egymastél, a legrovidebb het-C®R génhez képest a het-Co® 15 bp a het-C™ 30
bazispar inszerciot hordoz, bizonyitottan ez a kiilénbség a felel6s a vegetativ inkompatibilitasi
reakcié beinditasaért. Ezen allélikus kulonbségek jol azonosithatok voltak a vizsgélatokba
bevont kdzeli rokon Sordaria fajok esetében is.

A Podospora anserina het-C homolog (hch) genjének azonositasa soran nem sikerilt
kilonbozo6 allélokat kimutatni a vizsgalt, vegetativen inkompatibilis torzsek kozétt. Ez arra
utal, hogy e faj inkompatibilitasi rendszerében a het-C gén nem jatszik szerepet..

A Liseola szekcioba tartozé anamorf Fusarium proliferatum (teleomorf alakja a
Gibberella intermedia) vilagszerte elterjedt névénykorokozé gomba, amely képes tovabba
emberre-allatra veszélye mikotoxinok (fumonizinek, fusarinsav, fuzarin-C és moniliformin)
eléallitasara is. A Fusarium nemzetségben a heterokariozis jelenségét legbehatobban a
Fusarium  moniliforme  (teleomorf:  Gibberella fujikuroi) rendszerét vizsgaltak.
Megallapitottdk, hogy legalabb 10 het lokusz szabalyozza az izolatumok vegetativ
kompatibilitdsdt. Nem ismert, hogy e genetikai vizsgélatok soran talalt vic Idkuszok
valamelyike het-C homoldgot hordoz-e, tovabb4 arrdl sincs semmilyen adatunk, hogy létezik-
e egyaltalan het-C homoldg a fuzariumok genomjaban.

Mindezek figyelembe vételével célul tiztuk ki a N. crassa het-C gén homologjanak
azonositasat F. proliferatum gombabdl. Tovabbi célkitiizésiink arra iranyult, hogy
megallapitsuk e gén feltételezett szerepét a faj vegetativ inkompatibilitasi rendszereben.

Az eredeti palyazatban és szerzédésben megtalalhatd célkitiizések és munkaterv nem
azonos a megvalositottal. A 2003. évi részjelentésemben tajékoztattam az OTKA Bizottsagot
arrol, hogy az eredeti elképzelésem szerinti kisérletes munka alapjat olyan molekularis
(AFLP) markerek jelentették volna, amelyet az amerikai partneriink igért. Mivel nem sikerlt
elééllitaniuk ezeket a markereket, csoportvezetémmel a fentiekben leirt megkdzelitést
dolgoztuk ki a jelenség vizsgalatara. A 2003. évi részjelentésemet, és benne a tématerv

modositasat az OTKA Bizottsag elfogadta.



Eredmények

Az fphch gén izolaldsa

Munkank kezdetekor egyetlen Fusarium faj genomjarol sem volt még elérheté genomi
adatbazis, igy céljaink elérése érdekében a Fusarium sporotrichioides EST cDNS
szekvenciékat tartalmazd adatbankban (http://www.genome.ou.edu/fsporo.html) folytattuk le

a kereséseket. A kereséshez a N. crassa HET-C®R fehérje aminosav-sorrendjét hasznaltuk. A
legmagasabb homoldgiat (72% azonossag, 84% hasonlosag aminosav szinten) a j2f04fs.fl
jeli EST mutatta. Ezt a cDNS szekvenciat letoltottik, és dsszehasonlitottuk a N. crassa het-
C® génjével. A N. crassa het- C°® génje az 1836-2223 bp-ig terjedé szakaszon mutatott
homoldgiat a F. sporotrichioides EST 2-325 bp szakaszaval. Az 1. abran az aminosav szinti
0sszehasonlitas eredményét lathatjuk.

A j2f04fs.f1 jeli cDNS N. crassa het-C°® génjével homolég szakaszanak végeire
degenerdlt oligonukleotid primereket terveztiink, és polimeraz lancreakcio segitségével
felsokszoroztuk a célszekvenciat a F. proliferatum ITEM 2287 térzsének genomjabol. A
primerek elhelyezkedését az 1.abran nyilakkal jeloltuk. A polimeraz lancreakciot mind F.
sporotrichioides, mind F. proliferatum genomi DNS-en elvégeztik, az eredményt a 2. abran
szemléltetjik.

A felsokszorozott DNS szakasz kb. 340 bazispar hosszusagu volt, ami megegyezett az
EST szekvencidja alapjan szamitottal. A F. proliferatum genomi DNS-b6l amplifikalt DNS
fragmentumot izolaltuk, majd plazmid vektorba klonoztuk, és meghataroztuk nukleotid-
sorrendjét. Az igy kapott szekvenciat dsszehasonlitottuk a rendelkezésre ll6 fonalas gomba
eredetii het-c homoldg szekvencidkkal, és azt az eredményt kaptuk, hogy az altalunk izolalt
DNS szakasz: (1) 85%-ban megegyezik a F. sporotrichioides j2f04fs.fl jeli cDNS-ének
megfelelé hosszisagu szekvencigjaval; (2) 68,8%-ban azonos a P. anserina hch gen
megfelelé fragmentumaval; (3) és 63%-ban azonos a N. crassa het-C génjének megfelelé
szakaszaval. Tehat az altalunk klénozott DNS fragmentum nagy valdszintiseggel a F.
proliferatum het-C génjének egy szakasza.

A F. proliferatum teljes hosszisagu het-C génjét (fphch) lambda-fag genomi
génkonyvtarbdl azonositottuk. Radioaktiv prébaként a mar ismertetett 340 bazispar
hosszUsagu, het-C homoldg DNS szakaszt hasznaltuk. Sikerult a het-C homolég szakaszt egy
kb. 5000 bp hosszusagu Xbal fragmentre lokalizalni. E fragmentumot plazmid vektorba

klonoztuk, és szekvenalassal meghataroztuk nukleotid sorrendjet.



Az fphch szekvencia elemzése

Az &ltalunk izolalt F. proliferatum fphch génje 2536 bazispar hosszisagu. Lokalizalni
tudtuk a transzkripcid inicidcidjanak helyét, a transzlaci6 START és STOP kodonjait,
valamint a poliadenilacios szignalt is (3. abra). A gén 6t exonbol all, a kdédolt fehérje 770
aminosav hosszusagu. A F. proliferatum FPHCH polipeptidje 63%-ban megegyezik és 73%-
ban hasonlit a N. crassa HET-C®® fehérjéhez, mig a P. anserina HET-C homolég (HCH)
fehérjejével még nagyobb homologiat, 69% azonossagot és 80% hasonlosagot mutat.

A tovabbiakban Southern hibridizacioval megallapitottuk, hogy az fphch gén egy
kopiaban fordul el6 a F. proliferatum genomjaban. A genomi DNS-t EcoRl, Sall, Xbal és
Kpnl restrikcids endonukledzokkal emésztettik. A vart fragmentumok a kovetkezék voltak:
EcoRI: két fragment, az egyik kb. 4000 bp a méasik hossza nem ismert; Sall: 815 és 1213 bp
hosszusagu fragmentek; Xbal: kb. 5000 bp hosszusagu fragment; Kpnl: 3324 bp hosszusagu
fragment. Az eredmény megfelelt a varakozasnak, tehat az fphch gén egy kdpiaban fordul el
F. proliferatum-ban (4. &bra).

Az fphch gén expresszioja

Megvizsgaltuk az fphch gén atirodasat a gomba novekedésének kilénbdzo
stddiumaiban. A Northern blotthoz RNS-t izolaltunk 5, 10, 24, 48, 72 és 96 oras kor(
micéliumbol és konidiumbdl (0 6ras minta). Radioaktiv prébaként az fphch gén egy 900 bp
hosszUsagu, polimeraz lancreakcioval felsokszorozott darabjat hasznaltuk. A kapott
eredménybdl megallapithatd, hogy az fphch gén Kkonstitutivan expresszalédik a F.
proliferatum-ban (5. &bra). A kontroll hibridizalast ugy hajtottuk végre, hogy a membranrol
lemostuk az fphch gén darabjat tartalmazo radioaktiv prébat és a F. proliferatum aktin génjére
tervezett oligonukleotid primerekkel felszaporitott DNS fragmentumot hibridizaltattuk az
RNS-hez.

Az fphch gén HVD homoldqg szakaszanak azonositdsa és elemzése

A N. crassa het-C alléljein azonositottak egy un. hipervariabilis domént (HVD) (6.
abra), és bizonyitottak, hogy e domén aminosav-sorrendjeben 1évo eltérés felelés a het-C
allélok altal kivaltott vegetativ inkompatibilitasi reakcid beindulasaért (1asd bevezetés).

Feltételeztiik, hogy ha a F. proliferatum fphch génje hordoz olyan régiot, amely
megegyezik a N. crassa hipervariabilis doménjével, tovabba a F. proliferatum esetében is

Kimutathato e szakasz jelentés mértéki polimorfizmusa a faj egyedei kdzott, akkor nagyon



valdszinii, hogy a het-C homolog gén a F. proliferatum esetében is része a gomba vegetativ
inkompatibilitasi rendszerének.

A F. proliferatum fphch génjén azonositottuk azt a szakaszt, ami hasonlit a N. crassa
het-C génjének hipervariabilis doménjéhez. Ez a szakasz az fphch gén 703-1198 bazisparok
kozotti szakaszara esik. A HVD homoldg resz hatarold szekvenciaira oligonukleotid
primereket terveztink (FphetcHVD/for és FphetcHVD/rev) és polimerdz lancreakciot
vegeztiunk el 82 F. proliferatum, tovabba két-két Fusarium moniliforme (MP-A), Fusarium
subglutinans (MP-B), Fusarium fujikuroi (MP-C), F. subglutinans (MP-E), Fusarium
thapsinum (MP-F) és Fusarium nygami (MP-G) genomi DNS mintjan. E torzsek a G.
fujikuroi gyijtofaj egy-egy parosodasi populéaciojat reprezentaltdk. A polimeraz lancreakcid
minden esetben mukddott, és igy az 6sszes vizsgalt mintabdl fel tudtuk szaporitani a vart kb.
500 bp hosszusagu DNS fragmentumot. A DNS darabok jelentés méretbeli kiilonbséget nem
mutattak, ezért a szekvencidk bazis-sorrendjének kulonbségeit restrikcidos fragment-hossz
polimorfizmus (RFLP) vizsgalatokkal prébaltuk felderiteni. Az RFLP vizsgalat sordn a HVD
homoldgot kdédol6 DNS-szakaszt az elébb emlitett modon polimerdz lancreakcioval
felsokszoroztuk, majd a kapott terméket olyan restrikcios endonukledzokkal hasitottuk,
amelyek négy-hat bazisparnyi szakaszt ismernek fel és hasitanak el. Az fphch gén
nukleotidsorrendjének elemzése nyoman a Hpall, Ncol, Sall és Taqgl restrikcios
endonukleazokat valasztottuk ki az RFLP-hez. A vizsgalat soran minddssze két F.
proliferatum, két F. subglutinans (MP-B) és két F. subglutinans (MP-E) esetében tudtunk
eltéré mintazatot kimutatni. llyen eltéré mintézat figyelheté meg a 7. &bran. A polimorfizmust
mutatd PCR termékeket plazmid vektorba klonoztuk, és meghataroztuk nukleotid-
sorrendjuket. Elvégeztik a kapott DNS szekvenciak elemzéset. Az analizis eredményeként
megallapitottuk, hogy bar néhany helyen talalhatok olyan nukleotid szubsztituciok, melyek
aminosav cserét okoznak a HCH fehérjében, de sem inszercidk, sem deléciok (amit a N.
crassa esetében megfigyelhet6 inszercios-delécids jelenségek miatt vartunk) nem mutathatok
Ki a vizsgalt mintakban. Tehat szamos G. fujikuroi izolatumot megvizsgalva az fphch gén nem
mutatott polimorfizmust, igy feltételezhetjik, hogy ez a gén nem jatszik szerepet a gomba

vegetativ inkompatibilitasaban..

F. proliferatum protoplasztok transzforméalédsa mesterséges fphch alléllal

Az elobbi feltevésiinket mas mddon is prébaltuk bizonyitani. Inszerciés PCR
mutagenezissel eléallitottunk egy mesterséges fphch allélt gy, hogy az fphch geén feltételezett

hipervariabilis doménjébe hat aminosavnyi (18 bp) hosszusagu fragmentumot épitettiink be.



Ezutdn F. proliferatum protoplasztokat transzformaltunk mind a vad tipusd, mind a
mesterséges alléllal. Ha a mesterséges allél inkompatibilitasi reakciot okoz, akkor annak
jelentkeznie kell az életkepes protoplasztok szamaban. Tobbszor is elvégeztik a
transzformalast, azonban nem tapasztaltunk csokkenést az életképes protoplasztok szamaban.
Tehat a mesterséges allél sem képes beinditani a vegetativ inkompatibilitasi reakciot e
gombaban.

Az fphch gén kilitése

A mar ismertetett eredményeink arra utaltak, hogy az fphch gén nem jatszik szerepet a
faj vegetativ inkompatibilitasban, transzkripcionalisan aktiv formaja mégis megtalalhato a
genomban. A gén funkciojanak megismeréséhez fphch minusz mutansokat allitottunk el6 a
Fusarium fajok esetében bizonyitottan mikddé helyspecifikus rekombinacid segitségevel.
Génkiltésre alkalmas plazmidkonstrukciot készitettiink (higromycin-foszfotranszferaz gent
tartalmazd kazettaval helyettesitettiik az fphch gén egy szakaszat), és F. proliferatum
protoplasztokat transzformaltunk vele. A kapott primer transzformansok (54 db) koézil PCR
segitségével szartik ki azokat, amelyekben kettés homoldg rekombinacid tortént.
Kivalasztottunk hét transzformanst, és Southern hibridizacidval ellenériztik, hogy val6ban
kettés rekombindcié tortént-e (8. és 9. abra). Radioaktiv probaként a teljes fphch gént
tartalmazd, 4400 bp hosszusagu (fphch préba), illetve a teljes hph kazettat tartalmazd, 3800
bp hosszusagu (hph proba) PCR fragmentumokat hasznaltuk. A genomi DNS emésztéséhez
Kpnl és Pstl enzimeket hasznaltunk. A Kpnl enzimmel emésztett és fphch probaval hibridizalt
vad tipust torzsnek egy ismeretlen hosszisagu és egy 3344 bp hosszusagu fragmentumot
kellett adnia, a transzformansoknak pedig egy ismeretlen hosszusagu és egy 4826 bp
hosszUsagu fragmentumot. Ugyanezt a probat alkalmazva és Pstl enzimmel emésztve a
genomi DNS-t a vad tipusu torzs eseten két ismeretlen hosszusagu es egy 2975 bp hosszisagu
fragmentumot vartunk, a transzformansok esetében pedig, szintén két ismeretlen hosszusagu
és egy 2518 bp hosszusagu fragmentumot. A hph prébat alkalmazva egyik esetben sem kellett
pozitiv eredményt kapnunk a vad tipust torzzsel. A transzformansoknak Kpnl enzimes
emeésztés utan egy 4826 bp hosszusagu fragmentumot, Pstl enzimes emésztés utan pedig, egy
ismeretlen hosszlsaglu és egy 2518 bp hosszlUsagu fragmentumot kellett adniuk. A
hibridizalas eredménye a 8. és 9. abran lathat6. Az abrakon megfigyelhets, hogy a kapott
fragmentumok mérete megegyezik a vart értekekkel. Kivétel ez aldl a 8. szami minta, ahol
nem a vartnak megfeleléen tortént a beepdilés, ezért ezzel a mintaval a tovabbiakban nem

foglalkoztunk.



A Afphch transzformansok jellemzése

A Afphch transzformansokat megvizsgalva a noévekedésben, a sporulécidban és a
konidiumok csirdzasdban nem talaltunk eltérést a vad tipusd torzst6l, sem komplett, sem
minimal taptalajon. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az fphch gén nem sziikséges a gomba
normalis névekedéséhez laboratériumi koriilmények kozott.

A péarosodasi tulajdonsagokat vizsgalva azonban talaltunk kilonbségeket. A
peritéciumok idében joval késobb jelentek meg ha a transzformansokat néi partnerként
alkalmaztuk a parositasi Kkisérletben. A vad tipusu torzset a megfelel6 teszter torzzsel
keresztezve mar a tizedik napon megjelentek az elsé peritéciumok, mig a transzformansok
esetében csak a 21-28. napon. A peritéciumok szamaban is jelentés kilonbségeket
tapasztaltunk, a vad tipusi torzs esetében a peritéciumok szama elérte a 400-500 darabot, mig
a transzforméansok esetében ez a szam csak 6-60 darab volt kb. 74 cm®-es teriileten. A
peritéciumok érése itt nagyjabol azonos idében kovetkezett be, a megjelenéstol szamitott 12-
15. napon, és az érett peritéciumokban minden esetben megtalaltuk az aszkuszokat és az
aszkosporakat. Ez alapjan az fphch gén altal kodolt fehérje szerepet jatszhat a F. proliferatum
parosodasi folyamataiban. E feltevés bizonyitasa tovabbi kisérletes munkat igenyel.

Termeészetesen megvizsgaltuk azt is, hogy vegetativ kompatibilitasi kiserletekben
hogyan viselkednek a transzformansok. A transzformansokbol kloratrezisztens (nitl, nit3,
nitM) mutansokat allitottunk el6. E nit mutansok azonban nem voltak képesek arra, hogy
komplementaljak egymast. Ez az eredmény szintén meger6siti azt a feltevésunket, hogy az

fphch gén nem vesz részt a gomba vegetativ inkompatibilitasi rendszerében.

Munkank sorén a kdvetkezd eredményeket értik el:

(1) Azonositottuk és jellemeztiik a Fusarium proliferatum het-C homolog génjét (fphch).

(2) Megaéllapitottuk, hogy a gén egy koépiaban van jelen a genomban, transzkripcidja
egyenletes, a ndvekedés soran nem valtozik.

(3) Az fphch génen azonositottuk azt a szakaszt, amely megfelel a N. crassa het-C gén
hipervaridbilis doménjének. Tébb mint 80 F. proliferatum izolatumot, tovabba a G. fujikuroi
parosodasi tipus teszter torzseit analizalva megallapitottuk, hogy az fphch gén egyik esetben
sem hordoz jelentés mertékii polimorfizmust, tehat valdsziniileg nem vesz reszt a faj vegetativ
inkompatibilitasi rendszerében. Erre utal a mesterséges allélekkel végzett transzformaécios
kisérletek eredménye is.



(4) Az fphch gén kiutésével probaltunk meg kovetkeztetni a gén funkcidjara. A vizsgalt
fenotipusok (morfoldgia, ndvekedési erély, konidium képzés) vizsgalata soran nem talaltunk
kilonbséget a vad tipusu és a Afphch transzformansok kozott, tehat a gén nem befolyasolja
Iényegesen a gomba életét laboratoriumi koriémények kodzott. Nem talaltunk kildnbséget
tovabbd a vegetativ kompatibilitasi tesztek sordn sem. Egyedll a péarosodast vizsgald
kisérletek hoztak eredmeényt: Afphch transzformansok sokkal kevesbé voltak képesek

parosodni, mint a vad tipusu egyedek.



1. dbra: N. crassa het-C°R és F. sporotrichioides EST j2f04fs.f1 aminosav-szintii
0sszehasonlitdsdnak eredménye thlastX (http://blast.genome.ad.jp ) programmal
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2. abra: het-C specifikus polimeraz lancreakcio Fusarium sporotrichioides (2.) és Fusarium
proliferatum (3.) genomi DNS templatokon. (1.): méret marker, (4): negativ kontroll.
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3. &bra: Az fphch gén szerkezete az FGENESH program (http://www.softberry.com) szerint.
Az dsszehasonlitas a Fusarium graminearum hasonlo fehérjéje alapjan tortént. TSS:
transzkripcids iniciacios hely; CDS: exonok; PolA: poliadenil&cios szignal.

B CDS1 = CDSE TS5 m CDS1 + Poll




4. &bra: Genomi Southern hibridizacio
(1.): A Pstl marker; (2.): EcoRI emésztés; (3.): Sall emésztés; (4.): Xbal emésztés; (5.): Kpnl

emeésztés
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5. dbra: Az fphch gén expresszidja
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6. abra: Neurospora crassa het-C génjenek kilonb6zé alléljai altal kodolt fehérjék aminosav-
sorrendjének és a Fusarium proliferatum HET-C fehérje aminosav-sorrendjének
sszehasonlitasa. A F. proliferatum HET-C protein leginkabb a N. crassa HET-C®R
polipeptidjére hasonlit.

NcHET-C_PA
NcHET-C_OR.
NcHET-C_GR

'PRLE
'PRLE

'PRLE

FpHET-C

NcHET-C_PA
NcHET-C_OR.
NcHET-C_GR
FpHET-C

GYIRFSL@RCIHGGRLYTS
|1'TI]:-"F L||F'| THYGRLYTS

NCHET-C_PA
NcHET-C_OR.
NcHET-C_GR
FpHET-C

il L' ) LI EALFI LI}IJHLHTLEIIFPHH'
HGEGEE! -IILI EALF‘l LGI]ALHTLEIIFPAH
! E T F

NcHET-C_PA
NcHET-C_OR
NcHET-C_GR
FpHET-C

I1'JIIFLH TIITLI}E E!.I-]'[ZI

] --"flTl'-'L'--"I'IrTFI_rG'-- IFLH'.'.‘.
FRELVTGTF WD FLHSY

NoHET-C_PA
NcHET-C_OR.
NcHET-C_GR
FpHET-C

FIOSEVDEMNDALLTAEQLTE
FTQSEVDEMNDALLTAEQLTE
FIQSEVDEMNDALLTAEQLTE
FTSEYD Efiga L

FORGLS LFGLNLGE
FDEGLIL FGLILGE
FDRGLS LFIrLIILLer

7. Abra: PCR RFLP vizsgalat

(1.) és (8.): méret marker; (2-7.): PCR termékek, az FphetcHVR/for és FphetcHVR/rev
primerekkel felszaporitva; (9-14.): Hpall enzimmel kapott RFLP mintéazat; (15-20.): Ncol
enzimmel kapott RFLP mintézat. A minték sorrendje: F. proliferatum ITEM 2366, 2823 és F.
subglutinans FGSC 7610, 7611, 7616, 7617.
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8. dbra: A Afphch mutansok Southern hibridizalasa az fphch gént tartalmazé radioaktiv

prébaval. (1.): A Pstl marker; (2-8.): Afphch transzformansok DNS-ei; (9.): vad tipusu torzs
DNS-e.

Kpnl emésztés: Pstl emésztés:
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9. dbra: A Afphch mutansok Southern hibridizalasa a hch kazettat tartalmazo radioaktiv

probaval. (1.): A Pstl marker; (2-8.): Afphch transzformansok DNS-ei; (9.): vad tipusu térzs
DNS-e.

Pstl emésztés: Kpnl emésztés:
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Osszefoglalas

Kutatébmunkank soran a névénykarokozo, toxintermelé fonalasgomba Fusarium proliferatum
vegetativ inkompatibilitasi rendszerének megismeréset tiztik ki célul. Munkank soran
azonositottuk és jellemeztiik a F. proliferatum het-C homolog génjét (fphch). Megéllapitottuk,
hogy a gén egy kopidban van jelen a gomba genomjaban, transzkripcidja egyenletes, a
ndvekedeés soran nem valtozik. Az fphch génen azonositottuk azt a szakaszt, amely megfelel a
Neurospora crassa het-C gén hipervariabilis doménjének. Nyolcvankét F. proliferatum és a
Gibberella fujikuroi fajkomplex parosodasi tipus teszter torzseit analizalva megallapitottuk,
hogy az fphch gén egyik esetben sem mutatott jelentés mértékii polimorfizmust, tehat
ellentében a N. crassa-val és hasonloan a P. anserina-hoz valdszintileg nem vesz részt a faj
vegetativ inkompatibilitasi rendszerében. Erre utal tovabba a mesterséges allélekkel végzett
transzformacios Kkisérletek eredménye is. Az fphch gén Kiltésével prébaltunk meg
kovetkeztetni a gén funkcidjara. A vizsgélt fenotipusok (morfologia, ndvekedési erély,
konidium képzés) megfigyelése soran nem talaltunk kilénbseget a vad tipusu és a Afphch
transzformansok kozott, tehat a gén nem befolyasolja lényegesen a gomba életét
laboratoriumi  kortlmények kozétt. Nem talaltunk kulonbséget tovabbd a vegetativ
kompatibilitasi tesztek soran sem. Egyedil a parosodast vizsgald kisérletek hoztak eredményt:
Afphch transzformansok sokkal kevésbé voltak képesek parosodni, mint a vad tipusu

egyedek.

Summary

Our scientific goal was the better understanding of the vegetative incompatibility system of
the plant pathogenic and toxin producing fungus Fusarium proliferatum using molecular
biological techniques. In the course of our experimental work we identified and characterised
the het-C homologue gene from F. proliferatum (fphch). We established that this is a one
copy gene and its transcription is uniform during the life of the fungus. We analyzed 82 F.
proliferatum strains and the mating type tester strains of the Gibberella fujikuroi species
complex, but we could not find any significant polymorphism. This result suggests that fphch
does not have a vegetative incompatibility function like to the hch gene of Podospora
anserina and different from the het-C genes of Neurospora crassa. We got further evidence
from the transformation experiment using wild type and artifical fphch alleles. We tried to get

information about the function of the fphch gene by gene knock out. All Afphch mutants grew



normally without observable differencies in morphology or sporulation. However, when the
sexual fertility was investigated, a significant losses of the female fertility of the Afphch

mutants was observed.



