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Samenvatting

Het in dit proefschrift beschreven werk betreft voornamelijk de expressie en functie van hydrofobine
genen in de homobasidiomyceten Schizophyllum commune en Agaricus bisporus (gewone
champignon).

Hoofdstuk II and Hoofdstuk III behandelen de isolatie en karakterisering van twee
hydrofobines uit A. bisporus en van de voor deze eiwitten coderende genen welke tot expressie
komen in verschillende levensstadia van de organisme. ABH| komt tot expressie in de
vntchtlichÍImen en ABH3 in het vegetatieve mycelium van A. bisporus. Beide hydrofobines bleken
eigenschappen te hebben vergelijkbaar met die van de SC3 hydrofobine van S. commune. ABHI
geeft hydrofobiciteit aan de meest externe weefsels van de hoed van de vmchtlichamen maar is ook
in mindere mate aarwezig in het interne weefsel van de hoed. ABH3 wordt uitgescheiden in het
cultuunnedium en bedekÍ luchthyfen welke hierdoor hydrofoob zijn. Mogelijkerwijs is ABH3 ook
beffokken bij het doorbreken van de wateroppervlak door middel van een verlaging van de
oppervlaktespanning, zoals bleek uit gedeeltelijke complementatie van een ^SCi mutant van S.
commune door ABH3.

In Hoofdstuk IV wordt de isolatie en karakterisering van het hydrofobine SC4 van ,S.
commune beschreven. Antilichamen tegen SC4 en ABHI werden gebruikt om deze twee eiwitten in
het plectenchym van vmchtlichamen van respectievelijk, S. commune en A. bisporus te lokaliseren.
Op grond van de in vitro bepaalde eigenschappen van deze hydrofobines, wordt Íumgenomen dat
hyfen in het plenctenchym hydrofobine monomeren uitscheiden welke diffunderen in de
extracellulaire matrix en dat, wanneer deze monomeren in contact komen met lucht, assemblage
opfreedt. Hierdoor worden de luchtkanalen aanwezig in deze weefsels voorzien van een hydrofobe
bedekking, in overeenstemming met de gevonden lokalisatie vandeze hydrofobines. Hierdoor wordt
waarschijnlijk bereikt dat deze kanalen open blijven en niet gevuld worden met water onder natte
omstandigheden waadoor de gas uitwisseling in deze weefsels beperkt zou worden.

Om te onderzoeken of hydrofobines met vergelijkbare frsisch-chemische eigenschappen
elkaar kunnen vervangen werd er gepoogd om de fenotype van een SC-3 mutant van S. commune te
complementeren met het ABHI gen van A. bisporus (Hoofdstuk \r). Hoewel de expressie van ABHI
in deze stam hoog was en leidde tot het verschijning van rodlets op de oppervlakÍe van luchthyfen,
werd geen herstel waargenomen van het hydrofobe karakter van deze hyf.n. Waarschijnlijk komt dit
door de gevoeligheid van ABHI voor proteolyse.

Hoofdstuk VI rapporteert de base volgorde van het ,SCó gen dat voor een vierde
hydrofobine van S. commune bleek te coderen. Het SC6 eiwit heeft een opvallend lang hydrofiel
segment voor het eerste cysteine residu van de voorspelde "matuÍe" eiwit, veel langer dan in andere
bekende hydrofobines. Om de eigenschappen van SC6 te bestuderen, werd geprobeerd over-expressie
van SC6 in een monokaryon te verkrijgen. Hoewel een hoge ,SCó mRNA accumulatie werd
waargenomen wanneer de SCd coderende gebied onder confole van de regulatorische sequenties van
SCi werd gebracht, kon geen SC6 eiwit worden gedetecteerd.

Hoofdstuk VII beschrijft de isolatie van het SC15 gen dat codeert voor een eiwit dat
abundant wordt uitgescheiden in het cultuurmedium en dat ook aanwezig is in de polysaccharide
matrix die de luchthyfen omgeeft. Evenals,SC3 schijnt,SCIJ gereguleerd te worden door de MATB
genen. De betrokkenheid van SCl5 in de vonning van luchthyfen wordt gesuggereerd door het feit
dat mutaties welke de fonnatie van luchthyfen negatief beurvloeden (thn and matBcon) ook de
expressie van .SC1J remmen.

Hoofdstuk VIII behandelt een fenomeen waargenomen tijdens de complementatie
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experimenten beschreven in Hoofdstuk V. ABHl,,SCi en SCó bleken alleen tot expressie te komen

(mRNA vorming) wailleer intronen aanwezig wzren in de getranscribeerde deel van het gen. De

inronen bleken nodig te zijn voor de u.r*.rking van het primaire transcript tot mRNA. Introductie

van één kunstmatigè itttron was genoeg om mRNA accumulatie te induceren uitgaande van een

infionloos gen. Deze resultaten openen nieuwe perspectieven voor de expressie van heterologe genen

in homobasidiomYceten.
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