Egy 10,3 kb méretli, lineéris, a mitokondriumban lokalizalt DNS-plazmidot izolaltunk a
Fusarium proliferatum (Gibberella intermedia) ITEM 2337-es torzsébdl, és a plazmidot pFP1-
nek neveztiik el. Proteinaz és exonukledz hasitasok azt mutattak, hogy a plazmid 5° végeit
kovalens kotésekkel kapcsolodott terminalis fehérjék védik.

A plazmid szerkezetét restrikcids térképezéssel, illetve az ezt kdvetd szekvenalassal
hataroztuk meg. A szekvenciat deponaltuk a GenBank adatbazisba, az EF622512-es
azonositoszam alatt. A teljes szekvencia meghatarozasaval kidertilt, hogy a plazmid DNS 10
336 nt-bol all. A plazmidot két 400 bp hosszsagu, forditottan ismétlodo szakasz szegélyezi
(terminal inverted repeat; TIR). Két f6, az ellentétes szalakon elhelyezkedd, de nem atfedd
nyitott olvasasi keretet (open reading frame; ORF) azonositottunk. Az egyik egy fag-tipusu
RNS polimerazt (ORF1), a masik pedig egy B-tipusit DNS polimerazt (ORF2) kodol.
Alacsony mértékii szekvenciabeli hasonlosagok arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a
terminalis fehérjéket az ORF2 5° végén talalhato szakaszok kodoljak. Egy kisebb ORF-et is
azonositottunk, amely ugyancsak kismértékli egyezések alapjan, de hasonlonak mutatkozott a
fehér korhadast okozo6 Pleurotus oestreatus gombabol izolalt pMLP1 plazmid mORF1
szakaszahoz. A hasonldsagot az is erdsiti, hogy a pFP1-ben talélt kisebb ORF altal kédolt
fehérje is erdsen bazikus (pl = 9,25), és valoszinii, hogy egy TIR-kotd fehérjét kodol.
helyezkednek el. RT PCR vizsgélatok azt mutattak, hogy az mORF egyiitt irodik 4t az ORF1-
el. Az ORF1 és ORF2 egy 210 bp-os intergénikus szekvencia valasztja el egymastol, amely
egy 24 bazisparos palindrom szekvenciat is tartalmaz. RT PCR vizsgélatok azt mutattak, hogy
a két nagy transzkriptumban nincs atfedés, igy elképzelhetd, hogy az intergénikus palindrom
transzkripcids stop szignalként mitkodik. Hasonlo intergénikus palindrom szekvenciat szamos

plazmidnal kimutattak mar.



Az ORF1 szekvenciaja erds hasonldosagot mutatott az egy peptidlancbol al6 RNS-
polimerazokhoz, illetve a bakteriofagok ¢s mas mitokondrialis palzmidok RNS-
polimerazaihoz. A ORF1 szarmaztatott aminosavsorrendje 41, 36 és 27 %-0s azonossagot
mutatott a Blumeria graminis f. sp. Hordei Bgh, a Claviceps purpurea pCLK1, illetve a
Podospora anserina pAL2-1 plazmidjanak RNS polimerazaihoz. Tovabbi vizsgalatokkal az
egy peptidlancbdl al6 RNS-polimerazok mind a 11 konzervalt doménjét is azonositottuk az
ORF1-ben.

Az ORF2 C-terminalis része hasonl6sagot mutatott a bakteriofagok és mas mitokondrialis
plazmidok B tipusu DNS-polimerazaihoz. Az 6sszes konzervalt exonukleaz és polimeraz
domént is azonositottuk ebben a régioban. A ORF2 szarmaztatott aminosavsorrendje 24, 23
¢és 19 %-os azonossagot mutatott a Blumeria graminis f. sp. Hordei Bgh, a Claviceps purpurea
pCLK1, illetve a Podospora anserina pAL2-1 plazmidjanak DNS polimerazaihoz. Ez a
viszonylag alacsony szintli homologia a hosszu C- és N-terminalis részeknek tulajdonithato.
RT PCR vizsgalatok azt mutattak, hogy ezek a szakaszok is atirodnak, am homologiat
semmilyen adatbazisban talalhatd szekvenciahoz nem mutattak Amikor az ORF2 konzervativ
doménjeit tartalmazo szakaszt (700-1291 aa) hasznaltuk a szekvenciak 6sszehasonlitasahoz,
51, 50 éa 38 %-o0s azonossagot mutatott a Blumeria graminis f. sp. Hordei Bgh, a Claviceps
purpurea pCLK1, illetve a Podospora anserina pAL2-1 plazmidjanak DNS polimerazaihoz.
Az mORF részleges hasonldsagot (51% a DNS szintjén) mutatott a Pleurotus oestreatus
pMLP1 plazmidjaban kimutatott mMORF-hez. Mindkettd ORF egy erdsen bazikus fehérjét
kodol, vélhetéen TIR-kotd fehérjeként funkcionédlnak.

A pFP1 azonositasara tervezett inditoszekvenciak segitségével mintegy 210 izolatumot
tesztelve tovabbi hat F. proliferatum izolatumban is kimutattuk a plazmid jelenlétét. Valos
idejii PCR vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a plazmid 0,6-3,4 kopidban van jelen a

mitokondrium genomhoz viszonyitva.



Az ORF1 ¢és az ORF2 konzervativ szakaszaira tervezett inditdszekvencia parok segitségével
egy 1136, illetve egy 831 bp-os szakaszt szaporitottunk és szekvenaltunk a plazmidtartalmu
izolatumokbdl. A szekvenciakban nem tapasztaltunk eltérést, ami azt mutatta, hogy a
foldrajzilag eltérd helyrdl izolalt tenyészetek azonos plazmidot tartalmaztak. Ez a
mitokondrialis plazmidok horizontalis terjedését timasztja ala.

Két torzsbol megkiséreltiik a plazmid irtasat, hogy megkeressiik a plazmid jelenlétébdl fakadd
fenotipusvaltozasokat. Kimutattuk, hogy a szakirodalomban eddig az irtasra kidolgozott
egylépéses, etidium-bromiddal torténd kezelés esetiinkben hatastalan. Valos idejii PCR
vizsgalatok azt mutattak, hogy a kezelést t01él6 izolatumok tobbségében a plazmidtartalom
nem is valtozott. A vizsgalt mintegy 350 tuléld tesztelése nyoman minddssze 3 olyan
izolatumot talaltunk, melyben a plazmidtartalom t6bb nagysagrenddel csokkent. Ezen tulélok
tovabbi fenntartasa/atoltasa soran a plazmidtartalom folyamatosan novekedett, majd elérte a
kiindulasi értéket (0,6-3,4 kopia/mitokondrium). A plazmid irtasa egy kezelést kovetd
regeneralds soran tehat nem sikertilt, a plazmidtartalmukban nagymértékii csokkenést mutatd
tulélok tovabbi monosporas szelekcioja vezetett eredményre, amely mar mintegy 70%-0S
aranyban eredményezett plazmidmentes tenyészeteket.

A plazmidtol megfosztott tenyészetek azonban sem novekedésiikben, sem fumonizin B1
toxintermelésiikben nem mutattak eltérést a plazmidtartalmu ,,sziil6” megteleld
tulajdonsagaitol.

Fusarium-fajokkal végzett biodiverzitas vizsgalataink soran a F. subglutinans és F.
verticillioides fajokat vizsgaltuk behatdbban.

Azonositottuk 206, az el6zetes morfoldgiai vizsgalatok alapjan Fusarium subglutinansnak
azonositott izolatum mitokonrialis DNS (mtDNS) RFLP profiljat. 184 izolatum két,
egymashoz nagyon hasonlé RFLP tipusba tartozott. A két RFLP tipusbol 12-12 izolatum

vizsgalata magi gének (beta-tubulin, hiszton H3, calmodulin és IGS) szekvenciainak



segitségével igazolta, hogy e két RFLP-mintazat valoban a F subglutinans faj mtDNS-ét
jellemzik. A gének szekvenciait felhasznalva RFLP markert terveztiink a két csoport
azonositasara, ¢s a 186 izolatum beta tubulin €s hiszton H3 RFLP vizsgalataval kimutattuk,
hogy a két csoport a F. subglutinans fajon beliili két csoportjat jellemzik, melyet dél-afrikai
kutatok (Steenkamp €s mtsai) azonositottak korabban.

Az eurdpai mintakat tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala. Tovabbi 36 izolatum beta-tubulin,
hiszton H3, calmodulin és IGS szekvenciait azonositottuk és elemeztiik. A két csoport kdzott
22 helyen azonositottunk fixalodott nukleotideltéréseket, ami tovabbi bizonyitékot
szolgaltatott arra, hogy a két csoport filogenetikailag elkiiloniilt egymastol. Steenkamp ¢és
munkatarsai azonban az egyes csoportokon beliil is 6nallo filogenetikai vonalakat mutattak ki.
Vizsgalataink azonban cafoltak ezt az elméletet. Annak ellenére nem tudtunk azonositani
fixalodott nukleotideltéréseket, hogy egy csoporton beliil is egy adott gén tobb alléljat
azonositottuk. Ez arra utal, hogy a természetben gyakori a két csoporton beliili meiotikus
rekombinacid, mig a két csoport kozott ez kizartnak tlinik.

101 eurdpai izolatum (62 az 1-es, 39 a 2-es csoportba tartozott) mikotoxin-termelését is
vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy az 1-es csoport izolatumainak 77 %-a termelt kimutathato
mennyiségil beauvericint (10-532 pg/g), mig a 2-es csoport egyetlen izolatuma sem termelte
ezt a toxint. Ezzel els6ként mutattunk ki eltérést a két csoport fenotipusaban, ami tovabbi
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a két csoport izolalodott a természetben.

A morfologiailag ugyan F. subglutinansnak hatarozott, bananrdl, egy orchideafajrol, illetve
sarkanyfiirdl izolalt tenyészetek eltéré6 mtRFLP mintdzatokat mutattak az 1-es és 2-€s
csoportra jellemz6é RFLP mintazatoktol. Az izolatumok vizsgalata magi gének (beta-tubulin,
hiszton H3, illetve calmodulin) szekvencidinak segitségével azt mutatta, hogy a vizsgalt

izolatumok 3 11j fajba tartoznak. A fajok morfologiai vizsgalata és leirasa folyamatban van.



Fusarium-fajokkal végzett biodiverzitas vizsgalatainkat a F. moniliforme (F. verticillioides)
elemzésével folytattuk. 174 izolatum Haelll restrikcios enzimmel kapott mitokondrialis RFLP
mintdzatat azonositottuk. Hat haplotipust kiilonitettlink el. A bananrdl szarmazdé izolatumok
(18 db) elkiiloniiltek a foleg kukoricarol és még néhany mas gazdarol (Triticum sp., Hordeum
vulgare, Cucumis melo) szarmazoktol, €s két egymassal csaknem megegyezo, csak a bananrol
izolalt mintadkban azonositott 5-0s és 6-0s haplotipusokba tartoztak. A tobbi 156 izolatumbol
144 az 1-es haplotipusba tartozott, és tovabbi 12 mintazat az 1-es tipushoz igen hasonl6 2-4-es
haplotipusokat képviselték.

Elképzelhetd, hogy a bananrol szarmazo izolatumok 6nallo filogenetikai vonalat képviselnek

a F. moniliforme fajon beliil. Ennek eldontésére azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.



