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Bevezetés

A tobbsejtli szervezetek minden biogeografiai régidban
megtalalhatoak, és az 6koszisztémaban rendkiviil fontos funkcidkat
toltenek be. Az egyszeri SOKsejtli organizmusok aggregatumokat
vagy kolonidkat alkotnak, és mind prokaridta, és eukariota
leszarmazési vonalakon legalabb 25-szor egymastol fiiggetleniil
megjelentek. Ezzel szemben a komplex soksejtiiség, ahol
haromdimenzids strukturdk fejlddnek, és csak sejtjeik egy része
érintkezik kozvetleniil a kornyezettel, kizarolag ot eukaridta
csoportban jelent meg, amelyekbdl harom a jelenlegi szarazfoldi
Okoszisztémak meghatarozo eleme: allatok, szarazfoldi novények
¢és gombak. A Foldon a komplex soksejtliség elterjedtsége ellenére
genetikai hattere nem teljesen ismert. A gombak orszadga (Fungi)
kivételes helyzetben van a komplex soksejtli csoportok kozott,
mivel itt a komplex soksejtiiség legalabb nyolcszor konvergens
modon alakulhatott ki. Valdsziniileg a legelterjedteb komplex
soksejtii gombastrukturak az ivaros termdtestek, amelyek
els6dleges célja a meiotikus spordk eldallitasa egy védett

kornyezetben €s a sporak terjesztésének a megkdnnyitése.

Az Agaricomycetes osztaly, mas néven a termétest képzo
gombak osztalya, tobb mint 20 000 fajt tartalmaznak, amelyek
talnyomo része komplex termétesteket hoznak 1étre. Ezért ennek az

1



osztalynak a filogenetikai Osszehasonlitdé modszerekkel torténd
vizsgalata jelentésen megndvelné ismereteinket a komplex

morfologiai strukturak makro-evoluciojarol.

Az elmult években tett szamos kutato eréfeszitései ellenére a
termoOtest-fejlodés genetikai hattere még mindig kevéssé ismert. Az
egyik legjobban vizsgalt gomba a Coprinopsis cinerea modell
organizmus, ami szaprotréf életmodot folytat, laboratoriumi
koriilmények kozott konnyen termeszthetd és gyors (1-2 hét)
¢életciklussal rendelkezik. A C. cinerea genomja mar egy évtizede
ismert, és azota szamos informacid gyiilt dssze err6l a gombarol.
Azonban, tovabbra sem vilagos, hogy hogyan kezdenek fejlodni a
f6 szovettipusok, és melyek azok a gének, amelyeknek szerepiik

van a C. cinerea fejlédésének kezdetén.



Célkitilizések

Célul tiztik ki a gombak orszaganak egyik legnagyobb
osztalyanak, a termdtest képzO6 gombaknak (Agaricomycetes)
makro-evolucidjanak vizsgalatat. Meg akartuk vizsgalni a
termOtestek és az ezekhez kapcsolddd morfologiai strukturak,
példaul a kalap, az altalanos vagy részleges burok és a sporatermé
réteg evolucidjat. Ezenkiviil szerettiik volna megvizsgalni azokat a
géneket, amelyek szerepet jatszanak a termdtest és annak f6
szovettipusainak kialakuldsaban. Ezért egy RNS szekvenalasi
modszert dolgoztunk ki, amiben Kkrio-mikrotdémos metszetekbdl
lézer mikrodisszekcids technikat hasznalva a C. cinerea kora
fejlodése soran, hét fejlodési allapot ¢és kilenc szovettipus
transzkriptom adatat vizsgaltuk. A kovetkez6 kérdésekre

szerettunk volna valaszt adni:

1. Milyen iitemben alakultak vagy haltak ki fajok a termétest képzé

gombak evolucidja soran?

2. Volt-e hirtelen, esemény-szerii valtozas a fajképzodési vagy a
kihalasi rataban, amely kulcs-innovacios vagy tomeges kihalasi

eseményekre utalhat?

3. Ha igen, kapcsolodhat-e morfologiai jellegekhez?



4. Bizonyos morfologiai jellegek novelhetik-e a fajok
diverzifikacios ratajat? Ezt a kérdést hat jelleg kapcsan tettiik fel:
kalap képzés, a spora termoréteg feliilet novelése, zartan torténd

fejlodés, az altalanos vagy a részleges burok jelenléte.

5. Milyen gének expresszalodnak a Coprinopsis cinerea fejlodése
soran a vegetativ micélium és az elsddleges/masodlagos hifacsomo

atmenet soran?

6. Felismerhetdk-e a hifalis ndvekedési mintazat megvaltozasa a

termétest fejlodés soran vizsgalt transzkriptom szintjén?

7. A védelemmel és a sejt felszin impregnalassal kapcsolatos gének
jellemzObbek-e a kalapra, az altalanos vagy részleges burokra, mint

mas szovetekre?

8. Melyek a szovet specifikus gének és mikor jelentek meg az

evolucio soran?



Felhasznalt modszerek

e _Maximum Likelithood” (ML) filogenetikai fa becslés
(RAxXML), a filogenetikai fak kétlépcsds Bayes-féle molekularis
ora kalibralasa (PhyloBayes, FastDate). A filogenomikai adatok
Bayes-féle vagy ,rate smoothing” 6ra kalibraldsa (mcmectree,
illetve r8s).
modellek BayesTraits programban implementalva

e Parszimoénia és sztochasztikus karakter-térképezés alapa 6si
karakterallapot rekonstrukcios elemzések

e Karakter Aallapot fliggetlen diverzifikdcidos rata elemzés
(BAMM)

e Karakter allapot fiiggd diverzifikéacios rata elemzések (BiSSE és
MuSSE)

e Szovetspecifikus RNS szekvenalasi konyvtarak eldallitasa

o Kirio-hisztologiai modszerek alkalmazasa
o Lézer mikrodisszekcios modszer alkalmazasa
o Nagy érzékenységli RNS szekvenalasi modszerek

e _Read” illesztés és mindségellendrzés: STAR RNA-seq illesztd
program, FastQC program, BBMap csomag, EDAseq csomag.

e RNS expresszio elemzés negativ binomidlis (NB) altalanositott
linearis modellel (GLM) hasznalataval: DESeq2 csomag,

fiiggetlen hipotézis-stlyozds (IHW), GO, IPR, KOG
5



funkcionalis kifejezés dusulas elemzések topGO csomag ¢€s
hipergeometrikus teszt alkalmazéaséaval.

e Genomikai filosztratigrafiai elemzés



Eredmények osszefoglalasa

Robusztus filogenetikai fak és kronogrammok eldallitasa az

Agaricomycetes osztalyra nézve

Osszeallitottunk egy 5284 fajt és harom genomi lokuszt
(nrLSU, rpb2, tefl-a) tartalmazo széles foldrajzi lefedettséggel
rendelkez6 adatsort az Agaricomycetes osztalyra nézve. Ennek az
adatsornak a felhasznalasaval végeztiink el maximum likelihood
(ML) filogenetikai fa becsléseket, ami soran a 6 topologiat (torzsfa
gerincét) fixen tartottuk, egy 105 fajt tartalmaz6 filogenomikai fa
paramétereit alkalmazva. Osszesen 245 ML fat készitettiink,
amelyek az  Agaricomycetes  filogenetikai  topologiai
valtozatossagat teljes mértékben lefedték a Robinson-Foulds paros
tavolsadgok elemzése alapjan. Tiz fa molekularis ora kalibralasat is
elvégeztilkk, amelyet rétegzett véletlenszerli mintavétellel
valasztottak ki hogy megfelelden reprezentalva legyen a 245 fa
topologiai sokfélesége. A molekuléris ora kalibralast két-1épcsos
Bayes-féle elemzésekkel végeztiik, amelynek eredményeként tiz

kronogramot kaptunk.

Az Agaricomycetes leszarmazasi vonalak diverzifikacioja a

Jura idészakban hirtelen megnott

Megbecsiiltiik a leszarmazasi vonal specifikus fajképzdodési
¢s kihalasi ratdkat az Agaricomycetes osztalyon beliil, majd
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Osszegeztiik a nettd diverzifikacios ratakat (fajképzodési rata és a
kihalasi rata kiilonbsége) az id6 tengely mentén. Megéllapitottuk,
hogy a netté diverzifikacios rata hirtelen névekedésnek indult ami

a Jura korra volt tehet6 (200-145 millio évvel ezelétt).

A tomeges kihalasi események masképp érintették az

Agaricomycetes fajokat, mint egyéb organizmusokat

A Kkarakter fiiggetlen diverzifikacios elemzéseink soran
detektaltunk egy kis mérték(i novekedést a leszarmazasi vonalak
nettd kihalasi ratajaban. Ezért a CoMET modell segitségével
tovabb vizsgaltuk, hogy torténhetett-¢ tomeges kihalds az
Agaricomycetes evolucidja soran. Ez az elemzésiink is tdmogatta
egy kihalasi esemény jelenlétét a Jura kor végén, de érdekes modon
a Kréta-Paleogén (K-Pg) hataran nem volt detektalhatd tomeges
kihalasra utald jel. Ezért a termdtest képzd gombak valdsziniileg
nem mentek keresztiil tomeges kihalason a K-Pg hataran, szemben

mas él6lényekkel, ahol a fajok legalabb 75% kihalt.

A megnovekedett diverzifikacios rata egybevag a komplex

termotest morfologiak megjelenésével

A diverzifikacios rata elemzések soran esemény szerd,
szignifikans valtozasokat is detektalunk a diverzifikacids rataban.
Osszességében 85  szignifikdns  diverzifikdcids  valtozast

detektaltunk, amibél 57, olyan kladok 6sében tortént ahol kizarolag
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kalapos morfologiaji fajok alkottdk a csoportot. Tovabba
elvégeztink egy Osi karakterallapot rekonstukciot a fobb
termotesttipusokra nézve, és azt tapasztaltuk, hogy a komplex
morfologiak (kalapos, gaszteroid, koralloid) a Jura korban fejlédtek
Ki, ami utan a kalapos morfologiaval rendelkez6é leszarmazasi
vonalak aranya megndvekedett az Agaricomycetes csoportok
kozott. Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
termdtestek rendelkezhetnek bizonyos morfologiai jellegekkel,
amelyek eldnyosek lehetnek a fajok szamara. Ezért, 6t morfologiai
jelleget vizsgaltunk karakter allapot fiiggd diverzifikacios
elemzésekkel. Megallapitottuk, hogy a kalap jelenléte, a zartan
torténd fejlédés, az altaldnos vagy a részleges burok jelenléte,
valamint a spora termoréteg feliilet nvelése pozitivan hatott a fajok

diverzifikacios ratajara.

Nagy felbonté képességii szovet-specifikus RNS szekvenalasi

modszer kidolgozasa

Ahhoz, hogy nagyobb betekintést nyerjiink a termotest
fejlédés genetikai hatterébe egy nagy felbontoképességii szovet-
specifikus RNS szekvenalasi médszert dolgoztunk ki. E16sz6r tobb
mint 200 krio-hisztologiai vizsgalat elvégzésével tanulmanyoztuk
a C. cinerea korai fejlodését és szovet képzését. Ezutan
kidolgoztunk egy RNS-szekvenalast amit 1ézer mikrodisszekcios

technikaval (LCM) kombinaltunk és szamos eljaras modositasaval
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adaptaltuk C. cinerea modell gombara. Kilenc szdvettipust és hét
fejlodési stadiumot valasztottunkk ki a C. cinerea korai fejlédésnek
transzkriptomikai vizsgalatara, és 84 ¢cDNS konyvtarat allitottunk
elé, amelyek az 6sszes szovettipust lefedve 2-4 biologiai ismétlést

tettek lehetdvé.

A komplex soksejtiiség kialakulasaban szerepet jatszé gének
detektalasa (a vegetativ micélium — hifa csomé atmenet

vizsgalata)

El6szor differencialis génexpresszios elemzéseket végeztiink
a vegetativ micélium és a hifa csomo6 fejlédési allapotok kozott,
hogy a termétest fejlodés elsé 1épéseiben szerepetjatszod géneket
megvizsgaljuk. Az elsédleges és a masodlagos hifa csomok
szoveteiben 1293 — 2590 feliilregulalt gént detektaltunk.
Megallapitottuk, hogy a sejtosztodasban és a sejtfal szerkezet
modositasdban szerepet jatszd gének feldusultak ezekben a
szovetekben, ¢és kulcsfontossaguak lehetnek a vegetativ
micéliumb6l a komplex tobbsejtli hifa csomodba torténd
atmenetben. Osszességében 161 feliilregulalt gént taldltunk az elsd
két fejlédési szakaszban, amelyek Osszefiiggésbe hozhatdok a
sejtosztodassal és a hifa novekedési mintazat szabalyozasaval,
beleértve a ciklineket, a STRIPAK fehérjéket és a szeptineket.
Megallapitottuk, hogy ezeknek a géneknek a szama az elsd

fejlodési allapotok soran megndétt. Tovabba detektaltunk 112, a
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sejtfal biogenezisével és atalakitdsaval kapcsolatos, feliil
szabalyozott gént is, koztiik 75 feltételezett glikozid-hidrolaz (GH)

aktivitasu gént.
Szovet-specifikus gének detektalasa

Szovet-specifikus gének detektaldsa soran olyan géneket
azonositottunk egy adott szovetben, amely szignifikdnsan
magasabb génexpressziot mutatott, mint az adott stadium Gsszes
szovetének atlagos expresszidja. Jelen munkaban azokra a
morfologiai jellegekkel kapcsolatos szovetekre 6sszpontositottunk,
amelyek pozitivan befolyasoltak a fajok diverzifikacios ratajat a
makro-evolucios elemzéseink alapjan. Osszesen 2053, 1053, 1260
¢és 941 feliilregulalt gént detektaltunk az altalanos burok, részleges
burok, a kalap, illetve lemezek szoveteiben. Feltételeztiik, hogy az
altalanos burok, a részleges burkok illetve a kalap egyik f6
funkcidja a fejlédd priordium védelme. A manualisan Osszegzett
funkciondlis annotacios listdk alapjan azt talaltuk, hogy a
védelemmel kapcsolatos gének az altalanos burok és kalap
szoveteiben nagyobb aranyban taldlhatoak, mint a részleges
burokban vagy a lemezben. Tovabba szamos védelemben szerepet
jatszo gén olyan mintazatot mutatott, amely a kornyezethez kozeli

szovetekben magas expresszioval rendelkezett.
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e rer

prediszpoziciéo, mind a fiatal gének megjelenése szerepet

jatszhatott

Vizsgalataink soran megprobaltuk feltarni a fenotipusos és
genetikai  evolucid kapcsolatat a  szovet-specifikus  gének
konzervaltsag szintjének filosztratigrafiai elemzésével.
Megallapitottuk, hogy a szovet-specifikus gének nagy része
Dikarya vagy alacsonyrendii gomba- és eukaridta 6sokben fejlodott
ki. Ez azt jelenti, hogy a szovet-specifikus gének megjelenése
megelézte a komplex morfologiai struktirak és a szovetek
funkciokat. Ez aldl kivételt képzett egy altalanos burok specifikus
géncsoport, amely a Marasmioid-klad 6sében alakulhatott ki.
Erdekes modon az altalunk készitett kronogrammok alapjan a
Marasmioid klad a Jura iddszakban alakulhatott ki. Eredményeink

Osszességében azt sugalljak, hogy a C. cinerea fenotipusos

crer
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